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Este trabalho foi desenvolvido visando avaliar a
toxicidade aguda do extrato hexanico de frutos de Melia
azedarach em camundongos. Foram compostos dois
grupos tratados, sendo um para cada dose, 300 mg/kg e
2000 mg/kg. Para cada grupo tratado foi utilizado um
grupo controle ndo tratado. Todos os grupos foram
compostos por seis animais, sendo trés de cada sexo. Os
animais foram avaliados aos 30 minutos, 1h, 2h, 4h, 6h,
12h e 24h e a partir de entdo diariamente, até o 14° dia
ap6s o tratamento, seguindo o screening hipocratico. A
cada trés dias, eles foram pesados e o consumo de ragdo
foi medido. Foi avaliada a presenca de alteracGes
macroscopicas e microscopicas no coragdo, rins, pulméo,
figado, baco, intestinos e cérebro. Em ambas as doses

RESUMO

nenhuma alteracdo em relagdo ao screening hipocratico
foi observada. Somente 0os camundongos machos tratados
com 2000 mg/kg apresentaram consumo de ragdo menor
que o controle, mas, ainda assim, o ganho de peso foi
semelhante entre os grupos. N&o houve diferenca
significativa quanto ao peso dos 6rgdos entre 0s grupos,
nem foram observadas alteracfes macroscopicas. N&o
foram encontradas alteracGes histopatoldgicas, com
excecdo de alteracBes pulmonares como hiperemia,
hemorragia e edema nos grupos tratado e controle. Pode-
se concluir que o extrato hexanico de frutos verdes de M.
azedarach ndo apresenta toxicidade aguda sobre
camundongos Swiss.

PALAVRAS-CHAVE: camundongos swiss; extrato hexanico de frutos verdes; histopatologia; Melia azedarach;

toxicidade aguda.

EVALUATION OF ACUTE TOXICOLOGICAL EFFECTS OF Melia azedarach
(MELIACEAE) HEXANIC FRUIT EXTRACT ON SWISS MICE

This study was developed aiming to evaluate the acute
effects of Melia azedarach hexanic fruit extract on mice.
Two treated groups, one for each dose, 300 mg/kg and
2000 mg/kg, were prepared. For each treatment group, a
non-treated control group was used. All groups were
composed of six animals, three of each sex. The animals
were evaluated at 30 min., 1h, 2h, 4h, 6h, 12h and 24h and
then daily, for 14 days after treatment, following the
Hippocratic screening. At each three days weight gain and
ration consumption were evaluated. Macroscopic and
microscopic alterations were evaluated in the heart,

ABSTRACT

kidneys, lungs, liver, spleen, intestine and brain. No
alteration in the Hippocratic screening in both doses,
during the 14-days interval, was observed. The mice
treated with the 2000 mg/kg doses consumed fewer
rations than the animals of the control group; however,
weight gain was statistically similar. No statistic
difference was observed between the weight of the organs,
and they had no macroscopic alterations. No
histopathologic alterations were found on the examined
organs, for both doses, except for lung alterations such as
hyperaemia, haemorrage and edema in both treated and
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control groups. Based on the results obtained, we
conclude that the hexanic extract of M. azedarach green
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fruits had no acute effects against Swiss mice.

KEYWORDS: acute effects; hexanic extract of green fruits; histopathology; Melia azedarach; Swiss mice.

INTRODUCAO

O uso de plantas no controle de pragas
agricolas € uma das mais antigas praticas da
humanidade (VENDRAMIM & CASTIGLIONI,
2000), sendo relatadas mais de duas mil plantas com
propriedades pesticidas conhecidas (ROEL, 2001). O
uso popular e mesmo tradicional, entretanto, ndo é
suficiente para validar as plantas medicinais como
medicamentos eficazes e seguros (AGRA et al.,
2007).

Evidéncias toxicoldgicas demonstram que
toda substancia é agente toxico em potencial,
dependendo apenas das condigdes de exposicao,
como dose administrada ou absorvida, tempo,
frequéncia e via de administracdo (CASTRO, 1993).
Assim, uma planta de uso terapéutico deve ter sua
acdo e nivel tdxico previamente avaliados, a fim de
se comprovar cientificamente os critérios de
seguranca (SIMOES et al., 2004). Os testes

toxicoldgicos sdo realizados para se ter dados sobre
as condi¢Ges em que 0s agentes quimicos produzem
efeitos toxicos, qual a natureza desses efeitos e quais
0s niveis seguros de exposicdo (LOOMIS &
HAYES, 1996).

Melia azedarach L. (Meliaceae) é uma
arvore originaria da India, Pérsia e Sri Lanka
(SILVA-JR, 1997), que se encontra distribuida em
quase todos os paises tropicais (BURKS, 1997). No
Brasil, é conhecida popularmente como cinamomo,
paraiso, santa-barbara, jasmin-de-caiena, lil&s-da-
china, arvore-santa, loureiro-grego, cha-de-soldado,
lilds-de-soldado, orgulho-da-india, além de outras
denominagBes. E uma arvore com altura superior a
10 m, com folhas alternadas, longo-pecioladas,
glabras, bipinadas, com foliolos ovais ou lanceolados
e agudos. Apresenta flores pequenas, em grandes
paniculas eretas e multiflorais, cheirosas, lilases na
cor e de anteras amarelas (BRAGA, 1976) (Fig. 1).

Figura 1 — Melia azedarach, Escola de Veterinaria e Zootecnia da UFG — arvore, flores e frutos verdes

(Fonte: arquivo pessoal)
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No Brasil, desde 1946, a utilizacdo de
extratos dessa planta ja era recomendada para a
protecdo de culturas agricolas contra o ataque de
gafanhotos (LEPAGE et al., 1946). Diversas
propriedades terapéuticas tém sido atribuidas a M.
azedarach, como atividade antifangica
(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), com grande destaque ao seu
potencial como biopesticida. 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 dessa
planta foi eficaz contra larvas de Aedes aegypti
(WANDSCHEER et al., 2004).

A atividade acaricida de M. azedarach
também foi estudada sobre carrapatos, especialmente
0 Rhipicephalus microplus. Comparando in vitro
extratos de frutos preparados com diferentes
solventes — hexanico, alcoolico e cloroférmico —
BORGES et al. (2003) observaram maior eficacia do
extrato hexanico sobre larvas e fémeas ingurgitadas.
Posteriormente, BORGES et al. (2005) e SOUSA et
al. (2011) obtiveram resultados promissores do
extrato hexanico dos frutos de M. azedarach no
controle de R. microplus em bovinos infestados.

Intoxicagbes por M. azedarach tém sido
observadas em animais domésticos e em humanos
devido a ingestdo de frutos e de folhas, sendo o fruto
considerado  mais toxico que as folhas
(KINGSBURY, 1964). MENDEZ et al. (2002)
produziram intoxicagdo experimental em bovinos
pela administracdo, em dose Unica oral, de folhas de
M. azedarach, nas doses de 5 a 30 g/kg de peso vivo.
Os sinais clinicos observados foram depressdo,
atonia ruminal, fezes endurecidas com presenga de
sangue, incoordenagdo, tremores  musculares,
deculbito esternal, hipotermia e dores abdominais. Os
sinais clinicos foram observados entre oito e 24
horas ap6s a ingestdo e o curso clinico durou entre
duas e 72 horas. Trés animais que receberam 30g/kg
morreram. Cdes que ingeriram acidentalmente os
frutos apresentaram disturbios gastrintestinais € no
sistema nervoso central, culminando com a morte em
36 horas (SILVA-JR, 1997).

Estudos de intoxicagdo experimental também
foram realizados em coelhos, administrando
oralmente frutos triturados de M. azedarach, mas
ndo se observou alteragdo clinica ou morte de
animais nas doses de 20, 25 e 30 g/kg (BEUTLER et
al., 2008). SEFRIN et al. (2008) observaram que
extratos aquosos de frutos verdes de M. azedarach
nas concentra¢es de 2,5%, 5,0% e 10,0% (p/v,
Iml/kg) (= 25, 50 ¢ 100 mg/kg) ndo causaram
mortalidade, sinais clinicos ou alteracdo dos padrdes
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bioguimicos, sobre ratos Wistar. Até o que se sabe,
ndo ha estudos avaliando a toxicidade aguda do
extrato hexanico de frutos de M. azedarach.

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 sdo toxicos para
os mamiferos; portanto, é necessario aprofundar as
pesquisas relacionadas a sua toxicidade aos
vertebrados antes de se recomendar sua utilizacdo.
Diante dos resultados promissores demonstrando 0s
efeitos carrapaticidas obtidos com o extrato hexanico
de frutos de M. azedarach (BORGES et al., 2003 e
2005, SOUSA et al., 2008, 2011), da necessidade de
se formular e comercializar produtos naturais
seguros tanto ao homem como aos animais,
desenvolveu-se este trabalho, com o objetivo foi
avaliar a toxicidade pré-clinica aguda do extrato
hexanico de frutos verdes de M. azedarach em
camundongos Swiss.

MATERIAL E METODOS

Frutos verdes de M. azedarach foram
coletados no Campus Il da Universidade Federal de
Goids — UFG, em Goidnia, GO (latitude 16°41°S;
longitude 49°15°W), (exsicata 27.611, Herbario da
UFG) em fevereiro de 2008, sendo processados neste
mesmo més. Os frutos, apds serem secos em estufa
na temperatura de 40°C, com circulagéo e renovagao
de ar, durante sete dias, foram triturados em moinhos
de facas rotativas. Em seguida, foram submetidos a
extracdo em Soxhlet, utilizando-se como solvente o
hexano, que foi posteriormente evaporado em um
rotaevaporador. O extrato foi armazenado em
geladeira a 4°C até a sua administracdo aos animais.

O grupo experimental foi composto por
camundongos Swiss (Mus musculus) pesando de 20
a 25 g, ndo-isogénicos, provenientes do Biotério
Central da UFG. Foram compostos dois grupos
tratados, sendo um para cada dose, 300 mg/kg e
2000 mg/kg. Para cada grupo tratado foi utilizado
um grupo controle ndo tratado. Todos 0s grupos
foram compostos por seis animais, sendo trés de
cada sexo.

No inicio do experimento, os animais foram
aclimatados na Sala de Manutencdo do Nucleo de
Estudos e Pesquisas Tdxico-Farmacoldgicas da UFG
(NEPET-UFG), por um periodo minimo de cinco
dias, sob condi¢fes padrédo (temperatura de 25+3 °C,
umidade relativa do ar de 30 a 70%, com controle do
ciclo claro/escuro de 12h), para averiguacdo do
comportamento, habitos alimentares e fisiologicos.
Os animais receberam racdo (Purina Labina®), agua
ad libitum e foram mantidos em gaiolas de
polipropileno (30 x 20 x 13 cm), com trés animais
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por gaiola. O experimento foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da UFG, registrado sob o
numero 107/2009.

Para o estudo da toxicidade aguda, foram
adotadas as metodologias preconizadas pelo Guia
para Testes de Quimicos da OECD 423 (OECD,
2001). A dose inicial de 300 mg/kg foi selecionada
com base no protocolo proposto pela OECD (OECD,
2001) para substancias ndo testadas ou com histérico
de toxicidade desconhecida. Como ndo foi observada
morte nesta dose, testou-se a dose mais alta
recomendada pelo mesmo protocolo, 2000 mg/kg.

Para administracdo do extrato, todos os
animais foram privados de alimento por oito horas e
pesados para ajuste do volume a ser administrado. O
extrato foi diluido em DMSO 5% em solucdo salina
e administrado aos animais por via oral (gavagem),
através de uma canula apropriada. Administrou-se o
veiculo (DMSO 5% em solucdo salina) ao grupo
controle pela mesma via. Foi administrado o volume
maximo de 1 mL/100 g de peso Vvivo.

Os animais foram avaliados aos 30 minutos,
1h, 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,
irritabilidade, resposta ao toque, resposta ao aperto
de cauda, contorcdo, posicdo do trem posterior,
reflexo de endireitamento, tdnus do corpo, forga para
agarrar, ataxia, reflexo auricular, reflexo corneal,
tremores, convulsdes, anestesia, lacrimagéo, ptose,
micgéo, defecacéo, piloerecdo, hipotermia,
respiragdo, 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 (MALONE & ROBICHAUD, 1962;
MALONE, 1977).

Os animais foram pesados a cada trés dias,
durante os 14 dias de tratamento, para a avaliacdo do
ganho de peso. Para determinacdo do consumo de
racdo, esta era pesada no momento de ser
disponibilizada aos animais e posteriormente no dia
de limpeza das gaiolas.

Ao final dos experimentos, todos os animais
foram anestesiados com solucdo xilazina-cetamina
0,2 mL/100 g, pela via intraperitoneal (8,75 mL de
cetamina (100 mg/mL) e 1,25 mL de xilazina (100
mg/mL)), via i.p., conforme protocolo da Cornell
University/Cornell Center for Animal Resources and
Education (FLECKNELL, 1996, KOHN et al., 1997)
e eutanasiados por deslocamento cervical de acordo
com “os principios éticos de experimentacdo
animal”, proposta pela Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratorio
(SBCAL/COBEA) e atendendo a lei 11.794 de 11 de
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outubro de 2008 (BRASIL, 2008) e & Resolugdo n°
01 do Conselho Nacional de Saude de 13 de junho de
1988 (BRASIL, 1988). As cavidades abdominal e
tordcica foram abertas e todas as alteracOes
macroscéopicas foram registradas. Em seguida,
coracdo, rins, pulmdo, figado, bago, intestino
(delgado e grosso) e cérebro foram coletados e
pesados. O peso relativo dos 6rgdos foi calculado
dividindo-se o peso do érgdo pelo peso do animal e
multiplicando-se por 100.

Para a andlise histopatoldgica, fragmentos de
todos os oOrgdos citados acima foram fixados em
formaldeido a 10%, processados para inclusdo em
parafina e corados pela técnica de hematoxilina-
eosina (HE). Foram analisados 0s seguintes
processos  patolégicos:  alteracdes  celulares,
intersticiais, vasculares, inflamatorias e distirbios no
crescimento e diferenciacao celulares (JUNQUEIRA
& JUNQUEIRA, 1983).

Para verificar diferencgas significativas entre
os grupos estudados, foi aplicado o teste de analise
de wvaridncia (ANOVA). As médias foram
comparadas através dos testes de t de Student e de
Tukey com nivel de significancia de p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

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

N&o houve diferenga de consumo de racéo
no grupo dos camundongos fémea em ambas as
doses e no grupo macho tratado com 300 mg/kg.
Somente 0s camundongos machos tratados com 2000
mg/kg apresentaram consumo de ragdo menor que 0
controle. Ainda assim, o ganho de peso obtido com
ambas as doses avaliadas, tanto em machos como em
fémeas, foi semelhante com o grupo controle,
evidenciando a ndo influéncia do extrato nesse
parametro (Tabela 1).

N&o se observou alteracdo macroscoépica e
também ndo houve diferenca significativa quanto ao
peso dos pulmdes, figado, rins, coragdo, cérebro,
baco e intestinos entre os grupos 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
(Tabela 2).

Ndo  foram  encontradas  alteracdes
histopatoldgicas no baco, coracdo, cérebro, figado,
intestinos e rins de camundongos machos e fémeas
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tratados com as doses de 300 mg/kg e 2000 mg/kg.
Foram observadas alteracdes no pulmdes, no entanto,
elas ocorreram da mesma forma em ambos o0s grupos
(tratados e controles). As alteracGes observadas
foram hiperemia (seis animais), hemorragia (um
animal) e edema (um animal) no grupo tratado com
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300 mg/kg, assim como no seu controle (quatro
animais com hiperemia, dois com hemorragia e dois
com edema). No grupo tratado com 2000 mg/kg, seis
animais tiveram hiperemia e no seu controle seis
tiveram hiperemia e dois hemorragia.

Tabela 1. Média + desvio padrao dos consumos de racdo e de ganho de peso de camundongos Swiss, machos
e fémeas, tratados com as doses de 300 e 2000 mg/kg de extrato hexanico de frutos verdes de Melia

azedarach, e animais controle

Fémeas Machos
Tratamento Consumo de Ganho de peso Consumo de Ganho de peso
racao (g) (9) racao (g) (9)
300 mg/kg 18,28 + 3,40a 4,66 + 1,52a 21,21+2,15a 6,30 £ 0,57a
Controle 16,5+ 1,55a 500+1,73a 19,92 +0,99a 466 +1,15a
2000 mg/kg 15,38 + 1,40a 4,66 +0,57a 16,57+1,22b 4,66 + 4,5a
Controle 15,14 + 1,29a 4,00 + 1,00a 20,14+ 0,66 a 8,30+ 3,78a

Em uma mesma categoria e tratamento, as médias seguidas de letras desiguais, diferem entre si estatisticamente pelo teste de T de

Student (p<0,05), em relagdo ao grupo tratado e controle.

Tabela 2. Peso relativo dos 6rgédos (%) de camundongos machos e fémeas dos grupos controle e tratado com
extrato hexanico de frutos verdes de Melia azedarach, na dose de 300 e 2000 mg/kg

Machos Fémeas
Orgéo Controle 300 mg/kg  Controle 2000 mg/kg  Controle 300 mg/kg  Controle 2000 mg/kg
Pulmdes 0,54+0,05 0,53+0,07 067+017 0,71+0,12 0,78+0,37 0,62+0,07 085+0,1 0,98+0,03
Figado 4,66+051 530+0,65 590+1,09 6,20+092 583+214 59+0,36 550+0,70 6,02+0,58
Coragdo 0,51+0,06 046+0,16 0,44+0,04 052+0,02 056+010 0,47+0,02 0,40+0,06 0,39+0,04
Rins 1,26+0,07 1,44+029 146+008 1,72+0,38 121+015 1,24+0,09 1,11+0,12 1,16 +0,18
Cérebro 0,93+0,04 1,01+0,13 0,92+0,15 1,15+0,21 1,16+0,07 1,16+0,07 1,24+0,07 1,35+0,02
Bago 0,29+0,05 0,29+0,15 0,29+0,02 0,31+0,03 0,71+0,73 0,34+0,01 0,35+0,02 0,35+%0,05

Né&o houve diferenga significativa entre os grupos controle e tratado — teste de Tukey (p< 0,05).

O extrato hexanico de frutos verdes de M.
azedarach ndo causou a morte de animais tampouco
alteracbes clinicas no screening toxicologico,
durante o periodo de observagdo, nos camundongos
tratados com as doses de 300 mg/kg e 2000 mg/kg.
Esses dados caracterizam o extrato como de baixa
toxicidade aguda, pois esta é observada quando
ocorrem efeitos adversos ap6s a administracdo oral
de uma simples dose, em curta duracdo (OECD,
2001).

O extrato de M. azedarach enquadra-se na
Classe 5, pois a estimativa da DL 50 foi superior a
2000 mg/kg, sendo considerado de baixa toxicidade
de acordo com o método de classes preconizado pela
OECD 423 (OECD, 2001). A dose seguinte a ser
testada seria a de 5000 mg/kg; no entanto, o estudo
dessa dosagem somente é recomendado em casos
excepcionais que justifiguem a sua necessidade.

Como a dose toxica de M. azedarach sobre
carrapatos, nos quais testes com extratos hexanicos
tém sido avaliados, ¢ baixa (0,25% =~ 0,25g/kg)
(BORGES et al., 2003, 2005; SOUSA et al., 2008,
2011), estudos com essa dose nao sdo recomendados,
tanto por questBes de bioética animal quanto por
questdes técnicas. Afinal, alteragdes em doses muito
elevadas poderiam ocorrer por descompensacdo do
organismo avaliado e ndo necessariamente por uma
acdo toxica especifica.

A toxicidade sisttmica de determinada
substancia pode se manifestar, também, por meio da
reducdo nos consumos de &gua e racdo, alteracdo
comportamental, apatia, ma condi¢do de pelagem e
alteracdo da massa relativa dos o6rgdos (MELO,
2001; GONZALEZ & SILVA, 2003). O peso
corporal é um dos pardmetros mais empregados em
avaliagdes toxicologicas para indicar o aparecimento,
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muitas vezes precoce, de efeitos toxicos de uma
determinada substdncia no organismo animal. A
auséncia de alteracdes nos pardmetros fisioldgicos
avaliados enfatiza a baixa toxicidade do extrato de
M. azedarach aqui avaliado. O mesmo pode ser dito
a partir da analise microscopica dos 6rgaos, que nao
revelou alteracOes no figado, rins e intestinos, érgaos
importantes no metabolismo e excregdo de
xenobidticos (HAYES, 2001).

Embora a toxicidade e o0s constituintes
toxicos de M. azedarach j& tenham sido bem
determinados (OELRICHS et al.,, 1983, 1985;
HUANG et al., 1995), no presente estudo ndo foram
observados sintomas de toxicidade. Resultados
semelhantes foram obtidos por SEFRIN et al. (2008),
gue observaram que extratos aquosos de frutos
verdes de M. azedarach ndo causaram mortalidade
nem alteragdes clinicas nas concentracdes de até 100
mg/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 guianensis, planta
também da familia Meliaceae, demonstraram que as
doses de 750 mg/kg e 1.500 mg/kg ndo produziram
sinais de toxicidade e/ou mortalidade.

A baixa toxicidade de uma planta pode ser
inerente a sua composi¢cdo quimica, mas pode
também ser explicada por influéncias biogeograficas,
pela parte da planta utilizada para o preparo dos
extratos, pelo solvente utilizado, entre outros
(HURST, 1942; OELRICHS et al., 1985), bem como
pela variedade da planta (BEUTLER et al., 2008).
Sabe-se que, em M. azedarach, a presenca de
diferentes compostos ja foi identificada em frutos de
plantas provenientes de diferentes regides do mundo
(MORGAN & THORNTON, 1973; ARIAS &
HIRSCHMAN, 1988; CABRAL et al., 1996). Vale
enfatizar que o extrato utilizado no desenvolvimento
do presente trabalho foi preparado a partir de
exemplares de M. azedarach que apresentaram alta
eficacia sobre o carrapato R. microplus (BORGES et
al., 2003).

CONCLUSAO

Pode-se concluir, portanto, que o0 extrato
hexanico de frutos verdes de M. azedarach na dose
de até 2000 mg/kg ndo apresenta toxicidade aguda
sobre camundongos Swiss. Ainda assim, ensaios
adicionais de toxicidade sub-aguda e cronica, efeitos
sobre organismos especificos e sobre o meio
ambiente, a fim de definir esta planta como de baixo
risco ao ambiente, animais domésticos e ao homem,
sS40 necessarios.
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