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RESUMO

A Azadirachta indica A. Juss, popularmente conhecida como NEEM, é uma espécie
arbérea nativa da india pertencente a familia Meliaceae. Atualmente suas folhas,
cascas e sementes, vém sendo utilizadas na fabricacdo de herbicidas, repelentes,
farmacos, cosméticos, entre outros. O presente estudo objetivou avaliar a toxicidade
reprodutiva do extrato da semente de Neem em ratos Wistar machos apds exposicao
aguda na dose de 2.000 mg/kg e as possiveis alteracfes morfofisioldgicas causadas
na espermatogénese, através de analise espermatica, bioquimica hormonal,
histopatoldgica e morfométrica dos ratos tratados, buscando verificar a viabilidade de
sua utilizacdo como matéria prima no desenvolvimento de contraceptivo oral. Foram
utilizados 16 Rattus norvegicus, linhagem Wistar machos, com idade média de 30
semanas, pesando uma média de 375g * 4.3428g. Os animais foram divididos em
dois grupos: grupo controle e grupo tratado. Cada grupo foi formado por 8 machos. A
andlise morfométrica dos cortes de epitélio testicular exibiu reducgéo significativa na
altura do epitélio e no diametro tubular do grupo tratado. O histopatolégico dos
testiculos dos ratos tratados demonstrou contornos irregulares, caracterizados por
uma tunica albuginea com variacbes na espessura do tecido conjuntivo denso,
moderadas reentrancias no parénquima testicular, além de descolamento capsular.
No espaco tubular, observou-se graus variados de degeneracado e necrose epitelial.
Os tubulos seminiferos exibiam aglomerados no Iimen tubular, constatando-se ainda
reducdo nos parametros motilidade, vigor e concentracdo das células no epididimo.
Com relacéo a morfologia dos espermatozoides, pode-se encontrar (com aumento de
100X) alteracdes no formato da cabeca, com algumas dessas células apresentando
cabeca piriforme, cabeca subdesenvolvida e cauda fortemente dobrada. Com base
nas andlises, conclui-se que o tratamento com o extrato aquoso da semente de
Azadirachta indica, por via oral (gavagem) na dose de 2000mg/kg ocasionou
alteracdes negativas no testiculo e epididimo de ratos, constatando a toxicidade
reprodutiva do extrato de Neem, podendo o mesmo ser utilizado no estudo e
desenvolvimento de medicac¢bes contraceptivas para uso animal.

Palavras-Chaves: morfometria; Neem; toxicidade reprodutiva.



ABSTRACT

Azadirachta indica A. Juss, popularly known as NEEM, is a tree species native to India
belonging to the Meliaceae family. Currently its leaves, bark and seeds have been
used in the manufacture of herbicides, repellents, drugs (of therapeutic function),
cosmetics, among others. The present study aimed to evaluate the reproductive
toxicity of Neem seed extract in male Wistar rats after acute exposure at a dose of
2,000 mg/kg and the possible morphophysiological changes caused in
spermatogenesis, through sperm analysis, hormonal biochemistry, histopathology and
morphometrics of rats treated, seeking to verify the viability of its use as raw material
in the development of oral contraceptives for animals. Sixteen male Wistar Rattus
norvegicus, with an average age of 30 weeks, weighing an average of 3759 + 4.3428g
were used. The animals were divided into two groups: control group and treated group.
Each group was formed by 8 males. Morphometric analysis of testicular epithelium
sections showed a significant reduction in epithelium height and tubular diameter in
the treated group. The histopathology of the testicles of the treated rats showed
irregular contours, characterized by a tunica albuginea with variations in the thickness
of the dense connective tissue, moderate indentations in the testicular parenchyma, in
addition to capsular detachment. In the tubular space, varying degrees of epithelial
degeneration and necrosis were observed. The seminiferous tubules exhibited clusters
in the tubular lumen, and a reduction in motility, vigor and concentration of cells in the
epididymis was also observed. Regarding the morphology of the spermatozoa, one
can find (with 100X magnification) changes in the shape of the head, with some of
these cells presenting a pear-shaped head, an underdeveloped head and a strongly
bent tail. Based on the analyses, it is concluded that the treatment with the aqueous
extract of the seed of Azadirachta indica, orally (gavage) at a dose of 2000mg/kg
caused negative alterations in the testis and epididymis of rats, verifying the
reproductive toxicity of the extract of Neem, which can be used in the study and
development of contraceptive medications for animal use.

Keywords: morphometry; Neem; reproductive toxicity.
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1 CONSIDERACOES GERAIS

O Neem (Azadirachta indica) é uma planta que pertence a familia Meliaceae.
(SAXENA, 1983) e tem sido extensamente estudada, visando identificar a composicao
fitoquimica, a biossintese e a toxicologia. Sdo arvores de grande porte, podendo
atingir até 30m de altura e 2,5m de diametro. Nativa de todo o subcontinente indiano,
€ resistente a seca (figura 1).

A éarvore do Neem possui folhas verdes durante todo o ano, elas sé&o
alternadas, sem pelos e de consisténcia membranacea, com bordos irregulares,
sendo usualmente empregadas no controle de pragas, a exemplo da mosca branca
(Bemisia tabaci), mosca minadora (Liromyza sativae), traca das cruciferas (Plutella
xylostela) e lagartas em geral. Seus frutos séo lisos, de formato eliptico, com
aproximadamente 2cm de comprimento de cor amarelada com uma polpa doce
envolvendo as sementes (IAC, 2021).

As flores da Azadirachta (Figura 1) sdo numerosas e pequenas, de coloragao
branca ou creme e reunidas em inflorescéncias densas, de cerca de 25 cm de
comprimento, encontrando-se tanto flores masculinas como hermafroditas na mesma
planta (IAC, 2021). As raizes penetram profundamente no solo, o que |lhe proporciona
uma melhor absorcdo de nutrientes, proporcionando um desenvolvimento rapido,

A planta é muito conhecida por suas propriedades medicinais e terapéuticas
encontradas nas sementes, nas folhas e na casca. A maioria dos componentes da
Azadirachta indica que ja foram caracterizados, pertencem a classe dos terpenos e
sendo denominados limondides, essas substancias sédo conhecidas como meliacina
(SILVA, 2022).

Dentre os limondides presentes nas sementes, a azadiractina tem maior
importancia por ser responsavel pela maioria das atividades biolégicas dos quais

incluem, atividade vermifuga, antibacteriana e cicatrizantes (AZEVEDO et al., 2015).

igura 1. Azadirach indica
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A Azadiractina, um tetranortriterpenoide, € o principal principio ativo encontrado
no Neem, sendo responsavel pela regulagcdo do crescimento, regulacdo da
fecundidade comprovada em insetos (SCHUMACHER, 2011). A azadiractina (Figura
2), foi isolada pela primeira vez por Butterworth e Morgan, e estad intimamente
associada a acao supressora de apetite ou inibidora de crescimento em insetos
(TANJA, 2022).

rrrrr

MeOZG

OAc

Figura 2. Estrutura quimica de Azaditactina extraida da planta Azadirachta indica (FILHO, 2022)

Na india e na Africa, milhdes de pessoas usam pequenos galhos de Neem
como escova de dente. Estudos recentes comprovam que infeccfes odontologicas
estdo sendo tratadas utilizando-se tradicionalmente componentes isolados de partes
do Neem (ARAUJO et al., 2010).

No Brasil, a planta do Neem vem chamando bastante atengdo pois, 0S
inseticidas a base de Neem s&o produzidos de forma simples em relagdo aos
agrotoxicos, considerados menos poluentes, com baixo poder residual e

apresentando menor risco de intoxicacdo para mamiferos e aves (DA SILVA. 2021).

A utilizacao de plantas medicinais para o tratamento de enfermidades, na area
veterinaria, principalmente na zona rural tem se tornado comum.

segundo Turolla (2006) saber-se que muitas plantas medicinais apresentam
substancias toxicas, seja por seus proprios componentes, seja pela presenca de
agentes contaminantes nas preparagoes.

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, publicada através do
Decreto n° 5.813 em 22 de junho de 2006, apresenta nas suas diretrizes o incentivo
ao desenvolvimento e a pesquisa no que se refere ao uso de plantas medicinais e
fitoterdpicos que possam ser disponibilizados com eficacia, seguranca e qualidade a
populacéo, dando prioridade a biodiversidade do pais (BRASIL, 2006; CARVALHO et
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al.,, 2007). Uma vez implementada a politica, tornam-se necessarios estudos
toxicoldgicos pré-clinicos para oferecer aos pesquisadores seguranca em relacdo as
doses em que aparecem efeitos tdxicos em animais de laboratério (DE CASTRO,
2006).

Segundo Cardoso (2018) a Azadirachta indica é utilizada popularmente na
Nigéria e india para fins medicinais ha mais de 2.000 anos (AUTA e HASSAN,
2016).0Observou-se atividade contraceptiva, diminuindo a motilidade progressiva dos
espermatozoides em estudo realizado por Sharma et al. (1996) com o 6leo das
sementes de Neem em diferentes concentragdes, O extrato da folha de Neem
também foi avaliado por seu efeito antidiabético. DHOLI et al. (2011), em seu estudo
confirmaram que ratos diabéticos tratados com extrato de Neem (250 mg/kg) exibiram
niveis de glicose significativamente menores em comparagdo ao grupo controle.
AKTER (2013), sugeriu que extratos de folhas de Azadirachta indica e Andrographis
paniculata tém atividade antidiabética significativa e podem ser uma fonte potencial

para o tratamento de diabetes mellitus.

A idade de reproducédo de um rato é de cerca e 50 dias em ambos 0s sexos,
embora as fémeas possam apresentar seu primeiro cio entre 25 e 40 dias. O processo
de espermiogénese varia de acordo com a espécie, embora em média cubra de uma
a trés semanas. Em experimentos realizados em ratos, o processo de formacéo de
espermatozoides leva 34,5 dias (VASILIAUSHA, 2012).

Sathiyaraj, e colaboradores (2010), descreveram em seu trabalho a diminuicéo
significativa nos pesos dos testiculos e epididimos de ratos Wistar, quando
administrado o extrato aquoso de folhas de Neem por gavagem, nas doses de 250

mg/kg e 350 mg/kg, respectivamente, durante 30 dias.

Em estudos realizados com o extrato aquoso das cinzas da madeira fresca de
Neem administrado via oral em ratos Wistar machos, por Auta e Hassan (2016), foi
observado que a motilidade dos espermatozoides dos grupos tratados diminuiu ao

passo que a concentracdo da dose do extrato aumentava.

Ojewale, et al. (2014) por sua vez, verificou que o extrato etandlico das raizes
de Pseudocedrela kotschyi , também membro da familia Meliaceae, administrado via

oral (gavagem) dose Unica em camundongos Swiss macho, ndo apresentou nenhum
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efeito no sentido de prejudicar a integridade histologica do epitélio germinativo dos

animais em nenhuma das doses utilizadas.

Lisanti, et al. (2016) ao avaliar o extrato aquoso de sementes e folhas de Neem
(Azadirachta indica), constatou que a motilidade e a viabilidade dos espermatozoides
sofreram uma diminuicAo em comparagdo com O grupo controle depois da
administracdo das doses 2,5 e 5,0 mg/kg por um periodo continuo de 36 dias, por

gavagem.

Segundo Katte et al. (2018), ao ministrar extrato aquoso de Neem nas
concentragbes 0.5, 1.0, 1.5, 2.0mm/ml in vitro nas células germinativas de ratos
Wistar, constatou-se que nas duas maiores doses ocorreram danos a motilidade e
viabilidade dessas células. Shaikh (2009) em seus estudos observou que a nivel de
microscopia optica , que os cortes dos ovarios de ratas tratadas com 6leo de Neem
revelaram diminuicdo do numero de foliculos maduros e alteracdes significativas nos

niveis de hormdnios reprodutivos.

Assim sendo, presente estudo objetivou avaliar a toxicidade reprodutiva do
extrato aquoso da semente de Neem em ratos Wistar machos apés exposicdo aguda
na dose de 2.000 mg/kg e as possiveis alteracdes morfofisiologicas causadas na
espermatogénese, por analise espermatica, bioquimica hormonal, histopatoldgica e
morfométrica dos ratos tratados, buscando verificar a viabilidade de sua utilizacéo
como matéria prima no desenvolvimento de contraceptivo oral para animais. Figura
3.

BIOQUIMICA
HORMONAL

GRUPO AGUA
CONTROLE DESTILADA =
8 RATOS (0,5 ml) [—> CONCENTRACAO

Machos DOSE UNICA

N
|,

i VIGOR

AUTERAGOES " ANALISE DO
FISIOLOGICAS EUTANASIA SEMEN MOTILIDADE

(15 dias)

ALTERAGOES

MORFOLOGICAS

ANALISE TESTICULO

MICROSCOPICA
L EPIDIDIMO

EXTRATO DA
GRUPO | /™|SEMENTE DE
TRATADO NEEM 2.000
8 RATOS mglkg

Figura 3. Fluxograma experimental. Fonte: o autor.
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2 Capitulo 1 - “Andlise da Toxicidade Reprodutiva do Extrato da Semente de

Azadirachta Indica Em Ratos Wistar Machos”

Este artigo foi submetido a Revista Pesquisa Veterinaria Brasileira

Analise da Toxicidade Reprodutiva do Extrato da Semente de Azadirachta

Indica Em Ratos Wistar Machos
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RESUMO

A Azadirachta indica A. Juss, popularmente conhecida como NEEM, é uma espécie
arborea nativa da india pertencente a familia Meliaceae. Atualmente suas folhas,
cascas e sementes, vém sendo utilizadas na fabricacdo de herbicidas, repelentes,
farmacos (de funcédo terapéutica), cosméticos, entre outros. O presente estudo
objetivou avaliar a toxicidade reprodutiva do extrato da semente de Neem em ratos
Wistar machos apos exposicdo aguda na dose de 2.000 mg/kg e as possiveis
alteracbes morfofisioldgicas causadas na espermatogénese, através de analise
espermatica, bioquimica hormonal, histopatologica e morfométrica dos ratos tratados,
buscando verificar a viabilidade de sua utilizagdo como matéria prima no
desenvolvimento de contraceptivo oral para animais. Foram utilizados 16 Rattus
norvegicus, linhagem Wistar machos, com idade média de 30 semanas, pesando uma
média de 375¢g + 4.3428¢g. Os animais foram divididos em dois grupos: grupo controle
e grupo tratado. Cada grupo foi formado por 8 machos. A andalise morfométrica dos
cortes de epitélio testicular exibiu reducdo significativa na altura do epitélio e no
didametro tubular do grupo tratado. O histopatolégico dos testiculos dos ratos tratados
demonstrou contornos irregulares, caracterizados por uma tunica albuginea com
variagbes na espessura do tecido conjuntivo denso, moderadas reentrancias no
parénquima testicular, além de descolamento capsular. No espaco tubular, observou-
se graus variados de degeneracdo e necrose epitelial. Os tabulos seminiferos exibiam
espermatozoides anucleados aglomerados no limen tubular, constatando-se ainda
reducdo nos parametros motilidade, vigor e concentracao das células. Com relacéo a
morfologia dos espermatozoides, pode-se encontrar alteragdes no formato da cabeca,
com algumas dessas células apresentando cabeca piriforme, cabeca subdesenvolvida
e cauda fortemente dobrada. Com base nas analises, conclui-se que o tratamento
com o extrato aquoso da semente de Azadirachta indica, por via oral (gavagem) na
dose de 2000mg/kg ocasionou alteracdes negativas no sistema reprodutor masculino
de ratos, constatando a toxicidade reprodutiva do extrato de Neem, podendo 0 mesmo
ser utilizado no estudo e desenvolvimento de medicacdes contraceptivas para uso

animal.

Palavras-Chave: morfometria, Neem, toxicidade reprodutiva.
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ABSTRACT

Azadirachta indica A. Juss, popularly known as NEEM, is a tree species native to India
belonging to the Meliaceae family. Currently its leaves, bark and seeds have been
used in the manufacture of herbicides, repellents, drugs (of therapeutic function),
cosmetics, among others. The present study aimed to evaluate the reproductive
toxicity of Neem seed extract in male Wistar rats after acute exposure at a dose of
2,000 mg/kg and the possible morphophysiological changes caused in
spermatogenesis, through sperm analysis, hormonal biochemistry, histopathology and
morphometrics of rats treated, seeking to verify the viability of its use as raw material
in the development of oral contraceptives for animals. Sixteen male Wistar Rattus
norvegicus, with an average age of 30 weeks, weighing an average of 3759 + 4.3428g
were used. The animals were divided into two groups: control group and treated group.
Each group was formed by 8 males. Morphometric analysis of testicular epithelium
sections showed a significant reduction in epithelium height and tubular diameter in
the treated group. The histopathology of the testicles of the treated rats showed
irregular contours, characterized by a tunica albuginea with variations in the thickness
of the dense connective tissue, moderate indentations in the testicular parenchyma, in
addition to capsular detachment. In the tubular space, varying degrees of epithelial
degeneration and necrosis were observed. The seminiferous tubules exhibited clusters
in the tubular lumen, and a reduction in motility, vigor and concentration of cells in the
epididymis was also observed. Regarding the morphology of the spermatozoa, one
can find (with 100X magnification) changes in the shape of the head, with some of
these cells presenting a pear-shaped head, an underdeveloped head and a strongly
bent tail. Based on the analyses, it is concluded that the treatment with the aqueous
extract of the seed of Azadirachta indica, orally (gavage) at a dose of 2000mg/kg
caused negative alterations in the testis and epididymis of rats, verifying the
reproductive toxicity of the extract of Neem, which can be used in the study and

development of contraceptive medications for animal use.

Keywords: morphometry, Neem, reproductive toxicity.
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3 INTRODUCAO

A Azadirachta indica, popularmente conhecida como Neem € uma arvore
perene nativa da india pertencente a familia Meliaceae (BRAGA, 2022),tem sido
usada por milhares de anos em sistemas tradicionais de medicina (CARDOSO,
2022). Das varias partes do Neem, incluindo folhas, cascas, sementes, flores, frutos
e raizes, diversos compostos de fitoquimicos com diferentes atributos bioldgicos e
farmacologicos, como azadiractina, nimbolida, podem ser extraidos (LIMA et al.,
2022).

Devido as suas caracteristicas terapéuticas, a arvore de Neem também é
conhecida, especialmente na india, como “farmacia da aldeia” sendo declarada pelas
Nacdes Unidas como “A arvore do século” (KUMAR, 2013). O Neem € caracteristico
de clima tropical, seu florescimento € dos meses de fevereiro a maio sendo que seus
frutos amadurecem de junho a agosto em area de ocorréncia natural (CARDOSO.
2022). Trata-se de uma planta que propaga com facilidade, tanto sexualmente
guanto vegetativamente, podendo ser plantada por meio de sementes, mudas,
arvores novas, brotos de raiz ou tecido de cultura (PAUL. 2011).

O Neem possui compostos limondéides como a azadiractina, salanina,
melantriol e nimbina, assim como outras meliaceaes. Muitos outros compostos ativos
podem ser extraidos das diferentes partes da arvore do Neem incluindo
tetraterpendides, carotenoides, compostos fendlicos, cetonas e esteroides (SALEEM
et al., 2018). De acordo com Saleem (2018), tais compostos apresentam baixa
toxicidade aos vertebrados. Dentre os mais de 40 terpendides ja identificados na
planta, a azadiractina € o composto mais eficiente.

A azadiractina € uma molécula muito extensa e ainda ndo pode ser
sintetizada, sendo assim todos os produtos que a contém sao produzidos por
extracdo da planta (SILVA, 2010). De acordo com Auta e Hassan (2016) existem
relatos de que a planta Neem (Azadiractha indica) a mais de 2.000 anos vem sendo
utilizada popularmente na Nigéria e india para finalidades medicinais.

Em estudos realizados com o extrato aquoso das cinzas da madeira fresca de
Neem administrado via oral por 35 dias em ratos Wistar machos, foi observado que
a motilidade dos espermatozoides dos animais dos grupos tratados diminuiu ao
passo que a concentracdo da dose do extrato das cinzas aumentava (Katte et al.,
2018).
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Em estudos de Auta e Hassan (2016) pode-se constatar através da analise
gue os animais que receberam a menor dose (5 mg/kg) apresentaram resultados
dentro da normalidade, apresentando os tubulos seminiferos com morfologia normal
e presenca de células espermatogénicas, 0s que receberam a dose de concentracao
50 mg/kg apresentaram espessamento na tunica albuginea e alguns tubulos
seminiferos sem conteudo celular ou apresentando processo de necrose, ja na dose
de 100 mg/kg os tubulos seminiferos apresentam contornos irregulares e diminui¢ao
das células espermatogénicas.

Os efeitos toxicoldgicos de uma determinada substancia sobre a prole é alvo
do estudo da toxicologia reprodutiva. A Food and Drugs Administration (FDA)
preconiza a realizagédo de testes de toxicidade reprodutiva para estudar e conhecer
os efeitos de uma substancia quimica sobre o processo de reproducdo dos
mamiferos. Tais estudos, geralmente, compreendem a exposicdo de animais
sexualmente maduros antes da concepc¢ao, durante o desenvolvimento pré-natal e
apos o nascimento e, continuadamente até sua maturacédo sexual, dependendo do
protocolo experimental (SILVA LIMA, 2014).

Os agentes quimicos quanto aos seus efeitos adversos sobre o ciclo
reprodutivo sdo agrupados em duas categorias: Substancias que agem na prole no
desenvolvimento intra-uterino; Substancias que alteram as capacidade reprodutivas
do individuo (machos ou fémeas) (LEMONICA, 2008).

Lisanti, et al. (2016) ao avaliar o extrato aquoso de sementes e folhas de Neem
(Azadirachta indica), verificou diminuicdo da motilidade e a viabilidade dos
espermatozoides quando comparada ao grupo controle nas doses 2,5 e 5,0 mg/kg
por 36 dias, via oral.

Produtos a base de 6leo de Neem tém demonstrado efeitos antifertilidade, em
parametros biolégicos de Mahanarva fimbriolata (Hemiptera: Cercopidae). Os
adultos da cigarrinha foram mantidos em gaiolas sobre plantas de cana-de-agucar
pulverizadas, na base, com uma dose maxima recomendada comercialmente para a
cultura (3 litros/ha) (GARCIA et al., 2019).

Foi constatada nesse experimento a reducéo na longevidade dos espécimes,
independentemente do sexo, em comparagcdo com O grupo controle. Os machos
expostos ao extrato, tiveram reducdo na longevidade de aproximadamente 50%,
enquanto para as fémeas apresentaram reducdo de 55-60% na longevidade. A
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fecundidade, por sua vez, foi reduzida em 75-80%. Houve observacdo de alteracoes
morfoldgicas e fisiolégicas dos ovos de cerca de 9% GARCIA et al., 2019).

A idade de reproducdo de um rato € de cerca e 50 dias em ambos os sexos,
embora as fémeas possam apresentar seu primeiro cio entre 25 e 40 dias. O processo
de espermiogénese varia de acordo com a espécie, embora em média cubra de uma
a trés semanas. Em experimentos realizados em ratos, o processo de formacéo de
espermatozoides leva 34,5 dias (VASILIAUSHA, 2012).

Sendo assim, o presente trabalho objetivou avaliar a toxicidade reprodutiva
aguda do extrato da semente de Neem em ratos Wistar machos apds exposi¢cdo em
doses de 2.000 miligramas por quilo através da bioquimica hormonal, analise
espermatica, histopatolégica e morfométrica dos ratos tratados, para verificar a

possibilidade do uso da referida planta como contraceptivo.

4 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Histologia Animal do Programa de
Pés-graduacdo em Ciéncia Animal da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e esta
de acordo com os principios éticos e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UFPB (Certiddo de aprovagdo n° 4875230221). A analise hormonal,
avaliacao de motilidade, e vigor foi realizada no laboratério NLAB. O processamento
histologico do testiculo e epididimo foi realizado no Laboratério de Pratica e
Processamento Histopatoldgico — LPPH/DMORF/CCS e sua posterior andlise foi
realizada no laboratério da Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE .

Foram utilizados 16 Rattus norvegicus, linhagem Wistar machos, com idade
média de 30 semanas (adultos jovens), pesando em média 3759 + 4.3428g. Os
animais foram divididos em dois grupos: grupo controle e grupo tratado. Cada grupo
foi formado por 8 animais, sendo todos machos. Eles foram alojados em caixas de
polietieno em condicdes controladas de laboratério (12h ciclo claro/escuro,
temperatura: 22 + 2 ‘C) e com um periodo de aclimatacdo de 7 dias antes do
experimento. Ao grupo controle foi administrado o veiculo de diluicdo do extrato, a
agua. Ja o grupo tratado, foi submetido a dose Unica de 2000 mg/kg do extrato aquoso
da semente de Azadirachta indica, por via oral (gavagem). Todos o0s animais

receberam racao (pellets) e agua ad libitum.
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Para obtencdo das sementes e preparo do extrato aquoso, foram coletados
frutos maduros de Neem em plantas pertencentes ao Engenho Patrimbnio no
municipio de Condado - Pernambuco (Latitude: 7° 35' 34" Sul, Longitude: 35° 6' 12"
Oeste e 125 m de altitude).

As sementes foram extraidas, retirando-se a casca e a polpa dos frutos, e
posteriormente secas a sombra e sob temperatura ambiente. Apds a secagem, as
sementes foram levadas para o LAPAB, Laboratério de Pesquisas Aplicadas a
Biofabrica do CETENE/PE (Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste), onde
foram trituradas em moinho ajustavel até a obtencdo do p6 conforme as regras para
andlise de sementes (BRASILIA, 2009).

O mesmo foi mantido em temperatura ambiente e no momento do uso, pesado
e dissolvido em agua (HARAND, 2016). Foram adicionados 100ml de agua destilada
a 50g do extrato, sendo a mistura mantida em repouso por 24 horas, em ambiente
escuro, para extracao das substancias bioativas. A mistura foi filtrada em tecido voal
fino antes da administracdo. Para o preparo do extrato, seguiu-se a metodologia
descrita por GONCALVES e BLEICHER (2006) e COSTA et al. (2016).

Os protocolos experimentais foram baseados na RDC n° 26, de 13 de maio de
2014, que dispbe sobre o registro de produtos fitoterapicos na Instrucdo Normativa
n°4, de 18 de junho de 2014 (ANVISA, 2014). Todos os experimentos foram realizados
de acordo com o protocolo aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal da Paraiba.

Apo6s as administracdes (hora zero) os animais foram avaliados nos intervalos:
30, 60, 90, 120, 180 e 240 minutos, para detectar quaisquer sinais de toxicidade e
mudanc¢as no comportamento, tais como: piloerecao, diarreia, salivacdo excessiva,
reducdo na locomogéao e mortalidade. Diariamente, foram avaliados o consumo de
agua e de racdo. A partir do inicio do tratamento os animais foram pesados todos 0s

dias, para avaliar se haveria alteracdo de peso.

Foram coletadas amostras de sangue de todos os animais apés 14 dias da
administracdo do extrato, obtidas por meio da puncdo da veia caudal, seguindo as
diretrizes do CONCEA. Para a analise hormonal foram quantificados os niveis de

testosterona total e dos horménios luteinizante (LH) e foliculo estimulante (FSH) por
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guimioluminescéncia. As andlises foram realizadas pelo Laboratorio Veterinario de

Andlises Clinicas (NLab).

No 14° dia, ap0s administracdo, os animais foram anestesiados e realizadas
pequenas incisdes na cauda do epididimo direito com auxilio de agulha hipodérmica
para obtencdo do sémen. O material foi imediatamente colocado em uma gota de
solucao salina (50ul) previamente preparada em uma placa de Petri colocada sobre

uma placa aquecida (37°C).

Para a avaliacdo da motilidade, o material coletado do epididimo esquerdo foi
entdo colocado em placa de petri contendo 200ul de PBS na temperatura de 37°C
controlado com utilizagdo de banho maria, a fim de limitar os efeitos deletério de pH
ou alteracdes de temperatura, evitando alteracdes na motilidade do espermatozoide.
A mistura foi cuidadosamente homogeneizada, seguida da retirada de 10 microlitros
o qual foi colocado em lamina e coberto com laminula e levado ao microscépio para

andlise do vigor e motilidade.

Em seguida, com o auxilio de uma pipeta automéatica (Eppendorf®), 20ul desta
solucdo foram retirados e diluidos em 100ul de agua destilada e levados para
centrifugacdo a 2.000rpm por 5 minutos. Logo apds foi coletado o sobrenadante
diluido em soro fisiolégico e homogeneizado cuidadosamente. Apos a
homogeneizacdo uma gota da solucéo foi retirada, realizada a distensdo em lamina
histolégica e executada a coloragcdo com o kit Panético Rapido para a efetuar a
avaliacdo morfologicas das células. O restante da solucao foi fixado em formol a 10%
neutralizado e armazenado para realizar a analise da concentracdo espermatica em

camera de Neubauer.

Os animais foram entdo eutanasiados, através da técnica de deslocamento
cervical, sob anestesia com a utilizacao de cetamina (225mg/kg) e xilazina (30mg/kg).
Apobs a eutanasia, os testiculos e epididimos, foram retirados e lavados com solucéo
salina NaCl 0,9%. Em seguida realizou-se a avaliacdo macroscépica e pesagem dos

mesmos em balanca calibrada.

A analise histopatologica foi realizada a partir de fragmentos isolados dos

testiculos e epididimo, dos grupos tratado e controle. Com posterior fixacdo em formol
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a 10%, neutralizado durante 24 horas em seguida lavados em agua corrente para a

retirada de todo residuo do fixador.

Apés fixadas, as amostras foram clivadas e acondicionadas em cépsulas
histologicas e submetidas ao processamento overnight em histotécnico (Leica®
modelo RM 2145), sendo desidratadas em doses crescentes de alcool etilico a 70, 80

e 90%, diafanizadas em xilol e infiltradas com parafina histoldgica.

Realizou-se a inclusdo do material em parafina e os cortes histolégicos com
uma espessura de 5um foram efetuados no micrétomo rotativo RM2125 RTS (Leica
Biosystems). Os cortes foram dispostos em lamina de vidro de 75 x 25 mm?, realizado
dois niveis de corte para cada area de estudo, corados com hematoxilina-eosina e
montados em balsamo do Canada, para proceder a avaliagdo de alteracfes teciduais

em microscopia optica.

Para a histopatologia do epididimo, sec¢fes longitudinais do 6rgao foram
analisadas quanto a densidade espermatica no interior do tubulo e classificadas como
hipoespermia moderada (+++), hipoespermia discreta (++), e densidade espermatica
normal (+). A presenca de alteracdes no epididimo e testiculo tais como esfoliagdo de
células germinativas, vacuolizacdo tubular, infiltrados inflamatério, granulomas,
necrose, edema e tubulos com reducéo do diametro e desorganizacao celular foram
descritos (LANNING, 2002).

No testiculo foi realizada a verificagdo de alteracbes histopatolégicas,
utilizando-se de 10 tubulos seminiferos em cada lamina (2 laminas por animal). Esse
método foi originalmente proposto para avaliar a espermatogénese em testiculo
humano (JOHNSEN’S, 1970), mas atualmente também é utilizado para avalia-la em
testiculo de ratos (KANTER, 2010).

A avaliagcdo morfométrica testicular foi realizada com base na analise das
micrografias de cada grupo. As imagens foram capturadas por meio do microscopio
Olympus BX53F (Tokyo, Japao) acoplado a uma camera fotografica digital (Olympus
DP 73), com auxilio do software cellSens Dimension, utilizando a objetiva de 40X.

Foram mensurados aleatoriamente 100 tabulos seminiferos por animal. Foram

obtidos cortes testiculares ndo seriados, evitando assim andlise em duplicidade de
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uma mesma area. Foi mensurado diametro dos tubulos, limen tubular, altura do
epitélio seminifero. Todos os parametros foram mensurados de forma individual e em

seguida calculada a média ponderada de cada grupo.

Apés a eutanasia e realizacdo dos procedimentos experimentais, 0s animais
foram acondicionados em sacos de material biolégicos e serdo destinados ao abrigo
provisorio de material biol6gico do IPeFarm para posterior recolhimento da empresa
responsavel pela coleta de material de risco biolégico e infectante da UFPB, a qual

incinerara os materiais biolégicos.

Utilizou-se o software R statistic nas analises. Realizou-se o Teste T para
comparar 0s grupos controle e tratado . Em seguida realizou-se o Teste de Shapiro
Wilk para investigagdo da normalidade dos dados e o Teste de Levene para obter a

variancia, essas investigacdes sao para atender ao requisito do Teste T.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliagcdo Hormonal

Para verificar se as médias dos grupos séo iguais, foi aplicado o Teste de
Shapiro Wilk (para confirmar a normalidade) (Tabela 1). Observa-se que os dados do
controle e o tratado para hormonio Testosterona apresentaram normalidade, com o p-

valor de a > 0.05.

Tabela 1: Teste de Shapiro Wilk para testar a normalidade das variaveis LH, FSH e
Testosterona para o nivel de significancia de 0,05 em ratos Wistar machos controles e
tratamento com extrato de Neem a 2000mg/Kg

P-valor Shapiro Wilker

Testosterona controle 0.9769*
Testosterona tratamento 0.8426*
LH Controle 0.6816*
LH tratamento 0.6713*

FSH Controle 0.291*

FSH tratamento 0.586

*Verificacdo de normalidade dos dados.



Tabela 2: Valores dos pardmetros hormonais em ratos

tratamento com extrato de Neem a 2000mg/Kg.

Wistar
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machos controles e

Variaveis
Hormaénio Luteinizante Hormonio Foliculo Testosterona
Grupos Estimulante
Média desvio P-valor |Média | desvio | P-valor | Média | desvio P-valor
padréo padréo padréo
Controle |1.33mU | 0,07 0,6266 | 1.59 0,35 0,006** | 34.54n | +1.74 0,6453
I/ml mul/ g/dl
ml*
Tratado [1.37mU | +0,21 111 | 0,11 +2.80
I/ml* mul/ 35.08n
mi g/dI*
* Maior média. **P-valor significativo.
Avaliacao da Testosterona
A Testosterona € o0 mais importante hormbnio na producdo de

espermatozoides. Niveis mais baixos de testosterona podem resultar em atraso na
maturacdo dessas células (SADLER, 2013). Observou-se que 0 grupo controle e o
grupo tratado apresentaram mediana com valores proximos de testosterona (Grupo
controle com média = 34,54 ng/dl £1,74 ng/dl e o grupo tratamento com média = 35.08
ng/dl £2,80 ng/dl) demonstrando um aumento numérico no grupo tratado, porém nao
houve diferenca estatistica entre os grupos. A Figura 1 evidencia a simetria entre 0s

dois grupos. A Tabela 2 demonstra os valores encontrados.

Em trabalho realizado por Brito (2013) a testosterona plasmatica dos animais
submetidos aos tratamentos com extrato da folha de Neem, ndo sofreu alteracdo com

relacdo aos animais controle, corroborando nosso trabalho.

Por sua vez, Shaik et al. (2009) em seu trabalho, observaram que a
concentracdo de testosterona foi menor que a do grupo de animais controle, porém

sem significancia estatistica.
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Figura 1: Box Plot dos grupos controle e tratado segundo o horménio Testosterona em ratos
Wistar machos controles e tratamento com extrato de Neem a 2000mg/Kg.

Avaliacéo do LH

Em machos o Horménio Luteinizante (LH) € responsavel por estimular as
células intersticiais (Leydig) encontradas ao lado dos tubulos seminiferos do testiculo,
sendo responsaveis pela producdo de testosterona (Goées, 2018). No presente
trabalho observou-se que o grupo controle apresentou niveis de LH mais baixo que o

grupo tratado.

Foi aplicado o pressuposto de normalidade, o qual confirmou-se que os dados
se comportam como distribuicdo normal segundo p-valor do Teste de Shapiro Wilker
gue resultou em 0.6816 para o grupo controle e 0,06 para o grupo tratado, conforme

evidenciado na tabela 1.

Para o pressuposto da homogeneidade entre as variancias, o teste de Levene
resultou no p-valor = 0,1175, indicando ndo haver diferengas entre as variancias. Ao
aplicar o teste T observou-se que para o LH as médias do grupo controle e do grupo

tratado séo iguais, p-valor = 0.6266.

A concentracdo sérica média de LH em ratos machos controle foi de 1.33
+0,07(mUl/ml) e em ratos tratados com o extrato da semente de Neem foi de 1.37
+0,21(mUl/ml). Porém, nao houve diferenca significativa (p > 0,05) nos niveis de LH,

em machos tratados (Tabela 2 e Figura 2).
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Figura 2: Box Plot para os valores do hormdnio Luteinizante dos grupos de ratos Wistar controle e
tratado com extrato de Neem a 2000mg/Kg.

Shaikh et al. (2009) em sua pesquisa com fémeas em idade reprodutiva
verificaram que 6leo de Neem modifica a estrutura dos ovarios, altera a fertilidade e
contribui para 0 aumento dos niveis séricos do FSH, além de reduzir os teores séricos
de LH e progesterona, produzindo assim uma provavel esterilidade, porém esse
resultado encontrado néo foi significativo.

Avaliacédo do FSH

Nos machos o Hormoénio Foliculo Estimulante (FSH) atua nas células
germinativas nos tdbulos seminiferos do testiculo sendo responsavel pela
espermatogénese até o estagio de espermatécito secundario, posteriormente
androgenos do testiculo mantém os estagios finais da espermatogénese (Goées,
2018). A concentracéo serica média de FSH em ratos machos tratados com foi de
1.11 +0,11 (lu/L), enquanto a concentracdo de FSH em ratos controle foi de 1.59 +0,35
(lu/L). O nivel de FSH no grupo tratado apresentou-se significativamente inferior ao
controle conforme evidenciado na Figura 3.

Por sua vez, Raji et al. (2013), fazendo uso da administracdo intraperitoneal de
extrato etanolico da casca do caule do Neem, relataram que nao houve alteracao no
nivel de FSH.

Em seu estudo, Shaikh (2017), destacou que no tratamento com baixas doses,
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0s niveis hormonais ndo mostraram nenhuma alteracao significativa. No entanto, em
altas doses (1,2 ml/animal) verificou-se uma diminuigdo, embora estatisticamente n&o

significativa nos niveis de FSH.

2.01

FSH

controle tratamento

Grupo

Figura 3: Box Plot para os valores do horménio Foliculo Estimulante dos grupos de ratos Wistar
controle e tratado com extrato de Neem a 2000mg/Kg.

MOTILIDADE, VIGOR E CONCENTRACAO ESPERMATICA

A motilidade e vigor juntamente com a concentracao espermatica e morfologia
das células reprodutivas sdo parametros importantes com relacdo ao sucesso
reprodutivo. Ao analisar esses parametros, a presente pesquisa pode verificar
reducao da motilidade, vigor e concentracdo dos espermatozoides no grupo tratado
com extrato de Neem a 2000mg/Kg, com significancia (Tabela 3).

Com relacéo a morfologia dos espermatozoides, pode-se encontrar alteracdes
no formato da cabeca, com algumas dessas células apresentando cabeca piriforme,
cabeca subdesenvolvida e cauda fortemente dobrada. Para os valores da média de
células com caudas fortemente dobradas os valores encontrados apresentaram
significancia estatistica. Contudo néo se constatou significancia estatistica em relacao
a existéncia de células com cabeca piriforme. Todavia, o grupo tratado apresentou
média de alteragBes maior que o grupo controle (Tabela 3).

Por sua vez, dados do trabalho de Goéis (2019), administrando semente de
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Neem na alimentacédo de codornas machos na proporcéo de 40% e 50% no periodo
de 60 dias, demonstrou valores médios do volume seminal, concentracao

espermatica, motilidade espermaética e vigor significativamente reduzidos.

Tabela 3: Comparacdo das medidas descritivas da avaliagdo morfofisioldgicas: motilidade,
vigor, concentracdo espermatica, morfologia de cabeca e calda de espermatozoides de ratos
Wistar tratados com extrato de Neem a 200mg/Kg.

GRUPO N Média Desvio Padréao P-valor do
Teste Mann
Whitney
o Controle 8 92.5* 4.63** 0.0004463*
Motilidade
Espermatica tratado 8 71.5%* 6.41**
Vigor Controle 8 Brxx 0.00*** 0.0002156*
tratado 8 3.5%** 0.744%*=
Concentracéo Controle 8 2.49 0.035 (milhdes 0.02474*
Espermatica (milhdes /ml) /ml)
Tratado 8 2.31(milhdes 0.064 (milhdes
/ml) /ml)
Cabeca Piriforme Controle 8 0.00625% 0.0074% 0.137
Tratado 8 0.02375% 0.022%
Cauda Controle 8 0.00% 0.00% 0.0031*
Subdesenvolvida
Tratado 8 0.01% 0.009%
Cauda Controle 8 0.00% 0.00% 0,0031*
Fortemente
Dobrada Tratado 8 0.01125% 0.009%

*P-valor com significancia estatistica
** Motilidade medida numa escala de 0-100.
*** \igor medido em uma escala de 0-5.

Brito (2013) em sua pesquisa realizada com a administracdo 3 ml de 6leo de
Neem/kg de peso vivo (PV) por via oral a machos ovinos, constatou a reducdo na taxa
de fertilidade a diminuicdo da motilidade da cauda dos espermatozoides, além de
alterag6es morfolégicas.

De acordo com Goées (2018) a adi¢éo de 20% e 40% de sementes de Neem na
dieta de codorna durante 60 dias, foi capaz de interferir negativamente na qualidade
do sémen.

Em trabalho realizado por Goées (2018) com coelhos, foi observada a

diminuicao da producgéo de espermatozoide, acompanhada de aumento proporcional
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de espermatozoides anormais, mostrando que a inclusédo de folnas de Neem na dieta

dos animais prejudicou a estrutura das células espermatogénicas.

ANALISE MORFOMETRICA

Dentre os parametros morfométricos testiculares, o diametro do tubulo
seminifero e a altura de epitélio seminifero sdo mais frequentemente utilizados, por
estarem diretamente relacionados com o potencial reprodutivo (MORAIS et al., 2012).

A analise morfométrica dos cortes de epitélio testicular na presente pesquisa

evidenciou a mediana da altura epitelial no grupo controle de 86.77 pm sendo
encontrado no grupo tratado, um valor inferior (69.02 pm). O teste de Mann- Witnney

constatou diferencas significativas entre os grupos. O mesmo acontece para o
Diametro Tubular, onde o grupo tratado também apresentou medida da mediana
inferior, confirmada pelo teste Mann-Witnney com p valor = 0.003.

Comparando a mediana das Areas externas — area Lamen dos grupos controle
e tratado, o teste de Mann Witnney deixa claro as diferencas significativas conforme
a Tabela 4. O teste R demonstra a diferenca estatistica entre 0os grupos controle e

tratado, com relac&o a altura do epitélio germinativo (Figura 4).

Tabela 4 - analise morfométrica do epitélio testicular de ratos Wistar machos controle e tratados

com extrato de Neem a 200mg/Kg.

Teste Mann- Witnney Média Teste Mann P-valor
Whitney Mann Whitney

Altura do Epitélio controle 86.77um**

Altura do Epitélio tratado 69.02um 64 0,000*

Diametro Tubular controle 370.1pm**

Diametro Tubular tratado 294.6pm 63 0,003*

Area externa — area do Lamen grupo 62.913um?**

controle 56 0,01*

Area externa — area do Lamen grupo 42.875um?

tratado

*P-valor com significancia estatistica
** Maior Média.

Em estudo realizado em codornas com a adi¢éo de 20% e 40% de sementes

de Neem na dieta de codorna durante 60 dias, evidenciou a interferéncia negativa nos
parametros biométricos testiculares, ocasionado por degeneracdo acentuada nas

células germinativas, alteracdo nos parametros morfométricos testiculares e reducéo
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da qualidade do sémen (GOES, 2018).
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Figura 4: Box Plot dos grupos controle e tratado segundo a Altura do Epitélio germinativo de ratos
Wistar machos controle e tratados com extrato de Neem a 200mg/Kg.

CARDOSO (2018) em sua pesquisa, verificou que extrato aquoso da folha de
Neem administrado por oito dias via oral na concentracdo de 1000 ppm e 7.500 ppm
apresentou baixa toxicidade, contudo apresentou resultados que levam a considerar
sua capacidade contraceptiva por alterarem de forma negativa a motilidade e

viabilidade espermatica, corroborando nossa pesquisa.

ANALISE HISTOPATOLOGICA

Realizou-se a analise histopatoldgica de um dos testes de cada rato dos grupos
controle e tratado. Observa-se os testiculos dos ratos tratados se encontram com 0S
contornos irregulares, caracterizados por uma tunica albuginea com variacdes na
espessura do tecido conjuntivo denso, moderadas reentrancias no parénquima
testicular, além de descolamento capsular acompanhado por congestdo e discreta
hemorragia. Difusamente, o espaco peritubular estava preenchido por graus variados
de edema e congestdo. Eventualmente, esses achados foram acompanhados de
discreta hemorragia e proliferacéo de tecido conjuntivo colagenoso.

No espaco tubular, observaram-se graus variados de degeneracéo e necrose
epitelial, nos quais verificaram-se células germinativas e de Sertoli em caridlise,
cariorrexia e células anucleadas. Por vezes, os tubulos seminiferos eram reduzidos

apenas a membrana basal. Em sua maioria, os tubulos seminiferos exibiam
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espermatozoides anucleados aglomerados no limen tubular, associados a debris
celulares. Em pelo menos quatro animais houve area focalmente extensa de necrose
coagulativa que apagava o parénquima testicular, podendo ser visualizada ainda na
submacro.

No epididimo, as lesbes eram de marcada degeneracdo, com marcada
vacuolizacao intracitoplasmatica e esparsos estereocilios. O espaco intersticial exibia
graus variados de edema e congestao que distendia a rede tubular, além de infiltracao
de

linfoplasmocitica) (Tabela 5 e Figuras 5 e 6).

células inflamatdrias mononucleares (epididimite linfoplasmocitaria ou

Tabela 5. Analise histopatolégica de testiculo e epididimo de ratos Wistar machos controle e
tratados com extrato de Neem a 200mg/Kg.

Id./Lesdo | Degeneracéo [Necrose |Fibrose | Inflamacdo |[Edema |[Hemorragia|Congestado | Alteracao
da
morfologia
celular
ANALISE DE LESAO TESTICULAR
TRC1 - - - - - - - -
TRC2 - - - - - - - -
TRC3 - - - - - - - -
TRCA4 - - - - - - - -
TRC5 - - - - - - - -
TRC6 - - - - - - - -
TRCY7 - - - - - - - -
TRC8 - - - - - - - -
TRT9 +a++ +a++ - - ++ ++ ++ -
TRT10 ++ ++ - - ++ ++ ++ -
TRT11 + + - - + + + -
TRT12 ++ a +++ ++ a - - + + + -
+++
TRT13 +++ +++ -a+ - ++a ++ a +++ ++ a +++ -
+++
TRT14 +++ +++ -a+ - ++a ++a+++ | ++a+++ -
+++
TRT15 ++ ++ - - ++ ++ ++ -
TRT16 +a ++ +a++ + - + + + -
ANALISE DE LESAO EPIDIDIMARIA

ERC1 - - - - - - - -
ERC2 - - - - - - - -
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ERC3 - - - - - - -
ERC4 - - - - - - B
ERC5 - - - - - - -
ERC6 - - - - - - B
ERC7 - - - - - - -
ERC8 - - - - - - B
ERT9 +a++ - +a++ +a++ +a++ +a++ +a++
ERT10 +a++ - +a++ +a++ +a++ +a++ +a++
ERT11 +a++ - +a++ +a++ +a++ +a++ +a++
ERT12 +a++ - +a++ +a++ +a++ +a++ +a++
ERT13 +a++ - +a++ ++ +a++ +a++ +a++
ERT14 +a++ - +a++ +a++ ++a ++ +a++
+++
ERT15 +a++ - +a++ + ++ + +
ERT16 +a++ - +a++ +a++ +a++ + +

+: leve; ++: moderada; +++: severa; -: ausente

Existem alguns trabalhos na literatura que sugerem que o Neem pode
apresentar toxicidade reprodutiva, por interferir negativamente na fertilidade de
machos e/ou fémeas (CARVALHO et al., 2015; BRASIL, 2013).

A degeneracdo do epitélio seminifero, é a causa mais comum do declinio
reprodutivo, sendo um achado histoldgico tipico de um processo de deterioracdo do
parénquima testicular, podendo ser provocado por varios fatores, entre eles a
administrac@o de substancias toxicas presentes em plantas (SILVA, 2013).

Defalla (2012) também constatou alteracdes histopatoldgicas testiculares em
animais alimentados com sementes de Neem, no qual foi registrado degeneracédo das
células do epitélio germinativo de ratos tratado com 130 mg de extrato aquoso de
sementes de Neem durante 14 dias.

Brito (2013), observou desorganizacdo do epitélio seminifero, picnose nuclear
e aglutinacdo de espermatozoides no epididimo e no ducto deferente de ratos que

receberam dose de 100 mg/kg de PV de extrato alcodlico da semente de Neem.
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Figura 5. Fotomicrografias de testiculo de rato Wistar machos tratados com extrato de Neem a
200mg/Kg. A- Testiculo de rato Wistar intoxicado com extrato de Neem a 2000mg/kg (TR7). Notar area
focalmente extensa intensamente eosinofilica de necrose de coagulagéo no parénquima testicular- 40x.
B- Aumento da area anterior, evidenciando marcada irregularidade dos contornos testiculares,
acompanhado pela tunica albuginea. Hematoxilina-eosina (HE) - 100x. C- Regido de transicdo do
parénquima testicular onde se nota tubulos com contornos irregulares e lumen preenchido por material
amorfo eosinofilico. HE - 200x. D- Notar area coalescente de leve deposicao de tecido colagenoso no
especo peritubular associado a edema e congestdo. HE - 200x. E- Maior aumento dos tlbulos
seminiferos integros. Notar perda de células germinativas e de Sertoli, com desprendimento para o
[imen em permeio aos flagelos de espermatozoides. HE - 400x. F- Maior aumento dos tubulos
seminiferos degenerados. Notar desorganizacdo do contingente celular intratubular. Ha acentuadas
caracteristicas de necrose (picnose, cariolise e cariorrexia) e preservacdo da membrana basal. HE -
400x.
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Figura 6. Fotomicrografia do epididimo de ratos Wistar intoxicados com extrato de Neem a 2000mg/kg.
A- Ha edema e deposicdo de tecido conjuntivo colagenoso intersticial difusamente nas seccdes.
Hematoxilina-eosina (HE - 100x). B- Maior aumento das recentes areas de fibrose onde se nota fibras
eosinofilicas intumescidas espessas em permeio a edema. HE - 400x. C- Area de fibrose e
neovascularizacéo intersticial. HE - 400X. D- Notar epitélio cilindrico simples e intensamente vacuolizado
com esparsos estereocilios contornando os dutos epididimarios. HE - 400x. E. Esse mesmo epitélio por
vezes era rebaixado assemelhando-se a um epitélio pavimentoso. HE - 400x. F- Infiltrado inflamatério
perivascular composto majoritariamente por linfécitos acompanhando edema intersticial. HE - 400x.
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CONCLUSAO

Com base nas analises, conclui-se que o tratamento com o extrato aquoso da
semente de Azadirachta indica, por via oral na dose de 2000mg/kg ocasionou
alteracOes no sistema reprodutor masculino de ratos, constatando assim, a toxicidade
reprodutiva do extrato de Neem, podendo o mesmo ser utilizado no estudo e

desenvolvimento de medicagdes contraceptivas.
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ANEXO |- REGISTRO DA PARTE EXPERIMENTAL

DIVISAO DOS GRUPOS
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