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RESUMO

A familia Meliaceae compreende 50 géneros que estdo distribuidos predominantemente nos
tropicos de todo mundo. Sdo plantas geralmente arbdreas, as flores sdo pequenas em inflorescéncia,
hermafroditas. A espécie Azadirachta indica A. Juss, conhecida popularmente por nim e amargosa ¢
originaria da Asia. Diferentes partes da planta apresentam propriedades medicinais como atividade
antiviral, antibacteriana, antiflingica, antidiabética, antiinflamatoria, antiséptica, contra doencas de
pele, anti-ulcera e antitumoral. O nim apresenta atividade contra insetos causando repeléncia e
atraso no desenvolvimento. Este trabalho teve por objetivo avaliar a toxicidade aguda (CLso e DL5s)
e as atividades farmacologicas (antiinflamatéria e antitumoral) em roedores do extrato
hidroalcodlico das folhas de A. indica. Foram realizados ensaios de toxicidade aguda, por via oral,
observacao das alteragdes comportamentais resultantes da administragdo de cada dose. Os animais
tratados apresentaram reacdes toxicas, sendo comportamentais estimulantes os efeitos mais
pronunciados. Em todas as doses administradas ndo houve o6bito dos animais. De acordo com os
resultados obtidos pode-se concluir que o extrato hidroalcoolico das folhas de A. indica possui
baixa toxicidade quando administrado por via oral. Também foi avaliada a concentracdo letal 50%
(CLso) em larvas de Artemia salina e o valor encontrado da CLs foi de 617,25537 pg/ml indicando
que o extrato possui toxicidade moderada em larvas de Artemia salina. Na avaliagdo da atividade
antiinflamatodria foi utilizado o modelo de edema de pata induzido por carragenina em ratos, com
administragdo por via oral. Os resultados obtidos indicam que o extrato das folhas de A.indica
apresenta atividade edematogénica, sendo capaz de aumentar o tamanho do edema durante o
processo inflamatorio. No estudo da atividade antitumoral, o extrato hidroalcoolico das folhas de A.
indica foi analisado frente as linhagens Carcinoma de Ehrlich e Sarcoma 180. O extrato produziu
uma reducdo dos tumores, com 63,8% e 18,01% (ndo significativa) de inibi¢cdo tumoral para os
animais portadores de Carcinoma de Ehrlich tratados com doses de 250 e 500mg/kg/v.o
respectivamente e para dose de 1000mg/kg/v.o houve um aumento ndo significativo dos pesos dos
tumores. Para o animais portadores de Sarcoma 180 ndo foi observada inibigdo tumoral
significativa para as doses de 250, 500 ¢ 1000mg/kg/v.o.

Unitermos: Meliaceae, Azadirachta indica, Toxicidade aguda, DLsy, CLso, Atividade
antiinflamatoria, Sarcoma 180, Carcinoma de Ehrlich.



ABSTRACT

The family Meliaceae there is fifty genus that distributed in tropics already the world. Is a
plant port tree, small flowers. Azadirachta indica is known populary by nim, amargosa is a plant
native to Asian. Different part of this plant have been reported to possess medicinal properties like
antiviral, antibacterial, antifungal, antidiabetic, anti-inflammatory, antiseptic, curing of skin
diseases, antiulcer, antineoplasic and pest-control agent. The compounds isolated from A. indica
have been demonstrated saponinas, triterpenes, tannins, alkaloids, flavonoids, coumarin, proteins
and sugars. The objective of this work was to evaluate the toxicity and the pharmacological
activities (anti-inflammatory and antineoplasic) in rodents of leaves of the A. indica. Acute toxicity
assays were accomplished, by oral administration, with notification of the alterations in the
behavior’s reactions that were resulting of the administration of each dose. The treated animals
presented toxic reactions, and the behavior’s reaction stimulants were the most pronounced effects.
Administration of leaves of extract A. indica did not produce died of mice. These data suggest that
the hydroalcoholic leaf extract of Azadirachta indica A. Juss showed low toxicity in mice (Mus
musculus). The LCs (Lethal Concentration 50%) was conducted using Artemia salina larvae as
bioindicator. The mean LCsy related to A. salina larvae attained 617,25537 pg/ml. These data
suggest that the hydroalcoholic leaf extract of Azadirachta indica A. Juss showed toxicity moderate
in Artemia salina. In the evaluation of the anti-inflammatory activity was used a carrageenan-
induced by rat paw model with oral administration of the extract. The found results presented
indicative that extract of leaves of A. indica increased significant of the volume of edema, thus
suggesting a possible edematogenic effects, in doses administrated (250, 500 and 1000mg/kg/v.0).
In relation to antineoplasic activity, was analysed by the tumor cells lines Ehrlich’s Carcinoma and
Sarcoma 180. The extract produced a not significant reduction of the tumors, with 63,8%
(250mg/kg) and 18,0%(500mg/kg) of tumoral inhibition percentage, for dose 1000 mg/kg/v.o was
observe increase not significant of tumors for the Ehrlich’s Carcinoma. For the bearers animals of
the Sarcoma 180 didn’t observe tumoral inhibition significant with dose of 250mg/kg, 500 and
1000mg/kg/v.o.

Keywords: Meliaceae, Azadirachta indica, Acute toxicity, LDsy, LCso, edematogenic Activity,
Sarcoma 180, Ehrlich’s Carcinoma.
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1 INTRODUCAO

As propriedades quimicas das plantas e o seu potencial diferenciado vém caracterizando estes
organismos como possuidores de atividade medicamentosa e toxica, isto ¢ dependendo da forma
como sdo usadas ¢ da intensidade (SAUVIAT, 1977, LARINI, 1997).

Desde a antiguidade povos primitivos faziam uso do conhecimento das plantas, e através de
tentativa e erro, procuravam amenizar os males acometidos (HILL, 1972, PANIZZA, 2002). Os
primeiros estudos datam do ano 3000 a.C., no Egito antigo, no qual foram catalogadas nos papiros
egipcios cerca de 500 plantas medicinais dentre outras a menta, alecrim, camomila, absinto, babosa,
tomilho (FITOTERAPICO , 2005).

A cultura grega antiga muito contribuiu para o desenvolvimento da farmécia e das dorgas. A
influéncia de Galeno (130 — 201 d.C) na medicina persistiu até os anos de 1500 e ainda pode ser
sentida hoje com emprego de misturas herbaticas. J& os romanos organizaram e regularizaram a
pratica médica incluindo o uso de drogas. Teofrastos (372 — 287 a. C) relacionou tudo que era
conhecido sobre plantas medicinais e Discorides (57 d.C), o cirurgido de Nero, utilizou esta lista
como base para o compendio de substincias utilizadas como medicamento que descreveu
aproximadamente 500 plantas e como preparar remédios a partir delas (DAVID; DAVID, 2002).

Substancias naturais oriundas de algumas espécies de plantas foram caracterizadas como
toxicas, por exemplo, aquelas pertencentes a familia Solandcea que eram utilizadas em
envenenamentos ¢ rituais de magias na Idade Antiga, destacando-se, Mandragora officinarum,
Atropa belladona, Hyoscyamus niger, assim como também, Nicotiana tabacum, Podophyllum
peltatum, Lophophora williamsii, que eram usadas como “Soro da Verdade” na Segunda Guerra
Mundial e na Guerra da Coréia (FREEDMAM, 1960, SILVA, 2002). Além disso, ha relatos de que

Cleopatra fez uso da Atropa e Hyoscyamus, quando decidiu se suicidar (SILVA, 2002).
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No Brasil, considerando a diversidade das espécies vegetais, bem como a riqueza etno-
cultural, as plantas medicinais ocupam posi¢ao de destaque no tratamento de doengas. Possibilitando
deste modo o resgate e a preservagdo dos saberes populares nas comunidades (AGRA,1996,

GARLET; IRGANG, 2001).

O interesse no uso de plantas medicinais deve-se principalmente ao fator econdmico, ja que
os medicamentos sintéticos sdo de alto custo e de dificil aquisi¢cdo. Por outro lado, deve-se
considerar a facilidade de acesso da populacdo a estas plantas, que sao comercializadas livremente
em mercados publicos, além de serem cultivadas em locais que disponham de condi¢cdes minimas
necessarias (FITOTERAPICO, 2005).

A biodiversidade no pais abriga mais de 15% do total de organismos existentes no planeta.
Aproximadamente 22% das plantas floriferas ocorrem na Amazonia, Cerrado e Mata Atlantica
(PAVAN-FRUEHAUF, 2000). Estima-se que cerca de 50% das 200.000 espécies vegetais que
possam existir no Brasil possuam propriedades terapéuticas (MARTINS et al, 1998). Sabe-se,
também, que todas as possibilidades de cura, de preven¢ao e manutencao da saude se encontram na
natureza (ALZURAGAY; ALZUGARAY, 1983). Ribeiro (1987) destaca que das 60.000 espécies

brasileiras identificadas, 880 j& foram investigadas em algum tipo de estudo quimico.

Nos paises em desenvolvimento, bem como nos mais desenvolvidos, o estimulo ao consumo
de produtos naturais aumenta diariamente, prometendo satide e vida longa, com base no argumento

de que plantas usadas ha milénios sdo seguras para a populacdo. (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2005).

Dados da organizagdo mundial de Saude (OMS) demonstram que cerca de 80% da
populacdo mundial ja fez uso de alguma planta considerada medicinal a fim de aliviar algum de
seus males (CARVALHO; ALMANCA, 2003, FITOTERAPICO, 2005).

Nesse contexto, estudos sobre a medicina tradicional vém ganhando destaque nas areas dos

agentes anticancerigenos, antimicrobianos, antivirais usados nas doengas infecciosas que
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representam 51%, 78%, 71% respectivamente dos farmacos aprovados pelo FDA (Food and Drug
Administration) no periodo de 1983-1994, além disso, aproximadamente 119 substancias quimicas
extraidas de cerca de 90 espécies de plantas superiores sdo utilizadas na medicina (SILVA, 2002).
No estudo sistematico das plantas ¢ necessario o reconhecimento da espécie, principios
ativos e propriedades farmacologicas (MATOS,1989, SILVA, 2002). Os principios bioativos,
geralmente estdo presentes nos 0rgaos de reserva da planta, principalmente nas raizes e sementes, €
em uma escala menor nas folhas, cascas, madeira ou outras partes da planta. A quantidade total de
substancias quimicas presentes em qualquer 6rgao particular ¢ tdo pequena que ¢ dificil atribuir
qualquer significado bioldgico a isso. Deve haver uma ligeira funcdo de prote¢do, mas,
provavelmente esses principios, que sao tdo valiosos ao homem no tratamento de doencas, sao

meramente produtos de excrecao do metabolismo da planta (HILL, 1972, SCHULTZ, 1984).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ESTUDO SOBRE Azadirachta indica A. Juss

2.1.1 BOTANICO

A familia Meliaceae compreende 50 géneros que estdo distribuidos predominantemente nos
tropicos de todo mundo (SCHULTZ, 1984, JOLY, 2002). Sao plantas geralmente arbdreas, com
folhas alternas compostas e grandes. As flores sdo pequenas em inflorescéncia, hermafroditas e de
simetria radial; frutos em geral secos e as sementes apresentam arilo ou sdo aladas. (SCHULTZ,
1984, JOLY, 2002).

Dentre as espécies existentes no Brasil podem-se destacar os géneros Cabralea, Cedrela,
Guarea, Trichilia, Melia e Azadirachta (NEEM, 2008).

O género Azadirachta possui uma tUnica espécie, Azadirachta indica A. Juss que ¢
popularmente conhecida como Nim, amargosa (Figura 1). O nim ¢ uma planta de origem asiatica,
de porte arboreo, que pode alcancar de 10 a 20 m de altura, com tronco marrom-avermelhado, duro
e resistente. As folhas sdo alternadas, com freqiiéncia aglomerada nos extremos dos ramos simples e
sem estipulas e com foliolos de coloragdo verde-clara intensa (Figura 2A) (SODEPAZ, 2006). As
flores sdo hermafroditas, brancas ou de cor creme e aromaticas, reunidas em inflorescéncias densas
(Figura 2B). O fruto ¢ uma baga ovalada que apresenta cor verde-clara (Figura 3) (SODEPAZ,
2006).

Em vérios paises, incluindo o Brasil, essa arvore tem sido estudada para fornecer produtos
alternativos aos agrotoxicos, como extratos de frutos, sementes, ramos e folhas, e para controlar
pragas em culturas onde o uso de agrotoxico ndo ¢ permitido, como no caso dos cultivos organicos
(AZADIRACHTA INDICA, 2004). Além disso, algumas pesquisas vém mostrando que o nim ¢

uma planta medicinal que pode ser usada como anti-séptico, tonico, vermifugo, na cura da diabetes,
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maldria, problemas dermatologicos, combate a sarna, pulga. (CHATTOPADHYAY, 1997,
MARTINEZ, 2002; WINKALER et al., 2007).
No Brasil, o nim pode ser encontrado nos parques e jardins publicos como planta ornamental

e de sombra (CORREA, 1984, JOLY, 2002, BALME; SARZANA, 2004, SIMOES et al., 2004).

Figura 2. Parte aérea da espécie Azadirachta indica A. Juss. A. folhas alternas; B.

inflorescéncia branca ou creme.
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- -

Figura 3. Fruto do tipo baga de Azadirachta indica A. Juss

2.1.2 FARMACOLOGICO

Segundo MARTINEZ (2002), A. indica a. Juss é conhecida ha 5.000 anos e apresenta agdo
contra mais de 430 espécies de pragas que ocorrem em diversos paises, causando multiplos efeitos,
tais como: repeléncia, interrup¢ao do desenvolvimento e da ecdise, atraso no desenvolvimento,
redugdo na fertilidade e fecundidade, e varias outras alteracdes no comportamento e na fisiologia
dos insetos que podem leva-los a morte.

A espécie A. indica A. Juss possui atividade antiviral, antibacteriana e antifingica (ISMAN
et al, 1990, HARIKRISHMAN et al, 2003), antidiabética e antiinflamatoria
(CHATTOPADHYAY, 1997), antiséptica, contra doengas de pele (MARTINEZ, 2002,
WINKALER et al, 2007), anti - tlcera (BANDYOPADHYAY et al., 2004) e antitumoral

(DASGUPTA et al, 2004, KUMAR et al, 2006) .

2.1.3 TOXICOLOGICO

Uma peculiaridade sobre estes organismos ¢ que muitas espécies sdo ornamentais e
normalmente possuem frutos e flores coloridos e cheiro forte que acaba despertando a curiosidade

das pessoas desavisadas, principalmente, as crian¢as que ingenuamente costumam usa-las em
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brincadeiras infantis (BANCO DE DADOS DO HORTO DE PLANTAS MEDICINAIS DA UFC,
1986, MATOS, 1989, WINCKELMAN et al., 2000, SIMOES et al., 2004).

Segundo Thakurta et al (2007), camundongos albinos Swiss tratados com folhas A. indica
(1800 mg/kg/v.0) ndo apresentaram efeitos toxicos e nao houve oObito. Também foi observado a
auséncia de efeito toxicos em gatos tratados com extrato hidroalcoolico das folhas de nim, na dose

de 1000mg/kg/i.p (CHATTOPADHYAY, 1997).

2.1.4 FITOQUIMICO

Neste género foi identificado um limindide conhecido como azadiractina (figura 4). Os
liminodides sdo conhecidos pelo seu sabor amargo e por apresentarem atividades contra insetos, seja
interferindo no crescimento ou na alimentacdo (AZADIRACHTA INDICA, 2004, DANTAS et al.,
2000, SIMOES et al., 2004; SENTHIL et al., 2006).

Segundo Ross (2003), a A. indica A. Juss contém alcaldides, taninos, cumarinas, proteinas,
flavonodides, saponinas e actcares. Estudos fitoquimicos demonstraram a presenga de fendis,
triterpenos e saponinas no extrato da casca de nim. (SUBRAMANIAN; LAKSHMANAN, 1996).

Siddiqui et al (2004), isolaram das folhas de A. indica dois novos triterpenos tetraciciclicos:
[24,25,26,27-tetranorapotirucalla-6a-metoxi-7a acetoxi-1,14dien-3,16-dione-21-al] e [24,25,26,27-
tetranorapotirucalla - 6a-hidroxi, 1lo—metoxi, 7a , 12a —diacetoxi 1,14,20(22)-trien-3-one ]
(figura 5). O sreennig cromatografico do extrato metanolico das folhas de A. indica demonstrou a

presenca de nimocinol e isomeldenin.
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Figura 4 — Azadiractina, composto presente nas espécies da familia Meliaceae. (Fonte:

Simdes, 2004).

Figura 5 - Triterpenos tetraciciclicos isolados de Azadirachta indica. (A) [24,25,26,27-
tetranorapotirucalla-6a-metoxi-7o.  acetoxi-1,14dien-3,16-dione-21-al] e (B) [24,25,26,27-
tetranorapotirucalla - 6a-hidroxi, 11o—metoxi, 7o, 12a —diacetoxi 1,14,20(22)-trien-3-one ]. (Fonte:

Siddiqui et al., 2004).

10
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2.2 TOXICIDADE AGUDA

A toxicidade de plantas medicinais € um problema sério de saude publica, entretanto, muitas
dessas plantas tém seu potencial toxico completamente desconhecido (VEIGA JUNIOR; PINTO,
2005).

Algumas precaugdes devem ser tomadas no preparo de ervas, tais como, observar a dosagem,
a parte vegetal indicada, a freqiiéncia e a forma de uso. A dosagem pode, as vezes, ser medicinal em
pequenas quantidades ou toxica em grandes quantidades podendo causar alergia e intoxicacdes
(MATOS, 1989, LORENZI; MATOS, 2002). Portanto, uma planta medicinal para ser considerado
medicamento, deve ser previamente validada, sua a¢do e sua toxicidade devem ser comprovadas
cientificamente (SIMOES et al., 2004).

Os testes toxicologicos sdo realizados para analisar as condigdes em que as substancias
quimicas produzem efeitos toxicos, qual a natureza desses efeitos e quais os niveis seguros de
exposicao (LOOMIS; JAYES, 1996).

O teste de toxicidade aguda ¢ realizado antes dos ensaios farmacologicos e representa uma
avaliacdo estimativa e preliminar das propriedades toxicas de um fitoterdpico. Nos ensaios de
toxicidade, as espécies mais utilizadas sdo camundongos e ratos machos e fémeas, embora em
certos casos também sejam utilizados animais maiores como coelhos e caes (KLASSEN et al.,
1996).

No estudo da toxicidade aguda os animais sdo tratados uma unica vez ou com doses
parceladas em periodo ndo superior a 24 horas com a substéincia teste. Os resultados sdo observados
logo em seguida e permitird conhecer a espécie mais sensivel, as alteragdes comportamentais, os
sinais que precedem a morte, as alteragdes hematologicas e bioquimicas e o indice de letalidade

(SIMOES et al., 2004).

11
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A relagdo bindmia dose-efeito letal ¢ estimada pela dose letal 50%, mais conhecida como

DLso(BARROS; DAVINO, 2003).

2.3 INFLAMACAO

O processo inflamatodrio ¢ fundamental para defesa do organismo e tem por objetivo localizar
a regido afetada, eliminar o agente agressor e remover os tecidos degenerados, preparando a regido
acometida para a reparagdo. Contudo, em algumas doencas, a resposta inflamatéria torna-se
exagerada, persistindo sem qualquer beneficio aparente (SILVA; CARVALHO, 2004, SIQUEIRA;
DANTAS, 2000).

A inflamagdo se caracteriza por uma reacdo local associada com sintomas conhecidos desde a
antiguidade, de dor, edema, rubor e calor. Além disso, também s3o observados eventos, como
aumento da permeabilidade vascular e aumento da migracdo de granuldcitos e mondcitos
(ANDRADE et al., 2007).

O processo inflamatorio estd dividido em trés fases: inflamacdo aguda, resposta imune e
inflamacdo cronica. Na inflamagdo aguda ocorre liberagdo de histamina, serotonina, bradicinina,
prostaglandinas e leucotrienos, e normalmente ocorre antes do desenvolvimento da resposta imune.
A resposta imune acontece, quando as células sdo ativadas em resposta a presenca de organismo
estranho. Na inflamac¢ao cronica envolve a liberacdo de mediadores como interferon e interleucinas
que ndo sdo proeminentes na resposta imune (SILVA, 2002).

Atualmente, diferentes abordagens terapéuticas tém sido usadas a fim de controlar os
multiplos sinais e sintomas desencadeados pela resposta inflamatéria. Entre os firmacos mais
usados pode-se citar: os antiinflamatorios ndo esterdides (AINES), analgésicos opiodides, os
antagonistas op-adrenégicos, os anti-epiléticos e os antidepressivos (BERTOLLO, 2006).

Os antiinflamatérios podem atuar na diminui¢cdo da liberagdo de 4acido araquidonico,

impedindo a libera¢do de prostaglandinas e na inativagdo da enzima ciclooxigenase (COX -2)

12
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(SILVA, 2002, GOODMAN; GILAMAN, 2003). Apesar das diversas fontes terapéuticas, os
agentes antiinflamatorios podem apresentar varios efeitos colaterais. Varios estudos estdo sendo
realizados na tentativa de descobrir medicamentos mais eficazes € com menos efeitos colaterais

(SILVA; CARVALHO, 2004).

2.4 CANCER

Os primeiros relatos de ocorréncia de cancer em seres humanos datam do Egito antigo por
volta de 1500 a.c ¢ sdo referentes a descrigdo de ulceras cutineas resistentes a tratamentos
(COWLDRY, 1955).

Atualmente, o termo cancer ¢ usado para designar neoplasias malignas, doenca caracterizada
pelo crescimento descontrolado de células transformadas. Existem diversos tipos de cancer que
correspondem aos varios sistemas de células do corpo, aos quais se diferenciam pela capacidade de
invasdo dos tecidos e 6rgaos vizinhos ou distantes (DE ALMEIDA et al ., 2005).

As neoplasias, tanto benignas quanto malignas, sdo doengas genéticas cujas mutagdes que lhe
dao origem podem ser hereditariamente transmitidas pela linhagem germinativa ou adquiridas pelos
tecidos somaticos (ISSELBACHER et al., 1995).

De acordo com Alberts et al (1997), canceres que se originam de células epiteliais sdo
chamados carcinomas e os que se originam de tecidos conjuntivos ou musculares s3o denominados

sarcomas.

241 CARCINOMA

O tumor de Ehrlich foi introduzido por Paul Ehrlich em 1896 e descrito em 1906. Trata-se de
uma neoplasia originaria de carcinoma mamario de camundongos fémeas transplatada inicialmente

na forma solida. Em 1932, Lowenthal e Jahn converteram para forma ascitica, por meio da

13
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passagem seriada de fluido ascitico de animais inoculados intraperitonialmente com células
tumorais (DAGLI, 1989).
O Carcinoma de Ehrlich ¢ um dos tumores mais utilizados para experimentagao (DAGLI,

1989).

242 SARCOMA

O sarcoma 180 foi descoberto em 1914 no Godcer Laboratory (Columbia University, NY).
Foi encontrado inicialmente como uma massa sélida localizada na regido axilar de um camundongo
albino (SIGIURA, 1965).

No inicio foi classificado com carcinoma mamario, mas apos varios transplantes subcutaneos,
observou-se que suas caracteristicas morfologicas e seu comportamento eram peculiares de um
tumor sarcomatoso, passando entdo as ser chamado sarcoma 180 (SUGIURA et al., 1994).

As células do sarcoma 180 sdo de dificil obtencao, sendo utilizada em varios centros de

pesquisa e apds a inoculacdo, o tumor desenvolve-se em 90 a 100% dos casos (BUCHI, 2002).

14



Farias, M. R. K. C. Investigac@o das propriedades farmacologicas de Azadirachta indica A. Juss

3. Objetivos

15
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo avaliar as propriedades farmacologicas da espécie A. indica

A. Juss

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificagdo botanica do vegetal;

e Obtencdo do extrato hidroalcoolico das folhas de A. indica A. Juss.

e Avaliar a toxicidade aguda do extrato - determinacdo da dose letal para 50% da populacao
(DLsy).

e Determinacao da concentracao letal para 50% da populacao (CLsy).

e Averiguar a atividade antiinflamatoria do extrato hidroalcodlico da A. indica A. Juss

e Avaliar os efeitos antitumorais do extrato da A. indica A. Juss através de analise

quantitativa em Carcinoma de Ehrlich e Sarcoma 180.
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AVALIACAO DA TOXIDADE AGUDA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO
DAS FOLHAS Azadirachta indica A. Juss.

Maria Rita de Késsia Costa de Farias', Ana Ruth Sampaio Grangeiro', Clarissa Fernanda Queiroz
Siqueira', Arquimedes Monteiro Fernandes de Melo', Isla Vanessa Gomes Alves Bastos”, Falba

Bernadete Ramos dos Anjos®, Ivone Antonia de Souza**,

lDept. de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco; > Centro de Ciéncias
Biolégica, Universidade Federal de Pernambuco; *Dept. de Histologia ¢ Embriologia, Universidade
Federal de Pernambuco; 4Dept. de Antibioticos, Universidade Federal de Pernambuco, Recife — PE,
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RESUMO

Azadirachta indica A. Juss, pertencente a familia Meliaceae, popularmente conhecida como
nim e amargosa ¢ uma planta de origem asidtica. Diferentes partes da planta apresentam
propriedades medicinais como atividade antiviral, antibacteriana, antifungica antidiabética
antiinflamatéria, antiséptica, contra doencas de pele, anti-ulcera e antitumoral. O extrato
hidroalcoolico das folhas de Azadirachta indica A. Juss., familia Meliaceae foi avaliado quanto as
suas propriedades toxicas. Inicialmente, avaliou-se a concentragdo letal 50% (CLsp) em larvas de
Artemia salina, em seguida, determinou-se a dose letal 50%(DLsp) em camundongos machos
albinos Swiss, administrado por via oral. A CLs encontrada foi de 617,25537 ug/ml.. No estudo da
toxicidade aguda foram observadas reacdes comportamentais estimulantes. Durante os ensaios da
toxicidade aguda nao houve obitos dos animais. Dos resultados obtidos pode-se observar que o
extrato hidroalcoolico de Azadirachta indica A. Juss possui baixa toxicidade quando utilizada por
via oral.

Unitermos: Azadirachta indica, Meliaceae, Toxidade Aguda, CLso, DLs.

Autor para correspondéncia: Departamento de Antibidticos, Universidade Federal de Pernambuco, 50670 —

901, Recife — PE / E-mail: ias10@pop.com.br
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ABSTRACT

Azadirachta indica belonging family Meliaceae, Known populary by nim, amargosa is a plant
native to Asian. Different part of this plant have been reported to possess medicinal properties like
antiviral, antibacterial, antifungal, antidiabetic, anti-inflammatory, antiseptic, curing of skin
diseases, antiulcer and antineoplasic. The Hydroalcoholic leaf extract of Azadirachta indica A. Juss
(Meliaceae), was evaluated as to some toxicity features. First, the LCsy (Lethal Concentration 50%)
was conducted using Artemia salina larvae as bioindicator. The LDs, was perfomed on male swiss
albine mice by oral injections. The study about acute toxicity showed effects stimulating.
Administration of leaves extract A. indica did not produce died the mice. The mean LCs related to
A. salina larvae attained 617,25537 pg/ml. These data suggest that the hydroalcoholic leaf extract of
Azadirachta indica A. Juss showed low toxicity.

Keywords: Azadirachta indica, Meliaceae, acute toxicity, LCsp, LDsy.

INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais para tratamento, cura e preven¢do de doengas ¢ uma das
mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade (DAVID; DAVID, 2002, VEIGA
JUNIOR; PINTO, 2005).

No Brasil, considerando a diversidade das espécies vegetais, bem como a riqueza etno-
cultural, as plantas medicinais ocupam posi¢ao de destaque no tratamento de doengas. Possibilitando
deste modo o resgate e a preservagdo dos saberes populares nas comunidades (AGRA, 1996,
GARLET & IRGANG, 2001). Contudo, estas plantas devem ser utilizadas com precaucdo, pois

algumas podem apresentar atividades toxicas. (LORENZI & MATOS, 2002).

Espécies da familia Meliaceae sdao conhecidas na medicina popular por sua atividade
inseticida e por sua madeira bastante resistente, facil de trabalhar, sendo utilizada em varios paises

na construgdo civil e na marcenaria (JOLY, 2002, SIMOES et al, 2004).
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A espécie Azadirachta indica A. Juss, conhecida popularmente por nim ¢ amargosa, possui
atividade antiviral, antibacteriana e antifingica (ISMAN et al., 1990; HARIKRISHMAN et al.,
2003), antidiabética e antiinflamatoria (CHATTOPADHYAY, 1997), antiséptica, contra doencas de
pele (MARTINEZ, 2002, WINKALER et al, 2007), anti-ulcera (BANDYOPADHYAY et al.,
2004) e antitumoral (DASGUPTA et al, 2004, KUMAR et al, 2006) .

O nim apresenta atividade contra insetos causando repeléncia e atraso no desenvolvimento
(JACKAI et al, 1992; SINGH; SINGH, 1998; SENTHIL et al, 2006, SEGOTTAYAN et al, 2007).

Segundo Thakurta et al (2007), camundongos albinos Swiss tratados com folhas A. indica
(1800 mg/kg/v.0) ndo apresentaram efeitos toxicos e nao houve oObito. Também foi observado a
auséncia de efeito toxicos em gatos tratados com extrato hidroalcoolico das folhas de nim, na dose
de 1000mg/kg/i.p (CHATTOPADHYAY, 1997).

Este trabalho teve por objetivo avaliar a toxicidade aguda através da DLsy e CLs e as reagdes
comportamentais dos camundongos tratados com o extrato hidroalcoodlico (EHA) das folhas de

Azadirachta indica A. Juss.

MATERIAL E METODOS

Material botanico

Folhas de Azadirachta indica A. Juss foram coletadas durante o de setembro a dezembro de
2006 na Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria — IPA localizado no bairro de San
Martin e em seguida foi identificada pela botanica Dra Rita Pereira e registrada em exsicata para

deposito no herbario do IPA, sob numero 66139. O material vegetal foi acondicionado em sacos
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plésticos e levado ao Departamento de Antibidticos, e mantido em local arejado, a temperatura

ambiente (27°C), até sua utilizacio.

Obtencéao do extrato

As Folhas coletadas foram conduzidas a estufa numa temperatura de 35° C por um periodo de
72 horas para secagem. O material seco foi triturado em moinho mecanico e o p6 misturado a
solucdo hidroalcoodlica (50% de 4gua destilada: 50% de alcool), agitado em temperatura ambiente
durante 8 horas repetindo-se o procedimento por trés vezes. Em seguida o material filtrado foi
concentrado em rotaevaporador sob pressdo. O extrato concentrado apresentou caracteristica
viscosa em temperatura ambiente. Para realizacdo da experimenta¢do o material foi dissolvido em

solucao fisiologica.

Animais

Foram utilizados camundongos machos albinos Swiss (Mus musculus), com
aproximadamente 60 dias de nascidos e peso entre 25 e 35g, procedentes do Biotério do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram divididos
em grupos (n=5) ¢ mantidos em gaiolas de polipropileno com agua e ra¢do ad libitum, em
condigdes controladas de iluminagdo (ciclo 12 horas claro/escuro) e temperatura (22 + 2°C). O
protocolo experimental foi realizado de acordo com os principios éticos da Comissdo de Etica de

Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pernambuco sob o numero

23076.006048/2008-17.

Determinacédo da DLs,

Para realiza¢dao do ensaio os animais permaneceram em jejum durante oito horas e receberam
agua ad libitum. Os animais foram divididos em grupos: controle e tratado. Ao grupo controle foi

administrado por via oral (v.0), solucdo fisiologica (0,9%) enquanto os grupos tratados receberam
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doses crescentes do extrato hidroalcoolico (EHA) das folhas de A. indica A. Juss (400, 800, 1600,
1920, 3000, e 5000 mg/kg/v.0). Apds a administracdo os animais foram observados durante 60
minutos, nos quais foram analisadas as posturas, mobilidade e agressividade de acordo com a tabela
de Malone (1977). Todos os efeitos foram comparados com o grupo controle € os animais foram

monitorados por mais 72 horas.

Determinacéo da CLs

A CLs ¢ utilizada para determinar a toxicidade sobre Artemia salina, sendo um método
rapido, confidvel, simples e de baixo custo (SIQUEIRA; DANTAS, 2000).

Para a determinagdo da CLs, foram utilizadas larvas de Artemia salina Leach obtidas da
incubag@o de cerca de 20mg de cisto de A. salina, sob luz artificial durante 48 horas. As larvas
foram divididas em grupos e ficaram expostas a diferentes concentra¢des do extrato hidroalcoolico
de Azadirachta indica A. Juss e os percentuais de mortalidade foram determinados 24 horas apos o

experimento (MEYER et al., 1982).

RESULTADOS
Toxicidade aguda e determinacéo da DLsg

O extrato hidroalcodlico das folhas de A. indica apresentou um rendimento de 10,5%.
Durante a avaliagdo dos efeitos da toxicidade aguda foi constatado que as doses produziram varias
reacdes nos primeiros 60 minutos de observacdo como demonstrados na tabela 1. Os efeitos mais
observados foram reacdes comportamentais com caracteristicas estimulantes, tais como piloerecao,
exoftalmia, reagdo de fuga, movimento estereotipado, erecdo de cauda, movimento de vibrissas,

postura de ataque e tremores finos.
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Entretanto, os animais também apresentaram comportamentos depressores, tais como
diminui¢do da freqiiéncia respiratoria e abaixamento do trem posterior. As doses agiram

diferentemente em relagdo ao tempo, manifestagado, freqiiéncia e intensidade do efeito.

Nas doses de 400, 800, 1600 e 1920mg/kg/v.0 foram observados nos animais, sinais de
hipertrofia testicular e aumento da libido, fato que nao foi observado nas doses mais elevadas. Nas

doses de 3000 e 5000mg/kg/v. o os animais ficaram bastante agitados e agressivos.

Em todas as concentragdes administradas, 400, 800, 1600, 1920, 3000 e 5000 mg/kg/v.o, ndo

houve 6bito de nenhum animal durante os 60 minutos de observagao e 72hs apds administragao.

Determinacédo da CLg,

O teste foi realizado em triplicata para cada concentracdo. As concentragdes utilizadas no
teste foram: 1000 ug/mL, 750 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL e 50 pg/mL obtidas a

partir de diluigdes da solugao inicial em agua do mar.

O calculo da concentragdo letal média (CLsp) do extrato foi realizado a partir das
concentragdes estudadas utilizando o programa PROBIT. exe. A taxa de mortalidade do EHA
cresceu progressivamente com o aumento da dose (grafico 1) e a CLsp do EHA de A. indica foi de

617,25537 pg/ml.

DISCUSSAO

As plantas medicinais apresentam substancias que podem desencadear reagdes adversas, seja
por seus componentes, seja pela presenca de contaminantes, ou até mesmo, resultado das
preparacdes caseiras duvidosas e também os adulterantes contidos em fitoterapicos comercializados

(TUROLLO; NASCIMENTO, 2006). Portanto, todo produto natural usado para fins terapéuticos
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deveria ser submetido a testes de eficiéncia e seguranga com as drogas sintéticas (TALALAY;
TALALAY, 2001).

Os resultados obtidos sugerem que o extrato hidroalcodlico de A. indica atua sobre os
neurotransmissores excitatorios e inibitorios. Os efeitos estimulantes observados provavelmente
devem-se a liberagdo dos neurotransmissores excitatorios ou a inibi¢ao da recaptacdo. A inibigdo de
recaptacdo aumenta a concentracdo de neurotransmissores com o0s receptores, o que leva ao
aumento da atividade do neuronio. (SILVA, 2002). Os efeitos depressores foram pouco evidentes,
provavelmente porque houve um esgotamento dos neurotransmissores excitatorios. (SILVA, 2002).

A A.indica ¢ constituida quimicamente por limindides que sdo tetraterpendides ¢ possui
atividade inseticida (SIMOES et al., 2004, SENTHIL et al., 2006). Os terpenos sdo conhecidos por
apresentar a¢do no sistema cardiovascular e no sistema nervoso central (SIMOES et al., 2004).
Aumento da freqiiéncia respiratoria, piloere¢ao, agitacao, reacao de fuga foram efeitos observados
com doses mais elevadas do extrato hidroalcodlico das folhas de A. indica, possivelmente pela

presenca de terpenos.

CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos da experimentacdo sugere-se que o extrato hidroalcoolico de
Azadirachta indica A. Juss com dose maxima de 5000 mg/kg/v.o apresentou efeitos que

caracterizaram sua a¢ao como estimulante a nivel central nos animais.

Segundo os dados obtidos na DLsy, o extrato hidroalcoolico das folhas de Azadirachta indica

A. Juss pode ser considerado atoxico quando administrado por via oral (SCHUARTSMAN, 1992).
Em relagdo a CLsp, o extrato pode ser considerado moderadamente toxico ja que sdo
classificadas como toxicas, substancias, com CLsy proximos a zero pg/mL e valores proximos de

1000 sdo menos toxicas (MEYER et al., 1982).
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Ha perspectivas para que novos estudos sejam realizados, corroborando na elucidagdo dos
mecanismos de acdo deste vegetal, bem como prevenir a populacdo que apesar de ser considerada
atoxica a A. indica quando administrada por via oral causa efeitos como aumento da freqiiéncia

respiratoria e agitagao.
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Tabela 1 - Efeitos toxicologicos provocados pelas doses do extrato hidroalcoolico das folhas de
Azadirachta indica A. Juss administradas em camundongos albinos Swiss (Mus musculus).

Dados obtidos durante os 60 minutos apds administracdo do extrato.

PARAMETROS DOSE (mg/kg)
400 800 1600 1920 3000 5000
ESTIMULANTES

Aum freq resp. + + + Tt 4+ ++
Piloeregdo + + ++ ++ +++ +4++
Exoftalmia + + + ++ +++ +++
Mov estriotipado + + ++ ++ +++ 4+
Tremores finos + + + + ++ ++
Ere¢do de cauda + + + ++ +++ +++
Mov. Circular + + + + + ++
Mov. Vibrissias + + + ++ ot o+
Agitagdo + + + ++ -+ o+
Fascilagdes na cauda - - - - - -
Convulsao tonico - - - - - -
Postura ataque + + + + ++ +++
Saltos + + ++ +++ +++ +++
Lev. Trem posterior - - - - - -
DEPRESSORES
Dim. Freq. Resp. - - - + + +
Dispnéia - - - - - -
Prostacao - - - - - -
Alteracdo marcha - - - - - -
Abaix trem posterior + + + + + +
OUTROS
Espasmos - - - - - -
Excrecgao fecal + + + + ++ ++
Diarréia - - - - - -
Diurese + + + + + +
Contor¢do abdominal - - - + + +
Distensao abdominal - - + + ++ I
Refluxo + + + + ++ ++
Comportamento exploratdrio + + + + + ++
Reagdo de fuga ++ ++ ++ ++ o +++
Agressividade + + ++ ++ +++ +++
Cianose - - - - - -
Edema de focinho + + ++ ++ 4t ++
Hipertrofia testicular ++ +++ +++ +++ + +
Petéquias - - - - n +
Alt: depressdo X agitagdo + + - - - -
OBITOS 0 0 0 0 0 0
-= semefeito  + = efeito leve ++ = efeito moderado +++ = efeito acentudao

* Adaptada de Malone, 1977.
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GRAFICO 1: Porcentagem de vivos acumulados X concentragio do extrato

hidroalcoolico das folhas de Azadirachta indica A. Juss em Artemia salina L.
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5. Arfigo []

Artigo a ser submetido a revista Brasileira de Farmacognosia
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RESUMO

A espécie Azadirachta indica A. Juss, conhecida popularmente por nim ¢ amargosa, possui
atividade antiviral, antibacteriana, antifiingica antidiabética, antiinflamatoria, antiséptica, contra
doencas de pele, anti-tlcera e antitumoral. . Estudos fitoquimicos demonstraram a presenca de
triterpenos, saponinas, alcaloides, taninos, cumarinas, proteinas, flavondides e acucares. Este
trabalho teve como objetivo avaliar a a¢do do extrato hidroalcodlico (EHA) das folhas de A. indica
na reversdo da fase aguda do processo inflamatério do edema de pata induzido por carragenina. O
grupo padrao recebeu indometacina(20mg/kg), ao controle foi administrado solucao fisiologica
0,9% e o grupo tratado recebeu doses de 250, 500 e 1000mg/kg do extrato hidroalcoolico das folhas
de A. indica, todos por via oral (v.0). A avaliagdo do extrato hidroalcodlico das folhas de A. indica
revelou um aumento significativo do volume do edema, sugerindo um efeito edematogénico em
todas as doses administradas (250, 500 e 1000mg/kg/v.0).

Unitermos: Azadirachta indica A. Juss, Edema de pata, efeito edematogénica.
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ABSTRACT

Azadirachta indica belonging family Meliaceae, Known populary by nim, amargosa is a plant
native to Asian. Different part of this plant have been reported to possess medicinal properties like
antiviral, antibacterial, antifungal, antidiabetic, anti-inflammatory, antiseptic, curing of skin
diseases, antiulcer and antineoplasic. The compounds isolated from A. indica have been
demonstrated saponinas, triterpenes, tannins, alkaloids, flavonoids, coumarin, proteins and sugars.
The group standard received indometachin (20mg/kg), group control was administrate solution
physiological 0,9% and the group teat received doses at 250, 500 and 1000mg/kg of hydroalcholic
extract leaves of A. indica, route oral (v.0). This work have with objective evaluate the activity of
anti-inflammatory hidroalcoholic leaves extract A. indica carragenan-induced hind paw edema
model was used in wistar rats (Rattus novergicus). The found results presented indicative that
extract of leaves of A. indica increased significant of the volume of edema, thus suggesting a
possible edematogenic effects, in doses administrated (250, 500 and 1000mg/kg/v.0).

Keywords: Azadirachta indica A. Juss, hind paw edema, edematogenic effect.

INTRODUCAO

A familia Meliaceae compreende 50 géneros que estdo distribuidos predominantemente nos
tropicos de todo mundo (SCHULTZ, 1984, JOLY, 2002). O género Azadirachta possui uma tnica
espécie, Azadirachta indica A. Juss que é popularmente conhecida como nim ¢ amargosa. O nim é
uma planta de origem asidtica, de porte arbéreo, as folhas sdo alternas e suas flores sdo
hermafroditas reunidas em inflorescéncia (JOLY, 2002, SODEPAZ, 2006).

Estudo ja realizados demonstraram que a espécie A. indica A. Juss possui atividade antiviral,
antibacteriana ¢ antifingica (ISMAN et al., 1990; HARIKRISHMAN et al., 2003), antidiabética e
antiinflamatéria (CHATTOPADHYAY, 1997), antiséptica, contra doengas de pele (MARTINEZ,
2002, WINKALER et al, 2007, anti-ulcera (BANDYOPADHYAY et al., 2004) ¢ antitumoral

(DASGUPTA et al, 2004, KUMAR et al, 2006) .
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Segundo Martinez (2002) & Senthil et al (2006), A. indica ¢ conhecida ha 5.000 anos e
apresenta acao contra mais de 430 espécies de pragas que ocorrem em diversos paises, causando
multiplos efeitos, tais como: repeléncia, interrup¢do do desenvolvimento e da ecdise, atraso no
desenvolvimento, reducao na fertilidade e fecundidade, e varias outras alteragdes no
comportamento e na fisiologia dos insetos que podem leva-los a morte.

De acordo com Ross (2003), a A. indica contém alcaldides, taninos, cumarinas, proteinas,
flavonoides, saponinas e actcares. Estudos fitoquimicos vém demonstrando a presenga de fendis,
triterpenos e saponinas no extrato da casca de nim. (SUBRAMANIAN; LAKSHMANAN, 1996).

Visto a importancia etnofarmacoldgica da A. indica, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar a a¢do do extrato hidroalcoodlico (EHA) das folhas de A. indica na reversao da fase aguda do

processo inflamatério do edema de pata induzido por carragenina.

MATERIAL E METODOS

Material botanico

Folhas de Azadirachta indica A. Juss foram coletadas durante o periodo de setembro a
dezembro de 2006 na Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudria — IPA localizado no bairro
de San Martin e em seguida foi identificada pela botanica Dr® Rita Pereira e registrada em exsicata
para deposito no herbario do IPA, sob niimero 66139. O material vegetal foi acondicionado em
sacos plasticos e levado ao Departamento de Antibidticos, e mantido em local arejado, a

temperatura ambiente (27°C), até sua utilizagdo.

Obtencéo do extrato

As Folhas coletadas foram conduzidas a estufa numa temperatura de 35° C por um periodo de

72 horas para secagem. O material seco foi triturado em moinho mecanico e o p6 misturado a
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solug@o hidroalcodlica (50% de agua destilada: 50% de alcool), agitado em temperatura ambiente
durante 8 horas repetindo-se o procedimento por trés vezes. Em seguida o material filtrado foi
concentrado em rotaevaporador sob pressdo. O extrato concentrado apresentou caracteristica
viscosa em temperatura ambiente. Para realizacdo da experimentacdo o material foi dissolvido em

solucdo fisioldgica.

Animais

Foram utilizados ratos Wistar fémeas (Rattus novergicus), com aproximadamente trés meses,
pesando entre 180g e 250g procedentes do Biotério do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram divididos em grupos (n=5) e mantidos em
gaiolas de polipropileno com agua ad libitum e jejum por 12 horas antes do ensaio. Foram
controladas as condi¢des de iluminagdo (ciclo 12 horas claro/escuro) e temperatura (22 + 2°C). O
protocolo experimental foi de acordo com os principios éticos da Comissio de Etica de
Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pernambuco sob o numero

23076.006048/2008-17.

Edema de pata induzido por carragenina

A avaliagdo da atividade antiinflamatoéria foi realizada segundo o método de Winter et al.,
(1962), no qual o edema foi induzido pela injecdo de 0,1 mL de carragenina a 1% na regido
subplantar da pata esquerda posterior dos animais (controle, padrao e tratados). Trinta minutos antes
da injegdo de carragenina os animais do grupo tratado receberam doses do extrato hidroalcodlico de
A. indica A. Juss (250mg/kg, 500mg/kg e 1000mg/kg), o grupo padrdo recebeu indometacina (20
mg/kg) e o grupo controle, solucao salina a 0,9%, todos por via oral. Em seguida, a cada 60 minutos
foram quantificados os volumes das patas com edema, fazendo um total de 6 horas de observacao.

O volume da pata foi calculado segundo a formula:
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VT - Vi.
Onde:
VTt - volume final da pata a cada tempo

V1 - volume inicial

Andlise Estatistica

Os valores foram expressos em média + desvio padrao e testados com andlise de variancia
(ANOVA) e teste “t” de student, para avaliar as diferengas entre o grupo controle e tratados. O nivel

de significancia foi de p<0,05.

RESULTADOS

Os resultados obtidos no teste de atividade antiinflamatoria das folhas de A. indica estdo
representados no Grafico 1. A administracdo do extrato hidroalcoolico de A. indica nas doses de
250, 500 e 1000mg/kg/v.o provocaram um aumento do volume do edema. A atividade flogistica ja
havia sido observada durante o teste de toxicidade aguda em camundongos, onde foi visualizado
edema de focinho nos animais tratados com extrato.

O pico maximo do volume do edema nos grupos tratados com doses de 250 e 1000mg/kg do
extrato e com indometacina (20mg/kg) foi evidenciado na terceira hora (Figura 1).

Na terceira e sexta hora houve um aumento significativo do edema no grupo tratado com
extrato na dose de 250mg/kg (35,1% e 36% respectivamente). Na quinta hora, os animais tratados
com extrato nas doses de 500 ¢ 1000mg/kg apresentaram aumento significativo do edema, com

indices de 27,7 % e 35,5% respectivamente.
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A indometacina reduziu significativamente o volume do edema dos animais do grupo padrao
nas quarta, quinta e sexta hora com percentual inibitério de 46,1%, 35,3% e 26% respectivamente,

quando comparado com o grupo controle

DISCUSSAO

Dados da organizagdo mundial de Saude (OMS) demonstram que cerca de 80% da
populacdo mundial ja fez uso de alguma planta considerada medicinal a fim de aliviar algum de
seus males (CARVALHO & ALMANCA, 2003, FITOTERAPICO, 2005).

Nesse contexto, estudos sobre a medicina tradicional vém ganhando destaque nas éareas dos
agentes antiinflamatorios, anticancerigenos, antimicrobianos, antivirais usados nas doengas
infecciosas (SILVA, 2002).

A dor cronica afeta milhdes de pessoas todo o ano, implica ao longo do tempo problemas
sociais e comportamentais, diminuindo a qualidade de vida e afastando o individuo do trabalho
(SILVA, 2002). A lesdo tissular provoca a liberagio de uma série de neuromediadores que
promovem e facilitam a transmissdo dolorosa e as altera¢des inflamatdrias periféricas como edema,
calor e vermelhidao (GOODMAN; GILMAM, 2003).

O teste do edema de pata induzido por carragenina 1% ¢ bastante utilizado como modelo
experimental de inflamagdo, assim como avaliagdo de substancias antiflamatérias (LUCENA et al,
20006).

Segundo Chattopadhyay (1997), o extrato etanodlico das folhas de A. indica apresentou
atividade antiinflamatoria quando testado em ratos nas doses de 500, 1000 e 2000mg/kg/i.p. as
diferengas entre os resultados obtido e a literatura deve-se provavelmente a via de administracdao
utilizada (oral X intrapeitonial) e ao tipo de solvente (hidroalcodlico X etandlico). No extrato

hidroalcodlico ocorre maior extracdo de saponinas que sdo substancias polares e conhecidas por sua

38



Farias, M. R. K. C. Investigac@o das propriedades farmacologicas de Azadirachta indica A. Juss

acdo hemolitica (SIMOES et al., 2004). Tal fato sugere que a atividade edematogénica do EHA das
folhas de A. indica deve - se ao grande numero de saponinas.

A avaliagdo do extrato hidroalcodlico das folhas de A. indica revelou um aumento
significativo do volume do edema nas doses de 250 (terceira e sexta hora), 500 e 1000mg/kg (quinta
hora), sugerindo que o EHA das folhas de A. indica atua na libera¢ao de neuromediadores como
histamina e/ou bradicinina e/ou prostaglandinas. Outro possivel mecanismo do efetito
edematogénico ¢ a liberacdo de neuromediadores excitatorios como aspartato e glutamato e/ou
producao de 6xido nitrico (SILVA, 2002, GOODMAN; GILMAN, 2003).

Os efeitos observados nos animais tratados com indometacina estdo de acordo com Sanchez-
Mateo (2006) que afirmou tratar-se de um potente inibidor da cicloxigenase-2, capaz de reduzir o

edema e aliviar a dor.

CONCLUSAO

O extrato hidroalcodlico das folhas de Azadirachta indica A. Juss administrado por via oral em
Rattus novergicus apresentou significativamente efeito edematogénico nas doses de 250 (terceira e
sexta hora), 500 e 1000mg/kg (quinta hora), sugerindo um aumento da liberacdo de fatores
inflamatorios.

Outros protocolos experimentais de atividade antiinflamatdria devem ser realizados, afim de
complementar os resultados obtidos e prevenir a populagdo que utiliza este vegetal como inseticida
bioldgico e na industria de cosmético, que a manipulacdo de A. indica pode causar reagdes
inflamatorias, ou mesmo lesdes cutaneas a partir da formagdo edema. Este vegetal também pode

desencadear reacdes de hipersensibilidade aqueles que t€ém mais predisposicao a alergias.
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VOLUME DO EDEMA

GRAFICO 1. Efeito do extrato hidroalcodlico da folhas de A. indica nas doses de 250 (extrato 1),
500 (extrato 2) e 1000mg/kg (extrato 3), administrados por via oral, no modelo de edema de pata
induzido por carragenina em ratas Wistar (Rattus novergicus). Os valores representam a média +
desvio padrao. * p < 0,05 comparados os grupos tratados com o controle que recebeu apenas

solu¢do salina 0,09%. Teste “t” de student (n=5).
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6. Artigo

Artigo a ser submetido a revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas
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RESUMO

O cancer ¢ uma doenca devastadora que afeta a humanidade. A Organizagdo Mundial de
Satude (OMS) calcula que o nimero estimado de novos casos de cancer em todo o mundo chegard a
um bilhdo no século XXI. Azadirachta indica A. Juss, pertencente a familia Meliaceae,
popularmente conhecida como nim e amargosa ¢ uma planta de origem asiatica. Diferentes partes
da planta apresentam propriedades medicinais como anti-séptica, na cura da diabetes, problemas
dermatolodgicos, inseticida bioldgico. Estudos fitoquimicos demonstraram a presenga de triterpenos,
saponinas, alcaloides, taninos, cumarinas, proteinas, flavondides e acucares. Este trabalho
investigou a atividade antitumoral do extrato hidroalcodlico das folhas de A. indica frente ao
Carcinoma de Ehrlich e ao Sarcoma 180 implantados em camundongos albinos Swiss (Mus
musculus). De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que o extrato hidroalcodlico das folhas
de Azadirachta indica A. Juss nas doses de 250, 500 e 1000mg/kg ndo apresentaram reducdo
significativa dos tumores Carcinoma de Erhlich e Sarcoma 180.

Unitermos: Azadirachta indica, Atividade antitumoral, Carcinoma de Erhlich e Sarcoma 180.
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ABSTRACT

Cancer is a second disease that causes mortality in human. The World Health Organization
(WHO) has estimated that new cases of cancer can to reach one billion in 21* century. Azadirachta
indica belonging family Meliaceae, Known populary by nim, amargosa is a plant native to Asian.
Different part of this plant have been reported to possess medicinal properties like antiseptic,
antidiabetic, wound-healing, curing of skin diseases and pest-control agent. The compounds isolated
from A. indica have been demonstrated saponinas, triterpenes, tannins, alkaloids, flavonoids,
coumarin, proteins and sugars. This work have with objective evaluate the antineoplasic activity of
hidroalcoholic leaves extract A. indica front Ehrlich’s Carcinoma and Sarcoma 180 in mice (Mus
musculus). The found results presented indicative that extract of leaves of A. indica with doses of
250, 500 and 1000mg/kg didn’t produce tumoral inhibition significant in Ehrlich’s Carcinoma and
Sarcoma 180.

Keywords: Azadirachta indica, activity antineoplasic, Ehrlich’s Carcinoma and Sarcoma 180.

INTRODUCAO

O cancer ¢ uma doenga devastadora que afeta a humanidade. A Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) calcula que o niumero estimado de novos casos de cancer em todo o mundo chegaré a
um bilhdo no século XXI. O cancer pode ser controlado e, se diagnosticado precocemente, a cura ¢
possivel em muitos casos (CANCER, 2008). Novos agentes quimiopreventivos e quimiterapéuticos
estdo sendo desenvolvidos para a prevencdo e tratamento contra o cancer. Na busca de novos
medicamentos, que tenham atividade antitumoral e pouco efeito colateral, as plantas medicinais tem
sido de fundamental importancia na terapia contra o cancer, pois parte dos agentes antitumorais
utilizados na pratica clinica sdo oriundos de produtos naturais ou de seus derivados (MURRAY et

al., 2005).
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Azadirachta indica A. Juss, pertencente a familia Meliaceae, popularmente conhecida como
nim e amargosa ¢ uma planta de origem asiatica, de porte arboreo, as folhas sdao alternas e suas
flores sdo hermafroditas reunidas em inflorescéncia (JOLY, 2002, SODEPAZ, 2006).

Em vérios paises, incluindo o Brasil, essa arvore tem sido estudada para fornecer produtos
alternativos aos agrotoxicos, como extratos de frutos, sementes, ramos e folhas, e para controlar
pragas em culturas onde o uso de agrotoxico ndo ¢ permitido, como no caso dos cultivos organicos
(AZADIRACHTA INDICA, 2004). Além disso, algumas pesquisas vém mostrando que o nim ¢
uma planta medicinal que pode ser usada como anti-séptico, tonico, vermifugo, na cura da diabetes,
malaria, problemas dermatologicos, combate a sarna, pulga. (CHATTOPADHYAY, 1997,
MARTINEZ, 2002; WINKALER et al, 2007).

Estudos fitoquimicos demonstraram a presencga de fendis, triterpenos € saponinas no extrato
da casca de A. indica (SUBRAMANIAN; LAKSHMANAN, 1996), além da presenca de alcaloides,
taninos, cumarinas, proteinas, flavonoides, saponinas e actcares (ROSS, 2003).

Este trabalho investigou a atividade antitumoral do extrato hidroalcodlico das folhas de A.
indica frente ao Carcinoma de Ehrlich ¢ ao Sarcoma 180 implantados em camundongos albinos

Swiss (Mus musculus).

MATERIAL E METODOS

Material botanico

Folhas de Azadirachta indica A. Juss foram coletadas durante o periodo de setembro a
dezembro de 2006 na Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudria — IPA localizado no bairro
de San Martin e em seguida foi identificada pela botanica Dr* Rita Pereira e registrada em exsicata

para deposito no herbario do IPA, sob niimero 66139. O material vegetal foi acondicionado em
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sacos plasticos e levado ao Departamento de Antibidticos, € mantido em local arejado, a

temperatura ambiente (27°C), até sua utilizagio.

Obtencéao do extrato

As Folhas coletadas foram conduzidas a estufa numa temperatura de 35° C por um periodo de
72 horas para secagem. O material seco foi triturado em moinho mecanico e o p6 misturado a
solucdo hidroalcoodlica (50% de 4gua destilada: 50% de alcool), agitado em temperatura ambiente
durante 8 horas repetindo-se o procedimento por trés vezes. Em seguida o material filtrado foi
concentrado em rotaevaporador sob pressdo. O extrato concentrado apresentou caracteristica
viscosa em temperatura ambiente. Para realizacdo da experimenta¢do o material foi dissolvido em

solucao fisiologica.

Animais

Foram utilizados camundongos machos albinos Swiss (Mus musculus), com
aproximadamente 60 dias de nascidos e peso entre 25 e 35g, procedentes do Biotério do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram divididos
em grupos (n=5) ¢ mantidos em gaiolas de polipropileno com agua e ra¢do ad libitum, em
condigdes controladas de iluminagdo (ciclo 12 horas claro/escuro) e temperatura (22 + 2°C). O
protocolo experimental foi de acordo com os principios éticos da Comissdo de Etica de

Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pernambuco sob o numero

23076.006048/2008-17.

Implantacdo dos Tumores

Para o transplante dos tumores (Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich), foi retirada a massa
tumoral de um animal doador. A massa foi fragmentada, eliminando partes do tecido que estavam

necrosadas e as regides do tumor que apresentaram uma alta concentragdo de células em
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crescimento foram separadas e colocadas em solucdo fisiologica associado ao antibidtico. Um
fragmento desta amostra com cerca de 3mm de didmetro foi introduzido subcutaneamente na regiao

axilar do animal receptor (STOCK et al., 1955, KOMIYAMA et al ., 1992).

Tratamento (Inibi¢cdo do Tumor)

Os animais transplantados foram divididos em trés grupos: controle, padrdo e teste. O grupo
controle recebeu solucdo fisioldgica, o padrdo, metotrexato (5 mg/kg/v.0) e ao grupo teste foi
administrado o extrato de A. indica A. Juss nas doses de 250mg/kg/v.o, 500mg/kg/v.o e
1000mg/kg/v.o por via oral, durante sete dias. O tratamento foi iniciado 48 horas apos o transplante
dos tumores. Ao final do tratamento todos os animais foram sacrificados, ¢ os tumores retirados,

dissecados e pesados.
A inibicao tumoral foi calculada segundo a formula abaixo:
TWI% =C-Tx 100
C
Onde:
TWI% = % de inibicdo tumoral; C = média dos pesos dos tumores dos animais do grupo

controle; T = média dos pesos dos tumores dos animais do grupo teste

Analise Estatistica

Os valores foram expressos em média + desvio padrdao e testados com analise de variancia
(ANOVA) e teste “t” de student, para avaliar as diferengas entre o grupo controle e tratados. O nivel

de significancia foi de p<0,05.
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RESULTADOS

Os resultados obtidos dos animais dos grupos controle, padrdo (metrotexato a Smg/kg) e
tratados com extrato hidroalcoolico das folhas de A. indica nas doses de 250, 500 ¢ 1000 mg/kg
frente ao Carcinoma de Ehrlich e Sarcoma 180 estdo representados no grafico 1 e 2
respectivamente.

Os animais portadores de Carcinoma tratados com extrato hidroalcodlico das folhas de A.
indica na dose de 250mg/kg/v.o apresentaram uma redug@o do tumor discretamente significativa de
63,8% e ndo significativa do grupo tratado com 500mg/kg de 18%, quando comparada com ao
controle. Os que foram tratados com a dose de 1000mg/kg, verificamos um aumento nao
significativo nos pesos dos tumores de forma semelhante ao grupo controle, sugerindo uma
limitagdo da dose. O grupo de animais tratados com metrotexato apresentou uma redugao
discretamente significativa de 63,1% no peso dos tumores quando comparado com o grupo
controle.

Em relag@o aos animais portadores de Sarcoma o indice de inibi¢do do tumor nas doses de
500 e 1000mg/kg/v.o foi de 25,2% e 30% (ndo significativa). Os animais tratados com a 250mg/kg
apresentaram um aumento ndo significativo do peso dos tumores. Houve uma diminui¢io
estatisticamente significativa de 66% no peso dos tumores do grupo tratado com metrotexato.

Macroscopicamente, os animais com tumor de Ehrlich do grupo controle apresentaram
hipertrofia do figado e baco e modificagdo na coloracdo dos rins. Nos animais do grupo padrdo
todos os Orgdos apresentaram mudancas na coloragdo e hipertrofia do baco. Nos animais tratados
com extrato foram observadas alteragdes como hipertrofia do figado, bago e dos rins e regides com
necrose € pontos hemorragicos. Tais alteracdes ficaram mais evidentes com o aumento da dose

administrada nos animais tratados com extrato hidroalcoodlico de A. indica. Nos animais com
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Sarcoma apresentaram as mesmas alteragdes nos grupos controle, padrdo e tratados, porém areas
necroéticas e pontos hemorragicos foram mais evidentes na dose de 250mg/kg.

Nos animais tratados, os tumores apresentaram-se bem delimitados, com consisténcia solida e
no grupo padrao foi observada uma reducao dos tumores (TABELA 1).

Todos os animais tratados com metrotexato apresentaram intensa diarréia e perda de peso

corporal.

DISCUSSAO

Nos ultimos anos a descoberta de produtos naturais como agente antineopldsicos tem
proporcionado novos campos de pesquisas no combate ao cancer. A vincristina e a vinblastina sdo
exemplos de substincias antineoplasicas derivadas da espécie Vinca pervinca e amplamente
utilizada no tratamento quimioterapico (SILVA, 2002, GOODMAN; GILMAN, 2003).

Estudos cientificos comprovam a importancia de frutas e vegetais na dieta da populagdo
como forma de prevenir o cancer MURAKAMI et al., 1996).

Segundo Dasgupta et al (2004), verificou frente a linhagem papiloma uma inibi¢do tumoral
de 51,76% (250mg/kg) e 37,50% (500mg/kg) do extrato hidroalcoodlico das folhas de nim,
administrados por via oral, no tratamento de cancer de pele em camundongos. No mesmo trabalho,
foi verificada, nas doses de 250 e 500mg/kg uma reducgdo de 61,32% e 53,58% respectivamente no
tratamento de cancer de estomago.

Flavonoides, Alcaldides e limindides sdo metabdlitos secundarios presentes nas folhas de A.
indica (ROSS, 2003). Varios estudos tém demonstrado o potencial dos flavonodides no tratamento
de cancer, ja foram descritas a inibi¢do da incidéncia de papiloma de pele, em cobaias e a inibicao

de fibrossarcoma em camundongos (SIMOES et al., 2004, KUMAR et al., 2006).
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Segundo Kumar et al (2006), os limindides presentes nas folhas de nim apresentaram efeito
citotoxico para o neuroblastoma em ratos e para o oteosarcoma em humanos.

De acordo com os resultados obtidos o0 EHA das folhas de A. indica ndo apresentaram efeito
signifcante na redugdo dos pesos dos tumores nas doses administradas (250, 500 e 1000mg/kg/v.o)
sugerindo que o tipo de solvente utilizado (hidroalcodlico) ndo foi capaz de extrair as substancias
que sdo conhecidas por apresentar atividade antitumoral ¢ que estdo presentes na A. indica
(Flavonoides, Alcalodides). Na extragdo com solvente hidroalcodlico as substancias
preferencialmente extraidas é a saponina (SIMOES et al., 2004)

A 1inibicao do crescimento de um novo vaso sangiiineo pode prevenir o crescimento ou
progressao de um tumor benigno. O crescimento de novos vasos sanguineos ¢ necessario para a
nutri¢ao das cé€lulas que estdo se multiplicando. Deste modo, a interrup¢ao do tumor associado com
a inibi¢do da angiogénese poderia inibir o crescimento do tumor com baixa toxicidade sist€émica e
impedir a resisténcia das células tumorais as drogas antineoplasicas (STEELE; KELLOF, 2005)

Os efeitos observados nos animais tratados com metrotexato estdo de acordo com a literatura
que relata que até 90% de uma dose sdo excretados na urina dentro de 12 horas. Portanto o farmaco
ndo ¢ metabolizado e os niveis séricos sdo proporcionais a dose, contanto que a funcao renal e o
estado de hidratagao sejam adequados. Também foi constatada a ocorréncia perda de peso corporal
e diarréia intensa. ( SILVA, 2002, GOODMAN & GILMAN, 2003).

A diferenga de agdo do extrato frente as duas linhagens tumorais provavelmente ¢ devido a
origem e a fisiologia dos tumores. Vale ressaltar que tumores do tipo sarcomatosos sdo mais dificeis
tratar, porque afetam regides de tecidos 6sseos e musculos. (ALMEIDA et al, 2005).

O Crescimento do figado e bago nos animais portadores de Carcinoma e Sarcoma tratados

com extrato de A. indica nos conduz a estudos histologicos para analisar a origem da alteragdo, se
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foi devido ao tratamento com o extrato da planta ou devido a presenca do tumor, uma vez que tais

alteragdes também foram observadas no grupo controle.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que o extrato hidroalcoolico das folhas de
Azadirachta indica A. Juss nas doses de 250, 500 e 1000mg/kg ndo apresentaram redugao
significativa dos tumores Carcinoma de Erhlich e Sarcoma 180. Portanto, sugere-se um estudo com
outras linhagens tumorais, doses menores do extrato, bem como alertar a populagdo que utiliza este

vegetal para complicagdes gastrointestinais e antiinflamatorio.
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CARCINOMA DE EHRLICH - ME
DOS TUMOR

3,5
3 _
2,5 -

Pesos dos 2 -
tumores (9) 1.5

291

B CONTROLE B PADRAO

GRAFICO 1 : Média dos pesos do tumores para o Carcinoma de Ehrlich. Os valores representam a
média £ desvio padrdo. * p < 0,05 comparados os grupos tratados com o controle que recebeu
apenas soluc¢do salina 0,09%. Teste “t” de student (n=5).

SARCOMA 180 - MEDIA DOS PES

3,05

dos tumores (g)

O A. indica( 250/mg/kg)

H A. indica( 500/mg/kg) B A. indica (1000 mg/kg)

GRAFICO 2 : Média dos pesos do tumores para o Sarcoma 180. Os valores representam a média +
desvio padrao. * p < 0,05 comparados os grupos tratados com o controle que recebeu apenas
solucao salina 0,09%. Teste “t” de student (n=5).
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TABELA 1: Descricdo macroscopica dos tumores Carcinoma de Ehrlich e Sarcoma 180, nos

grupos controle, padrio e tratados com extrato das folhas de A. indica nas doses 250, 500 e

1000mg/kg de acordo com Dagli (1989).

SUBSTANCIA CARCINOMA DE SARCOMA 180
ADMINSTRADA EHRLICH
SALINA 0,09% Tumor altamente Tumor vascularizado, invasivo,

vascularizado, invasivo,
consisténcia sélida

consisténcia solida

METROTEXATO (5mg/kg)

Tumor com pontos
hemorragicos e formacao de
ascite

Tumor com pontos
hemorragicos e formacao de
ascite

A. indica (250/mg/kg)

Pouco vascularizado, bem
delimitado, consisténcia solida

Altamente vascularizado,
invasivo, consisténcia soélida

A. indica (500mg/kg)

Vascularizado, pouco invasivo,
consisténcia solida

Vascularizado, pouco invasivo,
consisténcia solida

A. indica (1000mg/kg)

Altamente vascularizado,
invasivo, consisténcia solida

Pouco vascularizado, bem
delimitado, consisténcia solida
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, concluimos que:

Segundo os dados obtidos na DLsyp, 0 EHA das folhas de Azadirachta indica A. Juss pode

ser considerado atdxico quando administrado por via oral.

. Emrelacao a CLs, a taxa de mortalidade de Artemia Salina cresceu progressivamente com o
aumento da dose do EHA e a CLs encontrada foi de 617,25537 pg/ml, indicando que o

extrato das folhas de A. indica é moderadamente toxico frente a Artemia salina

e A administragdo por via oral em do EHA das folhas de Azadirachta indica A. Juss em

Rattus novergicus apresentou significativamente efeito edematogénico em todas as doses

administradas (250, 500, 1000mg/kg).

e O extrato hidroalcodlico das folhas de Azadirachta indica A. Juss nas doses de 250, 500 e
1000mg/kg ndo apresentaram redugdo significativa dos tumores Carcinoma de Erhlich e

Sarcoma 180.
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