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RESUMO

O ressurgimento das pesquisas com inseticidas botanicos deve-se a
necessidade de se dispor de novos compostos sem problemas de
contaminagdo ambiental, com menores efeitos residuais e aparecimento de
insetos resistentes aos produtos sintéticos. Os fitoquimicos da familia
Meliaceae, tem sido considerados proeminentes pesticidas. Dentre as
Melidceas, uma das plantas que se destaca é Melia azedarach. Diversos
estudos relatam os efeitos desta planta sobre insetos de importancia na saude
publica, agricultura e pecuaria. Apesar de M. azedarach ser indicada como
planta medicinal, seu uso como inseticida natural precisa ser cuidadoso porque
a planta contém varios compostos toxicos para os mamiferos. O objetivo deste
trabalho foi verificar a toxicidade do extrato de frutos verdes de M. azedarach
frente a ratos Wistar, camundongos Swiss e Artemia salina, bem como irritagao
dérmica e ocular em coelhos. Frutos verdes foram colhidos e processados no
Departamento de Quimica da UFG. Para o teste de toxicidade aguda, foi
administrado por gavagem o extrato de frutos de M. azedarach nas doses de
300 e 2000 mg/kg, em ratos e camundongos de ambos os sexos. Para a
avaliacdo os animais foram observados quanto a presenca de sinais clinicos ou
morte dos mesmos, durante 14 dias ap0s a administracdo, posteriormente
todos os animais foram eutanasiados e O6rgdos coletados para realizacdo de
analise histopatologica. Dados de consumo de racéo e agua, ganho de peso e
peso dos 6rgdos também foram analisados. A irritagdo dérmica e ocular foi
avaliada sobre coelhos, utilizando o extrato bruto na pele e no saco conjuntival.
O ensaio com A. salina foi realizado em oito repeticdes, nas seguintes
diluicdes, 125, 250, 500 e 1000 upg/ml e um controle ndo tratado. As placas
contendo os grupos foram incubadas no escuro a 25 °C e a leitura feita apés 24
horas, contando-se o numero de individuos sobreviventes. Os resultados
obtidos da toxicidade aguda demonstraram que o extrato de M. azedarach n&o
provocou mortalidade ou alteracédo clinica, bem como nédo houve mudanca no
ganho de peso, consumo de racdo e peso dos 6rgdos quando comparado
tratado e controle. Pelas anélises histopatologicas detectou-se algumas
alteracdes principalmente no figado e pulméo, no entanto estas les6es foram
comuns ao tratado e controle. O ensaio realizado em coelhos demonstrou que
0 extrato n&do foi irritante na pele ou olho. A ClLsy para o extrato de M.
azedarach foi de 669 ug/ml, obtida no ensaio de A. salina, sendo o extrato
considerado moderadamente toxico, para este micro-crustaceo. Apesar destes
resultados evidenciarem que o extrato desta planta € seguro para mamiferos,
novos estudos como mecanismos de acéo desta planta, ensaios de toxicidade
sub-aguda e crbnica, efeitos sobre organismos especificos e sobre o meio
ambiente, sdo necessarios a fim de se de definir esta planta como de baixo
risco ao ambiente, animais domésticos e ao homem.

Palavras-chave: camundongos, cinamomo, ratos, toxicidade
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ABSTRACT

The revival of research involving botanical insecticides owes itself to the need to
make available new products devoid of environmental degradation, with lesser
residual affects and development of resistant insects to synthetic products.
Phytochemicals from the family Meliaceae have been considered preeminent
pesticides. Among the Maliaceae, one of the plants that stands out is Melia
azedarach. Diverse studies report the effects of this plant on insects of
importance in public health, agriculture and livestock sectors. In spite of M.
azedarach being considered a medicinal plant, its use as a natural insecticide
needs to be cautious because the plant contains various toxic components to
mammals. The objective of this work was to verify the toxicity of extract from
unripe fruits of M. azedarach against Wistar rats, Swiss mice and Artemia
salina, as well as dermal and ocular irritation in rabbits. Unripe fruits were
harvested and processed at the Chemistry Department of UFG. For the acute
toxicity test, fruit extracts were administered by gavage at doses of 300 and
2000 mg/kg, in rats and mice of both sexes. For evaluation, animals were
observed both for the presence of clinical signs or their death for 14 days after
the administration, afterwards all the animals underwent euthanasia and their
organs collected for use in histopathology analysis. Data on ration and water
consumption, weight gain and weight of the organs were also analysed. Dermal
and ocular irritation was evaluated on rabbits using a crude extract on the skin
and on the conjunctive sac. The bioassay with A. salina involved eight repeats
in the following dilutions, 125, 250, 500 and 1000 upg/ml and an untreated
control. The dishes containing the groups were incubated in the dark at 25 °C
and readings taken after 24 hours, by counting the number of surviving
individuals. The acute toxicity results obtained demonstrated that the M.
azedarach extract did not induce mortality or clinical alteration, just as there was
no change in weight gain, ration consumption and organs’ weight when the
treatments and controls were compared. From histopathology analyses, some
alterations were detected especially in the liver and lungs, however these
lesions were common to the treatments and controls. The assay done in rabbits
demonstrated that the extract was not irritative to the skin and eye. The LCsq of
the M. azedarach extract was 669 ug/ml, as obtained from the A. salina assay,
the extract being considered moderately toxic to this microcrustacean. In spite
of these results to have produced evidence that this plant’s extract is safe to
mammals, further studies such as modes of action of this plant, sub-acute and
chronic toxicity assays, effects on specific organisms and on the environment,
are necessary towards the definition of this plant as being of low risk to the
environment, domestic animals and to man.

Key words: mice, cinnamon, rats, toxicity



1. INTRODUCAO

O crescimento continuo da populagcdo mundial, a diminuicdo atual de
areas agricultaveis, além das mudancas climaticas, da disputa entre humanos
e insetos pelos mesmos alimentos, da resisténcia desenvolvida por alguns
insetos a determinados inseticidas, e o risco crescente de residuos toxicos no
ambiente e nos alimentos, criam a necessidade de uma obstinada busca de
novos inseticidas (LEAO, 2007).

Entre os pesticidas naturais com potencial jA& comprovado para o
controle de carrapatos, insetos e como planta medicinal, estdo aqueles
produzidos por espécies da familia Meliaceae, principalmente Melia azedarach
(OELRICHS et al. 1983, SOUZA & VENDRAMIM, 2000; BRUNHEROTTO &
VENDRAMIM, 2001, BORGES et al, 2003, BORGES et al, 2005).

Diversos estudos relatam os efeitos de M. azedarach em insetos de
importancia na saude publica, agricultura e pecuaria. SALLES et al. (1999),
avaliando extratos obtidos de frutos de M. azedarach sobre a mosca-das-frutas
(Anastrepha fraterculus), demonstraram a acdo inseticida atuando sobre a
reducdo da postura, desenvolvimento larval e pupal do inseto, bem como
mortalidade. Avaliando o efeito de M. azedarach em larvas do mosquito Aedes
aegyptii, MWANGI & REMBOLD, (1988) observaram que o extrato atuava
principalmente sobre o desenvolvimento do inseto, além de causar mortalidade
larval. A atividade acaricida da M. azedarach foi estudada para o controle do
acaro rajado (Tetranychus urticae), sendo que extratos vegetais aquosos
demonstraram eficacia de 77,31% no controle do acaro, evidenciando um bom
potencial acaricida (POTENZA, 1999).

Extratos hexanicos do fruto maduro de M. azedarach foram testados em
fémeas ingurgitadas e larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus..
Observou-se 98% de mortalidade para larvas, 168 horas apés o tratamento. Da
mesma forma os extratos hexanicos mostraram alta eficiéncia (variando de 14
a 100%) contra fémeas ingurgitadas (BORGES et al.,, 2003). Testes com
bezerros estabulados para se avaliar a eficacia carrapaticida do extrato
hexanico do fruto sobre animais infestados artificialmente foram realizados por
BORGES et al. (2005), sendo que, a eficacia considerando o numero de

fémeas e o seu indice de eficiéncia reprodutiva, variou de 5 a 69%, com média



de 27%, nos 21 dias apds o tratamento. Embora com indices de eficacia ndo
satisfatorios, estes resultados sdo promissores considerando que néo foi
utiizada uma formulagdo carrapaticida adequada. SOUSA et al. (2008)
avaliaram diferentes extratos hexanicos obtidos dos frutos, constatando a
melhor performance dos frutos verdes no controle do R. microplus.

M. azedarach é utilizada como planta medicinal, pois suas folhas e flores
sdo usadas para aliviar dores de cabeca, além de serem utilizados como anti-
helmintico, diurético na india e na China (OELRICHS et al., 1983), também é
utilizada em doencas de pele, dor estomacal, desordens intestinais, doencas
uterinas e cistites (KHAN et al., 2001).

Apesar de M. azedarach ser indicada como planta medicinal, seu uso
como inseticida natural precisa ser cuidadoso porque a planta contém
compostos limondides conhecidos como meliatoxinas que séo tdxicos para
mamiferos. Intoxicacdo por esta planta tem sido observada em animais
domeésticos e em humanos devido a ingestdo de folhas e frutos. Criancas
podem morrer apos alguns dias se ingerirem de seis a oito frutos. Os sintomas
da intoxicacdo sdo: nauseas, vomitos, diarréia, sede, suor, ringir dos dentes,
sonoléncia e convulsdo (KINGSBURY, 1964; EVERIST, 1974; OELRICHS et
al., 1985).

Experimentos conduzidos na Australia indicaram que a toxicidade das
plantas da familia Meliaceae pode variar de acordo com a area onde crescem e
gue algumas arvores podem néo ser toxicas (OELRICHS et al. 1985).

O estudo toxicolégico é uma avaliacdo estimada e preliminar das
propriedades toxicas de uma substancia teste, que fornece informacgdes acerca
dos riscos para a saude. Para este estudo é comum a utilizacdo de cobaias,
sendo as espécies mais utilizadas os ratos, camundongos e coelhos, devido ao
seu pegueno porte, sensibilidade, menores quantidades de substancia a serem
administradas, linhagens isogénicas definidas e caracteristicas fisiolégicas bem
conhecidas.

As normas éticas internacionais recomendam o uso criterioso de animais
de laboratério e o desenvolvimento de métodos experimentais alternativos.
Como exemplo Artemia salina é utilizada como indicador de toxicidade de

substancias quimicas, pesticidas, poluentes e outros. Utilizando-se a



concentracdo letal média (CL50) € possivel se determinar e avaliar a atividade
bioldgica (toxicidade) de certo composto ou extrato natural.

Diante dos promissores resultados, demonstrando o0s efeitos
carrapaticidas e inseticidas obtidos com M. azedarach, da necessidade em
formular e comercializar produtos naturais seguros tanto ao homem como aos
animais, desenvolveu-se este trabalho, cujos objetivos foram: avaliar a
toxicidade do extrato hexanico de frutos verdes de M. azedarach através de
ensaios preliminares de letalidade utilizando-se o micro crustaceo A. salina
como organismo teste, e posteriores ensaios de toxicidade em ratos Wistar,

camundongos Swiss e coelhos albinos.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1.1 Fortalecimento dos produtos naturais

O uso de plantas medicinais para tratamento, cura e prevencao de
doencas é uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade
(VEIGA JUNIOR & PINTO, 2005), assim como a utilizagdo de compostos
toxicos de origem vegetal no controle de pragas (VENDRAMIM &
CASTIGLIONI, 2000).

O Brasil, na primeira metade do século XX, foi um grande produtor e
exportador de inseticidas vegetais, como a rotenona (extraida das raizes e
rizomas de Lonchocarpus sp. e Derris sp.), piretro (extraido de flores de
Chrysanthemum cinerariefolium) e nicotina (extraida de folhas de Nicotiana
tabacum) (MARTINEZ, 2002). Seguindo a tendéncia mundial, apds os anos 50
a 70, passou-se a utilizar os produtos sintéticos como DDT, BHC, Aldrin,
Dieldrin e Clordano, que foram usados indiscriminadamente ficando os
compostos de origem vegetal praticamente sem uso. Partia-se do pressuposto
que um produto que permanecesse bioativo no ambiente por um longo periodo
de tempo seria mais eficaz, na tentativa de afetar varias geracfes do inseto-
alvo. Entretanto, percebeu-se que a natureza possui enorme capacidade de
adaptacao e, num processo de selecdo natural, estava elegendo os espécimes
mais resistentes, trazendo certa ineficiéncia aos produtos sintéticos utilizados
no controle populacional (VIEIRA & FERNANDES, 1999).

Entre as indmeras consequéncias negativas do uso de inseticidas
sintéticos ao ambiente e & salde humana, pode-se citar a contaminacédo do
solo, do ar e da agua, resultando em intoxicacdo dos peixes, anfibios e outros
seres. Vale também citar as intoxicacfes nos humanos e nos animais, tanto no
campo, como para o consumidor, a reducédo da biodiversidade, a reducao da
populacdo de inimigos naturais, a reducdo da populacdo e do numero de
espécies de abelhas e outros polinizadores e ainda a resisténcia de insetos e
artropodes a esses produtos (MARTINEZ, 2002). Como exemplo, citam-se o0s
piretrdides que correspondem a aproximadamente um terco de todos
inseticidas comercializados no mundo e causam sérios problemas de

intoxicacdo, como interferéncia no sistema nervoso central levando a



irritabilidade, insbnia, cefaléia, reducdo da saliva, dermatite alérgica e até
mesmo convulsées. Outro aspecto importante € o risco ambiental, ja que os
piretréides sdo extremamente tOxicos para os animais de sangue frio, como
peixes, répteis e anfibios (VIEIRA & FERNANDES, 1999).

Portanto, casos documentados de contaminacdo ambiental e resisténcia
de muitas espécies de pragas a produtos sintéticos incentivaram o
desenvolvimento de produtos alternativos. Passou-se entédo, a entender melhor
0 processo de interacdo inseto-planta e desta forma, valorizar mais os
mecanismos de adaptacdo da natureza. Novos produtos passaram a ser
planejados e sintetizados buscando maior seletividade, atacando pragas
especificas e procurando preservar as demais formas de vida do mesmo
habitat, incluindo predadores naturais de insetos-praga, ou seja, estes sdo
produtos sem problemas de contaminagdo ambiental, residuos nos alimentos,
efeitos prejudiciais sobre organismos benéficos e aparecimento de insetos
resistentes (VIEIRA & FERNANDES, 1999; VENDRAMIM & CASTIGLIONI ,
2000).

O interesse do segmento industrial por produtos naturais é eminente. O
Brasil é o pais com maior diversidade genética e vegetal, com mais de 55.000
espécies catalogadas (DIAS, 1996). O mercado para terapia a base de plantas
medicinais movimenta em nosso pais cerca de US$ 500 milhdes, enquanto na
Europa e Estados Unidos no ano de 2000, US$ 85 e 6,3 hilhdes,
respectivamente (SIMOES & SCHENKEL, 2002).

Aproximadamente 25% das drogas prescritas mundialmente provém de
plantas. Das 252 drogas consideradas como basicas e essenciais pela
Organizacdo Mundial de Saude, 11% s&o exclusivamente originarias de
plantas, como por exemplo: digoxina de Digitalis spp. da familia
Scrophulariaceae, vincristina de Catharanthus roseus (L.) entre outras (RATES,
2001).

Entre as principais caracteristicas dos medicamentos obtidos a partir de
fontes naturais € a presenca de uma grande variedade de principios ativos e
outras substancias em uma mesma planta. Os efeitos terapéuticos sé&o
provenientes da acdo sinérgica destas substéncias ativas, e nao das
substancias isoladas (YUNES et al., 2001). Em funcéo destas caracteristicas o

intuito de se estudar plantas inseticidas ocorre na tentativa de se descobrir



novas moléculas que permitam a obtencdo de novos inseticidas sintéticos ou
obtencdo de inseticidas botanicos naturais para uso direto no controle de
pragas (VENDRAMIM & CASTIGLIONI, 2000).

Em todo o mundo é crescente o niumero de pesquisas com plantas que
apresentam atividade contra virus, bactérias, fungos e parasitos, ndo sendo
diferente na medicina veterinaria onde as pesquisas por plantas medicinais
objetivam a reducdo de problemas sanitarios no controle de varias doencas
que comprometem a produtividade dos animais (NIEZEN et al.,, 1996).
Segundo ROEL (2001), os inseticidas naturais sao obtidos a partir de recursos
renovaveis, sendo rapidamente degradaveis; o desenvolvimento da resisténcia
dos insetos a essas substancias € um processo lento, uma vez que séo
compostas da associacdo de varios principios ativos; ndo deixam residuos nos
alimentos e, ainda, sdo de facil acesso e obtencdo pelos agricultores, o que

representa um menor custo de producao.

2.1.2 Plantas inseticidas

Plantas com atividade inseticida tém sido utilizadas pelo homem desde
tempos remotos, com mais de duas mil plantas com propriedades pesticidas
conhecidas (ROEL, 2001). A toxicidade de uma planta contra insetos, ndo a
qualifica necessariamente como um inseticida. Varios aspectos devem ser
levados em consideracéo tais como: forma de extracdo e conservacdo dos
extratos, eficacia em baixas concentracdes, auséncia de toxicidade para
mamiferos e animais superiores, facil obtencdo, manipulacdo, aplicacédo e
viabilidade econdémica (VIEGAS JUNIOR, 2003)

As plantas inseticidas podem causar diversos efeitos sobre os insetos,
como repeléncia, inibicAo de oviposicdo e da alimentacdo, alteragcdes no
sistema hormonal, causando distirbios no desenvolvimento, deformacdes,
infertilidade e mortalidade nas diversas fases. A extensao dos efeitos e o tempo
de acdo sédo dependentes da dosagem utilizada, de maneira que a morte
ocorre nas dosagens mais elevadas e os efeitos menos intensos e mais
duradouros nas dosagens menores. A utilizacdo de doses subletais causa

reducdo das populagdes a longo prazo e necessita de menores quantidades de



produtos. As doses letais muitas vezes tornam sua utilizagdo inviavel pela
grande quantidade necessaria (ROEL, 2001).

As plantas possuem em sua composicdo algumas substancias
denominadas metabolitos primarios e secundarios. Os primarios (lipideos,
carboidratos, proteinas e &cidos nucléicos) sdo essenciais a vida e ao
desenvolvimento das plantas, sendo fornecedores de matéria-prima e de
energia para a formacao dos metabdlitos secundarios como taninos, alcaléides,
flavondides, glicosideos cianogénicos, dentre outros (NIERO, 2003). Segundo
SIMOES et al. (2002), o aparecimento dos compostos secundarios é
determinado por necessidades ecoldgicas (limitacdes nutricionais, defesa
contra herbivoros e microorganismos, protecdo contra raios UV, atracdo de
polinizadores) e possibilidades biossintéticas, tanto em relacdo ao numero de
substancias produzidas quanto a sua diversidade numa mesma espécie. No
estudo de plantas com atividade fitoquimica estabeleceu-se que os metabdlitos
secundarios sdo os responsaveis pelos efeitos toxicos de determinadas plantas
(HODGSON & LEVI, 1997).

Os metabdlitos secundarios sdo geralmente armazenados pelas plantas
em quantidades menores que o0s metabdlitos primarios e tendem a ser
sintetizados em células especializadas e em estagios de desenvolvimento
distintos, o que muitas vezes dificulta sua extracdo e purificacdo. Dessa forma,
muitos metabdlitos secundarios sao considerados como materiais especiais ou
substancias quimicas refinadas e sdo mais valorizados no mercado. Sé&o
utilizados comercialmente como produtos farmacéuticos (terapéuticos,
aromatizantes, flavorizantes) e pesticidas. Alguns exemplos de metabdlitos
secundarios sao a nicotina, as piretrinas, a rotenona, cocaina, morfina, 6leo de
rosas, Oleo de eucalipto, etc. Os metabdlitos secundarios geralmente tém
estruturas altamente complexas, que determinam sua atividade bioldgica,
sendo sua sintese inviavel economicamente. Um bom exemplo é a azadiractina
extraida da Azadirachta indica, cuja estrutura € bastante complexa
(BALANDRIN, 1985).

No Brasil, com o0 crescimento da agricultura organica e
agroecologica, muitas plantas com atividade inseticida, vém sendo utilizadas no
controle de insetos na lavoura e criagdo animal, em substituicdo aos inseticidas

sintéticos. Entre as principais plantas com atividade inseticida destacam-se



aguelas do género Nicotiana (Solanaceae), produtoras de nicotina e
nornicotina; Derris, Lonchocarpus, Tephrosia e Mundulea (Leguminosae),
produtoras de rotendides, Chrysanthemum (Asteraceae), produtoras de
piretrinas e Azadirachta (Meliaceae), produtoras de azadiractina (VIEIRA &
FERNANDES, 1999).

A nicotina € um alcalbéide que foi isolado em 1828 e foi largamente
utilizado no inicio do século passado. Junto com a nicotina foram isolados
ainda outros alcaldides com atividade inseticida, a nornicotina e anabasina. As
nicotinas apresentam algumas desvantagens como alto custo de producéo,
extrema toxicidade para os animais e o homem e limitada atividade inseticida.
A azadiractina € um limondide de ocorréncia restrita a duas plantas, A. indica
conhecida na india como nim e M. azedarach, também de origem asiatica, mas
introduzida em varios paises, inclusive o Brasil, onde é conhecida como
cinamomo ou santa barbara, além de varias outras denominagdes vulgares. A
azadiractina tem grande potencial inseticida, sendo considerada como o mais
recente inseticida natural (BALANDRIN, 1985, VIEIRA & FERNANDES, 1999).

2.1.3 Melia azedarach

As pesquisas envolvendo plantas inseticidas evoluiram muito, sendo o
maior destaque dado a A. indica. Os resultados verificados com o nim tém
estimulado pesquisas com outras plantas da familia Meliaceae, no intuito de se
encontrar novas espeécies com atividade inseticida (BOGORNI, 2003). A familia
Meliaceae compreende 50 géneros que estédo distribuidos predominantemente
nos tropicos de todo mundo. Sdo plantas geralmente arbodreas, com folhas
alternas compostas e grandes. Os frutos geralmente s&o secos e as sementes
apresentam arilo ou sado aladas (SCHULTZ, 1984, JOLY, 2002). No Brasil
destacam-se o0s géneros Cabralea, Cedrela, Guarae, Trichilia, Melia e
Azadirachta (NEEM, 2008).



Figura 1: Melia azedarach, localizada na Escola de Veterinaria da UFG.
Fonte: Arquivo pessoal

Melia azedarach L., Meliaceae destaca-se como uma das espécies mais
estudadas. E uma arvore originaria da India, Pérsia e Sri Lanka (SILVA
JUNIOR, 1997), e se encontra distribuida em quase todos os paises tropicais
(BURKS, 1997) (Fig.1). No Brasil, € conhecida popularmente como cinamomo,
paraiso, santa-barbara, jasmin-de-caiena, lilds-da-china, arvore-santa, loureiro-
grego, cha-de-soldado, lilas-de-soldado, orgulho-da-india (LORENZI et al,
2003), além de outras denominagdes. E uma arvore com altura superior a 10
m, com folhas alternadas, longo-pecioladas, glabras, bipinadas, com foliolos
ovais ou lanceolados e agudos. Flores pequenas, em grandes paniculas eretas
e multifloras, cheirosas, lilases na cor e de anteras amarelas (BRAGA, 1976).

No Brasil € amplamente cultivada, sendo muito utilizada como arvore de
sombra. E uma arvore caducifélia, tendo o tronco pardo-acinzentado ou
marrom-avermelhado, fissurado longitudinal e obliguamente. Seus frutos séo
vistosos, globosos e de cor amarelada. E uma planta facilmente diferenciada
de outros membros da familia Meliaceae pelo aspecto de suas folhas,

pendulosas, e com ramos firmes. Uma de suas principais caracteristicas é a

m/

alta producéo de folhas e frutos (BURKS, 1997). Grande destaque é dado

D

gualidade de sua madeira, de cor amarela-brancacenta ou résea, que
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utiizada na fabricacdo de moveis, cabos de ferramentas, caixotaria,
instrumentos musicais, palitos de fosforo, carroceria e também como
combustivel (SILVA JUNIOR, 1997).

Diversas propriedades terapéuticas tém sido atribuidas a M. azedarach
como atividade antifungica (CARPINELLA et al., 1999), inseticida (GAJMER et
al., 2002), antiviral, antimalarica (KHAN et al., 2001) e anti-helmintica
(MCGRAW et al., 2000; JOSHI & JOSHI, 2000). BARQUERO et al. (1997)
relataram que extratos desta planta tém sido usados para varias finalidades
médicas, incluindo o tratamento de infec¢des virais tais como herpes (HSV-1).
Suas folhas e flores sdao usadas para aliviar dores de cabeca, como anti-
helmintico, diurético na india e na China (OELRICHS et al., 1983). Também é
utilizada em doencas de pele, dor estomacal, desordens intestinais, doencas
uterinas, cistites (KHAN et al., 2001) e parasitos gastrintestinais (HAMMOND et
al., 1997). CARPINELLA et al. (1999) avaliaram a atividade antifiungica desta
planta e relataram que o extrato etanolico obtido de frutos maduros apresentou
atividade fungiostatica e fungicida para diversos fungos patogénicos como
Candida albicans, Aspergillus flavus e Microsporum canis. KHAN et al. (2001)
avaliaram a atividade antimicrobiana sobre diversos tipos de bactérias,
protozoarios e fungos como Bacillus coagulans, Enterobater aerogenes,
Proteus mirabillis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi e
Trichomonas vaginalis, obtendo resultados satisfatorios.

Estudos fitoquimicos da M. azedarach revelam na sua composicao
diversas substancias, sendo que muitas delas ja tiveram seus efeitos
comprovados e outras vém sendo pesquisadas. Os extratos de folhas e de
sementes possuem cerca de quatro compostos ativos, dos quais azadiractina,
salanina, meliantriol e nimbina s&do os principais e possuem comprovada agao
inseticida (TAKEYA et al., 1996). A azadiractina interfere no funcionamento das
glandulas enddécrinas que controlam a metamorfose em insetos, impedindo o
desenvolvimento da ecdise, apresentando, ainda, atividade fagoinibidora, além
de repelente e inseticida (SIMOES et al., 2007). As salaninas s&o triterpendides
gue tém sido descritas como compostos biologicamente ativos em insetos
(YAMASAKI et al., 1988).

A composicdo quimica de cinamomo varia consideravelmente de acordo

com regido de origem e as regibes onde foram introduzidas, por exemplo,
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sementes de M. azedarach da Argentina tém caréncia de meliatoxinas, porém
produzem outros triterpendides que séo fortes deterrentes alimentares a
insetos-praga e poderiam ser uUteis nos seus manejos (CARPINELLA et al.,
2003).

Muitas outras substancias descritas a seguir foram isoladas ainda dessa
planta. A casca da raiz e do caule contém 4% de 0leo volatil, com 65 a 75% de
cinamaldeido e 4 a 10% de eugenol, cumarina, mucilagens, o alcaloide
azaradina, esterois, taninos e lignanos. Os frutos e sementes contém
principalmente Oleos, glicerideos de acido palmitico, oléico, linoléico e
estearico, melianoninol, melianol, melianona, meliandiol, vanilina, &cido vanilico
e azadirachtina. As folhas contém o alcaldide paraisina, o flavondide rutina e
ainda meliacina (VIEIRA & FERNANDES, 1999).

2.1.4 Melia azedarach no controle de artrépodes

Varios estudos descrevem os efeitos de M. azedarach sobre insetos de
importancia na saude publica, agricultura e pecuaria. Em 1946, a utilizacdo de
extratos desta planta ja era recomendada para a protecdo de culturas contra
ataque de gafanhotos, no Brasil (LEPAGE et al., 1946). VALLADARES et al.
(1999) observaram efeito repelente e inseticida dos extratos de frutos contra
ovos e ninfas de Triatoma infestans. O extrato etandlico das sementes desta
planta foi eficaz contra larvas de A. aegypti (WANDSCHEER et al., 2004).
CORIA et al. (2007) analisaram o efeito dos extratos obtidos das folhas e dos
frutos sobre o A. aegypti e verificaram uma atividade tanto larvicida quanto
ovicida. SALLES et al. (1999), avaliando extratos obtidos de frutos de A. indica
e M. azedarach sobre a mosca-das-frutas (Anastrepha fraterculus),
demonstraram a agao inseticida desenvolvida por eles sobre diferentes
estagios do inseto tais como, reducao da postura e do desenvolvimento larval e
pupal, bem como mortalidade.

O extrato aquoso das folhas do cinamomo a 0,1%, afeta a traca-do-
tomateiro (T. absoluta), tendo-se obtido uma mortalidade de 30% de lagartas
(BRUNHEROTTO & VENDRAMIM, 2001). CARVALHO & CASTRO (1987)
testaram extratos de cinamomo no controle da vaquinha do feijoeiro, Diabrotica

speciosa. Os extratos de folhas obtidos por prensagem e extrato aquoso da
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polpa de frutos (25 frutos/100ml agua) causaram respectivamente, 89% e
97,5% de mortalidade; o extrato de folhas reduziu o consumo alimentar a 8% e
0 extrato de polpa suprimiu totalmente o consumo alimentar .

SOUZA & VENDRAMIM (2001), ao estudarem a acdo de extratos
aguosos de diferentes partes de M. azedarach sobre ovos de Bemisia tabaci
biétipo B, concluiram que frutos verdes a 3% causavam mortalidade de 58%,
enquanto para as folhas esse indice foi de 47,3%. Sobre as ninfas, o extrato
aguoso de frutos verdes alcancou 55,1% de mortalidade, e o de folhas, 35,3%.

A atividade acaricida da M. azedarach também foi estudada para o
controle do acaro rajado (Tetranychus urticae), considerado um dos acaros de
maior importancia em todo o mundo. Extratos vegetais aquosos de M.
azedarach demonstraram eficacia de 77,31% no controle do &caro
evidenciando um bom potencial acaricida (POTENZA, 1999).

Vérias pesquisas vém sendo realizadas no Brasil no intuito de se
comprovar a acdo desenvolvida por M. azedarach no controle de carrapatos,
especialmente o R. microplus . BORGES et al. (1994) relataram que o extrato
oleoso do fruto desta planta apresentou eficacia de 99,1%; 99,2% e 100,0%
para as diluicbes de 0,25%, 0,50% e 1%, respectivamente, demonstrando que
esta planta possui efeito acaricida e que seus extratos poderiam auxiliar no
controle deste ixodideo, fornecendo condi¢bes de minimizar problemas com a
resisténcia em varias propriedades rurais.

Extratos obtidos do fruto maduro de M. azedarach, utlizando trés
solventes distintos, hexano, cloroformio e etanol foram testados sobre fémeas
ingurgitadas e larvas de R. microplus. Como resultado observou que todos o0s
extratos testados causaram mortalidade de larvas de R. microplus, com
maiores taxas de mortalidade nos extratos com cloroférmio (CHCI3) (100%) e
hexano (éter de petréleo) (98%) do que no etandlico (50%), 168 horas apds o
tratamento. A mortalidade foi dependente da concentracdo e tempo apos o
tratamento. Da mesma forma, os extratos hexanico e em CHCL3; foram mais
eficazes (variando de 14 a 100%) contra fémeas ingurgitadas de R. microplus,
do que o extrato etandlico (variando de 0 a 46%). Os extratos de M. azedarach
nao mataram as fémeas, mas inibiram parcialmente ou totalmente a conversao

em ovos e a embriogénese (BORGES et al., 2003).
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SOUZA (2004) testou o efeito de diversas plantas, entre elas a M.
azedarach, no controle do carrapato bovino. Na preparacdo do extrato
hidroalcoolico, foram utilizadas 60g de folhas, maceradas em uma solucdo
contendo 500ml de alcool e 500ml de agua. Foram testadas trés diluicdes:
1:50; 1:25 e 1:12,5. Nao se verificou eficacia significativa do extrato
hidroalcoodlico das folhas de M. azedarach sobre teledginas de B. microplus.

SOUSA et al (2008), avaliando extratos hexanicos obtidos dos frutos
verdes e maduros de M. azedarach, constataram a melhor performace dos
frutos verdes no controle de B. microplus.

Testes com bezerros estabulados para se avaliar a eficacia carrapaticida
do extrato hexanico do fruto maduro de M. azedarach, sobre animais infestados
artificialmente, mostrou que a eficacia, considerando o niamero de fémeas e o
seu indice de eficiéncia reprodutiva, de acordo com férmula descrita por
DAVEY et al. (2001) variou de -1,6% a 63,6%,com média de 27,3%, 21 dias
apos o tratamento. Embora com indices de eficacia ndo satisfatorios, estes
resultados sao promissores considerando que nao foi utilizada uma formulacéo
carrapaticida adequada. (BORGES et al., 2005).

A atuacdo de um concentrado emulsionavel obtido a partir do extrato
bruto de frutos verdes de M. azedarach sobre larvas e fémeas ingurgitadas de
R. microplus, foi testado por SOUSA (2008) em testes “in vitro” e a campo. A
transformacdo do extrato bruto em concentrado potencializou a sua acao “in
vitro”, registrando altos indices de mortalidade sobre larvas de R. microplus, de
100 % nas concentracdes de 0,25% a 0,125%. Ja no teste de estabulo
observou-se que o percentual de controle diario variou de -16, 6 % a 89,0 % no
grupo tratado com a concentracdo de 0,5% nos diferentes dias apds o
tratamento. Entretanto, apesar de promissores resultados o teste a campo nao
demonstrou os mesmos efeitos sobre a conversdao em ovos e a embriogénese
conforme observado em laboratorio.

Ainda neste mesmo trabalho, avaliando-se uma associacdo do
concentrado emulsionavel M. azedarach com o fungo Beauveria bassiana, foi
possivel observar um efeito sinérgico da associa¢do da planta com o fungo,
com indices de controle variando -14,8% a 87% (média de 40%). Esse
resultado foi superior ao encontrado avaliando o concentrado e o fungo

separadamente, nas mesmas concentracbes. Apesar de nado totalmente
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satisfatorios, tais resultados sao promissores, pois ampliam as possibilidades
de novas pesquisas, bem com a utilizacdo do extrato de M azedarach (SOUSA
, 2008).

2.1.5 Propriedades toxicologicas de M. azedarach

Intoxicagbes por M. azedarach tém sido observadas em animais
domeésticos e em humanos devido a ingestdo de frutos e de folhas, sendo o
fruto considerado mais toxico que as folhas. A toxicidade dos frutos esta
contida na polpa, na casca e na améndoa (KINGSBURY, 1964). Segundo
WILLIAMS, citado por SILVA JUNIOR (1997), os frutos maduros s&o mais
toxicos que os verdes, sendo que a dose letal € de 6g de fruto por kg de peso
vivo. MUTTI (1992) afirma que os frutos verdes sdo mais tOxicos que 0s
maduros, sendo a ingestéo de dois a trés frutos verdes suficientes para causar
sintomas de intoxicacéao.

Criancas podem morrer ap0s alguns dias se ingerirem de seis a oito
frutos de M. azedarach, sendo que os sintomas da intoxicacdo s&o: nauseas,
vomitos, diarréia, hemodiarréias, sede, suor, ringir dos dentes, sonoléncia e
convulsdo (EVERIST, 1974; OELRICHS et al., 1985). Apesar disso, estudos
realizados na Argentina mostraram que criang¢as que ingeriram frutos de M.
azedarach L nado se intoxicaram (HURST, 1942).

A intoxicacdo por M. azedarach afeta principalmente os suinos devido a
ingestdo de frutos, assim como ja observado no Brasil (TIMM & RIET-
CORREA, 1997). De acordo com KINGSBURY (1964), a dose toxica para
suinos e ovelhas € de aproximadamente 0,5% do peso vivo. Outros animais
como bovinos, ovinos, caprinos e aves também sdo afetados, mas a
intoxicagdo nestes animais parece ser mais rara (MENDEZ et al.,2002).

MENDEZ et al. (2002) produziram intoxicagdo experimental em bovinos
pela administragdo de folhas de M. azedarach. Folhas verdes de cinamomo
foram administradas em dose Unica a 11 bovinos nas doses de 5 a 30 g/kg de
peso vivo. Os sinais clinicos observados foram depressdo, atonia ruminal,
fezes endurecidas com presenca de sangue, incoordenacdo, tremores
musculares, decubito esternal, hipotermia e dores abdominais. Os sinais

clinicos foram observados entre oito e 24 horas apdés a ingestdo e o0 curso
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clinico durou entre duas e 72 horas. Trés animais que receberam 30g/kg
morreram.

Caes que ingeriram os frutos apresentaram distUrbios gastrintestinais e
no sistema nervoso central, culminando com a morte em 36 horas (SILVA
JUNIOR, 1997).

Ingestbes experimentais e acidentais mostram que os achados de
necropsia sao inespecificos, sendo observada acentuada congestdao dos
intestinos, cérebro, figado e rim (MENDEZ et al., 2002 ; MENDEZ et al., 2006).
Na histopatologia sdo descritas alteracdes degenerativas também no figado e
rim, necrose discreta de linfécitos no tecido linfatico, congestao e necrose da
mucosa gastrica do intestino delgado e degeneracédo e necrose dos musculos
esqueléticos foram altera¢des observadas em suinos (MENDEZ et al., 2006).

Estudos de intoxicacdo experimental também foram realizados em
coelhos, com frutos de M. azedarach e ndo se observou alteracdo clinica ou
morte de animais. Existe a possibilidade de variacao de toxicidade da planta de
acordo com a regido de ocorréncia (BEUTLER et al.,, 2008), assim como
observado na Australia (OELRICHS, et al. 1985).

SEFFRIN et al. (2006) observaram que extratos aquosos de frutos
verdes de M. azedarach nas concentracbes de 2,5%, 5,0% e 10,0% nao
causaram mortalidade, sinais clinicos ou alteracdo dos padrdes bioquimicos,
na dosagem de até 1 ml/kg/pv sobre ratos Wistar.

Existe uma grande divergéncia com relacdo a toxicidade de M.
azedarach, segundo OELRICHS et al. (1983) a planta contém compostos
limonoides conhecidos como meliatoxinas, que séo toxicos para os mamiferos,
portanto € necessario aprofundar as pesquisas relacionadas a sua toxicidade

aos vertebrados antes de se recomendar sua utilizacéo.
2.2 Ensaios toxicoldgicos

Existe uma crenca popular de que medicamentos com base em plantas
sdo eficazes e seguros, isentos de efeitos colaterais ou qualquer, tipo de
toxicidade. Porém a planta medicinal € um xenobiético e, como todo corpo
estranho, os produtos da biotransformacdo sdo potencialmente toxicos (LAPA

et al., 2000). Nao existe razdo para crer na inocuidade dos vegetais, uma vez
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gue alguns constituintes das plantas apresentam elevada toxicidade, como os
digitélicos, alcaloides pirrolizidicos, ésteres de forbol entre outros. Todavia,
segundo estudos clinicos controlados, a incidéncia de efeitos colaterais é
menor com produtos fitoterapicos do que com drogas sintéticas (DREW &
MYERS, 1997).

SIMOES et al. (1998) relatam algumas espécies vegetais, bem
conhecidas popularmente e que apresentam efeitos toxicos como: confrei -
Symphytum officinale L., que é hepatotdxico, jurubeba -Solanum paniculatum
L., que causa irritacdo gastointestinal, erva-de-santa-maria - Chenopodium
ambrosioides L., que afeta o sistema nervoso central, bem como espécies que
podem ser letais como a mamona - Ricinus communis L.

Toxicologia é o estudo dos efeitos adversos de agentes quimicos, fisicos
ou biologicos, sobre os organismos vivos e 0 ecossistema, incluindo a
prevencdo e melhoria de tais efeitos adversos. A capacidade de uma
substancia causar dano grave ao organismo, ou, até a morte, é considerada
como sua toxicidade. Isto ocorre apenas quando ha uma interacdo do agente
guimico com o organismo, implicado em efeitos ao nivel tecidual e celular
(DRAIZE et al.,, 1944). Evidéncias toxicoldgicas demonstram que toda
substancia quimica € um agente toxico em potencial, dependendo apenas das
condicbes de exposicdo, como dose administrada ou absorvida, tempo e
frequéncia da administracdo e via de administracdo (CASTRO,1993). Assim,
uma planta de uso fitoterapico, deve ser previamente avaliada, sua acao e nivel
toxico, a fim de se comprovar cientificamente que é segura (SIMOES et al.,
2004).

A falta de conhecimento sobre a toxicidade de plantas leva a um sério
problema de saude publica. Apenas o0 uso popular é insuficiente para validar
eticamente as plantas medicinais como medicamentos eficazes e seguros. A
autorizacdo oficial do uso dos fitoterapicos deve ser fundamentada em
evidéncias experimentais, a fim de se avaliar o risco exposto a sua utilizacao.
(SCHENKEL et al.1990, VEIGA JUNIOR & PINTO, 2005).

Os testes toxicologicos sdo realizados para se ter dados sobre as
condicbes em que as entidades quimicas produzem efeitos toxicos, qual a
natureza desses efeitos e quais 0s niveis seguros de exposi¢cdo (LOOMIS &
HAYES, 1996).
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No Brasil, a Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitaria, em 1996
estabeleceu uma série de normas para regulamentar a avaliagéo de toxicidade
dos fitoterapicos (Portaria n°116 de 08 de agosto de 1996, SV-MS, Brasil,
1996). Atualmente as regras que norteiam o0s registros e alguns ensaios de
toxicidade aguda, subcrdnica e crénica, com medicamentos fitoterdpicos, estao
descritos na Resolugéo n° 90, de 16 de marco de 2004 (BRASIL, 2004).

Por motivos éticos, morais e legais, a obtencdo de dados toxicolégicos
em seres humanos é bastante limitada (WHO, 1993). Assim, as informacdes
toxicoldgicas pré-clinicas, ou seja, com animais de laboratérios, em condi¢des
previamente padronizadas, devem ser avaliadas (MORTON, 1998;
BOELSTERLI, 2003).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), muito dos efeitos
farmacoldgicos e toxicos de drogas observados em animais, podem ter elevado
valor de aplicacdo na espécie humana, sendo explicado o amplo uso de testes
tanto no campo farmacolégico quanto no toxicolégico com o propoésito de se
determinar tanto a eficacia quanto a seguranca do uso destas drogas (WHO,
1978).

Os animais selecionados para um experimento devem ser de espécies e
qualidade apropriadas e apresentar boas condi¢cdes de saude, utilizando-se o
namero minimo necessario para obtencdo de resultados validos. Baseando-se
nas facilidades de manutencéo e observacao, na possibilidade de utilizacdo de
um grande numero de individuos, com ciclos vitais curtos, alta prolificidade,
padronizacdo genética e do ambiente de laboratério podemos citar o Mus
musculus (camundongo) e Rattus norvergicus (rato) ( COBEA, 1996).

2.2.1 Toxicidade aguda

A toxicidade aguda avalia os efeitos toxicos detectados apds a
administracdo de um agente em doses Unicas ou multiplas em 24 h, tendo
como propoésito determinar a sintomatologia em curto prazo apos a
administracdo de um composto, bem como o bindmio dose-efeito letal, que é
estimado por um parametro denominado dose letal 50%, mais conhecida com
DLso (BARROS & DAVINO, 2003). A DLsp € um parametro estatistico e
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representa a probabilidade de uma dose causar efeito letal em metade da
populacdo dos animais em estudo (PAUMGARTTEN et al., 1989).

Por alguns anos a DLsy foi amplamente utilizada como base de
comparacao e classificacdo da toxicidade de substancias, tornando-se assim
um teste pré-requisito para varias agéncias reguladoras, como a americana
Food and Drug Administration (FDA) responsaveis pela aprovacdo de novos
farmacos, aditivos alimentares, ingredientes cosméticos, produtos domesticos,
quimicos industriais e pesticidas (KLAASSEN, 2001). Para a sua realizacéo
eram empregados mais de 100 animais para cada espécie estudada e para
cada substancia testada (VALADARES, 2006).

Em 2002, o teste da DLs foi eliminado e os testes alternativos como
dose fixa, toxicidade aguda de classe e teste “up and down”, trouxeram
significante melhora para o bem-estar animal (VALADARES, 2006). O teste de
dose fixa tem como principio identificar a menor dose que cause toxicidade
evidente, obtendo a faixa estimada da DLsp e sinais de toxicidade (OECD 420).
O teste de toxicidade aguda de classe também utiliza o conceito de doses
fixas, porém o objetivo final € a mortalidade (OECD 423); enquanto o Teste “up
and down” objetiva estimar o valor da DLsy testando-se sequencialmente
animais individuais, com a dose para cada animal sendo ajustada para cima ou
para baixo, dependendo do resultado prévio do animal anterior (OECD 425).

O objetivo destes testes é o de obter informagédo adequada dos sinais de
toxicidade, aproximacao dos valores de DLsp e em alguns casos, a inclinagao
da curva dose-resposta. Esses estudos fornecem dados importantes sobre
toxicidade e letalidade utilizando menor quantidade de animais que o método
classico de determinagéo da DLsp (HAYES & DIPASQUALE, 2001).

2.2.2 Ensaios parairritagdo dérmica e ocular

Até meados do século XX, mesmo em paises europeus e nos Estados
Unidos, ndo era incomum a comercializagdo de uma diversidade de produtos
que, além de ndo serem testados quanto a sua eficacia, colocavam em risco a
saude de seus consumidores. A necessidade de um maior controle por parte
das agéncias regulatérias internacionais tornou-se evidente. Foi neste contexto

que surgiu, em meados da década de 1940, o teste de irritacdo ocular de
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Draize (DRAIZE et al.,, 1944). Estes ensaios foram adotados por muitos
laboratérios e tornaram-se a base para os métodos oficiais de avaliacdo de
irritacdo dérmica e ocular (AZEVEDO, 1988; PINTO et al; 2000).

ApoOs a realizacdo de estudos de irritacdo em varias espécies animais
como coelhos, cobaias, camundongos, cdes e outros animais, os coelhos
foram os animais que apresentaram melhores resultados para verificagcdo de
irritacdo, por possuirem pele permeavel, olhos grandes com anatomia e
fisiologia bem descrita, faceis de manusear, economicamente viaveis e de facil
aquisicao (DRAIZE et al., 1944; LACHAPELLE, 1994; WILHELMUS, 2001).

O teste de irritagcdo cutanea estabelece graduacdes para reacbes como
edema e eritema que ocorrem na pele tricotomizada, intacta ou previamente
submetida a abraséo. O teste de irritacdo ocular estabelece graduacdes para
as reacOes observadas na cérnea, iris e conjuntiva. Os protocolos também
definem volume, forma de administracdo, intervalos de observagdo e numero
de animais a serem utilizados (PINTO et al; 2000).

Hoje, apesar das duras criticas e de existirem controvérsias quanto a
validade de seus resultados, o teste de irritacdo ocular de Draize permanece
preconizado em diretrizes internacionais para avaliagdo de seguranca de
substancias quimicas (OECD, 2002) e é o Unico teste aceito pela entidade
regulatoria brasileira (ANVISA), para a avaliacdo do efeito irritante ocular de

produtos sujeitos & acao da Vigilancia Sanitaria.

2.2.3 Artemia salina

A. salina € um microcrustaceo da classe Anostrac, que vive em aguas
salinas e salobras de todo mundo. Possuem quatro estagios de
desenvolvimento (ovo, nauplio, metanauplio e adulto) e alguns mecanismos de
adaptacdo que os tornam cosmopolitas, como a osmorregulagéo, a presenca
de pigmentos respiratorios como a hemoglobina e a disponibilidade de
alternativas reprodutivas que facilitam a disperséo e a perpetuacdo da espécie
(LOPES, 2005). Os bioensaios realizados com este organismo, utilizam o CLsg
(Concentracéo Letal 50 %) como parametro de avaliacdo da atividade bioldgica
(XAVIER, 2005).
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O ensaio com A.salina é considerado um bom indicador devido ao seu
reduzido e especifico grau de tolerancia a um determinado fator ambiental, de
modo que apresente uma resposta nitida em face de pequenas variacdoes na
qualidade do ambiente. Tem sido utilizada em testes de toxicidade devido a
sua capacidade para formar cistos dormentes, fornecendo, desse modo,
material bioldgico que pode ser armazenado durante longos periodos de tempo
(superiores a seis meses) sem perda de viabilidade e sem necessidade de se
manter culturas continuas de organismos-teste, além de ser uma espécie de
facil manipulacdo (BAROSA et al, 2003).

O custo da implantacdo e manutencdo da cultura de A. salina € muito
baixo, o que faz desta um excelente modelo experimental, utilizado nas mais
diversas areas da biologia (LOPES, 2005).

Os testes de toxicidade animal, como o bioensaio com A. salina, sédo
vélidos, pois os efeitos produzidos por um composto nos animais de laboratorio
sao aplicaveis ao homem e aos animais. Com base na dose por unidade de
superficie corporal, os efeitos toxicos no homem estdo consideravelmente nos
mesmos limites que os observados nos animais de laboratoério, sendo possivel
descobrir possiveis riscos aos humanos (KLASSEN et al., 2001). Este
bioensaio consiste na estimativa da concentracdo de uma substancia através
da medida de uma resposta biolégica, na qual existe apenas um parametro
envolvido: vida ou morte. O ensaio de letalidade permite a avaliacdo da
toxicidade aguda e, portanto, € considerado essencial como bioensaio
preliminar no estudo de compostos com potencial atividade biolégica, sendo
atualmente aceito pela comunidade cientifica (CAVALCANTE et al., 2001).

O primeiro trabalho referente ao uso de A.salina em bioensaios foi
publicado em 1956 e, a partir dai, inUmeros artigos tém sido reportados na
literatura, utilizando-se produtos e toxinas naturais, além de extratos de
plantas, e tem sido proposto como teste padrdo por Vanhaecke e Persoone
(CAVALCANTE et al., 2001).
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade de extratos do fruto verde de M. azedarach.

3.1 Objetivos especificos

- Avaliar a toxicidade oral aguda de extrato hexanico do fruto verde de
M. azedarach em ratos Wistar e camundongos Swiss.

- Avaliar a irritacdo dérmica aguda de extrato hexanico do fruto verde de
M. azedarach em coelhos.

- Avaliar a irritacdo ocular aguda de extrato hexanico do fruto verde de
M. azedarach em coelhos.

- Avaliar por estudo histopatolégico a presenca de lesbes em o6rgédos
selecionados de ratos Wistar e camundongos Swiss, bem como a biopsia de
pele dos coelhos tratados com extrato hexanico do fruto verde de M.
azedarach.

- Avaliar a toxicidade do extrato hexanico do fruto verde de M.

azedarach frente a A. salina.
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4. METODOLOGIA

4.1 Local e duracéao dos experimentos

O extrato de frutos verdes de M. azedarach foi produzido no Instituto de
Quimica da UFG sob a orientacdo do Professor Dr. Pedro Henrique Ferri e os
testes de avaliacdo toxicologica (realizados com A. salina e coelhos albinos)
foram realizados nas dependéncias da Escola de Veterinaria. J4 0 experimento
com ratos Wistar e camundongos Swiss foram conduzidos nas dependéncias
da Escola de Farmacia da UFG sob orientacdo do Professor Dr. Luiz Carlos da
Cunha.

4.2 Material botanico

Os frutos verdes de M. azedarach foram coletados no Campus Il da
UFG em Goiania—GO (latitude 16°41’'S; longitude 49°15’'W), no més de
fevereiro de 2008, sendo processados neste mesmo més. Uma exsicata
encontra-se depositada no Herbéario da Universidade Federal de Goias, sob
namero de 27.611. Os frutos apds serem secos em estufa com circulagdo e
renovacdo de ar, durante sete dias, foram triturados em moinhos de facas
rotativas. Em seguida, submetidos a extracdo por percolacdo a frio ou a
guente, em Soxhlet, utilizando-se como solvente o hexano. Em seguida, o
solvente foi evaporado em um rotavapor. O extrato foi armazenado em

geladeira.

4.3. Avaliacao toxicoldgica de extratos de M. azedarach

O estudo da toxicidade de extratos de M. azedarach foi realizado atraves
da avaliacdo da toxicidade aguda oral, dérmica e ocular. Todos os estudos
seguiram as diretrizes da Organizacdo de Co-operacdo e Desenvolvimento
Econdmico (OECD). O experimento foi aprovado pelo comité de ética da UFG,

registrado sob niumero 107/2009.
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4.3.1. Toxicidade aguda oral de extratos de M. azedarach

A toxicidade aguda oral seguiu as diretrizes da OECD 423 (OECD,
2001). Os grupos experimentais foram compostos por ratos Wistar pesando de
150 a 200 g e camundongos Swiss pesando de 20 a 25 g, n&o-isogénicos,
provenientes do biotério Central da UFG. Foram utilizados trés animais de cada
sexo, para cada dose testada, totalizando seis ratos e seis camundongos, mais
um grupo controle com o mesmo numero de animais. No inicio do experimento,
0os animais foram aclimatados no biotério de manutencdo do Nucleo de
Pesquisa e Estudos Toxico-farmacoldgicos da Faculdade de Farmacia da UFG
(NEPET-FF/UFG), por dez dias, para se averiguar o comportamento, habitos
alimentares e fisiolégicos. Os animais receberam racdo (Labina®-Purina) e
agua ad libitum. Os ratos foram acondicionados em bandejas de polipropileno
(42 x 34 x I7 cm), sendo trés animais por gaiola. Os camundongos foram
mantidos em gaiolas de polipropileno (30x20x13 cm), com trés animais por
gaiola.

Para administragcdo do extrato, os animais foram privados de alimento
por oito horas e pesados para ajuste do volume a ser administrado. O extrato
de fruto verde de M. azedarach foi diluido em DMSO 5% e solucéo salina, nas
concentragOes de 300mg/kg e 2000mg/kg, e administrados aos animais por via

oral (gavagem), através de uma canula apropriada (Figura 2).

T ——
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Figura 2: Administracéo do extrato de M. azedarch, por gavagem em um
rato.

Fonte: Arquivo pessoal

A escolha da dose inicial de 300mg/kg, para a avaliacdo do extrato
hexanico de M azedarach, foi baseada no protocolo proposto pela OECD 423
(OECD, 2001), na qual prediz que substancias nao testadas ou com histérico
de toxicidade desconhecida, devem-se iniciar as avaliacfes a partir desta dose.
Como néo foi observada morte na dose de 300mg/kg, testou-se a dose mais
alta, 2000 mg/Kg, recomendada pela OECD 423 (OECD, 2001) (Anexo 1).

No grupo controle foi administrada apenas solucéo salina e solvente. Os
animais foram avaliados aos 30 minutos, 1 h, 2h, 4h, 6h, 12h e 24h e a partir de
entdo diariamente, até o 14° dia ap6s o tratamento. Foram avaliados os
seguintes sinais seguindo o “screening hipocratico”. atividade geral, frénito
vocal, irrritabilidade, resposta ao toque, resposta ao aperto de cauda,
contorcdo, posicdo do trem posterior, reflexo de endireitamento, tbnus do
corpo, forca para agarrar, ataxia, reflexo auricular, reflexo corneal, tremores,
convulsdes, anestesia, lacrimagédo, ptose, miccédo, defecacdo, piloerecéao,
hipotermia, respiracdo, cianose, hiperemia e morte. Os sinais avaliados na
observacdo comportamental e exame clinico sistematico dos animais foram
registrados em protocolo impresso com a lista de sinais a serem investigados (
MANOLE, 1977).

Os animais foram pesados a cada trés dias, durante os 14 dias de
tratamento, para a avaliagdo do ganho de peso. Além disso, foi medido o
consumo de racao (g) e de agua (mL).

Todos os ratos e camundongos passaram por eutanasia realizada por
um profissional capacitado, de acordo com “os principios éticos de
experimentacdo animal”’, proposta pelo COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal, 2003). Os animais foram anestesiados (solucao
xilazina e cetamina 0,2mL/100g, pela via intraperitoneal), e ap6s deslocamento
cervical, as cavidades abdominal e toracica foram abertas e registradas todas
as alteracbes macroscopicas. Em seguida, os 6rgdos como o coracgao, rins,

pulmao, figado, baco, intestino e cérebro foram coletados e pesados. O peso
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relativo dos 6rgaos foi calculado dividindo-se o peso do érgdo pelo peso do
animal e multiplicando-se por 100.

4.3.2 Avaliacdo dairritagdo dérmica aguda de extratos de M. azedarach

A avaliagdo da irritagdo dérmica aguda do extrato de M. azedarach
seguiu as diretrizes da OECD 404 (OECD, 2002).

Trés coelhos (Oryctolagus cuniculus), higidos e adultos jovens foram
adquiridos e aclimatados no biotério do Centro de Parasitologia Veterinaria da
Escola de Veterinaria da UFG, por um més antes do inicio do experimento. Os
coelhos foram mantidos em gaiolas individuais, com temperatura local mantida
entre 25 + 5 °C.

Antes da aplicacéo do extrato de M. azedarach sobre a pele, os pélos da
regido dorsal do tronco dos animais foram depilados. O extrato (0,5 ml) foi
instilado puro e em seguida a area coberta com gaze estéril fixada ao animal
com fita adesiva hipo-alergénica. O tempo de exposicdo ao extrato foi de
guatro horas, apés este periodo o extrato foi removido, utilizando-se agua.

Foram feitas observacdes apos 60 minutos, 24, 48, 72 horas e
diariamente até 14 dias apOs a retirada do extrato. Os seguintes sintomas
foram avaliados: edema, eritema e irritagbes cutdneas. No sétimo dia foi
coletado pele da regido tratada e controle, e submetida a exames
microscopicos (ANEXO 2).

4.3.3 Avaliacao irritacdo ocular aguda de extratos de M. azedarach

A avaliacdo da irritagdo ocular aguda do extrato de M. azedarach seguiu
as diretrizes da OECD 405 (Organisation for Economic Co-operation and
Development) (OECD, 2002). Este ensaio somente foi realizado devido ao fato
do experimento de irritacdo dérmica com o extrato de M. azedarach ndo
apresentar efeito irritante severo sobre a pele.

Neste estudo foram utilizados coelhos conforme descrito no item
anterior. Os dois olhos dos animais selecionados para o0 ensaio foram
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examinados 24 horas antes da aplicacdo do extrato. Sendo selecionados
apenas animais saudaveis e que ndo apresentaram qualquer lesdo ou irritagdo
ocular. O extrato foi aplicado em um dos olhos, no qual apés levantar a
palpebra inferior do globo ocular, foi instilado 0,1 mL dentro da bolsa
conjuntival. Em seguida as duas palpebras foram unidas por dez segundos,
para evitar a perda do extrato. O outro olho que nao recebeu o tratamento
serviu como controle. Apés 24 horas da instilacdo do extrato, foi realizada uma
lavagem nos olhos dos animais. A duracéo do periodo de observacédo foi de 21
dias ap0s o inicio do ensaio.

Foram utilizados trés animais, adultos e sadios. Os olhos foram
examinados 1, 24, 48 e 72 horas apo0s a instilacdo, no qual foram observadas e
classificadas as reacdes oculares encontradas na conjuntiva (hiperemia,

quemose e secrec¢des), cornea (opacidade) e iris (irite) (ANEXO 3).

4.4 Estudo anatomopatologico

Os fragmentos do coracdo, rins, pulmdo, figado, baco, intestino e
cérebro dos ratos e camundongos do grupo tratado e controle, bem como a
pele dos coelhos foram fixados em formol a 10% e processados no Laboratorio
de Patologia do Departamento de Patologia do IPTESP-UFG, sob orientag&o
do Professor Dr. Ruy de Souza Lino Janior. Os fragmentos coletados foram
incluidos em parafina e, posteriormente, seccionados em cortes de
aproximadamente 5 pm de espessura e corados com hematoxilina e
eosina(HE). As alteragfes teciduais foram avaliadas qualitativamente quanto a
presenca de distdrbios circulatorios, degenerativos e inflamatérios. A
intensidade das alteragcdes foi avaliada como ausente (-), discreto (+),
moderado (++) e severo (+++). O exame histologico das laminas foi realizado

em microscopia de luz.

4.5 Cultura para obtencé&o de larvas de Artemia salina

Os cistos de A. salina foram adquiridos no comércio e posteriormente

incubados (10mg/100ml) em solugdo marinha sintética (60g sal marinho/litro de
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agua destilada) conforme MEYER (1982) em um aquario de plastico (35x12
cm). Foram mantidos sob iluminagé&o artificial (lampada de 40 W), temperatura
constante de 28°C e em estado de saturacdo de oxigénio com auxilio de uma
bomba de ar, por um periodo de 48 horas. Apos este procedimento foi obtido o
estagio de metanauplio, modelo padréo para testes de toxicidade devido a sua
maior sensibilidade.

4.6 Teste de avaliacdo da bioatividade de extratos de frutos verdes de M.

azedarach frente A. salina

Utilizou-se a metodologia descrita por MEYER (1982). O extrato de
M. azedarach foi dissolvido em DMSO 5% e o0 ensaio foi realizado em oito
repeticdes, utilizando-se as diluicbes de 125, 250, 500 e 1000 pyg/ml e um
controle nédo tratado. Dez metanduplios de A. salina foram transferidas para um
tubo de ensaio contendo 1 mL de solucédo salina. Posteriormente as diluicbes
das amostras foram colocadas nos tubos de ensaios, perfazendo um volume
final de cinco mL. No controle foram aplicadas somente solucdo salina,
solvente e as 10 larvas. As placas contendo os grupos controle e tratados
foram incubadas no escuro a 25 °C e a leitura feita ap0s 24 horas, contando-se
0 numero de individuos sobreviventes. Os valores de CLsp-24 h foram
calculados de acordo com o programa de analise do probito (PRIPROBIT -
SAKUMA, 1998).

4.7 Andlise estatistica

Os resultados para o ganho de peso, consumo de agua e racao, bem
como o peso dos 6rgaos foram expressos através de média + DP, organizados
na forma de tabelas. Para verificar diferencas significativas entre 0s grupos
estudados, foi aplicado o teste de analise de variancia (ANOVA). As médias
foram comparadas através dos testes T de Student e teste de Tukey. Para
todos os grupos considerou-se resultado estatisticamente significativo quando
p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacéo toxicidade aguda

Na avaliacdo aguda do extrato hexanico de frutos verdes de M.
azedarach sobre ratos Wistar e camundongos Swiss na dose de 300 mg/kg e
2000 mg/kg néo foi observada morte de nenhum dos animais, no periodo de 14
dias. Da mesma forma, nenhuma alteracdo em relagdo ao screening
hipocréatico foi observada, sendo o comportamento semelhante ao grupo
controle em ambas as doses.

Tanto os ratos fémeas como os machos tiveram consumo de racéo
semelhante aos seus respectivos controles (Tabela 1). Nao houve diferenca de
consumo de ragao do grupo dos camundongos fémea controle e tratado na
dose de 300 mg/kg e de 2000 mg/kg e no grupo tratado macho com 300 mg/kg.
Os camundongos machos tratados com 2000 mg/kg apresentaram consumo de
racao menor que o controle (Tabela 2).

Sobre as fémeas, tanto de ratos como de camundongos, o0 consumo de
agua foi maior nos grupos tratados com ambas as doses. Nos machos ocorreu
o inverso, sendo o0 consumo de agua menor nos grupos tratados, com excecao
dos camundongos machos na dose de 2000 mg/kg (Tabelas 1 e 2).

Os resultados de ganho de peso obtidos em ambas as doses avaliadas
demonstraram que o grupo tratado ganhou peso apés o tratamento e este ndo
diferiu do grupo controle, evidenciando a nao influéncia do extrato neste

parametro (Tabelas 3 e 4).

5.2 Avaliagcdo macroscopica

As médias relacionadas com o0 peso relativo dos orgaos de
camundongos e ratos, machos e fémeas, tratados com 300 mg/kg e 2000
mg/kg do extrato de M. azedarach estdo apresentadas nas tabelas 5, 6, 7 e 8.
N&o houve diferenca significativa entre controle e tratado em ambas as doses,
tanto para machos quanto para fémeas, demonstrando que nenhum dos
orgaos avaliados foi alterado pelo tratamento com o extrato. Nao foi observada

nenhuma alteragdo macroscopica.
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5.3 Avaliacdo Oral e Dérmica em coelhos frente ao extrato hexanico de

frutos verdes de M. azedarach.

Na avaliacdo dérmica, realizada em coelhos, ndo foi observada a
presenca de eritema, escaras e de edema. Nenhum dos animais avaliados
apresentou qualquer disturbio clinico ou alteracdo comportamental.

J4& na avaliacdo ocular, os achados demonstraram a presenca de
hiperemia em um animal, ap6és 1 hora do tratamento tépico na conjuntiva.
Essas alteracdes regrediram a normalidade, 24 horas ap0s o tratamento, sem
apresentar qualquer dano ou seqiela aparente. Nenhum dos animais veio a

Obito ou apresentou outra leséo ocular.

5.4 Avaliacédo histopatoldgica de M. azedarach.

Na avaliacdo histopatolégica de camundongos machos e fémeas
tratados com as doses de 300 mg/kg e 2000 mg/kg de extrato de M. azedarach
nao foram encontradas les6es nos baco, coracéo, encéfalo, figado, intestino e
rins. Alteracdes pulmonares foram encontradas nos grupos tratados com
300mg/kg, como hiperemia, hemorragia e edema, ja o grupo tratado com 2000
mg/kg apresentou apenas hiperemia. Entretanto, os grupos controle também
apresentaram lesdes pulmonares semelhantes (hiperemia, edema e
hemorragia) (Tabelas 9 e 10). Diante do exposto observa-se que 0 extrato ndo
foi capaz de provocar lesdes alem daqueles encontradas no grupo nao tratado.

Com relacdo aos ratos tratados com a dose de 300 mg/kg e 2000 mg/kg
do extrato de M. azedarach, foi observado no exame histopatoldgico, que estes
animais apresentaram mais 0rgaos acometidos quando comparado aos
camundongos, sendo que 0 coracao, encéfalo e intestinos se mantiveram
integros. AlteragBes pulmonares como hiperemia, inflamacdo, hemorragia e
edema foram comuns aos grupos tratados e seus respectivos controles, bem
como as alteracdes no figado (hiperemia e inflamacéo), rim (hiperemia) e baco

(hiperemia). As lesbes encontradas nos grupos tratados também foram
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observadas no controle, evidenciando que a administracdo do extrato de M.
azedarach nao interferiu nos resultados encontrados (Tabelas 11 e 12).

No exame microscopico da pele dos coelhos tratados com o extrato de
M. azedarach foi observada a integridade da epiderme dos trés coelhos
tratados, sendo que apenas um animal demonstrou a presenca de um foco de
polimorfonucleados na derme. O grupo controle ndo apresentou nenhuma
alteracdo. Portanto esses achados corroboram para a negativa do efeito nocivo
do extrato, uma vez que a camada mais externa da pele ndo demonstrou

nenhum sinal de irritabilidade frente ao contato direto.

5.5 Avaliacéo toxicoldgica sobre Artemia salina

Os indices de mortalidade encontrados foram diretamente proporcionais
a concentracado testada sendo de 3,75% 28,75% 38,75% e 63,75% para 0s
grupos tratados nas concentracfes de 125 ug/ml, 250 ug/ml, 500 ug/ml e 1000
ug/ml, respectivamente. Diferenca significativa foi observada entre o grupo
controle (2,5% de mortalidade) e os grupos tratados com o extrato de M.
azedarach nas concentracfes de 250, 500 e 1000 ug/ml. A CLso para o extrato

de M. azedarach foi de 669 ug/ml.
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Tabela 1. Média + desvio padrdo do consumo de racdo e consumo de 4gua de
camundongos Swiss machos e fémeas tratados com as doses de 300 mg/kg e

2000 mg/kg de extrato de frutos verdes de Melia azedarach e animais controle.

Fémea Macho
Tratamento Consumo de Consumo de Consumo de Consumo de
racao agua racao agua
300 mg/kg 18,28+ 3,40a 30+4,58a 21,21+2,15a 2592+213b

Controle 16,5 + 1,55a 2561+2,46b 19,92+099a 2784+270a

2000 mg/kg 15,38+1,40a 30,71+197a 16,57+122b 32,00+1,56a
Controle  15,14+1,29a 25,28+0,72b 20,14+0,66a 30,28%+1,72b

Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de T
de Student (p<0,05), em relacdo ao grupo tratado e controle

Tabela 2. Média + desvio padrdo do consumo de racdo e consumo de 4gua de
ratos Wistar machos e fémeas, tratados com as doses de 300 mg/kg e 2000

mg/kg de extrato de frutos verdes de Melia azedarach e animais controle.

Fémea Macho
Tratamento

Consumo de Consumo de Consumo de Consumo de
racao agua racao agua

300 mg/kg 47,69+259a 110,71+10,35a 64,30+4,13a 111,38+1351b
Controle 46,53 +3,75a 100,00+0,00b 64,38£1,85a 122,69+12,18a

2000 mg/kg 39,28 +2,70a 104,29 +7,03a 59,57+2,34a 110,71 +12,83b
Controle  39,57+1,91a 98,57 +2,34b 60,50+ 1,55a 128,42 +10,78a

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de T

de Student (p<0,05), em relacdo ao grupo tratado e controle.
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Tabela 3. Média + desvio padrdo do ganho de peso de camundongos Swiss
machos e fémeas tratados com a dose de 300 mg/kg e 2000 mg/kg de extrato
bruto de frutos verdes de Melia azedarach e animais controle.

Tratamento Fémea Macho
300 mg/kg 4,66 +1,52 6,30 £ 0,57
Controle 500+1,73 4,66 +1,15
2000 mg/kg 4,66 + 0,57 466 +4,5
Controle 4,00+ 1,00 8,30+ 3,78

N&o houve diferenca estatistica em nenhum dos grupos comparados pelo teste T de
Student (p<0,05).

Tabela 4. Média + desvio padrdo do ganho de peso de ratos Wistar machos e
fémeas tratados com a concentracdo de 300 mg/kg e 2000 mg/kg de extrato

bruto de frutos verdes de Melia azedarach e animais controle.

Tratamento Fémea Macho
300 mg/kg 33,33+ 5,50 42,66 +6,11
Controle 23,00 £10,44 31,66 + 3,51
2000 mg/kg 2,33+4,04 18,00 + 13,00
Controle 533+5,13 20,00 £ 6,24

N&o houve diferenga estatistica em nenhum dos grupos comparados pelo teste T de
Student (p<0,05).
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Tabela 5. Peso relativo dos 6rgdos (g) de camundongos machos controle e
tratado com extrato hexanico de frutos verdes de Melia azedarach, na dose de
300 e 2000 mg/kg.

Orgéo Controle 1 300 mg/kg Controle2 2000 mg/kg
Pulmbes 0,54 + 0,05 0,53 + 0,07 0,67 +0,17 0,71+0,12
Figado 4,66 £ 0,51 5,30 £ 0,65 590+1,09 6,20+0,92
Coracao 0,51 + 0,06 0,46 + 0,16 0,44 + 0,04 0,52 + 0,02
Rins 1,26 + 0,07 1,44 + 0,29 1,46 £ 0,08 1,72+ 0,38
Cérebro 0,93+0,04 1,01 +£0,13 0,92 +0,15 1,15+0,21
Baco 0,29 £ 0,05 0,29+ 0,15 0,29+0,02 0,31+0,03

N&o houve diferenca significativa entre os grupos avaliados pelo teste de Tukey (p<
0,05).

Tabela 6. Peso relativo dos 6rgdos (g) de camundongos fémeas controle e
tratado com extrato hexanico de frutos verdes de Melia azedarach, na dose de
300 e 2000 mg/kg.

Orgéo Controle 1 300 mg/kg Controle2 2000 mg/kg
Pulmbes 0,78 £ 0,37 0,62 + 0,07 0,85+0,1 0,98 + 0,03
Figado 583214 59+0,36 550+0,70 6,02 +0,58
Coracao 0,56 + 0,10 0,47 + 0,02 0,40+0,06 0,39+0,04
Rins 1,21 £0,15 1,24 £ 0,09 1,11 +0,12 1,16 £0,18
Cérebro 1,16 £ 0,07 1,16 + 0,07 1,24 + 0,07 1,35+ 0,02
Baco 0,71 +0,73 0,34 +0,01 0,35+0,02 0,35+0,05

N&ao houve diferenca significativa entre os grupos avaliados pelo teste de Tukey (p<

0,05).
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Tabela 7. Peso relativo dos érgéos (g) de ratos machos controle e tratado com

extrato hexanico de frutos verdes de Melia azedarach, na dose de 300 e 2000

mg/kg.

Orgao Controle 1 300 mg/kg Controle 2 2000 mg/kg
Pulmdes 0,67 £ 0,01 0,48 £ 0,02 0,56 £ 0,15 0,75+ 0,07
Figado 3,87 £ 0,03 3,73+0,16 3,9+0,17 4,58 + 0,70
Coracao 0,38 + 0,08 0,29 + 0,03 0,37+ 0,03 0,36 + 0,02
Rins 0,78 £ 0,06 0,77 £ 0,04 0,81 + 0,06 0,94 £ 0,04
Cérebro 0,64 £ 0,04 0,55 + 0,07 0,57 £ 0,02 0,61 + 0,09
Baco 0,25+ 0,03 0,22 + 0,05 0,24 + 0,02 0,25+0,01

N&ao houve diferenca significativa entre os grupos avaliados pelo teste de Tukey (p<

0,05).

Tabela 8. Peso relativo dos érgéos (g) de ratos fémeas controle e tratado com

extrato hexanico de frutos verdes de Melia azedarach, na dose de 300 e 2000

mg/kg.

Orgao Controle 1 300 mg/kg Controle 2 2000 mg/kg
Pulmbées 0,66 £ 0,15 0,63+0,12 0,64 + 0,04 0,73+0,18
Figado 3,82+ 0,57 3,91 +0,87 3,72+ 0,62 3,8+0,61
Coracdo 0,47 £0,09 0,29 + 0,00 0,32+0,01 0,37 £ 0,05
Rins 1,01 +£0,38 0,83+0,01 0,80 + 0,08 0,86 + 0,14
Cérebro 0,85+0,10 0,84 + 0,05 0,81+ 0,08 0,75+ 0,04
Baco 0,31 +0,08 0,24 + 0,03 0,30 + 0,02 0,28 + 0,08

N&ao houve diferenca significativa entre os grupos avaliados pelo teste de Tukey (p<

0,05).
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Tabela 9. Resultados dos exames histopatoldgicos: numero de camundongos
machos e fémeas, controle e tratado com extrato hexanico de frutos verdes de
Melia azedarach, na dose de 300 mg/kg com alteragbes no pulméo ( A=

ausente/ M= moderado/ D= discreto).

Achados Fémea Macho
controle 300 mg/kg controle 300 mg/kg
Normal 0 0 0 0
Hiperemia 3 3 1 3
Inflamacgao 1 0 0 0
Hemorragia 1D 1D 1D 0
Edema 1D 1D 1D 0
Polimorfonucleares 1M 0 0 0

Tabela 10. Resultados histopatoldgicos: nimero de camundongos machos e
fémeas, controle e tratado com extrato hexanico de frutos verdes de Melia
azedarach, na dose de 2000 mg/kg com alteragcdes no pulméo ( A= ausente/

M= moderado/ D= discreto).

Achados Fémea Macho
Controle 2000 mg/kg Controle 2000 mg/kg
Normal 0 0 0 0
Hiperemia 3M 3 3D 3
Inflamacgao 0 0 0 0
Hemorragia 1D 0 1M 0
Edema 0 0
Polimorfonucleares 0 0
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Tabela 11. Resultados histopatolégicos: niamero de ratos machos e fémeas,

controle e tratado com extrato hexanico de frutos verdes de Melia azedarach,

na dose de 300 mg/kg com alteracdes nos diferentes orgaos ( A= ausente/ M=

moderado/ D= discreto).

Pulmao Fémea Macho
Controle 300 mg/kg Controle 300 mg/kg
Normal 0 0 0 0
Hiperemia 3 2 2 3
Inflamacéo 1 2 0 2
Hemorragia 2 2 1 1
Edema 1 2 1 0
Hiperplasia do
tecido linféide 1 2 1 1
Polimorfonucleares 1 0 0
Macrofagos 1
Figado
Normal 0 0
Hiperemia 3D
Inflamacéao 0 0 0 1
Rins
Normal 2 2 2
Hiperemia 1D 1D 1D
Baco
Normal 0 0 0 0
Hiperemia 3 3 3 3
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Tabela 12. Resultados histopatolégicos: Numero de ratos machos e fémeas,
controle e tratado com extrato hexanico de frutos verdes de Melia azedarach,
na dose de 2000 mg/kg com alteracBes nos diferentes érgéos. ( A= ausente/

M= moderado/ D= discreto/).

Pulmao Fémea Macho
Controle 2000 mg/kg Controle 2000 mg/kg
Normal 0 0 0 0
Hiperemia 3 3 2 3
Inflamacéao 2 3 3 3
Hemorragia 0 0 0 1
Edema 1 0 0 0
Hiperplasia do
tecido linféide 0 3 3 0
Polimorfonucleares 2 0 0
Macrofagos 0
Figado
Normal
Hiperemia
Inflamacéao 1 0 2 2
Rins
Normal 0 2 1 0
Hiperemia 0 1 1
Cilindros hialinos 3 0 1 1
Baco
Normal 0 0 3 2

Hiperemia 3 3 0 1
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6 DISCUSSAO

O extrato hexanico de frutos verdes de M. azedarach demonstrou ser de
baixa toxicidade aguda, sugerido pela auséncia de sinais clinicos no screening
toxicolégico, assim como auséncia de morte durante o periodo de observacao,
nos ratos e camundongos tratados com as doses de 300 mg/kg e 2000 mg/kg.
Segundo o guia da OECD 423 (OECD, 2001), a toxicidade aguda € a
bioatividade capaz de causar efeitos adversos sobre 0s organismos teste apos
a administragéo oral de uma simples dose, em curta duragéo, evidenciando
portanto auséncia de efeitos adversos neste estudo.

O extrato de M. azedarach se enquadra na Classe 5, pois a estimativa
da DL 50 foi superior a 2000 mg/kg e menor que 5000 mg/kg, sendo
considerado de baixa toxicidade de acordo com o método de classes
preconizado pela OECD 423 (OECD, 2001). Nao foi testado a dose de 5000
mg/kg, pois o estudo desta dosagem requer casos excepcionais que
justifiguem a sua necessidade, além do que a maioria dos trabalhos que
utilizam extratos de M. azedarach para fins terapéuticos ou como inseticidas,
descreve a utilizacdo de pequenas doses. BORGES et al. (2003), encontrou
indices de mortalidade de 100% do extrato hexanico de frutos maduros de M.
azedarach, sobre larvas de R. microplus utilizando baixa dosagem
(concentracao de 0,25 %).

Ao administrar-se o extrato de frutos verdes de M. azedarach em ratos
Wistar e camundongos Swiss, ndo se observou alteracdes clinicas,
demonstrando que o extrato desta planta n&o influenciou a atividade geral e
consciéncia dos animais. Diferentemente do que é descrito por OELRICHS et
al., (1985), em que a ingestédo de frutos de M. azedarach causou sintomas de
ordens digestiva e neuroldégica em animais domeésticos, como nauseas,
vomitos, diarréia, hemodiarréias, sede, suor, ringir dos dentes, sonoléncia e
convulsdo. Entretanto, nossos resultados corroboram com SEFFRIN et al.
(2006) que observaram que extratos aquosos de frutos verdes de M. azedarach
nao causaram mortalidade e sinais clinicos nas concentracdes de 2,5%, 5,0% e
10,0% com a dosagem de até 1ml/kg sobre ratos Wistar. Resultados
semelhantes também foram obtidos por COSTA-SILVA et al. (2008), que

avaliando a toxicidade aguda do extrato hexanico de frutos de Carapa
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guianensis, planta da mesma familia (Meliaceae), demonstraram que as doses
de 750 mg/kg e 1.500 mg/kg nao produziram sintomas de toxicidade e
mortalidade.

Em relacdo ao ganho de peso os animais tratados apresentaram indices
semelhante ao grupo controle, demonstrando que o extrato de fruto verde de
M. azedarach ndo alterou os padrdes fisiologicos dos animais em estudo. O
peso corporal € um dos parametros mais empregados em avaliagdes
toxicoldgicas para indicar o aparecimento, muitas vezes precoce, de efeitos
téxicos de uma determinada substancia no organismo animal (DIXON, 1989,
ZECICK & CLEGG, 1989).

O extrato hexanico de M. azedarach nao produziu alteracdo no consumo
de racdo, exceto no grupo dos camundongos machos tratados na dose de
2000 mg/kg, entretanto apesar de menor consumo, 0 ganho de peso foi
semelhante ao grupo controle. O peso relativo dos 6rgaos nao foi alterado pelo
tratamento. Estes resultados enfatizam a néo influencia do extrato sobre os
parametros fisiolégicos, uma vez que a toxicidade sistémica se manifesta
através da reducdo nos consumos de agua e racao, alteracdo comportamental,
apatia, ma condicdo de pelagem, alteracdo da massa relativa dos oOrgéos
(MELO, 2001; GONZALES & SILVA, 2003).

Na analise macroscopica dos 6rgédos, realizada a partir da necropsia,
ndo foram constatadas alterac6es no figado e nos rins, 6rgdos importantes no
metabolismo e excrecao de xenobidticos (HAYES & DIPASQUALE, 2001).

A ndo existéncia de toxicidade obtida ao avaliar extratos de plantas pode
ocorrer devido a fatores inerentes a planta (localidade, fracdo avaliada,
solvente utilizado), bem como os periodos e tipos de avaliacédo realizados nos
estudos de toxicidade. Assim como no presente estudo, resultados
semelhantes foram observados por RAIZADA et al. (2001), que avaliaram a
toxicidade de um produto comercial a base de azarachtina (AZADIRACHTIN
12%), administrado em ratos machos e fémeas na dose de 500, 1000 ou 1500
mg/kg/dia durante 90 dias, e ndo encontraram sinais de toxicidade, mortalidade
ou alteracdes no peso corporal ou paradmetros patolégicos. Diferentemente
PILLAI & SANTHAKUMARI (1984) que avaliaram outro produto comercial a
base de azarachtina (NIMBIDIN), notaram sinais de toxicidade na dose de 2000

mg/kg em camundongos e ratos.
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A explicacdo para esta diferenca pode estar relacionada a influéncias
biogeograficas sofridas pelas plantas utilizadas. Tais indicios foram observados
para M. azedarach por alguns autores que identificaram diferentes compostos
em frutos de plantas provenientes de diferentes regides do mundo (MORGAN
& THORNTON, 1973; ARIAS & HIRSCHMAN, 1988; CABRAL et al, 1996).
Ainda que orientada pelas caracteristicas genéticas da planta, a sintese
quimica das substancias é controlada por fatores do ecossistema, iluminacgéao,
calor, constituicdo do solo, umidade, etc (LAPA, 2000). Segundo HURST
(1942) a toxicidade da planta pode variar devido a fatores ambientais como
area geogréfica, clima e condi¢cdes de crescimento, sendo que em algumas
plantas pode ser totalmente ausente (OERLICHS et al., 1985).

De acordo BEUTLHER et al. (2008) € possivel que determinadas
variedades da planta apresentem maior toxicidade quando comparadas a
outras. Essa diferenca provavelmente decorra pelo fato de que as plantas
muitas vezes sao classificadas apenas quanto a espécie, e ndo quando a
variedade.

Com relacdo aos ensaios de irritagcdo dérmica e ocular de M. azedarach
poucos estudos sao relatados. Os trabalhos descritos fazem referéncia ao uso
de produtos comerciais a base de nim (A. indica), ndo existindo relatos para
extratos experimentais. O produto comercial a base de nim (Margosan-O), ndo
demonstrou efeito irritante sobre olhos ou pele (SCHMUTTERER, 1990), assim
como o observado no presente estudo.

Os resultados obtidos na avaliacdo da concentracdo letal meédia
necessaria para matar 50% dos metanauplios de A. salina (DL50%) foi de 669
ug/ml para o extrato hexanico M. azedarach. Desta forma, nesta avaliagao, o
extrato hexanico de frutos verdes de M. azedarach pode ser considerado
moderadamente toxico ja que sao classificadas como toxicas substancias com
CL50 préximas a zero ug/ml e valores proximos de 1000 sdo menos téxicas
(MEVYER et al., 1982).

Para SEFFRIN et al. (2006) o extrato aquoso de M. azedarach néo
apresenta acao toxica sobre A. salina. Ja para MIKOLAJCZAK e REED (1987)
gue avaliando o extrato de frutos de M. azedarach obtido com dois solventes
diferentes, concluiram que o extrato hexanico levou a uma maior mortalidade

de A. salina 48 horas apés o tratamento, quando comparado com o extrato
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etandlico. Apesar de relatos da literatura apontarem para maior toxicidade do
extrato hexanico, em detrimento aos demais solventes, neste estudo com
extrato hexanico de M. azedarach né&o foi observado alta toxicidade.

Os resultados do presente estudo sdo semelhantes aos observados por
FARIAS et al, (2008), que avaliando as propriedades farmacoldgicas do extrato
aguoso do nim, encontrou uma CL50 de 617,25 ug/ml.

Em contraste ao observado com o ensaio de toxicidade em ratos e
camundongos, que se demonstrou atdxico, o bioensaio frente a A. salina
causou toxicidade moderada. Sabe-se que M. azedarach possui algumas
substancias toxicas para artrépodes que ainda nao foram totalmente
elucidadas, e essas substancias possivelmente seriam responsaveis pela
mortalidade do micro-crustaceo, ja que s&do organismos mais simples e
sensiveis. Ratos e camundongos sao mamiferos e por esta razdo, organismos
mais complexos com capacidade de metabolizar grande nimero de principios
ativos, induzindo menor toxicidade. Em contrapartida, sdo necessarios mais
estudos sobre o extrato hexanico de frutos verdes de M. azedarach, como
mecanismos de acao desta planta, ensaios de toxicidade sub-aguda e cronica,
efeitos sobre organismos especificos e sobre 0 meio ambiente, afim de se
definir esta planta como de baixo risco ao ambiente, animais domésticos e ao

homem.

7. CONCLUSAO

Com base nos resultados desse trabalho conclui-se que:



42

O extrato bruto obtido de frutos verdes de M. azedarach pode ser
considerado atoxico quando administrado por via oral em ratos Wistar e
camundongos Swiss, ja que a DLsg estimada, esta acima de 2000 mg/kg.

No ensaio de irritacdo dérmica e ocular o extrato de frutos verdes de
M. azedarach demonstrou ser ndo irritante em coelhos.

Em relacdo a ClLsy, a taxa de mortalidade de A. salina cresceu
progressivamente com o aumento da dose do extrato de frutos verdes de M.
azedarach e a CLsy encontrada foi de 669 ug/ml, indicando que este extrato é

moderadamente téxico frente a este micro-crustaceo.
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ANEXO 2 - CLASSIFICACAO DAS REACOES DE PELE

Formacéo de eritrema e escaras

SBIM BIIEIEIMA. ... vttt b bbb sr et 0
EFtEMA JEVE ...t 1
Eritema bem definido.........coooriiie 2

Eritema moderado @ grave..........cooveeieieieiee e 3

Eritrema SeVero COM €SCaras.............oveevvvieneiersieneseeneennnn

Maximo possivel: 4

Formacéo de edema

SBIM BUBITIA ...ttt bbb bbbt bbb bbb bttt n et 0
Edema leve(apenas PerCePtiVEL)..... oo i 1
Edema bem definido ( bordas menores de 1 Mm).........ccooviiiiiiininine e 2
Edema moderado (bordas de 1 MM)........cccooiiiiiiiiiciccece e e 3
Edema grave ( bordas com mais de 1 mm e ndo restrito as regides de aplicagao)............c.cocevuvee. 4

Méaximo possivel: 4

Exames histopatoldgicos podem ser realizados para esclarer ambiguidades.

ANEXO 3 - CLASSIFICACAO DAS REACOES OCULARES



56

Cornea (opacidade — grau de densidade)

Sem ulceragdo NEM OPACIAAUE. .. ...c.ccviiveeieie e s reenee e 0
Zonas de opacidade dispersas ou difusas, detalhes da iris notadamente Visiveis.............cc.cceu..e. 1
Zona translicida facilmente discernivel, detalhes da iris notadamente ViSiVeIs .......ccccccovevvenn.. 2

Zona nacaradas, detalhes da iris completamente invisivel, dimensdo da pupila apenas
(o LESYor=T G ATV =] OSSPSR PTRPRROTRTR 3

Cdrnea opaca, iris ndo discernivel através da opacidade.............ccovverireiereenniennee e 4
Maximo possivel: 4

iris( Irite — resposta inflamatoria generalizada)

Dobras mais profundas, congestdo, tumefacao, hiperemia pericorneana moderada ou conjuntivas
injetadas. N&o importa qual desses sintomas esta ocorrendo, ou se h4 uma combinacéo deles: a
iris continua a responder a luz ( Uma reagdo lenta porém positiva)..........cccceoevverrneneieninnennennn. 1

Auséncia de reacdo a luz, hemorragia, desnutrigdo marcante do tecido ( cada um desses
SINtOMAs OU CONJUNTO EIES). .. . iei ittt re e 2

Maximo possivel: 2

Conjuntiva ( vermelhid&o das conjuntivas palpebrais e do bulbo, da cérnea e da iris)

N0 00T OO 0
Hiperemia de certos vasos sanguineos ( 01hos iNjetados)..........ccoevrrirnerneineesecs e 1
Coloragdo purpura difusa, vasos sanguineos individuais dificilmente discerniveis.........c............ 2
Coloracéo vermelha fartamente diStribuida.............ooeiiiiiciiiiic e 3
Quemose ( palpebras e/ou menbrana nictante sem tumefagdo ou afundadas).........cc.cceevveereriennne 4

Maéaximo possivel: 4



57






Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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