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RESUMO

BRITO, Osvaldo Santos de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro
de 2013. Efeitos do oOleo de nim (Azadirachta indica A. Juss) sobre a
reproducao e perfil metabdlico de machos ovinos. Orientador: Giovanni
Ribeiro de Carvalho. Coorientadora: Larissa Pires Barbosa.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da administragédo via oral do éleo de
nim sobre a funcéo reprodutiva e o perfil metabdlico de carneiros mesticos da
raga Santa Inés. Trinta animais foram distribuidos em quatro grupos (G): Gl -
controle, administragdo de 20 mL de agua por animal por via oral; e Gll, Glll e
GIV — administragdo de 1, 2 e 3 mL de éleo de nim/kg de peso vivo (PV) por via
oral, respectivamente, durante sete dias. Realizou-se a biometria testicular e
coletou-se sémen duas vezes por semana durante 93 dias para avaliagdo dos
aspectos fisicos e morfol6gicos. Amostras de sangue foram coletadas nos dias
D1, D4, D8, D30, D60 e D90, para determinacao da concentracao plasmatica
de testosterona e do perfil metabdlico plasmatico dos animais. Ao final do
periodo experimental, os animais foram abatidos; os testiculos, coletados e
pesados; e foram obtidas amostras para avaliagdes histoldgicas. Houve
comportamento linear decrescente (P<0,05) para ganho de peso. Observou-se
comportamento linear decrescente (P<0,05) para volume seminal, turbilhdo e
vigor espermatico, motilidade progressiva e concentragdo espermatica. Para
defeitos maiores verificou-se comportamento linear crescente (P<0,05), e

defeitos menores, comportamento linear decrescente (P<0,05). Nao houve
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diferenga (P>0,05) para defeitos totais. Perimetro escrotal e consisténcia
testicular apresentaram comportamento linear decrescente (P<0,05). Quanto
aos dados da morfometria testicular, observou-se diferenca (P<0,05) para
volume das células de Leydig, volume do conjuntivo e volume do espaco
intertubular, porém nao houve diferenga (P>0,05) para peso do testiculo, indice
gonadossomatico, porcdo volumétrica da lamina basal, lumen, epitélio
germinativo, vasos sanguineos e linfaticos, tecido conjuntivo, tubulo seminifero,
espaco intertubular, volume dos vasos sanguineos e linfaticos, volume do
tubulo seminifero, comprimento total dos tubulos seminiferos, comprimento
total dos tubulos seminiferos por grama de testiculo, indice leydigossomatico e
indice tubolossomatico. No perfil metabdlico, observou-se comportamento
quadratico decrescente (P<0,05) para LDL e quadratico crescente (P<0,05)
para concentracdo plasmatica de VLDL e trigliceridios. Nao houve diferenca
(P>0,05) para concentragdo plasmatica de colesterol total, HDL, ureia e
testosterona. A administracéo oral de éleo de nim nas concentragbes de até 3
mL/kg de peso vivo durante sete dias causou prejuizos a funcao reprodutiva de
carneiros mesticos da raca Santa Inés, mostrou-se dose — dependente e

provocou intoxicagdo dos animais na maior concentracao.
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ABSTRACT

BRITO, Osvaldo Santos, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2013. Effects of Neem oil (Azadirachta indica A. Juss) on reproductive and
metabolic profile of male sheep. Adviser: Giovanni Ribeiro de Carvalho. Co-
Adviser: Larissa Pires Barbosa.

The aim of the study was to evaluate the effect of oral administration of Neem
oil on the reproductive function and metabolic profile of crossbred Santa Inés
sheep. Thirty animals were divided into four groups (G): Gl - control, oral
administration of 20 mL of water per animal; Gll, Glll and GIV - oral
administration of 1, 2 and 3 mL of neem oil’kg body weight (BW), respectively,
for seven days. Testis size was estimated and semen was collected twice a
week for 93 days to evaluate physical and morphological aspects. Blood
samples were collected on days D1, D4, D8, D30, D60 and D90 for
determination of plasma testosterone and plasma metabolic profile of the
animals. At the end of the experimental period, the animals were slaughtered,
and the testes were collected, weighed and sampled for histological
evaluations. There was a linear decrease (P<0.05) for weight gain. A linear
decrease (P<0.05) was observed for semen volume, sperm vigor, turmoil,
progressive motility, and sperm concentration. A linear increase (P<0.05) was

observed for major defects, and a linear decrease (P<0.05), for minor defects.
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There was no difference (P>0.05) for total defects. Scrotal circumference and
testicular consistency decreased linearly (P<0.05). For the morphometric data
of the testes, a difference was observed (P<0.05) for Leydig cell volume,
volume of tissue and volume of intertubular space. However, there was no
difference (P>0.05) for testis weight, gonadosomatic index, volumetric basal
lamina, lumen, germinal epithelium, connective tissue, seminiferous tubule,
intertubular space, volume of blood and lymph vessels, seminiferous tubule
volume, total length of the seminiferous tubules, total length of seminiferous
tubules per testicular gram, leydigosomatic index and tubulosomatic index. In
the metabolic profile, a quadratic decrease (P<0.05) was observed for LDL and
a quadratic increase (P<0.05), for plasma VLDL and triglycerides. There was no
difference (P>0.05) for plasma concentration of total cholesterol, HDL
cholesterol, urea and testosterone. Oral administration of Neem oil at
concentrations of up to 3 mL/kg body weight for 7 days produced damage to the
reproductive function of crossbred Santa Inés sheep. It was shown to be dose
dependent and poisoned the animals at the highest concentration.

Xvi



1. INTRODUCAO

A expansdo da ovinocultura no Brasil alcanga bons indices em seus
aspectos quantitativos e qualitativos. As areas de criacdo estdo sendo
ampliadas, e regides onde a criagdo era incipiente passaram a ter maior
expressdo (MARTINS et al., 2006). Entre os anos de 2003 e 2010 o efetivo do
rebanho ovino apresentou crescimento equivalente a 20% (IBGE, 2010a);
concomitantemente, ocorreram mudangas positivas no consumo da carne
(POLLOTT; WILSON, 2009) e tém sido desenvolvidos programas para acelerar
o melhoramento genético desses animais (LOBO; LOBO, 2007; SEAGRI, 2012).

A ampliacdo das regides produtoras no Brasil estd em consonancia com
0 interesse dos criadores para a produgédo de carne. De acordo com os dados
da Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), o
crescimento da producdo da carne ovina € da ordem de 2,1% ao ano no
periodo compreendido entre 2005 e 2014 e o aumento da demanda desse
produto nos paises em desenvolvimento se deve ao crescimento demografico,
a urbanizacdo e variacdo dos habitos alimentares dos consumidores
(POLLOTT; WILSON, 2009).

Diante do crescimento do rebanho ovino e das acbes para
desenvolvimento tecnolégico e melhoramento genético, outros desafios se
somam. Sabe-se que a produtividade da ovinocultura de corte brasileira ainda
€ baixa e que concorrem para isso as deficiéncias de manejo nutricional,

reprodutivo, sanitério e organizacional.



Entre as deficiéncias sanitarias, a verminose exerce papel significativo,
haja vista o0s prejuizos causados aos rebanhos, provocando perdas
econbmicas relevantes. Para o controle dessa questdo sanitaria, tem-se
lancado mao de métodos quimicos, 0s quais muitas vezes sao utilizados de
forma indiscriminada, o que contribui para o aparecimento de espécimes
resistentes aos varios grupos quimicos disponiveis no mercado em diversos
paises, inclusive no Brasil (RAMOS et al., 2002; FAO, 2004; MELO et al., 2004;
SCZESNY-MORAES et al. 2010).

Com o problema cada vez mais generalizado de resisténcia dos
parasitas aos parasiticidas e 0 aumento da pressdo dos consumidores por
produtos de origem animal de qualidade e sem residuos contaminantes, a
procura de alternativas de controle dessas enfermidades aumentou. Entre
estas, o uso de fitoterdpicos é uma alternativa viavel, pois, além de diminuir os
custos de producao, minimizam os danos ambientais da exploragdo econémica
de animais (IRPAA, 2001). A utilizacdo de plantas medicinais no controle e
tratamento de patologias ocorre desde os primérdios da civilizacdo humana
(OFUSORI et al., 2010). Uma delas, a Azadirachta indica A. Juss, conhecida
popularmente como nim, € uma das mais versateis plantas medicinais, por
possuir amplo espectro de atividade biol6gica (CHOPRA et al., 1958).

Durante as ultimas cinco décadas, além da composicao quimica dos
seus principios ativos, consideravel progresso foi alcancado em relagdo a
atividade biolégica e aplicacoes medicinais do nim, sendo, por esses valores,
considerado uma fonte valiosa de produtos naturais para o desenvolvimento de
medicamentos, de produtos industriais (HASHMAT et al., 2012) e no manejo
integrado de pragas na agricultura (MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005).

O potencial do nim pode ser atribuido aos seus efeitos praguicidas
(GOVINDACHARI et al., 2000; DAS et al., 2006; CASER et al., 2007); as suas
propriedades  teraupéuticas, como anticanceroso, antidiabético e
hepatoprotetor, e analgésica (CHATTOPADHYAY; BANDYOPADHYAY, 2005a;
ANYAEHIE, 2009; GITHUA et al., 2010); ao fato de controlar parasitas internos
e externos dos animais domésticos (RIBEIRO et al., 2008; RAHMAN et al.,
2009; AMIN et al., 2010; LIPINSKI et al., 2011); e ao uso na alimentagéao animal
(NAGALAKSHMI et al., 1996; UKO et al., 2006a; DUTTA et al., 2012).



A despeito desses efeitos, diversos relatos demonstram que os
componentes quimicos da planta podem afetar adversamente as funcgdes
reprodutivas de humanos e outras espécies animais (UPADHYAY et al., 1990;
SHARMA et al., 1996; SOLIMAN et al., 2001; OGBUEWU et al., 2009a). Em
razdo de suas acgdes anticonceptivas (JUNEJA, WILLIAMS, 1993; UPADHYAY
et al., 1993; GBOTOLORUN et al., 2008), antiesteroidogénicas, espermicidas,
antiespermatogénicas, abortivas e por interferir na implantacdo embrionaria
(JUNEJA et al., 1996; SHARMA et al., 1996; SHAIKH et al., 2009a; BANSAL et
al. 2010), é considerado um potente anticonceptivo. No entanto, esta acdo da
Azadiractha indica tem efeito transitério e reversivel (BARDHAN et al., 1991;
MUKHERJEE et al., 1999).

Assim, considerando os achados descritos, este estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos do éleo de nim (Azadirachta indica A. Juss) sobre a
reproducao e o perfil metabdlico de machos ovinos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ovinocultura no Brasil

Os ovinos — uma das primeiras espécies de animais domesticadas pelo
homem, pois a sua criagao possibilitava alimento, principalmente pelo consumo
da carne e do leite, e protecado, pelo uso da 13, fibra que servia como abrigo
contra as intempéries do ambiente — sdo largamente criados nos continentes
devido ao seu poder de adaptacao a diferentes climas, relevos e vegetacdes
(VIANA, 2008). Atualmente os produtores os criam tanto para subsisténcia
como para composi¢ao da renda. Nos contextos regional e nacional, os ovinos
contribuem para abastecer os mercados com alimentos e n&o alimentos, com a
exportacdo e importacao de produtos com potencial econémico (POLLOTT;
WILSON, 2009).

A exploragdo de pequenos ruminantes domésticos, historicamente, é
uma atividade de grande importancia econémico-social, particularmente na
maioria dos paises que possuem regides de climas arido e semiarido
(SIMPLICIO et al., 2004).

O Brasil, onde a ovinocultura é explorada em todas as regides e 0s
rebanhos sdo constituidos por pequeno nimero de animais (SIMPLICIO et al.,
2004; PINHEIRO JUNIOR et al., 2010), possui um efetivo da ordem de
17,662 milhdes de animais, o que representa aumento de 1,6% sobre o niumero

registrado em 2010. A regido Nordeste, com 57,2%, e a regidao Sul, com 28%,



possuem os maiores efetivos do Pais. Cabe salientar que as demais regides,
ao longo da ultima década, tém aumentado a populacao de ovinos, sobretudo a
regiao Centro-Oeste, que atualmente conta com 6,9% do rebanho nacional.
Tendo por base o efetivo de ovinos por Estado, verifica-se que o Rio Grande do
Sul (22,6%), Bahia (17,4%), Ceara (12,0%), Pernambuco (10,5%) e Piaui
(8,0%) concentram 70,5% do rebanho nacional (IBGE, 2011). Ainda, observa-
se aumento do efetivo na regido Sudeste, principalmente em Sao Paulo e
regiao do Tridngulo Mineiro, o que pressupde a profissionalizacao da atividade,
visto que sao regides onde a pecuéria tem forte conotacdo comercial e onde
estd concentrado o maior numero de frigorificos processadores de carne
(JESUS JUNIOR et al., 2010).

A retomada do crescimento do rebanho é mais significativa quando se
verifica que durante os anos 1980 e 1990 ocorreu queda expressiva no
rebanho ovino ndo sé no Brasil como em todo o0 mundo (MDIC/ARCO, 2010);
nesse periodo, o RS reduziu em 57% o rebanho ovino (IBGE, 1995, 2011).

Atualmente a carne ovina é o produto de maior significancia para o
Sistema Agroindustrial (SAG) da ovinocultura em termos de valor de mercado,
ao contrario do passado, quando a la era o produto mais importante. Enquanto
o rebanho mundial de ovinos diminuiu cerca de 8% nos ultimos 20 anos, a
producao de carne ovina aumentou 27% (MDIC/ARCO, 2010).

Na regido Nordeste a ovinocultura tem sido apontada como alternativa
viavel de convivéncia com a seca. Nessa regiao, a vocagao para a criacao de
ovinos e caprinos deve-se ao potencial da vegetacdo natural e ao fato de o
fotoperiodo ndo ser um fator restritivo para a reproducao das racas adaptadas
a regido (FUNDACAO BANCO DO BRASIL, 2010). Entretanto, apesar dessas
condigbes naturais, diversos fatores ainda contribuem para a baixa
produtividade do rebanho ovino na regido. A maioria dos animais é criada em
sistema extensivo, praticamente sem manejo alimentar, sanitario e reprodutivo
eficiente; o padrao genético dos animais e o nivel tecnoldgico das propriedades
também sdo entraves que contribuem para baixa rentabilidade do negdcio
(NOGUEIRA FILHO; ALVES, 2005; GUIMARAES FILHO, 2009).

Na regidao Sul, principalmente no Rio Grande do Sul, os sistemas
produtivos séo variados, predominando a producao de bovinos de corte aliada

a ovinocultura de ciclo completo, em que a bovinocultura de corte é a principal



exploracdo econémica (VIANA; SILVEIRA, 2009). Nessa regido predomina a
exploracdo da 1a, e o RS, em consonancia com o tamanho do seu rebanho,
concentra os 50 maiores municipios produtores de 1a do Pais, que respondem
por 10.757 t das 11.804 t produzidas em 2011, ratificando o Estado como o
maior produtor de & do Brasil (IBGE, 2011). Contudo, com a desvalorizacao do
preco da la e a maior demanda por carne ovina, os sistemas produtivos dao
cada vez mais énfase a producao de cordeiros (VIANA; SILVEIRA, 2009); por
outro lado, nos demais Estados, o principal produto é a carne (IBGE, 2011).

A producao de carne, pele e 1a esta baseada na exploragdo de racas
nativas e exdticas. Na regido Sul, as principais racas exploradas sao: Ideal,
Corriedale, Texel e cruzas que possibilitam receita proveniente da
comercializacdo da 1a e da carne (VIANA; SILVEIRA, 2009). No Nordeste e nas
demais regides, as ragas mais encontradas s&o: Morada Nova, Santa Inés,
Bergamacia, Somalis e Rabo Largo. Racas ovinas lanadas de corte também
foram introduzidas (Texel, Suffolk, Hampshire Down, lle-de-France, Dorset) e,
mais recentemente, as racas sul-africanas ovinas deslanadas Dorper e Damara
(QUADROS, 2005). Estas ultimas sao utilizadas em cruzamentos com a raca
Santa Inés, alinhando a precocidade e acabamento de carcagca dessas racas
(QUADROS, 2005) com a excelente qualidade da carne, baixo teor de gordura,
prolificidade, resisténcia e facilidade de adaptacao as diversas regides do Pais
da raca Santa Inés (ARCO, 2013).

O abastecimento dos mercados urbanos de carne constitui-se no foco
principal da ovinocultura de corte; nestes, carne assume uma posicdo de
destaque por ser comercializada em ambientes especializados, com precos
compensadores (BARCHET et al., 2011).

Espera-se grande demanda para produtos de origem animal no primeiro
terco do século 21, em funcao, principalmente, do crescimento da populacao,
aumento da renda e da urbanizacdo em paises em desenvolvimento,
acompanhado de um crescente nivel de sofisticacdo, que tornam os
consumidores mais exigentes com relacdo a qualidade, regularidade no
abastecimento e preco (POLLOTT; WILSON, 2009). Em 2007, 5% da carne
consumida no mundo foi de carne ovina (FAO, 2008). O consumo percapita
nacional esta estimado em 0,8 kg/hab/ano (IBGE, 2010b), inferior a média
mundial (que é de 2 kg/hab/ano) (FBB, 2010); no plano interno, as regiées mais



consumidoras de carne ovina sdo a regiao Sul, com 3,13 kg, e a regiao
Nordeste, com 0,748 kg (IBGE, 2010b) — muito diferente de outros paises,
como a Nova Zelandia, com 32,5 kg; Australia, com 16,6 kg; Grécia, com
14,5 kg; Arabia Saudita, com 13,0 kg; e Uruguai, com 6,2 kg, entre outros
(BARCHET et al., 2011).

Apesar de baixo, com relacdo a outros paises, o consumo de carne
ovina no Brasil € maior que a producao. Para compensar esse desequilibrio, o
Pais importa cerca de 5 mil t/ano, oriunda do Uruguai (96%), do Chile (3%) e
da Argentina (1%) (FBB, 2010). As importacbes sao na maioria de cortes com
0sso, congelados e resfriados, além de cortes desossados. A carne é
destinada aos grandes centros consumidores, regides Sul e Sudeste,
competindo diretamente em prego com produtos locais (VIANA, 2008).

A incipiente organizacao e gestdo da cadeia produtiva responde pelas
principais limitacbes na qualidade dos produtos colocados a disposicao da
sociedade na maioria das propriedades produtoras de carne ovina e caprina no
Brasil (EMERECIANO NETO et al., 2011). A sazonalidade produtiva da
atividade, a inexisténcia de um mercado constante, a exigéncia de uma oferta
regular de aimais, a necessidade de escala para comercializacao e a busca por
animais jovens por parte dos frigorificos sdo dificuldades enfrentadas pelos
produtores na comercializacdo de animais para abate via mercado (VIANA;
SILVEIRA, 2009). Em termos de comercializacdo, predominam as vendas
diretas: mais de 70% de animais vivos e/ou abatidos informalmente sao
vendidos na prépria fazenda a intermediarios. A maior parte da carne ovina é
comercializada em feiras e acougues, em condi¢des precarias de higiene no
transporte, nos pontos de armazenamento e venda ao consumidor final
(GUIMARAES FILHO, 2009; SORIO; RASI, 2010).

Por outro lado a informalidade do abate traz alguns beneficios aos
produtores, como a possibilidade de escoar a produ¢cao em locais distantes de
abatedouros legalizados, venda de pequenos lotes, maior valor obtido pelo
produtor quando ele mesmo realiza o abate, menor custo da carne para o
consumidor (SORIO; RASI, 2010). Observa-se ainda o paradoxo da cadeia
agroindustrial, que, na sua base produtiva, depende em grande parte dos
criatérios do Nordeste brasileiro, com suas conhecidas dificuldades de clima,



engquanto o consumo esta focado em um publico de média e alta renda, em
restaurantes no Sul e no Sudeste (JESUS JUNIOR et al., 2010).

Para fazer frente a reducdo do plantel e melhor qualificar a cadeia
produtiva da ovinocultura, diversas inciativas foram desencadeadas por
entidades governamentais e ndo governamentais, com o objetivo de nao
somente soerguer essa atividade econémica, como também, principalmente,
impulsionar o desenvolvimento sustentavel das regides produtoras, por meio
da mobilizagdo de agentes econdmicos, sociais e politicos, para apoio
as atividades produtivas, de modo a torna-las economicamente viaveis,
socialmente justas e ambientalmente corretas (CAMPOS, 2004; SEBRAE,
2007; LOBO; LOBO, 2007; MDIC/ARCO, 2010; FBB, 2010; SEAGRI, 2012).

Essas acgdes resultam em valores positivos para a ovinocultura,
sobretudo na regidao Nordeste. Os rebanhos estdo sendo explorados
economicamente, com a introdugcédo de ragas especializadas, intensificacao do
melhoramento genético e adocdo de técnicas de manejo que propiciam a
elevacao da produtividade (VIANA, 2008).

Considerando os aspectos citados, observa-se que, ao mesmo tempo
em que a ovinocultura tem muito a oferecer no aspecto econémico e social, €
necessario fortalecer as acées de governanca da cadeia produtiva em todo o
territério brasileiro, de modo a tornar a atividade mais rentavel aos agentes
produtivos da ovinocultura e inserir o Pais no cenario mundial da producao de

ovinos e seus derivados.

2.2. Nim (Azadirachta indica A. Juss)

A Azadirachta indica A. Juss, também conhecida como nim, neem ou
margosa, a "arvore do nim indiano", é nativa do sul da Asia, em que o sul da
india e Mianmar sao as principais areas de origem; atualmente, a arvore de nim
se encontra disseminada por todos os continentes, em regides tropicais e
subtropicais. O uso mais antigo € o medicinal; as propriedades terapéuticas
dos frutos, sementes, dleo, folhas, cascas e raizes tém longa tradicdo na
medicina ayurveda, unani e homeopatica (FORSTER; MOSER, 2000; KUMAR
et al., 2010; OGBUEWU et al., 2011). A introducao do nim no Brasil se deu por
meio do Instituto Agrondmico do Parana — IAPAR, no ano de 1986. Atualmente



a arvore do nim é encontrada em todas as regides do Brasil, principalmente
nas regides mais quentes (NEVES; CARPANEZZI, 2009; MARTINEZ, 2011).

2.2.1. Botanica

Azadirachta indica A. Juss descrita por A. Jussieu em 1830, pertence a
ordem Rutales, subordem Rutinae, familia Meliaceae, subfamilia Melioideae,
tribo Melieae, género Azadirachta, espécie indica (BISWAS, 2002; OGBUEWU
et al., 2011). Tem porte alto, entre 12 e 25 m de altura na vida adulta
(CHAMBERLAIN et al., 2000; MARTINEZ, 2011). O sistema radicular é
formado por longa raiz pivotante, que permite absorver agua e nutrientes em
grandes profundidades, e raizes laterais auxiliares. E altamente exigente em
luz, mas tolera sombra em seus anos iniciais (PARROTTA; CHATURVEDI,
1994); a propagacao se da tanto sexual quanto vegetativamente, por meio de
sementes, mudas, cultura de tecidos e por brotacdo das raizes superficiais
(CHAMBERLAIN et al., 2000; NEVES et al., 2003). O caule é semiereto, com
casca enrugada, de cor marrom-escura para cinza; galhos bastante
ramificados; folhas em abundéancia, verde-escuras, imparipinadas, com
frequéncia aglomerada nos extremos dos ramos, simples e sem estipulas,
formando uma copa densa (CHAMBERLAIN et al., 2000; MARTINEZ, 2011).

As flores sdo brancas e aromaticas, em forma de paniculas estreitas e
ramificadas, reunidas em inflorescéncias densas, com os estames crescentes
formando um tubo; as floragdes iniciam-se a partir dos trés anos de idade,
possui tanto flores masculinas como hermafroditas na mesma planta
(CHAMBERLAIN et al, 2000; CSURHES, 2008; MARTINEZ, 2011).
Apresentam, ao mesmo tempo, flores e frutos em diferentes estagios de
desenvolvimento, com épocas de floracao e frutificacdo variando em fungéo do
clima onde a espécie é cultivada, podendo ocorrer duas floragdes e duas
frutificacoes em um espaco de 12 meses (NATIONAL RESEARCH COUNCIL,
1992; NEVES et al. 2003; NEVES; CARPANEZZI, 2009; ALVES, 2010).

Os frutos sao de cor verde-clara na fase inicial e, quando maduros,
amarelados, lisos de forma elipsoide; medem de 1,5 a 2,0 cm de comprimento
e 1,0 a 1,5 cm de largura; geralmente contém uma semente, ocasionalmente

duas, rodeadas por uma polpa branca doce. A producdo dos frutos



estabiliza-se entre 8 e 12 anos pos-plantio (NRC, 1992; NEVES et al., 2003;
MARTINEZ, 2011) e rende entre 30 e 50 kg/arvore ao ano (MATHIU, 2005;
KAUSHIK et al., 2007). Normalmente, 50 kg de frutos maduros rendem
cerca de 30 kg de sementes, que produzem 6 kg de 6leo e 21 kg de pasta
(NRC, 1992; NEVES et al., 2003).

2.2.2. CondicoOes edafoclimaticas

A taxa de crescimento do nim varia consideravelmente, dependendo
da qualidade do solo e do clima. Em geral, cresce bem a uma altitude de 50
a1.500m, com temperatura que varia de 21 a 32°C (PARROTTA;
CHATURVEDI, 1994); por periodos curtos, tolera temperaturas acima de 44 °C,
porém nio suporta geada e temperaturas abaixo de 8 °C (NRC, 1992; NEVES
et al., 2003). E resistente & seca, normalmente cresce em regides aridas e
semiaridas, com precipitacdo anual entre 400 e 1.200 mm (CHAMBERLAIN
et al., 2000), embora seja encontrado também em regidées com precipitagéo
anual de 250 mm (PARROTTA; CHATURVEDI, 1994).

O nim cresce bem em solo com baixos teores de aluminio e de bases
trocaveis, com elevada saturacdo por bases; pH de 6,2 ou acima, embora
também cresca a pH 5. Sé tolera solos ligeiramente salinos (MATHIU, 2005);
em situacoes de maior salinidade, ha comprometimento da taxa de crescimento
(PARROTTA; CHATURVEDI, 1994), com reducdo da altura das plantas,
acumulo de matéria seca e macronutrientes na parte aérea da planta, variando
a intensidade em fungcao da elevacao do nivel de salinidade (FREIRE et al.,
2010). O nim é tolerante a maioria dos solos, incluindo os pouco profundos,
secos, pedregosos e areias altamente lixiviadas, mas exige solo bem drenado,
sem umidade excessiva. O lencol freatico deve estar no minimo a 2m da
superficie; por isso, deve-se evitar estabelecer as plantagcdes em baixadas. Em
razdo dessas caracteristicas, € bem adaptado as condicdes da caatinga, com
clima quente muito seco e solos quimicamente ricos, de pH neutro ou pouco
acido (NEVES; CARPANEZZI, 2009).
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2.2.3. Constituintes quimicos

Arvore da vida, arvore divina, arvore do futuro, arvore de mdltiplos usos
(PURI, 1999; FORSTER; MOSER, 2000; GIRISH; BHAT, 2008; MARTINEZ,
2011) — essas denominagbes sobre Azadirachta indica A. Juss se devem as
propriedades medicinais apresentadas pelos seus compostos quimicos
contidos na semente, folha, flor, casca e raizes (LEY et al., 1993; OGBUEWU
et al., 2011), que permitem a utilizacdo dessa planta para os mais diversos fins.
No cenario mundial, tem-se buscado o desenvolvimento de medicamentos a
partir de plantas que sejam menos tdxicas e com comprovadas propriedades
medicinais (OGBUEWU et al.,, 2011), bem como o uso de inseticidas
ambientalmente aceitaveis (LEY et al.,, 1993; NICOLETTI et al., 2012).
Nesse contexto, Azadirachta indica A. Juss, utilizada em varios continentes
(ANYAEHIE, 2009), vem sendo estudada amplamente ao longo dos séculos e
€ provavelmente a mais pesquisada em todo o mundo atualmente (OGBUEWU
et al., 2011).

Os mais de 300 compostos do nim isolados e caracterizados estédo
divididos em duas classes principais: isoprenoides e nao isoprenoides. Os
isoprenoides incluem diterpenoides e triterpenoides, sdo 0s principais
compostos bioativos isolados de diferentes partes da planta e incluem: salanin,
nimbin, azadiractina, azadirone, gedunim, meliancin, valassin, desacetilnimbin,
nimbin, nimbolin, nimbolide, nimbinene e outros de menor expressao
(SADEGHIAN; MORTAZAIENEZHAD, 2007; KUMAR et al., 2010; OGBUEWU
et al., 2011). Os nao isoprenoides incluem proteinas (aminoacidos) e
carboidratos (polissacarideos), compostos sulfurosos, polifendis, como
flavonoides e seus glicosideos, diidrocalcona, cumarina e taninos, compostos
alifaticos etc. (KUMAR et al., 2010).

A azadiractina (Figura 1), principal ingrediente ativo, foi isolada a partir
das sementes de A. indica por David Morgan em 1968 e sua determinacao
estrutural foi completada apds os trabalhos com duragdo de quatro décadas
simultaneamente em varios laboratérios na Europa e na América do Norte
(HUMMEL et al., 2012; MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000); antes, em 1942,
Siddiqui isolou o nibin, o nimbinin e o nimbidin, compostos cristalinos amargos
(PURI, 1999).
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o) COOMe

Fonte: PURI (1999).

Figura 1 - Molécula da azadiractina.

A azadiractina € composta de carbono, hidrogénio e oxigénio (NRC,
1992), cuja férmula quimica foi definida como CssH44016 (HUMMEL et al.,
2012). E uma mistura de isdmeros com estrutura quimica muito semelhante e
atividade biolégica variavel, sendo a azadiractina A a mais encontrada
(MARTINEZ, 2011). A azadiractina, pertencente ao grupo C-seco-limonoide
triterpenoides, tem sido fonte de grande variedade de triterpenoides
biologicamente ativos (LEY et al., 1993).

Os extratos das folhas de nim contém compostos bioativos para controle
de insetos, atividade antioxidante, biossorvente para corantes, fertilizantes e
inibicdo de corrosao (SADEGHIAN; MORTAZAIENEZHAD, 2007). A nenhum
composto sdo creditadas todas as propriedades fisioldgicas atribuidas ao nim
(RAVINDRANATH, 1993).

O fruto contém 4,32% de conteudo mineral uniformemente distribuido na
casca e na semente; dos 32,47% de lipidios e 22,86% de proteina, 92 e 89%,
respectivamente, estdo contidos na semente, enquanto a maioria dos
compostos fibrosos (82%) é proporcionada pela casca (FAYE, 2010).

O 6leo, o mais importante produto comercial do nim, esta localizado
nas células do nucleo da semente, sob a forma de glébulos de gordura
(SURYAWANSHI, 2011). Principal veiculo de solubilizacdo dos limonoides,
€ obtido pelo processamento das folhas, flores e sementes; nestas,
encontra-se a maior quantidade de O6leo, variando entre 25 e 56%
(MONGKHOLKHAJORNSILP et al., 2005; MUNOZ-VALENZUELA et al.,
2007; MAZONI, 2008). E extraido por prensagem, solventes ou com fluido
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supercritico (JOHNSON; MORGAN, 1997; LIAUW et al., 2008). O método de
extracdo influencia a qualidade e composicao do 6leo, uma vez que nao extrai
0s componentes nas mesmas proporcdes (SURYAWANSHI, 2011).

O d6leo tem cor amarelo acastanhado, de sabor amargo e natureza
hidrofébica. A miliacina é responsavel pelos principios amargos, € o acido
tignico (5-metil-2-acido butanico), pelo odor caracteristico (KUMAR et al.,
2010). E constituido por acidos graxos, vitamina E, aminoacidos essenciais,
trigliceridios e grande quantidade de compostos triterpenoides. O limonoide
principal € a azadiractina cujo teor no éleo varia de 300 a 2000 ppm,
dependendo da qualidade das sementes. Também sdo encontrados
azadiradione, nimbin, salanin, salanol, vepinin, vilasinin, nimbidin € nimbinene,
principios amargos, taninos, flavonoides e derivados sesquiterpénicos
(SURYAWANSHI, 2011). Dos acidos graxos, o acido oleico (50-60%),
acido palmitico (13-15%), acido estearico (14-19%), acido linoleico (8-16%) e
acido araquiddnico (1-3%) sdo os principais constituintes. O 6leo é mais rico
em acidos graxos insaturados que saturados (KAUSHIK; VIR, 2000;
SURYAWANSHI, 2011). A composicao de acidos graxos presentes no 6leo
€ de grande importancia para a determinagcdo da qualidade deste; essa
predominancia dos acidos graxos insaturados torna o 6leo de nim muito fluido
(MAZONI, 2008).

Também sao encontrados no 6leo os esteroides ergosterol, campesterol,
estigmasterol, fucosterol e B-sitosterol (MOMCHILOVA et al., 2007; FAYE,
2010), pigmentos, polissacaridios, sais, aminoacidos e material que compde a
matriz celular das sementes (MONGKHOLKHAJORNSILP et al., 2005).

A torta de nim, subproduto da extragdo do 6leo, possui teor de 1,5% de
O0leo e também se evidencia a presenca dos seguintes nortriterpene:
azadiractina A (2.750 £ 100 ppm), azadiractina B (1.000 + 15 ppm), salanin
(7.980% 50 ppm), nimbin (1.850 £ 100 ppm), o que indica que, apdés o
tratamento para extracao de 6leo, a torta de nim ainda contém quantidades
relevantes de nortriterpenes e pode ser aproveitada para a confeccado de
bioinseticidas (NICOLETTI et al., 2012).

Azadiractha indica apresenta alta variacdo dos seus componentes
quimicos. Acredita-se que essa variacao se deva as diferentes composicoes
genéticas, ao clima, a idade, a época do ano, ao ambiente de crescimento e de
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producédo e aos processos de extracao e quantificacdo (CHAMBERLAIN et al.,
2000; MUNOZ-VALENZUELA et al., 2007). Estudos de Kumar et al. (2000) e
Kaushik et al. (2007) indicam que essa grande variagdo nos constituintes
quimicos das arvores, tanto qualitativa como quantitativamente, tem
implicagdes importantes, sobretudo para identificacdo de arvores com conteudo
de azadiractina alto para tornar a planta economicamente mais atraente, bem
como para caracterizar e catalogar o pool genético de arvores de nim em

diferentes regides para identificacao de gendétipos de elite.

2.2.4. Aplicacoes do nim
2.2.4.1. Controle de pragas e doencas das plantas

A azadiractina é o principal composto responsavel pelos efeitos
antialimentar (deterréncia) e téxico nos insetos, embora outros componentes
também possuam atividades biologicas e adicionais a esses efeitos, como, por
exemplo, a azadiractina A e B, nimbin e salanin, que possuem atividade
repelente e contraceptiva (MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000).

Os efeitos ocorrem pelos danos diretos sobre as células e os tecidos e
via sistema enddcrino, afetando-os de forma progressiva, podendo, inclusive,
chegar a morte (MARTINEZ, 2011). A acao antialimentar é resultado da
interferéncia nos quimiorreceptores presentes em diversas areas do corpo
(tarso, bucais, cavidade oral) e no sistema nervoso central. A azadiractina
estimula células deterrentes nos quimiorreceptores e também bloqueia o
receptor celular, que normalmente estimula a alimentagdo (MORDUE (LUNTZ);
NISBET, 2000).

O comportamento dos insetos diante da azadiractina é influenciado
pela espécie do inseto, pela concentragdo da azadiractina presente no produto
e pela interacdo da concentracdo com o tempo (BARANEK, 2008;
WEATHERSBEE Ill; McKENZIE, 2005; MARTINEZ; VAN EMDEN, 2001). O
nim inibe a alimentagdo, interfere no desenvolvimento e compromete o
crescimento das larvas, altera o comportamento, afeta a fertilidade de adultos,

causa anomalias nas células e na fisiologia e provoca mortalidade de ovos,
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larvas e adultos (MARTINEZ, 2011; PRATES et al, 2003; MARTINEZ;
MENEGUIM, 2003; MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000).

2.2.4.2. Uso medicinal

A azadiractina e outros ingredientes ativos do nim tém propriedades
eficazes contra largo espectro de organismos; seus extratos sdo usados em
inimeros medicamentos fitoterapicos e alopaticos, com resultados doses
dependentes (BHOWMIK et al., 2010).

O extrato da folha de nim tem efeito analgésico, agindo s6 ou em
interacdo com a morfina para o alivio da dor (KHOSLA et al., 2000; PATEL
et al., 2005) e atua como regenerador da mucosa gastrica (OFUSORI et al.,
2010), por inibir a atividade da bomba de proton da mucosa géastrica, com efeito
semelhante ao do omeprazol (DORABABU et al., 2006). O po liofilizado do
extrato da casca de nim, quando administrado durante 10 dias, em dose de 30
ou 60 mg duas vezes ao dia, diminui de forma significativa a secrecao do acido
gastrico e o volume da secrecao gastrica e da atividade da pepsina em 63 e
50%, respectivamente. Essas respostas sugerem que o nim possibilita a cura
de Ulceras gastroesofagicas e gastroduodenais (BANDYOPADHYAY et al.,
2004; RAJI et al., 2004).

Anyaehie (2009) relata atividade antimalarica maior que a de alguns
produtos farmacéuticos comerciais; demonstra atividade antirretroviral em
pacientes com HIV em fase I; elimina erup¢des na pele; reduz infeccbes
oportunistas e outras condi¢des relacionadas a Aids. Extratos das sementes de
nim atuam como adjuvante imunolégico potencial para a inducédo de imunidade
ativa contra Brucella Rev-1 (FAAL et al., 2012).

As propriedades do nim contra o cancer sdo conhecidas em virtude da
atividade antiproliferativa e por induzir a apoptose de células cancerigenas
(CHAIMUANGRAJ et al., 2006; KUMAR et al.,, 2009). Por suas atividades
imunomoduladoras e antimetastéticas, reduz o nimero de metastase no
pulmao, estbmago, colon, pele, boca, préstata, mama e figado (KUMAR et al.,
2006; BEUTH et al., 2006; BHOWMIK et al., 2010; MAHAPATRA et al., 2011;
OTHMAN et al., 2011). Na leucemia, atua na prevencao e no tratamento devido

ao seu poder anti-inflamatério e antiproliferativo, limitando o desenvolvimento
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das células cancerosas (SCHUMACHER et al., 2011). No cancer de mama e
no coriocarcinoma humano, inibe o crescimento e induz a apoptose de células
cancerigenas (KUMAR et al., 2009; OTHMAN et al., 2011).

A acao antibacteriana do nim através dos seus compostos quimicos
inibe o crescimento de bactérias gram-positivas e gram-negativas
(RAJASEKARAN et al., 2008); atua como bacteriostético e bactericida sobre as
bactérias Staphylococcus sp., E. coli, Pseudémonas sp. (YAMEOGO et al.,
1998); a atividade antibacteriana do nim in vitro tem 92% eficiéncia contra
P. aeruginosa, S. pyogenes, E. coli, grupo Proteus e K. aerugenes (JAHAN
et al., 2007).

Além disso, o extrato possui funcao hepatoprotetora e antioxidativa
(DKHIL et al., 2012). Em ratos, a administracdo de 200 mg/kg de peso vivo é
capaz de reduzir os danos provocados pela inducdo do estresse oxidativo e
alteracées hematoldgicas provocadas pela acrilamida, através do aumento dos
mecanismos de defesa antioxidante, como a glutationa (GSH), da enzima
catalase e do citocromo P450 2E1 (MANSOUR et al., 2008).

Nessa mesma espécie, a administracdo de 200 mg/kg peso vivo
minimiza os danos hepaticos (ABDEL-MAKSOUD et al., 1998; YANPALLEWAR
et al., 2003); com dose de 500 mg/kg de peso vivo, reduz de forma significativa
os niveis da bilirrubina e das enzimas aspartato aminotransferase hepatica
(AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP); também reduz
o 6xido nitrico (NO) e o malondialdeido (MAD); em contrapartida, aumenta
significativamente os niveis de glutationa (DKHIL et al., 2012). Ademais, os
danos hepaticos provocados pela intoxicagdo com paracetamol podem ser
reduzidos ou anulados (BHANWRA et al., 2000).

O nim também possui atividade sobre o perfil lipidico de ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina, reduzindo de forma significativa o colesterol
total, LDL-colesterol, VLDL, trigliceridios e lipidios totais do soro e mantendo
inalterado o HDL-colesterol (CHATTOPADHYAY; BANDYOPADHYAY, 2005a).
A reducao em 55,8, 27,1, 16,8 e 64,7% dos niveis séricos da glicose, colesterol
total, trigliceridios e malondialdeido, respectivamente, é observada em ratos
diabéticos quando comparados com ratos diabéticos nao tratados com nim
(EKAIDEM et al., 2007) e regenera as células do pancreas de ratos diabéticos
induzidos (AKPAN et al., 2012). O extrato das folhas na dose de 500 mg/kg de
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peso vivo demonstra efeito hipoglicémico apdés 14 dias do tratamento,
provavelmente devido ao aumento da captacao da glicose periférica, bem
como da sensibilidade do receptor de insulina (RAHMAN et al., 2005).
Presume-se que a quercetina e rutina contidas no extrato da folha
de nim possam ser responsaveis por sua atividade hepatoprotetora
(CHATTOPADHYAY, 1999; CHATTOPADHYAY; BANDYOPADHYAY, 2005b).
Os efeitos antiperoxidacao lipidica, anti-hiperglicémico e modulacdo da
atividade lipidica no soro justificam um possivel uso do extrato etandlico das
folhas de nim no manejo das complicacées causadas pela diabetes (DIXIT
et al., 1986; EKAIDEM et al., 2007; ROSA et al., 2010). Em animais sadios, a
administracao de 1.000 mg/kg de peso vivo a machos e fémeas Sprague
Dawley ndo demonstrou alteragbes clinicas, somatomotora ou de
comportamento, nem modificacbes plasmaticas de glicose, colesterol total,
proteinas totais, trigliceridios, das enzimas ALT e AST, muito menos morte dos
animais (RIVAS et al., 2010).

Testes toxicolégicos envolvendo seres vivos submetidos a diferentes
concentragdes de formulagdo comercial & base de nim (NeemAzal®) n&o
demonstram efeitos adversos. As dosagens de 100 a 6.400 ppm nao
apresentaram danos cromossémicos em ratos, porém exibiram aumento no
peso do figado, para os animais submetidos a dose mais alta; em codornas, a
toxicidade oral aguda (DL50) nado apresentou mortalidade nem outras
complicacdes. Em peixes de agua doce, truta arco-iris e carpa Cyprinuscarpio,
nao foi observada mortalidade ap6s 96 horas de exposicao, a 160 mg de
NeemAzal® (STEWART, 1998).

2.2.4.3. Na saude animal

Animais de produgéo tém sido tratados com nim para o controle de ecto
e endoparasitoses. Lipinski et al. (2011) observaram redu¢do no numero de
helmintos e ganho de peso em bufalos quando utilizaram a torta de nim durante
seis meses. Pietrosemoli et al. (1999) obtiveram resultados semelhantes
em fémeas bovinas utilizando blocos multinutricionais com folhas de nim sob
a forma de farinha, nas concentragcdes de 10, 20 e 30%, incorporadas a
mistura. Em ovelhas, o extrato aquoso de folhas de nim a 10% reduziu
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significativamente o nimero de ovos por grama de fezes, além de aumentar o
ganho de peso corporal (AMIN et al., 2010). Em caprinos, o extrato aquoso de
sementes tem eficiéncia estimada em 87% sobre populagcdo e prevaléncia de
estrongilideos em um periodo de seis dias, diminuindo para 50% apés 27 dias
(SALAZAR; PARIACOTE, 2004). Nesta espécie, a concentracdo de 1.000 ug
de azadiractina reduz a motilidade de larvas do estdgio L3, a contagem do
numero de ovos e adultos de Haemoncus contortus (RADHAKRISHNAN et al.,
2007). No entanto, contradizendo esses estudos, Nogueira et al. (2006)
verificaram que o uso de 1 ou 3 g/kg de peso vivo na forma de extrato aquoso
por via oral em caprinos para controle de nematdédeos gastrintestinais
aumentou o numero de ovos por grama de fezes nos animais tratados.

Por via topica em bovinos, o extrato aquoso de folhas controlou
Rhipicephalus microplus (VALENTE et al., 2007), bem como reduziu a
populacdo de Amblyomma hebreaum, Rhipicephalus evertsi, Hyalomma
truncatum e Boophilus decoloratus em bovinos e caprinos (WEBB, DAVID,
2002; SCHWALBACH et al., 2003) e a de Dermacentor variabilis em carneiros
(LANDAU et al., 2009). In vitro, o extrato de semente reduziu 0 niumero de
carrapatos Ablyomma variegatum e agiu como repelente sobre estes
carrapatos em caprinos (MAKERI et al., 2007); em bezerros, promoveu nao so
a reducéao da infestacdo dos carrapatos, como, por efeito indireto, melhorou o
pelo do animal, tornando-o mais brilhante e proporcionando ganho de peso
corporal; também produziu efeito benéfico sobre os paradmetros sanguineos
(elevagao da hemoglobina, do volume globular, contagem total de eritrécitos e
diminuicdo da velocidade de sedimentagdo de eritrocitos) (RAHMAN et al.,
2009).

O uso de extrato oleoso de nim constitui uma alternativa viavel para o
controle de carrapatos, com as melhores respostas para mortalidade, postura e
eclosdo das larvas obtidas com as diluigbes a 10 a 12,8% contendo 1.000 ppm
de azadiractina A (CALURA et al.,, 2009). O éleo e o extirato hexanico de
sementes de nim na concentracdo de 2% matam as fémeas adultas de
carrapatos, com a mortalidade incrementando com o passar do tempo,
alcancando 96% aos 21 dias de submissdo ao tratamento; também interferem

na reproducdo, reduzindo a oviposicdo e provavelmente na ovogénese, por
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ocasionar maior perda de massa dos ovos (BROGLIO-MICHELETTI et al.,
2010).

Piolhos da espécie Damalinia ovis sdo mortos com concentracbes de
2.000 ppm nos primeiros seis dias apds a exposicao, em baixas doses, morrem
gradualmente, podendo esse efeito ser potencializado com a mistura com
lanolina (GUERRINI, 2000). Em bovinos, o nim age como repelente contra
Haematobia irritans (SILVA et al., 2009); causa repeléncia e morte de larvas de
Cochliomyia hominivorax quando utilizado como pomada no umbigo de
bezerros recém-nascidos (DEL RIO et al., 2007). As feridas da pele de bovinos
cicatrizam com o uso do 6leo de nim a partir do segundo dia apés o tratamento,
sendo de 100% no terceiro dia (GARCIA et al., 2007); em carneiro, a
cicatrizagao de ferida cirurgica ocorre em um periodo de sete dias, com uma
unica aplicagéo de 6leo de nim (BWALA et al., 2011).

O extrato na forma de spray a 10% ou xampu exerce controle sobre
pulgas Ctenocephalides felis felis (TROB et al., 1997; RIBEIRO et al., 2008).
Contra Xenopsylla cheopis, em caes o efeito contra a oviposicao, eclosdo de
larvas e morte de adultos e obtido com uso de 60 mL durante 10 minutos, apos
trés dias da aplicacdo do xampu; na dose de 100 mlL/animal, as pulgas
desaparecem em dois dias (BERNAUER-JACOB; SCHEIN, 1998).

Em bioensaio com frangos de corte, Patra et al. (2010) utilizaram p6 da
folna de nim para tratamento da infecgdo experimental com Ascaridia galli,
demonstrando que a folha de nim elimina 100% de vermes em 28 dias apds o

tratamento.

2.2.4.4. Na alimentacao animal

A torta, subproduto da extracdo do 6leo de nim, é muito utilizada na india
como fertilizante e pesticida; apesar de rica em proteina (35 a 40% de PB), é
considerada inadequada para alimentagdo animal devido ao sabor amargo e a
toxidez em virtude da presenca de triterpenoides. Entretanto, agricultores e
industrias, na india, sdo estimulados a incluir essas tortas na dieta de animais
apoés a desintoxicacao completa ou parcial (DUTTA et al., 2012).

A desintoxicagdo da torta de nim com agua permite a incorporacao de
25% de torta na dieta de caprinos como fonte proteica, ndo afetando o

19



rendimento de carcagca em peso vivo vazio nem 0 peso ao abate; o rendimento
dos cortes comerciais € comparavel ao de animais alimentados com a racao
proteica convencional, e a avaliacdo organoléptica da carne cozida sob
pressao nao revela gosto amargo (VERMA et al., 1996). Contudo, em frangos
de corte, o tratamento da torta de nim pelo calor reduz o ganho de peso,
provavelmente devido ao menor consumo de agua e de alimentos, pela baixa
digestibilidade, além de provocar aumento significativo de figado, pulmdes e
rins (UKO; KAMALU, 2006).

Para possibilitar o uso da torta na racao animal, sdo utilizados processos
quimicos com a ureia, de modo a substituir a torta de amendoim em formulacao
de ragbes para caprinos e cordeiros jovens, tendo em vista que a substituicao
nao compromete o ganho de peso diario e total nem a conversao alimentar; os
constituintes bioquimicos sanguineos também ndo sao alterados e nao ha
comprometimento das caracteristicas da carcagca (ANANDAN et al., 1996;
MUSALIA et al., 2000). Frangos de corte, de 3 a 42 dias de idade, alimentados
com a torta de nim tratada com hidroxido de sodio a 20% em substituicao a
50e 100% da proteina da farinha de amendoim na dieta apresentam
caracteristicas qualitativas e quantitativas de carcaca semelhantes quando
alimentados com a farinha de amendoim, sem qualquer gosto desagradavel na
carne cozida (NAGALAKSHMI et al., 1996). Resultados recentes de ensaios
com coelhos alimentados com inclusdo de 20% da torta de nim na dieta diaria
mostraram que esses animais tiveram crescimento comparavel ao de alimentos
de dieta controle e ndo apresentaram alteracao nos parametros hematologicos
(BAWA et al., 2007). Resultado semelhante foi obtido em estudo conduzido
para avaliar o efeito do uso da torta da semente de nim tratada com hidroxido
de sbédio na alimentacdo de cordeiros da raca Uda com nivel de inclusdo de
20% durante o periodo de 84 dias: nao foram observadas alteracdes
significativas sobre os parametros hematolégicos estudados (concentracao de
hemoglobina, hematdcrito, nimero de hemacias, volume globular e leucécitos),
nem nos parametros bioquimicos (proteina total, albumina, globulina,
AST, ALT, bilirrubina total e conjugada, ureia, creatinina, sodio, potassio)
(ARUWAYO et al., 2011). Com percentuais de inclusao de 50 e 100% de torta
de nim tratada com 2% de ureia e 1,5% de hidroxido de sodio na dieta durante
periodo de 18 semanas, os resultados mostraram efeito hipoglicémico, mas
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nao alteracées bioquimicas significativas nos niveis séricos de AST, ALT,
proteina total, ureia, colesterol, contudo, foram observadas nos rins leve
degeneracao tubular com ligeira reacao fibrocelular, figado com reacao
fibrocelular moderada da veia porta e proliferacdo epitelial leve no duto biliar
(GOWDA et al., 1996).

2.2.4.5. Efeitos sobre a reproducao

O nim tem sido amplamente estudado para o controle de insetos em
razdo de sua propriedade antialimentar e da sua acéo no sistema hormonal e
na reprodugdao (MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000; BISWAS et al.,, 2002;
BANSAL et al., 2010). Sao poucos 0s registros encontrados para a acao do nim
sobre a funcao reprodutiva dos animais destinados a consumo humano. Os
estudos com o nim na area de reproducao sao realizados com o intuito de dar
suporte ao seu uso como anticonceptivo em humanos, buscando o controle
populacional em areas de populacdo densa. Os ensaios tém demonstrado o
efeito contraceptivo pela acdo espermicida, de anti-implantacdo de embrides,
antiespermatogenica e abortiva, através de uso oral, vaginal, intratesticular,
intraepididimal em estudos in vitro e in vivo em coelhos, macacos,
camundongos, ratazanas e humanos (RIAR et al., 1991; GARG et al., 1993;
JUNEJA et al., 1996; SHARMA et al., 1996; SOLIMAN et al., 2001; OGBUEWU
et al., 2009a; BANSAL et al., 2010).

No final da década de 1950, foi estudado o efeito do nimbinate,
em diversas concentracdoes, sobre o0s espermatozoides de ratos; naquela
oportunidade, verificou-se a acado espermicida nas concentragdes de 1:200 e
1:500, no tempo de cinco minutos apés a exposicdo a droga. Mesmo
utilizando liquido para revivificagdo, ndo se obteve resposta na motilidade
dos espermatozoides (SHARMA; SAKSENA, 1959). Mais recentemente, com
sémen humano, Sharma et al. (1996), utilizando o 6leo de nim na dose de
25 mg/mL, e Khillare e Shrivastav (2003), com doses de 1 a 50 mg de extrato
de nim, observaram que o0s espermatozoides humanos foram mortos com
menos de 20 segundos de exposicao a droga. Nesses estudos, observou-se
que o aumento da concentragdo potencializou o efeito do nim (SHARMA,;
SAKSENA, 1959; SHARMA et al.,, 1996). Os danos provocados nos
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espermatozoides pela acao espermicida do nim envolvem diminuicdo da
motilidade progressiva, deslocamento lateral da cabeca e danos na parede
celular do acrossoma do espermatozoide (SHARMA et al., 1996).

In vivo, verifica-se redu¢do do numero de espermatozoides, acumulo de
células sanguineas no tecido intersticial dos tubulos seminiferos (MOROVATI
et al., 2009), bem como diminuicdo no seu diametro e na altura das suas
células de revestimento (SHAIKH et al., 2009b). Também sao observadas
auséncia de espermatozoides no lumen dos tubulos seminiferos e reducao das
células de Leydig (SHAIKH et al., 2009b). A aplicacdo de pomada de nim
intravaginal em coelhas e macacas mostrou alta eficacia anticonceptiva, pelo
seu efeito espermicida (RIAR et al., 1991; GARG et al., 1993). Morovati et al.
(2009) sugerem que as alteracdes das células da parede dos tubulos tém como
consequéncia retardo da funcao reprodutiva, € o tempo de volta a reproducao
depende da dose utilizada.

A aplicagdo de unica dose de 50 pyL do 6leo de nim no canal deferente,
em ratos Wistar, provocou, apds duas semanas do tratamento, interferéncia na
espermatogénese e, depois de quatro semanas, drastica reducao dos tubulos
seminiferos, com completo bloqueio da espermatogénese, levando os animais
a infertilidade por um periodo de nove meses (UPADHYAY et al., 1993).

A inclusédo de 10 e 15% de farinha de folhas de nim na alimentacédo de
coelhos durante 16 semanas reduziu a qualidade do sémen e o peso testicular,
sugerindo que os compostos quimicos contidos nas folhas de nim diminuem o
numero de tubulos seminiferos, a quantidade das células de Leydig e de Sertoli
e a quantidade de células espermatogénicas. A diminuicdo da producao de
espermatozoide é acompanhada de aumento proporcional de espermatozoides
anormais, e isso mostra que a inclusao de folhas de nim na dieta de coelhos
prejudica a estrutura das células espermatogénicas durante o processo de
espermatogénese ou da ejaculacdo (OGBUEWU et al., 2009a). Dias e Melo
(2010) registraram que o tratamento com diferentes exiratos da semente e
folha de nim n&o alterou o peso corporal dos animais nem os compartimentos
intertubular e tdbulos seminiferos, porém observaram que houve redugdo do
IGS.

Em outro estudo, a inclusdo de 50 e 100% de torta de nim, tratada com
2% de ureia ou 1,5% de hidréxido de soédio, na dieta de coelhos durante
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periodo de 18 semanas provocou mudangas nos testiculos, mostrando leve
desorganizacdo das espermatogbnias em dietas com 50% de inclusao.
Para dietas com 100% de inclusdo, os testiculos exibiram variavel grau de
degeneracao das espermatogbnias e interrupcdo do seu arranjo ordenado,
alguns tubulos com forma irregular e reduzido niumero de espermatozoide
(GOWDA et al., 1996).

A atividade da enzima ATPase na cabeca e na cauda de
espermatozoides localizados no epididimo diminui de forma significativa com a
administracdo de extrato alcodlico de semente de nim na dose de 100 mg/kg
de peso vivo em ratos (DEHGHAN et al., 2005). Estima-se que a reducao
nataxa de fertiidade deve-se a diminuicdo da motilidade da cauda do
espermatozoide e as suas alteragcbes morfologicas (SHARMA et al.,1996).
A menor motilidade dos espermatozoides esta relacionada aos prejuizos
provocados pelo nim na atividade das mitocondrias situadas na peca
intermediaria (PATIL et al., 2009).

O efeito de extrato aquoso de folhas de nim em doses de 20, 40 e
60 mg/kg de peso vivo € refletido na retencdo espermatica e em efeitos
adversos na espermatogénese, lesbes no espermatozoide e no epididimo,
diminuicdo do peso da vesicula seminal e da préstata, interferindo na liberagéao
da testosterona (SHAIKH et al., 1993; SANTRA; MANNA, 2009). Sobre o trato
reprodutivo de rato selvagem indiano (Rattus rattus), a administracdo oral de
200 mg/kg/dia de nim durante 30 dias produziu vacuolizacdo intraepitelial,
afrouxamento do epitélio germinativo, ocorréncia de células gigantes,
combinacao de células germinativas em estadio de espermatogénese e células
germinativas degeneradas, alteragbes na morfologia € no numero de
espermatozoides na cauda do epididimo (SANTRA; MANNA, 2009). Dehghan
et al. (2006) demonstraram que a administracdo de 100 mg/kg de peso vivo em
ratos levou a alteragdes na histoarquitetura do epididimo e do vaso deferente,
com desorganizagcao do epitélio, picnose do nucleo celular e aglutinacdo dos
espermatozoides no epididimo e duto deferente. Resultados semelhantes
foram obtidos por Purohit et al. (2009) com o tratamento de ratos com 10 mg
por via subcutanea durante 30 dias; esses autores observaram que a
espermatogénese, o diametro dos tubulos seminiferos, o nucleo da célula de
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Leydig e a altura das células epiteliais do epididimo foram significativamente
reduzidos.

Tem-se verificado que, apesar do potencial anticonceptivo, os efeitos do
nim sobre a reproducao sao temporarios. Upadhyay et al. (1993) relatam que a
aplicacao de 6leo de nim no canal deferente deixa os animais inférteis por nove
meses; ja Deshpande et al. (1980) e Santra e Manna (2009) registram que,
apds um més e meio sem nim, ha retorno da funcao reprodutiva. Esse retorno
€ possivel devido a ativacdo das células espermatogbnias primarias, AO,
consideradas células-tronco de reserva, que sé sao ativadas quando a
espermatogénese sofre prejuizos devido a agressao téxica (PHILLIPS et al.,
2010). Upadhyay et al. (1990) verificaram que, com a aplicagdo intrauterina de
6leo de nim, o periodo infértil variou de 105 a 184 dias. Fémeas acasaladas
com machos que receberam 1,0 mL de extrato de nim durante um més
reduziram o numero de prenhez e da ninhada (DESHPANDE et al., 1980). Nao
sdo observadas outras manifestagdes de toxicidade nem perda de libido ou
impoténcia (UPADHYAY et al., 1993; DEHGHAN et al., 2005). Os parametros
hematoldgicos, o nivel de testosterona ou o peso dos animais nao sofrem
alteracoes significativas (MOROVATI et al., 2009).

Estudos tém demonstrado que a administragcdo de nim em diferentes
dosagens e apresentacao influencia os niveis dos hormoénios reprodutivos
em machos e fémeas. Shaikh et al. (2009b), utilizando doses de 0,6 e de
1,2 mL/animal de 6leo de nim em camundongos, verificaram que na menor
dose os horménios FSH, LH e testosterona nao sofreram alteragbes
significativas, porém, na maior dose, o LH e a testosterona foram inferiores em
37,37 e 32,23%, respectivamente, quando comparados com o grupo controle.
Nesse mesmo estudo, os autores verificaram que a concentragdo dos
componentes ativos nos tecidos testiculares foi maior em animais com dose
de 1,2 mL/animal. As mudancas na estrutura deste tecido e as alteracdes
hormonais sugerem que o 6leo de nim tem potencial para se concentrar no
tecido testicular e demonstra ser dose-dependente. Akpantah et al. (2011)
registram que fémeas Wistar tratadas com 200 e 400 mg/kg de peso vivo de
extrato da folha apresentam reducdo dos horménios LH e FSH e elevacao da
progesterona, o que contribui para a manutencao da fase estral, com presenca
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de corpo luteo e foliculos atrésicos, assim como alteragdes histomorfologicas
na hipoéfise anterior, sendo mais pronunciadas na maior dose.

A administracdo de extrato de folha de nim em dose oral de 1 g/kg de
peso vivo em diferentes fases do ciclo estral de ratas Sprague Dawley induziu o
prolongamento do diestro e reduziu 0 numero de ovécitos liberados; entretanto,
nao houve influéncia sobre a implantacdo dos embrides nem foi observado
efeito teratogénico sobre os seus fetos (GBOTOLORUN et al., 2008). A
supressao de foliculos ovarianos em suas diversas fases ocorre quando sao
utilizadas fragdes polares do extrato de semente na dose de 6 mg (ROOP
et al., 2005).

O dleo de nim altera a estrutura dos ovérios, a fertilidade e aumenta
0s niveis séricos do FSH, interferindo por esse mecanismo na maturacao e
no crescimento dos foliculos ovarianos; ademais, reduz os teores séricos de LH
e progesterona, produzindo assim uma possivel esterilidade na fémea
(SHAIKH et al.,, 2009a). A administragcdo oral do 6leo também provoca
alteracbes reprodutivas em fémeas de Rattus norvegicus, com diminuicao
da progesterona, modificagdo histopatolégica no utero e atraso no retorno a
prenhez, e ndo permite a implantacdo plena dos embrides, possivelmente
devido ao seu efeito sobre o sistema imunitario (MOROVATI et al., 2008).

A aplicagao intrauterina de 100 uL de éleo de nim no periodo de pré-
implantagdo agiu bloqueando a prenhez no lado da aplicagdo, devido a
reducdo na implantacao, degeneracao e reabsorcdo de embrides, sem afetar
estas estruturas no corno contralateral. Também ndo mostrou efeito adverso
sobre a foliculogénese e ovulacdo, notou-se ainda que o corno tratado
nao apresentou mudancas patolégicas, mantendo-se receptivo a acdo dos
hormonios (UPADHYAY et al., 1990); quando a aplicacao foi bilateral, notou-se
0 mesmo comportamento deletério nos dois cornos. Em conformidade com os
estudos de Juneja et al. (1996), a reducao da fertilidade é devido as infiltracoes
massivas de leucocitos no lumen uterino, com forte adesao aos embrides, ou
na zona pellcida, ativando os macréfagos que inibem o desenvolvimento de
embrides pré-implantagdo, e também pela diminuigdo na imunomarcagéao
do fator de crescimento epidérmico receptor (EGFR) no epitélio luminal e

glandular.
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Ovdcitos inseminados no processo de fertilizagdo in vitro tém a
fertilizacdo inibida pelo 6leo na forma dose-dependente, demonstrando
toxicidade na interagdo espermatozoide/ovocito quando expostos a
concentracao de 25 e 50% de 6leo de nim. Nesses ovdcitos, a divisao celular é
inibida em 90% na primeira clivagem e 100% na fase blastécito; na
concentracdo de 100% ha degeneracdo dos ovocitos em sua totalidade uma
hora apés a inseminagao (JUNEJA et al., 1993). Em contraste, os estudos de
Silva (2010) demonstraram que a administragdo de extrato etandlico na
concentragdo de 20 mg/mL nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg de peso vivo
nos primeiros dias da gestacao nao afetou a funcao reprodutiva nem produziu
efeitos teratogénicos nos fetos de ratas Wistar.

Efeitos citogenéticos em ratos sdo observados com a administragédo do
extrato de folhas do nim, que induz alteracbes estruturais e numéricas nos
cromossomas de espermatécitos, aumento da frequéncia de espermatozoides
com morfologia anormal de cabeca e diminuicdo da contagem média dos
espermatozoides (KHAN; AWASTHY, 2003). Por outro lado, Chinnasamy et al.
(1993) relatam que a remocéo dos principios amargos e odoriferos do 6leo
de nim possibilita 0 seu uso para consumo humano, visto que fémeas e
machos Wistar alimentados com dieta contendo 10% desse O6leo nao
apresentaram efeitos toxicoldgicos sobre os parametros reprodutivos, e o teste
de mutagenicidade resultou ser negativo.

O nim é conhecido por suas diferentes propriedades, que permitem
seu uso na agricultura, medicina humana e veterinaria, industria metallrgica
e cosmética, em sistemas agroflorestais e preservacdo do solo; entretanto,
efetivamente, o nim em suas diversas formas de uso tem potencial
anticonceptivo, e essa propriedade nao pode ser ignorada quando destinado ao
uso em animais de producao. Portanto, estudos sdo necessarios para obtencao
de dados que suportem seu UsSO sem riscos maiores para humanos e animais

domésticos.

2.3. Morfometria testicular e qualidade seminal

O testiculo é composto basicamente por dois compartimentos: tdbulos
seminiferos e tecido intersticial (MATOS; THOMAS, 1992; MOHAMMED et al.,

26



2011). Em torno de 83% do parénquima testicular € ocupado pelos tubulos
seminiferos, e as células de Sertoli, componente somatico do epitélio
seminifero, ocupam entre 27,6 e 36% do epitélio tubular (WROBEL et al.,
1995).

Os testiculos tém como funcao primordial a produgéo de horménios e de
espermatozoides. As células de Leydig, dispersas no espaco intersticial, sao
responsaveis pela producao de testosterona, respondendo a estimulo do LH.
As células de Sertoli, dentro dos tubulos seminiferos, por influéncia do FSH,
transformam a testosterona em di-hidrotestosterona e produzem inibina e
produtos especificos, como a proteina de ligacdo de androgénos-ABP, sendo
€SSes processos essenciais para a producao normal e maturacdo dos
espermatozoides. Na funcdo espermatogénica, nos tubulos seminiferos, as
espermatogénias, através do processo de mitose, formam os espermatécitos, e
estes por sua vez, por meiose, se transformam em espermatides, que sofrem
maturacéao, diferenciando-se em espermatozoides (AMANN; SCHANBACHER,
1983; PHILLIPS et al., 2010; MOHAMMED et al., 2011).

Ha muito se conhece a influéncia do tamanho do testiculo sobre a
eficiéncia da espermatogénese e a producdo diaria de espermatozoides
(AMANN; SCHANBACHER, 1983), bem como ser esse um critério na escolha
de machos para geneticamente melhorar o desempenho reprodutivo das
fémeas (MATOS; THOMAS, 1992; DUGUMA et al., 2002; MARTINS et al.,
2008).

A avaliacdo da fertiidade de um macho reprodutor se apoia na
avaliagao androlégica, com base em atributos fisicos e caracteristicas dos
espermatozoides, como: morfologia, motilidade e densidade (GORDON, 2004).
A inclusdo das caracteristicas biométricas testiculares no processo de selecao
de reprodutores ocorre, principalmente, em virtude de sua correlacado positiva
com a fertiidade dos machos (REGE et al., 2000; SOUZA et al. 2001;
DUGUMA et al.,, 2002), sendo o tamanho do testiculo significativamente
correlacionado com a producédo de LH (horménio luteinizante), FSH (horménio
foliculo-estimulante) e concentracdes de testosterona no sangue (MATOS;
THOMAS, 1992).

A vantagem do uso dessa caracteristica € que o tamanho testicular pode

ser mensurado em animal vivo e utilizado como ferramenta de selecéo para
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melhorar o desempenho reprodutivo de ambos os sexos (PACHECO et al.,
2009).

O maior interesse pela medida do perimetro escrotal (PE) deve-se a
possibilidade de se estimar a relagcdo entre o tamanho do testiculo e a
producdo de espermatozoides (NOTTER et al., 1981), pois o PE mantém
correlacdo com o diametro e volume total dos tubulos seminiferos
(DOROSTGHOAL et al., 2009), a testosterona plasmatica, a concentracao
(ZAMIRI et al., 2010), o vigor e 0 movimento de massa dos espermatozoides
(FRAGA JUNIOR et al., 2011). A producao de espermatozoides correlaciona-se
com o peso dos testiculos, e esses, com o PE. Por outro lado, o tamanho dos
testiculos é também correlacionado com o peso do corpo, 0s quais mostram
variacdo sazonal (ZAMIRI et al., 2010). O peso, largura e comprimento
testicular apresentam correlagdes estreitas entre si, e o volume do parénquima
testicular, com o peso e comprimento (MARTINS et al., 2008).

Estudo conduzido por Berndtson et al. (1987) verificou que a produgao
diaria de espermatozoide (DSP) esta positiva e altamente correlacionada com o
peso do parénquima testicular, e entre a DSP e o numero de células Sertoli
por grama de parénquima testicular. Observa-se ainda que o peso e a largura
testicular tém correlacdo significativa com o volume e comprimento dos
tubulos seminiferos € com o numero de espematogbnias A por testiculo.
Estes parametros testiculares também estdo associados com a populacédo
de espermatdcitos em paquiteno e espermatides arredondadas por secao
transversal de tubulo seminifero e por testiculo (MARTINS et al., 2008).

Sugere-se ainda a existéncia de um sinergismo entre a capacidade
potencial de producdo de células germinativas, determinadas nos tubulos
seminiferos, e a estrutura para armazenamento dessas células na cauda
epididimaria apds maturacdo (MARTINS et al., 2008).

Embora essas técnicas analiticas tenham sido desenvolvidas para
avaliar a qualidade espermatica, ndo ha em uso rotineiro um teste simples
que proporcione informagdo completa sobre a qualidade do sémen (ELOY;
FURTADO, 2006). O PE, a motilidade e a morfologia espermatica sao as
caracteristicas mais frequentemente utilizadas para avaliar o potencial
reprodutivo de machos ovinos (SOUZA et al., 2001). Também é sugerido que o

tamanho do testiculo medido a puberdade seja mais preciso para determinar a
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taxa de ovulacdo em parentes do sexo feminino do que o tamanho medido em
pré-puberes ou pos-puberes (DUGUMA et al., 2002). Portanto, a selecao de
animais com medidas testiculares apropriadas pode resultar em ganhos no
potencial de producdo espermatica e mostra-se adequada como indicador do
desenvolvimento das demais estruturas do trato reprodutivo e da capacidade
espermatogénica (FOOTE, 1978; MARTINS et al., 2008). A utilizacao de
carneiros com medidas superiores do testiculo permitird também reducéo no
namero de carneiros necessario para a reproducdo em cada ano e aumentara
a eficiéncia global reprodutiva do rebanho (DUGUMA et al., 2002).

Contudo, sempre deve ser levado em consideracdo o fato de que os
parametros testiculares, como a média do volume do ejaculado, a concentracao
espermatica € o numero total de espermatozoides por ejaculado, variam
significativamente em funcdo da estacdo do ano (MICKELSEN et al., 1982),
entre ragas (LANGFORD et al., 1999; ZAMIRI et al., 2010), da desnutricdo e da
ingestao de materiais téxicos (FOOTE, 1978).

O peso corporal dos ovinos é considerado o principal fator de variacao
para as caracteristicas biométricas testiculares (LOUVANDINI et al., 2008;
JUCA et al., 2009). Além desses parametros, PE, peso e volume dos testiculos
e didmetro dos tubulos seminiferos também variam significativamente ao longo
do ano, marcadamente na primavera (DOROSTGHOAL et al., 2009). Monteiro
(2007) sugere que, em virtude de diferentes medidas do PE encontradas, os
fatores raca, idade, estado nutricional e peso corporal devem ser considerados
no momento da avaliacdo do PE.

Zamiri et al. (2010) observaram diferencga significativa nas caracteristicas
seminais, no PE e concentracdo de testosterona plasmatica, em fungdo da
época do ano, sendo a diferenca maior no periodo de meados de inverno
e inicio da primavera e menor a partir do outono. Adam e Findlay (1997)
verificaram que a dieta e a estacdo do ano, bem como a interacdo entre estas
duas variaveis, influenciam positivamente o PE em carneiros. Animais com
dieta de baixo teor deficiente em proteina aliada ao parasitismo apresentam
evidentes alteracdes histolégicas, com interferéncia na espessura e na
altura do epitélio seminifero e redugcdo do numero de células de Sertoli, dos

espermatécitos, das espermatides e dos espermatozoides, enfatizando um
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efeito de interacdo entre os niveis de proteina da dieta e o parasitismo
(CARRIJO JUNIOR et al., 2008).

Ahmad et al. (2011) afirmam que o peso e a idade aumentam
significativamente o PE e a idade influencia positivamente o volume do
ejaculado e a concentracao de espermatozoides em touros. Juca et al. (2011)
sugerem que, pelo fato de a idade influenciar as caracteristicas morfométricas
testiculares em ovinos Santa Inés e a selecao de futuros reprodutores, deve-se
utilizar, além do perimetro escrotal, a forma e o volume testicular, a fim de
avaliar com maior precisao o potencial do reprodutor.

Na selecao de reprodutores, os niveis séricos de testosterona séo
parametros utilizados para medir a capacidade reprodutiva, pois ela controla o
desenvolvimento e a fungao dos 6rgaos reprodutivos, sendo responsavel pela
expressdao do comportamento sexual do macho (MATOS; THOMAS, 1992).
Zamiri et al. (2010) verificaram que a concentracdo de testosterona no
plasma de carneiros é influenciada pela época do ano, sendo maior nos meses
de outono em comparagcdo com o0s outros. Além disso, a testosterona
intersticial por grama de testiculo aumenta com a idade e estd positivamente
correlacionada com o peso total dos testiculos, com o peso do parénquima
testicular e com a producéo de espermatozoides, denotando que o aumento da
testosterona intratesticular esta relacionado de forma positiva com as taxas de
producéo de espermatozoides (BERNDTSON; JONES, 1989).

Tem-se observado, no Planalto Central brasileiro, que a época de
nascimento influencia parémetros testiculares (numero de células de
Sertoli, espematogbnias, espermatocitos, espermatides e espermatozoides) na
puberdade, sendo essa influéncia maior para aqueles nascidos entre julho e
agosto, quando apresentam menor quantidade dessas células (McMANUS
et al., 2010).

Fatores que afetam as caracteristicas do sémen sao importantes para
determinar, por exemplo, praticas de gestdo para a inseminagao artificial
emum programa de melhoramento (ZAMIRI et al., 2010). Carneiros com
caracteristicas de producao altamente desejaveis e alta capacidade de servigco
vao deixar mais descendentes para futuras geragdes em comparacdo com
carneiros com caracteristicas desejaveis de producao semelhantes, mas baixa
capacidade de servico (SNOWDER et al., 2002). Gordon (2004) recomenda,
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para avaliacdo de touros, que pelo menos 70% dos espermatozoides
ejaculados sejam morfologicamente normais. Duguma et al. (2002) afirmam
que, devido a importante contribuicao de reprodutores Merinos na produgéo de
cordeiros, carneiros com perimetro escrotal menor que 30 cm nao devem ser

utilizados para reproducao.
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3. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Setor de Ovinocultura do Instituto Federal de
Ciéncia e Tecnologia Baiano — IF Baiano, no Campus Catu, no municipio de
Catu/BA, no periodo compreendido entre maio e agosto de 2012. O municipio
de Catu esta localizado no Territério de Identidade Litoral Norte e Agreste
Baiano, Estado da Bahia, a -12°21°11” de latitude sul e 38°22’44” de longitude
oeste de Greenwhich, com altitude de 100 m, clima umido (SEl, 2012),
pluviosidade média anual de 1475,5 mm, temperatura média de 24,5°C e
umidade relativa média de 80%, com periodo de chuvas entre marco a julho
(INMET, 2010).

Foram utilizados 30 carneiros mesticos, com idade média de
11,4 £ 1,9 meses e peso corporal médio inicial de 33,1 £5,3 kg. A adaptacao
dos animais ao manejo experimental foi feita durante 45 dias antes do periodo
experimental. Para isso, foi realizado exame clinico, para avaliacdo da
saude, condicionamento ao regime alimentar e ao método da coleta de sémen,
e averiguacdo da qualidade seminal para classificacdo da capacidade
reprodutiva. Manejados em um sé lote, em piquete solario de 2.000 m?, os
animais tinham acesso livre ao abrigo coletivo de 200 m?, com comedouros e
bebedouros distribuidos no ambiente, piso de cimento com cama a base de
maravalha e telhado com telhas de fibrocimento. A alimentacéo foi a base de
silagem de milho (Zea mays), capim Cameron (Pennisetum purpureum), feno
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(Cynodon sp.), agua ad libitum e suplementagdo com 600 g/animal/dia de
racdo com 18,8% de PB e 74% de NDT.

Os animais foram distribuidos em quatro grupos (G): grupo | (n=8),
controle, administraram-se 20 mL de 4gua/animal por via oral; e para o grupo Il
(n=7); grupo lll (n=7) e grupo IV (n=8) foram administrados por via oral 1, 2
e 3mL/kg de peso vivo (PV), equivalentes a 1,6, 3,2 e 4,8 mg/kg PV,
respectivamente. Utilizou-se 6leo comercial de nim durante sete dias.

Os animais foram pesados no inicio do experimento e depois
quinzenalmente, até o final do periodo experimental. O calculo do ganho de
peso médio diario (GPMD) foi obtido por meio da férmula GPMD (kg/dia) =
(peso inicial — peso final) / nimero de dias que os animais estiveram no
experimento.

Para avaliacdo da qualidade fisica e morfolégica seminal, foram
realizadas coletas de sémen com frequéncia de duas sessdes por semana,
utilizando vagina artificial, com temperatura interna entre 42° e 44 °C, e uma
fémea como manequim, durante um periodo de 93 dias.

Apoés a coleta, o tubo coletor foi acondicionado em banho-maria a 37 °C
e submetido a exame para determinacao do volume do ejaculado (mL), aspecto
seminal, turbilhdo (0-5), motilidade espermatica progressiva (0-100%) e vigor
espermatico (0-5). A uma aliquota de sémen fresco foram adicionandos 2 mL
de solucdo formol salina (HANCOCK, 1957), para avaliagdo da morfologia
espermatica em microscopia de interferéncia diferencial de fase; para avaliacao
da concentracdo espermatica, 2 mL de sémen foram diluidos em 4 mL
de formol salina, e a contagem foi feita utilizando cadmara de Neubauer, em
conformidade com os valores preconizados pelo Colégio Brasileiro de
Reproducao Animal - CBRA (HENRY; NEVES, 1998).

A afericdo da biometria testicular, em centimetros, foi obtida com fita
métrica metélica, posicionando os testiculos simetricamente na bolsa escrotal.
As medidas de perimetro escrotal (PE) foram tomadas na regido de maior
envergadura, conforme o CBRA (1998). O comprimento testicular, no sentido
dorsoventral, desprezando-se o epididimo, e a largura testicular, na regiao
mediana dos testiculos, no sentido lateromedial, foram medidos em
centimetros em ambos os testiculos, utilizando-se paquimetro de metal marca
Vonder®.
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A consisténcia testicular foi realizada por meio de palpacgao, tendo sido
classificada como tensa elastica, variando desde flacida até firme (HENRY;
NEVES, 1998).

Para avaliacdo das concentracboes de testosterona e perfil metabdlico,
foram realizadas coletas de 5 mL de sangue, por venopuncdo da jugular
utilizando tubos a vacuo contendo como anticoagulante EDTA. As coletas
de sangue foram feitas no D1, D4, D8, D30, D60 e D90 do experimento. Apds
a coleta, em temperatura ambiente, o sangue foi centrifugado a 3.000 rpm
por 15 minutos em centrifuga Coleman® modelo 90-1, para obtencdo do
plasma sanguineo; a seguir, o plasma foi aspirado, e as amostras foram
acondicionadas em microtubos plasticos de 1,5 mL e congeladas a -20 °C, até
a realizacao das analises.

Na avaliacdo da concentracdo de testosterona foi empregado o
método de quimioluminescéncia, no Laboratério de Reprodugdo Animal do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, utilizando o kit
comercial Access Testosterone da Beckman Coulte®, seguindo as orientagdes
recomendadas pelo fabricante.

As concentracées plasmaticas de glicose, colesterol total, colesterol-
HDL, triglicerideos e ureia foram determinados por meio de andlises
colorimétricas, em ftriplicatas, utilizando-se kits comerciais (Doles®, Ltda,
Goiania, GO, Brasil), conforme especificacées do fabricante. As determinacdes
foram analisadas pelo aparelho espectrofotdmetro Femto®700 Plus no
Laboratério de Bioquimica Metabdlica e Imunologia Veterinaria da Universidade
Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB). Para obtencdo das concentracdes
de colesterol-VLDL e do colesterol-LDL, empregaram-se as equacdes de
Friedewald (1972), em que colesterol-VLDL = (triglicerideos/5) e colesterol-
LDL = [colesterol total—(colesterol-HDL + colesterol-VLDL)].

Apo6s o periodo de coleta seminal, os animais foram abatidos em
frigorifico especializado em caprinos e ovinos, com inspecao federal. Os
testiculos foram colhidos, identificados como direito e esquerdo, removendo-se
o epididimo, e pesados em balanca digital marca Toledo® modelo 9094.
Foram coletadas trés amostras de parénquima testicular esquerdo, medindo
1,0x1,0x0,5 cm, nas regides apical, mediana e distal; em seguida, as amostras
foram acondicionadas em recipiente plastico contendo formol tamponado a
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10%, para avaliacdo histolégica. O processamento histolégico foi realizado
segundo Luna (1998), no Laboratério de Histopatologia da UFRB.

O diametro tubular médio foi obtido a partir da mensuracao de 20 secoes
transversais do tubulo seminifero por animal, independentemente do estadio
dociclo do epitélio seminifero. As sec¢des foram escolhidas ao acaso
mediante varredura horizontal, sendo utilizadas para mensuracédo do diametro
tubular aquelas que apresentavam o contorno o mais circular possivel. As
mensuracoes foram feitas com o auxilio de ocular micrométrica 10X e objetiva
de 10X em microscopio optico.

Na mesma secado em que foi obtido o didmetro tubular, mensurou-se a
altura do epitélio seminifero, considerando-se as espessuras epiteliais desde
a membrana basal até a borda luminal. Duas mensuragdes foram obtidas
de cada secado transversal, referentes a dois pontos contralaterais, sendo
considerada como medida representativa a média entre as duas mensuragoes.
Para conversao de centimetros, obtidos pela ocular micrométrica, utilizou-se a
seguinte escala: um trago da régua micrométrica equivalente a 1 um na
objetiva de 100X, a 2,5 um na objetiva de 40X e a 10 um na objetiva de 10X.

Para célculo da propor¢cédo volumétrica dos componentes do parénquima
testicular, foi utilizada uma graticula com 408 intersecdes consideradas como
pontos. Essa graticula foi acoplada a uma tela de 16 polegadas, onde a
imagem foi projetada diretamente do microscépio. Foram examinados dez
campos, escolhidos ao acaso, por meio da varredura horizontal dos cortes. De
cada animal, foram computados os pontos coincidentes sobre os diferentes
elementos constituintes do parénquima testicular.

As proporcoes volumétricas, descritas em porcentagem, foram
calculadas sobre um total de 4.080 pontos por animal, em aumento de 400X.
Os componentes do parénquima testicular registrados foram: tubulo seminifero
(tinica prépria, epitélio seminifero, IUmen tubular) e intertibulo (células
intersticiais de Leydig, tecido conjuntivo, vasos sanguineos e linfaticos).

Para calculo do volume do parénquima testicular foi descontado o
percentual ocupado pela tunica albuginea e mediastino testicular. Como a
densidade do testiculo € muito préxima de 1, seu peso foi considerado como
volume (PAULA, 1999). A partir do volume do parénquima, calculou-se o
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percentual ocupado pelas estruturas dos tubulos seminiferos e espacgo

intertubular.

Vol. Par. 100%
X P.c.p.

em que Vol. Par. (volume do parénquima testicular) estda para 100% e x
(volume do componente do parénquima testicular) esta para P.c.p., que é o
percentual do componente do parénquima testicular, obtido anteriormente pela
proporgao.

Para calcular o comprimento total dos tubulos seminiferos, foi utilizada a
férmula:

cTT="%
ar

em que CTT é o comprimento total dos tubulos seminiferos; vts, o volume total
dos tubulos seminiferos (mL=cm?®), calculado anteriormente pela proporcédo
volumétrica de tubulos seminiferos no volume testicular; e nr?, a area da base
correspondente a area da sec¢ao transversal do tubulo seminifero, sendo & igual
a 3,14 e o raio (r?) considerado metade do diametro médio.

O resultado final, referente ao comprimento total de tubulos, para cada
animal, foi expresso em metros.

O indice gonadossomatico, que representa o percentual da massa
corporal alocado em testiculo, foi calculado dividindo-se o peso médio dos dois
testiculos pelo peso corporal.

Os indices leydigossomatico e tubulossomatico representam o
percentual da massa corporal alocado, respectivamente, em células de Leydig
e tubulos seminiferos. Eles foram calculados inferindo-se do indice
gonadossomatico o percentual do parénquima testicular ocupado pelas células
de Leydig e pelos tubulos seminiferos.

ILs=" v 100

pc

em que ILS = indice leydigossomatico; vicl = volume total de células de Leydig;

€ pc = peso corporal.
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Os resultados referentes aos indices gonadossomatico, leydigossomatico
e tubulossomatico foram expressos em percentual.

Na analise estatistica dos dados foi utilizado o Delineamento
Inteiramente Casualizado (DIC); eles foram submetidos a ANOVA e avaliados
por meio de analise regressao a 5% de probabilidade pelo programa SISVAR,
versao 5.1, 1999-2007.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A administragcdo do éleo de nim por via oral provocou alteragdes na
saude dos animais dos grupos lll e IV, com ocorréncia de 6bito (quatro)
no grupo de maior concentragcdo, nas duas primeiras semanas do estudo.
Todos os animais do grupo IV e trés do grupo lll apresentaram diarreia,
emagrecimento, inapeténcia, tristeza e fraqueza. Um animal do grupo IV
apresentou ataxia na manha seguinte a primeira administracao do 6leo e 6bito
24 horas ap6s a visualizagao dos sintomas.

Houve comportamento linear decrescente (P<0,05) para o ganho de
peso médio diario entre os animais dos tratamentos comparados com o0s
animais controle (Tabela 1 e Figura 2). O aumento da concentracdo de nim
utilizada no G IV foi responsavel pelo maior efeito restritivo para o ganho de

peso no periodo.

Tabela 1 - Ganho de peso médio diario (kg/dia) de carneiros mesticos da raca
Santa Inés tratados com diferentes concentracées de 6leo de nim
(Azadiractha indica A. Juss) por via oral

. Grupo'
Parametro
| | I I | v
Peso inicial (kg) 34,425,0 32,4+4,7 32,314,3 30,0%4,9
Peso final (kg) 44,1437 37,8+4,6 41,7+4,8 34,743,4
Ganho de peso medio 0,100, 1 0,05+0,0 0,100, 1 0,05+0,0

diario (kg/dia)
T1-20mLde agua via oral; Il = 1,6 mg/kg; lll = 3,2 mg/kg; IV = 4,8 mg/kg de PV.

38



50
45

40 1 *

35 - —

¥* =-2431,2x + 45668
R2=0,572

25 A
20 ~
15 4
10 . T

Peso Corporal (kg)
w
o

Grupos

Figura 2 - Ganho de peso médio diario de carneiros mesticos da raca Santa
Inés tratados com diferentes concentragcbes de 6leo de nim
(Azadiractha indica A. Juss) por via oral.

Esse comportamento observado para ganho de peso médio diario nos
diferentes grupos é similar ao verificado por Nogueira et al. (2006) com
caprinos em regime alimentar de vegetacdo em caatinga; esses autores
observaram que doses de nim de 1 e 3 g/kg de PV por via oral, para controle
de parasitas internos, resultaram em ganho de peso menor para 0s animais
tratados com 3 g/kg de PV.

Amin et al. (2010) constataram aumento do peso corporal em ovinos
tratados com a administracdo de extrato aquoso das folhas de nim a 10% para
controle de nematédeos gastrintestinais. Musalia et al. (2000) verificaram que a
utilizagdo de torta da semente do nim tratada com ureia néo influenciou o peso
dos cordeiros estudados. Entretanto, observa-se que o nim pode provocar
reducao de peso corporal de pintinhos alimentados com 150 g ou mais de torta
de nim, com a perda de peso tdo maior quanto maior a concentragcdo dessa
planta na dieta (UKO et al., 2006a), bem como em coelhos alimentados com
produtos oriundos da sua semente (BAWA et al., 2007).

Macedo (2007), em estudo com cordeiros da raca Santa Inés, utilizou
folha seca de nim triturada nas doses de 3, 6 e 9 g por animal, por cinco dias
consecutivos, com intervalos de 25 dias, durante cinco meses, para controle de
verminose, e nao observou diferenca para ganho de peso corporal. A mesma
resposta obtiveram Raji et al. (2004), em ratos tratados com extrato etandlico

da casca do tronco do nim na dose de 800 mg/kg PV.
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Para a caracteristica de aspecto seminal, houve diferenca (P<0,05) entre
0s animais tratados, com aumento de amostras com aspecto aquoso e amarelo
citrino, de acordo com o aumento da quantidade de nim administrada.

Na Tabela 2 estdo os resultados da avaliagio do sémen. Houve
comportamento linear decrescente (P<0,05) para volume.

Tabela 2 - Aspectos fisicos de sémen fresco de carneiros mesticos da raca
Santa Inés tratados com diferentes concentracées de 6leo de nim
(Azadiractha indica A. Juss) por via oral

) Grupo' i i P
Parametro Equagéo de regresséao Val
I Il \Y alor

0,59+ 0,53+ 054+ 0,46+ y*=-0,0533x+0,6504
0,24 0,27 0,20 0,20 R?=0,85

9* = -0,2509x + 0,9135 +
3,45+ 4,05+ 3,10t 2,91+
Turbilho (1-5) 2,8902 0,0010

Volume (mL) 0,0000

0,80 5,99 1,12 080 24384
Motilidade 69,61+ 66,90+ 61,63t 61,81+ §* =-4,7144 x + 74,9236 0.0000
(0-100%) 10,09 11,56 18,42 1421 R?=0,89 ’
_ 3,48+ 3,38+ 3,08t 3,10t V*=-0,2390 x+ 3,7653
Vigor (0-5 0,0000
igor (0-5) 073 071 093 066 R2=086
y* = - 86645886,5x" +
Concentracao 2,10+ 2,12+ 2,14+ 1,93+ 321791741,1x + 0.0295
(x10°sptzmL) 1,14 1.07 1,92 1,04 1864463807,4 ’
R? = 0,8967
Defeitos Totais 12,12+ 10,99+ 12,41+ 14,80+
! ' =126 0,0883
(%) 6,93 738 10,86 13,00
Defeitos 426+ 446+ 6,03+ 910+ §*=1,4975x + 1,6231
maiores 5 0,0009
%) 3,81 5,18 7,11 13,39 R%=0,8629
: + 712+ 7,04+ 54+ y* =-0,657 84
Defeitos 8,63 0 6,5 y 0,6576x+ 8,8 0,0269

menores (%) 6,66 5,16 7,61 365 R?=0,82
' | = 20 mL de agua via oral; Il = 1,6 mg/kg; Il = 3,2 mg/kg; IV = 4,8 mg/kg de PV.

O decréscimo do volume seminal neste estudo mostrou comportamento
linear decrescente (Figura 3), semelhante ao obtido por Ogbuewu et al. (2009a)
em coelhos tratados com diferentes niveis de inclusao de farinha de folhas de
nim na dieta. Esses autores verificaram que esta caracteristica seminal teve

comportamento linear decrescente com o aumento da dose de nim.
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Figura 3 - Volume de sémen de carneiros mesticos da raca Santa Inés tratados
com diferentes concentragdes de dleo de nim (Azadiractha indica A.
Juss) por via oral.

O turbilndo (Figura 4) e o vigor espermatico (Figura 5) apresentaram
comportamento linear decrescente (P<0,050).

y*=-0,2559x + 4,017
T R?=0,4384

Turbilho (O - 5)
_I\'J _I\'J _(J\J _(J\J _-b- _-b- _(.'."I
o ;O 0 O O, O

— —
(=31

Grupos

Figura 4 - Turbilhdo de sémen de carneiros mesticos da raca Santa Inés
tratados com diferentes concentra¢des de 6leo de nim (Azadiractha
indica A. Juss) por via oral.

A motilidade progressiva (Figura 6) apresentou comportamento linear
decrescente (P<0,05). Testes in vitro tém demonstrado que o 6leo de
nimreduz a motilidade dos espermatozoides de humanos (KHILLARE;
SHRIVASTAYV, 2003) e de ratos (SHARMA; SAKSENA, 1959); possivelmente,
isso se deve a acao do 6leo de nim sobre as enzimas da mitocéndria, que sao
responsaveis pela producdo de Adenosina Trifosfato (ATP). A motilidade dos
espermatozoides depende dos flagelos, e estes dependem da atividade
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mitocondrial na peca intermediaria; assim, a deplecdo de ATP resulta na
reducdo da motilidade espermatica. Essa acao € dose-dependente, e também
ocorre interacao tempo/dose (DEHGHAN et al., 2005; PATIL et al., 2009).
Estudos relacionam a reducéo na taxa de fertilidade provocada pelo nim com a
diminuicdo da motilidade do espermatozoide e suas alteragdes morfologicas
(SHARMA et al.,1996).

-5 - y* = -0,1466x + 3,627
0 R2 = 0,8642
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Figura 5 - Vigor do sémen de carneiros mesticos da raca Santa Inés tratados
com diferentes concentragdes de 6leo de nim (Azadiractha indica A.
Juss) por via oral.

§*=-2,8675x + 72,158
59 3 R2 = 0,8861

Grupos

Motilidade Espermatica
(%)
3

Figura 6 - Motilidade espermatica progressiva de sémen fresco de carneiros
mesticos da raca Santa Inés tratados com diferentes concentracdes
de 6leo de nim (Azadiractha indica A. Juss) por via oral.

Esses resultados assemelham-se aos verificados por Ogbuewu et al.
(2009a), que obtiveram valores decrescentes da motilidade progressiva com o
aumento da inclusdo do nim na dieta de coelhos. A motilidade espermética

também foi comprometida com a administracdo subcutdnea de 10 mg de
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extrato etandlico da casca do tronco do nim por 30 dias em ratos (PUROHIT,
1999). In vitro, com sémen de rato, Sharma e Saksena (1959) demonstraram o
potente efeito do nimbinate, derivado do nimbin, com concentracdo de 1:200 e
1:500, sobre a motilidade espermatica. Preparado comercial de nim (Nim-76),
com concentragao crescente, ou seja, 50, 100, 200 e 1.000 mg/mL, resultou em
efeito decrescente linear da porcentagem da motilidade dos espermatozoides
humanos; com o aumento da concentracdo ou do tempo, se verificou uma
rapida diminuicdo da motilidade espermatica, deslocamento lateral da cabeca,
formacao de poros e vesiculas sobre a cabega do espermatozoide e aumento
da porcentagem de espermatozoides iméveis (SHARMA et al.,1996). No
presente estudo, a motilidade espermatica apresentou valores abaixo do
preconizado (70%) para ovinos pelo CBRA (1998).

A concentracdo espermatica mostrou comportamento quadratico
(P<0,05) (Tabela2 e Figura 7). Outros estudos tém demonstrado que a
concentracao espermatica € afetada negativamente pelo nim. Ao incluir 0, 5, 10
e 15% de farinha das folhas de nim na dieta de coelhos, Ogbuewu et al.
(2009a) constataram diminuicdo da concentracao espermatica.

Com o extrato aquoso das folhas de nim em doses de 20, 40 e
60 mg, houve reducdo progressiva na concentracdo de espermatozoides
(81%), no numero de espermatozoides moéveis (90%) e na porcentagem
de espermatozoides normais (21,9%) a medida que a dose aumentava
(SHAIKH et al., 1993). O extrato das folhas de nim induz alteracdes
estruturais e numéricas nos cromossomos dos espermatdcitos, assim como
disturbios sinapticos no inicio da sua metafase, aumento da frequéncia de
espermatozoides com morfologia anormal da cabeca e diminuicdo do numero
de espermatozoides (KHAN; AWASTHY, 2003).

Houve comportamento linear (P<0,05) crescente para defeitos maiores e
comportamento decrescente para defeitos menores (Tabela 2 e Figura 8). No
entanto, nao houve diferenca para defeitos totais (P>0,05) (Tabela 2) no sémen
dos animais tratados com diferentes concentragdes de 6leo de nim.

Em consonancia com este estudo, Dehghan et al. (2006) demonstraram
que a administracdo de 100 mg/kg PV na forma de extrato alc6olico da
semente de nim via oral por 15 dias resultou em espermatozoides com defeito

de cabecga, peca intermediaria dobrada e decapitacdo. Quando esses machos
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tratados com nim acasalaram com fémeas férteis, houve redugédo na taxa de

fertiidade devido ao aumento da ocorréncia de patologia espermatica
(DEHGHAN et al., 2005).
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Figura 7 - Concentracdo espermatica média de sémen de carneiros mesticos
da raga Santa Inés tratados com diferentes concentragdes de 6leo
de nim (Azadiractha indica A. Juss) por via oral.
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Figura 8 - Defeitos maiores (%) (¢) e defeitos menores (%) (m) de sémen de
carneiros mesticos da raca Santa Inés tratados com diferentes
concentragdes de 6leo de nim (Azadiractha indica A. Juss) por via
oral.

Foi observado por Ogbuewu et al. (2009a) que em coelhos em dieta

com nim aumenta a proporcao de espermatozoides anormais, denotando

que as alteracbes ocorrem nas espermatogbnias durante o processo de

espermatogénese. Quando a porcentagem de defeitos totais excede o limite de

20%, ha comprometimento da eficiéncia reprodutiva, tanto no acasalamento
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natural como na inseminacado artificial (SHAIKH et al., 1993). Gordon
(2004) recomenda, para avaliagcdo de touros, que pelo menos 70% dos
espermatozoides ejaculados sejam morfologicamente normais. Observa-se
no presente estudo que os valores dos defeitos dos espermatozoides estao
dentro dos padrées seminais desejaveis para carneiros em monta natural
preconizados pelo CBRA (1998).

No estudo biométrico do testiculo (Tabela 3) o perimetro escrotal
apresentou comportamento linear decrescente (P<0,05) (Figura9); a
consisténcia testicular, comportamento quadratico (P<0,05); e a altura
testicular, comportamento linear decrescente (P<0,05). Nao houve diferenga

para a largura testicular (P>0,05).

Tabela 3 - Biometria testicular de carneiros mesticos da raca Santa Inés
tratados com diferentes concentragdes de 6leo de nim (Azadiractha
indica A. Juss) por via oral

1
Cﬁggt:’_ I | m Grulpo m | N Equacéo de Regressao VaFI)or
PE  27,9t1,8 26,5¢1,4 27,5:22 26,8%1,6 gzjo?éfaésx +27,8313 0,0002
CT  40%0,2 3,940,3 3,720,6 4,0£0,3 ggloc’fggg;‘z - 0.3691x + 4,287 hoes
H  81£0,7 7,9:06 7,840,7 7,5%0,6 3;’;;::'8,’;221; x+8318 0,0012
0,2203

L 6,54+4,62 5,40+0,34 5,64+0,55 6,16+3,92 § = 5,94

| = 20 mL de agua via oral; Il = 1,6 mg/kg; Il = 3,2 mg/kg; IV = 3 mL/kg de PV.

PE: perimetro escrotal; CT: consisténcia dos testiculos; H:altura média dos testiculos;
L: largura média dos testiculos.

Houve maior dispersao dos valores entre o Gll e o Glll, apresentando a
dose minima de 6leo de nim com o menor valor de PE. E conhecida a
influéncia do tamanho do testiculo sobre a eficiéncia da espermatogénese e a
producdo diaria de espermatozoides (AMANN; SCHANBACHER, 1983); ha
tempos o perimetro escrotal é utilizado como critério na escolha de machos
para a reproducao, em decorréncia de sua correlacdo positiva com a fertilidade
dos machos (REGE et al., 2000; SOUZA et al. 2001; DUGUMA et al., 2002),
e esta, por sua vez, esta correlacionada com o desempenho reprodutivo das
fémeas (MATOS; THOMAS, 1992; DUGUMA et al., 2002; MARTINS et al.,
2008).
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Figura 9 - Perimetro escrotal de carneiros mesticos da raca Santa Inés
tratados com diferentes concentra¢des de 6leo de nim (Azadiractha
indica A Juss) por via oral.

Adam e Findlay (1997) e Zamiri et al. (2010) observaram diferenga nas
caracteristicas seminais, no PE, em funcao da estacado do ano e da dieta, e a
interacdo dessas duas variaveis influencia positivamente o PE em carneiros.
Cabe ressaltar que a média de idade dos animais experimentais foi de
11,36+1,95 meses, portanto em pleno desenvolvimento corporal, o que, junto
ao nim, pode justificar o comportamento da resposta irregular (Figura 9) para
essa caracteristica.

A analise da morfometria testicular (Tabela 4) mostrou que nao houve
diferenca (P>0,05) para peso dos testiculos e para o indice gonadossomatico
(IGS) entre os animais tratados com as diferentes concentracées de nim.

O IGS, obtido da relagao do peso dos testiculos com o peso corporal, é
considerado um bom indicador para presumir o potencial de producéo
espermatogénica, pois, de acordo com Zamir et al. (2010), a producédo de
espermatozoides correlaciona-se com o peso dos testiculos, e estes, com o
peso do corpo. No presente estudo, o valor médio obtido no IGS para todos os
animais foi de 0,56+0,04, significando que 0,56% do peso do animal foi alocado
no testiculo. A inclusdo de 15% de folhas de nim na dieta de coelhos durante
16 semanas n&o ocasionou diferengas significativas no peso corporal, porém
foi observado que, ao aumentar a quantidade das folhas de nim na dieta, o
tamanho do testiculo diminuiu (OGBUEWU et al., 2009a).
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Tabela 4 - Parametros de morfometria testicular de carneiros mesticos da raca
Santa Inés tratados com diferentes concentracées de 6leo de nim
(Azadiractha indica A. Juss) por via oral

1 ~
Parametro Grupo Equacao ~de P
| | T ‘ M | IV Regressiao Valor
V" = 2431,1904X
PC (kg) 43’;1' 3‘71’21' 41’?" 3;1"711' + 45667,8571 0,0101
’ ’ ’ ’ R%= 0,572
248 2+ 06,7+ 217,5+ 2181+

PT (g) Py oos 530 oo V=22765 0,5129
. 0,554+ 0,60+ 0,51+ 063+

IGS (%) 0,06 0,04 0,10 0,0 Y=098 0,0958
. 0,00+ 0,00+ 0,00+ 0,00+

ILS (%) 0,003 0,002 0,002 0.001 =000 0,0532
. 0,20+ 0,22+ 0,21+ 024+

ITS (%) 002 602 607 s 9022 0,4667
5082,14+ 473543t 5219,96+ 480120t _ _

CTT (m) 896.68 69221 207314 3484 J=495971 09107
20,64+ 20,82+ 23,25+ 22,15+

CTGT (mig) ~ “5'c7 e 190 s §=2172 0,5056

17428+ 178,00+ 176,66+ 177,50+ .

DTS 4512 13,04 16,33 1500 Y= 17681 0.9739
42,85+ 50,00+ 45,00+ 4750+

AES (m) 7,56 7,07 10,49 957 Y=46:34 0,5534

'I=20 mL de agua via oral; Il = 1,6 mg/kg; Il = 3,2 mg/kg; IV = 4,8 mg/kg de PV.

PC=peso corporal, PT=peso testicular; IGS=indice gonadossomatico; ILS= indice
leydigossomatico; ITS=indice tubulossomatico; CTT=comprimento total dos tubulos
seminiferos; CTGT= comprimento total dos tubulos por grama de testiculo; DTS= didmetro dos
tubulos; AES= altura do epitélio seminifero.

Para os parametros diametro de tubulo seminifero, altura de epitélio
seminifero, indice tubulossomatico, indice leydigossomatico, comprimento total
dos tubulos seminiferos e comprimento de tubulo por grama de testiculo nao
houve diferenca (P>0,05) (Tabela 4).

Estes resultados divergem dos registrados por Purohit (1999), em estudo
com ratos utilizando a dose de 10 mg de extrato alc6olico por 30 dias por via
subcutanea e por Shaikh et al. (2009b), em estudo com camundongo,
utilizando doses de 0,6 e 1,2 mL, por via oral, em que verificaram reducao do
didmetro dos tubulos seminiferos e da altura do epitélio germinativo. Estes
ultimos autores observaram auséncia de espermatozoides no lumen dos
tubulos seminiferos e reducao das células de Leydig. Ogbuewu et al. (2009a)
sugeriram que o menor peso dos testiculos dos coelhos tratados com nim
possivelmente era resultado da diminuicdo do numero de células de Leydig,
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das células de Sertoli e das células espermatogénicas. Segundo estudos de
Upadhyay et al. (1993), essa agdo do nim sobre os tubulos seminiferos
bloqueia a espermatogénese, tornando os animais inférteis por nove meses.
Morovati et al. (2009) sugerem que alteracées das células da parede dos
tubulos, produzidas por 25 mg/kg PV em Rattus novergicus, tem como
consequéncia o atraso na volta da fungdo reprodutiva e o tempo de
restabelecimento a reproducao depende da dose utilizada.

Gowda et al. (1996) incluiram na dieta de coelhos 50 e 100% de torta de
nim tratada com 2% de ureia e 1,5% de hidréxido de sédio por 18 semanas,
observaram desestruturacdo do epitélio seminifero, com maior percentual de
inclusdo de torta de nim foi encontrado degeneracdo das espermatogonias,
tubulos com forma irregular e como consequéncia, reducdo do numero de
espermatozoides.

Nao houve diferenca (P>0,05) para paradmetros de proporcéao
volumétrica dos componentes do parénquima testicular (Tabela 5), incluindo os
componentes do compartimento tubular e intertubular, com excecado da
proporcdo de células de Leydig, que apresentou comportamento cubico
(P<0,05) (Tabela 5).

Dias e Melo (2010) relataram que ratos Wistar tratados com diferentes
concentragcbes de nim apresentaram compartimento intertubular e tubulos
seminiferos bem definidos, com presenca de células da linhagem
espermatogénica e de Sertoli morfologicamente normais; também verificaram
nao haver comprometimento no comprimento dos tubulos seminiferos.

Estudos realizados por Aladakatti e Ahamed (2006) mostraram que
100 mg/kg de PV ocasionaram danos nos tubulos seminiferos, diminuigao
do volume das células germinativas, redugcdo na contagem total de
espermatécitos, de espermatides e degeneracdo e reducdo das células de
Leydig.

Em ratos, a dose de 100 mg/kg de PV em forma de extrato alcodlico da
semente de nim ocasionou desorganizacdo do epitélio seminifero, picnose
nuclear e aglutinagdo de espermatozoides no epididimo e no ducto deferente
(DEHGHAN et al., 2006), porém nao se verificou 0 mesmo efeito com o uso de
50 mg/kg de PV.
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Tabela 5 - Proporcdo volumétrica (%) dos componentes do parénquima
testicular de testiculos de carneiros mesticos da raca Santa Inés
tratados com diferentes concentragdes de 6leo de nim (Azadiractha
indica A. Juss) por via oral

1
Parametro I | m Gru|po m | N Equacao de Regresséao VeI:Ior
502+ 429+ 3,72t  495:
P 1,36 1,43 1,29 089 J=449 0,2851
62,36+ 6257+ 62,28+ 61,72t _ _
ES 6,91 5,46 9,60 488 =6225 0,9995
0576+ 24,77+ 2887+ 2945+
LUM 8,75 7,02 11,28 a1p =222 0,7820
93,15+ 9164+ 9487+ 96,12t _ _
s 2.83 4,03 3.21 0.74 V=9396 0,1429
¥* = 0.5697x° -4.4930x°
0,86+ 1,84+ 0,75+ 0,74+
cL ’ ’ ’ ’ +10.4627x - 5.6795 0,0066
0,35 0,85 0,41 035 ro_
005+ 003+ 003+t 083 _
VS 0,09 0,04 0,05 045 Y=011 0,0991
594+ 649+ 3,98+ 280+ _
C 2,52 3,76 1,99 039 V=480 0,1202
6,85+ 836+ 476+ 388t _
El 2,83 4,03 2,37 068 =939 0,0854

'I=20 mL de agua via oral; Il = 1,6 mg/kg; Il = 3,2 mg/kg; IV = 4,8 mg/kg de PV.

TP= tdnica prépria; ES= Epitélio seminifero; L=Iumen tubular; TS=tdbulo seminifero;
CL=células de Leydig; VS=vasos sanguineos e linfaticos; C= conjuntivo; El=espaco
intertubulos.

As alteracdes citadas por outros autores e ndo detectadas neste estudo
podem ser devido ao tempo (86 dias) decorrido entre a ultima administracéo do
6leo de nim e a andlise da morfometria testicular. Deshpande et al. (1980) e
Santra et al. (2009) relataram que os animais com alteragdes reprodutivas
recuperaram a fertilidade 45 dias depois da ultima aplicagdo do nim. Em
fémeas, foi observado que o periodo fértil se recompde entre 105 e 184 dias
apés a aplicacao intrauterina de nim (UPADHYAY et al., 1990). Além disso, as
lesbes no testiculo sdo dose-dependente e ha interacao tempo/dose.

Na Tabela 6 estdo os resultados do perfil metabdlico dos animais
estudados. Neste estudo ndo houve diferenca (P>0,05) para as concentracdes
plasmaticas de glicose, colesterol total, HDL e ureia. Houve comportamento
quadratico decrescente (P<0,05) para a concentracdo plasmatica de LDL e
comportamento quadratico crescente para a concentracdo de VLDL e de
trigliceridios (P<0,05).
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Tabela 6 - Perfil metabodlico de carneiros mesticos da raga Santa Inés tratados
com diferentes concentragdes de 6leo de nim (Azadiractha indica A.
Juss) por via oral

Grupo' P
Metabdlito Equacéo de Regressao Val
| I 1 W alor
Glicose 38,11+ 47,70+ 47,40+ 30,10+ .
(mg/dL) 1175 1545 1367 10,14 J =408 0,2014
Colesterol 64,05+ 56,61t 48,55+ 49,33+ _
Total (mg/dL) 29,91 12,19 1589 10,24 7~ 54,63 0,0721
HDL 28,64+ 23,62t 20,14+ 21,53+ _
(mg/dL) 8,56 10,43 12,78 965 Y2348 0,1477
v* = 4,623296X%>
LDL 28,23+ 29,99+ 22,77+ 23,15+
’ ’ ’ ’ - 21,754079X + 56,896868 0,0052
(mg/dL) 2392 1444 1478 ALIT o,
y* =-0,602321X° +
X#;:L) 72’169; 32’0805 62’0;; 41’888; 3,548869X + 1,029226 0,001

R? = 0,3255
y*=-3,010461X° +

Trigliceridios 35,94+ 14,98+ 30,05+ 24,39+ 17.737908X + 5,153110 0,0001

(mg/dL) 13,46 13,98 11,84 9,13 R® - 0.3255
Ureia 43,50+ 42,15 47,05 45,65+ .
(mg/dL) 23,20 9,53 13,86 6,66 y=4a459 0,3544

'I=20 mL de agua via oral; Il = 1,6 mg/kg; Il = 3,2 mg/kg; IV = 4,8 mg/kg de PV.

Dixit et al. (1986) registraram que o 6leo da semente de nim possui
componentes ativos capazes de reduzir a glicose no sangue tanto em animais
normoglicémicos quanto em hiperglicémicos.

Os valores médios da glicose nos tratamentos do presente estudo séo
similares aos encontrados por Rabassa et al. (2009) em ovelhas mantidas
a pasto nativo sem tratamento com nim, indicando que as diferentes
concentragdes de Oleo de nim utilizadas nos carneiros sadios néo
demonstraram o efeito hipoglicémico, como verificado por Rahman et al.
(2005) e Ekaidem et al. (2007) em ratos diabéticos e por Gowda et al. (1996)
em coelhos alimentados com farelo de torta da semente de nim, ou mesmo
Rahman et al. (2005) e Rao et al. (2012) em ratos e coelhos sadios,
respectivamente.

Estudos de Chattopadhyay (1999) indicam que o extrato da folha de
A. indica potencializa a secre¢do de insulina e impede o efeito inibitério da

serotonina sobre a liberacao de insulina. No entanto, a concentracao sérica da
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glicose no presente estudo foi similar a registrada por Rivas et al. (2010) com a
administracdo de 1.000 mg/kg a machos e fémeas Sprague Dawley sadios, em
que nao foram observadas alteragdes no nivel plasmatico da glicose.

Os valores de colesterol total de 64,0+29,9 mg/dL, 56,6+12,2 mg/dL,
48,5+15,9 mg/dL e 49,3x10,2 mg/dL e de HDL de 28,6+8,6 mg/dL, 23,6t
10,4 mg/dL, 20,1+12,8 mg/dL e 21,51£9,6 mg/dL, para as concentragdes de
zero, 1, 2 e 3 mL/kg PV, respectivamente, foram semelhantes aos obtidos por
Souza et al. (2006) no plasma de carneiros ldeal-Polwarth utilizados como
doadores de sémen isentos de 6leo de nim, mantidos na latitude de 22°53’S. O
valor médio do colesterol nos tratamentos neste estudo foi superior ao
registrado por Rabassa et al. (2009) em ovelhas mantidas em regime natural
de campo nativo. Rukmini (1987), comparando o éleo de nim desintoxicado
com o 6leo de amendoim, observou que o colesterol foi menor em animais
alimentados com 6leo de nim.

Gowda et al. (1996) utilizaram torta de nim tratada com ureia ou élcali e
observaram que as concentracdes plasmaticas de colesterol dos animais nao
diferiram das dos animais mantidos em dieta sem nim. No entanto, a
diminuicdo do colesterol ocorre em pintos de corte quando se incluirem 150 g
de torta de semente de nim na dieta (UKO et al., 2006a) e também em coelhos
alimentados com farelo da folha de nim (OGBUEWU et al., 2009b).

A concentracdo média plasmatica da ureia no presente estudo
demonstra que as diferentes doses ndo alteraram a concentragéo da ureia nos
animais tratados em relacdo aos do grupo controle, mostrando-se no mesmo
patamar verificado em cordeiros em pastejo e suplementados no semiarido
paraibano (MARQUES, 2007) e em ovelhas mantidas a pasto (RABASSA et al.,
2009) sem tratamento com nim. Os resultados aqui obtidos estdo em
consonancia com os verificados por Gowda et al. (1996) em coelhos tratados
com torta de nim desintoxicada e por Aruwayo et al. (2011) em cordeiros
alimentados com torta de nim tratada com alcali.

A diferenca (P<0,05) obtida para as concentracdes plasmaticas de LDL,
VLDL e trigliceridios diverge de resultados obtidos por Rukmini (1987) que
demonstraram nao haver diferenca para trigliceridios nos animais tratados com
10% de o6leo de nim na dieta. Chattopadhyay e Bandyopadhyay (2005b)
observaram que o efeito do extrato das folhas de A. indica em animais com
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diabetes induzida foi a redugcédo do colesterol total, LDL, VLDL e trigliceridios,
porém o HDL manteve-se inalterado.

A testosterona plasmatica dos animais submetidos aos tratamentos nao
sofreu alteracédo (P>0,05) (Tabela 7) com relacdo aos animais controle. Esses
resultados concordam com os obtidos por Morovati et al. (2009) em ratos, mas
diferem dos obtidos por Shaik et al. (2009a), que, empregando dose de
0,6 mL/animal, observaram que a concentracado de testosterona foi menor que
a do grupo de animais controle, porém sem significancia estatistica; com o
aumento da dose para 1,2 mL de nim, a concentragdo de testosterona dos

animais do grupo tratado reduziu.

Tabela 7 - Concentracao plasmatica de testosterona de carneiros mesticos da
raga Santa Inés tratados com diferentes concentragbes de dleo de
nim (Azadiractha indica A. Juss) por via oral

. Grupo' Equagéo de P
Metabdlito 1 5 3 ] Regressao Valor
3,181 1,97+ 2,13+ 2,56+ .
Testosterona (ng/mL) y =2,46 0,0778

2,65 1,72 1,56 2,30
'| = 20 mL de agua via oral; Il = 1,6 mg/kg; Il = 3,2 mg/kg; IV = 4,8 mg/kg de PV.
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5. CONCLUSAO

A administracao oral de éleo de nim nas concentracoes até 3 mL/kg de
peso vivo durante sete dias teve efeitos danosos a funcédo reprodutiva de
carneiros mesticos da raca Santa Inés, mostrou-se dose-dependente e

produziu intoxicagdo nos animais na maior concentragdo aplicada.
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