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Estudo toxicolégico reprodutivo da Aza-
dirachta indica A. Juss. (Neem) em ratas
Wistar

Toxicological reproductive study of Azadirachta
indica A. Juss (Neem) in female Wistar rats

Resumo

Os efeitos da administragdo do éleo das sementes de Azadirachta
indica (Neem) foram investigados sobre a fase de pré-implantagao
em ratas Wistar adultas. Trés grupos (n = 5-9/grupo) de ratas foram
tratados do 1° ao 6° dia de prenhes por via oral com éleo de neem nas
doses de 1,0 e 2,0 g/kg de peso. No 20° dia de prenhez procedeu-se
a eutanasia e, em seguida, foram determinadas as variaveis reprodu-
tivas: nimeros de fetos vivos e mortos; relagcéo feto/méae, massa dos
fetos, das placentas e dos ovaérios, nimero de implantagéo e reabsor-
cdo, nimero de corpos luteos e perda de pré e pés-implantacdo. Os
resultados mostram que néo houve diferencas estatisticas entre os
grupos tratados e controle nas varidveis analisadas, excetuando-se a
massa dos fetos que foram reduzidas em relacdo ao grupo controle
em 10,9 e 12,1% respectivamente para as doses de 1,0 e 2,09/kg.
Dessa forma, conclui-se que a administragao do dleo de Azadirachta
indica (Neem) n&o produziu efeito anti-implante, entretanto a redugéo
da massa fetal pode indicar fetotoxicidade.

Abstract

The effects of the administration of the Azadirachta indica (Neem) seed
oil was investigated at the pre-implantation stage in Wistar female
rats. Three groups (n = 5-9/group) of female adult rats were treated
by oral route from the 1st to the 6th day of pregnancy, in the doses
of 1,0 and 2,0 g/kg body weight. On the 20th day of pregnancy, the
animals were sacrificed for the evaluation of the following reproduc-
tive parameters: number of live and non-live conceptuses; relation
offspring/mother; fetal weight; placental and ovarian weight; number
of total uterine implantation sites; number of resorption sites; number
of ovarian corpora lutea; and number of pre- and post-implantation
loss. The results show that there were not statistic differences among
control and treated groups on the analyzed parameters, except for the
fetal weight, that was significantly reduced in relation to the control
group by 10,9 and 12,1%, to the doses of 1,0 and 2,0 g/kg, respec-
tively. In conclusion, the administration of the neem seed oil did not
induce anti-implantation effect. However, the reduced fetal weight can
indicate fetotoxicity.independent of the method employed.
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Introducéao

A familia Meliaceae é conhecida por possuir espécies
com grande potencial inseticida e repelente (ASIATI-
CO; ZOEBISCH, 1992; COUDRIET; PRABHAKER;
MEYERDIRK, 1985; CUBILLO et al., 1994; GOMEZ
et al., 1997; NARDO; COSTA; LOURENCAOQ, 1997).
Dentre as espécies mais sistematicamente investigadas
por seus efeitos repelentes contra insetos destaca-se a
Azadirachta indica A. Juss. Essa espécie é encontrada no
sul e sudeste da Asia, Japao, Estados Unidos tropical,
América do Sul, Austrélia e Africa (XUAN et al., 2004)
e é conhecida popularmente como “neem”.

Além do seu uso como repelente principalmente pela
populagéo de paises tropicais, outras atividades farma-
coldgicas do neem tém sido demonstradas como agéo
antidiabética (ALAM; SIDDIQUI; HUSAIN, 1990),
hipoglicemiante (CHATTOPADHYAY, 1996), anti-ul-
cerogénica (GARG; NIGAM; OGLE, 1993; RAJl et al.,
2004), antimalarica (OBASEKI; JEGEDE FANDUN-
SIN, 1986; DHAR et al., 1998), antiparasitaria (AH-
MED; MOSTOFA; AWAL, 1994), anticarcinogénica
(BALASENTHIL et al., 1999; DASGUPTA et al., 2004),
inseticida (SCHMUTTERER, 1990; ASCHER, 1993) e
antiplaca bacteriana (PAI; ACHARYA; UDUPA, 2004).
Dentre as formas de utilizagdo da Azadirachta indica, o
extrato ndo-aquoso parece ser o mais tdxico enquanto o
o6leo extraido da semente e o extrato aquoso os menos
téxicos (BOEKE et al., 2004). O extrato das folhas de
neem possui propriedade espermicida (KHILLARE;
SHRIVASTAV, 2003) e imunocontraceptiva (GARG;
TALWAR; UPADHYAY, 1998). Outros efeitos das
folhas sobre a reprodugéo envolvem a diminuigao do
numero, motilidade e malformacgédo dos espermato-
z6ides (PARVEEN et al., 1993; ALADAKATH et al.,
2001; KAHN; AWASTHY, 2003), redugao funcional
do epididimo (KASTURI et al., 1995), decréscimo
no peso da vesicula seminal e préstata (KASTURI
et al., 1997).

Em relacdo aos efeitos téxicos do éleo das sementes
sobre a reprodugéo, Lal et al. (1987) observaram efeito
antifertilidade. A atividade abortiva do éleo purificado
das sementes de neem (praneem) em roedores e em
primatas também ja foi demonstrada (MUKHERJEE,
TALWAR, 1996; MUKHERJEE et al., 1996). Dhaliwal et
al. (1998) demonstraram que o 6leo produzia diminuigéo
da fertilidade em ratas. Por outro lado, Chinnasamy et
al. (1993) nao encontraram alteragdes nos parametros
reprodutivos em animais. Srivastava e Raizada (2001)
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investigando o efeito do composto isolado azadiracti-
na (0,5 a 1,5 g/kg via oral) ndo observaram efeitos
teratogénicos, embrio-fetotdxicos ou alteragao nas
variaveis reprodutivas.

A partir das informagdes da literatura fica claro que as
informacoes existentes em relagéo aos efeitos tdxicos
do 6leo de neem sobre a reproducéo séo divergentes.
Neste sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar o
possivel efeito toxico do dleo de sementes de neem
sobre a fase de pré-implantacdo em ratas Wistar.

Materiais e Método
Animais

Foram utilizados ratos Wistar, Rattus norvegicus
var. albinus entre 3-5 e 2-3 meses de idade respec-
tivamente para machos e fémeas oriundos do Bio-
tério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os
animais receberam agua e dieta (Labina®) ad libitum
e foram mantidos sob condigdes controladas de ilumi-
nacao (ciclo 12 h claro/escuro) e temperatura (22-25
0C). Os protocolos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA) da UFPE (Processo n° 23076.006963,/2004-
71).

Material botanico e extragédo

O material botanico foi coletado no sitio Itué - Municipio
de Sto. Anténio do Taua, Km 29 - Pard em janeiro de
2004. A planta foi identificada e autenticada como Aza-
dirachta indica A. Juss. com assisténcia da Prof.? Ely
Simone Cajueiro Gurgel (Museu Paraense Emilio Go-
edel, Pard, Brasil). Uma exsicata (MG 133967 RMA
5184) foi depositada no herbario Jodo Mussa Pires
da Universidade Federal do Par4, Para, Brasil.

Utilizou-se uma massa de 2,0 kg de semente de
neem, previamente seca e triturada, que foi extraida
com 2,0 L de n-Hexano PA, usando-se dois frascos
Erlenmeyer. O sistema repousou durante 60 min
e foi filtrado a vécuo. Este processo foi repetido
por quatro vezes, até o esgotamento do 6leo na
amostra botanica. O solvente foi retirado em um
evaporador rotativo sob pressao reduzida. O éleo
teve sua densidade aparente estimada (0,914 g/
mL), e em seguida conservado sob refrigeragéo (-4
°C) e seu volume foi dividido em pequenas aliquotas,
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para uso nos procedimentos experimentais. Quando
necessario, as amostras foram suspensas em &agua
destilada.

Toxicidade Aguda

O 6leo de neem foi administrado em doses cres-
centes por via oral (0,625, 1,25, 2,5 e 5,0 g/kg) em
ratos de ambos os sexos (n = 6/dose) privados de
ragéo por 12 horas. O grupo controle recebeu agua
destilada. Apds a administragdo, os animais foram
observados atenciosamente por 3 h, numa superficie
plana e cercada, e em seguida foram transferidos
para suas respectivas gaiolas e observados durante
intervalos regulares. Efeitos tais como movimentos
estereotipados, deambulagéo, depresséo ou estimu-
lagao do sistema nervoso central, tremor e eregao da
cauda, analgesia, diarréia, piloerecdo, coma e morte
foram observados e anotados segundo a tabela de
Malone (1977). A mortalidade em cada grupo foi
observada por até 14 dias e o valor da dose letal
média (DL50) estimado, segundo o método de Miller
e Tainter (1944).

Administragdo do 6leo de Neem na fase de pré-
implantacdo da gestacéo

Apds a confirmacao da presenca de espermatozéides
no esfregaco vaginal por microscopia Optica, trés
grupos de ratas prenhas (n = 5-9/grupo) foram
tratados diariamente por via oral, respectivamente
com 6leo de neem (1,0 e 2,0 g/kg) e &gua destilada
(controle) durante a fase | ou de pré-implantagao cor-
respondendo do 1°ao 6° dia de gestagao (ALMEIDA;
MELO; XAVIER, 2000). Durante a prenhez, as ratas
foram observadas quanto aos sinais de toxicidade. O
ganho de massa materno foi determinado durante o
periodo total de gestacdo e no periodo de tratamen-
to. No 20° dia de prenhez, as ratas foram submetidas
a eutanasia por inalagdo excessiva de éter e em
seguida procedeu-se a laparotomia para retirada dos
cornos uterinos e determinacéo das variaveis nime-
ros de fetos vivos e mortos, relagéo feto/mée, massa
dos fetos, das placentas e dos ovarios, nimero de
implantacéo e reabsorcéo, nimero de corpos luteos,
perda de pré-implantagdo (nimero de corpos liteos
- nimero de implantacdes viaveis / nimero de corpos
lGteos x 100) perda de pds-implantagéo (nimero de
implantagdes - nimero de fetos vivos / nimero de
implantagdes x 100) e observada a presenga ou néo,
de malformacéo fetal.
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Andlise estatistica

Os valores foram expressos como média = erro
padrao da média (epm) ou mediana. As diferengas
entre os grupos foram analisadas, através da Andlise
de Variancia, seguido por Newman-Keuls ou Qui-
quadrado. O nivel de significancia para rejeicdo da
hipétese de nulidade foi sempre a 5%.

Resultados e discusséo
Toxicidade Aguda

O 6leo de neem, quando administrado por via oral
nas doses de 0,625 a 5,0 g/kg, ndo produziu morte
em ratos de ambos os sexos, por um periodo de até
14 dias de observacgéo; fato esse que impossibilitou
a estimativa da dose letal média. Durante o periodo
nao se observaram sinais externos de toxicidade.
Esses resultados sugerem, em principio, uma baixa
toxicidade do 6éleo de neem por via oral.

Administragdo do 6leo de Neem na fase de pré-
implantacdo da gestacao

Durante o periodo de tratamento (1° ao 6° dia) e no
periodo de gestacdo (1° ao 20° dia) nao se regis-
traram mortes e ndo se observaram sinais clinicos
visiveis de toxicidade materna como perda de peso,
reducéo do consumo de racéo, piloeregéo, diarréia,
alteracéo da atividade locomotora e sangramento
vaginal. Um dos principais indicadores de toxicidade
materna ¢ a perda de massa corporal. Os resultados
da Tabela 1 mostram que nao houve diferencas esta-
tisticamente significantes entre os grupos tratados e
controle, no aumento de massa corporal na fase de
pré-implantacdo e na gestagao total, o que sugere
auséncia de toxicidade materna. Apos laparotomia,
nao se constatou entre os grupos tratados e controle
a presenca de natimortos, assim como, ao exame
macroscopico externo nenhuma malformacéo foi de-
tectada, indicando auséncia de efeitos teratogénicos.
A Tabela 1 mostra que o tratamento com éleo de
neem néo alterou de forma estatisticamente signifi-
cativa as variaveis reprodutivas analisadas quando
comparadas ao grupo controle, exceto a massa dos
fetos que foram reduzidas em 10,9 e 12,1% respec-
tivamente para as doses de 1,0 e 2,0 g/kg.

Esses resultados indicam que o 6leo de neem nao
interfere com a fase de pré-implantacédo. Nesse
periodo, o embrido se encontra com células indife-
renciadas em divisao mitotica. A reducéo do nimero
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Tabela 1: Efeito do éleo de sementes de Neem (ON, 1,0 e 2,0 g/kg), administrados por via oral sobre variaveis reprodutivas,
obtidas apds o tratamento na fase embriogénica (1° ao 6° dia) da prenhez.

VARIAVEIS REPRODUTIVAS CONTROLE ON (1,09/kg) ON (2,09/kg)

Fémeas prenhas 9 5 8

Ganho de massa periodo de gestagéo (g)' 99,0 = 7,6 93,1 =44 85,8 £
2,9

Ganho de massa periodo de implantacéo (g)' 15,6 £ 1,2 12,3 = 3,8 11,7 £
2,2

Numero de fetos vivos 105 52 86

Numero de fetos mortos 0 0 0

Relagéo feto/mae’ 11,7 £ 0,7 10,4 = 0,9 10,6 £
0,7

Massa dos fetos (g)" 4,23 £ 0,11 3,77 = 0,21* 3,72 £ 0,11*

Massa das placentas (g)’ 0,420 = 0,006 0,432 £ 0,009 0,449 = 0,007
Massa dos ovérios (mg/100g)" 13,4 = 0,8 15,3 £ 0,5 15,3 =
1,0

Numero de implantacoes 109 52 90

Numero de reabsorcoes 4 0 4

'Os valores representam a média = epm.
2Os valores representam a mediana.

*Indica estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido de Newman-Keuls, p < 0,05).

de células no embrido durante essa fase pode induzir
retardo na formacgao do blastocisto (KOLA; FOLB,
1986), aumento nas perdas de pré e pds-implantagéo
(KVITKO; GIMMLER, 1986). A taxa de perda de
pré-implantacdo é o principal parametro avaliado
nesse periodo e como mostrado na Tabela 1 néo
houve diferengas estatisticas entre o grupo controle
e os grupos tratados. Segundo Almeida e Lemonica
(2000), a taxa de perda de implantagdo estabelece
a correlagdo entre o nimero de 6vulos liberados e
aqueles que, depois de fecundados, conseguiram
sofrer implantagdo no Utero. Da mesma forma, néo
se observou diferenca estatistica entre os grupos
tratados e controle nos valores da massa dos ova-
rios e do numero de corpos luteos, o que pode ser
interpretado como um aumento normal do volume
do corpo liteo e como uma produgédo normal de
progesterona (CHANG et al., 2002).

A reducgéo significativa da massa dos fetos nos gru-
pos tratados aponta para um possivel efeito fetoté-
xico; por outro lado, uma explanacéao alternativa seria
o fato do neem possuir atividade hipoglicemiante, o
que levaria a reducao dos niveis de glicose necesséria
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para o metabolismo fetal culminando dessa forma
com uma redugdo da massa fetal. Baseado nos resul-
tados obtidos, conclui-se que a administracdo do
6leo de neem néo induziu toxicidade materna e ndo
produziu efeito anti-implantagao, contudo a redugao
da massa corporal fetal pode indicar possivel efeito
fetotéxico.
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