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RESUMO

O nim (Azadirachta indica A. Juss) ¢ uma planta da familia Meliaceae, sendo bastante
utilizada na India como anticoncepcional e mundialmente para o controle de insetos. Na
medicina veterinaria vem ganhando destaque devido as suas propriedades anti-helminticas e
ectoparasiticidas. Objetivou-se nesta pesquisa avaliar os efeitos da administragdo oral do
extrato etanolico do nim em ratas wistar durante o periodo da gestacdo e lactacdo. Foram
utilizadas 40 ratas pesando entre 300 a 400 gramas, constitui-se quatro grupos com 10 animais
cada, tratados com extrato etandlico das folhas de nim na concentracdo de 20mg/mL, sendo:
Grupo 1 (grupo controle)-ratas tratadas com solucdo contendo agua destilada, Cremophor e
dimetilsulfoxido (DMSO) a 10%. Grupo 2-ratas tratadas com 50mg/kg. Grupo 3-ratas
tratadas com 100mg/kg. Grupo 4-ratas tratadas com 200mg/Kg. Os animais foram tratados
através da administragdo oral por sondagem orogastrica nos dias 4, 5 ¢ 6 de gestagdo. Quatro
animais foram submetidos a eutansia no 9" dia de gestagdo apos anestesia dissociativa com
xilazina a 2% e quetamina a 10%. Coletaram-se os ovarios, embrides e fragmentos de ttero.
Os mesmos foram pesados, avaliados macroscopicamente e fixados em formol tamponado a
10% para avaliacdo histomorfométrica. Os seis animais restantes foram tratados também
durante 15 dias na lactagdo e avaliados clinicamente quanto a sinais de toxicidade sistémica
ou reprodutiva. Os neonatos foram pesados, sexados, avaliados diariamente quanto a sinais de
toxicidade sistémica e quanto ao desenvolvimento do sistema nervoso. Os animais dos grupos
controle e dos trés grupos experimentais ndo apresentaram diferencas estatisticas em relacdo
ao numero e¢ o peso de embrides implantados. Também ndo se observou diferenga
significativa no peso corporal das ratas gestantes e seus lactentes entre os grupos nos periodos
avaliados. Da mesma forma, ndo foram observadas alteracdes histomorfométricas no utero e
nos ovarios entre os quatro grupos estudados. O extrato etandlico de nim nas concentragoes
estudadas nao causou qualquer alteragdo de toxicidade reprodutiva ou sistémica nos animais
tratados no terco inicial da gestagdo e na lactacdo e ndo determinou alteracdes no
desenvolvimento dos filhotes. Assim, conclui-se que o nim nas concentragoes estudadas ¢
seguro para utilizacdo no periodo gestacional e na lactagdo em ratas.

Palavras-chave: Plantas medicinais, gestacdo, lactacdo, reprodugao.



ABSTRACT

Neem (Azadirachta indica A. Juss) is a plant of the Meliaceae family. It is commonly used in
India as a contraceptive and worldwide as a means of controlling insect proliferation.In
veterinary medicine it has been gaining attention due to its anti-helmintic and ectoparasitic
properties. This study aims at evaluating the effects of oral administration of the neem’s
ethanolic extract in wistar rats during pregnancy and lactation. Forty rats weighting between
300 and 400g were randomly selected to make four groups of 10 animals each. These were
treated with ethanolic extract of neem’s leaves at a concentration of 20mg/mL and divided
into the following groups: group 1 (Control)-the rats were treated with a solution containing
distilled water, Cremophor and DMSO (Dimethyl Sulfoxide) at 10%.Group 2—the rats were
treated with 50mg/Kg.Group 3—the rats were treated with 100mg/kg.Group 4-the rats were
treated with 200mg/Kg.The solutions under analysis have been administered via an orogastric
catheter in pregnancy days 4, 5 and 6. Four animals in each group, under dissociative
anesthesia with xylazine at 2% and ketamine at 10%, have been submitted to euthanasia in
gestational day 9 and the ovaries, embryos and uterine fragments have been collected. These
have been weighted, evaluated microscopically and fixed in buffered formaldehyde at 10%
for histomorphometric examination. The remaining six animals in each group have also been
treated during lactation for 15 days and then clinically evaluated for signs of systemic or
reproductive toxicity. The neonates have been weighted, sexed, evaluated on a daily basis for
signs of systemic toxicity and abnormalities in nervous system development. During the study
period, there was no statistically significant difference in terms of numbers and weights of
implanted embryos when comparing the control and the experimental group. The same is true
regarding body weight of pregnant rats and their lactants. Similarly, no significant
histomorphometric difference in the ovaries or uterine fragments has been observed amongst
the studied groups. Neem’s ethanolic extract in the studied concentrations did not show any
systemic or reproductive toxicity in the treated animals during the first third of pregnancy and
lactation, nor any developmental abnormalities in the rats offsprings. Therefore, we conclude
that neem at the studied concentrations is safety for use in rats throughout pregnancy and
lactation.

Key-words: Medicinal plants, pregnancy, lactation, reproduction.
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1. INTRODUCAO

A agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) vinculada ao Ministério da
Saude define fitoterapico como medicamento obtido empregando-se exclusivamente matéria-
prima vegetal. E caracterizado pelo conhecimento da eficicia dos riscos de seu uso, assim
como pela reprodutilidade e constdncia de sua qualidade. Sua eficicia e seguranga sdo
validadas através de levantamentos etnofarmacoldgicos de utilizagdo, documentagdo
tecnocientifica em publicagdes de ensaios clinicos (BRASIL, 2004b).

A fitoterapia ¢ uma forma popular de tratamento de doencas através de plantas
medicinais, e por esta razdo, mesmo existindo algumas diferengas entre este tratamento e o
tratamento farmacologico convencional, ela necessita ser testada cientificamente quanto a sua
eficacia e nos seus possiveis efeitos toxicos. Além disso, as pessoas possuem a crenca de que
os tratamentos naturais sdo seguros € nao apresentam riscos a saude, o que ¢ mais um motivo
para se intensificar as pesquisas nesta area (FIRENZUOLI e GORI, 2007).

No Brasil, o uso de plantas medicinais ¢ amplamente difundido e a maior parte dos
fitoterapicos comercializados ¢ de venda sem prescricdo médica. A populagdo que utiliza
estes recursos raramente informa o fato aos profissionais da satide e um dos principais
problemas da utiliza¢do destes produtos é a crenca de que produtos de origem vegetal sdo
isentos de reagdes adversas e de efeitos toxicos (GALLO ¢ KOREN, 2001; RATES, 2001).

Gestantes constituem um grupo populacional que culturalmente utiliza as plantas
medicinais, por acreditarem que estas ndo causam danos ao feto ou ao neonato (WEIER e
BEAL, 2004).

O nim ¢ uma arvore da familia Meliaceae, a qual também pertence o cedro (Cedrella
fissilis vellozo), o cedro-rosa e a arvore nativa do Brasil chamada Santa Bérbara, que pode
atingir até 30 m de altura e viver até 200 anos. Os habitantes da India e dos paises asiaticos
proximos, utilizam o extrato das folhas e o 6leo extraido das sementes da arvore de nim ha
mais de 2.000 anos, como fertilizante de solos e para o controle de pragas agricola e pecuaria,
tais como fungos, carrapatos ¢ nematdides (SANTOS e ANDRADE, 2000). Extratos
biologicamente ativos obtidos das folhas, frutos, sementes e do tronco do nim sdo conhecidos
pelas multiplas propriedades terapéuticas inseticida, nematicida e fungicida (MOSSINI e
KEMMELMEIER, 2005).

A terapia com as plantas medicinais sofre uma grande restricdo quanto ao uso e

aceita¢do, devido ao reduzido nimero de estudos que comprovem a acdo bioldgica e
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seguranca, quanto a efeitos toxicos agudos, cronicos ou sobre a sua atuacdo na reproducdo
(SONAGLIO, 1987; SHARAPIN, 1999).

Por outro lado, a regulamentacdo brasileira exige que medicamentos fitoterapicos
tenham sua eficicia e seguranca comprovada, inclusive para uso na gravidez e lactagdo
(BRASIL, 1996; BRASIL 2004a).

A literatura ja ¢ enfatica ao afirmar que esta planta possui propriedades
anticonceptivas e espermicidas em ratos, macacos e seres humanos. Alguns escassos trabalhos
referem-se a acdo toxica desta espécie vegetal em animais e seres humanos, no entanto muitos
aspectos referentes a sua agdo ainda precisam ser esclarecidos. Diante desta problematica, esta
pesquisa foi conduzida para avaliar os possiveis efeitos toxicos desta planta medicinal sobre a

gestacdo e lactagdo em ratas wistar.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nim

A planta de nome cientifico Azadirachta indica A. Juss é popularmente conhecida por
nim (“neem” nos paises de lingua inglesa) e (margosa ou nimba regionalmente). Foi
antigamente conhecida como Melia azadirachta L. e tem sido frequentemente confundida
com a Melia azedarach L., que é a Cereja-chinesa ou o Lilds da Pérsia. E conhecida ha
séculos, principalmente na India, por sua acdo medicinal e nas ultimas décadas varias
pesquisas t€m sido realizadas devido as substancias inseticidas presentes nas folhas e frutos

(MARTINEZ, 2002).

Figura 1. Arvore do nim. Fonte: www.neemdotriangulo.com.br
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2.2 Composi¢cio quimica do nim

Muitos compostos biologicamente ativos podem ser extraidos das diferentes partes da
arvore do nim, incluindo triterpenodides, compostos fenolicos, carotenoides, esteroides e
cetonas. Assim como outras melidceas possuem compostos limonodides com reconhecida acao
sobre os insetos, sendo azadiractina, salanina, melantriol e nimbina, os limonodides mais
conhecidos. Por esse motivo, a probabilidade de um inseto desenvolver resisténcia ¢ bastante
reduzida, uma vez que inimeros mecanismos sdo atingidos ao mesmo tempo (GARCIA,
2000; EPAMIG, 2002). Esses compostos tém grande potencial no controle de pragas,
apresentam toxicidade extremamente baixa aos vertebrados, sendo praticamente indcuos,
causando baixo impacto ao ambiente (MARTINEZ, 2002). Dentre os mais de 40 terpendides
jé identificados na planta que possuem agdo contra insetos, a azadiractina ¢ o composto mais
eficiente e tem recebido mais atengdo dos pesquisadores, por apresentar isoladamente efeitos
mais seletivos para os insetos que o extrato de nim com todos os compostos juntos
(HOWATT, 1994).

A molécula da azadiractina € muito complexa e ainda nao pode ser sintetizada; assim,
todos os produtos que contém azadiractina sao produzidos por extragao da planta. Os extratos
podem ser preparados com a simples trituracdo das sementes ou frutos frescos, em agua,
deixando-se a mistura descansar por 12 horas, filtrando-se o liquido e pulverizando-se sobre
as areas infestadas (MARTINEZ, 2006). O mesmo procedimento pode ser usado para folhas
frescas ou secas, porém sao necessarias concentracoes mais altas.

De modo geral, nas concentragdes mais baixas de azadiractina, os insetos
freqlientemente mostram alteragdes no desenvolvimento € nas concentragdes mais altas pode
haver total inibi¢ao da alimentagdo (WARTHEN, 1989). A mortalidade ¢ maior ¢ ocorre mais
rapidamente quanto maior for a dose empregada. Além disso, a mortalidade causada pela
azadiractina aumenta ao longo do tempo, ou seja, o nimero de insetos mortos apds tratamento
continua a aumentar durante todo o seu ciclo de vida. Este efeito indica que a azadiractina
pode danificar irreversivelmente determinados processos fisiologicos essenciais para o
desenvolvimento do inseto. Os danos indiretos acumulam-se durante os sucessivos estagios de
desenvolvimento do inseto, interferindo de forma progressiva ¢ podendo finalmente vir a
causar sua morte (MARTINEZ e VAN EMDEN, 2001).

Os compostos bioativos de nim sao utilizados na forma de pds, extratos aquosos e/ou
organicos (metandlico, etandlico, acetdnico, cloroformico, hexanico), 6leos, pastas, além de

fragdes parcialmente purificadas e formulagdes ricas em azadiractina (SAXENA, 1989). O
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local de origem, idade das sementes e solvente utilizado na extragcdo, pode ocasionar variacdes

nos teores do principio ativo e na sua atividade biologica (SCHMUTTERER, 1987).

AZADIRACHTIN
(4)

Figura 2. Molécula da Azadiractina. Fonte: BISWAS et al., 2002.

2.3 Propriedades do nim

O nim tem sido usado por séculos no oriente como planta medicinal no tratamento de
inflamagdes, infecgdes virais, hipertensdo e mais recentemente como praguicida
(MARTINEZ, 2002). Também ocorre em 4reas tropicais e subtropicais da Africa, América e
Australia e durante os tltimos 20 anos tem sido introduzida em muitos paises, cujos objetivos
principais sdo o reflorestamento, a producdo de lenha e também como pesticida natural
(SCHMUTTERER, 1987).

As atividades farmacolodgicas e as aplicacdes medicinais tradicionais das varias partes
do nim, como folhas, cascas e raizes sdo bem conhecidas, assim como tem sido relatada a
aplicagdo das suas sementes e 0leo, para o tratamento de diversas doencas em paises como a
india (BANERJEE et al., 2002). E utilizado na medicina tradicional por suas propriedades
antivirais (BADAM et al., 1999), como imunomodulador (RAY et al., 1996), hipoglicemiante
(KHOSLA et al., 2000), antineoplasico (BALASENTHIL et al.,1999), protetor hepatico
(CHATTOPADHYAY, 2003), inibidor da secre¢do gastrica (BANDYOPADHYAY et al,
2002), espermicida, antifertilizante, antibacteriano e cicatrizante (ROOP, 2005). Também
existem compostos que ativam células mediadoras de reagdes imunes, que ao liberarem
citocinas inibe a continuidade e a progressao da gestagdo (UPADHYAY, 1992). Além das

propriedades ja citadas, o nim tem apresentado potencial para o controle de fitopatdégenos. O
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efeito do nim sobre fungos ¢ variavel, dependendo dentre outros fatores, como do patéogeno
alvo (MARTINEZ, 2002).

Na Medicina Veterinaria, a utilizacdo do nim no controle de insetos tem demonstrado
ser uma alternativa eficiente e segura. Varios insetos como, a Musca domestica, Haematobia
irritans, Aedes sp, Anopheles sp, entre outros, sdo dificeis de serem controlados nas
propriedades, além de serem vetores de varias doencas, responsaveis por processos alérgicos,
infecciosos e parasitdrios que causam estresse e conseqlientemente diminui¢do do
desenvolvimento e da produgdo dos animais (FILHO et al., 2008).

O 6leo de nim a 10% na dose de 0,6 ml/kg sob aplicagdes “top spot” a cada cinco dias
por um periodo de 30 dias, mostrou-se eficaz no tratamento do R. sanguineus, possibilitando
assim o controle de forma natural deste carrapato no cdo, sem causar efeitos colaterais
(PERPETUA et al., 2009).

Ahmed et al. (2004) estudaram o efeito do extrato aquoso da semente de nim em
nematodides de pequenos ruminantes e demonstraram seu efeito anti-helmintico. Pessoa (2001)
testou os efeitos da azadiractina obtida das sementes "in vitro" na concentragdo de 1% sobre

Haemonchus contortus ¢ encontrou 68,3% de inibi¢ao na eclodibilidade deste parasita.

2.4 Desenvolvimento embrionario e fetal

As alteracdes no desenvolvimento do pré-embrido (fase compreendida entre zigoto e
aparecimento da linha primitiva) podem ocorrer devido a lesdo direta ou indireta provocada
por um agente toxico. No primeiro caso, a lesdo ¢ direta sobre o concepto, e no segundo, pode
decorrer de modificacdo do tempo de transporte até o utero prejudicando a sincronia
necessaria entre blastocisto ¢ o desenvolvimento do endométrio, impedindo, desta forma, a
implantagcdo (ROBLERO, 1987).

O periodo de desenvolvimento embrionario e fetal consiste em diversas mudangas,
sendo estas marcadas por fases. O desenvolvimento de mamiferos pode ser marcado por
quatro fases: implantacgdo, organogénese, desenvolvimento fetal e periodo neonatal. O periodo
de implantacdo, assim como da organogénese ¢ de desenvolvimento fetal, ocorre em tempos
diferentes nas diferentes espécies animais. O periodo de gestacdo das ratas segundo Bernardi
(1999) ¢ dividido em pré-implantagdo (dia da concepcgdo até o 5° dia), implantagdo (5° ¢ 6°
dia), organogénese (6° ao 15° dia) e desenvolvimento fetal (16° ao 21° dia).

A implantacdo bem sucedida de embrides na mucosa uterina compreende uma
complexa série de eventos celulares, que se iniciam com a interacdo do blastocisto com o

utero sensibilizado por uma seqiiéncia hormonal adequada de estrogeno-progesterona-
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estrogeno (FINN, 1977, ROMAGNANO e BABIARZ, 1990; FARRAR ¢ CARSON, 1992;
IWAHASHI et al., 1996; SHARKEY et al., 1996). Para que a implantagdo tenha sucesso, o
embrido deve alcancar um estagio apropriado de desenvolvimento, enquanto que o
endométrio deve exibir condicdo ideal de receptividade para este embrido
(ABRAHAMSOHN e ZORN, 1993). Todo o processo de implantacdo promove profundas
modificacdes no endométrio de varias espécies de roedores, incluindo o camundongo e o rato
(FINN, 1977; FARRAR e CARSON, 1992; HURST e PALMAY, 1999). O conjunto destas
modifica¢des denomina-se decidualizagio (ABRAHAMSOHN E ZORN, 1993).

A decidualizagdo, uma das etapas iniciais da implantacdo embrionaria, € um processo
altamente regulado, caracterizado também por uma variedade de eventos celulares e
moleculares, incluindo: aumento da permeabilidade vascular, aumento da sintese de acido
desoxirribonucléico (DNA) e hipertrofia, sintese ¢ deposi¢do de componentes da matriz
extracelular (FARRAR e CARSON, 1992). Este conjunto de modificacdes leva a
diferenciagdo do fibroblasto endometrial em células deciduais poliploides (BANY et al.,
2000).

Nos roedores, no inicio da gestacao, os fibroblastos endometriais apresentam-se como
células fusiformes, com longos prolongamentos, nucleo grande e ovdide com cromatina
frouxa. O contato do blastocisto com o epitélio uterino constitui-se no estimulo mecanico que
promove a transformagao dos fibroblastos endometriais em células deciduais. A partir do
epitélio uterino estimulado, s@o liberadas diversas moléculas (tais como, prostaglandinas,
histamina) que ao interagirem com os fibroblastos endometriais promovem sua diferenciagdo
em células deciduais (DE FEO, 1967; FINN, 1971). A transformagao, durante a gravidez, das
células do estroma endometrial para células deciduais, ¢ uma resposta normal para a

implantagdo do blastocisto (SPENCER et al., 1998).

2.5 Lactacao

A lactacdo caracteriza a fase final do ciclo reprodutivo de todos os mamiferos sendo
fundamental para a sobrevivéncia, crescimento adequado ¢ desenvolvimento dos neonatos,
pois €, na maioria dos mamiferos, sua Unica fonte de nutrigdo no periodo inicial de vida
(TUCKER, 1994). O aleitamento materno fornece uma combinagdo de proteinas, de
carboidratos, de minerais ¢ de vitaminas as quais proporcionam vantagens nutricionais e
imunologicas as crias (WHO, 2000).

Embora o leite seja fonte de nutricdo, muitas substancias sdo secretadas através dele,

podendo assim, alterar o crescimento, o desenvolvimento e até a sobrevivéncia do recém-
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nascido, por isso a utilizacdo de plantas medicinais na gestacdo e na lactacdo deve partir de

conhecimentos prévios e ser extremamente cuidadosa (PERALTA, 1983).

2.6 Teratologia

A teratologia se dedica ao estudo das anomalias e malformagdes ligadas a
perturbagdes do desenvolvimento embrionario ou fetal.  Esses defeitos podem ser
deformidades, rupturas, displasias ou malformac¢des (HANSEN e YANKOWITZ, 2002).
Malformagdo ndo significa apenas formagdo anormal de tecidos, mas também anormalidades
bioquimicas. E estas alteragdes podem ser causadas pela agdo direta de um agente toxico
sobre o feto ou através de acdo sobre o organismo materno (BERNARDI, 1999).

Teratogenicidade ¢ a indugdo exogena de anormalidades de desenvolvimento
estrutural ocorrida durante a fase da organogénese (NEUBERT et al., 1992; BERNARDI,
1999). Teratogenia ¢ o desenvolvimento de defeitos funcionais ou estruturais ndo letais no
feto. A susceptibilidade a alteragdes morfologicas aumenta a medida que as camadas
germinativas comegam a se diferenciar, ocorrendo com maior probabilidade no inicio da
organogénese (fim do primeiro ter¢o da gestacdo), do que quando 6rgdos estdo diferenciados
durante os estagios de clivagem. Os toxicantes usualmente causam a morte dos conceptos
(OSWEILER, 1998).

Os estudos de teratogenicidade sdo realizados em sua grande maioria em animais e
fornecem base de triagem para a verificacdo do potencial teratogénico de um determinado
agente, sendo de grande importancia para a compreensdo dos principios e mecanismos da
teratogénese, contudo nem sempre esses estudos sdo bem sucedidos devido as diferengas

genéticas existentes entre as espécies (SCHARDEIN, 2000).

2.7 Avaliacao de toxicidade reprodutiva

A toxicidade reprodutiva estd relacionada com qualquer interferéncia na capacidade
reprodutiva, tanto em machos quanto em fé€mea, provocada por um agente que produza
toxicidade. A avaliagdo toxicologica ¢ utilizada para analisar resultados experimentais de uma
substancia quimica com o objetivo de classifica-la e ao mesmo tempo fornecer informagoes a
respeito da forma correta de seu emprego. Os dados toxicoldgicos sdao informagdes obtidas
através da experimentacdo em animais de laboratorios, em ensaios com microrganismos ou
através de registro de casos de intoxicagcdo acidental ocorridos em humanos e animais

(LARINI, 1997).
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A toxicologia do desenvolvimento estuda os efeitos adversos que ocorrem nos
organismos em desenvolvimento, devido a exposicdo a substincias quimicas antes da
concepgdo, durante o desenvolvimento pré-natal ou pos-natal até a puberdade. A toxicologia
do desenvolvimento engloba a teratologia e a toxicologia da reproducdo (BARROS e
SOLANGE, 1996).

Os efeitos gerados nas fases pré e perinatal podem levar a disturbios irreversiveis, pois
as alteragdes sdo produzidas durante a formagdo ou a diferenciagdo dos o6rgdos (NEUBERT et
al., 1977; LO e FRIEDMAN, 2002). Pesquisas na area de toxicologia reprodutiva avaliam os
efeitos das substdncias quimicas utilizadas durante o periodo pré-natal sobre o
desenvolvimento fetal e possiveis efeitos teratogénicos, utilizando animais de laboratério
como modelos experimentais (NEUBERT et al., 1977).

Como todos os efeitos toxicos, os efeitos teratogénicos sdo dose-dependentes. A
reducdo da dose e da exposi¢do sdo os métodos mais eficazes de reduzir o risco (NEUBERT,
1992).

Raizada et al. (2001) constataram auséncia de efeitos adversos a administracdo de
azadiractina a 12% via oral, em ratos machos e fémeas prenhes até 1500mg/kg/dia pelo
periodo de 90 dias. Neste trabalho ndo se verificou sinais farmacotoxicos, teratogénicos,
mortalidade, alteracdes de peso ou alteragdes dos pardmetros sanguineos, sendo a dose de
1500mg/kg indicada como dose basal para determinacdo do nivel de auséncia de efeitos do
composto para calcular sua margem de seguranga.

Kazmi et al. (2001) ndo observaram toxicidade e efeitos adversos, além de auséncia de
alteracdes histologicas em orgdos vitais de mamiferos submetidos a tratamento com produtos
a base de nim.

Em alguns estudos sobre a toxicologia reprodutiva com a Azadirachta indica foi
demonstrado efeito antifertilizante e no desenvolvimento da prenhez em roedores (SINHA et
al., 1984; LAL et al., 1986; RIAR et al.,, 1988) e efeito abortivo em ratas e primatas
(MUKHERIJEE e TALWAR, 1996; MUKHERIJEE et al., 1996).

Na arvore do nim, encontram-se ainda componentes com atividades espermicidas
(RIAR et al, 1990; GARG, 1994). Também existem compostos que ativam células
mediadoras de reagdes imunes, liberando citocinas que interrompem a progressao da gestagao
(UPADHYAY et al., 1992).

A utilizacdo do extrato purificado de sementes de nim em ratas wistar, foi estudada
através da administragdo oral durante trés dias consecutivos. A confirmacdo da gestacdo

ocorreu no sétimo dia, por meio de laparotomia e as administragdes ocorreram nos dia 8, 9 e
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10 de gestacdo. Observou-se uma reducdo no numero de implantacdes embriondrias,
entretanto ap6s o término do tratamento, os animais recuperaram a fertilidade apresentando
ciclos estrais fisiologicos, ndo sendo identificada nenhuma mortalidade ou morbidade.
Observou-se também desenvolvimento normal da progénie e ndo houve efeito residual nas
fungdes reprodutivas (MUKHERJEE e TALWAR, 1996).

O dleo de nim apresenta propriedades antifertilizantes quando aplicado localmente na
vagina ou no utero antes ou apos o acasalamento. Em humanos, macacos e ratos promove
inibicdo da gestacdo quando aplicado intravaginalmente antes do cruzamento (SINHA et al.,
1994). O o6leo de nim causa inibi¢do da fertilizagdo in vivo quando aplicado
intracervicalmente antes do acasalamento e inibi¢o da fertilizagdo in vitro em ratos (JUNEJA
et al, 1994). Esta propriedade contraceptiva ¢ atribuida ao efeito deletério nos
espermatozodides e oocitos (SINHA et al., 1994). A aplicagdo do 6leo de nim apds o
acasalamento, no periodo de pré-implantacdo, promove interrup¢do da gestacdo (SINHA et
al., 1984). O tratamento intrauterino com 6leo de nim, durante a fase de pré-implantagao, apds
o acasalamento, promove o bloqueio da fertilidade pelo decréscimo do receptor do fator de
crescimento epidérmico no lumen e no epitélio glandular, causando infiltragdo macica de
leucocitos no utero, degeneracdo precoce dos embrides e reabsorcdo embriondria pos-
implantacao (JUNEJA et al., 1996).

Em um trabalho onde foi pesquisado o efeito da administracdo do 6leo de nim nas
doses de 25 e 50mg/kg durante oito dias consecutivos em ratos machos observou-se
significante decréscimo na contagem espermatica, reducdo no peso do epididimo, alteragdo
estrutural e na fungdo espermatica desses animais (MANORANIJITHAM et al., 1993;
SAMPATHRALJ et al., 1993).

Kasturi et al. (2002) observaram toxicidade reprodutiva induzida pelo uso do nim e
verificaram alteragdes ultraestruturais nos testiculos de ratos albinos, mediante propriedades
antiespermatogénicas e antiandrogénicas, interferindo assim na espermatogénese.

Atualmente, o uso indiscriminado de rodenticidas toxicos para controlar populacdes de
roedores criou sérios problemas, como a resisténcia ¢ a contaminacdo ambiental. Portanto,
torna-se necessaria a utilizacdo segura e ecologicamente correta de substancias que ao ser
metabolizadas ndo contaminem o ambiente e que ndo interfiram com o potencial reprodutivo,
particularmente o crescimento ¢ diferenciagao dos foliculos. Baseado nisto, um estudo foi
realizado para investigar os aspectos quantitativos do desenvolvimento folicular em ratas
albinas na fase reprodutiva a partir da administrag@o oral de extrato metandlico e hexanico de

sementes de A. indica (doses de 3 e 6mg/kg) e M. azedarach (cinamomo) na dose de



23

24mg/kg. Verificou-se reducdo significativa no niimero normal de foliculos, bem como nos
foliculos em varios estagios do desenvolvimento folicular em todos os grupos tratados
(ROOP, 2005).

Os efeitos da administracdo oral do extrato metanolico das folhas de nim sobre a
morfologia dos ovarios, bem como os efeitos sob os niveis séricos de hormoénio foliculo
estimulante (FSH) e Hormonio luteinizante (LH), foram estudados em ratas wistar. Os grupos
testados foram tratados com 200 e 400mg do extrato metanolico durante 14 dias, ndo sendo
observadas altera¢des histopatologicas e nem diferencga estatistica significativa nos niveis de
FSH entre os grupos tratados. Contudo, ocorreu redugdo nos niveis de LH o que pode
comprometer a produgdo e liberagdo dos oocitos durante o periodo ovulatorio e
conseqiientemente a fertilidade das fémeas (OWOLABI, 2008).

Numa pesquisa onde ratas receberam por via oral 1mg/Kg de extrato alcodlico das
flores de nim do 1° ao 5°dia de gestacdo, observou-se diarréia em todos os animais e uma
redugdo de 6,46% na massa corporal desses animais. Neste mesmo trabalho foi avaliada a
influéncia deste extrato sobre o ciclo estral de ratas tratadas com 1000mg/Kg durante 21 dias
e constatou-se que houve prolongamento da duracdo do diestro e conseqiientemente
diminuicdo da freqiiéncia do estro. Com isso, houve reducdo da fertilidade devido a

diminui¢ao da ovulagdo (GBOTOLORUN et al., 2008).

2.8 Toxicidade do nim em animais e seres humanos

Efeitos toxicos do 6leo de nim em mamiferos somente ocorrem em doses altas. J4 a
toxicidade do composto mais estudado presente no 6leo de nim, a azadiractina ¢ a seguinte:
DL50 oral (para ratos) ¢ de 5000mg/kg de peso corporal, DL50 dermal de 2000mg/kg de peso
corporal. Esta toxicidade ndo ¢ tdo baixa quando comparada com o composto natural
rotenona, que apresenta DL50 oral de até 1500mg/kg de peso corporal e ndo apresenta
toxicidade dermal. J& em comparacdo com o composto quimico permetrina, que apresenta
DL50 oral de até 4000mg/kg e DL50 dermal acima de 4000mg/kg, mostra que o composto
quimico apresenta toxicidade oral mais baixa (COATS, 1994).

Segundo Srivastava e Raizada (2001), embora a azadiractina tenha baixa toxicidade
aguda para espécies mamiferas, com dose letal (DL 50) maior do que 5.000mg/kg em ratos, a
possibilidade de riscos ndo deve ser ignorada.

A ingestdo do o6leo de nim pode produzir toxicidade letal em tilapias e carpas,
toxicidade aguda em ratos e coelhos e severa hipoglicemia em ratos (SCHMUTTERER, 1995;
GANDHI et al., 1998; BISWAS et al., 2002). Aproximadamente 60% de mortalidade foi
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observada em uma pesquisa onde galinhas Leghorn foram alimentadas por 24 horas com os
frutos do nim (SINGH et al., 1985; JACOBSON, 1995).

Em casos isolados, a intoxicacdo por o6leo de nim em seres humanos produz
sonoléncia, diarréia, ndusea, vomito, acidose metabdlica, anemia, leucocitose por neutrofilia,
letargia, coma, edema cerebral ¢ morte (SCHMUTTERER, 1995; BISWAS et al., 2002;
NATURAL MEDICINES COMPREHENSIVE DATABASE, 2002).

Numa pesquisa onde se avaliaram 99 prontuarios de felinos expostos ao 6leo de nim,
constatou-se que 88 animais apresentaram sinais clinicos de toxicidade. Os sinais clinicos
apresentados pelos felinos foram letargia (12 casos), ataxia (13 casos), sialorréia (11 casos),
espasmos (17 casos), tremores (17 casos) e convulsdes (32 casos) (SUTTON et al., 2009). Em
estudos de toxicidade do 6leo de nim em coelhos observou-se que os sinais clinicos
apresentados pelos animais foi similar aos apresentados pelos gatos avaliados na pesquisa
realizada por Sutton et al. (2009).

Raji et al. (2004) verificaram que a administracdo intraperitonial de Azadirachta
indica (1000mg/kg de extrato) ndo produziu sinais de toxicidade em ratos, nem alteragao
significante no peso corpéreo ou de orgdos durante 3 semanas apds aplicagdo, ndo sendo
observado diarréia, comportamento estereotipado ou morte durante esse periodo, entretanto, a

administracao oral na dose de 3200mg/kg do extrato causou 100% de mortalidade.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material Botanico

A espécie vegetal (Azadirachta indica A. Juss) foi obtida em uma propriedade rural
localizada no municipio de Lagoa do Carro, Estado de Pernambuco, de onde foram obtidas as
folhas para elaboragdo do extrato, sendo em seguida identificada pela Engenheira Florestal

Dra. Angela Maria Miranda do Departamento de Engenharia Florestal da UFRPE.

3.2 Obtenciao do extrato

As folhas do nim foram desidratadas em estufa a temperatura de 40° C, durante 72
horas, no laboratério de Patologia Animal da UFRPE. As mesmas foram trituradas
manualmente e o po seco e pulverizado (1,0 kg) foi extraido com etanol (3L) por trés vezes. A
solucdo extrativa foi filtrada e evaporada em rotacvaporador a 55° C sob pressdo reduzida e

obteve-se entdo, o extrato etanodlico bruto 98,18g (rendi mento 9,82%) (figura 3).
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Foram preparadas “solucdes estoque” para serem administradas nos grupos 2, 3 e 4. A
solug@o estoque na concentracdo de 20mg/mL foi preparada pesando-se 200mg do extrato
etandlico do nim, adicionando-se cinco gotas de Cremophor, 1mL de DMSO
(Dimetilsulfoxido) a 10% e agua destilada até completar o volume de 10mL. A solugdo
estoque para o grupo controle (grupo 1) foi formulada a partir de cinco gotas de Cremophor,

ImL de DMSO a 10% e agua destilada para completar o volume de 10mL.

Figura 3. Etapas de elaboragdo do extrato etandlico de nim.

A-Filtragdo da solucdo. B-Evaporagdo do solvente no rotaecvaporador. C-Solugdes “estoque”

do grupo controle e dos grupos experimentais respectivamente.

3.3 Procedimentos experimentais

Foram utilizadas 40 ratas Wistar provenientes do biotério do Departamento de
Morfologia e Fisiologia animal (DMFA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco. As
ratas pesavam entre 300 a 400 gramas, foram confinadas em gaiolas de polipropileno,
providas de cama de maravalha ndo esterilizada, alimentadas com ragdo comercial e dgua ad
libitum, temperatura de 22 °C e iluminacdo artificial com lampadas fluorescentes, que
estabeleceu o fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, considerando o periodo de luz
das 6:00 as 18:00 horas.

Os animais foram divididos em quatro grupos compostos por dez animais por grupo, o
grupo 1-(grupo controle), grupo 2-tratado com 50mg/Kg, grupo 3-tratado com 100mg/Kg e o
grupo 4-tratado com 200mg/Kg do extrato etanolico das folhas de nim.

O sistema de acasalamento foi do tipo poligdmico, no qual ao final da tarde, trés
fémeas para cada macho foram postas para o acasalamento. A gestacdo foi determinada pela

presenca de espermatozdides nos esfregacos vaginais, realizados na manha seguinte ao
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acasalamento. Os exames colpocitologicos foram realizados com o auxilio de hastes com
algoddo umedecido em agua destilada, as quais foram introduzidas na vagina produzindo-se
movimentos rotatorios. O material coletado foi transferido para laminas histologicas e foram
coradas pelo método pandtico e observadas em microscopio optico.

As ratas prenhes foram tratadas nos 4°, 5° e 6° dias de gestacdo. As ratas do grupo
controle foram tratadas com 1mL da solucdo estoque para o grupo controle e os grupos 2, 3 e
4 tratados nas doses respectivamente de 50, 100 e 200mg/Kg do extrato etandlico das folhas
de nim na concentracdo de 20mg/mL e receberam nesta ordem o volume de 1mL, 2mL e
3mL. As administragdes foram pela via oral com o auxilio da sonda uretral n°8, através de
sondagem orogastrica.

Apos o 9'dia de inseminacio quatro animais de cada grupo foram eutanasiados de
acordo com as normas do International Guiding Principles For Biomedical Research
Involving Animals (CIOMS) — (Genebra, 1985) e todos os procedimentos realizados nesta
pesquisa foram de acordo com o “Consensus Recommendations on Effective Institutional
Animal Care and Use Committees” — NIH and USDA — publicados pelo Laboratério de
Ciéncia Animal, edigdo especial, Janeiro de 1987. O protocolo experimental foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica na Experimentagdo Animal da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. A anestesia realizada foi do tipo dissociativa com xilazina a 2% na dose de
Img/Kg e quetamina a 10% dose de 90mg/Kg administrados pela via intraperitoneal.

Dos animais submetidos a eutanasia, foram coletados os ovarios, embrides e
fragmentos de utero, e a fixacdo dos mesmos foi feita em formol tamponado a 10% para a
realizacdo de exame histologico. Os ovarios e os embrides foram pesados em balanga
analitica e o Utero foi avaliado macroscopicamente quanto a presenca de reabsor¢des. O
processamento para avaliacdo histomorfométrica ocorreu de acordo com as técnicas de rotina
para inclusdo em blocos de parafina, onde os mesmos foram cortados em micrétomo rotativo
com espessura de 4um e corados pela técnica da Hematoxilina-eosina (LUNA, 1968). Os
aspectos histomorfologicos importantes e relevantes foram microfotografados.

Os seis animais restantes dos quatro grupos além da gestagdo foram tratados do 1° até

o0 15°dia de lactagdo com as mesmas doses propostas para cada grupo.



27

3.4 Avaliacio clinica de toxicidade materna e das proles

Uma vez confirmada a gestacdo, os animais foram pesados diariamente com auxilio de
balanga analitica, iniciando-se no primeiro dia de gestagdo até o 21° dia de lactagdo.
Objetivou-se com esta pratica avaliar o desenvolvimento gestacional, da lactacdo, dos
neonatos ¢ dos possiveis sinais de toxicidade materna ou neonatal. Consideraram-se como
indicativos clinicos de toxicidade: diminuicdo da ingestdo de alimentos, perda de massa

corporal, sangramentos vaginais, aborto, diarréia, piloere¢cdo, incoordenagdo motora e morte.

3.5 Avaliacao de desenvolvimento das proles

Os neonatos foram pesados do 1° ao 15°dia de vida e avaliados diariamente quanto a
sinais clinicos de toxicidade. No 1° e 7°dia de vida foram avaliados em rela¢do ao reflexo
postural, onde os filhotes foram colocados em uma superficie plana, em decubito dorsal. O
reflexo foi avaliado em segundos apds o reposicionamento do animal com os quatro membros
apoiados sobre a superficie plana.

A avaliagdo do descolamento das orelhas, crescimento piloso, erupgdo dos dentes,
abertura palpebral ¢ ambulagdo espontinea foram realizadas diariamente através da
observagdo dos filhotes. Os dias em que estes eventos ocorreram foram anotados para
comparacdo de desenvolvimento entre os grupos. No 21°dia de vida dos filhotes foi feita
avaliagdo da ambulagdo espontanea com a utilizacdo de um quadrado delimitado medindo
30x30cm dividido em nove espacos iguais. Cada filhote foi colocado individualmente no
centro do quadrado e o animal foi observado durante um minuto. A invasdo de pelo menos
trés patas num quadrado foi considerada invasdo. Este teste teve por objetivo avaliar a fun¢ao

motora dos filhotes.

4. ANALISE ESTATISTICA

O ganho de massa corporal das ratas tratadas nos nove primeiros dias da gestacdo, a
média de massa corporal dos animais em lactagdo ¢ a massa corporal das proles avaliadas no
1°, 4° e 21° dias de vida foram avaliadas pelo método de analise de varidncia (ANOVA).

O teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade foi aplicado para avaliar o nimero ¢
massa absoluta dos embrides ¢ massa absoluta dos ovarios direito e esquerdo (REIS, 2003).

O teste de Kruskal-Wallis foi aplicado para analisar o nimero total de filhotes e o
numero de filhotes vivos apds 14 dias. As médias por tratamento de taxa de sobrevivéncia de

filhotes por rata (nimero de filhotes vivos/niimero total de filhotes) e a avaliacdo do reflexo
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postural dos filhotes no 1° e 7° dia de vida também foram avaliadas por este teste com p>0,05

(REIS, 2003).

5. RESULTADOS

5.1 Dados das progenitoras durante a gestacio e lactacio

A administra¢do do extrato etandlico de nim (4zadirachta indica A. Juss) durante o 4°,
5° e 6° dia de gestacdo ndo alterou o ganho de massa corporal das progenitoras na gestacio
(Tabela 1). Apesar do grupo 4 ter originariamente, menor massa corporal do que os demais, o
ganho de peso das ratas foi semelhante entre os grupos, destacando-se apenas por apresentar
menor variabilidade entre os valores individuais. A maior amplitude observada ocorreu no

grupo controle, no qual os valores variaram de -14,52g (perda de massa) até ganho de 17,25g.

Tabela 1. Ganho de massa corporal aos nove dias de gestacdo das ratas do grupo controle e
dos grupos experimentais tratados aos 4°, 5° ¢ 6° dias de gestagdo com extrato etanolico das

folhas de nim (4Azadirachta indica A. Juss).

Grupos Ganho de peso (g)

Média/ DV CV%
Controle 08,30+10,71 129,0
50mg/Kg 12,06+10,19 84,6
100mg/Kg 13,41+08,92 66,6
200mg/Kg 13,96+04,27 30,6

*Resultados expresso em média = desvio padrio.

Os ovarios retirados apo6s ecutanasia dos animais ndo apresentaram diferencas

significativas em relacdo a massa absoluta nos quatro grupos avaliados (Tabela. 2).

Tabela 2. Média da massa dos ovarios das ratas do grupo controle e dos grupos experimentais
tratados nos 4°, 5° e 6° dias de gestagdo com extrato etandlico das folhas de nim (4zadirachta

indica A. Juss).

Grupos Ovério direito (g) Ovario esquerdo (g)
Controle 0,05a 0,07a
50mg/Kg 0,06a 0,10a
100mg/Kg 0,06a 0,05a
200mg/Kg 0,07a 0,08a
Média geral 0,06 0,07
Coeficiente de 42,95% 55,18%

variagao
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Nao houve efeito dos tratamentos na massa total dos embrides. Quanto ao nimero de
embrides implantados no utero realizou-se a transformacdo dos dados através de raiz
quadrada, ndo se observando diferencas estatisticas entre os grupos. Também nao ocorreu

alteragdo na média da massa absoluta dos embrides (Tabela 3).

Tabela 3. Média da massa corporal dos embrides e raiz quadrada da média do numero de
implantagdes de ratas do grupo controle e dos grupos experimentais tratados nos 4°, 5° € 6°

dias de gestacdo com extrato etandlico das folhas de nim (Azadirachta indica A. Juss).

Grupos N° de embrides (g) Massa corporal dos embrides
(€9)
Controle 2,65a 0,09a
50mg/Kg 2,62a 0,13a
100mg/Kg 2,22a 0,07a
200mg/Kg 3,07a 0,09a
Média geral 2,64 0,09
Coeficiente de variagdo 17,51% 44,64%

No que se refere a massa corporal dos animais em lactacdo avaliados no 1°, 3°, 5°, 9° ¢
14° dia, ndo se evidenciou reducdo significativa massa corporal das ratas tratadas e nao
tratadas. Na analise de variancia (ANOVA) ndo se observaram diferencas significativas entre
as médias dos tratamentos testados, em todos os periodos de avaliagio (p>0,05) (Tabela 4).

Nao foram observados sinais clinicos de toxicidade sist€émica ou reprodutiva como:
piloerecdo, perda de peso, diarréia, estereotipias, sangramento vaginal, ataxia, coma ou morte

nas progenitoras tratadas nos 4°, 5° e 6° dia de gestacdo e do 1° ao 15° dia de lactagdo.

Tabela 4. Média da massa corporal em gramas (g) de ratas lactantes do grupo controle e dos
grupos experimentais tratados na gestagao e durante 15 dias na lacta¢@o nas doses de 50, 100

e 200mg/Kg com extrato etanolico das folhas de nim (Azadirachta indica A. Juss).

Grupos Dias
1 3 5 9 14
1 299,63+23,70 284,82+28,12  294,44+14,04  299,27+16,18  297,13+18,02
2 318,35+29,37 310,00+£27,36  309,04+28,93  307,96+31,43  310,21+32,48
3 355,19£79,22  317,82433,75 318,04+30,32  314,75+32,01  311,23+36,32
4 279,51£16,19  284,24+17,87 287,18+13,56 290,13+17,36  290,63£20,75
Total 313,17 299,22 302,17 303,03 302,30
geral

*Resultados expresso em média + desvio padréo.
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5.2 Avaliacao da morfologia ovariana e uterina das ratas prenhes

Na analise morfolégica dos orgaos reprodutivos (dos ovarios e utero), observaram-se
morfologia normal em ambos os 6rgdos. Nos ovarios foram observados foliculos em
desenvolvimento, foliculos antrais, corpos liteos e na regido medular, células intersticiais
(figura 4). No futero, visualizou-se endométrio com as glandulas endometriais, vasos

sanguineos e morfologia normal em ambas as camadas uterinas (figura 5).
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Figura 4-Fotomicrografias de ovarios de ratas prenhes do grupo controle e dos grupos experimentais tratados por
via oral com extrato etandlico das folhas de nim entre 4° e 6° dias de gestacdo. Aumento 10x. HE.

Figura 4A-Rata do grupo 3. Notar foliculo em desenvolvimento (seta), dois corpos luteos (estrelas) e um foliculo
antral (seta larga). Aumento 10x. HE.

Figura 4B Rata do grupo 1.Constatar presenga de foliculo antral (seta larga). Aumento 10x. HE.

Figura 4C-Rata do grupo 2. Notar foliculo em desenvolvimento (seta), corpo luteo (seta larga) e regido medular
com células intersticiais e infiltrado inflamatorio (estrela). Aumento 10x. HE.

Figura 4D-Rata do grupo 4. Observar foliculo antral (seta larga), vasos congestos na regido medular (setas).
Aumento 10x. HE.

Figura 4E-Rata do grupo 2. Notar foliculo em desenvolvimento (seta), regido medular com presenca de artérias e
células intersticiais (estrela). Aumento 10x. HE.

Figura 4F-Rata do grupo 4. Constatar foliculos em varios estadgios de desenvolvimento (setas) e regido medular
com células intersticiais (estrela). Aumento 10x. HE.
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Figura 5-Fotomicrografias de utero de ratas prenhes do grupo controle e dos grupos experimentais tratados por
via oral com extrato etanolico das folhas de nim entre 4° e 6° dias de gestacdo. Aumento 10x. HE.

Figura SA-Rata do grupo 4. Notar infiltrado inflamatdrio sub-epitelial (seta larga). Aumento 10x. HE.

Figura 5B-Rata do grupo 1. Observar atrofia das glandulas endometriais com grande quantidade de coldgeno
(seta larga) e uma area de com infiltrado inflamatorio (seta). Aumento 10x. HE.

Figura 5C-Rata do grupo 2. Constatar atrofia de glandulas endometriais (seta larga) e endométrio (estrela).
Aumento 10x. HE.

Figura 5D-Rata do grupo 3. Notar atrofia de glandulas endometriais (seta larga) e miométrio (seta). Aumento
10x. HE.

Figura 5E-Rata do grupo 4. Observar endométrio com glandulas endometriais (estrela), miométrio (seta larga) e
um vaso sanguineo (seta). Aumento 10x. HE.

Figura SF-Rata do grupo 2. Constatar endométrio ndo-reativo (estrela) e miométrio (seta larga). Aumento 10x.
HE.
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5.3 Dados do desenvolvimento dos filhotes

Apbs o nascimento da prole, ndo foi constatada a presenca de natimortos, nem de
qualquer ma-formacdo neonatal, através do exame macroscopico externo dos filhotes do
grupo controle e dos grupos experimentais.

O desenvolvimento fisico dos filhotes de maes do grupo controle e dos grupos
experimentais tratados pela via oral com o extrato etandlico de nim durante trés dias na
gestagdo e por 15 dias na lactacdo ndo alterou o tempo do inicio do crescimento piloso,
erup¢do de incisivos, descolamento dos pavilhdes auriculares, abertura palpebral e andar

adulto entre os quatro grupos estudados (Quadro 1).

Quadro 1. Dados do desenvolvimento das proles das ratas do grupo controle e dos grupos
experimentais tratados nas doses de 50, 100 ¢ 200mg/Kg durante a gestagdo e por 15 dias na

lactagao com extrato etanolico da folhas de nim (Azadirachta indica A. Juss).

Parametros avaliados Grupos
Erupcao de incisivos 9° dia em todos os grupos.
Abertura de olhos 14° dia em todos os grupos.
Descolamento dos pavilhoes auriculares 4° dia em todos os grupos.
Crescimento piloso 8° dia em todos os grupos.
Andar adulto 15° dia em todos os grupos.

A massa corporal dos filhotes de todos os grupos foi avaliada através de pesagens nos
dias 1°, 4° e 21° ndo se observando diferencgas estatisticas (analise de variancia) entre os
grupos (Tabela 5).

Os filhotes também ndo apresentaram sinais clinicos de toxicidade sistémica como:
diarréia, sialorréia, tremores, pélos ericados, alteragdo na ambulag¢do, diminui¢do da massa

corporal, coma ou morte.
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Tabela 5. Média da massa corporal das proles das ratas do grupo controle e dos grupos
experimentais tratados na gestacdo e por 15 dias na lactagdo com o extrato etandlico das

folhas de nim (Azadirachta indica A. Juss).

Grupos Média de massa corporal (g)
Dia 1 Dia 4 Dia 21
Controle 6,30a 9,55a 36,10a
50mg/Kg 7,17a 9,78a 42,47a
100mg/Kg 6,57a 7,61a 35,49a
200mg/Kg 6,44a 9,39a 41,84a
Média geral 6,62 9,08 39,02
Coeficiente de 13,15% 31,97% 32,55%

variacao

O teste de Kruskal-Wallis aplicado ao nimero total de filhotes e ao niimero de filhotes
vivos apos 14 dias, indicou ndo haver diferenca entre os tratamentos testados. As médias por
tratamento de taxa de sobrevivéncia de filhotes por rata (numero de filhotes vivos/nimero
total de filhotes) também se mostraram semelhantes pelo mesmo teste (p>0,05). A
percentagem de sobrevivéncia de filhotes foi de 79,4% , sendo mais baixa no grupo 3, devido
a mortalidade de grande nimero de filhotes de apenas duas ratas, enquanto as demais do
mesmo tratamento apresentaram 100% de sobrevivéncia. No Grupo 1, o niimero de filhotes
mortos também foi sensivelmente aumentado pelo nimero de mortes da prole de apenas uma
rata. Essas variacOes casuais, entre animais submetidos ao mesmo tratamento, refletem-se nos
resultados dos testes que ndo apontam efeito significativo dos tratamentos na quantidade de

filhotes gerados e na taxa de sobrevivéncia dos filhotes (Tabela 6).

Tabela 6. Numero total e taxa de sobrevivéncia de filhotes de ratas do grupo controle e dos
grupos experimentais tratados na gestacdo e por 15 dias na lactagdo com o extrato etanolico

das folhas de nim (Azadirachta indica A. Juss).

Grupo Numero de filhotes Sobrevivéncia %
Mortos Vivos Total
Controle 10 33 43 76,74
50mg/Kg 4 44 48 91,67
100mg/kg 23 34 57 59,65
200mg/Kg 4 47 51 92,16

Total 41 158 199 79,40
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Pelo teste de Kruskal-Wallis ndo se observaram diferengas entre os grupos quanto a avaliacdo

do reflexo postural avaliado nos 1° e 7° dia de vida dos filhotes (tabela 7).

Tabela 7. Média de tempo do reflexo postural de filhotes avaliados nos 1° e 7° dia de vida das
ratas do grupo controle e dos grupos experimentais tratados na gestacdo e por 15 dias na

lactagdo com o extrato etandlico das folhas de nim (Azadirachta indica A. Juss).

Grupos Meédia de tempo do reflexo postural (s)
1° dia de vida 7° dia de vida
Controle 70,00a 85,50a
50mg/Kg 107,00a 61,00a
100mg/kg 57,00a 76,00a
200mg/Kg 66,00a 77,50a
Média geral 75,00 75.00

Quanto a atividade locomotora, os resultados obtidos a partir da observagdo da
ambulacdo, dados por numero de quadrados invadidos, foram semelhantes nos quatro grupos,

com elevada amplitude intra-grupo, ndo se evidenciando efeitos dos tratamentos testados
(Tabela. 8).

Tabela 8. Avaliagdo da atividade locomotora dos filhotes de maes do grupo controle e dos
grupos experimentais tratados na gestacdo e por 15 dias na lactagdo com o extrato etanolico

das folhas de nim (Azadirachta indica A. Juss).

Grupos Numero de Numero de quadrados invadidos
filhotes Média Minimo Maximo
observados
Controle 34 13,7 5 27
50mg/Kg 38 12,3 2 21
100mg/Kg 41 13,6 2 26
200mg/Kg 43 15,4 7 25
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6. DISCUSSAO

Conceitualmente, fecundidade ¢ a capacidade para a reprodugdo, ao passo que
fertilidade refere-se a concretizacdo da reproducdo e pode ser avaliada pelo produto final, ou
seja, o niimero de novos individuos (ALMEIDA et al., 2000). A capacidade reprodutiva de
uma fémea envolve aspectos variados de fisiologia reprodutiva: capacidade de producdo de
gametas adequados, producdo hormonal equilibrada, alteragdes morfologicas e bioquimicas
do oviduto e do utero compativeis com os processos de transporte de espermatozoéides, zigoto,
fases precoces e tardias do desenvolvimento do concepto (GUERRA, 2002).

A toxicidade reprodutiva ¢ a ocorréncia de qualquer interferéncia causada por alguma
substancia nas capacidades reprodutivas de machos e fémeas, incluindo o periodo pré-natal e
pos-natal (NEUBERT et al., 1992). Este tipo de avaliacdo além de levar em consideracdo os
parametros reprodutivos toma por base os pardmetros clinicos de toxicidade sist€émica, pois
um animal debilitado ndo tem condigdes de ter a fecundidade ¢ a fertilidade adequadas.

Para avaliacdo e diagnodstico da toxicidade sistémica deve-se levar em consideracao a
diminui¢do da massa corporal dos animais, do desenvolvimento ponderal, do consumo de
adgua e racdo, pelo aparecimento de alteragdes comportamentais e fisicas, como apatia,
movimentos estereotipados, prostracdo, pelos arrepiados, diminui¢do da massa corporal além
de alteragdes na massa relativa dos orgdos (MANSON e KANG, 1994; CHAHOUD et al.,
1999; MELLO, 2001).

Na presente pesquisa ndo foram observadas alteragdes no ganho de massa corporal das
progenitoras do grupo controle e dos grupos experimentais € os animais ndo exibiram
qualquer sinal clinico de toxicidade sistémica ou reprodutiva. Estes resultados diferem dos
encontrados por Gbotolorun et al. (2008) que encontraram reducdo de 6,46% na massa
corporal de ratas tratadas do 1° ao 5° dia, por via oral, com 1mg/Kg do extrato alcodlico das
flores de nim na gestagdo. Estes animais tiveram diarréia durante o tratamento e houve efeito
toéxico do extrato alcodlico das flores do nim. Este mesmo extrato causou diminui¢ao da
fertilidade de ratas tratadas na dose de 1000mg/Kg durante 21 dias, devido ao prolongamento
da duracao do diestro e conseqiientemente diminui¢do da freqii€ncia do estro. Os resultados
obtidos nesta pesquisa se assemelham aos observados por Raizada et al. (2001) que constaram
auséncia de efeitos adversos a administragdo de azadiractina a 12% via oral, em ratos machos
e fémeas prenhes com a dose de até 1500mg/kg/dia por um periodo de 90 dias, ndo tendo
estes autores, verificado sinais farmacotoxicos, teratogénicos, mortalidade, alteragdes de peso

ou alteragdes dos pardmetros sanguineos.
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Em relagdo a morfologia ovariana e uterina das ratas submetidas a eutandsia no 9° dia
de gestacdo, os resultados da presente pesquisa demonstraram morfologia normal ovariana e
uterina para os animais do grupo controle e também dos grupos experimentais. Esses
resultados diferem dos encontrados por Roop (2005) que analisou os aspectos quantitativos do
desenvolvimento folicular em ratas albinas na fase reprodutiva. Este autor verificou reducao
significativa no numero normal de foliculos bem como nos foliculos em varios estagios do
desenvolvimento em todos os grupos tratados com extrato metandlico ¢ hexanico de sementes
de A. indica nas doses de 3 e 6mg/kg de peso vivo e M. azedarach (cinamomo) na dose de
24mg/kg.

Owolabi (2008) investigou os efeitos da administracdo oral do extrato metandlico das
folhas de nim; avaliou a morfologia ovariana de ratas wistar tratadas com 200 e 400mg por 14
dias e mensurou os niveis séricos do hormodnio foliculo estimulante (FSH) e do hormdnio
luteinizante (LH), ndo tendo observado alteracdes histopatoldgicas ovarianas, nem diferencas
estatisticas significativas nos niveis de FSH entre os grupos tratados. Contudo, este autor
observou redugao nos niveis de LH o que comprometeu a produgao e liberagdo dos odcitos
durante o periodo ovulatério e conseqiientemente também diminuiu a fertilidade das fémeas.
Estes resultados, referentes a fertilidade e a avaliag@o histoldgica dos ovarios desses animais,
divergem dos encontrados no presente trabalho.

As condi¢des hormonais maternas sdo necessarias para o bom desenvolvimento
embrionario, sendo amplamente conhecido que niveis sangiiineos de progesterona
inadequados interferem com a viabilidade do embrido, por ndo permitirem que o endométrio
esteja adequadamente preparado para a sustentacdo da gestacdo. Através do peso do ovario e
do niimero de corpos lateos de gestagdo pode-se deduzir, indiretamente, as condicdes
hormonais relativas a progesterona materna. A massa absoluta do ovario depende bastante do
numero ¢ do volume dos corpos liteos, visto serem eles as maiores estruturas no ovario. Os
corpos luteos sdo os principais responsaveis pela secre¢do de progesterona (KATO et al.,
1979); eles aumentam de volume durante a gestacdo, tendo sido demonstrado que seu
crescimento estd intimamente correlacionado com o aumento de secrecdo de progesterona e
20-hidroxi-progesterona (UCHIDA et al., 1970), hormdnios também indispensaveis a
manutengdo da prenhez na rata. Qualquer alteracdo que diminua os niveis de progesterona ou
que comprometa o desenvolvimento embrionario pode provocar a interrupcao da gestagao.

Alteragdes no desenvolvimento do pré-embrido podem ocorrer devido a lesdo direta
ou indireta de um agente toxico. No primeiro caso, a lesdo ¢ direta sobre o concepto, € no

segundo, pode decorrer de modificacdo do tempo de transporte até o utero, prejudicando a
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sincronia necessaria da fase do desenvolvimento embrionario, assim como a preparagdao do
endométrio, necessaria para a implantacio (ROBLERO, 1987). Neste contexto, € com base
nos resultados obtidos, pode-se sugerir que o extrato etandlico de nim ndo causa lesdo direta
ou indireta sobre o embrido, evidenciada pela avaliacdo macroscoOpica uterina expressa pela
auséncia de reabsorcdes e pela presenca de embrides implantados.

A média de implantacdes embrionarias no grupo 4 foi de 9,42, sendo este o maior
numero de implantagdes, enquanto que no grupo 3 a média foi de 5 implantagdes. A média
geral foi de 7 implantacdes. Estes resultados diferem dos resultados encontrados numa
pesquisa em que o 6leo de nim foi aplicado via corno uterino e observou-se auséncia de
implantacdes e presenca de reabsorgdes, € em contrapartida, o corno uterino utilizado como
controle foi tratado com o6leo de amendoim e apresentou média de 4 a 6 implantacdes
embrionarias (UPADHYAY et al., 1990).

Um parametro bastante utilizado para avaliagdo de toxicidade nos animais ¢ a
avaliagdo da massa corporal (MANSON e KANG, 1994; CHAHOUD et al., 1999; MELLO,
2001). No que se refere a massa corporal dos filhotes das progenitoras tratadas durante a
gestacdo e lactagdo com o extrato do nim avaliadas no 1°, 4° e 21° dia de vida, observou-se
semelhanga com os resultados obtidos por Raizada e Srivastava (2007). O desenvolvimento
fisico dos filhotes (abertura palpebral, descolamento das orelhas, crescimento piloso,
ambulagdo espontanea e erupcao de incisivos) foram semelhantes aos resultados encontrados
na pesquisa realizada por Costa-Silva et al. (2006).

Na presente pesquisa, os dados referentes a porcentagem de sobrevivéncia de filhotes
foram de 79,4% no grupo 1, sendo mais baixa no grupo 3 (59,65%), devido a mortalidade de
grande niimero de filhotes de apenas duas ratas, enquanto as demais do mesmo tratamento
apresentaram 100% de sobrevivéncia. No grupo 1, o niimero de filhotes mortos também foi
sensivelmente influenciado pelo nimero de mortes da prole de apenas uma rata. Essas
variagdes provavelmente ocorreram, devido ao comportamento e as condi¢des individuais
destes animais dentro de cada grupo.

O comportamento materno em mamiferos ¢ definido por todo o cuidado dado pelas
maes aos seus filhotes, desde o nascimento, até que eles desenvolvam caracteristicas e
habilidades que assegurem sua propria sobrevivéncia, tornando-se independentes da dieta
lactea e dos demais cuidados maternos (CROWELL-DAVIS e¢ HOUPT, 1986). O
comportamento ¢ o aleitamento materno sdo imprescindiveis para a manutengao da espécie.
As ratas do grupo 3 e do grupo 1 tiveram comportamento materno inadequado para com suas

proles. Isto ficou bem claro na observacdo diaria destes animais, ¢ também pela analise de
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sobrevivéncia, observando-se que as mesmas nao amamentaram adequadamente e ndo deram
0 suporte necessario para suas crias. Isso explica o elevado numero de mortes
neonatais dessas ratas.

O desenvolvimento da atividade motora dos filhotes pode ser avaliado pelo reflexo
postural e neste aspecto as proles das ratas do grupo 3 obtiveram a menor média do reflexo
postural avaliado no 1° dia, com média de 57 segundos, enquanto que os filhotes das
progenitoras do grupo 2 obtiveram a maior média, 107 segundos. Na avaliacdo do 7° dia o
grupo 2 apresentou a menor média (61 segundos), e os filhotes do grupo 1 apresentaram a
maior média (85,5 segundos). Estes dados demonstram que no 1° dia os filhotes do grupo 3
foram mais ageis, em contrapartida, o grupo 1 apresentou retardo no reflexo ao 7° dia.

Apesar das diferencas, estas ndo foram estatisticamente significativas. Esses dados
sugerem que o extrato de nim causou retardo na atividade do sistema nervoso de maneira
geral nos filhotes dos quatro grupos e estes resultados sdo semelhantes aos de Jaiswal et al.
(1994), entretanto diferem dos resultados obtidos por Costa-Silva et al. (2006) que avaliaram
o reflexo postural em filhotes de ratas tratadas com o 6leo de andiroba, que também ¢ uma
melidcea como o nim, € os animais tratados com a menor dose (0,375g/Kg), obtiveram o
maior tempo para responder aos reflexos no 1° dia, enquanto que o grupo controle foi o mais
rapido e demorou média 14 segundos para resposta ao reflexo. Em todos os grupos avaliados
no 7° dia, observou-se médias inferiores aos encontradas nesta pesquisa, destacando-se os
neonatos das ratas do grupo tratado com a dose de 1,5g/Kg, apresentando média de 2,1
segundos para resposta ao reflexo.

No 21° dia de vida foi realizada avaliagdo da atividade motora dos filhotes e a
ambulagdo espontdnea (invasdo de quadrados) que teve por objetivo avaliar o
desenvolvimento do sistema nervoso dos animais. A média de quadrados invadidos pelos
filhotes do grupo 2, foi de 12, 3, enquanto que a maior média foi do grupo 4 que obteve a de
média de 15,4 quadrados. Esses resultados diferem dos encontrados por Costa-Silva et al.
(2006) que avaliaram a atividade motora de filhotes de ratos no 21° dia de vida de
progenitoras tratadas do 1° ao 21° dia de gestagdo em diferentes doses com o o6leo de
andiroba. Os animais tratados com a menor dose (0,375g/Kg) obtiveram a maior média, que
foi de 24, 1 quadrados invadidos, enquanto que os animais do grupo controle obtiveram média
de 15, 1 quadrados invadidos.Os resultados deste trabalho sugeriram que o 6leo da andiroba
exerce uma acao central e esta refletida no aumento da atividade motora dos filhotes.

Os resultados obtidos no presente trabalho refletiram um discreto retardo na atividade

motora ¢ na ambulacdo espontanea, entretanto sem repercussdes clinicas ou do
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desenvolvimento neonatal, assemelhando-se aos resultados observados por Jaiswal et al.
(1994) que notaram efeito ansiolitico semelhante ao diazepam, com o extrato da folhas de nim
em baixas doses (10-200mg/Kg). Por outro lado, esses resultados sdo antagbnicos aos
resultados obtidos por Raizada e Srivastava (2001) que pesquisando o efeito da administragdo
da azadiractina a 12% em ratas durante o 6° ao 15° dia de gestag@o, constataram que os
animais apresentaram hiperatividade durante o tratamento, porém sem sinais de toxicidade.
No presente experimento, as ratas gestantes, lactantes e as suas proles ndo
apresentaram sinais clinicos compativeis com toxicidade sistémica, diferentemente dos
resultados encontrados por Tandam et al. (1995) e Sutton et al. (2009) que observaram

toxicidade sist€émica em coelhos e em felinos expostos ao 6leo de nim respectivamente.

7. CONCLUSAO

A administracdo do extrato etanolico das folhas de nim ndo causou toxicidade
reprodutiva ou sistémica nos animais, ndo induziu teratogenicidade, ndo alterou o
desenvolvimento fisico ¢ do sistema nervoso das proles. Portanto, o extrato testado nas
dosagens de 50, 100 e 200mg/Kg pode ser considerado como seguro para utilizagdo no

periodo pré e pos-natal em ratas.
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