©

Universidade
Estadual de Goias

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CI’ENCIAS
APLICADAS A PRODUTOS PARA SAUDE

CARLOS EDUARDO LACERDA RAMALHO

Avaliagao da seguranga materno-fetal, da mutagenicidade e do
efeito hipoglicemiante de extratos secos obtidos das folhas
de Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae)

Anapolis - GO
2023




Termo de Autorizagao para Publicagao de Teses e
Dissertagcoes Eletronicas (TDE) na Biblioteca Digital

Observagoes:
1 — O formulario esta disponivel pela Biblioteca Central
2 — Anexar no verso da capa



CARLOS EDUARDO LACERDA RAMALHO

Avaliacao da seguranga materno-fetal, da mutagenicidade e
do efeito hipoglicemiante de extratos secos obtidos das
folhas de Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae)

Dissertacdo de Mestrado apresentada
ao Programa de Pdés-Graduagdo em
Ciéncias Aplicadas a Produtos para
Saude da Universidade Estadual de
Goias.

Orientador: Dr(a) Joelma Abadia
Marciano de Paula

Coorientador: Dr(a) Vanessa Cristiane S.
Amaral

Anapolis - GO
2023




Elaborada pelo Sistema de Geragdo Automatica de Ficha Catalografica da UEG

com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

RR165

RAMALHO, CARLOS EDUARDO LACERDA

Avaliacdo da seguranca materno-fetal, da
mutagenicidade e do efeito hipoglicemiante de extratos
secos obtidos das folhas de Azadirachta indica A. Juss
(Meliaceae) / CARLOS EDUARDO LACERDA RAMALHO;
orientador JOELMA ABADIA MARCIANO DE PAULA;
co-orientador VANESSA CRISTIANE DE SANTANA AMARAL. --
Anédpolis, 2023.

121 p.

Dissertacdo (Mestrado - Programa de Pdés-Graduacéo
Mestrado Académico em Ciéncias Aplicadas a Produtos
para Sautude) -- Campus Central - Sede: Anépolis - CET,
Universidade Estadual de Goias, 2023.

1. TOXICIDADE REPRODUTIVA. 2. ANOMALIAS CONGENITAS.
3. AZADIRACHTA INDICA. 4. SPRAY DRYING. I. PAULA,
JOELMA ABADIA MARCIANO DE, orient. II. AMARAL, VANESSA
CRISTIANE DE SANTANA, co-orient. III. Titulo.




Carlos Eduardo Lacerda Ramalho

“Avaliagdo da seguranga materno-fetal, da mutagenicidade e do efeito
hipoglicemiante de extratos secos obtidos das folhas de Azadirachta
indica A. Juss. (Meliaceae)”

Dissertacao defendida no Programa de Pés-Graduagao stncto sensu em
Ciéncias Aplicadas a Produtos para Saude da Universidade Estadual de Goias,
para a obtengao do titulo de Mestre, aprovada em 01 de margo de 2023, pela
Banca Examinadora constituida pelos seguintes professores.

,*Xy&mod&m‘p &LPOMOOLJ
/) Profa. Dra\.Joelma Abadia Marciano de Paula

Presidente da Banca
UEG
Hcg ik omagma Sk
Membro Interno
UEG

AN

Prof. Dr,'/ 0sé Luls Rodrigues Martins
[ | Membro Externo

UniEvangélica




AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais, especialmente minha mde e minha madrinha, por proverem
acesso a educagdo, saude, moradia e todo o suporte ao longo da vida para que
aqui pudesse chegar.

Agradeg¢o a minha namorada e companheira pela compreensdo e paciéncia ante
minha falta de paciéncia e muitas vezes auséncia.

Aos professores orientadores e coorientadores Dr(a) Joelma Abadia M. de Paula,
Dr(a) Vanessa Cristiane S. Amaral e Dr Walter Dias Junior dotados de imenso
conhecimento, disposi¢do e paciéncia. Sempre presentes e solicitos tornaram
essa jornada uma oportunidade de aprendizagem constante.

As colegas Pabline Silva Gasparoti, Graziele Alicia Batista Caixeta e Anielly
Monteiro de Melo que compartilharam dos laboratorios, dividiram suas
experiéncias e me ensinaram a como trabalhar no laboratorio.

Aos alunos de inicia¢do cientifica Diego dos Santos Reis, Micaelle Cristina de
Oliveira, Daniele Milany Fernandes Silva,

A todos aqueles que mesmo ndo estando aqui nominalmente descritos me auxiliaram
nessa maratona.

A instituicao Universidade Estadual de Goias — UEG.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa, que autorizou afastamento e
custeou o meu salario para que eu pudesse me capacitar.

A Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e ao
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPgq) pelo

apoio financeiro.



SUMARIO

1. INTRODUGAO . ... 16
2. REVISAO DA LITERATURA . ....oooieie oot 19
2.1 Azadirachta indica A. JUSS (MELIACEAE).........cccoeeeeiiiiiiiiannn 19
2.2 Principais compostos bioativos relatados nas folhas de
AzadiraChta iNQICA...............ueeeeeeeeeee ettt 20
2.2.1 Isoprenoides € N30 iSOPrenoIdes...........vueeeeeeiiviiieeeeeeeeiiieeeeeeeennans 21
2.3 Atividade atribuidas aos compostos presentes nas folhas de
AzadiraChta iNAICA..............coueeiieiiiiee e 23
2.3.1 Atividade antidiabética.............ccoooiiiiiiiiiii e, 23
2.3.2 Atividade anti-CANCEN.............cciiiiiiiieie e 25
2.3.3 Atividade antioxidante............cocoooiiiiiiii i 26
2.3.4 Atividade anti-inflamatéria e antipirética.............cccccoeeeeieiiinen. 27
2.3.5 Atividade em desordens neuroldgicas............ueeueiiieeeeeeeeeeeeeneeeee. 28
2.4 Obtencéao de extrato seco por aspersao (spray drying).................. 28
2.5 Estudos N80-CliNICOS.......cooiiiiiiiieeeeeee e 29
2.5.1 Toxicidade aguda.........ccccoeieieieeiiiiiieeceeeeee e ee e 30
2.5.2 Toxicidade reprodutiva.............cooeieiriiiiiiiiiiiiieeee e 31
2.5.3 Teste de genotoxicidade............cooeeuiiiiiiiiiiiiiie e 34
B OBUETIVOS. ...ttt 35
3.1 OBJETIVO GERAL.....ooeeeeeeee e 35
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.......eoeeeeeeeeeeeeee e 35
AMETODOS. ...ttt ettt ettt 36
4.1 Obtencgao do extrato seco a partir das folhas de Azadirachta indica. 36
4.1.1 Obtencao e caracterizagao do material vegetal........................... 36
4.1.2 Obtengao do extrato liQUIdO ..........ccooeiiiiiiiii e, 36
4.1.3 Concentragao e caracterizacao do extrato liquido....................... 37
4.1.4 Obtencgao e caracterizagao do extrato seco por aspergéo (spray
(oY [0 ) ISR 37
4.1.4.1 Rendimento de secagem.............oeuiumiiiiiieeee e 39
4.1.4.2 Perda por dESSECAOD. ........ceeeeieiiiiiieeeeeeiie e e ee et e e e e e e e eeeenans 39
4.1.4.3 Atividade de agua............ooovmiiiiiiiiiiiee e 39
4.1.4.4 Teor de flavonoides totais expressos como rutina................... 40
4.1.4.5 Perfil cromatografico para compostos fendlicos....................... 41
4.1.4.6 Teor de rutina.........ccooeeiiiiiiiiire e 42
4.1.5 Validagdo do meétodo analitico de doseamento da rutina por
CLAE/DAD. ... ettt e a e 43
4.2 Testes COM aniMaiS......ccouuiiiieeiiiiie e e 47
4.2.1 ASPECLOS BLICOS ....ovvviiiiieiiec e 47
G B N o 10 0 = 11 TP 48
4.4 Estudo de toxicidade reprodutiva.............cccooeeiiiiiiiiiii i 48
4.4.1 ACasalamentO..........uuuiiiiiiiiiie e 48
4.4.2 Grupos experimentais e tratamento..............cccceeeeeiiiiiiieeiieiinnnnnn. 49
4.4.3 Avaliagao da toxicidade materna do extrato seco das folhas de
AzadiraChta iNQICA...............couiiiiiiiiiie e 50

4.4 .4 Avaliagao dos parametros de desempenho reprodutivo materno 51




4.4.5 Massa dos 6rgaos e analise histopatologica...........cccceeeeeeeeeennn. 52

4.4.6 Avaliagao dos parédmetros bioquimicos maternos....................... 53
4.4.7 Morfologia externa e medidas morfométricas fetais................... 53
4.4.8 Analise esquelética dos fetos.........coovriiiiiiiiiiiiiiii e 53
4.4.9 Analise visceral dos fetos.........cooovveiiiiiiiiieicce e, 54
4.5 Teste do micronucleo (MN)........ooeveiiiiiiiie e 54
4.6 Avaliagao do efeito hipoglicemiante.............ccccovviiiiiiiiccicieceee, 55
4.6.1 Inducéo do estado diabeétiCo..........uuueuuiiiiiiiiiin 55
4.6.2 Grupos experimentais e tratamento .............cccooeeviiiiiieeiiiiiiinn... 56
4.6.3 Afericdo da glicemia............oooiiiiiiiiiiii 57
4.7 Analise estatistica.........ccccooeeiiiiiiiiie e 57
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.........ciieeeeeeeeee e 59
5.1 Extrato liquido concentrado............ccooovvuiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeceeeeeee, 60
5.2 Obtencéo e caracterizagdo do extrato seco por aspersao (spray
(oY [0 ) ISR 60
5.3 Validacdo do método analitico para doseamento de rutina por
CLAE-DAD. ...ttt e ————————— 66
5.4 Estudo de toxicidade reprodutiva..............ccceeiiiiiiiieeniiiiieeee 75
5.4.1 Avaliacao da toxicidade materna do extrato seco das folhas de
Azadirachta iNQICa.............c.cccoeeuuiii e 75
5.4.1.1 Avaliacao de sinais clinicos de toxicidade ............ccccceeeeeeeeennns 75
5.4.1.2 Avaliagdo do ganho de massa corporal, consumo de ragao e

= Lo {1 = T RSP 76
5.4.1.3 Avaliagdo dos parametros de desempenho reprodutivo

[ = 1 (=] o [ J PP 78
5.4.1.4 MasSa dOS OrgA0S.......cceeeeeeeee e e e e e e e e e e eeeeeeneeannnes 79
5.4.1.5 Analise histopatoldgica...........cuvvvveiiiiiiiiiiieeeeee e 80
5.4.1.6 Avaliacao dos parametros bioquimicos maternos.................... 82
5.4.1.7 Morfologia externa e medidas morfométricas fetais................. 86
5.4.1.8 Analise eSqQUEIELICA..........coiiiiiii e 88
5.4.1.9 ANAIISE VISCEral.........uuuuiiiiiiiii e 93
5.5 Citotoxicidade e mutagenicidade pelo teste do micronucleo.......... 95
5.6 Ensaio para avaliar o efeito antidiabético.............ccccccveeviiiiinnel. 97
B CONCLUSAO. ..., 104
REFERENCIAS. ... oot 105
ANEXOS ... e ———— 120
Anexo 1 — Parecer da Comiss&o de Etica no Uso em Animais (CEUA)

da UEG, parecer n.002/2020 120

Vi



LISTA DE QUADROS E TABELAS

Quadro 1 - Compostos identificados nas folhas de Azadirachta indica e seus

efEIt0S CONNEBCIAOS. ... e 22

Quadro 2 — Pais de origem dos extratos de Azadirachta indica utilizados nos
estudos de efeito hipoglicemiante antidiabético.............oooveiiiiiiiicennn. 25

Tabela 1 — Dilui¢gdes realizadas na solugdo mae para obtencao dos 6 niveis
concentragdes da linearidade............ooooiiiiiiiiiii 44

Tabela 2 - Valores de Absorvancia a 364 nm para as concentracdes de 2,5 a

Tabela 3 - Absorvancias a 364 nm das amostras em triplicata provenientes de
diferentes secagens e os teores de flavonoides totais expressos como

(U] (o = TP 64

Tabela 4 - Parametros de adequabilidade do sistema (system suitability) em
CLAE-DAD para a determinacao de rutina nos extratos secos das folhas de

AZAAIrACHTIA INQICA. ... oottt aees 66

Tabela 5 — Repetibilidade das medidas de concentracdo, média, desvio
padrdao relativo (DPR) das seis repeticbes dos extratos secos
microencapsulado (ESM) e ndo microencapsulado (ES), preparadas a 100%
(0 L= 1) - TSRS 72

Tabela 6 — Precisdo intermediaria das medidas de concentracdo, média,
desvio padrao relativo (DPR) das seis repeticdes dos extratos secos
microencapsulado (ESM) e ndo microencapsulado (ES), preparadas a 100%
(o L= 1) - TSP 73

Tabela 7 — Percentual de recuperacéo para os niveis de concentracio baixo,

meédia e alta no ensaio de exatidao pelo método de adicdo de SQR............ 73

vii



Tabela 8 — Valores de concentracdo de rutina obtidos apds pequenas e

deliberadas alteragdes no método analitiCo.............ceeueeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 75

Tabela 9 - Parametros de desempenho reprodutivo de ratas Wistar
(n=10/grupo) tratadas, via oral, com o veiculo ou com o extrato seco das folhas
de Azadirachta indica nas doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg durante a
[0 =51 = Loz o T 79

Tabela 10 — Massa (g) dos 6rgdos em valores absolutos de ratas Wistar
(n=10/grupo) tratadas, via oral, com o veiculo ou com o extrato seco das folhas
de Azadirachta indica nas doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg durante a
(o [=TS] =T o7 [o TP PP PPPPPTPPPRPPTRPIN 80

Tabela 11 — Massa (g) relativa dos 6rgaos calculada como massa do
orgao/(massa corporal x 0,001) de ratas Wistar (n=10/grupo) tratadas, via oral,
com o veiculo ou com o extrato seco das folhas de Azadirachta indica nas
doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg durante a gestagao...........cccceeevvvuvrrrnnnnnnnn. 80

Tabela 12 — Porcentagem de achados histolégicos e alteragdes teciduais
observadas nos tecidos cardiaco, hepatico, pulmonar, renal e uterino de ratas
Wistar (n=10/grupo) tratadas, via oral, com o veiculo ou com o extrato seco
das folhas de Azadirachta indica nas doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg

durante @ geStaCa0......cooiiiiiii e 82

Tabela 13 — Paramétros bioquimicos de ratas Wistar (n=10/grupo) tratadas,
via oral, com o veiculo ou extrato seco de Azadirachta indica nas doses de

300, 600 ou 1200 mg/kg durante o periodo gestacional................cccceeeeeennee. 83

Tabela 14 - Medidas morfométricas (mm) de fetos de ratas Wistar
(n=10/grupo) tratadas, via oral, com o veiculo ou extrato seco de Azadirachta
indica nas doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg durante o periodo
GESTACIONAL. ....ceeeeiee e 87

viii



Tabela 15 — Alteragdes/malformagdes no esqueleto axial de fetos de ratas
Wistar tratadas, via oral, com o veiculo ou extrato seco de Azadirachta indica

nas doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg durante o periodo gestacional........... 89

Tabela 16 — Alteragcdes no esqueleto apendicular de fetos de ratas Wistar
tratadas, via oral, durante a gestacdo com o veiculo ou extrato seco de
Azadirachta indica nas doses de 300, 600 ou 1200 Mg/Kg........cvvuveiiiieeeenennnn. 90

Tabela 17 — Alteracdes e malformacgdes observadas nos cortes da cabeca de
fetos de ratas Wistar tratadas durante a gestagao, via oral, com o veiculo ou
extrato seco de Azadirachta indica nas doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg....94

Tabela 18 — Alteragdes e malformacdes observadas nos fetos de ratas Wistar
tratadas durante a gestagado, via oral, com o veiculo ou extrato seco de
Azadirachta indica nas doses de 300, 600 ou 1200 Mg/Kg........cceeevviveiiinnes 95

Tabela 19 - Avaliacédo da citogenotoxicidade do extrato seco de Azadirachta
indica em ratas Wistar. Citotoxicidade da medula éssea expressa como
relacdo entre eritrocitos policromatico (PCE) e eritrécitos normocromaticos
(NCE). Genotoxicidade expressa pela frequéncia de eritrécitos policromaticos
micronucleados (PCEMN) para cada 4000 PCES...........cccccccieeieiiiieeeeeeeee, 96




LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae). A — Arvores adultas no
municipio de Santo Antonio de Goias, Estado de Goias, Brasil; B — Detalhes
das folhas: peciolos curtos, bordos lanceolados e serrilhados....................... 20
Figura 2 — Estrutura quimica dos principais compostos identificados nas

folhas de Azadirachta iNdiCa....................uuuuuiiiiiiiiiiiie e 23
Figura 3 — Desenho esquematico do procedimento selecdo e
acompanhamento dos animais até a inclusdo no estudo...............ccccceeeeo 49

Figura 4 — Desenho esquematico dos procedimentos de acompanhamento
dos animais durante o tratamento com controle e com extrato seco das folhas
de AzadiraChta iNAICA ..................uiuuiiiiiiiiee e 51
Figura 5 — Linha do tempo com as etapas da indugdo da glicemia em ratos
Wistar machos € adultos..........cooooeiiiiiiiioii e 56
Figura 6 — Secagem por aspersao do extrato bruto concentrado com adicao
de adjuvantes. (A) Spray Dryer; (B) Extrato seco obtido................evvvvennnnnnn. 60
Figura 7 — Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD do extrado seco de
Azadirachta indica. A, 280 nm; B, 306 nm; C, 340 nm...........ccooeiriiiiiiiiinnnnne. 61

Figura 8 - Cromatogramas obtidos em CLAE-DAD dos padrdes de referéncia.
A, 280 nm. B, 306 NM. C, 340 NM....oiniieii e e 61

Figura 9 - Espectros na regido UV-Vis. A, rutina padrao; B, rutina no extrato
seco de Azadirachta indica; C, quercetina padrao; D, quercetina extrato seco

AZAAIrACHTIA INQICA. ...ttt aees 62

Figura 10 - Curva de calibragédo do padrao rutina com equacgao da reta......... 63

Figura 11 — Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD e espectros de absorgéo
na regidao do UV. A, solvente utilizado nas amostras (metanol); B, substancia
quimica de referéncia (rutina); C, extrato seco microencapsulado de folhas de

Azadirachta indica; D, extrato seco de folhas de Azadirachta




Figura 12 — Curva de calibragdo do padrao rutina nas concentragdes de 20,
30, 50, 100, 200 e 300 pg/mL para avaliagao da linearidade do método....... 69

Figura 13 - Grafico de dispersdo dos residuos da curva concentragdo x
resposta da substancia quimica de referéncia (rutina)...........ccccceeeveeeeeeninnnn. 70

Figura 14 - Diagrama de dispersao das curvas de calibragdo da substancia

quimica de referéncia (rutina) e do extrato adicionado de rutina.................... 71

Figura 15 - Ganho de massa corporal (g) de ratas Wistar (n=10/grupo)
tratadas, via oral, com o veiculo ou extrato seco das folhas de Azadirachta

indica nas doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg durante a gestagao.................. 76

Figura 16 - Média do consumo de ragao (g) de ratas Wistar (n=10/grupo)
tratadas, via oral, com o veiculo ou extrato seco das folhas de Azadirachta
indica nas doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg durante a gestagéo.................. 77

Figura 17 - Média do consumo de agua (mL) de ratas Wistar (n=10/grupo)
tratadas, via oral, com o veiculo ou extrato seco das folhas de Azadirachta

indica nas doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg durante a gestagéo.................. 78

Figura 18 — Cortes histolégicos dos tecidos cardiaco, hepatico, pulmonar,
renal e uterino de ratas Wistar (n=10/grupo) tratadas, via oral, com o veiculo
ou com o extrato seco das folhas de Azadirachta indica nas doses de 300, 600

ou 1200 mg/kg durante @ gestagao. ...........euuuuiiiiiiiiiiiiiiie e 81

Figura 19 - Fotos dos fetos recém-nascidos: (A) feto normal; (B) exencefalia;

(C) macroglossia; (D) cranioraquiSQUISE........cccoveeeeeeeiiiiiiiiieeeeee e 87

Figura 20 — Presenca de sitio de ossificagdo supranumerario nos 0ssos do
esterno indicados pelas setas. Na figura (A) feto do grupo 1200 mg/kg; (B) feto
do grupO 600 MQG/KG.....ceeeeeeeee et ——— 91

Figura 21 — Fenda palatina em feto de rata Wistar tratada, via oral, com a dose
de 600 mg/kg de extrato seco das folha de Azadirachta indica. (A) Fenda
palatina visualizada no corte transversal da boca; (B) Fenda palatina no corte

frontal da cavidad@ NAasal........c.coou i 93

Xi



Figura 22 — Valores da concentragdo plasmatica da glicose (mg/dL) dos
animais diabéticos (n=6/grupo) tratados, via oral, com 750 mg/kg de extrato
seco das folhas de Azadirachta indica (ES) e veiculo/maltodextrina e aerosil®
(VEICUIO M)t 97

Figura 23 — Valores da concentragdo plasmatica da glicose (mg/dL) dos
animais (n=6/grupo) tratados, via oral, com 750 mg/kg de extrato seco
microencapsulado das folhas de Azadirachta indica (ESM) e
veiculo/microcapsulas inertes (Veiculo MI)............ouviiiiiiiiiis 98

Figura 24 — Ganho de massa corporal (n=6) dos grupos de animais diabéticos
tratados, via oral, com o veiculo microcapsulas inertes (veiculo MI); com
extrato microencapsulado das folhas de Azadirachta indica na dose de 750
mg/kg (ESM); veiculo Aerosil® + maltodextrina (veiculo MA) e com extrato

seco das folhas de Azadirachta indica na dose de 750 mg/kg (ES)................ 99

Xii



A. indica
ANOVA
ANVISA
C57BL/6
CAGR
CAT
CEUA
CLAE
CONCEA
DAD
DL50
DMAPP
DMBA
DPPH
DPR
DXP
EMA

EMBRAPA

ES
ESM
FDA

GHS

GRAS
GSH

ICH

IPP
MN

ABREVIATURAS

Azadirachta indica

Andlise de variancia

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Camundongo isogénico

Compound Annual Growth Rate
Catalase

Comissao de Etica no Uso de Animais
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
Detector de Arranjo de Diodo

Dose Letal 50

Dimetilalil pirofosfato
Dimetilbenzantraceno
2,2-difenil-1picrihidrazil

Desvio Padrao Relativo

1-desoxilulose 5-fosfato

European Medicines Agency

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
Extrato Seco

Extrato Seco Microencapsulado

Food and Drug Administration

Globally Harmonized System of Classification and Labeling of

Chemicals

Generally Recognized As Safe
Glutationa
International  Council  for
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use
Isopentenil pirofosfato

Micronutcleo

Harmonisation of Technical



NCE
OECD
OMS
PC-3
PCE
RDC
SOD
SQR
SUS
TTC
UV-Vis

Eritrécitos Monocromaticos

Organisation for Economic Co-operation and Development
Organizagao Mundial da Saude

Célula de cancer de prostata

Eritrocitos Policromaticos

Resolugao da diretoria colegiada

Superdxico dismutase

Substancia Quimica de Referéncia

Sistema Unico de Saude

Terapias Tradicionais Complementares

Ultravioleta - Visivel

Xiv



RESUMO

Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae) é popularmente utilizada em paises
asiaticos para o tratamento de enfermidades como malaria, hanseniase,
diabetes, ulceras, doencas de pele e outras. Ademais, as folhas desta espécie
apresentam atividade anti-inflamatoria, antifungica, antioxidante,
hipoglicemiante, antibacteriana e antitumoral. Embora as folhas de A. indica
sejam muito utilizadas pela populagdo e apresentem propriedades
terapéuticas relevantes, a seguranga do seu uso na gestagado precisa ser
melhor investigada. Diante disso, este estudo avaliou a segurangca materno-
fetal, a mutagenicidade e o efeito hipoglicemiante de extratos secos obtidos
das folhas de A. indica em ratos Wistar. Para tanto, foi realizada a producéao
do extrato etandlico das folhas de A. indica seguida de sua secagem por
aspersao (spray drying). Para caracterizagao do extrato, o teor de flavonoides
totais, expressos como rutina, foi determinado por método
espectrofotométrico e a rutina foi quantificada por cromatografia a liquido de
alta eficiéncia. O teste de toxicidade materna e fetal foi realizado em ratas
Wistar conforme as diretrizes do protocolo 421 da OECD, o teste do
micronucleo de acordo com protocolo OECD 474 e o efeito hipoglicemiante
foi avaliado em ratos Wistar. Na avaliagao da toxicidade materna e fetal, 40
ratas Wistar prenhes (n=10/grupo) foram tratadas por 21 dias com o veiculo
ou extrato seco das folhas de A. indica nas doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg.
Foram avaliados os parametros de desempenho reprodutivo, consumo de
agua, ragado, ganho de massa corporal, parametros bioquimicos,
histopatologia e massa dos érgaos. O teste do micronucleo foi realizado em
células da médula dssea dessas ratas para verificar a incidéncia de eritrocitos
imaturos micronucleados. Para avaliagdo do efeito hipoglicemiante foram
utilizados 24 ratos diabéticos (n=6/grupo) que receberam: (i) veiculo
(microcapsulas inertes); (ii) extrato microencapsulado de A. indica 750 mg/kg;
(iii) veiculo (adjuvantes) e (iv) extrato seco de A. indica 750 mg/kg. Quanto
aos resultados, o teor de flavonoides totais do extrato seco, expressos como
rutina, variou de 2,64 a 3,01%. O teor de rutina do extrato foi de 1,07%. No
estudo de toxicidade reprodutiva e desenvolvimental ndo foram observados
sinais comportamentais e clinicos de toxicidade nas fémeas durante o periodo
gestacional, nem em relagdo ao ganho de massa corporal, consumo de agua
e racao, parametros bioquimicos e de desempenho reprodutivo entre os
grupos. N&o foi verificada mutagenicidade nem carcinogenicidade no teste do
micronucleo. Os niveis glicémicos dos animais nao sofreram redugéo
significativa durante o periodo de tratamento. Dessa forma, conclui-se que o
extrato seco das folhas de A. indica nao apresentou toxicidade materno-fetal
quando administrado durante os 21 dias de gestacdo e n&o apresentou
mutagenicidade ou carcinogenicidade. O extrato nao apresentou efeito
hipoglicemiante em ratos diabéticos.

Palavras-chave: Anomalias congénitas. Embriotoxicidade. Fetotoxicidade.
Flavonoides totais. Spray drying. Teratogénese. Toxicidade reprodutiva.
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ABSTRACT

Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae) is popularly used in Asian countries
for the treatment of diseases such as malaria, leprosy, diabetes, ulcers, skin
diseases and others.. In addition, the leaves of this species have anti-
inflammatory, antifungal, antioxidant, hypoglycemic, antibacterial and
antitumor activity. Although A. indica leaves are widely used by the population
and have relevant therapeutic properties, the safety of their use in pregnancy
needs to be better investigated. Therefore, this study evaluated the maternal-
fetal safety, mutagenicity and hypoglycemic effect of dry extracts obtained
from the leaves of A. indica in Wistar rats. For this purpose, the production of
the ethanolic extract of the leaves of A. indica followed by its spray drying. For
characterization of the extract, the content of total flavonoids, expressed as
rutin, was determined by spectrophotometric method and rutin was quantified
by high performance liquid chromatography. The maternal and fetal toxicity
test was performed in female Wistar rats according to the guidelines of protocol
421 of the OECD, the micronucleus test according to protocol OECD 474 and
the hypoglycemic effect was evaluated in male Wistar rats. In the evaluation
of maternal and fetal toxicity, 40 pregnant Wistar rats (n=10/group) were
treated for 21 days with vehicle or dry extract of A. indica leaves at doses of
300, 600 or 1200 mg/kg. Parameters of reproductive performance, water
consumption, feed, body mass gain, biochemical parameters, histopathology
and organ mass were evaluated.The micronucleus test was performed on cells
of the bone media of these rats to verify the incidence of micronucleated
immature erythrocytes. To evaluate the hypoglycemic effect, 24 diabetic rats
(n=6/group) received: (i) vehicle (inert microcapsules); (ii) microencapsulated
extract of A. indica 750 mg/kg; (iii) vehicle (adjuvants); (iv) dry extract of A.
indica 750 mg/kg. As for the results, the total flavonoid content of the dry
extract, expressed as rutin, ranged from 2.64 to 3.01%. The rutin content of
the extract was 1.07%. In the study of reproductive and developmental toxicity,
no behavioral and clinical signs of toxicity were observed in females during the
gestational period, nor in relation to body mass gain, water consumption and
feed, biochemical parameters and reproductive performance between groups.
There was no mutagenicity or carcinogenicity in the micronucleus test. The
glycemic levels of the animals did not suffer significant reduction during the
treatment. Thus, it is concluded that the dry extract of A. indica leaves did not
present maternal-fetal toxicity when administered during 21 days of pregnancy
and did not present mutagenicity or carcinogenicity. The extract showed no
hypoglycemic effect in diabetic rats.

Keywords: Embryotoxicity. Fetototoxicity. Total flavonoids. Spray Drying.
Teratogenesis. Reproductive toxicity.
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1  INTRODUGCAO

Em face ao potencial do mercado global de fitoterapicos emergem
questdes de ética em pesquisa, participacdo governamental, cultura dos
povos, seguranca e eficacia dos produtos. Nas duas ultimas décadas, a
Organizagado Mundial de Saude (OMS), por meio de seus paises membros,
tem concentrado esforgos no sentido de criar politicas e marcos regulatérios
que garantam a seguranga, qualidade e eficacia de plantas medicinais e
fitoterapicos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999, 2019).

De acordo com o WHO Global Report on Traditional and Complementary
Medicine (WHO, 2019), o Brasil, como um dos paises membros da OMS,
implantou uma politica nacional e sistema de regulagéo para o setor, cujos
esforgos datam de 1988. No referido relatério a maioria dos paises membros
aponta que uma das maiores dificuldades enfrentadas na implantagao das
Terapias Tradicionais e Complementares (TTC) tem sido a falta de dados de
pesquisas sobre eficacia, qualidade e seguranga, bem como a falta de suporte
financeiro para as pesquisas. Desde 1999 a atribuicdo de regular o mercado
de producao de medicamentos alopaticos e fitoterapicos no Brasil esta sob a
responsabilidade da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(BRASIL, 1999).

Os requisitos regulatdrios especificos e gerais a serem atendidos pelos
fabricantes de medicamentos fitoterapicos e insumos farmacéuticos ativos
vegetais estdo descritos nas Resolugdes de Diretorias Colegiadas (RDC) da
Anvisa (BRASIL, 2014, 2018, 2019a). Cabe aqui ressaltar que, nestas
resolucdes, medicamento fitoterapico € entendido como aquele “obtido com
emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais cuja seguranga e
eficacia sejam baseadas em evidéncias clinicas e que sejam caracterizados
pela constancia de sua qualidade” (BRASIL, 2014).

A apresentagao de comprovagao da seguranca e eficacia do produto é,
portanto, requisito necessario ao registro. Exceto em casos especificos, esses
dados devem ser obtidos por meio de ensaios ndo clinicos e clinicos (BRASIL,
2013, 2019b).
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No cenario de plantas medicinais com potencial para gerar
medicamentos fitoterapicos podemos destacar a Azadirachta indica A. Juss.,
popularmente conhecida como “neem”. Trata-se de uma planta pertencente a
familia Meliaceae, nativa da india e Myanmar, também encontrada em
Bangladesh, Sri Lanka e outros paises. E uma arvore tropical sempre verde,
amplamente ramificada com folhas obliquas e tronco robusto (PAUL;
PRASAD; SAH, 2011). Oficialmente as primeiras plantas inseridas no Brasil
foram provenientes de sementes originarias das Filipinas em 1986 e em 1989,
com sementes da india, Nicaragua e Republica Dominicana, trazidas pela
Fundacao Instituto Agronémico do Parana (NEVES; CARPANEZZI, 2009).
Devido ao potencial de uso da espécie, a partir do final da década de 1990
passou a ser cultivada em varios estados no Brasil (Sdo Paulo, Minas Gerais,
Pernambuco, Goias, Bahia, Minas Gerais, Tocantins e Para, entre outros) e
se adaptou bem ao clima tropical brasileiro (NEVES, 2008). A plantagao pode
ser realizada a partir de sementes, mudas rebentos ou cultura de tecidos
(NEVES; OLIVEIRA; NOGUEIRA, 2003).

Na medicina tradicional diversas partes de A. indica sao utilizadas como,
casca, raiz, flores, frutos, folnas e sementes. Essa planta € amplamente
descrita na literatura pelos seus efeitos terapéuticos anti-inflamatorio,
antifungico, hipoglicemiante, antibacteriano, antitumoral, entre outros
(BHOWMIK et al., 2010; SALEEM et al., 2018).

Diante desse potencial terapéutico, os estudos de toxicidade com
extratos das folhas de A. indica sdo fundamentais enquanto ferramentas para
obtencdo de informacdes que possam contribuir para seu uso com maior
segurancga. Tais ensaios sdo importantes para ajudar na determinagdo do
risco potencial para mamiferos e, em ultima instadncia, de seres humanos
(BRASIL, 2013).

Dentre os estudos de seguranga destinados ao registro de
medicamentos fitoterapicos estd o ensaio de toxicidade reprodutiva em
roedores, e a genotoxicidade. O efeito hipoglicemiante de extratos de A. indica
sdo bastante descritos para plantas de origem asiatica, contudo ndo ha
evidéncia desse efeito nas plantas cultivadas no Brasil. Nesse sentido, este
estudo avaliou a seguranga do uso do extrato etandlico seco das folhas de A.
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indica durante a gestacao e os seus efeitos sobre a prole. Adicionalmente, foi

analisada a sua genotoxicidade e efeito hipoglicemiante.
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2 REVISAO DA LITERATURA

21 Azadiractha indica A. JUSS (MELIACEAE)

Comumente chamada de “neem”, A. indica é bastante conhecida na
regido sul da india ha mais de 2000 anos, tendo recebido diversos nomes
como, “arvore divina” e “farmacia da natureza” em razdo do seu amplo
espectro de atividades biologicas (PURI, 2006).

A. indica € uma arvore de copa densa que pode crescer até 30 m de
altura e atingir 2,5 m de circunferéncia (Figura 1A). Quanto as folhas (Figura
1B) sé&o do tipo compostas, imparipenadas, foliolos verde-escuros,
aglomeradas nos extremos dos ramos simples e sem estipulas (NEVES;
OLIVEIRA; NOGUEIRA, 2003). Suas raizes penetram profundamente no solo
e estdo adaptadas a sobreviver em regides tropicais, subtropicais e aridas.
Por tal versatilidade, A. indica pode ser encontrada em pelo menos 30 paises
em todos os continentes do mundo (BITTENCOURT, 2006; NATIONAL
RESEARCH COUNCIL STAFF, 1992). Ainda quanto ao seu habitat, essa
espécie pode se desenvolver em altitudes de até 1000 m e volumes de chuvas
entre 400 a 1200 mm, permitindo encontrar arvores de neem desde regides
chuvosas até regides secas e com solos de baixa qualidade (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL STAFF, 1992).

Embora a espécie A. indica nao seja nativa do Brasil, pode ser cultivada
em quase todas as regides do pais, sendo as condi¢des climaticas das regides
Centro-Oeste, Norte e Nordeste propicias ao seu desenvolvimento
(GUMIERO, 2008). Aléem de sua utilidade como planta medicinal e na
agricultura como inseticida, também possui aplicagdo comercial na fabricagao
de carretas, ferramentas, moveis, assim como, ¢é utilizada para o
reflorestamento, recuperagado de areas degradadas por fornecer sombra e
madeira resistente (VILELA, 2008).
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Figura 1- Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae). A — Arvores adultas no
municipio de Santo Anténio de Goias, Estado de Goias, Brasil; B — Detalhes
das folhas: peciolos curtos, bordos lanceolados e serrilhados.

Fonte: Soares (2020)

A planta A. indica é bastante utilizada na medicina tradicional indiana, e
suas partes mais utilizadas com finalidade terapéutica sdo sementes, casca,
folhas, frutos e flores. Dentre as doengas tratadas com o neem, na medicina
popular, estdo hanseniase, diabetes, ulceras, doencgas de pele, constipacao e
outras (BHOWMIK et al., 2010). A literatura Ayurvedica da india traz
informacdes a respeito de aspectos como descricdo, caracterizacao,
identidade, pureza e constituintes do neem para casca da raiz, flores e frutos
(BHOWMIK et al., 2010).

2.2 Principais compostos bioativos relatados nas folhas de Azadirachta
indica

Cada parte da planta possui uma combinagao de compostos quimicos
expressos por meio dos seus metabolismos primario e secundario, os quais
podem possuir atividade farmacoldgica, cosmética, inseticida dentre outras
(KHARWAR et al., 2020).

Os efeitos farmacoldgicos evidenciados em extratos de “neem” sao
resultado da ag&o de mais de 400 bioativos de grande diversidade estrutural
produzidos através do metabolismo secundario da planta (KHARWAR et al.,
2020). Dentre as formas de atuagao dessas substancias estao: eliminagéo de

radicais livres, desintoxicagao, reparo do DNA, alteracdo do ciclo celular,
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capacidade de modular vias de sinalizacdo celular dentre outros
(ARUMUGAM et al., 2014; OMOBOWALE et al., 2018; PATEL et al., 2016).

Dada a imensa diversidade de compostos quimicos identificados e com
efeitos descritos para A. indica, os compostos quimicos obtidos desta planta
podem ser divididos em dois grandes grupos: isoprenoides e nao isoprenoides
(SUBAPRIYA; NAGINI, 2005).

2.2.1 Isoprenoides e nao isoprenoides

Os compostos isoprenoides sao formados pela ligagdo de unidades de
isopreno, molécula constituida de 5 atomos de carbono em sua cadeia. Os
terpenos podem ser classificados de acordo com o numero de unidades de
isopreno em monoterpenos (10 carbonos), sesquiterpenos (15 carbonos),
diterpenos (20 carbonos), triterpenos (30 carbonos). Os isoprenoides derivam,
portanto, do isopentenil pirofosfato (IPP) ou do dimetilalil pirofosfato (DMAPP)
0s quais sdo formados por vias metabdlicas distintas quais sejam: do
mevalonato e do 1-desoxilulose 5-fosfato (DXP) (KITAOKA et al., 2015;
VRANOVA; COMAN; GRUISSEM, 2013).

Dentre os varios compostos isoprenoides presentes nas folhas de A.
indica estao: diterpenoides, triterpenoides, vilasinin, limonoides e seus
derivados (SUBAPRIYA; NAGINI, 2005).

Os compostos quimicos nao isoprenoides incluem proteinas,
polissacarideos, compostos sulfurosos, polifendis (flavonoides e seus
glicosideos), dihidrochalconas, cumarinas, taninos e compostos alifaticos
(SUBAPRIYA; NAGINI, 2005).

O Quadro 1 apresenta parte da gama de compostos bioativos ja
descritos nas folhas de A. indica e as suas atividades e na Figura 2 constam

as estruturas quimicas.
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Quadro 1 — Compostos identificados nas folhas de Azadirachta indica e seus

efeitos conhecidos

Composto

Atividade

Autor

Acido Clorogénico

Antioxidante; anti-inflamatério

(LIU et al., 2015); (HWANG et al.,
2014);

Azadiractina Antioxidante; anti-inflamatorio Eggkwll?llzf%AeYt al.,62t014é)a;/., 2009);
duni Antimalari (KHALID; DUDDECK;
Gedunina i e GONZALEZ-SIERRA, 1989)
Isonimocinolideo Citotoxico (TAKAGI et al., 2014a)

Kaempferol e derivados

Anticancer; anti-inflamatorio;
antioxidante

(RICE-EVANS; MILLER;
PAGANGA, 1996); (KIM et al.,
2015); (LIU et al., 2015);

Miricetina

Antioxidante; anti-inflamatério

(JUSTINO; VIEIRA, 2010); (DE
OLIVEIRA AZEVEDO et al.,
2015);(CHO et al., 2016);

Neem Leaf Glicoprotein

Anticancer

(BOSE et al., 2009)

Antioxidante; anti-inflamatério;

(GHIMERAY et al., 2009); (NAIK et

Nimbina B al., 2014); (SCHUMACHER et al.,
antipirético 2011)
(KHALID; DUDDECK,;
Nimbolideo Antimalarica; citotoxico; GONZALEZ-SIERRA, 1989);
antioxidante (TAKAGI et al., 2014b);
(PRIYADARSINI et al., 2010)
(RICE-EVANS; MILLER;
Quercetina Anticancer; antioxidante; anti- PAGANGA, 1996); (JUSTINO;
inflamatério VIEIRA, 2010); (SIKDER et al.,
2014); (CHIRUMBOLO, 2010);
(SITHISARN; SUPABPHOL;
Rutina Antioxidante; anti-hiperglicemico CIRITENAPLAY, 0l

(SUBAPRIYA et al., 2003b);
(NITURE; ANSARI; NAIK, 2014)

Escopoletina

Antioxidante

(MALIK et al., 2011)

Estigmasterol

Antioxidante

(YOSHIDA,; NIKI, 2003); (NAND;
GUPTA; DRABU, 2012)

Fonte: Proprio autor
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Figura 2. Estrutura quimica dos principais compostos identificados nas folhas

de Azadirachta indica.
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Fonte: Proprio autor

2.3 Atividades atribuidas aos compostos presentes nas folhas de
Azadirachta indica

2.3.1 Atividade antidiabética

A atividade hipoglicemiante de diferentes partes de A. indica é bastante
descrita na literatura cientifica, sendo o extrato bruto a forma mais utilizada
(AKTER, 2013; ALZOHAIRY, 2016; GUPTA et al., 2004; KHOSLA et al., 2000;
PATIL et al., 2013). Na revisao realizada por Salem et al. (2018) foram
relatados varios estudos in vivo e in vitro, incluindo experimentos com ratos
(GUPTA et al., 2004), coelhos (KHOSLA et al., 2000) e células sanguineas
humanas (MARTINEZ et al., 2014). Dentre os ensaios realizados em ratos, as
partes vegetais utilizadas foram sementes, raiz, flor e folhas (SALEEM et al.,
2018). Dentre os extratos de folhas de A. indica o extrato cloroformico se
destaca como sendo o de maior efeito hipoglicemiante (YADAV et al., 2016),
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contudo, a utilizacdo do cloroformio como liquido extrator torna esse extrato
menos atrativo para fins comerciais, devido aos impactos ambientais e
toxicologicos.

Os flavonoides rutina e quercetina foram apontados como possives
responsaveis pelo efeito hipoglicemiante de extratos das folhas de A. indica
em ratos diabéticos induzidos por aloxana (NITURE; ANSARI; NAIK, 2014). O
extrato cloroformico de folhas de A. Indica apresentou resultados indicativos
de capacidade de redugdo da glicemia em teste de tolerancia a glicose. Os
resultados indicam que o efeito se deve a capacidade de componentes do
extrato de inibir atividade da glicosidase intestinal (BHAT et al., 2011).

Por outro lado estudo realizado com o tetranortriterpenoide meliacinolin,
isolado do extrato cloroformico das folhas de A. Indica, demonstraram uma
melhora dos parametros metabdlicos dos camundongos tratados. Observou-
se que o meliacinolin conseguiu diminuir a resisténcia a insulina, melhorar a
funcao renal, diminuir o estresse oxidativo e melhorar o perfil lipidico. Tais
efeitos indicam que os bioativos atuam em diferentes alvos responsaveis por
desenvolver a patogénese da diabetes (GUTIERREZ; GUZMAN; GOMEZ,
2011). O efeito hipoglicemiante de A. indica decorre da atuacédo de varios
bioativos em diferentes sitios de acdo. Dentre os efeitos propostos estaria o
aumento da utilizagdo da glicose periférica decorrente da inibigdo da agéo da
adrenalina no metabolismo da glicose (CHATTOPADHYAY, 1996).

Outra atividade demonstrada foi relacionada a recuperagao da fungao
pancreatica por meio do aumento da secrecdo de insulina (AKINOLA et al.,
2010) (GHATULE et al., 2012).

O efeito antidiabético foi avaliado também em um ensaio clinico
randominzado no qual foram avaliadas trés doses de extrato aquoso de neem
obtidas de folhas e galhos. As preparagdes nas doses de 125, 250 e 500 mg
duas vezes ao dia promoveram melhora nos niveis glicémicos, redugéo da
hemoglobina glicada, diminuig&o do stress oxidativo e reduc¢ao da resisténcia
a insulina em relagao ao placebo (PINGALI et al., 2020).

Ante a diversidade de autores que investigaram o efeito hipoglicemiante
no Quadro 2 estédo descritos o pais de origem, o tipo de extrato utilizado, efeito
observado e os autores. Nele constam também as pesquisas que nao

evidenciaram efeito hipoglicemiante com os extratos de A. indica oleoso
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(DALLAQUA et al., 2013) e aquoso (McCALLA et al., 2015). A realizagédo de
estudos direcionados ao tratamento da diabetes é fundamental pois se trata
de uma doenca metabdlica de alta prevaléncia e causadora de morbidades
como cegueira, amputagbes e doenga renal crénica (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2020). Nesse sentido, preparagdes a base de
A. indica podem se tornar uma alternativa terapéutica em combinacdo com
outros tratamentos, caso se mostrem efetivas e seguras.

Quadro 2 — Pais de origem dos extratos de Azadirachta indica utilizados nos

estudos de efeito hipoglicemiante ou antidiabético

Origem da Extrato utilizado Autor
planta

India cloroférmico das folhas; etandlico | (BHAT et al., 2011); (CHATTOPADHYAY,
70% das folhas; éter de petroleo de | 1999); (GUPTA et al., 2004); (KHOSLA et
sementes; Oleo de neem; aquoso | al., 2000); (NAGASHAYANA,;
das folhas; alcodlico 70% da casca | JAGADEESH,; REVANKAR, 2014);
da raiz; aquoso das folhas; (PATIL et al., 2013); (SATYANARAYANA

et. al., 2015)

Nigéria etanodlico 70% das folhas; etandlico | (AKINOLA et al., 2010); (EKAIDEM et al.,
das folhas; 2007)

México extracdo seriada em hexano, | (GUTIERREZ; GUZMAN; GOMEZ, 2011);
cloroformio e metanol

Jamaica aquoso das folhas (MCCALLA et al., 2016)

Bangladesh etandlico 90% das folhas; aquoso de | (AKTER et al., 2013) (AKTER, 2014)
folhas

Brasil 6leo de neem e etandlico da | (DALLAQUA et al., 2013)
semente

Fonte: Préprio autor

2.3.2 Atividade anti-cancer

A busca por bioativos capazes de atuar na prevencado e combate ao
cancer se traduz em estudos destinados a compreender o efeito de extratos
e produtos isolados na patogénese dessa enfermidade. O extrato etandlico
das folhas de A. indica tem demonstrado atuar tanto in vivo como in vitro em
diferentes tipos de tumores (DASGUPTA et al., 2004; HAO et al., 2014,
KUMAR et al., 2006; SUBAPRIYA et al., 2003). Foi verificado efeito protetor
do extrato etandlico de folhas de A. indica em camundongos com papilomas
de pele e estbmago, induzidos pelas substancias 7,12-dimetillbenzantraceno
(DMBA) e benzopireno, respectivamente (DASGUPTA et al., 2004).
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O extrato das folhas de A. indica se mostrou capaz de reduzir o volume
e 0 numero de tumores mamarios em ratas, induzidos pelo carcinégeno N-
metil-N-nitrosureia. O efeito foi atribuido a alteracdes provocadas pelo extrato
na inducdo da apoptose, inibigdo da angiogénese e alteracdo de genes
ligados a multiplicagdo celular (ARUMUGAM et al., 2014). Assim como
observado em Dasgrupta et al. (2004) o extrato etandlico das folhas de A.
indica inibiu o desenvolvimento de carcinoma bucal induzido por DMBA em
hamsters (SUBAPRIYA; KUMARAGURUPARAN; NAGINI, 2006). A atividade
do extrato etandlico 80% das folhas de A. indica orginaria da india demonstrou
capacidade de causar morte de células de cancer de préstata (PC-3), sendo
a indugéo de apoptose o mecanismo apontado (KUMAR et al., 2006). Dentre
os compostos isolados do extrato etandlico das folhas de A. indica com
atividade contra varios tipos de canceres estdo: nimbolide (células de
carcinoma do colon, mama, préstata), gedunina (células de cancer de ovario),
glicoproteina da folha de neem (Swiss e C57BL/6 camundongo), azadiractina
(células de cancer cervical) (HAO et al., 2014). O referido potencial
terapéutico, seja como adjuvante na terapia ou como tratamento principal de

neoplasias, ainda precisa ser confirmado em ensaios clinicos.

2.3.3 Atividade antioxidante

A oxidagao de moléculas biolégicas € uma das causas de processos
inflamatorios e degenerativos. Esse estresse oxidativo € promovido pelos
radicais livres ao interagir com macromoléculas dos seres vivos (ALZOHAIRY,
2016). A atividade antioxidante € apontada como responsavel por retardar o
dano no figado e rins. O mecanismo envolvido seria decorrente do
restabelecimento dos niveis normais da superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e Glutationa (GSH) apés o tratamento (BASIR; SHAILEY,
2012).

O aumento da atividade da glutationa, superdxido dismutase e catalase
sao fatores que demonstram o efeito antioxidante dos extratos etandlicos 70%
e aquoso das folhas de A. indica. (BASIR; SHAILEY, 2012). O efeito

antioxidante foi atribuido a presenca de rutina e quercetina ao avaliar a
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capacidade de diferentes extratos de folhas de A. indica originarias da
Tailandia no ensaio de atividade antioxidante com 2,2-difenil-1-picrihidrazil
(DPPH) (SITHISARN; SUPABPHOL; GRITSANAPAN, 2006).

A quantidade de polifenois demonstrou ser fator mais importante no
efeito antioxidante em testes realizados com folhas e casca de A. indica
provenientes do Nepal (GUIMERAY et al., 2009). Tanto os extratos da casca
como das folhas apresentaram efeito antioxidante com DPPH e na eliminagao
de radicais hidroxila. No entanto, o efeito foi mais pronunciado com a casca
que continha uma maior quantidade de compostos fendlicos que as folhas
embora o conteudo de flavonoides fosse maior nas folhas (GUIMERAY et al.,
2009).

Tais aspectos corroboram a existéncia de efeito potencialmente
favoravel a saude dos extratos aquosos de A. indica amplamente utilizados

na medicina tradicional.

2.3.4 Atividade anti-inflamatéria e antipirética

A inflamacéo faz parte da fisiopatologia de varias doengas como céancer,
diabetes e doencas cardiovasculares, assim como envolve uma série de
mediadores quimicos e células (YADAV et al., 2016). Por essa razéo
substancias capazes de interferir nos mecanismos que desencadeiam o
processo inflamatdrio sdo uteis na terapéutica. Os limonoides s&o bioativos
presentes em A. indica que demonstraram efeito anti-inflamatoério através da
inibicdo de mediadores pré inflamatérios (SCHUMACHER et al., 2011,
SOARES et al.,, 2014). Corroborando os estudos mencionados o extrato
metandlico das folhas de A. indica originaria do Nepal causaram substancial
diminuicao da inflamacao celular; da concentracdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio; inibicdo do fator de necrose tumoral e de inteleucina 6
(LEE et al., 2017).
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2.3.5 Atividade em desordens neurolégicas

As desordens neuroldgicas como as doengas de Alzheimer e Parkinson
estdo incluidas entre os potenciais alvos terapéuticos de metabdlitos
secundarios ja relatados em A. indica (GORANTLA et al., 2019 ; HAN et al.,
2020 ; MAITI et al., 2013 ; NIE et al., 2015; OGUNLADE; ADELAKUN; AGIE,
2020; SANDHIR; KHURANA; SINGHAL, 2021; SUGANTHY et al., 2016; SUN
et al., 2014). Os efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios da quercetina e do
B-asarona promoveram melhora cognitiva dos ratos Alzheimer e Parkinson
induzidos (HAN et al., 2020; SRIRAKSA et al., 2012). A quercetina em altas
doses demonstrou ser capaz de melhorar a capacidade cognitiva de ratos com
Parkinson induzidos por meio da sua ag¢ao antioxidante (SRIRAKSA et al.,
2012). Os limonoides nimbina e salanina extraidos de frutos de A. indica
proveniente da India apresentaram capacidade de inibir a agregacédo da
proteina Tau in vitro, sendo esse um dos alvos das pesquisas sobre a doencga
de Parkinson (GORANTLA et al., 2019).

24 Obtencgao de extrato seco por aspersao (spray drying)

A secagem é uma etapa fundamental na elaboragdo de diversos
produtos, por exemplo, alimentos, medicamentos, ceramicas e extratos
vegetais (BROADHEAD; EDMOND ROUAN; RHODES, 1992; OLIVEIRA,;
PETROVICK, 2010; ZIAEE et al., 2019).

A secagem por aspersao ou do inglés spray drying consiste na
conversdo de uma solugdo, suspensao ou emulsdo em goticulas muito
pequenas, promovendo um aumento expressivo da superficie de contato.
Dessa forma, o calor fornecido ao sistema promove a secagem quase
instantanea do material, decorrente da evaporacdo do solvente, restando
assim as particulas soélidas (BROADHEAD; EDMOND ROUAN; RHODES,
1992; OLIVEIRA; PETROVICK, 2010; PERCY, 1872). Dentre as vantagens
do processo de secagem por aspersdo estdo: processo continuo e
controlavel; ampla possibilidade de modificagdes de pardmentros do processo

para atingir finalidades especificas; aplicavel tanto para compostos sensiveis
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como resistentes ao calor; processo rapido e escalonavel (ZIAEE et al., 2019).
No caso de extratos vegetais, a secagem por aspersao proporciona ainda
maior estabilidade quimica, fisico-quimica e microbiolégica ante a menor
quantidade de agua remanescente no po, assim como podem ser mais
facilmente padronizados para utilizacdo em preparacdes farmacéuticas
(OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

Estudo realizado com extrato de Jerusalem artichoke (Asteraceae) para
obtencdo de inulina, utilizando secagem por spray drying e liofilizagao,
demonstrou que o extrato obtido por spray drying apresentou melhor
rendimento na secagem, menor umidade e menor tamanho de particula em
comparagao com o mesmo obtido por liofilizagao (ZHU et al., 2019). Entre as
aplicagdes da tecnologia destaca-se a sua utilizagao na obtengao de extratos
secos microencapsulados, como das folhas de A. indica (SOARES, 2020) e
Salvia miltiorrhiza (SU et al., 2008).

2.5 Estudos nao clinicos

A finalidade dos estudos nao clinicos € avaliar a seguranga de uso de
farmacos e fitoterapicos. No caso das drogas vegetais que possam vir a se
tornar um produto tradicional fitoterapico ou um medicamento fitoterapico, sédo
requeridas comprovagdes de seguranga desses produtos. No Brasil, os
requisitos exigidos para essas classes de produtos estdo descritos na
Resolucdo RDC n° 26/2014, sendo recomendado utilizar as orienta¢des
descritas no Guia para condugédo de estudos nao clinicos de toxicologia e
segurancga farmacoldgica (BRASIL, 2014).

Os testes de segurangca recomendados para produto tradicional
fitoterapico sdo: genotoxicidade e toxicidade reprodutiva (BRASIL, 2014). No
caso de medicamento fitoterapico sdo recomendados testes de toxicidade
aguda, dose repetida, tolerancia local, genotoxicidade e toxicidade reprodutiva
(BRASIL, 2014). A depender da situagcao pode ser recomendado estudo de
carcinogenicidade e seguranga farmacologica, sendo esse ultimo apenas para
medicamentos fitoterapicos. O teste de carcinogenicidade se faz necessario

caso exista risco especifico relacionado ao produto (BRASIL, 2014).
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Existem varios estudos de toxicidade conduzidos com A. indica e eles
diferem quanto ao tipo de extrato utilizado, as partes da planta usadas na
producao do extrato, as vias de administracdo do extrato aos animais, as
espécies de animais empregados, os protocolos experimentais adotados
(ACHI et al., 2018; BRAGA et al., 2021; DORABABU et al., 2006; GHATULE
et al., 2012). Serao abordados a seguir, os principais estudos que utilizaram
preparagdes de A. indica administradas por via oral, posto que, a via
parenteral ndo esta incluida nos testes nao clinicos para fitoterapicos. Os
testes nao clinicos avaliam a seguranga de uso de fitoterapicos na
apresentacado a ser utilizada em humanos, excluindo dessa maneira a via
parenteral (BRASIL, 2014).

2.5.1 Toxicidade aguda

O estudo de toxicidade aguda tem como finalidade estimar a dose letal
média (DLso) utilizando o menor numero de animais (OECD, 2001). Um dos
protocolos utilizados nesse estudo € o da Organization for Economic
Cooperation and Development — (OECD) n°® 423, que tem como finalidade o
desenvolvimento de melhores praticas na conducéo de testes com produtos
quimicos com objetivo de permitir reprodutibilidade e padronizagdo na
avaliagao e condugéao dos estudos (OECD, 2001).

De acordo com o referido protocolo, o estudo € conduzido com base em
um fluxograma especifico e levando-se em conta todas a informagdes
disponiveis sobre o produto/bioativo a ser testado. Assim, sdo informacgdes
relevantes: a identidade da substancia, estrutura quimica, propriedades fisico-
quimicas, resultados de outros testes de toxicidade in vitro/in vivo e dados
toxicolégicos sobre substancias estruturalmente relacionadas. Tais
informacdes sdo essenciais para definir a importancia do teste para afericao
da segurangca de uso em humanos, bem como para avaliar a dose mais
adequada (OECD, 2001).

A toxicidade aguda de extratos aquoso e etandlico das folhas de A.
indica foi realizada em camundongos (DORABABU et al., 2006; GHATULE et
al., 2012; KANAGASANTHOSH; SHANMUGAPRIYAN; KAVIRAJAN, 2015;
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OSENI; AKWETEY, 2012; TEPONGNING et al., 2018), ratos (ACHI et al.,
2018) e coelhos (BOADU et al., 2011).

O extrato aquoso foi utilizado por via oral em camundongos nas doses
de 200, 500, 1000 e 2500 mg/kg (DORABABU et al., 2006) e 1250, 2500 e
5000 mg/kg (KINGSLEY et al., 2012). O extrato foi considerado seguro em
camundongos e nenhum efeito tdéxico foi observado, sendo a DLso estimada
em > 2500 mg/kg (DORABABU et al., 2006) e > 5000 mg/kg (KINGSLEY et
al., 2012).

Outros estudos avaliaram a administracédo oral do extrato etandlico das
folhas de A. indica em ratos (ACHI et al., 2018) e camundongos (DORABABU
et al, 2006; GHATULE et al, 2012; KANAGASANTHOSH,;
SHANMUGAPRIYAN; KAVIRAJAN, 2015; OSENI; AKWETEY, 2012;
TEPONGNING et al., 2018) e nao foram observadas mudangas de
comportamento ou morbidade significativas. Esses estudos utilizaram doses
diferentes do extrato para estimar a DLso, sendo a menor de 1000 mg/kg
(OSENI; AKWETEY, 2012) e as maiores em DLso foram de 5000 mg/kg (ACHI
et al.,, 2018; TEPONGNING et al., 2018). Tanto em ratos como em
camundongos, a DLso estimada ficou estabelecida em uma dosagem maior
que 5000 mg/kg. Tais resultados classificam os extratos aquoso e etandlico
na categoria 5 no Sistema Globalmente Harmonizado de Rotulagem de
Produtos Quimicos — GHS (do inglés Globally Harmonized System of

Classification and Labeling of Chemicals).

2.5.2 Toxicidade reprodutiva

Os estudos que avaliam a toxicidade de uma substancia quimica ou
composto sobre a fungao reprodutora tornaram-se obrigatérios em razao das
malformagdes observadas em criangas decorrentes do uso da substancia
talidomida por mulheres gravidas, sendo que o primeiro caso associado ao
uso do farmaco foi reportado em 1956 (LENZ, 1988). Esse evento tragico
despertou na comunidade cientifica a necessidade de realizacdo de testes

pré-clinicos para avaliacdo dos riscos do uso de medicamentos sobre a
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fertilidade, desenvolvimento embrionario, fetal, peri e pds-natal (DENNY;
FAQI, 2015).

Todavia, o processo reprodutivo € demasiadamente complexo e envolve
inumeras variaveis, razdo pela qual, foram desenvolvidos diversos modelos
animais (STARK; STEGER-HARTMANN, 2015). A utilizagao de animais ainda
€ a forma na qual é possivel reunir o maior numero de informacao e permite
predizer com maior seguranga riscos de malformagdes, infertilidade,
deficiéncias, etc. (EMA, 2019; STARK; STEGER-HARTMANN, 2015).

Assim, o episddio da talidomida impulsionou o desenvolvimento de guias
para a conducao de ensaios pré-clinicos de toxicidade reprodutiva por parte
de entidades como European Medicines Agency — EMA, The International
Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for
Human Use — ICH e o U.S. Food and Drug Administration — FDA. No Brasil, o
orgao equivalente é a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa.

Os testes de toxicidade reprodutiva devem seguir protocolos
harmonizados, caso se destinem a servir de subsidio para o registro de um
medicamento. O guia para detecgdo de toxicidade reprodutiva para
medicamentos de uso humano da EMA (Guideline on Risk Assessment of
Medicinal Products on Human Reproduction and Lactation: From data to
labelling. EMA/CHMP/203927/2005. London, July 2008) foi adotado como
referéncia pela Anvisa. Esse guia serve para orientar as empresas quanto ao
processo de integracao entre dados de estudos né&o clinicos e clinicos para
avaliagao do risco toxicologico nas fungdes reprodutivas e na amamentagao
(BRASIL, 2014).

Por outro lado, quanto aos procedimentos a serem observados na
conducéo de ensaios de toxicidade reprodutiva, a Anvisa adota o guia ICH
Detection of Toxicity to Reproduction For Human Pharmaceuticals S5(R2),
1993 (BRASIL, 2014). Neste guia, os testes de desenvolvimento embrio-fetal
devem utilizar duas espécies: uma roedora, preferencialmente ratos, e uma
nao roedora, preferencialmente coelhos (BRASIL, 2014). Essa exigéncia visa
aumentar a capacidade de deteccdo de sinais de malformacbes, visto que
uma espécie de animal pode ser mais sensivel do que outra (BRASIL, 2014).

Existem varios sinais clinicos observaveis durante o tratamento dos

animais capazes de indicar possivel toxicidade materna como: alteragao no
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peso corporal, consumo de alimento e agua, alteragbes comportamentais,
piloerecao, diarreia, mortalidade materna, sangramento vaginal (CHAHOUD
et al., 1999; KHERA, 1987).

Em outra diregc&o, para avaliar a influéncia na capacidade reprodutiva
masculina o uso da folha pulverizada de A. indica suspensa em agua na dose
de 100 mg/dia administrada a ratos albinos por 24 dias (GHODESAWAR et
al., 2004) e 48 dias (ALADAKATTI; AHAMED, 2005) foi realizada. Foram
encontradas alteragcdes na ultraestrutura das células epiteliais da cauda do
epididimo (GHODESAWAR et al., 2004) e alteragdes nas células de Sertoli,
com degeneragao de células germinativas -(ALADAKATTI; AHAMED, 2005).
Outros efeitos sobre a fungao reprodutiva masculina com o extrato aquoso
das folhas de A. indica foram analisados por 10 e 24 dias. Apds 24 dias foram
constatadas alteragdes nos parametros bioquimicos dos testiculos e
epididimo (ALADAKATTI et al., 2010), enquanto no estudo de 10 dias foi
verificado apoptose do odcito (TRIPATHI; SHRIVASTAV; CHAUBE, 2012).

A toxicidade reprodutiva de fémeas foi avaliada em ratas e coelhas
(BABALOLA; AREOLA, 2010; SILVA et al., 2015). As ratas gravidas foram
tratadas com as doses de 65, 135 e 200 mg/kg do extrato etandlico das folhas
de A. indica no 4°, 5° e 6° dias da gravidez e, posteriormente, durante o
periodo de 15 dias da lactagdo. Nesse desenho experimental, o extrato n&o
causou toxicidade as fémeas, tampouco a prole (SILVA et al., 2015). Da
mesma forma, o extrato metandlico terpénico das folhas de A. indica
administrado a coelhas gravidas do dia 14 a 24 da gestac&o na dose de 300
mg/kg/dia ndo induziu alteragbes ou efeitos toxicos durante a gravidez e a
prole (BABALOLA; AREOLA, 2010).

Embora os estudos de toxicidade aguda tenham mostrado que o extrato
etandlico das folhas de A. indica apresenta baixa toxicidade (DLso > 5 g/kg),
isso ndo garante que o extrato seja seguro tanto para fémeas prenhes como
para o fetos (ACHI et al., 2018; TEPONGNIG et al., 2018).

Tendo em vista que n&o foram realizados estudos de toxicidade
materno-fetal em ratas tratadas durante todos os periodos gestacionais, é de
suma importancia avaliar os efeitos da administracdo do extrato seco

etandlico de A. indica nessas circunstancias.
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2.5.3 Teste de genotoxicidade

Os testes de genotoxicidade in vivo e in vitro ttm como finalidade avaliar
se as substancias testadas possuem capacidade de causar mutagdes génicas
e alteragbes cromossOmicas. Estas podem ser transmitidas para geragdes
futuras ou ser responsaveis pelo desenvolvimento de malignidades (BRASIL,
2019).

Segundo o Guia de avaliagdo de genotoxicidade de substancias ou
preparagdes herbais da EMA (Guideline on the assessmente of genotoxicity
of Herbal substances/preparations, 2008), trés passos devem ser seguidos
para avaliagao do risco de genotoxicidade. O primeiro passo € a realizagao do
teste de Ames em diferentes estirpes de Salmonella typhimurium com varias
mutacdes presentes em um determinado gene responsavel pela sintese de
aminoacidos. O teste avalia a capacidade da substancia de reverter as
mutacgoes e restaurar a capacidade funcional das bactérias. Esse teste pode
gerar resultados falso positivos quando estdo presentes compostos naturais
como a quercetina (BRASIL, 2019). Nesse caso, sdo utilizados testes
alternativos. Uma segunda etapa na analise da genotoxicidade consiste no
ensaio em linfoma de camundongos com a finalidade de avaliar potencial
dano aos cromossomos. Por ultimo, caso os testes iniciais sejam positivos,
deve ser realizado o teste do micronucleo (BRASIL, 2019).

Recomenda-se a realizagao de analise de risco quando o teste de Ames
for positivo ou quando o teste do micronucleo em roedores for positivo. Neste
trabalho foi realizado apenas o teste do micronucleo, pois no extrato de folhas
de A. indica normalmente encontram-se presentes quercetina e outros

compostos correlacionados.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a seguranga materno-fetal, mutagenicidade e efeito hipoglicemiante
do extrato seco obtido das folhas de Azadirachta indica em ratas Wistar.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Obter e caracterizar o extrato seco das folhas de Azadirachta indica;
° Validar o método analitico de doseamento da rutina por CLAE-DAD;
° Avaliar se o tratamento com o extrato seco durante a gestacao

influencia nos parametros de toxicidade materna: ganho de massa corporal,
consumo de ragao e agua, massa dos 0rgaos;

° Avaliar os efeitos da administracdo do extrato seco sobre os
parametros de desempenho reprodutivo das progenitoras;

° Avaliar se o tratamento com o extrato seco altera os parametros
bioquimicos de toxicidade hepatica e renal das fémeas prenhes;

° Avaliar se administragdo do extrato seco induz alteragdes
histopatoldgicas nos rins, figado, cornos uterinos e coragao das progenitoras;
° Avaliar o efeito do tratamento com extrato seco das folhas de
Azadirachta indica sobre o desenvolvimento do esqueleto e 6rgéos fetais;

° Avaliar a genotoxicidade do extrato seco das folhas de Azadirachta
indica;
) Avaliar o efeito hipoglicemiante do extrato seco das folhas de

Azadirachta indica
° Avaliar o efeito hipoglicemiante do extrato seco microencapsulado de

Azadirachta indica.
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4 METODOS

4.1 Obtencao do extrato seco a partir das folhas de Azadirachta indica

4.1.1 Obtencao e caracterizacao do material vegetal

O material vegetal utilizado nesse trabalho foi obtido e caracterizado
segundo métodos farmacopeicos por Soares (2020). Para tanto, as amostras
de folhas de A. indica foram coletadas de arvores cultivadas em bosque, em
frente a entrada da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA
Arroz e Feijao), na cidade de Santo Antdnio de Goias, Goias, Brasil (S16° 30°
26,0994”; O 49° 16’ 58,8720”; Altitude: 821m) em julho de 2018. A exsicata foi
depositada no Herbario da Universidade Federal de Goias (UFG), registro n°
UFG-48590. Apds a coleta as folhas foram limpas em agua corrente e agua
destilada e, em seguida, submetidas a secagem em estufa com circulagéo
forgada de ar (marca Solab e modelo SL-102) a 37+5 °C até atingir valor de
perda por dessecacgao entre 8 a 14% (SOARES, 2020). Apdés a secagem o
material foi pulverizado em moinho de facas Marconi, modelo MA-580. A
droga vegetal foi acondicionada em sacos plasticos escuros, identificados e
armazenados ao abrigo de luz e umidade (SOARES, 2020).

4.1.2 Obtencao do extrato liquido

O extrato liquido das folhas de A. indica foi obtido conforme descrito por
Soares (2020). Para tanto, utilizou-se aproximadamente 1,4 kg de droga
vegetal pulverizada, que foram colocados em maceragao por 24 horas em 5
L de etanol 30% (p/p). O macerado foi transferido para percoladores de ago
inox, completados com 5 L de solugdo extrativa e deixados em repouso por
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mais 24 horas. Apos esse periodo foi iniciada a percolacao propriamente dita,
que foi mantida até a saturacio do liquido extrator, com acréscimo de nova
quantidade de liquido extrator. O processo foi mantido por mais 5 dias e
consumiu aproximadamente 14 L de etanol 30% (p/p). O extrato coletado foi
filtrado, acondicionado em frascos plasticos, rotulados e armazenados a — 20

°C até utilizagao nas etapas seguintes.

4.1.3 Concentragao e caracterizagao do extrato liquido

O extrato liquido foi concentrado em evaporador rotativo (IKA modelo 10)
a vacuo e os seguintes paramentos foram utilizados: temperatura de 40 °C;
rotacado de 25 rpm e pressao de 70 bar. O processo de concentragao produziu
um volume aproximado de 5 L, que foi armazenado a —20 °C até ser utilizado
nos ensaios de caracterizacéo e producao do extrato seco.

O extrato liquido concentrado foi caracterizado quanto ao teor de sélidos
pelo método de dessecacgao, em ftriplicata. Para tanto, foi utilizada a balanga
com aquecimento halégeno Shimadzu MOC63u na temperatura de 105 °C. A
quantidade de extrato liquido concentrado utilizado foi de aproximadamente 1
g e o valor demonstrado no display da balanga indica a perda por dessecagao.
Assim, o percentual de sélidos totais foi obtido de forma indireta pela Equagao
1.

Teor de solidos (%) = 100 — U (Equacéao 1)

Em que: U = leitura apresentada no equipamento.

4.1.4 Obtencao e caracterizagao do extrato seco por aspersao (spray
drying)

A formulacéo da mistura de extrato liquido concentrado das folhas de A.
indica com os adjuvantes de secagem foi determinada a partir de revisdes da
literatura e da condugao de experimentos preliminares de secagem, com foco
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na obtengao de extrato seco com melhores rendimentos de secagem. Assim
chegou-se a proporcao de 45% de maltodextrina e 5% de didéxido de silicio
coloidal (Aerosil®) em relagéo ao teor de solidos do extrato. Para o calculo da
quantidade de cada adjuvante a ser utilizada em relagdo a massa do extrato

liquido concentrado das folhas de A. indica aplicou-se as Equacgdes 2 e 3.

Maltodextrina (g) = Mext X Ts x 0,45 (Equacao 2)
Aerosil® (g) = Mext X Ts x 0,05 (Equagéo 3)
Em que:

Mext. — Massa do extrato liquido etandlico concentrado de A. indica em gramas

Ts — Teor de solidos em percentual

Portanto, para a obtengdo do extrato seco por aspersao (spray drying),
foram pesadas porgdes de 300 g de extrato liquido etandlico concentrado em
bequer de 500 mL. Com auxilio de um agitador magnético e de uma barra
magnética cada porgao do extrato foi mantida em agitacéo a 25% de rotacao.
Posteriormente, pesou-se 7,64 g de maltodextrina e 0,84 g de dioxido de silicio
coloidal (Aerosil®) para cada porgao de extrato. Os adjuvantes de secagem
foram adicionados as porgdes lentamente, primeiro a maltodextrina e em
seguida o Aerosil®. Apds a completa adigao dos adjuvantes de secagem, as
misturas foram mantidas sob agitacdo por 5 minutos para completa
homogeneizacéo.

A secagem de cada porgao foi realizada em Spray Dryer LABMAQ® -
modelo LM-MSD 1.0, e foram utilizados os seguintes parametros de secagem:

e Temperatura de entrada — 140 °C

¢ Fluxo de alimentagao do extrato — 0,63 L/h
e Diametro do bico de aspersdo — 0,7 mm

e Fluxo do ar comprimido —40 L/h

e Presséo do ar comprimido — 4,5 kg/f

e Temperatura de saida— 82 a 105 °C
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Durante as secagens a temperatura do ambiente variou de 25,7 a 29,4 °C

e a umidade relativa do ar de 45 a 56%.

O extrato seco foi caracterizado quanto aos seguintes parametros:
rendimento de secagem, perda por dessecacéo, atividade de agua (aw), teor
de flavonoides totais expressos como equivalentes de rutina, perfil

cromatografico para compostos fendlicos e teor de rutina, descritos a seguir.

4.1.4.1 Rendimento de secagem

O rendimento de secagem, expresso em percentagem, foi calculado
pela relagédo entre o peso do extrato seco obtido no spray dryer, a massa de
so6lidos totais presente no extrato liquido concentrado utilizado no processo e

os solidos adicionados, conforme Equacéo 4.

RS = P1/P2 x 100 (Equacéo 4)

Em que:

RS - rendimento de secagem (%)

P1 — peso do extrato seco obtido (g)

P2 — massa de sdlidos totais (incluindo a massa dos adjuvantes
acrescentados) presentes na amostra (g)

4.1.4.2 Perda por dessecacao

A perda por dessecagao do extrato seco foi determinada em balanca
com aquecimento halégeno Shimadzu MOC63u. Cerca de 0,25 g do extrato
seco foram aquecidos a temperatura de 105 °C, por aproximadamente 1

minuto, em triplicata.

4.1.4.3 Atividade de agua

A atividade de agua foi medida em triplicata com auxilio do equipamento
PRE AQUA LAB modelo 450 com 0,2 g da amostra a 25 °C.
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4.1.4.4 Teor de flavonoides totais expressos como rutina

A determinacgao do teor de flavonoides totais, expressos como rutina, foi
realizada por método espectrofotométrico adaptado de Rolim et al. (2005) e
validado por Soares (2020). Para tanto, foi construida uma curva de calibragao
com 7 niveis de concentragdo utilizando-se o padrao rutina (Sigma) nas
concentragdes (2,5; 5; 10; 20; 30; 40 e 50 pyg/mL) preparados de maneira
independente, em triplicata, em etanol 95% P.A./acido acético 0,02 M (99:1).
Foi realizada entdo a leitura da absorvancia de cada repeticido no
espectrofotometro UV-VIS da marca PerkinElmer, modelo Lambda 25 em
comprimento de onda de 364 nm, utilizando etanol 95% P.A./acido aceético
0,02 M (99:1) como branco. A partir da leitura das absorvancias foi construida
a curva de calibragdo e realizada a andlise de regressao linear para geragao
da equacao da reta.

As amostras do extrato seco foram preparadas, em triplicata, com 0,1 g
de extrato seco em 10 mL de etanol 30% (p/p) em baldo volumétrico. Em
seguida, o baldo volumétrico foi levado a banho de ultrassom a 60 °C por 1
hora. Posteriormente, filtrou-se a solugao e retirou-se 200 uL que foram
adicionados a 3800 uL de solugao etanol 95% P.A./acido acético 0,02 M
(99:1). Por ultimo centrifugou-se a solugdo e realizou-se a leitura do
sobrenadante em espectrofotdmetro a 364 nm. Como branco uma solucao
contendo maltodextrina e aerosil nas mesmas quantidades que a amostra foi
completada para 10 mL com etanol 30% (p/p) e levada para ultrassom 60 °C
por 1 hora. A solugéo foi entdo filtrada em papel de filtro qualitativo e dela
foram retirados 200 yL e adicionados 3800 uL de solucdo etanol 95%
P.A./acido acético 0,02 M (99:1), centrifugado e utilizado como branco antes
das leituras das absorvéancias das amostras.

O teor dos flavonoides totais expressos como rutina foi calculado
utilizando-se a formula descrita em Soares (2020) adaptada, conforme

Equacao 5.
TF (%) = Ctx (Vt/Va)x100 x(Vs/ma) (Equacéo 5)
Em que:
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TF = Teor de flavonoides totais, expressos como rutina

Ct = Concentracao de flavonoides totais, expressos como rutina (g/mL)

Vt = Volume total da solugdo (etanol/acido acético 0,02 M (99:1)) utilizada na
leitura no espectrofotometro (mL)

Va = Volume da amostra utilizado no preparo da solugao para leitura no
espectrofotdmetro (mL)

Vs = Volume de etanol 30% (mL) usado na dissolu¢do do extrato seco

Ma = Quantidade de extrato seco utilizado na dissolugao (g)

4.1.4.5 Perfil cromatografico para compostos fenélicos

A identificacdo de compostos fendlicos (flavonoides) presentes no
extrato seco foi realizada pela comparacdo dos tempos de retencado e
espectros de absorg¢ao na regiao do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) dos picos da
amostra do extrato seco com os picos de padrdes analiticos, obtidos por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(CLAE-DAD). Para tanto, foi utilizado um cromatografo Agilent Technologies
1260 Infinity Il, software Openlab CDS, equipado com detector DAD modelo
G7115A e injetor automatico. As eluicdes foram realizadas em coluna C18
Agilent Infinity Lab Poroshele 120, EC (4,6 x 100 mm, 2,7 ym) a temperatura
de 30 °C. A fase mével foi constituida por acetonitrila (A) e solugdo aquosa de
acido acético 0,2% (B), filtradas em membrana PTFE de 0,45 ym. O gradiente
da fase mével obedeceu aos seguintes critérios (A:B v/v): 0-5 min - 2:98; 5-8
min - 5:95; 8:11 min - 20:80; 11-14 min - 25:75; 14-21 min - 40:60; 21-24 min
- 80:20; 24-27 min - 90:10; 27-30 min - 5:95 e 30-35 min - 2:98. O fluxo da
fase moével foi de 1,0 mL/min, os picos foram detectados em 280, 306 e 340
nm, e o volume de injecao foi de 5,0 L.

Os padrdes analiticos dos compostos acido galico, acido cafeico,
resveratrol, catequina, epicatequina, apigenina, campferol, quercetina e rutina
(Sigma Aldrich) foram preparados em metanol grau HPLC, na concentragéo
de 2000 pg/mL, filtrados em membrana PTFE de 0,45 ym para vials ambares
e injetados individualmente. Um vial contendo a mistura, em partes iguais, de

todos os padrées também foi preparado para injegéo.
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Para o preparo da amostra, 0,2 g de extrato seco foi diluido em metanol
grau HPLC em bal&o volumétrico de 10 mL, sonicado por 15 minutos a 60 °C,
em seguida filtrado em papel. O liquido recolhido foi centrifugado por 15
minutos e, finalmente, filtrado em membrana PTFE de 0,45 uym para vial

ambar.

4.1.4.6 Teor de rutina

O flavonoide rutina, composto majoritario nos extratos secos, foi
determinado por CLAE-DAD, em condicdes semelhantes as descritas no item
anterior, alterando-se apenas o gradiente da fase mével e o comprimento de
onda do detector, conforme segue (A:B v/v): 0-5 min - 5:95; 5-8 min - 20:80;
8-11 min - 25:75; 11-18 min - 40:60; 18-23 min - 5:95. O fluxo da fase movel
foi de 1,0 mL/min, os picos foram detectados em 364 nm, o volume de injecéo
foi de 5,0 yL e a coluna (C18 Agilent Infinity Lab Poroshele 120, EC - 4,6 x
100 mm, 2,7 ym) foi mantida a temperatura de 30 °C. Esse método foi validado
de acordo com critérios estabelecidos na RDC 166 da ANVISA (BRASIL,
2017). As etapas da validagao do método estao descritas no item 4.1.5.

Rutina padrao analitico (Sigma, Alemanha) foi utilizada na confecgéo da
curva de calibragdo, conforme descrito no item 4.1.5 (linearidade).

No preparo da amostra do extrato seco, 0,1 g foi diluido em metanol grau
HPLC em baldo volumétrico de 10 mL, sonicado por 15 minutos a 60 °C, em
seguida filtrado em papel. O liquido recolhido foi filtrado em membrana PTFE
0,22 ym para vial ambar.

A quantificagdo de rutina também foi realizada em amostras do extrato
seco microencapsulado das folhas de A. indica, gentilmente cedidas por
Soares (2020) para este trabalho. Informagdes detalhadas sobre a obtencéo
desse extrato encontram-se no pedido de patente n° BR 1020200203940,
registrada no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI). No preparo
da amostra do extrato seco microencapsulado, 0,5 g foi diluido em metanol
grau HPLC em bal&do volumétrico de 10 mL, sonicado por 1 hora a 60 °C, em
seguida filtrado em papel. O liquido recolhido foi filtrado em membrana PTFE

0,22 ym para vial ambar.
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Todas as amostras de extratos foram preparadas em sextuplicatas
independentes e os teores de rutina, expressos como a meédia (xDP), foram

calculados conforme a Equacéo 6.

Tr (%) = Cr x (Vt/Ma)x100 (Equacao 6)

Em que:

Tr(%) = Teor de rutina

Cr = Concentracgéo de rutina (g/mL)

Vt = Volume total da solugdo/amostra (mL)

Ma = Massa de extrato seco utilizado na dissolugdo/amostra (g)

4.1.5 Validacao do método analitico de doseamento da rutina por
CLAE/DAD

A validacdo do método analitico foi realizada atendendo aos requisitos
da RDC N° 166 de 2017, da ANVISA, para os parametros seletividade,
linearidade, efeito matriz, faixa de trabalho, precisdo, exatiddo, limite de
detecgéo, limite de quantificacdo e robustez (BRASIL, 2017). A Substancia
Quimica de Referéncia — SQR utilizada foi a rutina, composto majoritario
encontrado nos extratos seco e microencapsulado das folhas de A. indica.

A adequabilidade do sistema cromatografico (system suitability) foi
testada para garantir a eficiéncia das condi¢gbes cromatograficas empregadas.
Para tanto, foram determinados os seguintes parametros de adequagao do
sistema: resolugdo, fator de retengcdo (K), numero de pratos tedricos,
seletividade e simetria. Esses parametros foram calculados pelo software
Openlab CDS e comparados com os limites recomendados pelo Food and
Drug Administration (FDA, 1994).

A seletividade do método foi atestada por meio da comparacgao do perfil
cromatografico dos extratos, da rutina e do diluente (metanol). Ademais, foi
realizada a analise comparativa dos espectros de absor¢cdo na regidao do
ultravioleta e visivel (UV-Vis) do pico da rutina na amostra e no padréo, no
comprimento de onda de 364 nm.

O parametro linearidade avaliou a resposta analitica em funcdo da

concentragdo de rutina, utilizada como substancia quimica de referéncia
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(SQR). Para tal fim, 0,02 g de rutina foram transferidos para baldo volumétrico
de 10 mL e o volume foi completado com metanol grau HPLC. Posteriormente,
levou-se para ultrassom até completa dissolugcao, obtendo uma solugao mae
na concentragado de 2000 ug/mL. Dessa solugdo mé&e foram preparadas as
concentragdes de 20, 30, 50, 100, 200 e 300 ug/mL da SQR, em triplicata, de
maneira independente, para volumes finais de 5 mL, conforme apresentado
na Tabela 1. As diferentes solugdes foram filtradas em filtro PTFE de 0,22 ym
para vials de 2 mL e injetadas no CLAE-DAD nas condi¢des cromatograficas

descritas no item 4.1.4.6.

Tabela 1 — Diluigbes realizadas na solugdo mae (rutina 2000 pug/mL) para
obtencao dos 6 niveis concentracdes da linearidade

Concentragao do padrao Quantidade de solugao- Volume final
Rutina (ug/mL) a ser obtida mae (Rutina 2000 pg/mL)  em metanol

20 0,05 mL 5mL
30 0,075 mL 5mL
50 0,125 mL 5mL
100 0,25 mL 5mL
200 0,5mL 5mL
300 0,75 mL 5mL

Com auxilio do software Action Stat (versao 3.5) extensao do excel 2016
realizou-se a representagao grafica da resposta (areas dos picos da SQR) em
funcdo das concentracdes; obtencdo da equacio da reta pelo método dos
minimos quadrados ponderados; geragdo do grafico de dispersdo dos
residuos; obtengéo dos coeficientes de correlagao (r) e de determinagéo (r?).
O nivel de significancia utilizado foi de 5% atendendo aos requisitos da RDC
n° 166 da Anvisa (BRASIL, 2017).

O efeito matriz foi avaliado por meio da comparagao entre os coeficientes
angulares de duas curvas de calibragdo, uma construida com amostras do
extrato adicionadas de rutina (SQR) de forma a obter as mesmas
concentracdes do intervalo linear e outra construida com a SQR isolada
(dados da linearidade). Para obtenc¢ao dos extratos adicinonados com a SQR
foi preparada uma solugdo mae contendo a amostra (extrato seco) adicionada
do padrao (rutina) de tal forma que a concentragdo de rutina fosse de 2000

Mg/mL. Para tanto, preparou-se uma solugao contendo 70% de rutina padréao
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e 30% de rutina da amostra, em 10 mL. Sendo assim, foram necessarios 0,014
g de rutina padrao e 0,006 g de rutina proveniente do extrato seco. O célculo
abaixo demonstra a quantidade de extrato seco pesada para fornecer 0,01 g
de rutina.

O extrato possui 1,0536749% de rutina:

100 g de extrato---------------- 1,0536749 g de rutina

X 0,006 g
X =0,56943 g de extrato

Logo:

Foram pesados 1,13886 g (dobro do valor calculado anteriormente)
de extrato seco, que foi transferido para baldo volumétrico de 20 mL (dobro
do volume calculado anteriormente), completado com metanol grau HPLC e
levado para ultrassom por 15 minutos a 60 °C, filtrado por filtragdo simples
ainda quente. Pesou-se 0,01g de rutina padrao, transferiu-se para baldao de
10 ml e completou-se com o filtrado anterior. Apdés completado o volume o
bal&o foi levado ao banho de ultrassom para homogeneizagao por 15 minutos.

Dessa solugao mae foram preparadas as diluicdes para obtengao das
concentragdes (20; 30; 50; 100; 200; 300 ug/mL) preparados de maneira
independente, em triplicata, em metanol.

A finalidade do teste foi avaliar a existéncia ou ndo de paralelismo entre
as retas, pois a falta de paralelismo indica uma possivel interferéncia de
componentes da matriz na analise.

A precisao do método analitico foi avaliada com o intuito de comprovar
a proximidade entre os resultados obtidos em ensaios realizados com a
amostra nas condi¢des a serem validadas. Para expressar a precisdo foram
testados dois niveis, a repetibilidade e a precisao intermediaria. Para a
repetibilidade, amostras do extrato foram preparadas em sextuplicata, por um
analista, nas mesmas concentra¢des (correspondente a 100% da SQR no
extrato). Para a precisdo intermediaria, amostra do extrato em sextuplicata
foram preparadas de modo idéntico, mas por outro analista e em dia diferente.
Para o preparo das amostras 0,1 g do extrato seco foi diluido em metanol grau

HPLC em baldo volumétrico de 10 mL, sonicado por 15 minutos a 60 °C, em
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seguida filtrado em papel. O liquido recolhido foi filtrado em membrana PTFE
0,22 ym para vial ambar para as injecbes no CLAE-DAD, nas condicbes
cromatograficas descritas no item 4.1.4.6. Os resultados foram expressos
como a meédia e o desvio padréo relativo (DPR%) das concentragdes de rutina
nas amostras, determinadas com o auxilio da equagao da reta gerada na
linearidade.

A exatiddo foi determinada dentro da faixa linear do método analitico
utilizando o método da recuperacdo apds adicdo da SQR. Para tanto,
quantidades idénticas e conhecidas da SQR (50 pg/mL) foram adicionadas as
amostras de extrato seco preparadas para conter trés niveis de concentragoes
(baixa 80%; intermediaria 100% e alta 120%) de rutina, dentro da faixa linear
do método analitico. Cada faixa de concentracdo foi realizada em triplicata e
a média das medidas foi utilizada para o calculo do percentual de recuperacgao
de acordo com a Equacéo 7 (BRASIL, 2017; PAULA; AMARAL, 2022).

Ce(amostra adicionada)—Ce(amostra)

Recuperacao (%) = . x100 (Equacéao 7)
Em que:
Ce - ¢é& a concentracdo da rutina nas amostras medida

experimentalmente;

CTr — concentracao tedrica de rutina padrao adicionada

De acordo com RDC n° 166/2014 o DPR deve ser justificado e calculado
para cada concentragdo na exatidao e o impacto das variagdes propostas na
robustez devem ser avaliados com os mesmos critérios utilizados na exatidao
(BRASIL, 2014).

O critério de aceitagado para o DPR na exatidao, precisao e robustez
foram baseados na concentragdo do analito na amostra (BRASIL, 2014). A
Equacao 8 de Horwitz foi utilizada para determinacao do DPR aceitavel. Este
valor independe da matriz e do tipo do analito e leva em consideragcédo a

concentragao do analito na amostra (BRASIL, 2020), conforme se segue:

DPRac = 2(170:5109C) (Equagio 8)
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Em que:
Desvio Padrao Relativo aceitavel (DPRac);

C — concentracao do analito na amostra em g/ml.

Os limites de deteccao e de quantificagao foram estimados a partir dos
dados da curva de calibragdo das medidas realizadas na linearidade, com
auxilio do software Action Stat (versdo 3.5) conforme as Equacgdes 9 e 10,
respectivamente:

Limite de deteccéo:

LD = (3,3x0)/IC (Equagéao 9)
Limite de quantificacao:

LQ =(10xa)/IC (Equacéao 10)
Em que:

o - € 0 desvio padrao residual da linha de regressao;

IC - é ainclinagdo da curva de calibragao.

A robustez foi determinada a partir de pequenas alteragdes no método
analitico descrito em 4.1.4.6, com a finalidade de averiguar eventual impacto
na capacidade do método de identificar e quantificar a rutina com precisao e
exatiddao. Para tanto, foram realizadas analises com as temperaturas da
coluna a 27 °C, 30 °C, 33 °C; com amostras armazenadas, ap0s preparo, por
24 horas a -20 °C e sem prévio armazenamento; por fim, foram feitas analises
nos comprimentos de onda de 362, 364 e 366 nm. As alteragbes foram

realizadas uma de cada vez e em triplicata.

4.2 Testes com animais

4.2.1 Aspectos éticos
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Todos os experimentos deste estudo estdo em acordo com as normas
do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdao Animal (Concea) e
foram iniciados apds aprovacdo pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UEG, parecer n.002/2020 (Anexo 1).

4.3 Animais

No estudo de toxicidade reprodutiva e de desenvolvimento foram
utilizadas 40 ratas Wistar adultas, fémeas, pesando aproximadamente 165 a
210 g e 6 ratos machos adultos destinados apenas ao acasalamento. No teste
do efeito hipoglicemiante foram utilizados 24 ratos Wistar machos e adultos.
Durante o estudo os animais foram mantidos no biotério do Laboratorio de
Farmacologia e Toxicologia de Produtos Naturais e Sintéticos da UEG,
alocados em grupos de quatro animais, em caixas de polipropileno (41 cm x
34 cm x 16 cm) contendo maravalha (J.R. Maravalha). A temperatura
ambiente foi mantida em 22 + 2 °C, a umidade relativa do ar em 55 + 5%, e
ciclo de claro/escuro de 12 h. Foi disponibilizada ragdo comercial (Presence®)

e agua filtrada ad libitum aos animais durante todo o estudo.

4.4 Estudo de toxicidade reprodutiva

O teste de toxicidade reprodutiva foi realizado e conduzido segundo o
preconizado no Protocolo 421 da Organizagao para Cooperagao Econémica
e Desenvolvimento (Organization for Economic Cooperation and Development
- OECD) (OECD, 2016).

4.4 1 Acasalamento

As fémeas foram submetidas diariamente a coleta de secregao vaginal
para determinacdo do ciclo estral, sendo esse procedimento realizado com
auxilio de uma micropipeta, solugao fisioldégica 0,9% e microscépio Optico.
Constatada a fase do ciclo como sendo o pré-estro, as fémeas foram
colocadas individualmente em caixas de polipropileno na presenga de um

macho. No dia posterior, no periodo matutino, a presenga de tampao vaginal
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e/lou de espermatozoides no lavado vaginal foi considerada como dia
gestacional zero (DG 0). As fémeas prenhes foram mantidas em caixas
individualizadas até o dia da eutanasia (DG 21). Esses procedimentos

encontram-se ilustrados na Figura 2.

Figura 3 — Desenho esquematico do procedimento de selegdo e
acompanhamento dos animais até a inclusao no estudo
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Fonte: Proéprio autor, criado com Biorender.com.

4.4.2 Grupos experimentais e tratamento

As ratas prenhes foram distribuidas em quatro grupos (n= 10/grupo): um
controle e trés grupos tratamento. No grupo controle foram alocadas as
fémeas que receberam o veiculo utilizado na dissolugao do extrato seco. O
veiculo foi constituido de agua destilada, propilenoglicol 10%, maltodextrina
45% e Aerosil® 5%. A maltodextrina e o Aerosil® sdo adjuvantes de secagem
amplamente utilizados na secagem de extratos vegetais e na industria
farmacéutica como excipientes. Ademais, sdo reconhecidos como seguros
segundo a classificacdo Generally Recognized As Safe — GRAS adotada pelo
FDA (SHESKEY; COOK; CABLE, 2017).

As fémeas dos outros trés grupos receberam o extrato seco das folhas

de A. indica nas doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg. As doses do extrato seco
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foram definidas de acordo com os dados obtidos em estudo de toxicidade
aguda e dose repetida com extrato etandlico das folhas de A. indica
(TEPONGNING et al. 2018; OECD, 2016). O uso de tais informagdes decorre
do protocolo 421 da OECD. Nele recomenda-se a utilizacdo de 3 niveis de
dose sendo a mais alta capaz de causar algum efeito adverso sem causar
morte e a dose menor nado deve causar efeito adverso observavel (OECD,
2016). Nos testes realizados por Tepongning et al. (2018) a DL 50 estimada
foi > 5000 mg/kg e a toxicidade dose repetida com 75, 125 e 300 mg/kg/dia
por 28 dias ndo apresentou toxicidade. Logo a dose menor foi estabelecida
em 300 mg/kg sendo as doses subsequentes multiplos dessa dose. Os
valores das doses expressam apenas o equivalente em extrato bruto da planta
sem a massa dos adjuvantes.

O veiculo e o extrato foram administrados as fémeas por via oral
(gavagem), utilizando o volume de 5 mL/kg de animal. O tratamento foi

realizado do dia gestacional zero (DG 0) ao vinte (DG 20).

4.4.3 Avaliagdo da toxicidade materna do extrato seco das folhas de
Azadirachta indica

A toxicidade materna foi avaliada utilizando-se o protocolo n. 421 da
Organizagao para Cooperagdo Econémica e Desenvolvimento (Organization
for Economic Cooperation and Development - OECD) (OECD, 2016).

Foram registrados diariamente a massa corporal, o0 consumo de agua e
racdo das fémeas prenhes (Figura 4). Além disso, todos os dias as
progenitoras foram avaliadas quanto a possiveis alteragbes fisicas e
comportamentais (aumento ou diminuigdo da atividade motora, piloeregao,
diarréia, gromming persistente) que pudessem indicar sinais clinicos de
toxicidade (MALONE, 1983).
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Figura 4 — Desenho esquematico dos procedimentos de acompanhamento
dos animais durante o tratamento com controle e com extrato seco das folhas
de Azadirachta indica
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Fonte: Proéprio autor. Criada no Biorender.com
4.4.4 Avaliagao dos parametros de desempenho reprodutivo materno

No DG 21, no periodo matutino, apos a realizagcdo da pesagem e
verificacdo do consumo de agua e ragao das fémeas, elas foram anestesiadas
com uretana 25% (Sigma®), via intraperitoneal, na dose de 1 g/kg. Em
seguida, foi realizada a laparotomia e uma incisao longitudinal na regiao alba
até a cartilagem xiféide das fémeas, com posterior abertura da cavidade
toracica. Esse procedimento promoveu a eutanasia das ratas e permitiu a
retirada dos cornos uterinos, ovarios e fetos. Uma vez retirados do interior do
utero, os fetos foram separados das suas placentas para a realizagao do
exame macroscopico visando a detecgdo de anormalidades externas. Os
fetos, ainda sob efeito da anestesia materna, foram colocados em placa de
Petri coberta por papel aluminio e colocados no congelador a 4 °C por 5a 10
minutos. O referido procedimento promoveu a eutanasia dos fetos, que foi

confirmada pela auséncia de movimentos respiratorios e da resposta
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autondmica ao toque. Na sequéncia, os fetos e as suas placentas foram
individualmente pesados.

Foram registrados o numero de sitios de implantacdo e reabsorgdes
presentes nos cornos uterinos. A analise dos ovarios foi realizada com auxilio
de um estereomicroscopio com a finalidade de contar o numero de corpos
luteos (DAMASCENO et al. 2008). Foram utilizadas as férmulas do indice de
prenhez, perdas pré e pos-implantagao para calculo dos indices reprodutivos
(EPA, 1991):

indice de prenhez = (N2 de fémeas prenhes)/

((Ne de fémeas com evidéncia de prenhez)) x 100

Perda pré-implantagdo = ((N2 de sitios de corpos luteos —

N de sitios de implantagdo))/((numero de corpos luteos)) x 100

Perda pos-implantagio = ((Ne de sitios de implantacdo — N® de fetos vivos) )/

(N2 de sitios de implantagao)x 100

4.4.5 Massa dos 6rgéaos e analise histopatolégica

Ap0s o registro dos parametros de desempenho reprodutivo materno,
o figado, o coragéo, os rins e os pulmdes foram removidos, pesados e fixados
em formol a 10% (Dinamica Quimica Contemporénea, Ltda. Sdo Paulo, SP,
Brasil). Os cornos uterinos também foram fixados. Apos essa etapa foi
realizado processo de desidratacdo por meio de concentracdes crescentes
(70% 85% e 99 %) de alcool etilico (Neon Commercial Analytical Reagents,
Ltd., Suzano, SP, Brasil) e posterior depuragdo em xileno (Labsynth
Laboratory Products, Ltd., Diadema, SP, Brasil). Os tecidos foram embebidos
em parafina por 2h e apos a confecgéo dos blocos foram seccionados (5 ym)
em microtomo (Leica Biosystems of Brazil Import and Trade, Ltd., Sdo Paulo,
SP, Brasil). As laminas foram coradas por hematoxilina (Laborclin Laboratory
Products, Ltd., Pinhais, PR, Brasil) e eosina (Labsynth Laboratory Products,
Ltd., Diadema, SP, Brasil) e visualizadas em microscopio Optico (Nikon
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Instruments Inc., Melville, NY, EUA). Os cortes foram analisados em
microscopia de luz (40x). Cem campos de microscopio por se¢ao foram
pontuados de acordo com a area com lesdes inflamatorias em relagéo a area
de campo. Os processos patolégicos (edema, necrose, infiltrado
celulares/inflamatérios, hiperemia, angiogénese, fibrose, etc) foram descritos
quando presentes. Os dados das analises semiquantitativas foram avaliados

de acordo com o agrupamento do estudo.

4.4.6 Avaliagcao dos parametros bioquimicos maternos

No dia da cesariana, ap0s anestesia, foram realizadas puncdes
intracardiacas para coleta de 5 mL de sangue total das fémeas. O sangue foi
transferido para microtubos e centrifugado por 4 minutos a 4000 rpm a
temperatura de 4 °C. O soro obtido foi conservado a -20 °C até a realizagao
das dosagens de creatinina, ureia, transaminases glutamico-oxalacética
(TGO), transaminase glutdmico-pirivica (TGP), fosfatase alcalina (FA),
proteinas totais e albumina. Os doseamentos foram realizados no
equipamento Vyttra diagnosticos BM 200 equipado com o software BS200E
Mindray® e os kits reagentes foram Bioclin Biocontrol P® lote 0052, val:
2022/7 e Bioclin Biocontrol N® lote 0068 , val: 2023/01.

4.4.7 Morfologia externa e medidas morfométricas fetais

Nesta etapa, os fetos foram analisados visualmente para identificacao
de malformagdes ou anomalias externas. Foram registradas as medidas
antero-posterior do cranio, laterolateral do cranio, anteroposterior do torax,
laterolateral do térax, craniocaudal e cauda determinadas com auxilio de um
paquimetro digital (Zaas Precision®). Apos a determinagdo das medidas
morfométricas os fetos foram distribuidos em dois grupos, sendo uma metade

destinada a analise visceral e a outra para analise esquelética.

4.4.8 Analise esquelética dos fetos
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Os fetos selecionados para analise esquelética foram diafanizados e
colorados com vermelho de alizarina por meio da utilizagdo das técnicas
adaptadas de Manson, Zenick e Costlow (1982) e Kelly e Bryden (1983). Para
tanto, os fetos foram desidratados com alcool 96 °GL por 8 dias, para entdo
serem submetidos a etapa de evisceracdo. Com um bisturi, foi realizado um
corte transversal no abdome dos fetos, imediatamente abaixo das costelas
para retirada completa das visceras. Em seguida os tecidos moles foram
clareados utilizando-se KOH 2% por 24 horas. Terminado esse prazo, os fetos
foram imersos em uma solugéo de KOH 0,5% com vermelho de alizarina por
mais 48 horas com objetivo de corar as estruturas 6sseas. Finalizada a etapa
de coloragao, os fetos foram colocados em glicerina 25% para fixagdo por uma
semana e mantidos até a analise esquelética em glicerina pura.

Concluida a coloragao, os fetos foram analisados em estereomicroscépio
com intuito de identificar presenca de variagdes/malformacdes oésseas. Foi
utilizado o Atlas of external and skeletal anomalies in rats para comparar as
alteragcdes observadas (CHAHOUD, 1999). A descricdo das alteragdes
esqueléticas foi padronizada segundo as terminalogias da International
Federation of Teratology Societies (MAKRIS et al., 2009).

4.4.9 Analise visceral dos fetos

Os fetos destinados a analise visceral foram imersos em solugao de
Bodian por aproximadamente 30 dias e, em seguida, foram submetidos ao
procedimento de secgdo com bisturi (DAMASCENO et al., 2008; WILSON,
1965). Cada secgdao foi analisada no estereomicroscopio e as

variagdes/malformacdes foram registradas (DAMASCENO et al., 2008).

4.5 Teste do micronucleo (MN)

As recomendagdes da diretriz 474 da OCDE (OECD, 2014) foram
seguidas para a realizagao do teste MN. As células da medula 6ssea das ratas
Wistar foram suspensas em 1 mL de soro fetal bovino e depois utilizadas para
preparar os esfregagos celulares em laminas de vidro (quatro laminas para

cada animal). Em seguida, as Iaminas foram fixadas em metanol absoluto por
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5 min, e entdo coradas em solugdo tamponada de Giemsa (fosfato de sédio
dibasico e fosfato de sédio monobasico, pH 6,8). A relagao entre eritrécitos
policromaticos (PCE) e eritrocitos totais (eritrocitos normocromaticos (NCE) +
(PCE)) e a relagao entre PCE e NCE foram calculadas contando-se 500
eritrécitos por animal. A incidéncia de eritrocitos imaturos micronucleados
(MN-PCEs) foi calculada contando um total de 4000 PCE por animal. A analise
das laminas foi realizada em microscopio optico de luz (Olympus BH-2,
objetiva 100x10x100, Toquio, Japéao).

4.6 Avaliacao do efeito hipoglicemiante
4.6.1 Inducéo do estado diabético

A hiperglicemia foi induzida em ratos Wistar (n=6/grupo)
randomicamente selecionados, pela administragao de aloxana (5,6 Dioxiuracil
monohidrato) na dose de 150 mg/kg, que possui um efeito téxico sobre as
células beta das ilhotas de Langerhans, no pancreas (ZAREIE, 2018; GUO,
2017; SILVA, 2014), via i.p., aos animais em jejum de 10 — 12 horas (CAVALLI
et al., 2007; FEDERIUK et al., 2004; LERCO et al., 2003; SILVA et al., 2014;
SOARES et al., 2000; ZANOELLO et al., 2002). Apés a administragcédo, os
animais ficaram em jejum por mais duas horas até liberagcédo da ragédo. Durante
todo o experimento a oferta de ragcao e agua foi livre.

Apos trés dias da administracao de aloxana foi realizada a mensuracéao
da glicose sanguinea dos animais utilizando o glucoteste Accu Check Guide®,
sem que os ratos estivessem em jejum. Foram considerados hiperglicémicos
0s animais que mantiveram valores glicémicos = 200 mg/dL do terceiro ao
sétimo dia ap6s a administragdo da aloxana (AKINOLA, 2011). No sétimo dia,
permanecendo o estado hiperglicémico, o animal foi incluido no grupo. Aos
animais que nao desenvolveram hiperglicemia uma segunda dose de aloxana
foi administrada apds jejum de 4 horas antes da dose e de 2 horas apés a
dose. A Figura 5 ilustra a linha do tempo e etapas da indugao da hiperglicemia.
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Figura 5 - Linha do tempo com as etapas da indugéo da hiperglicemia em ratos Wistar machos e adultos
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4.6.2 Grupos experimentais e tratamento

Nesta etapa do trabalho foram testadas amostras do extrato seco das
folhas de A. indica (ES) obtidas conforme descrito no item 4.1.4, e amostras
do extrato seco microencapsulado (ESM) de folhas de A. indica, gentiimente
cedidas por Soares (2020) e produzidas conforme procedimentos descritos no
pedido de patente n°® BR 1020200203940 registrado no INPI. O objetivo foi
investigar possiveis influéncias da tecnologia da microencapsulacdo num
eventual efeito hipoglicemiante dos extratos.

Para tanto, os animais foram distribuidos em quatro grupos (n=6/grupo),
de forma randomizada, apds a confirmacgao da indugéo de hiperglicemia. Dois
grupos de animais diabéticos foram tratados com a dose de 750 mg/kg, por
via oral, com o extrato seco (Grupo ES) e com extrato seco microencapsulado
(Grupo ESM), preparados em agua purificada e 10% de propilenoglicol. A
dose foi escolhida com base em estudos que avaliaram o efeito
hipoglicemiante e a toxicidade aguda de extratos brutos de folhas de A. indica
(AKINOLA, 2010; AKTER, 2014; TEPONGNING et al., 2018). O valor da dose
expressa apenas o equivalente em extrato bruto da planta, sem a massa dos
adjuvantes de secagem. Outros dois grupos foram formados por animais
diabéticos que receberam, por via oral, o veiculo usado no preparo dos
tratamentos com os adjuvantes presentes nos extratos avaliados. Assim, um
grupo recebeu microcapsulas inertes (Grupo veiculo Ml), produzidas de forma
idéntica e com os mesmos adjuvantes utilizados na secagem do ESM, no
entanto, sem a presencga do extrato, que foram dissolvidas em agua e 10% de
propilenoglicol. O outro grupo recebeu maltodextrina e aerosil® (Grupo
veiculo MA), nas mesmas proporgdes utilizadas na secagem do ES,
dissolvidos em agua e 10% de propilenoglicol.

Os tratamentos e os veiculos foram administrados por via oral
(gavagem) por 15 dias. Os animais tiveram suas massas corporais e sinais
clinicos observados diariamente. O consumo de agua e racéo foi registrado

por caixa contendo entre trés e dois animais.

4.6.3 Aferigdo da glicemia
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A glicemia dos animais em todos os grupos foi mensurada nos dias 0, 3,
6, 9, 12 e 15 as 10 horas da manha em sangue coletado da cauda do animal.
Para realizacdo do procedimento o animal foi contido dentro de um tubo de
PVC com aberturas para respiracdo e para cauda. A cauda do animal foi
imersa em agua morna a 40 °C por cerca de 50 segundos para vasodilatacao.
Posteriormente, a cauda foi seca com papel toalha e limpa com etanol 70%.
Com uma lanceta realizou-se a pungéo na regido distal da cauda do animal e
uma gota de sangue foi utilizada para colocar na fita reagente do glicosimetro

previamente encaixada.

4.7 Analise estatistica

Os dados referentes ao consumo de agua e ragdo, ganho de massa
corporal, parametros bioquimicos e de desempenho reprodutivo materno,
glicemia e teste do micronucleo estdo apresentados como média + desvio
padrao da média. Estes dados foram submetidos a ANOVA unifatorial. Nos
casos em que a ANOVA apontou efeito significativo (p < 0,05) foi realizado o
teste post hoc de comparacdes multiplas de Newman Keuls ou comparagao
multipla de Tukey. Para alteragdes esqueléticas e viscerais foi utilizado o teste
do qui quadrado. Constatada diferenga significativa (p <0,05) entre os grupos
foi aplicada a correcdo de Bonferroni para as comparagdes entre grupos
sendo significativo um p < 0,0083.

No teste de efeito hipoglicemiante utilizou-se a ANOVA para medidas
repetidas. Quando a ANOVA apontou efeito significativo (p < 0,05) foi
realizado o teste de F de comparagdes planejadas para avaliar a glicemia
antes do tratamento (DO) em relagcéo aos dias D3; D6; D9; D12 e D15.

Para a andlise estatistica foi utilizado o software Statistica 12.0 da
Statsoft® para os estudos de toxicidade reprodutiva, de desenvolvimento
embrio-fetal e efeito hipoglicemiante. Para os parametros PCE/NCE,
PCE/total, a média £ desvio padrao das medianas foram calculadas para cada
grupo. As analises foram realizadas no software Graph-Pad Prisma 9 versdes
9.0.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extrato liquido concentrado

Apods o processo de concentragado foram obtidos 5 L de extrato liquido.
O teor de solidos foi de 5,66%. Esse valor foi utilizado para estimar as massas

de adjuvantes a serem adicionados para a secagem por aspersao.

5.2 Obtencao e caracterizagao do extrato seco por aspersao (spray
drying)

Foram realizadas 5 secagens no spray dryer (Figura 6A) e foram
produzidos 170,653 g de extrato seco (Figura 6B). O rendimento médio de
secagem foi de 50,89%. O extrato seco apresentou perda por dessecagao de
6,87% £ 0,47% e atividade de agua de 0,346 +0,01. A atividade de agua igual
ou inferior a 0,75 medidos a 25 °C sao considerados valores baixos segundo
a Farmacopeia Brasileira 62 edicdo. Esse parametro indica um atributo de
qualidade ao extrato seco ao conferir maior estabilidade quimica e menor risco
de contaminagao microbioldgica devido a menor quantidade de agua livre
(BRASIL, 2019).

Grande parte dos extratos de A. indica utilizados nos estudos de efeito
hipoglicemiante e de toxicidade relatados na literatura eram extratos brutos
concentrados em rotaevaporador a pressao reduzida. Nesses extratos, devido
a um possivel conteudo de agua residual, faz-se necessario o
armazenamento a baixas temperaturas (4 °C) para garantir a estabilidade. Por
outro lado, o extratos secos obtidos por spray drying, pela adicao de
adjuvantes e caracteristicas do processo de secagem, sdo obtidos extratos
em p6 com umidade residual baixa e, consequentemente, mais estaveis. Essa

tecnologia permite a utilizagao de altas temperaturas durante a secagem sem
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provocar prejuizos para os constituintes do extrato (OLIVEIRA; PETROVICK,
2010; ZIAEE et al., 2019). Dessa forma, o extrato seco de A. indica, obtido por
spray drying nas condi¢des deste estudo, pode ser armazenado a temperatura

ambiente protegido da luz e umidade.

Figura 6 — Secagem por asperséo do extrato bruto concentrado com adigéo
de adjuvantes. (A) Spray Dryer; (B) Extrato seco obtido

Fonte: Proprio autor

Os perfis cromatograficos do extrato seco das folhas de A. indica e dos
padrdes analiticos sdo apresentados, respectivamente, nas Figuras 7 e 8. A
analise qualitativa realizada para identificacdo dos compostos fendlicos
presentes no extrato seco de A. indica foi positiva para rutina e quercetina.
Conforme verificado pelos tempos de retengao 14,535 e 19,298 minutos dos
picos do extrato seco (Figura 6B) com os tempos de retengédo dos picos dos
padrdes rutina (14,531 min) e quercetina (19,267 min) (Figura 8).
Adicionalmente, os espectros na regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)
referentes a cada pico (Figura 9) apresentam semelhanga quantos aos
maximos de absorgéo nas regides de 250 nm e 360 nm no caso da rutina e

de 260 nm e 370 nm no caso da quercetina.

Resultados e Discussdao 60



Figura 7 — Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD do extrado seco

Azadirachta indica. A, 280 nm; B, 306 nm; C, 340 nm.
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resveratrol (RT=17,773 min); 7 — quercetina (RT=19,267 min); 8 — apigenina (RT=21,085 min);
9 — kaempferol (RT=21,561 min).

Figura 9 - Espectros de absorgéo na regido UV-Vis. A, rutina padrao; B, rutina
no extrato seco de folhas de Azadirachta indica; C, quercetina padrao; D,
quercetina extrato seco de folhas de Azadirachta indica.
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No que se refere a determinagdo dos teores de flavonoides totais,
expressos como rutina, utilizando o método analitico espectrofotométrico, a

Tabela 2 apresenta os valores das absorvancias dos 7 niveis de
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concentracdo, em ftriplicata, do padrao rutina, utilizados na construcdo da
curva de calibracdo. A equacao da reta e o valor do coeficiente de

determinacédo (R?) estdo apresentados na Figura 10.

Tabela 2 - Valores de absorvancia a 364 nm para o padrao rutina nas
concentragdes de 2,5 a 50 pg/ml

Concentracdo pug/ml  Absorvancia1 Absorvancia2 Absorvincia3 Média DP

2,5 0,098 0,096 0,100 0,0980 0,001633
5 0,150 0,148 0,148 0,1487 0,000943
10 0,247 0,250 0,250 0,2490 0,001414
20 0,499 0,491 0,486 0,4920 0,005354
30 0,723 0,748 0,747 0,7393 0,011557
40 0,918 0,924 0,922 0,9213 0,002494
50 1,106 1,108 1,106 1,1067 0,000943

Figura 10 - Curva de calibragdo do padrao rutina com equagéao da reta
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O teor de flavonoides totais expressos como rutina variou de 2,64 a
3,01% conforme descrito na Tabela 3 e refere-se a diferentes secagens

realizadas e cada analise, em triplicata.
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Tabela 3 - Absorvancias a 364 nm das amostras em triplicata provenientes de
diferentes secagens e os teores de flavonoides totais expressos como rutina

Secagens Leituras realizadas a 364 nm

12 2@ 32 Média DP TF
Amostra 1 0,386 0,401 0,388 0,391667 0,00665 3,01%
Amostra 2 0,363 0,357 0,403 0,374333 0,020418 2,84%
Amostra 3 0,355 0,34 0,351 0,348667 0,006342 2,64%

Amostra 4 0,368 0,364 0,362 0,364667 0,002494 2,76%
Dp — desvio padrao; TF: teor de flavonoides (%)

A presenca dos flavonoides rutina e quercetina nas folhas de A. indica
foi descrita por Achi et al. (2018) e Dorababu et al. (2004). A rutina mostrou
ser o composto majoritario no nosso trabalho (Figura 6), no entanto, pelo
menos outros trés compostos nao identificados apareceram no cromatograma

em quantidades significativas.

O teor de flavonoides totais expressos em rutina de 3,01% foi superior
ao observado por outros pesquisadores em extratos brutos de folhas de A.
indica utilizados em estudos de toxicidade (ACHI et al., 2018; DORABABU et
al., 2004). Dorababu et al. (2004), empregando cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia, do inglés High-Performance Thin-Layer
Chromatography (HPTLC) para a quantificacdo, determinaram os teores de
flavonoides totais e de fitoesteroides no extrato aquoso de folhas de A. indica,
planta coletada na india, e obtiveram os valores de 1,25% (rutina 0,41 e
quercetina 0,083%) e 0,394%, respectivamente. Embora o método de
quantificacdo seja diferente do empregado em nosso trabalho, os dados
apontam possiveis diferengas na composicdo quimica dos extratos que
podem estar relacionadas a diversos fatores, tais como, ambientais, edaficos,
climaticos e geograficos, bem como ao préprio liquido extrator utilizado na

obtencao do extrato.

Essas diferencas fitoquimicas sao corroboradas por diversos autores.
Por exemplo, na triagem fitoquimica foi identificada a presenga de alcaloides,
saponinas, acucares redutores, flavonoides e compostos fendlicos
(KINGSLEY et al., 2012; OSENI et al. 2012), além de taninos (OSENI et al.

2012). Esses estudos apontaram auséncia de fitoesteroides.
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A triagem fitoquimica realizada em Achi et al. (2018); Kingsley (2012);
Kanagasanthosh; Shanmugapriyan; Kavirajan (2015); Oseni et al. (2012) e
Soares (2020) apresentou como fator comum a presencga de flavonoides e
compostos fendlicos. Essas classes de compostos esta amplamente presente
nas folhas de A. indica e ao seu efeito antioxidante é atribuida acao
terapéutica anti-inflamatéria e anti-hiperglicémica. Contudo, a triagem
fitoquimica possui limitagbes pois nao permite identificar os compostos
presentes dentro dos grupos fitoquimicos. Tais limitagbes dificultam a
comparagao de resultados dos estudos, pois ndao permitem identificar os

compostos responsaveis pelos efeitos terapéuticos e toxicos.

Ademais, as diferengcas verificadas nas triagens fitoquimicas dos
extratos das folhas de A. indica sugerem propriedades diferentes. O efeito
terapéutico ou toxico pode ser resultado da sinergia dos compostos dos
extratos, de forma que a presenga, auséncia e a quantidade de um grupo
quimico pode alterar o perfil de agao do extrato. Nesse sentido, verifica-se no
trabalho com extrato etandlico das folhas de A. indica utilizando etanol 88%
como liquido extrator que os seguintes compostos foram identificados:
alcaloides; carboidratos totais (CHO soluvel); compostos fendlicos;
esteroides; flavonoides; glicosideos cianogénios; saponinas; taninos;
terpenoides (ACHI et al, 2018). Diferente desses, o0s autores
Kanagasanthosh; Shanmugapriyan; Kavirajan (2015) n&o identificaram
alcaloides e esteroides na triagem fitoquimica realizada no extrato etanolico
90% e em Oseni et al. (2012) néao foi identificada a presencga de terpenoides,
glicosideos cianogénicos e esteroides no extrato etandlico 95%. A triagem
fitoquimica realizada por Soares (2020) nas folhas de A. indica (amostra
idéntica a utilizada no presente trabalho) confirmou a presenga de compostos
fendlicos, flavonoides, cumarinas, compostos terpénicos e saponinas.

Contudo nao foram encontrados alcaloides e taninos.

Destaca-se que mesmo as triagens fitoquimicas, quando realizadas, néo
comtemplam as mesmas classes de compostos, como no caso dos taninos
encontrados em Oseni et al. (2012) e n&o investigado em Kingsley et al.
(2012). Essas lacunas tanto sdo oportunidades a serem exploradas em outros

estudos como demonstram a necessidade de caracterizacao, identificagao e
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quantificacdo dos metabdlitos secundarios. Tais informacdes sao importantes
pois podem contribuir para elucidar efeitos verificados pelos diferentes
extratos ou mesmo identificar variagbes decorrentes do local de origem da

planta.

5.3 Validacao do método analitico para doseamento de rutina por CLAE-
DAD

O doseamento de rutina por CLAE-DAD determinou teores médios de
rutina de 1,07% (£0,062) e 0,07% (£0,007) no extrato seco e no extrato seco
microencapsulado de folhas de A. indica, respectivamente. O método analitico
para o doseamento de rutina foi validado e os resultados s&o apresentados a
sequir.

A adequabilidade do sistema cromatografico (system suitability) foi
evidenciada para os parametros resolucdo, fator de retencdo, numero de
pratos tedricos, seletividade e simetria do pico da SQR, conforme
demonstrado na Tabela 4. Os valores encontram-se de acordo com o
preconizado pelo Food and Drug Administration (FDA, 1994), demonstrando
que o sistema esta adequado para a quantificagdo do marcador rutina nos

extratos.

Tabela 4 — Parametros de adequabilidade do sistema (system suitability) em
CLAE-DAD para a determinacao de rutina nos extratos secos das folhas de

Azadirachta indica

Marcador Resolugao k Numero de pratos Seletividade Simetria
2,38 5,26 260590 1,02 0,99
2,34 5,34 255812 1,02 0,98
Rutina 2,36 5,35 255662 1,02 0,99
2,36 5,36 256405 1,02 0,98
2,35 5,35 256166 1,02 0,98
2,35 5,35 257124 1,02 0,98
FDA (1994) >2,00 >1000 =1,00 =1,00

Legenda: k fator de retencdo refere-se a diferenca entre o tempo de retengdo do pico de
interesse e o tempo de retengéo da fase movel dividido pelo tempo de retencéo da fase mével.
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O método demonstrou ser seletivo, primeiramente, pela comparacao do
tempo de retengcdo da SQR e do seu pico correspondente no extrato seco
microencapsulado e ndo microencapsulado de folhas de A. indica (TR 11, 538
e 11,547 - Figura 11 B, C e D). O segundo critério utilizado para atestar a
seletividade foi a comparacéao dos espectros de absorgéo na regiao do U.V.
dos picos de rutina na SQR e nas amostras dos extratos (Figura 11 B, C e D).
Todos apresentaram dois maximos de absor¢cdo, um em 260 nm e outro em

360 nm, demonstrando serem substancias idénticas.

Figura 11 — Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD e espectros de absorgao
na regidao do UV. A, solvente utilizado nas amostras (metanol); B, substancia
quimica de referéncia (rutina); C, extrato seco microencapsulado de folhas de
Azadirachta indica; D, extrato seco de folhas de Azadirachta indica

T[T DADTA, Sig=364 4 Ref=off (CARLOS_SEQ..._LINEARIDADE _24_06_22 2022-06-24 14-45-15\001-P1-A2-PADRAC| 1.1.D)

Rutina
TR: 11,538 min
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Legenda: Coluna EC-C18 (4,6 x 100mm 2,7um); temperatura de 30 °C; fluxo da fase movel
1ml/min (gradiente); Espectros na regiao do UV da rutina, com maximos de absorgéo préximo
a 250 nm e 360 nm em B, C e D; TR=tempo de retengao.

A linearidade do método foi atestada por meio da constru¢do do grafico
concentragao versus area do pico cromatografico para seis concentragdes da
SQR, apresentada na Figura 12. Os dados foram heterocedasticos e a analise
de regressao linear originou a equacgao y=7,436102861x — 1,384793556 pelo
método dos minimos quadrados ponderados. O coeficiente de correlagéo (R)
foi de 0,999 sendo o0 minimo preconizado pelas agéncias regulatérias de 0,99.
A analise grafica dos residuos mostra dispersao dos dados ao redor do valor
médio sem grande concentracdo de valores abaixo ou acima da média

conforme se verifica na Figura 13 (BRASIL, 2017).
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Figura 12 — Curva de calibragdo do padrao rutina nas concentragdes de 20,
30, 50, 100, 200 e 300 pyg/mL para avaliagao da linearidade do método
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A avaliagao visual do grafico e os resultados da analise estatistica
demonstram que o método é capaz de gerar respostas diretamente
proporcionais a concentragdo do analito. O valor do intercepto com o eixo y
nao foi estatisticamente diferente de zero (p = 0,559382359) e o coeficiente

angular foi estatisticamente diferente de zero (p = 1,51561 x 10-%°).
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Figura 13 - Gréafico de dispersdo dos residuos da curva concentragao x
resposta da substéncia quimica de referéncia (rutina)
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A avaliagcédo do efeito matriz € uma exigéncia regulamentar quando o
método analitico se destina a quantificar componentes em uma matriz
complexa (BRASIL, 2017). Os extratos vegetais s&o matrizes complexas dada
a diversidade de compostos neles presentes. Na Figura 14 estdo
apresentadas as curvas de calibragdo obtidas com a amostra fortificada com
a SQR e apenas a SQR.

A influéncia ou ndo da matriz na medida do analito deve ser mensurada
por meio da comparacgao dos coeficientes angulares das curvas construidas
com a SQR e a amostra fortificada com a SQR (BRASIL, 2017). Assim, a
auséncia de efeito matriz € determinada pelo paralelismo e pela coincidéncia

das retas. A ocorréncia do efeito matriz para o método analitico ficou
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demostrada pela falta de paralelismo (p = 3,93381-8) e falta de coincidéncia (p

= 2,7884-'") entre as duas retas, para um nivel de significancia p<0,05.

Figura 14 - Diagrama de dispersdo das curvas de calibragdo da substancia
quimica de referéncia (rutina) e do extrato adicionado de rutina
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Os LD e LQ foram estimados a partir dos dados da linearidade com o
auxilio de software Action Stat. (versdo 3.5), sendo o valor do LD =
7,237794132 pg/mL e 0 LQ = 21,93270949 pg/mL.

A avaliagao da precisdo do método, no nivel repetibilidade, utilizou seis
determinagdées a 100% da concentragdo da SQR na amostra. O teste foi
realizado tanto no extrato seco microencapsulado como no néo
microencapsulado e os resultados econtram-se descritos na Tabela 5. O DPR
do ES foi de 2,29% inferior o DPRac de 7,91% demonstrando adequabilidade
do método quanto esse critério. Todavia o DPR do ESM de 12,63% foi
superior ao DPRac de 9,33%.
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Tabela 5 — Repetibilidade das medidas de concentracdo, média, desvio
padrao relativo (DPR) e desvio padrao aceitavel (DPRac) das seis repeti¢cdes
dos extratos secos microencapsulado (ESM) e ndo microencapsulado (ES),
preparadas a 100% de rutina

ESM ES
Analito concentracao de rutina (ug/mL) concentracao de rutina (ug/mL)
37,14 105,89
39,65 107,27
39,73 106,74
30,39 112,17
38,85 106,29
30,07 109,94
Média 35,97 108,05
DPR (%) 12,63 2,29
DPRac (%) 9,33 7,91

A precisdo intermediaria tem como finalidade avaliar o comportamento
do método quando sao realizadas quantificacbes por analistas e dias
diferentes, utilizando a mesma instrumentacido. Para realizagcao desse teste
foram feitas seis medidas a 100% da concentracdo de SQR nas amostras por
dois analistas diferentes. A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos na
analise da precisao intermediaria. O DPR do ES foi de 2,29%, inferior ao
DPRac demonstrando adequabilidade do método quanto a esse critério.
Contudo, o DPR para o ESM de 10,67% foi superior ao DPRac de 9,33%, tal
como observado na repetibilidade. As etapas seguintes da validagao exatidao

e robustez nao realizadas para o ESM.
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Tabela 6 — Precisdo intermediaria das medidas de concentracdo, média,
desvio padréao relativo (DPR) e desvio padrao relativo aceitavel (DPRac) das
seis repeticdes dos extratos secos microencapsulado (ESM) e nao
microencapsulado (ES), preparadas a 100% de rutina

ESM ES
Concentracgao de rutina Concentracgao de rutina
Analito (ug/mL) (ug/mL)
37,14 105,89
39,65 107,27
. : 39,73 106,74
[0} o ) )
1° analista, 1° dia 30.39 112.17
38,85 106,29
30,07 109,94
34,62 109,10
39,80 122,53
. : 39,31 105,03
(o] o ) ’
2° analista, 2° dia 3569 97.61
36,92 100,91
30,41 102,50
Média 36,05 107,17
DPR (%) 10,67 5,85
DPRac (%) 9,33 7,92

A exatiddo do método foi avaliada pelo ensaio de recuperagdo. Na

Tabela 7 estao dispostos os valores de recuperacdo em percentual para os

trés niveis de concentragdo avaliados.

Os valores de recuperagao

encontrados ficaram dentro do intervalo aceito para uma concentragao de
analito de 0,01% que é de 85 — 110% (AOAC INTERNATIONAL, 2019).

Tabela 7 — Percentual de recuperacéo para os niveis de concentracio baixo,
meédia e alta no ensaio de exatidao pelo método de adicdo de SQR

Recuperagdo Recuperacao

% da % da
Extrato Concentragéo concentragdo concentragao

Analito  seco (ng/mL) Média DPR DPRac real tedrica
Baixa 46,33

40,93 42,06 9,10 9,11 94,94 95,21
38,93
52,14

Rutina Média 48,26 50,12 3,89 8,87 96,32 96,59
49,96
59,15

Alta 55,74 58,30 3,88 8,67 95,64 95,90
60,02

Nota : SQR - substancia quimica de referéncia; DPRac desvio padrao relativo aceitavel pela

equagao de Horwitz com base na concentragdo média do analito na amostra.
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A robustez do método foi avaliada por meio de pequenas e deliberadas
alteragdes nos seguintes paramétros: tempo de preparo da amostra (amostra
preparada no dia anterior a analise e armazenada a -20 °C por 24 horas e
amostra preparada no dia da analise); comprimento de onda (362, 364 e 366
nm); temperatura da coluna (27, 30 e 33 °C). Os resultados encontram-se
sumarizados na Tabela 6.

O critério de aceitagao para o DPR das medidas de robustez com base
na equagao de Horwitz encontram-se na Tabela 7 . As médias da medidas
ficaram préximas do valor tedrico e o desvio padrao relativo maximo verificado
foi de 4,04% para alteracéo na condigdo de armazenagem e menor que 3%
nas outras condi¢des. Todos os DRP ficaram inferiores 0 DPRac. Dessa forma,
fica demonstrada a capacidade do método de medir o analito mesmo quando
feitas pequenas alteracbes na condigcdes de analise. Assim os dados dao

suporte para afirmar que o método atende ao requisito de robustez.
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Tabela 8 — Valores de concentracdo de rutina obtidos apds pequenas e
deliberadas alteracbes no método analitico

Concentragao Média DPR (%) DPRac (%)

Paramétros Condlzees (ug/mL)
Amostra 103,05 100,84 2,00 7,99
preparada no dia 99,09
100,37
Amostra 102,72 98,85 4,05 8,01
Armazenamento submetida a 94,73
armazenamento 99,09
por 24h a -20 °C
Ambas condigbes 93,84 3,04 8,00
105,58 103,30 2,01 7,96
362 nm 101,51
102,82
c imento d 103,05 100,84 2,01 7,99
omprimento de
B 364 nm 99.09
100,37
99,41 97,28 2,00 8,03
366 nm 95,60
96,83
362; 364; 366nm 100,47 3,1 7,99
o 103,34
27°C 98.14 100,54 2,61 7,99
100,13
T ¢ q 103,05 100,84 2,01 7,99
emperatura da
coluna 30°C 99,09
100,37
104,06 102,02 1,75 7,97
33°C 101,26
100,74
27; 30 e 33°C 101,13 2,00 7,99

5.4 Estudo de toxicidade reprodutiva

5.4.1 Avaliagdo da toxicidade materna do extrato seco das folhas de
Azadirachta indica

5.4.1.1 Avaliacao de sinais clinicos de toxicidade

Nao foram observados sinais comportamentais e clinicos de toxicidade

nas ratas durante todo o periodo gestacional. Esse resultado corrobora o
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descrito em outros estudos de toxicidade aguda (ACHI et al., 2018;
TEPONGNIG et al., 2018) e reprodutiva (SILVA et al., 2015) realizados com
extratos das folhas de A. indica.

5.4.1.2 Avaliagdo do ganho de massa corporal, consumo de ragao e agua

As Figura 15, 16 e 17 mostram, respectivamente, o ganho de massa
corporal, o consumo de ragao e agua de ratas que receberam tratamento com
o veiculo ou extrato seco das folhas de A. indica durante a gestagdo. O
tratamento com extrato seco das folhas de A. indica nao alterou o ganho de
massa corporal das progenitoras [F 3,36 =1,02; p=0,39].

Figura 15 - Ganho de massa corporal (g) de ratas Wistar (n=10/grupo)
tratadas, via oral, com o veiculo ou extrato seco das folhas de Azadirachta
indica nas doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg durante a gestagao
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Nota — As barras representam a média * desvio padrao da média. ANOVA unifatorial.

A Figura 16 ilustra o consumo de racdo das ratas que receberam
tratamento com o veiculo ou extrato seco das folhas de A. indica durante a
gestacdo. O tratamento com extrato seco de A. indica n&o influenciou no

consumo de ragao pelas ratas durante a gestacgéao [F(3,36) =0,16; p=0,92].
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Figura 16 - Média do consumo de ragao (g) de ratas Wistar (n=10/grupo)
tratadas, via oral, com o veiculo ou extrato seco das folhas de Azadirachta
indica nas doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg durante a gestagao
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Nota — As barras representam a média * desvio padrao da média. ANOVA unifatorial.

A média do consumo de agua das ratas tratadas com o veiculo ou extrato
seco das folhas de A. indica esta ilustrada na Figura 17. O tratamento com
diferentes doses do extrato n&o alterou o consumo de agua entre os grupos
[F,38) = 0,43; p=0,73].
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Figura 17 - Média do consumo de agua (mL) de ratas Wistar (n= 10/grupo)
tratadas, via oral, com o veiculo ou extrato seco das folhas de Azadirachta
indica nas doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg durante a gestagao
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Nota — As barras representam a média * desvio padrao da média. ANOVA unifatorial.

5.4.1.3 Avaliagao dos parametros de desempenho reprodutivo materno

Os parametros de desempenho reprodutivo de ratas tratadas com o
veiculo ou extrato seco das folhas de A. indica estao apresentados na Tabela
9. Nao foi observada diferenga significativa entre os grupos em relagado aos

parametros analisados.
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Tabela 9 - Parametros de desempenho reprodutivo de ratas Wistar
(n=10/grupo) tratadas, via oral, com o veiculo ou com o extrato seco das folhas
de Azadirachta indica nas doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg durante a

gestacao.

Extrato seco de A. indica (mg/kg)

Parametros

Veiculo 300 600 1200 Fase) P
Indice de 90% 100% 100% 100% ; ;
prenhez
Nlumero de 10 10 10 10 ) }
ninhadas
][“e‘tjo";ero fotal d& 11 40+135 1130£250 1170+157 1250£151 092 044
Numerode fetos 1595416 10704309 1120+169 1170+177 042 074
vivos (FV)
Numerode fetos 15,457  060+107 0,50 +0,71 0,80 1,23 0,17 0,92
mortos
Numero de sitios
de implantagigo 11,60+1,26 11,30+2,50 11,80+1,69 1260+1,58 0,94 0,43
(Sh)
NuUmero de
reabsorgdes 0,40+0,97 1,00+1,89 1,40+3,10 0,00 11 0,36
pré-implantagéo
Ndmero de
reabsorgdes 0,30+067 020+042 0,10 £0,32 0,10 £ 0,32 044 0,72
pés-implantagao
NuUmero de
corpos  luteos 12,70+1,95 12,90+1,37 13,30+3,86 1270+1,57 0,14 0,94
(CL)
Perda Pré-  ,08+0,07 013+016 008+013  001+002 156 0,21
implantacéo (%)
Perda POS-  05+011  0,07+0,16 005%007  007%010 009 0,96
implantacéo (%)
(F;SSO dos fetos 4 g54048 4744050 4,83+043 4,82+ 0,45 01 0,96
Peso da (484005 046+005 048+005 0,46 + 0,06 027 0,84

placenta (g)

Notas - Os valores estao expressos em média + desvio padrao da média. Anova unifatorial.
Perda pré-implantagéo = (CL-SI/CL*100). Perda pés-implantagéo = (SI-FV/SI*100).

5.4.1.4 Massa dos 6rgaos

A massa absoluta e a massa relativa do figado, coragéo, rins e pulmbes
de ratas tratadas com o veiculo ou extrato seco das folhas de A. indica estao
apresentadas nas Tabelas 10 e 11. N&o foi observada diferencga significativa
em relagdo a massa absoluta dos 6rgaos. Apenas foi observada diferenca

significativa em relagdo a massa relativa dos rins [F(,36) = 3,45; p=0,026]. De
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acordo com o test post hoc de Newman-Keuls, houve redugcdo da massa
relativa dos rins das fémeas tratadas com a dose de 1200 mg/kg do extrato
seco de A. indica quando comparadas as fémeas que receberam as doses de
300 e 600 mg/kg (p<0,05).

Tabela 10 — Massa (g) dos 6rgédos em valores absolutos de ratas Wistar
(n=10/grupo) tratadas, via oral, com o veiculo ou com o extrato seco das folhas
de Azadirachta indica nas doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg durante a
gestacao

Extrato seco de Azadirachta indica (mg/kg)

Parametros

Veiculo 300 600 1200 F P
Figado 11,07+1,056 1164+1,08 11,63+0,94 11,98 +0,64 1,59 0,21
Rins 1,67 £0,10 1,71 0,10 1,76 £ 0,18 1,62+0,13 1,77 0,17
Coracéo 0,78 + 0,09 0,82 +0,10 0,85+0,12 0,79 £ 0,08 096 0,42
Pulméo 1,30 £ 0,22 1,15+ 0,14 1,25+0,12 1,25+ 0,17 1,33 0,28

Nota - Os valores estao expressos em média + desvio padrdo da média. Anova unifatorial.

Tabela 11 — Massa (g) relativa dos 6rgaos calculada como massa do
orgao/(massa corporal x 0,001) de ratas Wistar (n=10/grupo) tratadas, via oral,
com o veiculo ou com o extrato seco das folhas de Azadirachta indica nas
doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg durante a gestagéo.

Extrato seco de A. indica (mg/kg)

Parametros

Veiculo 300 600 1200 F P
Figado 36,97 +269 3948+229 38,11+1,37 39,09+343 1,92 0,14
Rins 5,59 + 0,29 5,81+ 0,53 5,76 + 0,47 5,28 +0,28° 344 0,03
Coragao 2,61+0,25 2,76 £ 0,19 2,78 £ 0,29 2,58 £ 0,21 1,88 0,15
Pulmao 4,30 £ 0,47 3,90 £0,42 4,11 £ 0,51 4,06 0,07 1,14 0,34

Nota - Os valores estdo expressos em média + desvio padrao da média. Anova unifatorial. (b)
representa diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo grupo 300 mg/kg (c)
representa a diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao grupo 600 mg/kg.

5.4.1.5 Analise histopatoldgica

Os resultados da analise histolégica de ratas tratadas com o veiculo ou
extrato seco das folhas de A. indica estdo apresentados na Tabela 12. Na
analise semi-quantitativa realizada, ndo foi evidenciada maior incidéncia de

alteracdes histolégicas nos tratamentos em relagéo ao controle, exceto para
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colapso do parénquima e pigmento antracético no pulméo. As alteragdes
encontradas nao sugerem toxicidade do extrato e estéo ilustradas na Figura
18.

Figura 18 — Cortes histolégicos dos tecido cardiaco, hepatico, pulmonar, renal
e uterino de ratas Wistar (n=10/grupo) tratadas, via oral, com o veiculo ou com
o extrato seco das folhas de Azadirachta indica nas doses de 300, 600 ou
1200 mg/kg durante a gestagao.

Veiculo

300 mg/kg 1200 mg/kg

600 mg/kg

Nota: Método de coloragéo: hematoxilina e eosina. Vasoconstrigao (V); infiltrado mononuclear
intraparénquimatoso (IMI); edema (V); infiltrado perivascular (IP).
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Tabela 12 — Porcentagem de achados histolégicos e alteragdes teciduais
observados nos tecidos cardiaco, hepatico, pulmonar, renal e uterino de ratas
Wistar (n=10/grupo) tratadas, via oral, com o veiculo ou com o extrato seco
das folhas de Azadirachta indica nas doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg
durante a gestacgao.

Extrato seco de A. indica (mg/kg)

Tratamento Veiculo 300 600 1200
(controle)

Ratos examinados (n) 10 10 10 10
Org&os com anormalidades (%):
Coragao
Edema 90% 100% 100% 100%
Vasoconstrigéo 90% 100% 100% 100%
Figado
Edema 100% 100% 100% 100%
Vasoconstricdo 100% 100% 100% 100%
Agrupamentos linfo-histiocitario 40% 20% 20% 20%
intra parénquima
Pulmao
Edema 100% 100% 100% 90%
Vasoconstricdo 100% 100% 100% 90%
Espessamento do septo 100% 100% 100% 80%
interlobular
Infilirado inflamatdrio 60% 40% 40% 40%
Pigmento antracético 20% 50% 20% 30%
Células mononucleares no Ilumen 0% 10% 10% 0%
alveolar
Colapso do parénquima 20% 30% 10% 0%
Rins
Edema 100% 100% 100% 100%
Vasoconstricdo 100% 100% 100% 100%
Tdbulos e lumens dilatados raros 0% 0% 10% 0%
com focos de calcificagéo
Utero
Utero puerperal 100% 100% 100% 100%

5.4.1.6 Avaliagédo dos parametros bioquimicos maternos

Os parametros bioquimicos de ratas tratadas com o veiculo ou extrato
seco das folhas de A. indica estdo apresentados na Tabela 13. Nao foi
observada diferenga significativa entre os grupos em relagao aos parametros

analisados.
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Tabela 13 — Paramétros bioquimicos de ratas Wistar (n=10/grupo) tratadas,
via oral, com o veiculo ou extrato seco de Azadirachta indica nas doses de
300, 600 ou 1200 mg/kg durante o periodo gestacional.

Extrato seco de Azadirachta indica (mg/kg)

Parametros
Veiculo 300 600 1200 F(3,32) P
Creatinina 041£011  040%007 038%012  05%012 228 0,10
(mg/dL)
Ureia (mg/dL) 20+532 2922+589 2667+6,16 3233+381 169 0,19
48,33 + 53,78 + 46,67 + 59,78 +
TGO (UL) 11,70 24,90 20,78 37,30 049 069
TGP (UIL) 2500+8,08 1922+858 2111+916 2500+8,38 103 0,39
Fosfatase 141,34 + 130,00 + 122,81 144,40 + 0.25 086
alcalina (U/L) 64,36 52,29 45,44 74,29 ' '
Proteinas 342+080 367+101 306+119 356+091 065 0,59
totais (g/dL)
gf’d”[;"”a 1524042 161+042 132+049 151+041 0,70 0,56

Nota - Os valores estao expressos em média * desvio padrdo da média. Anova unifatorial

Em conjunto, os resultados deste estudo mostraram que o tratamento
com o extrato seco das folhas de A. indica nas doses de 300, 600 ou 1200
mg/kg durante a gestagédo ndo induziu toxicidade materna, pois n&o houve
alteracao no ganho de massa corporal, consumo de ragao e agua. Além disso,
nao foram observadas alteracdes nos parametros bioquimicos que avaliam
toxicidade hepatica e renal, assim como, achados histopatolégicos nos

tecidos nesses tecidos.

Na interpretacdo dos dados de toxicidade materna os niveis de
toxicidade sédo avaliados segundo critérios gerais (sinais clinicos adversos,
reducdao do consumo de alimentos e da massa corporal) e especificos
(alteracbes macroscopicas de 6rgaos e histopatologicas) (TYL, 2012). Além
desses critérios costuma-se somar a avaliagado dos parametros bioquimicos
de funcao renal e hepatica. Esses critérios devem ser analisados de forma
conjunta considerando a existéncia de relacdo dose resposta ou outro fator

que explique o efeito (TYL, 2012).

Em outros estudos, como o de Silva et al. (2015), o extrato etandlico de
folhas de A. indica nas doses de 65, 135 e 200 mg/kg administrado no quarto,
quinto e sexto dia da gestagéo por via oral também n&o induziu toxicidade
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materna e reprodutiva em ratas em estudo de desenvolvimento pds-natal
(SILVA et al., 2015). Nesse estudo a auséncia de toxicidade materna se
baseou nos critérios gerais, pois pelo proprio desenho experimental ndo seria
possivel realizar a avaliagdo dos orgaos internos. Tais resultados estdo de
acordo com os dados por nés encontrados e indicam baixa toxicidade materna

dos extratos das folhas de A. indica.

Quanto aos parametros bioquimicos, a ureia (TEPONGNING et al.,
2018; AKINOLA et al., 2011) e creatinina (AKINOLA et al., 2011; DORABABU
et al, 2006; TEPONGNING et al., 2018) foram utilizadas como indicadores da
funcao renal. A ureia é excretada 90% pelos rins por filtracdo, sem acao de
processos ativos de secrecao e reabsorcdo. Contudo, € um preditor fraco da
funcao renal pois 40 a 70% retorna ao plasma por difusdo passiva (DUSSE et
al., 2017). A dieta alimentar, a desidratagdo, taxa de produgado hepatica,
trauma, infecgéo e alguns farmacos podem interferir na sua concentragédo sem
que tenha relacdo com a funcdo renal. Embora tenha limitagdes, as
concentracdes plasmaticas de ureia se alteram mais precocemente quando
comparado com a creatinina (DUSSE et al., 2017). Essa ultima é originada do
metabolismo muscular e da ingestdo de carne, sendo um produto residual da
creatina. Tem sua liberagado pelo musculo realizada de forma praticamente
constante mas sua geragao € proporcional a massa muscular, que varia de
acordo com a idade, sexo e etnia. Da mesma forma que a ureia, tem
limitagcdes, pois os valores considerados acima do normal sé ocorrem a partir
de diminuicdo da ordem de 50 a 60% da taxa de filtracdo glomerular (DUSSE
et al., 2017).

Por todos esses aspectos a ureia e a creatinina sao uteis na avaliagao
de toxicidade renal mas possuem reduzido valor preditivo isoladamente. Por
isso, a avaliacao de toxicidade materna leva em consideragao outros aspectos
como a massa absoluta e relativa dos 6rgaos e a analise histopatoldgica
(PLAA; CHARBONNEAU; PLANTE, 2014; TYL, 2012). O extrato etandlico das
folhas de A. indica na dose de 500 mg/kg por 50 dias (AKINOLA et al., 2011)
100, 200 e 300mg/kg por 48 dias (SERIANA et al., 2021), aquoso das folhas
de A. indica na dose de 1000 mg/kg (DORABABU et al, 2006) e hidroetandlico
na dose de 75, 150 e 300 mg/kg (TEPONGNING et al., 2018) néo
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promoveram alteragdo de uUreia e creatinina em ratos em 28 dias de

tratamento.

Na fungdo hepatica foram quantificados TGO, TGP (DORABABU et al.,
2006; SERIANA et al., 2021; TEPONGNING et al., 2018) proteinas totais e
albumina (DORABABU et al, 2006). Os referidos marcadores nao
apresentaram diferenca significativa quando comparados ao controle, exceto
pelo aumento na TGO na dose de 300 mg/kg (TEPONGNING et al., 2018) e
uma tendéncia de aumento de TGO no grupo tratado com 1000 mg/kg em
Dorababu et al. (2006). Esses marcadores quando elevados podem ser
indicativos de injuria hepatica. A elevagao de TGO sem elevagao de TGP pode
ser indicativo de lesao extra hepatica nos musculos esquelético, diafragma ou
musculo cardiaco (PLAA; CHARBONNEAU; PLANTE, 2014). Ambas as
enzimas estdo presentes no figado, porém mais de 90% da TGP esta
localizada no figado, principalmente dos mamiferos de pequena massa
corporal, como os usados nos ensaios pré clinicos (PLAA; CHARBONNEAU,;
PLANTE, 2014). Logo em varias situag¢des de injuria hepatica a TGP encontra-
se elevada. Todavia a concentracio sérica da TGP pode n&do estar aumentada
em pacientes com doenga hepatica confirmada por exame histopatologico
como: cirrose, esteato hepatite ndo alcodlica ou hepatite C (YANG et al.,
2008). Nesse sentido, a andlise da hepatotoxicidade € incompleta quando nao
contempla avaliagao histolégica (PLAA; CHARBONNEAU; PLANTE, 2014).

A analise histopatologica em nosso estudo n&o mostrou alteragdes
importantes na histologia dos 6rgdaos e nem a maior porcentagem nos
tratamentos em relacao ao controle. Outros trabalhos mediram as massas dos
orgaos figado, rins (DORABABU et al., 2006; TEPONGNING et al., 2018),
coragao, pulmédo e bago (TEPONGNING et al.,, 2018). Dessa analise foi
observado um aumento de massa do figado e rins, contudo a histologia
desses 6rgaos nao demostrou alteragdo entre o grupo tratado com extrato e
o controle (DORABABU, 2006). As alteragdes relativas de massa dos 6rgaos
podem indicar toxicidade, mas sua correlacdo com a ocorréncia e severidade
do dano hepatico é baixa (PLAA; CHARBONNEAU; PLANTE, 2014). A
ocorréncia de alteragdo de massa relativa ou absoluta sem evidéncia de

danos histopatoldgico ou funcional é de pouca importancia toxicologica.
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5.4.1.7 Morfologia externa e medidas morfométricas fetais

Na avaliacdo da morfologia externa e das medidas morfométricas de
fetos de ratas tratadas com o veiculo ou extrato seco das folhas de A. indica
nao foi observada diferenga significativa entre os grupos (Tabela 14). Embora
ndo tenha sido estatisticamente significativo, na analise de malformagdes
externas foi observada exencefalia, macroglossia e medula espinhal ausente
em um feto tratado com a dose de 600 mg/kg do extrato seco das folhas de
A. indica (Figura 19). A exencefalia é caracterizada pela protusdo do cérebro
para fora do cranio devido a auséncia total ou parcial dos ossos que formam
a calota craniana. A macroglossia é a protusao da lingua para fora da boca
devido ao seu comprimento maior que o normal (MACRIS, 2009). Ambas
malformagdes fetais foram encontradas por Dallaqua et al. (2013) em estudos
com o 6leo da semente de A. indica na dose de 1,2 mL/dia, sendo 7 fetos com
exencefalia dentre 117 fetos analisados no grupo tratado contra nenhum feto
com malformacéao no grupo controle. Nesse mesmo estudo foi testado o efeito
da azadiractina (1 mg/mL/dia), substancia presente no éleo da semente de A.
indica e utilizada como inseticida, contudo n&o foi encontrada qualquer
malformagao fetal, embora tenha aumentado o numero de anormalidades
(DALLAQUA et al., 2013). O autor se refere a anormalidades como sendo uma
variagao transitéria e nao prejudicial a sobrevivéncia do feto enquanto a
malformagdo € uma deficiéncia do desenvolvimento com capacidade de
prejudicar a saude do feto de forma permanente com risco de morte
(DALLAQUA et al., 2013).
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Tabela 14 - Medidas morfométricas (mm) de fetos de ratas Wistar
(n=10/grupo) tratadas, via oral, com o veiculo ou extrato seco de Azadirachta
indica nas doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg durante o periodo gestacional.

Extrato seco de A. indica (mg/kg)

Medidas

morfométricas Veiculo 300 600 1200 Fesy P

Numero de 10 10 10 10 ; ;

ninhadas

Antero posterior 5560, 087 15054067 14.92+047 1499+061 031 082

do cranio

(';f;ﬁlrg lateral do g 854049 976+033 982+041 989+043 016 092

Antero - posterior 44484097 13084122 1310+100 1333+123 030 0,82

do térax

't'éarfxro lateral do 15654100 12594135 1236+101 1259+133 011 095

Cranio-caudal 4017 +1,35 39,50+1,47 40,00+099 3920+150 1,11 0,35

Cauda 14,55+ 0,64 14,34+0,76 1457+0,68 1430+067 043 0,73
Nota — Os valores estao expressos em média + desvio padrdo da média.

A exencefalia é wuma malformagdo extremamente incomum,

especialmente quando ocorre na auséncia de toxicidade materna (KHERA,
1987). Essa malformacéo tem causa genética, mas também esta relacionada
a uso de agentes quimicos (AVAGLIANO, 2019). Quando a exencefalia esta
associada a exposicdo da medula espinhal a ocorréncia € mais rara e
chamada de cranioraquisquise (MACKIS, 2009). Dessa forma, a ocorréncia
de exencefalia com extratos da planta pode ser indicativo da presenca de
composto teratogénico também no extrato das folhas A. indica.

A auséncia de significancia estatistica para eventos de ocorréncia pouco
frequente e sem relagéo dose resposta positiva diminuem a forga da evidéncia
quanto ao risco associado, mas nao eliminam a preocupacgao (EMA, 2020).
Nesses casos, faz-se necessario avaliar outros estudos de toxicidade fetal
utilizando a/as substancias quimicas suspeitas. A avaliagao de risco, por ser
um processo continuo, depende do maior numero de informagdes disponiveis
a respeito do comportamento do teratégeno, famacocinética,
farmacodinamica, dose resposta (EMA, 2020). Por isso, a identificacdo e o
doseamento dos outros fitoquimicos presentes nas amostras, tanto do extrato
da semente como das folhas da A. indica, podem ajudar a identificar um

possivel teratégeno.
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Figura 19 — Fotos dos fetos recém-nascidos: (A) feto normal; (B) exencefalia;
(C) macroglossia; (D) cranioraquisquise

Fonte: Proprio autor

5.4.1.8 Analise esquelética

A analise esquelética de fetos de ratas tratadas com o veiculo ou extrato
seco das folhas de A. indica estao apresentados nas Tabelas 15 e 16. Foi
observado aumento da de sitios de ossificagdo supranumerario no esterno
nos fetos do grupo 1200 mg/kg em relagdo aos dos grupos 300 mg/kg e

veiculo (Tabela 15).
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Observou-se no grupo tratado com a dose de 1200 mg/kg que entre os
dez fetos com sete esternebrios dois deles apresentaram costelas
rudimentares ou brotos. Nos grupos tratados com 300 mg/kg um feto
apresentou sete esternébrios enquanto no grupo 600 mg/kg dois fetos
apresentaram a anomalia. No grupo veiculo n&o foi observada a presenca de
sete esternébrios. A ocorréncia de sete esternébrios pode ser observada na

Figura 20.

Tabela 15 — Alteragdes/malformagdes no esqueleto axial de fetos de ratas
Wistar tratadas, via oral, com o veiculo ou extrato seco de Azadirachta indica
nas doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg durante o periodo gestacional

Extrato seco de Azadirachta indica (mg/kg)

Parametros

Veiculo 300 600 1200
Ninhadas 10 10 10 10
Fetos 56 56 58 63
Ossos da costela
Costelas rudimentares ou brotos 0 1(1,78) 3(5,17) 3(4,76)
Ossificacdo incompleta do esterno 5(8,92) 4 (7,14) 5(8,62) 5(7,94)
Auséncia de um esternébrio 1(1,78) 0 1(1,72) 0
S;t;igrgs ossificagdo supranumerario no 0 1(178) 2 (3,44) 10 (15,87)
Esternébrio em formato de halteres 0 0 0 1(1,59)

Nota: entre parénteses estao os valores das porcentagens relativas de fetos afetados (total
de fetos afetados/total de fetos analisados por grupo) x 100. Fora dos parénteses estédo os
valores absolutos. O teste qui quadrado mostrou diferenca significativa entre as frequéncias
nos grupos (p < 0,05). Para verificagdo da diferenga entre grupos foi utilizada a correcéo de
Bonferroni sendo significativo um p < 0,0083. (a) representa diferenca em relagdo ao grupo
veiculo, p= 0,001839; (b) diferenga em relagdo ao grupo 300 mg/kg, p= 0,008092.
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Tabela 16 — Alteracdes no esqueleto apendicular de fetos de ratas Wistar
tratadas durante a gestagado, via oral, com o veiculo ou extrato seco de
Azadirachta indica nas doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg

Extrato seco de A. indica (mg/kg)

Parametros
Veiculo 300 600 1200

Ninhadas 10 10 10 10
Fetos 56 56 58 63
Metacarpos

8  sitios  de 48(85,71) 46(82,14) 54(93,10) 57(90,48)
ossificagéo

< 7 sitios de 8(14,29) 10(17,86) 4(6,90) 6(9,52)
ossificagéo ’ ’ ’ ’
Falanges
anteriores

& sitios  de 34(60,71) 34(60,71) 43(74,14) 41(65,08)
ossificagao

< 7 sltios de 21(37,50) 22(39,29) 14(24,14) 22(34,92)
ossificagéo

Auséncia 1(1,79) - - -
Metatarsos

10 sitios  de 35(62,50) 30(53,57) 29(50,00) 36(57,14)
ossificagéo

< 9 sitios de 21(37,50) 26(46,43) 29(50) 28(44,44)
ossificagéo

Falanges

posteriores

8  sitios  de 2(3,57) 4(7,14) 2(3,45) 4(6,35)
ossificagao ’ ' ’ ’

< 7 sitios de 16(28,57) 20(35,71) 20(34,48) 17(26,98)
ossificagéo

Auséncia 39(69,64) 28(50,00) 36(62,07) 42(66,67)

Nota: entre parénteses estao os valores das porcentagens relativas de fetos afetados (total
de fetos afetados/total de fetos analisados por grupo) x 100. Fora dos parénteses estdo os
valores absolutos. O teste qui quadrado ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos.

O desenvolvimento fetal do esterno inicia a partir de duas faixas
amplamente separadas, uma de cada lado da parede dorsolateral do corpo, e
ventralmente definida a partir das costelas. As células mesodérmicas
somaticas alongam-se na dire¢do caudal e em diregdo a linha média com o
crescimento descendente dos tecidos ao longo da parede dorso-lateral do
corpo. As faixas funde-se anteriormente ao nivel da primeira costela esternal
do rato e, em seguida, a fusdo prossegue posteriormente, de modo que, no
18° dia de gestacao, resulta em uma unica barra de cartilagem (KHERA,
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1981). As costelas entram em contato com o esterno. No 20° dia comega a
hipertrofia na cartilagem esternal, que subdivide o esterno em esternébrio. A
hipertrofia é seguida pela ossificagdo que ocorre em seis centros dispostos
linearmente. Assim, ao nascer, o esterno exibe seis segmentos bem
ossificados interconectados por bandas de cartilagem nos locais de futuras
articulacdes esternocostais. Esses centros de ossificagdo do esterno em
todos os mamiferos, incluindo o homem, tém uma relacdo constante com a
posicéo das costelas (KHERA, 1981).

A ocorréncia de anomalias nos ossos do esterno sdo mais comuns para
agenesia, fusdo e malposicionamento. A aparicdo de sete esternébrios é
menos frequente e pode ocorrer junto com costelas rudimentares lombares
(MAKRIS, 2009; RENGASAMY; PADMANABHAN, 2004).

Figura 20 — Presencga de sitio de ossificagdo supranumerario nos 0ssos do
esterno indicados pelas setas. Na figura (A) feto do grupo 1200 mg/kg; (B) feto
do grupo 600 mg/kg.

Fonte: Proprio autor

Cabe destacar que a ocorréncia das anomalias em nosso trabalho
aconteceu de forma significativa na dose de 1200 mg/kg.

Diferentemente dos extratos das folhas, fetos de ratas Sprague Dawley
tratadas com o oleo de semente de A. indica nas doses de 1,2 mlL/dia
apresentaram anomalias significativas relacionadas a forma dos esternébrios

sem apresentar fetos com sete esternébrios. Nesse mesmo estudo, o extrato
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etandlico 70% das sementes de A. indica na dose de 1,0 mg/mL/dia contendo
azadiractina ndo apresentou alteragdes esqueleticas significativas em relagao
ao controle (DALLAQUA et al., 2013). De forma semelhante, a azadiracthina
a 12% preparacéo oleosa, originaria da india, utilizada durante os dias DG 6
— 15 nas doses de 500, 1000 e 1500 mg/kg, por via oral, ndo apresentou
toxicidade esquelética significativa nos fetos (SRIVASTAVA; RAIZADA,
2001).

Contrariamente aos achados apresentados, a analise esquelética por
nds realizada mostrou que o extrato seco (etanol 30%) de folhas de A. indica
induziu anomalias no sistema esquelético. Destaca-se que o desenvolvimento
dos ossos do esterno nos ultimos dias da gestagao é influenciado por varios
fatores e continua apds o nascimento. Contudo para definir se a importancia
de uma variagao faz-se necessario saber se é permanente ou reversivel e seu
impacto sobre a vida do animal (STAZI et al., 1992).

Embora tenham sido observados sitios de ossificagdo supranumerarios
no esterno, seu valor é limitado quando analisado o risco que esse achado
representa para humanos e por ndo haver boa correlagédo (KHERA, 1981).

Por se tratar de materiais vegetais diferentes, a comparagao de
resultados entre os estudos fica prejudicada, pois € possivel que os extratos
apresentem composicao fitoquimica diferente (DALLAQUA et al., 2013;
SILVA et al., 2015; SRIVASTAVA; RAIZADA, 2001). Toda essa diversidade
de fatores nao so dificulta a comparacdo de resultados como reforca a
necessidade de melhor caracterizagdo dos extratos. A inerente complexidade
da matriz vegetal torna o processo de caracterizagdo e de doseamento dos
compostos majoritarios € ndo majoritarios mais complexo e caro. Por esses
motivos a avaliagao de seguranga de medicamentos fitoterapicos com ensaios
pré-clinicos € essencial.

Outro fator importante € a existéncia de avaliagdo da toxicidade fetal e
materna para compostos presentes em A. indica de forma isolada. A rutina,
epicatequina e catequina foram utilizadas em altas doses na alimentacao de
camundongos durante a gravidez e nao foi verificada toxicidade materna e
fetal (LESSER, 2015). Tais observagbes sugerem haver compostos n&o
identificados nos extratos das folhas e semente os quais podem, isoladamente

ou em sinergia, causar toxicidade esquelética. Por isso, faz-se necessario
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mais estudos para elucidar a composic¢ao fitoquimica, mecanismo de acao,
quantificacdo e isolamento dos diversos compostos presentes nos extratos,
especialmente nas doses terapéuticas utilizadas. Esse tipo de informacao
pode contribuir para identificar ndo sé marcadores fitoquimicos de eficacia

mas também de toxicidade.

5.4.1.9 Analise visceral

As alteragdes identificadas na analise visceral dos fetos de ratas tratadas
com o veiculo ou extrato seco das folhas de A. indica nao foram
estatisticamente significativas e encontram-se descritas nas Tabelas 17 e 18.
No entanto, foram encontradas algumas malformagdes tanto no grupo veiculo
como nos grupos que receberam as doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg. As
malformagdes no grupo tratado com a dose 600 mg/kg ocorreram no mesmo
feto em que foram detectadas a magroglossia e exencefalia, com exceg¢ao da
fenda palatina. Na Figura 21A e 21B é possivel verificar a fenda palatina

presente em um feto do grupo tratado com a dose de 600 mg/kg.

Figura 21 — Fenda palatina em feto de rata Wistar tratada, via oral, com a dose
de 600 mg/kg de extrato seco das folha de Azadirachta indica. (A) Fenda
palatina visualizada no corte transversal da boca; (B) Fenda palatina no corte
frontal da cavidade nasal
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Tabela 17 — Alteracdes e malformacdes observadas nos cortes da cabeca de
fetos de ratas Wistar tratadas durante a gestagao, via oral, com o veiculo ou
extrato seco das folhas de Azadirachta indica nas doses de 300, 600 ou 1200

mg/kg
Extrato seco de A. indica (mg/kg)
Parametros
Veiculo 300 600 1200

Ninhadas 10 10 10 10
Fetos 56 57 59 62
Cortes da cabecga

Fenda palatina 0 0 1(1,69) 0

Bulbo olfatério ausente 0 0 1(1,69) 0

Retina ausente 0 0 1(1,69) 0

Cornea  ausente  lado 0 0 1(1,69) 0

esquerdo

ggm/sferlo cerebral 0 0 1(1,69) 0

isforme
Ventriculo disforme 0 0 1(1,69) 0
3° ventriculo ausente 0 0 0 1(1,61)

Nota: entre parénteses estao os valores das porcentagens relativas de fetos afetados (total
de fetos afetados/total de fetos analisados por grupo) x 100. Fora dos parénteses estdo os
valores absolutos. O teste qui quadrado ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos.
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Tabela 18 — Alteragdes e malformacdes observadas nos fetos de ratas Wistar
tratadas durante a gestacao, via oral, com o veiculo ou extrato seco das folhas
de Azadirachta indica nas doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg.

Extrato seco de A. indica (mg/kg)

Parametros

Veiculo 300 600 1200
Ninhadas 10 10 10 10
Fetos 56 57 59 62
Tiredide pequena 2(3,57) 0 0 0
Pulméao n&o expandido 1(1,79) 0 0 0
Auséncia da veia cava 1(1,79) 0 0 0
esquerda
Auséncia da veia cava direita 1(1,79) 0 0 0
Edema subcuténeo 0 0 0 1(1,61)
Estomago ausente 0 0 0 1(1,61)
Pancreas ausente 0 0 0 1(1,61)
Baco ausente 0 0 0 1(1,61)
Intestino interrompido 0 0 0 1(1,61)
Timo grande 0 0 0 1(1,61)
Medula ausente 0 0 1(1,69) 0
Dilatacao da pelve renal 0 1(1,75) 1(1,69) 1(1,61)
Zigz?ecl)adascom manchas 0 0 1(1,69) 0
Bexiga dilatada 0 0 1(1,69) 0

Nota: entre parénteses estao os valores das porcentagens relativas de fetos afetados (total
de fetos afetados/total de fetos analisados por grupo) x 100. Fora dos parénteses estédo os
valores absolutos. O teste qui quadrado ndo mostrou diferenga significativa entre os grupos.

5.5 Citotoxicidade e mutagenicidade pelo teste do micronucleo

Nenhuma diferenga significativa foi encontrada entre a relagao
PCE/NCE e dos grupos tratados com extrato das folhas de Azadirachta indica
(300, 600 e 1200 mg/kg de peso corporal) e o grupo controle negativo. Além
disso, o extrato ndo aumentou a % de MN em eritrocitos imaturos (PCE) em
nenhuma dose testada (300, 600 e 1200 mg/kg de peso corporal) em
comparagao com o grupo controle negativo (Tabela 19). Estes resultados
sugerem que o extrato das folhas de A. indica ndo é citotoxico nem
mutagénico para células de medula éssea de ratas Wistar em tratamentos de
21 dias. O extrato etandlico das folhas de A. indica apresentou efeito

antimutagénico no teste do micronucleo utilizando eritrécitos do sangue
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periférico do peixe de agua doce Chana punctatus. Foram utilizados os
compostos pentaclorofenol (PCP) e acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
para indugdo de mutagenicidade, tanto na presenca de extrato de A. indica
como na sua auséncia. Nesse estudo, a frequéncia de micronucleos reduziu
significativamente nas células que continham o extrato de A. indica. Ja quando
o extrato foi testado sem a presenca de outros compostos nao foi verificada
diferenca significativa entre o extrato e o controle em relagéo a frequéncia de
micronucleos (FARAH; ATEEQ; AHMAD, 2006).

Tabela 19 - Avaliagédo da citogenotoxicidade do extrato seco de Azadirachta
indica em ratas Wistar. Citotoxicidade da medula éssea expressa como
relacdo entre eritrocitos policromatico (PCE) e eritrécitos normocromaticos
(NCE). E genotoxicidade expressa pela frequéncia de eritrocitos
policromaticos micronucleados (PCEMN) para cada 4000 PCEs.

n Doses Temp9 c~|e Razao de PCEMN/4000
Grupos exposicao PCE/NCE PCE
Controle negativo 5 - 24 h 1,15+ 0,07 2,2+0,83
5 300 mg/kg 24 h 1,31+ 0,25 30+1,0
Azadirachta indica 5 600 mg/kg 24 h 1,15+ 0,08 3,4+1,67
5 1200 mg/kg 24 h 1,12+ 0,10 3,6 £0,89

Controle negativo: H20; Resultados estdo expressados como média + desvio padrdo. Os
grupos foram comparados usando Anova seguido do teste de Tukey.

O teste do micronucleo € um dos testes preconizados para avaliacao da
genotoxicidade pelo Guia de avaliagdo de genotoxicidade de substancias ou
preparagdes herbais da EMA - Guideline on the assessmente of genotoxicity
of Herbal substances/preparations, 2008. Os PCE sao originados a partir da
da perda do nucleo das células divididas a partir do eritroblasto. Dessa feita,
devida a falha no processo de enucleagdo fragmentos cromossomicos
permanecem no PCE na forma de micronucleos (SUZUKI et al., 1989). O teste
€ capaz detectar esses fragmentos de DNA originarios do nucleo resultantes
de dano cromossdmicos aneugénicos ou clastogénico (OECD, 2016). Assim
o resultado do teste sugere que extrato etandlico das folhas de A. indica nao

€ genotoxico.
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5.6 Avaliagao do efeito hipoglicemiante

No grupo ES a redugédo da glicemia foi de 18% e no grupo veiculo MA
de 26%. Além disso, no grupo ESM a redugdo da glicemia foi de 0,4% e no
grupo veiculo Ml de 3,67%. As concentracdes de glicose média dos animais
tratados com ESM e ES foram de 418 mg/dL e 380 mg/dL, respectivamente,
apos 15 dias de tratamento. Ambos os extratos, portanto, ndo foram eficazes
em restabelecer os niveis normoglicémicos dos animais.

Os resultados das concentragdes plasmaticas de glicose de ratos
diabéticos tratados com 750 mg/kg de ES de folhas de A. indica e veiculo MA
(veiculo/maltodextrina e aerosil®) ao longo de 15 dias s&do apresentados na
Figura 22. A Anova para medidas repetidas apenas apontou diferenga entre
os dias de tratamento [F(5,50) = 3,77, p=0,006]. Nao foi observada diferenca
entre os tratamentos [F(1,10) = 0,33, p=0,57] e nem interagdo entre
tratamento e dias [F(5,50) = 1,01, p=0,42].

O teste F de comparagdes planejadas mostrou que existe diferenca na
concentragao plasmatica de glicose nos dias 6, 9 e 15 em relagéo ao dia 0
(zero) (p<0,05).

Figura 22 — Valores da concentragdo plasmatica da glicose (mg/dL) dos
animais diabéticos (n=6/grupo) tratados, via oral, com 750 mg/kg de extrato
seco das folhas de Azadirachta indica (ES) e veiculo/maltodextrina e aerosil®
(veiculo MA)
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Nota: Os valores estdo expressos como média + desvio padrdao. Anova para medidas
repetidas.

# diferente do dia 0, p<0,05 efeito significativo para o fator dia. Nao foi observada diferenga
significativa na glicemia entre os grupos.
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Os resultados das concentragdes plasmaticas de glicose de ratos
diabéticos tratados com 750 mg/kg de ESM de folhas de A. indica e veiculo
MI (veiculo/microcapsulas inertes) durante 15 dias sao apresentados na
Figura 23. A Anova para medidas repetidas ndo apontou diferenca entre os
tratamentos [F(1,10) = 0,03, p=0,86], dias [F(5,50) = 0,97, p=0,44] e interagao
entre tratamento e dias [F(5,50) = 0,34, p=0,88].

Figura 23 — Valores da concentragdo plasmatica da glicose (mg/dL) dos
animais (n=6/grupo) tratados, via oral, com 750 mg/kg de extrato seco
microencapsulado das folhas de Azadirachta indica (ESM) e
veiculo/microcapsulas inertes (veiculo MI)
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Nota: Os valores estdo expressos como média + desvio padrao. Nao foi observada diferenca
significativa na glicemia entre os grupos (Anova para medidas repetidas). O nivel de
significancia foi de p<0,05.

Os valores referentes ao ganho de massa corporal dos grupos de
animais diabéticos tratados com Veiculo MI, ESM, Veiculo MA e ES séo
mostrados na Figura 24. O ganho de massa corporal do grupo de ratos
diabéticos tratados com Veiculo MI, ESM, Veiculo MA e ES nao apresentou

diferencga significativa [F(3,20) = 1,04; p=0,39].
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Figura 24 — Ganho de massa corporal (n=6) dos grupos de animais diabéticos
tratados, via oral, com o veiculo microcapsulas inertes (veiculo MI); com
extrato microencapsulado das folhas de Azadirachta indica na dose de 750
mg/kg (ESM); veiculo Aerosil® + maltodextrina (veiculo MA) e com extrato
seco das folhas de Azadirachta indica na dose de 750 mg/kg (ES).

30

25

20

15 1

Veiculo MI ESM 750mg/kg Veiculo MA ES 750 mg/kg

Nota — As barras representam a média + desvio padrao da média. ANOVA unifatorial.

Os quatro grupos de animais apresentaram ganhos absolutos e
percentuais de massa corporal, respectivamente, sendo: veiculo MA 9,17 g
(4,22%), ES 750 mg/kg 7,5 g (3,11%); veiculo MI 16,21 g (7,90 %) e ESM 750
mg/kg 9,45 g (4,13%). Embora percentualmente os resultados possam sugerir
um aumento maior no grupo tratado com o veiculo M| a diferenga n&o foi
significativa.

Um efeito modulador sobre o ganho de peso foi identificado em ratos
diabéticos e ndo diabéticos tratados com extrato de folhas de A. indica na
dose de 500 mg/kg por 50 dias (AKINOLA; CAXTON-MARTINS; DINI, 2010).
Os animais normoglicémicos tratados com o extrato apresentaram menor
ganho de massa corporal (19,9%) enquanto os ratos diabéticos tratados com
glibenclamida o maior (49,9%) (AKINOLA; CAXTON-MARTINS; DINI, 2010).
Nesse mesmo estudo, foi insignificante o0 ganho de massa entre o grupos
normoglicémicos e diabéticos tratados com extrato de folhas de A. indica
(AKINOLA; CAXTON-MARTINS; DINI, 2010). A hipétese proposta para esse

efeito seria um aumento na producao, secrecado ou acao da leptina provocada
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pelo extrato de folhas de A. indica (SZAYNA et al., 2000). Devido as limitagdes
do desenho experimental ndo é possivel sugerir efeito modulador pois, nao foi
utilizado grupo controle normoglicémico. Isso porque o estudo teve seu
desenho alterado em razdo da n&o evidéncia do efeito hipoglicemiante.

O efeito hipoglicemiante é bastante descrito para diferentes extratos de
A. indica em animais, sendo sugeridos diferentes mecanismos para essa
agao. Dentre os mecanismos propostos esta a regeneragdo das células beta
pancreaticas, aumento do glicogénio no musculo e figado, e aumento da
secrecao de insulina (AKINOLA; CAXTON-MARTINS; DINI, 2010; BHAT et
al., 2011; GUTIERREZ et al., 2011).

Os efeitos hipoglicemiantes foram demonstrados com diferentes extratos
das folhas de A. indica de diferentes localidades, como: etandlico, nas doses
de 500 mg/kg e 800 mg/kg proveniente da Nigeria (AKINOLA et al., 2011;
EKAIDEM et al., 2007), cloroféormico, na dose de 300 mg/kg do México
(GUTIERREZ et al., 2011) e aquoso 500 mg/kg de Bangladesh e 400mg/kg
da india (AKTER et al., 2014; SATYANARAYANA et al., 2015). No entanto,
auséncia de efeito hipoglicemiante foi verificado para o extrato aquoso 0,8%
das folhas da Jamaica (MCCALLA et al., 2015) e oleoso das sementes do
Brasil (DALLAQUA et al., 2013).

Ante a relevancia dos efeitos hipoglicemiantes acima descritos vimos a
oportunidade de testar a formulacdo do extrato microencapsulado e seco de
folhas de A. indica oriundas de espécimes cultivados no Brasil. Extratos secos
apresentam propriedades fisico-quimicas vantajosas e foram padronizados
quanto a sua producdo e caracterizagdo. Ao contrario dos extratos brutos,
apenas concentrados em rotaevaporador, o extrato seco e o
microencapsulado sdo pds com baixa atividade de agua e umidade, que
podem ser utilizados na produ¢ao de uma variedade de formas farmacéuticas
sélidas ou liquidas. A adicdo de adjuvantes e o processo de secagem por
aspersdao conservam os fitoquimicos e conferem maior estabilidade aos
extratos (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010). Adicionalmente, os excipientes
maltodextrina (HOFMAN; VAN BUUL; BROUNS, 2016) e aerosil® utilizados
na producdo do extrato seco sao amplamente utilizados na industria

alimenticia e farmacéutica por sua inércia e seguranca.
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As maltodextrinas industrialmente sdo produzidas a partir do amido por
meio de hidrélise acida ou acdo enzimatica e sdo polimeros de dextrose de
grande variedade. Assim, a depender do tipo de processo utilizado, a
maltodextrina pode ser considerada digerivel ou n&do digerivel, conferindo
versatilidade para esse insumo (HOFMAN; VAN BUUL; BROUNS, 2016).
Devido a sua capacidade de ser convertida em glicose, a maltodextrina
utilizada nos extratos secos foi sugerida, inicialmente, como responsavel pela
auséncia de efeito hipoglicemiante observada no presente estudo. Porém, a
administragao do extrato foi realizada entre 9 - 10 horas da manha e a glicemia
dos animais foi aferida antes da administragao do extrato. A glicemia comeca
a aumentar 10 minutos apos ingestdo de alimentos e atinge seu pico ao redor
de 60 minutos e retorna a niveis proximos aos basais apds trés horas
(GROSS, FERREIRA, OLIVEIRA, 2003). Dessa forma, o efeito da
maltodextrina sobre a glicemia nao seria percebido 24 horas apds a
administracao do extrato. Ademais, a glicemia era aferida nos ratos com livre
acesso a ragao e agua, situagdo essa que nao influenciou no efeito
hipoglicemiante descrito por Akinola et al. (2011).

A auséncia de efeito hipoglicemiante observada no presente estudo
sugere outras hipdteses, tais como, diferengas na composi¢ao fitoquimica
decorrentes da localizagdo geografica onde as plantas foram cultivadas e na
preparagao dos extratos (CHUA, 2013). Fatores como radiagdo UV-B, periodo
de seca ou chuva, nutrientes, estacdo do ano podem influenciar qualitativa e
quantitativamente na producdo de compostos do metabolismo secundario
(MACHADO, 2005; SUZUKI; HONDA; MUKASA, 2005). O efeito
hipoglicemiante dos extratos é atribuido, muitas vezes, a uma possivel
sinergia dos constituintes do extrato, todavia a rutina é indicada por alguns
autores como o principal agente hipoglicemiante (GHORBANI, 2017; NITURE;
ANSARI; NAIK, 2014; PRINCE; KAMALAKKANNAN, 2006).

A rutina isolada demonstrou efeito hipoglicemiante ou antidiabético
quando utilizada em doses de 50 a 100 mg/kg de peso corporal em ratos
Wistar machos (GHORBANI, 2017; PRINCE; KAMALAKKANNAN, 2006). Nos
extratos de folhas de A. indica citados na literatura, a presenca de rutina é
frequentemente mencionada (ACHI et al., 2018; AKINOLA et al., 2010;
DORABABU et al., 2004; VERGALHO; PANZARINI; DINI, 2019). Ocorre que
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a quantidade de rutina nos extratos de A. indica do presente estudo e em
outros extratos vegetais hipoglicemiantes € bastante inferior a dose de rutina
quando utilizada como unico ativo, indicando que a sinergia entre ela e outros
compostos possa ser de fato, relevante para o efeito hipoglicemiante.

Em estudo realizado com Physalis peruviana, por exemplo, o efeito
hipoglicemiante foi atribuido principalmente a rutina por estar presente como
composto majoritario no extrato butandlico do calice das flores dessa planta
(ECHEVERRY et al., 2018). Todavia, as concentragdes de rutina nos extratos
de Physalis peruviana e das folhas de A. indica do presente estudo sdo de
14,54 e 11,80 mg/kg, respectivamente, ou seja, inferiores aos 50 a 100 mg de
rutina efetiva como hipoglicemiante de forma isolada. Assim, ainda que a
rutina seja o componente principal para o efeito hipoglicemiante, sugere-se
que outros compostos desempenhem papel importante para a ocorréncia do
efeito. Esses compostos, presentes em P. peruviana, podem estar ausentes
ou em concentragdes menores nos espécimes de A. indica cultivados no
Brasil e utilizados neste estudo.

Ademais, como ja apontado, os extratos de A. indica apresentaram
variagdes nas suas composic¢des fitoquimicas nos diferentes trabalhos (ACHI
et al., 2018; KANAGASANTHOSH; SHANMUGAPRIYAN; KAVIRAJAN 2015;
KINGSLEY et al., 2012; OSENI et al., 2012; SOARES, 2020). O extrato
etandlico 70% das folhas de A. indica originaria da Nigéria na dose de 500
mg/kg, utilizado por Akinola et al. (2011) apresentou pronunciado efeito
hipoglicemiante. Extrato produzido conforme Akinola et al. (2011) com folhas
de A. indica retiradas da mesma localidade tiveram seus flavonoides
identificados e quantificados por HPLC e os constituintes encontrados foram
rutina 3,27%, quercitrina 0,21%, isoquercitrina 0,92%, nicotiflorina 0,28% e
astragalina 0,078%. A quercetina e a myricetina ndo estavam presentes e a
rutina foi também o composto majoritario (VERGALHO; PANZARINI; DINI,
2019).

Em nosso trabalho rutina foi o composto majoritario sendo também
identificada a quercetina. Contudo o perfil cromatografico do extrado seco de
A. indica (Figura 5) mostra a presenga de outros compostos os quais n&o
puderam ser identificados. Ademais, utilizamos etanol 30% para a obtencao

do extrato, com base em estudos de otimizagao da extracio, realizados por
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Soares et al. (2022). Este estudo tinha o intuito de obter os maiores teores de
flavonoides totais, expressos como rutina. Sugere-se, portanto, mais uma vez,
que outros compostos, possivelmente ndo extraidos ou ausentes no material
vegetal coletado no Brasil, exercam importante papel sobre o efeito
hipoglicemiante, em sinergia com a rutina, ja que foram utilizadas condi¢des
extrativas favoraveis a obtencdo dos maiores teores de rutina em nosso
extrato.

Destaca-se o estudo clinico randomizado com extrato aquoso das folhas
e galhos de A. indica no qual observou-se diminuicdo da glicemia e da
hemoglobina glicada em pacientes diabéticos quando comparado ao controle
(PINGALI et al., 2020). O extrato utilizado tinha em sua composi¢do:
isoquercitrina, rutina, apigenina rutinosideo, derivados da rutina e myo-inositol
monofosfato, este ultimo como maijoritario (PINGALI et al., 2020).

Outros aspectos dignos de nota nos estudos de avaliagdo do efeito
hipoglicemiante de extratos de A. indica citados na literatura s&o a duragao
dos testes e a variabilidade do tempo necessario para obtencgao do efeito. Em
Akinola et al. (2011) apds duas semanas de tratamento os ratos ficaram
normoglicémicos e em Ekaidem et al. (2007) em sete dias o efeito
hipoglicemiante foi verificado.

Os dados apresentados tornam evidente a importancia da identificagcao
da origem da planta, da caracterizagao fisico-quimica detalhada dos extratos,
e da padronizagdo dos processos de obtencao dos produtos derivados de
plantas. No Brasil, o registro de medicamentos fitoterapicos esta disposto na
RDC N° 26/2014, da Anvisa (BRASIL, 2014). Nesse regulamento s&o
definidos critérios a serem atendidos pelos interessados em registrar
medicamentos e visam garantir a qualidade, seguranga e eficacia dos

mesmos.
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6 CONCLUSAO

O extrato seco das folhas de A. indica apresentou como composto
majoritario o flavonoide rutina, contudo outros compostos estao presentes no
extrato e ndo foram identificados e caracterizados. A utilizagado de etanol 30%
(p/p) foi eficiente na extracdo de flavonoides e a secagem por asperséo
conferiu caracteristicas fisico-quimicas adequadas ao p6. O método analitico
para doseamento da rutina por CLAE/DAD foi validado e mostrou ser linear,
preciso, exato, robusto e seletivo, sendo evidenciada a ocorréncia do efeito

matriz.

O extrato seco das folhas de A. indica nas doses de 300, 600 e 1200
mg/kg ndo ocasionou sinais de toxicidade materna e ndo comprometeu o
desenvolvimento reprodutivo de ratas Wistar. A analise da morfologia externa
e visceral dos fetos ndo monstrou toxicidade significativa, enquanto a analise
esquelética sugere alguma capacidade de causar anomalias nos ossos do
esterno na dose de 1200 mg/kg. O teste do micronucleo sugere que o extrato

n&o é citotoxico e nem genotoxico.

A auséncia de efeito hipoglicemiante para os extratos testados aponta
para diferengas fitoquimicas decorrentes do local de cultivo da planta e
reforcam a hipétese de um possivel efeito sinérgico dos compostos.
Resultados conflitantes a respeito da eficacia de produtos vegetais destacam
a importancia de uma detalhada caracterizacao fisico-quimica dos extratos
testados. Ademais, mostram a necessidade de estudos voltados para a
elucidacdo dos compostos efetivamente envolvidos na agédo hipoglicemiante

de A. indica.

Outras aplicagbdes do extrato, a identificagdo e doseamento dos outros

compostos presentes podem ser objeto de estudos futuros.
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Anexo 1 — Parecer da Comisséo de Etica no Uso em Animais (CEUA) da

UEG, parecer n.002/2020
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Andpolis, 16 de novembro de 2020,

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE
PESQUISA DO PROTOCOLO N. 002/2020

T- Finalidade do projeto de pesquisa:

Pesquisa de Mestrado

T ldentificacio:

Titulo do projeto: Eficacia e seguranca o Tolhas de Azadirach
indica A. JUSS (Meliaceae)

Pesquisador Responsavell Unidade:
Joelma Abadia Marciano de Paula

Pesquisadores Participantes:
Vanessa Cristiane de Santana Amaral;
‘Walter Dias Jimior;

Carlos Eduardo Lacerda Ramalho;
Micaelle Cristina de Oliveira;

Diego dos Santos Reis;

Danielle Milany Fernandes Silva

Unidade onde sera realizado: Universidade Estadual de Goias: Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica
Toxicologica - Unidade Universitiria de Ceres e Biotério do Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de
Produtos Naturais e Sintéticos - CET.

T Data de apresentacao a CEUA: 18 e setembro de 2020.

T - Objetivos ¢ justificativa do projeto:

e

W
ESTADO,
””"""«335 (3 Eoiont s Goias S/ becoias

T Discussao sobre a possibilidade de méfodos alternafivos ¢ necessidade do nUmero de amimais:
Ensaio de efeito hipoglicemiante

A condugio da avaliagdo da atividade hipoglicemiante do EMFAI utlizaré 80 Ratos Wistar machos com 60
dias de idade e pesando cerca 250g, sendo 8 animais por distribuidos em 5 grupos totalizando 40
animais (AMIRI et al.; 2017; CAVALLI et al, 2007; ZHAO et ., 2018). Contudo o nimero de animais
aecessisiossed majorque 40 devidoa eficéncia dotste de indugio do diabets estimado em 45%. Deate
05 40 animais grupos do estudo,

para compar o grupo controle, de animais saudiveis, 05 quais ndo serdo submetidos a administragdo de
extrato nem ao processo de induigdo do diabetes.

Indugo do diabetes

Serio utilizados 77nmpﬁamﬁodndnbﬂes,smdoocnﬁxiopnldtﬁmﬁcdomdn
procedimento a glicemia acima de 200mg/dl de sangue. Contudo 20 a 40% dos animais tratados

aloxana intraperitoneal nio desenvolvem diabetes (CARVALHO er al, 2003; CAVALLI ot al 2007;
SILVA ef al., 2014) ¢ 12 a 15% momem durante ou apés 48h da indugdo (CARVALHO et al,, 2003;
'ROCHA et al, 2014; SILVA et al., 2014). Assim ao considerar a soma das porcentagens méxima de animais
que ndo desenvolvem diabetes e que morrem durante o processo de indugdo, obtém-se uma porcentagem de
45% dototal de animas com sucesso a ndugSo. Prtanto, pars o comprometer 0 amostral il dos

aloxana em aproximadamente 72 animais, ymmﬁpmn\mdemmﬂodtl" animais diabéticos
Vidveis para o exp 45% dototal de aimais ). Caso se obtenha um maior
sucesso no p . ¢ ) serio

Segue abaixo descrigio do calculo:
Néonimero de irio a obtengdo de 32 animais diabé derad
do processo de indugo de 45%
Nx045=32
=32/045 = 71,11 aproximadamente 72 animais
Os tratamentos serdo distribuidos da seguinte forma.
Grupo Controle com animais saudiveis sem tratamento (GCST) — § animais saudiveis que serdo utilizados
para a comparagdo dos parimetros de polifagia, polidipsia e alteracdes metabolicas (ex: perda de peso);

+ Grupo Controle Diabético (GCD) ~ 8 animais diabéticos que receberdo somente o veiculo (a ser
definido no teste de toricidade aguda);

* Grupo Diabético + EMFAI (GDEI) - § animais diabéticos que receberdo o EMFAL na menor
concentragio/dose (a ser definida no ensaio de toxicidade aguda) de XXmg/Keg -1, Via Oral
(gavagem).

* Grupo Diabético + EMFAI (GDE2) - 8 animais diabéticos que receberio o EMFAL m
cmm;somnse intermedidria (a ser definida no ensaio de toxicidade aguda) de XXmg/Kg -1
Via Oral (gavay

+ Gnpo Dabenw + EMFAI (GDE3) 8 - animais diabéticos que receberio o EMFAL ma

1 ser definida da) de XXmg/Kg -1, Via

Oral (gavagem)
A definigio do tamanho amostral foi realizada utilizando uma calculadora amostral disponivel no site
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Gbjetivos ¢ Justiicativa descrito pelo autor pesquisador, refirado do documento Ficha de Protocolo.

“Oh]en\o Geral
Avaliar,

‘microencapsulado obtido das folhas de 4. indica.

Objetivos especificos
> ° das folhas de A indica - EMFAL

> Determinar i é capaz agh diabetes
induzido;

vy

ropor
Avaliar o efeito do bre o ganho d 1,
consmo de oo ¢ igu das s durne  preaber:

Avaliar os pard

Al o v Gk seragoe istopatlgicas o fgado, s, e ¢ oviios das
progenitaras;

Avalis 0 primetros morfométicos i

Avaliar se b

Vv

vy

Justificativa
Como este projeto de pesquisa é aplicado 0 desenvolvimento de produto para a saide, a avaliagio da
eficicia uiri o

tecnologia farmacéuti de A indica destinados a avaliar o efeito antidiabético e
toxicidade matemo-fetal. Tais ammbutos sdo fundamentais, pois o produto utilizado destina-se a0
A 5 2 ide

adeqxud:s Alem diss, 35 carsceristicas tecaoldgicas a5 etapas produtivas 530 compativeis com 0
vegetal.

insumo farmacéutico ativ

Embora haja estudos destinados a avaliar a aividade do extrato bruto da folla de A indica ma diabetes, tais
estudos carecem de um detalhamento das etapas do processo produtivo do extrato de forma  permitir a sua
escalabilidade e padronizagio. O extrato a ser utilizado nos ensaios foi elaborado por processo produtivo
validivel, com observincia dos requisitos regulatérios necessirios 3 identificacdo, caracterizagio e
quantificagio o extrato utlizado (BRASIL, 2019)

28 Siboteripicos spoutem dificuldac

de atender as exigéncias regulatorias. Por isso, 0s insumos utlizados em medicamentos mador
nacionalmente sio majoritariamente de origem estrangeira (HASENCLEVER et al., 2017). Esse aspecto
o] Stoterigi d dds

P NCLEVER et al., 2017).

1 tos sustenta o um olhar focado nas
pocessidades da popilecio e do mesead, con obedibcia os peceitos regulstétios destnados a resgorder
2 qualidade, seguranca e eficicia do fitoterdpicos.

k.4
Universidade ¥ ESTADO,
=14 (3 Estadual de Goids S/ be Goias
W _comparacao_multipla_i £

2 meédias com grupos independentes (ANOVA),ala =10%, beta =80%, estimativa de desvio padrio = 11
(maior desvio padrio encontrado em estudos anteriores), minima diferenca a ser detectada=20.

Ensaio de toxicidade materno fetal

Os pré e pos-natal si

nas normas da Emvironmental Protection Agency (EPA, 1996), nas diretrizes propostas pela Agéncia
Reguladora Americana US. Food and Drug Administration (FDA, 1995) e anm.nmml for Economic
Cooperation and. (OECD, 2011, 2016). De acord
a.mbosospxowcn]os.ohm|dnldaamcs1ﬂpunessesmxdmede70ﬁmﬁsgmpo Entretanto,
estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa (AMARAL; NUNES JR, 2008, 2009; CARDOSO et al,
2017) demonstraram que a utilizagio de 10 fémeas/grupo fornece uma amostra Tepresentativa e com
confiabilidade suficiente para uma anlise estatistica valida. Ademais, para que se possa avaliar a relagio
dose-efeito das substincias 2 serem testadas, os protocolos experimentais recomendam que, além de um
Zupo controle exposto 20 veiculo utlizado, devem ser estudados pelo menos trés outros
experimentais submetidos 20 tratamento com doses estabelecidas logaritmicamente (EPA, 1996; FDA,
1999). Diante o exposto, esse teste sera realizado com 4 grupos de animais (u=10/grupo): 1 controle € 3
‘grupos tratados com o extrato.

T Descricao do animal utlizado (samero, espécie, nhagem, sexo, peso, e10):

Espécie: Rattus norvegicus

Linhagem: Wistar

Idade: 60292 dias

Peso: 200-250 g

Quantidade: 86 machos e 40 fémeas, totalizando 126 animais.

O Descricio das instalacoes utilizadas ¢ numero de amimais/area/qualidade do ambiente (ar,

Instalagdes: Os animais serdo mantidos em caixas de polipropileno (41 cm de comprimento x 34 cm de
largura x 16 e de alur), sendo 3 2 4 amimais por giolas aies do iniio dos experimentos. Durte o
periodo femeas

* Temperatura: 22 +. 2:C
Ciclo clarolescuro de 12 horas (huzes acesas is 7:00 1.
‘Umidade (55 +- 5%)

g
i
:
i
8
B

« Tipo de cama: maravalha

Alimentacio/hidratagio: Os animais se alimentario de ragdo comercial da marca Presence® e dgua
filtrada ad libitum.
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T Utilizagao de agente infeccioso/gravidade da infecsao a ser observada ¢ analise dos riscos a0
pesquisadores/alunos:

Grau 2 - Experimentos que causam estresse, desconforto ou dor, de leve Intensidade: Haverd

procedimentos cirirgicos menores, como bipsias, sob mestesia; periodos breves de contengio e

imobilidade em animais conscientes; exposigdo a niveis nio letais de compostos quimicos que nio causem

reagdes adversas graves.

K
J= Universidade ESTADO,
i 3 Estadual de Goids S/ bEGolAs

QO Adequagio d
memo@&nhms&swxmmmmm com

maravalha, dgua e ragdo “ad libitum”
O status corporal, o peso e 0 de dgua e ragho dos animais serdo avaliados di ‘para anilise
das condigdes de satude e decisdo da 3o do animal di adore

owhmwmmdmumbmmmeh«nlmmmdosmdhdﬂsmmmo

3 Quanto a0s cuidados ¢ mancjo dos amimals ¢ Fiscos a0s pesquisadores:
Os riscos aos pesquisadores incluem acidentes durante o manuseio dos animais e se caracterizam,
princpalmete, por mordidss « amanbes. Alem disso, pode ocomer evetual contto com fuidos

Plnmnlmuzrssesms o5 alunos envolvidos mo estudo, antes de iniciar cada vma das etapas
experimentais, receberdo treinamento sobre seguranga do trabalho e boas prificas laboratoriais na UEG.
Ademn&\ml.\zzrweqmpammosdepm:s‘w individual (EPIs) como luva, jaleco, éculos e sapatos

anelanlnrqueoshwame:unqwmxubndzsaspsqmsnmUEGposmunupehym
exaustio de odores de produtos toxicos e chuveiro.

V- Parecer da CEUA:

Metodo d extanksl: Ammm\mhndzmaﬁmhdadedemmuﬁmasmrmde

toxicidade reprodutiva. Uma vez anestesiadas, serd realizada uma incisdo na linha alba da regido abdominal

até o process xifoide. Na sequénci, ocorerd a abertua da cavidade orcica, procedimeato que promover
30 de érgios para anlise

Destino do animal: Todos os animais serio eutanasiados.
Importante ressaltar que, visando atender aos principios dos 3 Rs (Substituigdo, Redugdo e Aprimoramento,
do inglés: “Replacement, Reduction and Refinement") elaborados por Willian Russell e Rex Burch em
1959, 0s machos utilizados para acasalamento das fémeas do estudo de toxicidade reprodutiva serdo
mantidos no biotério como reprodutores enquanto estiverem sexualmente aptos para esse fim
(aproximadamente 1 ano). Apés esse periodo, serdo eutanasiados por meio de decapitagio com o auxilio de
uma guilhotina para roedores.

Apos a eutanisia, os animais serio embalados em sacos plisticos e acondicionados em freezer no biotério.
Posteriomente, as carcagas serio incineradas por uma empresa especializada contratada para este fim
(Incinera Tratamento de Residuos).

Informamos que a Cmm.wﬂo de Etica no Uso de Animais/CEUA da Universidade Estadual
de Goids, apos anilise, considerou APROVADO, o projeto acima referido, o qual foi
considerado em acordo com 08 principios éticos vigentes, ) dessa Comissio.

O pesquisador responsivel amn excaminbar & CEUATUEG, relatiios da pesquisa,
apés sua conclusio. Reiteramos a
importincia deste Parecer Cmubslmuxdo, ¢ lembramos que ofs) pesquisador(s)
responsavel devera encaminhar 8 CEUA-PrP-UEG o Relatério Final baseado na conclusio
do estudo e na incidéncia de publicagdes decorrentes deste, de acordo com o disposto na Lei
n°. 11.794 de 08/10/2008, e Resolucio Nommativa n°. 01, de 09/07/2010 do Conselho
Nacional de Controle de Experimentagio Animal.CONCEA. O prazo para entrega do
Relatério é e até 30 dias apds o encerramento da pesquisa, prevista para conclusio em
01/09/2022.

VI-Data da reuniio:

Reunido realizada no dia: 16 de novembro de 2020.

V-G 7 5 ori @ CEUA:

Dhasioni

T Quanto a documentos: Atende & exngencias.

Prof". Dr* Roberta Passini
Vice-Coordenadora da CEUA/UEG
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