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RESUMO

O lentivirus caprino apresenta-se disseminado no Brasil, propiciando a ocorréncia de
infeccbes secundarias, as quais sdo comuns em animais com enfermidade viral. Ademais,
infeccOes por Mycoplasma agalactiae (M. agalactiae) séo diagnosticadas em muitos estados
nordestinos, 0s quais também se encontra presente o virus da artrite encefalite caprina
(CAEV), onde a inexisténcia de vacina ou tratamento eficaz propicia a eliminacdo de muitos
reprodutores de alta qualidade genética dos rebanhos. Nesse contexto, hd a necessidade de
buscar métodos de evitar a disseminagdo do virus pela via reprodutiva, e consequentemente
evitar o estabelecimento de infecgdes simultaneas. Assim, objetivou-se determinar a
ocorréncia de coinfec¢do pelo lentivirus caprino e Mycoplasma agalactiae nos rebanhos
leiteiros do Ceara, bem como avaliar in vitro a atividade antiviral de extratos etandlicos de
Azadirachta indica A. Juss. (nim) contra esse lentivirus presente no sémen caprino. Esse
trabalho foi dividido em trés etapas. Na 12 etapa investigou-se a existéncia de anticorpos anti-
Mycoplasma agalactiae em rebanhos leiteiros no estado do Ceara e a sua possivel correlagdo
com a artrite encefalite caprina (CAE). Utilizaram-se 417 fémeas e 69 reprodutores caprinos
(486 animais) de racas com aptid&o leiteira, puros ou mesticos, de sistema intensivo ou semi-
intensivo, advindos de quatro mesorregides do estado do Ceard. Anticorpos contra 0 CAEV
foram detectados pela microtécnica de imunodifusdo em gel de &gar (IDGA) e de Western
Blot (WB). Ja os anticorpos anti-Mycoplasma agalactiae optou-se pelo kit comercial de
imunoensaio enzimatico da IDEXX Laboratories™. A soroprevaléncia de M. agalactiae em
rebanhos de caprinos leiteiros no Ceara foi de 0,62% (3/486). N&o evidenciou correlacdo entre
os resultados obtidos no ELISA para M. agalactiae e CAEV por IDGA ou por WB (p<0,05).
Na 22 etapa, buscou-se determinar a concentracdo ideal de dimetilsulfoxido (DMSO) a ser
usado na dissolucdo dos extratos etandlicos. Pool de sémen de cinco caprinos foi diluido em
meio essencial minimo (MEM) enriquecido com glicose a 0,01M, acrescido de concentracdes
de DMSO (0; 1,5; 1,75; 2,0; 2,25 e 2,5%). Os tratamentos foram refrigerados a 7°C e
avaliados até quatro horas apo6s adicdo de DMSO. Mensurou-se motilidade individual
progressiva (MIP), vigor espermatico (V), porcentagem de espermatozoides reativos ao teste
hiposmético (HO) e morfologicamente normais (NOR). MIP, vigor e NOR permaneceram
dentro dos padrbes normais para caprinos em todos os tratamentos. Com isso ndo foi
evidenciado interferéncia do DMSO nos parametros analisados, quando adicionado a uma
concentracdo maxima de 2,5% ao diluidor MEM, sem interferir na qualidade do sémen
caprino refrigerado. Por fim na 3% etapa, avaliou-se o efeito dos extratos etanolicos de
Azadirachta indica ao sémen caprino, e seu potencial de inativar o CAEV no mesmo. Para
tanto, pool de sémen de quatro reprodutores caprinos foi diluido em MEM enriquecido com
glicose a 0,01M e das fracOes testes (extrato bruto, acetato de etila e etanol) previamente
dissolvidas em DMSO em duas concentraces (75ug/mL e 150ug/mL) e seus parametros
espermaticos (MIP, V, NOR) avaliados a cada duas horas pos-adicdo dos extratos até um
periodo maximo de quatro horas. Em seguida, um novo pool de sémen foi infectado com cepa
CAEV Cork e tratado com as respectivas fracdes testes (extrato bruto, acetato de etila e
etanol) por 30, 60 e 90 minutos, em duas concentragdes (75ug/mL e 150ug/mL) para entéo
ser cocultivado com células de membrana nictitante ovina (MNO) durante 63 dias, com
realizacdo de Nested PCR do DNA pro-viral do sobrenadante coletado a cada sete dias e da
respectiva passagem celular, e RT-nPCR do sobrenadante coletado na semana seguinte pos-
passagem. Todos os parametros espermaticos permaneceram dentro da normalidade para
espécie caprina em todos os tratamentos, e sem apresentar diferenca estatistica (p>0,05) entre
0s mesmos. O extrato Azadirachta indica em Acetato de Etila e Etanol na concentracdo de
150pg/mL teve acdo antiviral contra o lentivirus, no entanto, novos ensaios devem ser



realizados para poder valida-lo. Como concluséo geral, essa pesquisa demonstrou que néo foi
verificada a existéncia de correlagéo positiva na incidéncia de infecgéo pelo CAEV e pelo M.
agalactiae no presente estudo no estado do Ceara, e que em virtude da disseminacdo da CAE
pelo estado que os extratos etandlicos de Azadirachta indica dependendo da concentracdo e

fracdo, ha potencial de inibir o lentivirus caprino no sémen, podendo ser uma ferramenta
valida no controle do virus pela via reprodutiva.

Palavras-chave: Caprinocultura. Inativacdo Viral. Infeccbes Secundérias. Lentivirus de
Pequenos Ruminantes. Produtos Naturais.



ABSTRACT

The caprine lentivirus is disseminated throughout Brazil causing the occurrence of secondary
infections, which are common in animals with viral disease. In addition, infections by
Mycoplasma agalactiae (M. agalactiae) are frequently diagnosed in several states of the
Northeastern region of Brazil, in which the caprine arthritis encephalitis virus (CAEV) is also
found very often. In these locations, the lack of vaccine or effective treatment forces the
elimination of many breeders that have elevated genetic value from the flocks. In this context,
there is a necessity of seeking methods to avoid virus transmission through reproduction and
consequently prevent simultaneous infections. Hence, this study aimed to determine the
occurrence of coinfection by the caprine lentivirus and Mycoplasma agalactiae in dairy flocks
of Ceard. In addition, the antiviral activity of ethanol extracts of Azadirachta indica A. Juss.
(nim) against this lentivirus was evaluated in the caprine semen. This study was divided in
three steps. First, the presence of anti-Mycoplasma agalactiae antibodies was assessed in
dairy flocks in Ceara state and the possible correlation between these cases and the caprine
arthritis encephalitis (CAE). A total of 417 female and 69 male caprine breeders (486
animals) with milk production aptitude were used in this study. These animals were pure or
mix breed and reared in intensive or semi-intensive systems distributed in four mesoregions
of Ceard state. CAEV antibodies were detected with micro technique of agar gel
immunodiffusion (AGID) and Western Blot (WB). The presence of anti-Mycoplasma
agalactiae antibodies was assessed with an enzymatic commercial kit of IDEXX
Laboratories™. Seroprevalence of M. agalactiae in dairy caprine flocks in Ceard was 0.62%
(3/486). There was no correlation between the results obtained from ELISA to M. agalactiae
and CAEV using AGID or WB (p<0.05). In the second part of the study, the ideal
concentration of dimethyl sulfoxide (DMSO) to be used in the dissolution of the ethanol
extracts. Pooled samples of the semen obtained from five goats were diluted in minimal
essential medium (MEM) enriched with glucose at 0.01M added different DMSO
concentrations (0; 1.5; 1.75; 2.0; 2.25 and 2.5%). Treatments were refrigerated at 7°C and
evaluated up until four hours after the addition of DMSO. Individual progressive motility
(IPM), spermatic vigor (V), percentage of spermatozoids reactive to hyposmotic test (HO)
and normal morphology (NOR) were evaluated. IPM, V and NOR values were within normal
levels expected for the caprine species in all treatments. Hence, there was no effect of DMSO
used to perform MEM dilution in the analyzed parameters of caprine refrigerated semen even
in the maximum concentration of 2.5%. In the final part of the study, the effects of ethanol
extracts of Azadirachta indica in the caprine semen and the potential to inactivate the CAEV
were evaluated. Pooled semen samples of four goats were diluted in MEM enriched with
glucose at 0.01M and fractions to be tested (brute extract, ethyl acetate and ethanol)
previously dissolved in DMSO in two concentrations (75pug/mL and 150pg/MI). Sperm
quality parameters (IPM, V and NOR) were evaluated every two hours after the addition of
extracts until the maximum period of four hours. Then, a new pool of semen was infected
with CAEV Cork strain and treated with the respective fraction tests (brute extract, ethyl
acetate and ethanol) for 30, 60 and 90 minutes in two concentrations (75ug/mL and
150ug/mL). Then, samples were co-cultured with ovine nictitating membrane cells (NMC)
for 63 days, during which nested-PCR was performed to identify pro viral DNA in
supernatant collected every seven days and in the respective cellular passage, and RT-nPCR
in the supernatant collected a week after the passage. All sperm parameters remained within
normal standards for the caprine species in all treatments and with no statistic difference
between them (p>0.05). The ethyl acetate and ethanol extracts of Azadirachta indica in the
concentration of 150ug/mL presented antiviral effect against the lentivirus. However, new



studies must be performed to validate these results. As a general conclusion, this study
demonstrated that there is no positive correlation between the incidence of CAEV and M.
agalactiae in Ceara state. In addition, considering the dissemination of CAE in this state, the
ethanol extracts of Azadirachta indica, depending on the fraction and concentration, may
present a potential inhibition effect against the caprine lentivirus in semen, which may be a
valid tool for controlling the virus in reproduction.

Keywords: Goat production. Viral Inactivation. Secondary Infections. Small Ruminant
Lentiviruses. Natural Products.
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1. INTRODUCAO

A producdo de pequenos ruminantes tem apresentado um crescimento satisfatorio ao
longo dos anos, em virtude do aperfeicoamento e otimizagdo de etapas que compdem o
sistema produtivo da ovinocaprinocultura. A partir dessas transformacdes a criacdo de
caprinos e ovinos dentro do contexto nacional foi impulsionada, possibilitando que a
atividade deixasse de ser considerada unicamente de subsisténcia para se tornar um ramo
promissor do setor agropecudrio brasileiro (LIMA; BARBOSA FILHO, 2013).

Entretanto, melhores indices produtivos e reprodutivos sdo limitados por doencas
infectocontagiosas que acarretam debilidade na satde do animal, consequentemente prejuizo
econémico ao produtor. Dentre essas enfermidades, a Agalaxia Contagiosa (AC) e a Artrite
Encefalite Caprina (CAE) tem sido responsaveis por grandes perdas econémicas na cria¢do de
pequenos ruminantes, pois sdo enfermidades que apesar de serem causadas por agentes
etioldgicos distintos apresentam sintomas semelhantes, de tal modo que ha necessidade de um
diagnostico diferencial (MINGUIJON et al., 2015).

No caso da AC, causada pelo Mycoplasma agalactiae, embora seja emergente na
maioria das regides brasileiras, na regido Nordeste ela assume carater endémico em alguns de
seus estados (SANTOS et al., 2015). Ja a CAE, doenca de origem viral, cujo virus pertence ao
género Lentivirus, familia Retroviridade, € comumente relatada ndo sé no Brasil, mas em
varios paises, pois é uma enfermidade de patogenia complexa, e soroconversdo tardia, e que
ndo apresenta vacina ou tratamento (MUSSI et al., 2015). Além disso, a infecc¢do viral atinge
diversos sistemas, inclusive o reprodutivo (SILVA et al., 2013), uma vez que a transmissdo
pode ocorrer via sémen advindo de um reprodutor portador da enfermidade (SOUZA et al.,
2013), o qual por ndo existir meios que possibilite 0 seu uso ou de seu material genético acaba
sendo eliminado do plantel como medida preventiva a fim de evitar a propagacdo da doenga
no rebanho (RICARTE et al., 2008).

Nesse contexto, tem crescido a busca por novas fontes e métodos a serem empregadas
contra o lentivirus caprino, e produtos a base de plantas dissolvidos em dimetilsulféxido
(DMSO) apresentam-se como uma alternativa passivel de investigacdo por antirretrovirais,
devendo previamente realizar a selecdo e processamento da planta, testes de toxicidade e
determinacdo do principio ativo até se chegar a uma substancia de alta eficacia (KAZIYAMA
etal., 2012).
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 InfecgBes Secundarias

A presenca do retrovirus no organismo hospedeiro favorece o estabelecimento de
doencas oportunistas, as quais na sua grande maioria sao de alto impacto econémico no setor
pecuario nacional, vindo os animais a apresentarem infecgGes secundarias em decorréncia de
uma menor atividade do sistema imunoldgico acarretado pela contaminagdo viral (LEITE et
al., 2013). Durante essa infeccdo observa-se que as células mediadoras da resposta imune
predispbe uma maior susceptibilidade dos animais a se contaminarem com outros
microorganismos, como também pode acelerar a progressao da enfermidade, ja que algumas
espécies de bactérias, principalmente as do género Mycoplasma tem potencial de agirem
como cofator para a evolugdo de uma doenca viral, por intermédio do favorecimento do ciclo
de replicacdo (JIAN-RU et al., 2012).

A falta de uma parede celular é a principal caracteristica das mais de 160 espécies de
micoplamas pertencentes & classe Mollicutes, as quais acarretam infeccOes de carater
permanente e doencas prejudiciais em humanos e animais (BARANOWSKI et al., 2014;
KUMAR et al., 2014). Esses organismos replicam-se de modo autdbnomo, parasitando o
ambiente extracelular das mucosas dos animais (YATOO et al., 2018).

Em pequenos ruminantes dentre a gama de espécies de micoplasmas existentes o
Mycoplasma agalactiae se destaca por ser o agente causador da Agalaxia Contagiosa (AC)
uma doenca crénica determinante de perdas econdmicas e produtivas, e considerada endémica
em muitos paises (GONZALO, 2017). No Brasil ja foi registrado a ocorréncia desse agente
nos estados de S&o Paulo (AZEVEDO et al., 2015), e Rio de Janeiro (SANTOS et al., 2014).
Entretanto, os principais relatos ocorrem na regido Nordeste, aonde 0 mesmo vem se
disseminando, em funcdo da comercializagdo de animais com fins de melhorar geneticamente
os rebanhos, havendo relatos na Paraiba e Rio Grande do Norte (AZEVEDO et al., 2006),
Pernambuco (ALVES et al., 2013; SANTOS et al., 2018) e Sergipe (SANTOS et al., 2015),
sendo detectada principalmente em caprinos, possivelmente pelo maior direcionamento dessa
espécie para producdo de leite (SILVA et al., 2014).

Dentre as vias de infeccdo por Mycoplasma agalactiae (Figura 1), a oral é comumente
considerada como sendo a principal, vindo posteriormente a via mamaria e respiratoria
(GOMES, 2016). Todavia, 0 contato entre animais infectados por essa bactéria, com ou sem
sintomatologia, e a ingestdo de &gua e alimentos contaminados com fluidos corporais
contendo a bactéria, propicia a sua rapida disseminagdo nos rebanhos leiteiros uma vez que a

mesma ja foi isolada em secrecOes nasais, fezes e feto (KUMAR et al., 2014).
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Figura 1 - Transmissdo e patogénese de Mycoplasma agalactiae.
Fonte: Adaptado de Kumar et al., 2014

Entre os sintomas caracteristicos de infec¢do por Mycoplasma agalactiae estdo mastite,
artrite, ceraconjuntivite, pneumonia e reducdo abrupta da producdo de leite (KUMAR et al.
2014), quadro esse similar aos que sdo observados em animais contaminados com lentivirus
caprino, 0s quais tendem a apresentar quando ndo assintomaticos, havendo necessidade de um
diagndstico diferencial a ser relacionado com os sinais clinicos. Além disso, a presenca de
les@es articulares tendem a predispor o desenvolvimento de micoplasmose (GREGORY et al.,
2006), favorecida pela queda no sistema imune do animal quando houver a¢ao conjunta viral.

Dessa forma, diante de uma situacdo de coinfecgdo o sistema imunol6gico e seus
mecanismos exercem uma relacdo direta na evolucdo patogénica das doengas infecciosas, de
tal modo que quando um agente viral acarreta mudancas imunologicas interferem na
incidéncia, resposta imune e expressdes clinicas de enfermidades oportunistas (SOUZA et al.,
2009). No entanto, ha uma interacdo complexa entre lentivirus e micoplasma, pois ao atuarem
sobre o sistema imunologico de seu hospedeiro eles se afetam mutuamente, tornando a funcéo
dos macrofagos reduzida, bem como a producdo de anticorpos, e propicia desequilibrio de
citocinas em virtude de modificacGes ao longo do processo de producgédo destas (NORONHA
FILHO et al., 2006).
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Nesse contexto, como artrite encefalite caprina e agalaxia contagiosa estdo entre as
principais enfermidades que afetam os rebanhos leiteiros (ALBUQUERQUE et al., 2014), as
chances destas atuarem concomitantemente e ocasionar prejuizos econdémicos devem ser
consideradas, a fim de elaborar programas sanitarios eficazes, pois surtos dessas doengas vem

aumentando ao longo do Brasil, e em especial na regido Nordeste.

2.2 Lentivirus Caprino

O lentivirus caprino juntamente com o virus Maedi-Visna engloba o grupo denominado
de lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR), os quais sdo retrovirus ndo oncogénicos,
responsaveis por acarretar perdas produtivas e reprodutivas, e consequentemente econémicas
(AZEVEDO et al., 2018). Aos LVPR sdo atribuidos cinco diferentes grupos genéticos
classificados de A a E, sendo os mais comuns os grupos A e B, variados em inimeros
subtipos (REINA et al., 2010; RACHID et al., 2013), e anteriormente considerados patégenos
especificos, porém ja se sabe que ha ocorréncia de transmissio interespécie (RAMIREZ et al.,
2013; SOUZA et al., 2015a).

Dessa forma, as caracteristicas citopaticas, bem como o local dos receptores que irdo
interagir com determinadas proteinas virais (favorecendo a entrada do agente infeccioso), e a
patogenicidade de cada estirpe viral tendem a sofrer alteracGes devido a alta diversidade
genética presente nos LVPR (RACHID et al., 2013).

Estruturalmente os lentivirus apresentam uma forma esférica, medindo de 80 a 100nm
envelopado por uma bicamada de lipideos, a qual surge da membrana celular da célula
hospedeira (ROSA et al., 2016). No envelope estd contido glicoproteinas de superficie e
transmembranar, sendo as principais a gp135 e gp38 respectivamente, que juntamente com a
p28, presente no capsideo determinam a producdo de anticorpos pelo organismo do animal
infectado (QUINN et al., 2005).

O genoma do lentivirus caprino é representado por duas fitas similares e lineares de
acido ribonucleico (RNA), de cadeia simples e sem complementariedade (SILVA; LIMA,
2007). Ha ainda em sua composicao genes estruturais (gag, pol e env) e acessorios (vif, vpr-
like e rev), todos esses com fungdes distintas que variam desde a codificacdo de proteinas
(gag) e glicoproteinas (env), até a codificacdo das denominadas enzimas virais (protease,
transcriptase reversa e protease) pelo gene pol (VILLET et al., 2003; STONOS et al., 2014;
MINGUIJON et al., 2015).
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Dentre os inumeros virus existentes, os retrovirus se destacam por seu potencial de
inserir genoma viral no organismo hospedeiro, sendo essa etapa essencial para o processo de
replicacdo viral que ocorre em células do sistema imunolégico (VAN DER KUYL, 2012).

Nesse processo replicativo os genes vpr-like e vif sdo os que atuam diretamente por
codificar proteinas ndo estruturais, porém o vif ir4 determinar a eficicia da replicacdo e do
potencial patogénico viral (VILLET et al., 2003; STONOS et al., 2014). Adicionalmente, o
funcionamento correto das chamadas “long terminal repeats” (LTRs), regides terminais ndo
codificantes, sdo primordiais para 0 avanco do ciclo viral, pois durante o processo de
transcrigdo reversa essas regides acabam sendo formadas, e por intermédio delas os retrovirus
inserem sequéncias virais no genoma da célula hospedeira (PERRONE et al., 2017). Esse tipo
de virus ainda faz uso de mutac@es que em geral ocorre com frequéncia como uma alternativa
para fugir do sistema imunoldgico (RAMIREZ et al., 2013). As maiorias dessas mutacdes
giram em torno de alteracGes de aminoacidos ocorrentes na replicacdo viral, e como a
transcriptase reversa ndo consegue efetuar as devidas corre¢des, gera uma alta diversidade
genética, fato que dificulta a terapia antirretroviral (VALLUEV-ELLISTON; KOCHETKOQV,
2017).

2.3 Infeccéo e Transmisséo Viral

Os retrovirus necessitam dos mecanismos de uma célula hospedeira para poderem se
replicar e gerarem particulas infecciosas. No entanto, por se tratar de um RNA virus ha a
necessidade de ser reversamente transcrito em DNA, ocorrendo via transcriptase reversa, pois
essa enzima realiza a conversdo genética de RNA viral de fita simples em sua copia de DNA
de fita dupla, conhecido como DNA pro-viral (PIEKNA-PRZYBYLSKA; BAMBARA,
2013). Além dessa funcgdo a transcriptase reversa desempenha atividades cataliticas, podendo
completar a sintese de DNA ou degradar hibridos de RNA/DNA em RNA (VALLUEV-
ELLISTON; KOCHETKOQV, 2017).

As interagGes com alto padrdo de complexidade entre proteinas caracterizam as etapas
inicias no processo de infecgdo, pois a glicoproteina de superficie (gp135) se liga ao seu
receptor proteico situado na célula hospedeira (SEITZ, 2016), havendo um tropismo celular
pelas células do sistema monocitico-fagocitario (SOUZA et al., 2015c), as quais estdo sujeitas
a expressarem produtos virais e efeitos citopaticos (MANEL et al., 2005), sendo os
macrofagos preferencialmente infectados, o que possibilita sua disseminacao pelo organismo
animal (BLACKLAWS, 2012).
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Logo que ocorre a incorporacdo das membranas virais e celulares o capsideo viral é
movido para o citoplasma, onde por meio de reacfes envolvendo mudancgas de potencial
hidrogenionico (pH) ha a liberacdo do seu conteldo causando a ativacdo da transcriptase
reversa, e posterior transcricdo do genoma viral, finalizando com a integracdo do DNA pro-
viral na célula hospedeira por acdo da enzima integrase, e com isso ocorre 0 estabelecimento
da infeccdo (SEITZ, 2016). A ocorréncia de uma infeccdo resistente se da por varios
mecanismos que evolutivamente os lentivirus foram desenvolvendo, como por exemplo, a
presenca de provirus junto ao genoma dos mondcitos, o potencial do virus de infectar
macrofagos sem causar sua lise, e redugdo do processo replicativo em funcdo da producdo de
interferon (CALLADO et al., 2001).

No entanto, mesmo havendo a replicacdo viral essa pode ocorrer de forma restrita,
propiciando que o virus permaneca latente nos mondcitos dos hospedeiros sem ser detectado
pelo sistema imune (PAULA et al., 2008). E, consequentemente mesmo havendo a
contaminacdo do animal nem sempre ird expressar uma sintomatologia caracteristica da
doenca, podendo se comportar assintomaticamente por longo tempo, e vindo expressar a
forma clinica da enfermidade, em geral, quando oriundo de rebanhos com alta
soropositividade (BEZERRA et al., 2014).

No caso de reprodutores quando esses se apresentam infectados pelo lentivirus caprino,
e assintomaticos, 0 mesmo torna um propagador e disseminador desse patdgeno dentro do
rebanho, principalmente quando sdo doadores de sémen para as centrais de inseminagdo
artificial (ANDRIOLI et al., 2003), e pelo habito de compartilhamento de reprodutores entre
propriedades. Adicionalmente, a inexisténcia de técnicas que possibilitem a utilizacdo do
sémen de um reprodutor acometido por algum agente virico acaba por resultar na perda de
material genético, em virtude da eliminacdo do animal do plantel como medida preventiva
para evitar a transmissdo da enfermidade (RICARTE et al., 2008).

No entanto, ha relatos que comprovam que o animal portador do virus pode manter a
sua fertilidade e libido no mesmo nivel de animais nédo infectados da mesma raca e idade
(ANDRIOLI et al., 2002). Mas, a carga viral no sémen influéncia a transmissdo do virus
(FIDELI et al., 2001) e sabe-se que alguns fatores promovem o aumento desta no sémen,
como a inflamacao do trato reprodutor (ANDRIOLI et al., 2006) e o estresse (PAULA et al.,
2009).

A transmissao do lentivirus caprino pode ocorrer por diversas vias, como pela ingestao
de colostro ou leite contaminado, uma vez que 0 mesmo esta presente na sua forma livre ou

associada ao genoma da célula hospedeira, e via respiratdria, onde o contato de animais sadios
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com os portadores do virus favorece a dissemina¢do do mesmo no rebanho (GUILHERME et
al., 2017).

No que diz respeito a transmissdo vertical diversos trabalhos ja comprovaram a
existéncia do virus em sua forma livre em ovdcitos e no fluido uterino de animais infectados
(ANDRIOLI, 2001; BLACKLAWS et al., 2004; CAVALCANTE et al., 2013, HASEGAWA
etal., 2017 ), porém a transmissdo em si ainda ndo foi comprovada. Além disso, ha relatos da
infeccdo in vitro de células da granulosa dos foliculos dos ovarios, fato esse potencialmente
perigoso em procedimentos in vitro de fertilizacdo e transferéncia de embrides (LAMARA et
al., 2001; LAMARA et al., 2002) e da presenca de acido desoxirribonoucleico (DNA) pro-
viral do CAEV no Utero e nas trompas uterinas de fémeas inseminadas com sémen
contaminado (ALI AL AHMAD et al., 2012). A transmissdo de forma indireta pode ocorrer
através de fomites contaminados, e compartilhados em atividades de manejo, favorecendo
assim a disseminacdo da doenca dentro de um plantel (BLACKLAWS et al., 2004).

Todas essas vias sdo favorecidas pela ocorréncia do virus em diversos fluidos corporais
como sangue (PINHEIRO et al., 2010), sémen (GREGORY et al., 2011), fluido uterino
(CAVALCANTE et al., 2013), soro fetal (LOPEZ et al., 2012), saliva (SOUZA et al., 2015b),
e leite (LIMA et al. 2017), bem como no ambiente, agua e ar (VILLORIA et al., 2013), fato
que evidencia a patogenicidade desse microorganismo, e sua dispersdao pelo organismo
animal e instalacdes.

As superficies mucosas intestinais e respiratdrias, em geral, sdo a via de entrada para a
ocorréncia de uma infecgdo natural de LVPRs (BLACKLAWS, 2012). Entretanto, j& foi
relatado o potencial da via reprodutiva na disseminacdo da enfermidade dentro de um
rebanho, tendo em vista que além do sémen, ja se detectou a presenca de DNA pro-viral do
lentivirus caprino nas glandulas acessorias e em tecidos genitais de animais, tanto aqueles
infectados experimentalmente quanto naturalmente (TRAVASSOS et al., 1999; ANDRIOLI
et al., 1999; ALI AL AHMAD et al., 2008; PETERSON et al., 2008). Ademais, ha relatos
ainda da transmissdo via inseminag&o artificial ou natural usando sémen contaminado (ALI
AL AHMAD et al.,, 2012; SOUZA et al., 2013; TURCHETTI et al., 2013), vindo a
representar um risco consideravel na propagagdo do virus da artrite encefalite caprina
(CORTEZ-ROMERO et al., 2013).

O controle da infeccéo viral ¢ dificil tendo em vista a falta de uma vacina eficiente e a
abrangéncia desta enfermidade em rebanhos de excelente qualidade zootécnica e de alto valor
genético e econdémico (GREGORY et al., 2011). Como também ndo ha um tratamento eficaz,

a sociedade cientifica vem cada vez mais direcionando os estudos para meios alternativos, que



27

possibilitem principalmente a utilizacdo de sémen de reprodutores de alta genética e valor

zootécnico, e que possam atuar em distintas etapas do processo infeccioso viral.

2.4 Antirretrovirais Advindos de Produtos Naturais

A capacidade curativa das plantas é bastante antiga, ao ponto de coincidir com o
surgimento da civilizagdo humana no mundo. A percepcdo de principios ativos nas esséncias
dessas foi denotada ja pelas primeiras civilizacdes, devido ter se mostrado eficazes no que diz
respeito ao seu poder curativo no combate as doencas (BADKE et al., 2011).

A utilizago destas, com fim terapéutico, tém crescido de forma substancial ao redor do
mundo, concentrando principalmente no combate as doengas crénicas, no formato de terapia
antirretroviral (HSIAO et al., 2003; LEE, ANDRADE, FLEXNER, 2006).

Na literatura ja existem diversos trabalhos que detectaram a acdo antiviral de extratos
vegetais contra doencas viricas em humanos e animais (ARAUJO, 2008; KIM,
NARAYANAN, OKCHANG, 2010; NOLKEMPER et al., 2010; KAPEWANGOLUO et al.,
2013; FENG et al., 2017). Entretanto, poucas espécies tém sido estudadas, e seus efeitos
quimicos e farmacol6gicos potencialmente Uteis no combate as doencas infecciosas acabam
por ficar no desconhecimento. Mas com a descoberta de compostos antivirais na atualidade e
dependendo para qual tipo de infeccdo, podera até mesmo ser equivalente a época do
desenvolvimento dos antibioticos, e iniciar uma nova era na medicina humana e veterinaria
(SIMONI, 2003).

Assim, os produtos naturais desempenham importante fungdo contra doencas
infecciosas, uma vez que sdo considerados como grandes agentes anti-infecciosos com
capacidade de durante a biossintese viral interferir em um ou mais etapas, além de serem
capazes de inativar extracelularmente o virus (DEMAIN, 2009; TAFURI, 2011). As diversas
habilidades de replicacdo viral em culturas celulares, tais como efeito citopatico (CPE) ou
formacéo de placas de lise, em geral sdo os métodos tradicionalmente Gteis na avaliacdo in
vitro da atividade antiviral de algum produto natural. A deteccdo de DNA, RNA e
polipeptideos virais por técnicas moleculares também é uma forma eficaz de monitoramento
do processo replicativo (COS et al., 2006).

Nos animais o emprego de plantas medicinais, bem como de seus extratos pode ser
utilizado em uma vasta lista de enfermidades, como por exemplo, as respiratorias, entericas,
as causadas por endo e ectoparasitas e ainda as ocasionadas pelos diversos patdgenos
(SIMONI, 2009). Dentre aquelas de origem viral, nos casos dos pequenos ruminantes, uma

possibilidade sdo as retroviroses, na qual se inclui a artrite encefalite caprina, cuja auséncia de
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vacina e tratamento eficaz incentiva as pesquisas em formas alternativas, como os antivirais,
para o controle da doenca.

A busca por principios ativos em extratos de plantas com potencial acdo antiviral ndo
deve ser realizada aleatoriamente, sendo um processo dificil e bastante oneroso. E interessante
que esta, seja embasada no uso medicinal e pesquisas prévias, levando-se em questdo a planta
escolhida (SIMONI, 2009).

Assim, com base nesses critérios tem se observado a utilizacdo de plantas da familia
Meliaceae, tais como Azadirachta indica A. Juss. (nim) em diversos estudos, demonstrando
inimeras aplica¢bes, como por exemplo, atividade antiviral, tanto na medicina humana
quanto na veterinaria (FACCIN-GALBARDI et al.,, 2012; BHARITKAR et al., 2013;
JAFARI et al., 2013; KUMAR; NAVARATNAM, 2013). Salientando que extratos de
fitocompostos de Azadirachta indica A. Juss. (nim) quando testados em culturas de células
fibroblasticas de caprinos tiveram agdo antiviral comprovada contra 0 CAEV (ARAUJO,
2008), sendo portanto alternativas a serem testadas para a inativacdo do lentivirus caprino em
meios e diluidores de sémen, pois de forma preventiva e agregacdo de valor, viabilizaria a

comercializacdo segura do material genético.

2.5 Azadirachta indica A. Juss. (nim)
O Nim (Azadirachta indica A. Juss.) pertence a familia Meliaceae, € uma arvore nativa

de Burna, atual Myanmar, e de regides aridas do subcontinente indiano, empregada ha
milhares de anos com as mais variadas finalidades (FORIM, 2006). Nos dias atuais, além de
ser encontrada em paises asiaticos e africanos, € encontrado na Australia, América Central,
regibes tropicais da América do Norte e na Ameérica do Sul (KETKAR; KETKAR, 1997). Em
1986, foram introduzidas as primeiras espécies dessa arvore no Brasil, na cidade de Londrina,
com fins de estudo de planta inseticida (MARTINEZ, 2002).

Climas tropicais e subtropicais sdo ambientes preferenciais para o crescimento do Nim
(VERKERK; WRIGHT, 1993). Essa arvore apresenta um porte variavel, de 15 a 20m de
altura, com tronco contendo de 30 a 80cm de diametro, podendo ser semi reto a reto, de
coloragdo marrom-avermelhada. A copa geralmente tem um didmetro que varia de 8 a 12m,
apesar de alguns exemplares dessa arvore chegar até 15m. As folhas sdo imparipenadas com
foliolos alternados, sdo sempre verdes caindo apenas em situacdo de extrema seca. O sistema
radicular do Nim é uma raiz pivotante com penetracdo profunda no solo. As flores sdo
bissexuadas, pequenas de coloragdo branca, com brotamento em feixes axiais que

normalmente atraem muitas abelhas por ter aroma semelhante a mel. Os frutos ocorrem 3 a 5
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anos pos plantio, se caracterizando por serem lisos, elipsoides e glabros, os quais maduros
assumem coloragdo amarela, com as sementes envolta por uma polpa doce, com casca e um
ou mais carocos (MARTINEZ, 2002; MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005).

Quanto a composi¢do quimica do Nim ela apresenta mais de 135 compostos isolados,
que em geral sdo pertencentes a classe dos triterpenos, com maior concentracdo dos
limonoides, vindo a azadiractina ser o composto mais pesquisado e potente (BRASIL, 2010).
A maioria das substancias bioativas dessa arvore € encontrada em toda a planta, porém
aquelas com concentracGes primariamente evidenciadas nas sementes e folhas apresentam-se
mais concentrados e com melhor acessibilidade, sendo perfeitamente passivel de ser extraido
em agua e solventes organicos (hidrocarbonetos, alcoois, cetonas ou éteres) (LEE et al., 1988;
MARTINEZ, 2002).

No processo de extracdo, utilizando-se de solventes organicos, consegue-se a producao
de compostos com grande atividade biol6gica, que posteriormente por meio de métodos de
separacdo, torna-se possivel realizar o isolamento e identificagdo dos compostos (MOSSINI;
KEMMELMEIER, 2005).

A aplicacdo do Nim é bastante diversificada podendo exercer efeito de suplemento
nutricional (ANANDAN, 1996), atividade praguicida (MARTINEZ, 2002), propriedades anti-
helmintica em ratos e cordeiros (GITHITORI et al., 2003; HORDEGEN et al., 2003) e ainda
atividades antifungicas, antimicrobianas e antivirais (MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005;
GIRISH; SHANKARA, 2008; FACCIN-GALBARDI et al., 2012).
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3. JUSTIFICATIVA

O lentivirus caprino apresenta-se disseminado em muitos estados brasileiros, fato que
propicia a ocorréncia de infecgbes secundarias, as quais comumente sdo evidenciadas em
animais acometidos por alguma enfermidade viral. Com base nisso, observa-se que infec¢des
por Mycoplasma agalactiae vem sendo diagnosticado em muitos estados nordestinos,
ocasionando perdas econémicas e queda de produtividade nos rebanhos leiteiros, porém no
estado do Ceard a situacdo dos nossos rebanhos frente a esse agente é desconhecida. Nesse
contexto, determinar a ocorréncia ou ndo desse agente nas diversas regides cearenses passa a
ser fundamental, ndo apenas para se estabelecer praticas sanitarias adequadas, mas também
observar se 0 Mycoplasma agalactiae esta atuando em conjunto com o lentivirus caprino, uma
vez que esse Ultimo vem acometendo grande parte dos rebanhos leiteiros do estado do Ceard,
podendo assim favorecer o estabelecimento da bactéria causadora da Agalaxia Contagiosa.

Adicionalmente por ndo haver uma vacina ou tratamento eficaz, muitos reprodutores de
alta qualidade genética, porém portadores do lentivirus caprino acabam sendo eliminados dos
rebanhos. Dessa forma, ha a necessidade de buscar métodos que possa evitar a disseminacdo
do virus pela via reprodutiva, e consequentemente garantir a qualidade sanitaria do sémen.

Assim, extratos etandlicos de plantas medicinais com atividade antiviral, de baixa
toxicidade, acrescidos aos meios de processamento de sémen, podem ser de grande valor para
se conseguir essa premissa. No caso do sémen caprino, o antiviral podera ser adicionado ao
meio de lavagem, comumente utilizado para o seu congelamento, ou no préprio diluidor do
sémen, utilizado para inseminacdo artificial, tanto com sémen fresco quanto no sémen
congelado. Com isso, o uso do antiviral no sémen seria uma forma de prevencdo da
transmisséo do lentivirus caprino, como procedimento adotado em centrais de processamento
de sémen, por ser uma alternativa segura para o aproveitamento do animal de grande valor
genético, porém portador do CAEV. O antiviral podera ser desta forma, utilizado como forma
preventiva e com valor agregado na garantia sanitaria deste produto para comercializacdo
nacional ou até mesmo internacional, evitando dessa forma o estabelecimento de infecgdes

secundarias.
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4. HIPOTESE CIENTIFICA
O controle da artrite encefalite caprina nos rebanhos leiteiros do estado do Ceara pode
ser realizado com extratos etandlicos de folhas de Azadirachta indica A. Juss. (nim) pelo
tratamento do sémen dos reprodutores mesmo em rebanhos coinfectados com Mycoplasma

agalactiae.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

¢ Determinar a ocorréncia de coinfeccdo pelo lentivirus caprino e Mycoplasma
agalactiae nos rebanhos leiteiros do Ceara, bem como avaliar in vitro a atividade
antiviral de extratos etanolicos de Azadirachta indica A. Juss. (nim) contra esse

lentivirus presente no sémen caprino.

5.2. Objetivos Especificos

s Detectar a presenca de anticorpos anti-lentivirus caprino e anti-Mycoplasma
agalactiae nos rebanhos leiteiros do estado do Cear;

+« Determinar se ha relacdo entre a artrite encefalite caprina e agalaxia contagiosa em
rebanhos leiteiros cearenses;

% Determinar a concentracdo ndo tdxica ao espermatozoide caprino do solvente
(dimetilsulféxido - DMSO) utilizado na dissolugdo dos extratos etandlicos de
Azadirachta indica A. Juss. (nim);

« Determinar a toxicidade do fitocomposto Azadirachta indica A. Juss. (nim) aos
espermatozoides caprinos, e sem interferéncia na sua fertilidade;

+ Inativar o lentivirus caprino no sémen (testes in vitro) tratado com fitocompostos de
Azadirachta indica A. Juss. (nim), através de cocultivo em membrana nictitante ovina
(MNO);

«+ Elaborar protocolos de processamento de sémen utilizando fitocompostos.
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Resumo

A transmissdo da artrite encefalite caprina pelo sémen inviabiliza o uso de reprodutores
soropositivos de alto valor genético. Como o virus da artrite encefalite caprina (CAEV), é
encontrado no sémen na forma de RNA viral (virus livre) ou DNA pré-viral dentro das
células ndo espermaticas, possibilita que pesquisas com plantas com potencial antiviral sejam
algo promissor para viabilizar o sémen de reprodutores caprinos de grande valor zootécnico
infectados. Diante disso, com essa revisdo objetivou-se elucidar o potencial de fitocompostos,
com comprovada acdo antiviral, que poderiam vir a ser alvo de estudo para inativar o
lentivirus caprino no sémen. Inimeras plantas de muitas familias botanicas ja foram estudadas
para validacdo de efeito antiviral contra diversos virus que acometem animais e humanos.

Folhas, raizes, flores, e sementes demonstraram ao longo do tempo em sua constitui¢ao
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fitoquimica substancias antivirais promissoras. De acordo com o tipo de planta, ndo apenas
algumas partes dela, mas regides inteiras da mesma séo alvos das pesquisas por fitocompostos
a ser usado como alternativa no combate as doencas virais. A base dos estudos nessa vertente
sdo os metabdlitos secundarios, pois nas pesquisas tém apresentado compostos bioativos
antivirais de alto potencial atuando nas diferentes fases do ciclo de desenvolvimento viral.
Dessa forma, a biodiversidade da flora brasileira aliada a tendéncia de formar fitocompostos
poderiam contribuir no avango das pesquisas, a fim de encontrar uma alternativa de base
natural, potencialmente eficaz, para eliminar os riscos de transmissao do CAEV pelo sémen.
Palavras-chave: antiviral; caprinos; extrato de plantas; produtos naturais; retrovirose
Abstract

The transmission of Caprine Arthritis Encephalitis in semen limits the use of seropositive
bucks that have high genetic value. The Caprine Arthritis Encephalitis virus (CAEV) may be
found in the form of RNA virus (free virus) or pro-viral DNA within non-spermatic cells in
semen. Thus, researches involving plants with potential antiviral activity are promising for
developing techniques that allow the use of semen from high-quality production goats that are
infected by this virus. Therefore, this review aimed to elucidate the potential of
phytocompounds that have known antiviral activity and could be used in studies to assess
inactivation of the caprine lentivirus in semen. Several plants from many botanical families
have been tested for validation of antiviral effect against viruses that infect animals and
humans. Leaves, roots, flowers and seeds have demonstrated promising antiviral substances in
their phytochemical composition. According to the type of plant, entire regions of specimens
are used for researching phytocompounds that can serve as alternatives in the treatment of
viral diseases. Most of the studies involving this subject focus on secondary metabolites and
several have identified high potential compounds with bioactive antiviral activity in different

stages of viral development cycle. Hence, the biodiversity of Brazilian flora, which have a
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tendency for phytocompound formation, provide adequate material for researches aimed at
finding a natural alternative to eliminate the risk of CAEV transmission through semen.

Keywords: antiviral; caprine; plant extract; natural products; retrovirus

Introducéo

As infeccbes virais estdo entre as principais causas de enfermidades que acometem
humanos e animais, sendo que muitas ainda permanecem com a inexisténcia de tratamento,
ou ocasionadas por virus que desenvolveram certa resisténcia aos medicamentos antivirais
tradicionais (Bagla et al., 2012). Dentre essas enfermidades esta a artrite encefalite caprina
(CAE), a qual ¢é ocasionada por um virus de &cido ribonucleico (RNA) pertencente ao género
Lentivirus, familia Retroviridae (Minguijon et al., 2015; ICTV, 2017) que se caracteriza por
ampla variabilidade genética, e com capacidade de ser transmitido pelo uso de sémen
contaminado, tanto via inseminacdo artificial quanto no acasalamento (Souza et al., 2013;
Turchetti et al., 2013).

A transmissdo do virus da artrite encefalite caprina (CAEV) via sémen, inviabiliza o uso
de reprodutores soropositivos de alto valor genético, trazendo restricdes ao uso de
biotecnologias reprodutivas (Cortez-Romero et al., 2013). Adicionalmente, a presenca deste
em fluidos e secrecBes, na forma de RNA viral (virus livre) ou &cido desoxirribonucleico
(DNA) pro-viral, dentro das células ndo espermaticas existentes no sémen, preconizam a
utilizacdo de técnicas de lavagem como swim-up e centrifugacdo em gradiente de Percoll,
visando separar os espermatozoides do plasma seminal de animais infectados. Entretanto,
essas técnicas ndo eliminam o virus e realizam apenas a redugéo da carga viral do patégeno
(Peterson et al., 2008; Avila et al., 2015).

Dessa forma, por ndo existir ainda um tratamento eficaz no combate ao lentivirus

caprino, e nenhuma vacina disponivel no mercado (Tu et al., 2017), se faz necessario a busca
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por metodos alternativos potencialmente capazes de serem usados no combate a esse Virus.
Dentro dessa premissa, produtos a base de plantas com inumeras atividades bioldgicas
apresentam-se promissores para o desenvolvimento de compostos antivirais (Rebensburg et
al., 2016) capazes de inativar o virus no sémen, viabilizando o melhor uso de reprodutores de
alto valor genético, porém portadores do CAEV. Portanto, o objetivo da presente revisdo é
elucidar o potencial de fitocompostos, com comprovada acdo antiviral, que poderiam vir a ser

alvo de estudo para inativar o lentivirus caprino no sémen.

Presenca do lentivirus caprino no sémen e sitios de acéo antirretroviral

O sistema monocitico-fagocitario preferencialmente é o local onde ocorre a infeccao
pelo lentivirus caprino, acarretando uma infeccdo estavel, sem lise celular, e cujo estado de
maturacao das células determina a expressdo do genoma viral (Tu et al., 2017). Além disso, o
processo replicativo, conduzido pela transcriptase reversa, caracteriza-se por altas taxas de
mutacao que acarreta uma ampla diversidade genética (L’Homme et al., 2015).

No ejaculado, os leucdcitos sdo as principais células portadoras do virus na forma de
DNA pro-viral, com a infeccdo sendo originada da presenca dos virus nos testiculos,
epididimo, e glandulas acessorias (Al Ahmad et al., 2008; Lamara et al., 2013; Souza et al,
2014), porém a presenca dele na sua forma livre também ja foi relatada (Peterson et al., 2008).
No que diz respeito ao espermatozoide, Ricarte et al. (2010) avaliando a ocorréncia de
lentivirus caprino em espermatozoides, pelo teste de imunohistoquimica, obtiveram
positividade para a proteina p28 do CAEV, mas na microscopia eletronica o virus foi
observado somente na peca intermediéria.

Alguns estudos ainda demonstraram que a presenca do virus no sémen € intermitente e
que sua presenca tende a ser maior quando ocorre algum processo inflamatério na regido

genital do animal (Travassos et al., 1999; Cortez-Romero et al., 2013). Mas mesmo assim, a
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presenca desse patdgeno no sémen ndo interfere nos pardmetros seminais que sao condizentes
com os desejaveis para a espécie caprina (Paula et al., 2009; CBRA, 2014).

Entretanto, como forma de evitar a transmissdo do virus, em geral, o recomendado € a
retirada do reprodutor do plantel, restringindo a sua utilizacdo como doador de esperma, e
dessa forma, implicando perdas econdmicas, como também de material genético. Diante
disso, o desenvolvimento de produtos com potencial antiviral além de inativar o virus no
ejaculado, poderia permitir a volta a atividade reprodutiva desses animais.

A maioria dos retrovirus e, entre eles o lentivirus caprino, estdo incluidos em um grupo
de grande heterogeneidade e de alta capacidade de mutagdo, resultando em elevada
variabilidade genética (Minguijon et al., 2015). Desse modo, tratamentos que visem 0
combate a enfermidade de origem retrovirica devem ser embasados no emprego de
substancias que apresentem potencial de impedir a sintese de RNA (Dan e Castellar, 2015). A
replicacdo dos retrovirus na célula hospedeira depende necessariamente da transcriptase
reversa, integrasse e protease (Kenyon e Lever, 2011), porém a transcriptase reversa e a
integrase sdo os principais alvos na busca por antivirais, por serem enzimas fundamentais ao
longo do processo replicativo retroviral (Gu et al., 2016). Mas inibidores de protease também
podem ser levados em consideracdo nas pesquisas por antivirais advindos de produtos
naturais, pois como ela transforma proteinas estruturais em enzimas virais a partir da
clivagem de poliproteinas, uma vez que esse processo é inibido, consequentemente essas
poliproteinas ndo serdo clivadas determinando a formag&o apenas de virions ndo infecciosos
(Silva et al., 2016).

Assim, os sitios de acdo de um antirretroviral sdo voltados a todo o processo de
replicacdo do virus, pois como 0S mesmos necessariamente precisam estar infectando uma
célula hospedeira para poder se desenvolver métodos que possibilite inibir a fixacao e entrada

deste no organismo, funcionaria como uma medida de prevencdo que viria a limitar a
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disseminacéo do virus pelo organismo (Yeh e Coen, 2011). Desse modo, os fitoterapicos com
potencial efeito antiviral devem apresentar a capacidade de atuar nas diversas etapas por meio
do qual o virus exerce sua replicacdo, e preferencialmente inibir a transcriptase reversa e
atingir a producao de &cidos nucleicos, bem como de proteinas sintetizadas pelo proprio virus

e ndo as do hospedeiro (Ministério da Saude, 2008).

Produtos naturais com potencial antiviral

A utilizacdo de plantas medicinais com indicio de atividade antiviral tem sido estudada
ao longo do tempo, tendo como base distintas plantas das mais variadas familias botanicas
(Tabela 1). A ampla maioria dessas pesquisas tem como intuito validar os principios ativos
dessas plantas e aperfeicoar 0 seu uso pratico no combate as retroviroses, principalmente
direcionadas contra os lentivirus de primatas, incluindo principalmente o ser humano (Zhang
et al., 2017). Diante disso, a busca por substancias antivirais, tem visto nos produtos a base de
plantas uma rica fonte por meio do qual € possivel conseguir fitocompostos com acéo
potencial contra as mais diversas enfermidades de origem viral. E, ao longo do tempo,
evidencia-se que inimeras plantas das mais variadas familias botanicas, vem demonstrando

uma interacdo com as etapas que compdem o ciclo viral (Lin et al., 2014).

Tabela 1. Plantas medicinais de distintas familias botanicas com atividade antiviral testada.

Familia Parteda Tipode Principal Mg
Planta Botinica Planta E compoasto Virus L Sitio de Acdo Referéncia
Utilizada fitoquimico
. Replicagdodo .
SR e Foes  Ewndio Favooids PP 20ad5  viwseavidde AU
grandiflora simples1e2 imunomoduladora etal. (2012)
Bift Cinomose
Podocarpus Podocarpac - o Caninae Replicaciodo Bagla
henili ce Fofes Bendie BOOOSE a3 vits etal.(2012)
Pele Grumosa
Virusda .
. N Transoriptase
N . Acanthacea - Flavonoides,  Imunodeficién  372a Beula
Avicenniamarina e Folhas Etandlico feroletanines  daHuTam 489 Reversa. eDNA etal.(2012)
(HIV) poliTerzse

Meliaazedarach ~ Meliaceae Folhas Etandlico  Flavonoides Herpes 625 Transcricdo Viral Bueno
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Azadirachta indica

Alpinia
katsumadai

Plectranthus
barbatus

Cinnamomum
cassia

Glyynhiza
uralensis

Glycyrrhiza
uralensis

Pelargonium
sidoides

Bauhinia
longifolia

Aloe
arborescens

Berberis
holstii

Salviaplebeia

Cleistocalyx
operculatus

Cistus incanus

Cyathulae
officinalis
Peganum
harmala

Alnus japdnica
Bulbine frutescens

Syzygium jambos

Phyllanthus
urinaria

Meliaceze

Zingiberace
Lamiaceae

Lauraceae

Fabaceae

Fabaceze
Geraniaceae

Fabaceae

Xanthorr
hoeaceae

Berberid
aceae

Lamiaceae
Myrtacese

Cistaceae

Amaranthac
e

Zygophyl
laceae

Betulaceae
Asphodelac
e
Myrtaceae
Euphorbiac

Folhes

Folnas

Galhos

Fatiasde
Radicais

Raizes

Raizes

Folhes

Folhes

Raizes

Folhas
Todaa
planta

Todaa
planta

Folhes

Parte Aérea

Todaa
planta

Aguoso

Etandlico

Etandlico

Aguoso

Aguoso

Etandlico

Aguoso

Etandlica

Aguoso

Aguoso

Etandlico

Etandlico

Aquoso

Aguoso
Etandlico

Etandlico

Etandlico

Etandlico

Aguoso

Arabinosee
galactose

Flavonoides

Diterpenoides

&cido
dlicirizico
(triterpenoide)
Cumarinase
Triterpenoides
Polifendis

Flavonoides

Alcaloides

Flavonoidese
Fendlicos

Flavonoides

Polifenis
Polissacariceo
Alcaloides
Flavonoides

Flavonoides

Acido gglicoe
polifenol

Simples Tipo
1
Poliovirustipo

1
Rotavirus
bovinoe suino
Virusda
Imunodeficién
ciaHumana
HIV)
Virus Sincicial
Respiratorio
Humano

Enterovirus 71
e
coxsackievirus
Al6

Virusda
Hepatite C
Virusda
Imunodeficién
ciaHumana
(HIV)
Virusda Febre
Mayaro
Virusda Gripe
(HINZ;
H3N2)
Virusda
Imunodeficién
ciaHumana

HV)

Virusda Gripe
(HIN1)

Virusda Gripe
(HINZ;
HON2)
Virusda

Imunodeficién

ciaHumana
HIV)
Panvovirus
canino
Virusda
Influenza A
Virusda
Heptite A
Virusda
Imunodeficién
ciaHumana
(HIV)

Herpes Virus
Tipol
Virusda

Imunodeficién

ciaHumana

121a

7a337

62

300a
1000

20280

10a
813

25a
100

364a
385

0,7a
20

0,18a
052

06la
0,76

Replicacdo Viral

Adsorggoviral

Inibicgo da
protease

InibicAo da ligacio
viral, intemalizacio
eformacdode
sincicio
Blogueoua
producao
infecciosy; inibiua
expressio do virus
edeproteinaviral

Replicagéo Viral

Blogueiode
Receptores

Replicaciodo
Virus
Inibicioda
neuraminidase
(enzimaviral)
Inibicdo da
Transcriptase
Reversa
Inibicdo da
neuraminidase
(enzima.viral)
Inibicdoda
neuraminidase
(enzimaviral)

Replicacio Viral

Adsorcio Viral
Replicagdodo
Vins
Inibicgo de
Receptores Virais
Transcriptase
reversa, protease e
integrase
Inibicdo de Enzima
Viral (COX-2)

Adsorggoviral

dtdl.(2012)

Faccin-
Galhardi
etal, 2012
Kimetal.
(2012)

Kapewang
olo

etal.(2013)

Yeh
etal.(2013)

Wang
etal. (2013)

Adiani
etal (2014)

Helfer
etal. (2014)

Santos
etal. (2014)
Glatthear-
Saalmiiller
etal. (2015)

Ngwira
etal. (2015)

Bangetal.
(2016)

Ha
etal. (2016)

Rebensburg
etal. (2016)

Feng
etal.(2017)
Moradi
etal.(2017)
Seo
etal. (2017)

Shikalepo
etal. (2017)

Tuwilley
etal.(2017)

Zhang
etal. (2017)
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HV)

Muitas das pesquisas por métodos alternativos antirretroviral iniciaram em virtude da
preocupacdo com a elevacdo dos indices de infecgdo pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), virus esse similar ao lentivirus caprino, que embora ndo consiga eliminar
completamente o virus apresenta tratamento considerado eficaz. Entretanto, as desvantagens
acarretadas ao longo da terapia antirretroviral relacionados ao HIV, principalmente casos de
resisténcia aos atuais medicamentos, levantou a necessidade de desenvolver métodos
alternativos e com alto teor de eficacia (Prinsloo et al., 2017). Dessa forma, 144 familias
botanicas ja foram testadas e vieram a apresentar efeito antiviral contra o HIV, sendo que a
familia Asteraceae € a que detém o maior nimero de espécies testadas, entretanto grande parte
dessas pesquisas ndo conseguiram isolar e determinar com clareza 0 mecanismo de acdo do
potencial efeito antiviral (Dan e Castellar, 2015).

Dentro dessa concepg¢do, Zhang et al., (2017) avaliando extrato aquoso de Phyllanthus
urinaria, uma Euphorbiaceae, detectaram a eficacia antiviral do mesmo, o qual interagindo
com a transcriptase reversa conseguiu inibir a entrada do HIV nas células. Ja Shikalepo et al.,
(2017) em ensaios in vitro evidenciaram que extratos etanolicos da parte de Bulbine
frutescens pertencente a familia Asphodelaceae apresentaram atividade inibitoria contra a
protease do HIV, bem como a transcriptase reversa e a integrasse, chegando a atingir de 50 a
87% de inibigdo viral dependendo da concentragdo. Além do uso de uma planta especifica
denota-se ainda que misturas de plantas advindas de familias boténicas distintas (Asteraceae,
Bignoniaceae, Fabaceae e Myrtaceae) foram alvo das pesquisas de Mophuting et al., (2017)
0s quais observaram que o0s extratos hexanicos originados dessa mistura de ervas demonstrou
potencial inibitorio contra a transcriptase reversa do HIV e restringiu sua replicagéo.

Apesar de grande parte das pesquisas serem direcionadas ao HIV, outros virus também

causadores de importantes enfermidades, ja tiveram fitocompostos sendo descritos como
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potencial inibidor, tais como: poliovirus tipo 1 (Faccin-Galhardi et al., 2012); virus da enterite
de patos (Song et al., 2013); virus da doenca de Newcastle (Song et al., 2015); virus HIN1
(Bang et al., 2016; Ha et al., 2016); Parvovirus canino (Feng et al., 2017); virus da hepatite A
(Seo et al., 2017) e herpes virus tipo 1 (Twilley et al., 2017).

Na literatura consultada, observou-se que o efeito antiviral de melidceas ¢é
rotineiramente relatado, como por exemplo, Parida et al. (2002) denotaram que um extrato
aquoso produzido de folhas de Azadirachta indica, determinou a total inibicdo da replicacédo
do virus da dengue, enquanto que Faccin-Galhardi et al. (2012) relataram que percentuais de
até 80% de inibicdo viral do poliovirus tipo 1 foram conseguidos ao usar fitocomposto. J& no
caso de Melia azedarach (Cinamomo), esta, ja apresentou resultados promissores contra o
herpes virus tipo 1 e 2 (Petrera e Coto; 2009; Bueno et al., 2012).

A expressdo desse efeito antiviral no caso das meliaceas deve-se consequentemente a
sua composicdo fitoquimica, os quais sdo representados pelos acidos graxos, alcaloides,
esteroides, limonoides, flavonoides, taninos, saponinas e aminoacidos, pois sdo o0s principais
grupos quimicos encontrados em todas as polaridades de fracdo de extratos dessas plantas
(Kumazawa et al., 2013; Al-Hashemi e Hossain, 2016).

Entretanto, efeito espermicida também ja foi descrito advindo de extratos aquosos a
base de folhas de Azadirachta indica (Khillare e Shrivastav, 2003), e das cinzas da madeira
dessa melidcea que além de efeito espermicida gerou espermatozoides anormais, indicando
que apesar de ter em sua constituicdo fitoquimicos potencialmente antivirais, dependendo da
concentracdo determinara perda na qualidade espermatica por interferéncia no processo
espermatogénico (Auta e Hassan, 2016). Dessa forma, torna-se essencial uma avaliagédo
criteriosa, pois a citotoxicidade de determinados constituintes presentes em uma droga natural
pode acabar impedindo a descoberta de propriedades antivirais de outro componente

fitoquimico (Arthanari et al., 2012).
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Além de folhas e raizes, as sementes de plantas tém demonstrado em sua constituicdo
fitoquimica substancias antivirais promissoras, como por exemplo, sementes de Peganum
harmala, uma Zygophyllaceae, que in vitro inviabilizou a replicacdo do virus da gripe, pela
sintese tardia de proteinas virais (Moradi et al., 2017). Diante disso, observa-se que
dependendo do tipo de planta, algumas partes desta ou regides inteiras, sdo passiveis de serem
estudadas e seus principios bioativos validados, objetivando conhecer substancias que possam
vir a ser utilizadas no combate a doencas virais (Farzaneh e Carvalho, 2015).

Anteriormente, pesquisa com produtos naturais tratava-se de algo intuitivo ou empirico,
porém com o tempo os fitocompostos passaram a ser fonte das substancias onde tem se
concentrado o maior numero de pesquisas para uso terapéutico em humanos e animais, contra
diversas enfermidades infecciosas, sendo que em torno de 30% das drogas que se tem
conhecimento ao redor do mundo séo sintetizadas de maneira direta ou indireta de plantas
(Dantas et al, 2009; Maia et al., 2015).

A partir dessa premissa, € notorio que a diversidade biologica da flora brasileira
contribui para o direcionamento das pesquisas para o desenvolvimento de fitoterapicos,
incluindo aqueles com potencial acdo antiviral, os quais podem vir a serem utilizados na
terapéutica humana e veterinaria, de maneira alternativa ou complementar, na forma de
vegetais frescos, extratos vegetais e especialmente fitocompostos (Simoni, 2011).

A base dos estudos nessa tematica sdo o0s metabolitos secundarios (alcaloides,
flavonoides e terpenoides) por exercerem papel fundamental na pesquisa por compostos
antivirais bioativos, apresentando resultado promissor para a atividade antiviral de
flavonoides isolados ou constituintes de extratos vegetais (Nolkemper et al., 2010; Moradi et
al.,, 2017; Shikalepo et al., 2017). Diversas pesquisas ja demonstraram a eficacia de
compostos flavonoides exercendo atividade antiviral contra os mais diferentes virus, inclusive

retrovirus, como € o caso do CAEV (Dell'Aica et al., 2004; Wang et al., 2013; Zafar et al.,
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2013; Adianti et al., 2014; Santos et al., 2014; Zhang et al., 2014), pois certos tipos de
flavonoides podem determinar inibicdo da transcriptase reversa (Ahmad et al., 2015).

Além disso, alguns estudos relataram que fitocompostos com substancias antioxidantes
tém reduzido progressivamente certas retroviroses, como por exemplo, extratos de
Carprobrotus edulis (Omoruyi et al., 2012), Plectranthus barbatus (Kapewangolo et al.,
2013), e Bulbine frutescens (Shikalepo et al., 2017).

Dentre as principais vantagens da adocdo de fitocompostos na medicina veterinaria
estdo o baixo custo, acessibilidade de matéria prima, e riscos minimos de efeito colateral, por
se tratar de um medicamento natural (Farzaneh e Carvalho, 2015). No entanto, 0s
fitoterapicos, bem como as soluc@es utilizadas no preparo e dissolu¢do dos mesmos, podem
ser tdxicos a célula ou ao organismo como todo, que se almeja tratar ou proteger, sendo assim
imprescindivel realizar ensaios de citotoxicidade a fim de eliminar eventuais efeitos danosos e
indesejaveis. Adicionalmente, observa-se que determinadas limitacdes que sdo atribuidas ao
uso de fitoterapicos, em geral, referem-se a parte da planta selecionada (por poder influenciar
na concentracdo do principio ativo), estabiliza¢do da solucéo (solucdes de facil degradacdo) e
mensuracdo das concentracdes do principio ativo (Oliveira et al., 2009).

A grande maioria dos produtos naturais com efeito antiviral descrito na literatura trata-
se de extratos aquosos e etanodlicos (Parida et al. 2002; Zafar et al., 2013; Adrianti et al., 2014;
Santos et al., 2014; Zhang et al., 2014). Na dissolucdo dessas drogas normalmente se opta
pelo dimetilsulfoxido (DMSQO) como seu principal solvente por ser altamente soltvel e ndo
causar interferéncia molecular nos componentes fitoquimicos (Bona et al., 2014). Diante
disso, torna-se ainda mais vidvel a busca por uma alternativa antiviral a base de produtos
naturais para tratar o sémen infectado com o CAEV, uma vez que o DMSO, o principal
solvente de extratos vegetais, quando presente no diluidor seminal caprino ndo determina

perda na qualidade espermatica (Peixoto et al., 2017).
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Entretanto, na avaliacdo da eficacia desses fitoterapicos sdo passiveis iniUmeros métodos
de avaliacdo, porém a auséncia de dados cientificos que indique qual seria 0 melhor a ser
adotado, associado a falta de padronizacdo da metodologia de extracdo, e consequentemente
de analises in vitro, acabam por limitar maiores avancos no ramo das pesquisas com produtos

naturais (Bona et al., 2014).

Considerac0es Finais

O crescimento das pesquisas efetuando testes com as mais variadas espécies de plantas
ja comprovaram que € possivel encontrar constituintes fitoquimicos com efeito antiviral,
inclusive contra o retrovirus, mesmo fazendo uso da extracdo dos constituintes via processo
aquoso ou etanolico, com dissolucdo em DMSO. Adicionalmente, a classe de metabolitos
secundarios se concretiza como a fonte de onde pode se conseguir alternativas eficazes no
combate as doencas de carater viral, visando no caso dos retrovirus a atingir principalmente a
transcriptase reversa.

Nesse contexto, espera-se que essas plantas possam também se tornar eficazes na
inativacdo do CAEV presente no sémen de reprodutores caprinos, sem causar danos a célula
espermatica e nem interferéncia na fertilidade, possibilitando assim o uso de material genético
advindo de reprodutor infectado pelo lentivirus caprino. No entanto, como forma de incentivo
¢ imprescindivel que metodologias sejam padronizadas e parcerias interdisciplinares
formalizadas com a perspectiva de explorar com racionalidade e sustentabilidade a rica

biodiversidade, especialmente, da flora brasileira.
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ABSTRACT

Background: Contagious agalactia is an infectious disease caused by Mycoplasma agalactiae
(M. agalactiae) that occurs in small ruminants leading to productive and economic losses.
Due to the similarity of clinical signs presented in Caprine Arthritis Encephalitis (CAE),
which is a viral disease, a differential diagnosis is important. Therefore, this study aimed to
investigate the presence of anti-Mycoplasma agalactiae antibodies in dairy goat flocks in
Cearéa State and possible correlation with CAE.

Material, Methods & Results: The research was performed in four mesoregions in Ceara
State (Metropolitan Region of Fortaleza- MRF; Northeast Ceard — NeC; North Ceara — NC;

Sertbes in Ceara — SC), from which 16 productions located in 10 cities with the highest
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representativeness for goat milk production within the State or mesoregion were sampled. A
total of 417 females and 69 males (486 animals) of breeds with dairy production aptitude,
pure or crossbreed, maintained in semi-intensive or intensive systems, were tested. Blood
serum was obtained by venipuncture of the jugular vein with vacuum pressure syringe
followed by centrifugation at 1,500g for 10min. Antibodies against the caprine arthritis
encephalitis virus (CAEV) were detected with micro technique of agarose gel
immunodiffusion (AGID) and Western Blot (WB). The anti-Mycoplasma agalactiae
antibodies were detected with commercial kit of enzymatic immunoassay (IDEXX
Laboratories™). Seroprevalence of M. agalactiae in dairy goat flocks in Ceara State was
0.62% (3/486). From the total of 16 visited productions, 18.75% (3/16) had seropositive
animals for M. agalactiae located in MRF, NC and SC mesoregions. CAE was diagnosed in
56.25% (9/16) of productions with AGID and in 81.25% (13/16) with WB. In addition, 5.2%
(25/486) of animals were seropositive for CAE with AGID and 16.6% (80/486) with WB.
Animals that reacted positive for M. agalactiae were all females of pure breed with milk
production aptitude in distinct mesoregions submitted to intensive rearing system. None of
these animals was positive in neither test (AGID or WB) for CAE. Therefore, no correlation
of results obtained in diagnosis of M. agalactiae by ELISA and CAEV by AGID or WB
(P<0.05) was identified. However, two out of three productions that were positive for M.
agalactiae presented positive results for CAEV with frequencies of 10% and 20%.

Discussion: Seroprevalence of M. agalactiae in Ceard State was low in comparison with
other Brazilian states and even other countries. However, the presence of the pathogen in
more than one mesoregion indicates that the disease occurs in different locations within the
State. Therefore, flocks in Ceara are susceptible to the infection, which may be favored by
uncontrolled commerce that occurs with deficient surveillance, associated with the

importation of animals to improve flock genetic quality. The presence of the pathogen in
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dairy goats may contribute to significant losses in the local production. On the other hand,
CAE was diagnosed in nearly all productions proving the dissemination of this lentivirus
infection among dairy goat flocks in Ceard State. Although an association between these
diseases was not identified, the presence of a retrovirus in the organism may favor co-
infection with another micro-organism, promoting the deficiency in the immune system of the
host. In conclusion, M. agalactiae is present in different mesoregions of the Ceara State and
control measures should be adopted in short term to prevent pathogen dissemination and,
consequently reduce economic and productive losses in the local dairy goat production. No
correlation was identified between the prevalence of infection by CAEV and M. agalactiae in

this study.

Keywords: Correlation, diagnosis, caprine lentivirus, mycoplasmosis.

Descritores: Correlacdo, diagndéstico, lentivirus caprino, micoplasmose.

INTRODUCAO

A infeccdo por Mycoplasma agalactiae (M. agalactiae) afeta pequenos ruminantes [23],
causando a Agalaxia Contagiosa (AC), doenca raramente diagnosticada, apesar das perdas
econbmicas acarretadas a pecuaria [26]. No Brasil essa micoplasmose ja foi relatada no
Nordeste [6], primeiramente em 2001 na Paraiba [5], seguido por Pernambuco, Rio Grande do
Norte e Sergipe [1,5,26]. No Ceara, relataram Mycoplasma sp., pelo isolamento em co-

cultivo do liquido sinovial em células de dois caprinos [9].
Os sinais clinicos apés infeccdo por M. agalactiae s@o: mastite com reducdo na
producéo de leite, agalaxia, artrite, ceratoconjuntivite e pneumonia [15]. Essa doenca pode ser

confundida com a artrite encefalite caprina (CAE) cujo agente etioldgico desencadeia um
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quadro sintomatoldgico similar a AC, passando a ser fundamental um diagnostico diferencial
[19].

Portanto, o diagndstico ndo pode se basear apenas nos sinais clinicos, sendo necessario
a realizacdo de testes de diagndstico. O ensaio de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA)
indireto, em geral, é o escolhido para o diagnéstico de micoplasmose, por sua eficacia na
deteccdo de anticorpos [6,15]. Ja para CAE, a Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA) e
ELISA indireto sdo os exames preconizados pela Organizacdo Mundial de Saude Animal
(OIE) [16, 20]. No entanto, por sua sensibilidade e especificidade ser superior a outros testes
soroldgicos, o Western Blot (WB) tem sido uma alternativa eficaz na deteccdo de anticorpos
contra o lentivirus caprino [18, 24, 28]. Assim, objetivou-se com o presente estudo investigar
a existéncia de anticorpos anti-Mycoplasma agalactiae em rebanhos leiteiros no estado do

Cearéa e a sua possivel correlagdo com a CAE.

MATERIAIS E METODOS

Localizacéo

A pesquisa foi realizada em quatro mesorregides do estado do Ceard (Regido
Metropolitana de Fortaleza - RMF; Noroeste Cearense - NoC; Norte Cearense - NC; Sertdes
Cearense - SC), situadas no nordeste do Brasil. Na RMF foram estudadas sete propriedades
em quatro municipios (Aquiraz, Caucaia, Fortaleza e Horizonte), no NoC trés propriedades
em dois municipios (Santa Quitéria e Sobral), no NC trés propriedades em dois municipios
(Beberibe e Sdo Gongalo do Amarante) e nos SC foram trés propriedades em dois municipios
(Banabuiu e Quixada), perfazendo um total de 16 propriedades em 10 municipios com maior
representatividade na producdo de leite caprino para o estado ou para mesorregido. Além
disso, as mesorregides escolhidas representam 71,73% do rebanho caprino do estado do Ceara

[14].



60

Animais

Foram utilizados 417 fémeas e 69 reprodutores caprinos, totalizando 486 animais,
oriundos de rebanhos destinados a producéo de leite, sendo todos de raca com aptidéo leiteira,
puros ou mesticos, e criados em sistema intensivo ou semi-intensivo.

Procedimento Experimental

Os testes de diagndstico foram aplicados utilizando soro sanguineo, obtido a partir de
coleta de sangue de todos os animais experimentais por meio da puncéo da veia jugular, por
sistema & véacuo, com tubos' de 5 mL sem anticoagulante, seguido de centrifugacdo em
centrifuga (Excelsa® 11 206 BL)? ndo refrigerada a 1500 G por 10 minutos.

Na deteccdo de anticorpos contra o virus da artrite encefalite caprina (CAEV) foi
utilizado a microtécnica de imunodifusdo em gel de agar (IDGA) conforme metodologia de
Gouveia [13], e a técnica de Western Blot (WB) descrita por Rodrigues et al. [24]. O antigeno
utilizado para a IDGA foi produzido no Laboratério de Virologia da Embrapa Caprinos e
Ovinos, a partir de estirpe do CAEV-Cork (CAEV-Co), utilizando o protocolo de Pinheiro et
al. [22]. No preparo do antigeno utilizado no WB utilizou-se 0 método de ultracentrifugacéo
em gradiente de sacarose® [11]. A concentragdo da proteina total foi determinada pelo método
de Bradford [7] e o0 antigeno mantido a -80°C até a realizac¢do dos ensaios laboratoriais.

Para a deteccdo de anticorpos anti-Mycoplasma agalactiae da lipoproteina de
membrana p48, foi utilizado o kit comercial* de imunoensaio enzimatico, segundo
recomendacdes do fabricante, com diluicdo dos soros de 1:20 com valor de corte igual ou
superior a 60% de percentual de reconhecimento de anticorpos, sendo utilizado
espectofotdmetro (Multiskan FC)°® para leitura da absorbancia das placas.

Analise Estatistica
Um banco de dados foi elaborado, mediante tabulacdo e codificacdo, com os

resultados obtidos submetidos ao teste de Qui-quadrado (y°) e exato de Fisher, nos casos onde
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os critérios do qui-quadrado ndo foram atendidos, considerando-se sempre o nivel de
significancia de 5% (P < 0,05) analisado pelo programa IBM® SPSS® Statistics versdo 21°.
Em seguida, aplicou-se uma analise de regresséo logistica, considerando 0 modelo:

1
T =1 & e~ Bo+ Bi Xujt ot BnXim)

Em que:
7 = Probabilidade de ter a doenca
Jj = Variagéo de cada animal
e = Exponencial da funcéo logistica
Poa fm= Parametros do modelo

X1 a X, = Variaveis do estudo consideradas no modelo

RESULTADOS
Na analise dos dados (Tabela 1) pode-se observar que a soroprevaléncia de M.
agalactiae em rebanhos de caprinos leiteiros no estado do Ceara foi de 0,62% (3/486).
Tabela 1. Soroprevaléncia de anticorpos contra o virus da artrite encefalite caprina (CAEV) e

Mycoplasma agalactiae em caprinos leiteiros no estado do Ceara.

Virus da Artrite Encefalite Caprina Mycoplasma agalactiae
IDGA Western Blot ELISA
N©° % N©° % N©° %
Positivo 25 5,20 80 16,60 3 0,62
Negativo 461 94,80 406 83,40 483 99,38

IDGA = Imunodifusio em Gel de Agar; ELISA: Imunoensaio Enzimatico; N° = Nimero de amostras; % = Valor
percentual.

Dentre as 16 propriedades que compuseram esse estudo, 18,75% (3/16) tiveram
animais soropositivos para M. agalactiae, sendo estas oriundas das mesorregides

metropolitana de Fortaleza, norte cearense e sertdes cearenses (Figura 1).
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Figura 1. Soroprevaléncia do virus da artrite encefalite caprina (CAEV) por Imunodifusédo

em Gel de Agar (IDGA) e Western Blot, e do Mycoplasma agalactiae por Imunoensaio

Enzimatico (ELISA) indireto, nas propriedades com rebanho de caprinos leiteiros.

A CAE foi diagnosticada em 56,25% (9/16) das propriedades pela IDGA, e em
81,25% (13/16) pelo WB (Figura 1). Adicionalmente observa-se que a CAE, nesse estudo,
apresentou 5,2% (25/486) de animais soropositivos pela IDGA, enquanto pelo Western Blot,
16,6% (80/486) das amostras apresentaram anticorpos contra o lentivirus caprino (Tabela 1;
Figura 2). Contudo, no presente trabalho todas as amostras positivas no IDGA também foram

positivas pelo WB (Figura 3).
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Figura 2. Soroprevaléncia do virus da artrite encefalite caprina (CAEV) por Imunodifusédo

em Gel de Agar (IDGA) e Western Blot e do Mycoplasma agalactiae por Imunoensaio

Enzimaético (ELISA) indireto em rebanhos de caprinos leiteiros.
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Figura 3. Associacdo dos resultados do diagndstico soroldgico entre Imunodifusdo em Gel de

Agar (IDGA) com Western Blot (WB) para o virus da artrite encefalite caprina (CAEV), e de

ambos com o Imunoensaio Enzimatico (ELISA) indireto para Mycoplasma agalactiae.

IDGA (+) = Imunodifusdo em gel de 4gar com amostra com resultado positivo para anticorpos contra o virus da
artrite encefalite caprina; IDGA (-) = Imunodifusdo em gel de 4gar com amostra com resultado negativo para
anticorpos contra o virus da artrite encefalite caprina; WB (+) = Western Blot com amostra com resultado
positivo para anticorpos contra o virus da artrite encefalite caprina; WB (-) = Western Blot com amostra negativa
para anticorpos contra o virus da artrite encefalite caprina; ELISA (+) = Imunoensaio Enzimatico com amostra



64

positiva para anticorpos anti-Mycoplasma agalactiae; ELISA (-) = Imunoensaio Enzimatico com amostra
negativa para anticorpos anti-Mycoplasma agalactiae.

Os animais sororreagentes para M. agalactiae no presente estudo, eram de matrizes
puras de raga com aptiddo leiteira, pertencentes a propriedades e mesorregides distintas, e
submetidas a sistema de criagdo intensivo. Contudo, essas matrizes ndo foram soropositivas
em nenhum dos testes (IDGA e WB) para Artrite Encefalite Caprina. Dessa forma, ndo se
evidenciou correlacdo entre os resultados obtidos no teste de ELISA para M. agalactiae e o
CAEV por IDGA ou por WB (P < 0,05), pois nenhum animal apresentou resultado positivo
na deteccdo de anticorpos para ambos os patogenos (Figura 3). Entretanto, em trés
propriedades com animais sororreagentes para M. agalactiae, em duas foi identificado

animais com Artrite Encefalite Caprina com percentual de deteccéo variando de 10 a 20%.

DISCUSSAO

A soroprevaléncia encontrada para M. agalactiae no estado do Ceard pode ser
considerada baixa em comparagdo aos percentuais relatados em outros estados brasileiros,
como na Paraiba (83,28%) [8], Sergipe (10,3%) [26], Sdo Paulo (27,7%) [6], e Rio de Janeiro
(85%) [25], como também, em paises, como Mali (8,3%) [12], e Espanha (66,7%) [4]. Vale
ainda salientar que com esse estudo o estado do Ceara torna-se o quinto do Nordeste a relatar
a presenca desse agente.

A infeccdo de M. agalactiae nos estados brasileiros pode ser atribuida ao livre
comércio com fiscalizacdo deficiente em feiras e exposi¢cdes agropecuarias, associada a
importacdo de animais de outros estados ou paises como forma de melhorar geneticamente a
qualidade dos rebanhos [5]. A presenca de animais cronicamente infectados e assintomaticos
resulta ndo s6 na manutencdo da infeccdo dentro do rebanho como também no risco de

disseminacdo para outras propriedades [23]. Como estes rebanhos sdo de animais
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direcionados a producdo de leite, a comprovacdo da presenca do agente favorece a
possibilidade de ocorréncias de perdas consideraveis na producéo [27].

Adicionalmente a presenca de anticorpos contra o M. agalactiae em propriedades
situadas em diferentes mesorregides, indica que apesar da baixa prevaléncia, a doenca
encontra-se em pontos distintos do estado do Ceara, sendo cada propriedade fonte de contagio
do patogeno. Diante disso, indica um estado de susceptibilidade a infeccdo por parte dos
rebanhos cearenses, sendo necessario medidas que impecam a sua disseminacdo, e
consequentemente maiores danos e perdas econdmicas aos produtores.

Ja a CAE por ter sido diagnosticada em quase todas as propriedades, comprova a
disseminacédo dessa lentivirose nos rebanhos cearenses com aptiddo leiteira, vindo o valor de
soropositividade detectado pela IDGA nesse estudo ser superior aos 4,6% constatado em
rebanhos de caprinos leiteiros no Ceara [21], e aos 2,8% relatado no estado do Maranhdo ao
fazer uso desse mesmo teste soroldgico [30]. Além disso, o teste de Western Blot reafirmou
ainda mais essa situacdo, uma vez que foram detectados um maior nimero de amostras
sororreagentes, comprovando assim a maior sensibilidade do WB em relacdo ao IDGA
(Figura 2) [3, 24]. Entretanto, o valor evidenciado nesse trabalho de amostras positivas para
CAE pelo WB, foi inferior aos 30,6% relatado em outra pesquisa com rebanhos de caprinos
cearenses [24], porém superior aos 6,44% registrado no sertdo de Pernambuco [2].

Mas fica evidente que a IDGA detecta niveis elevados de anticorpos circulantes no
sangue e que por isso propicia resultados falso-negativos, pois niveis minimos de anticorpos
podem ndo ser detectados. Em contrapartida, o0 WB, por ser um teste com maior sensibilidade,
é capaz de detectar baixos niveis de anticorpos, e riscos minimos de reagdes inespecificas [10,
24].

Nessa perspectiva, constata-se que tanto a Agalaxia Contagiosa quanto a CAE

encontram-se presente nos rebanhos cearenses, podendo a ocorréncia de rebanhos caprinos
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com casos de artrite, ceratoconjuntivite e pneumonia, sugerir a presenca de uma ou das duas
enfermidades [12].

Assim, embora ndo tenha sido comprovado a existéncia de associa¢do entre essas
enfermidades, a presenca de um retrovirus no organismo pode facilitar a coinfec¢éo por outro
microorganismo promovendo a debilitacdo do sistema imunoldgico do individuo portador.
Um exemplo classico pode ser observado com a elevacdo nos casos de coinfeccdo entre
pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), virus esse pertencente a
mesma familia do CAEV, e pelo bacilo da tuberculose, onde a infeccdo por HIV aumenta em
20 vezes o risco de desenvolver tuberculose ativa [17]. Além disso, ha relatos que 32,1% de
individuos portadores do HIV estavam coinfectados por Mycoplasma hominis uma espécie de
micoplasma potencialmente patogénico encontrado no trato urogenital [29]. Portanto, a

infeccdo por um retrovirus pode predispor a entrada de outros miroorganismos.

CONCLUSAO
Ndo houve correlacdo positiva na incidéncia de infeccdo pelo CAEV e pelo
Mycoplasma agalactiae no presente estudo. Porém o Mycoplasma agalactiae estd presente
em distintas mesorregides, e medidas sanitarias devem ser adotadas, em um curto prazo, a fim
de impedir a disseminacdo do patdgeno, e consequentemente, prejuizos produtivos e

econdmicos, a caprinocultura leiteira cearense.
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ABSTRACT

Background: Caprine Arthritis Encephalitis Virus have been detected in sperm of breeding
goats causing economic losses. In order to control the virus, researches aiming to identify
natural extracts with potential antiviral effects are performed. However, aqueous or ethanolic
extracts must be diluted in dimethyl sulfoxide (DMSQ), which is a substance with unknown
effects in sperm quality when present in diluting media. Therefore, this study aimed to
evaluate sperm viability of refrigerated caprine semen diluted in media containing DMSO.
This was performed to provide data that aid in researches involving the use of this component
with natural extracts that may inactivate the caprine lentivirus in sperm.

Materials, Methods & Results: The experiment was performed at the Laboratory of Seminal
Technology in Embrapa Goats and Sheep in the city of Sobral, Brazil. Sperm viability was

assessed in caprine semen refrigerated in two dilution media with crescent concentrations of
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DMSO. Sperm samples of five goats seronegative for the caprine lentivirus were pooled and
diluted in minimal essential medium (MEM) enriched with glucose at 0.01M added of
crescent concentrations of DMSO (0%, 1.5%, 1.75%, 2.0%, 2.25% and 2.5%). The same
breeders provided the pool of sperm to test Tris added 2.5% of egg yolk and the same
concentrations of DMSO previously mentioned. Treatments were refrigerated at 7°C and
evaluated up until four hours after DMSO addition. Individual progressive motility (MIP),
sperm vigor (V), percentage of spermatozoa reactive to hypoosmotic test (HO) and
morphologically normal (NOR) were evaluated. IPM, vigor and NOR remained within
normal standards for the caprine species in all treatments test. Percentage results of
spermatozoa reactive to hypoosmotic was higher in Tris yolk with values ranging between
34.66% to 46.33%. Sperm vigor was positively correlated (r = 0.85) with IPM in the MEM
diluted pool of sperm. In Tris yolk, vigor and hypoosmotic test correlated moderately (r =
0.63, r = 0.54, respectively) with IPM. Tris yolk medium added DMSO presented the highest
percentage of reactivity to hypoosmotic test in all treatments when compared to MEM added
DMSO.

Discussion: The fact that DMSO is easily homogenized in water, ethylic alcohol and most
organic solvents favors its use in diluting natural extracts. These components are a possible
source of products that inactivate caprine arthritis encephalitis virus in sperm, which is the
key to promoting the safe use of genetic material of infected breeders, in addition to
commercial use of germplasm. In this study, there was no interference of DMSO in the
analyzed parameters when added in a maximum concentration of 2.5% to MEM and Tris
yolk, which is in accordance with standard values for goats. In addition, Tris yolk may
promote greater protection to the membrane of sperm cells, which was demonstrated by
hypoosmotic test. This medium could be ideal to be used in new methodologies that

incorporate DMSO. In conclusion, DMSO added to dilution media Tris yolk and MEM did
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not interfere with the quality of refrigerated caprine sperm, which maintained viability. These
results indicate that this substance did not present harmful effects to the genetic material,
promoting the use as solvent of extracts from plant compounds with potential anti-viral effect.

The information in this study may aid new research performed in this area.

Keywords: Dimethyl Sulfoxide, MEM, Tris yolk, sperm preservation.

Descritores: Dimetilsulfoxido, MEM, Tris Gema, preservacao do sémen.

INTRODUCAO

A possibilidade de contaminacdo direta do sémen por microorganismos, COmo 0 Virus
da artrite encefalite caprina (CAEV), presente no sémen de caprinos na forma de DNA pro6-
viral [25] como também de RNA viral [17] inviabiliza o uso do reprodutor, e a
comercializacdo de seu germoplasma.

Assim, muitas pesquisas tem se direcionado para extratos de fitocompostos de produtos
naturais com potencial efeito antiviral para retirar ou inativar o CAEV do sémen, porém estes
devem ser previamente dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO) independente de serem
aquosos ou etandlicos [3,6]. A escolha dessa substancia como meio para dissolucdo dessas
drogas ocorre pela sua facil solubilidade em ambientes aquosos e etandlicos, e versatilidade
associada com inameras propriedades farmacologicas [1]. Além disso, 0 DMSO possui
capacidade de interagir com drogas naturais sem causar alteracdo na estrutura molecular,
propiciando assim que inumeras substancias quando associadas a ele sejam carreadas com
efeitos potencializados através das membranas, enquanto que a nivel celular exerce efeito
sinérgico com tais substancias [10].

Portanto, ao testar drogas cuja incorporacdo ocorreria no diluidor seminal deveria ser

levado em consideracdo o efeito destas, e no caso do DMSO, a sua acdo individual na
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qualidade espermatica durante o processo de resfriamento, e influéncia nos parametros
seminais. Nessa concepcdo, por ser algo desconhecido no enfoque utilizado, objetivou-se
avaliar a viabilidade espermatica de sémen caprino refrigerado diluido em diferentes meios
acrescidos de concentracdes crescentes de DMSO para poder utiliza-lo em eventuais

pesquisas com extratos naturais que possam inativar o CAEV no sémen.

MATERIAIS E METODOS
Localizacéo

O experimento foi realizado no Laboratério de Tecnologia de Sémen da Embrapa
Caprinos e Ovinos na cidade de Sobral - CE, nordeste do Brasil, a latitude de 3° 42’ sul,
longitude de 40° 21°.

Animais

Foram utilizados cinco reprodutores caprinos da raca Anglo-nubiano com idade de 12 a
24 meses, soronegativos para o lentivirus caprino obtidos apds trés testes consecutivos de
Western Blot (WB) e de Nested PCR (nPCR) no sangue, com intervalo de 30 dias.
Procedimento Experimental

Todos os animais foram submetidos a quatro coletas de sémen, com intervalo de sete
dias, por meio de vagina artificial modelo curto na presenca de uma fémea ovariectomizada
com estro induzido pela aplicacdo de 1 mL de benzoato de estradiol®, 48 h antes da coleta, e
imobilizada em tronco de contengédo de forma a facilitar a monta e a coleta.

A medida que o sémen era coletado o mesmo era imediatamente destinado ao
Laboratorio de Tecnologia de Sémen para realizacdo do espermograma, quantificando os
seguintes parametros: volume (mL), concentracdo espermética (x10° espermatozoide/mL),
motilidade individual progressiva (MIP, 0-100%), e vigor (0-5), de acordo com 0s critérios

preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA) [9]. Ap0s cada coleta
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colocou-se 0 sémen em banho-maria a 37°C e determinou-se o volume do ejaculado por meio
da graduacdo do tubo coletor de polipropileno®. Em seguida, uma gota de sémen foi colocada
juntamente com uma gota de solucéo salina entre 1amina® e laminula* pré-aquecida a 37°C e
observada em microscopico 6ptico® com aumentos de 10 e 40x, verificando a motilidade
progressiva retilinea (percentual) e o vigor espermatico. Posteriormente, acrescentou-se 50 puL
do sémen em 10 mL de solucdo fisioldgica formolizada a 0,1% tamponada para contagem das
células espermaticas, utilizando-se espectofotdmetro (Spectronic 20)°, para determinacéo da
concentracdo espermatica por mL e no ejaculado total.

Realizada a avaliagdo in vitro de cada ejaculado, o sémen dos reprodutores com MIP >
80% e vigor > 3 foram misturados formando um pool e em seguida diluidos em: meio
essencial minimo’ contendo glicose® a 0,01M e no diluidor Tris® (Tris-hidroximetil-
aminometano-H,NC(CH,OH)s. com adicdo de frutose® a 0,5%, acido citrico® a 1,99% e gema
de ovo & 2,5%. A diluicdo do pool de sémen foi feita para obter a concentragdo de 2 x 10°
espermatozoides processaveis/mL em ambos os diluentes.

O pool de sémen foi em seguida resfriado em geladeira (7°C), por duas horas para
estabilizar a temperatura do material. Apds isso, o pool de sémen foi dividido em tubos de 15
mL, acrescido de dimetilsulféxido (DMSO)® para a obtencdo das seguintes concentragdes: 0,
1,5; 1,75; 2,0; 2,25 e 2,5%. Adicionalmente, foram avaliados os parametros de motilidade
individual progressiva e vigor espermético do pool de sémen, nas diferentes concentragdes de
DMSO, com intervalo de duas horas, até um periodo maximo de quatro horas pds-adi¢édo do
diluente.

Concomitantemente eram feitas laminas para observagdo da morfologia espermatica por
meio de esfregagos corados com azul de bromofenol®, e avaliagdo de 200 células em
microscépio 6ptico (Leica DM 500)*° (100x). Foi realizado teste hiposmético, onde 50 pL de

cada amostra era depositada em tubo de 2,5 mL contendo 500 pL de solugcdo hiposmética com
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osmolaridade de 179 mOsmol/L composta de citrato de s6dio® e 4gua milli-Q. Apds 20
minutos, 30 uL dessa mistura era colocado em lamina e laminula contendo 60 pL de
glutaraldeido™ e efetuado a contagem dos espermatozoides com membrana plasmatica integra
através da observagdo em microscopico 6ptico’® com contraste de fase de aumentos de 40X,
realizando a contagem de 100 células.
Analise Estatistica

A consisténcia dos dados e analise descritiva (médias e desvio padrdo) das
caracteristicas avaliadas nas diferentes concentracfes de DMSO, em ambos os diluidores,
foram comparadas pelo Teste de t de Student a 5% de significancia, e submetido a correlagédo
de Pearson.

RESULTADOS

Independentemente do tipo de diluente utilizado, os valores encontrados de motilidade
individual progressiva (MIP) e vigor espermatico (V) apresentaram-se em conformidade com
o0s preconizados pelo CBRA [9]. Em adi¢do, pode ser observado que ndo houve interferéncia
do DMSO nos parametros de MIP e V (Tabela 1), quando esse foi adicionado a uma
concentracdo maxima de 2,5% ao MEM. Ao efetuar a andlise estatistica desses dois
parametros entre os diluidores, o vigor do sémen que foi diluido em MEM sem acréscimo de
DMSO apresentou diferenca significativa (P < 0,05) com relacdo ao pool diluido em Tris
Gema, também sem DMSO (Tabela 1). Quanto ao sémen diluido em Tris Gema foi
encontrada diferenca estatistica (P < 0,05) para a MIP, em diferentes concentracdes de

DMSO.
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Tabela 1. Caracteristicas espermaticas do pool de sémen de cinco reprodutores caprinos,
refrigerado e diluido em meio essencial minimo (MEM) ou Tris Gema a 2,5%, acrescido de

concentragdes crescentes de dimetilsulfoxido (DMSO).

MEM TRISGEMA

DMSO MIP \Y HO NOR MIP \Y HO NOR

0) (0) 05 () (%) *0) 05 *0) *0)
0 7500 £ 383+ 2083+ 87,10+ 8166+ 316+ 4633+ 90,00+
1048Aa 040Aa 563Aa 130Aa 408Aa 040Ba 6,.88Ba 653Aa

15 6500+ 350+ 1830+ 9065+ 66,06+ 333+ 3850+ 8608+
’ 1643Aa 0%4Aa 1191Aa 190Aa 816Ab 051Aa 450Bb 1949Aa
175 7333+ 360+ 1550+ 8767+ 7500+ 333+ 3550+ 9533+
' 1032Aa 051Aa 700Aa 11.80Aa 1048Aa 051Aa 8,758b 208Aa
20 70,00+ 360+ 1983+ 8891+ 70,00+ 316+ 34,66+ 9441+
’ 894Aa 051Aa 842Aa 351Aa 89%4Ab 040Aa 1192Bb 4553Ba
225 7833+ 383+ 2130+ 88,75+ 7333+ 316+ 34,66+ 94,16+
752Aa 040Aa 659Aa 654Aa 1366Aa 0,75Aa 11,34Bb 258Aa

o5 6833+ 333+ 2383+ 91,04+ 6833+ 300+ 4050+ 94,66+
’ 14,71Aa 081Aa 7,75Ra 183Aa 1471Ab 089Aa 602Ba 285Aa

MIP = motilidade individual progressiva; V = vigor espermético; HO = formas reativas ao teste hiposmético;
NOR = espermatozoides morfologicamente normais. Letras mailsculas diferentes ha mesma linha indicam
diferenca estatistica entre os diluidores (P < 0,05) para cada pardmetro; letras mindsculas diferentes na mesma
coluna indicam diferenca estatistica (P < 0,05) dentro de cada meio diluidor.

No que diz respeito ao percentual méaximo de espermatozoides reativos ao teste
hiposmoético (HO), percebe-se que o meio Tris gema acrescido de DMSO apresentou maior
percentual de reatividade em todos os tratamentos quando comparado com o MEM
incrementado com DMSO. Na avaliagdo separada por diluente, notou-se que 0s percentuais
detectados de espermatozoides com membrana funcional intacta, em sémen diluido em MEM,
ndo apresentaram diferenca estatistica (P > 0,05) nas diversas concentracdes de DMSO.
Observou-se diferenca estatistica quanto ao HO do sémen diluido em Tris Gema sem DMSO
em relagdo ao sémen diluido no mesmo meio, mas com concentragdes de 1,5 a 2,25% de
DMSO, porém néo foi observado quando a concentracdo foi de 2,5%. Em adi¢do, o maior
percentual de reatividade ao teste hiposmotico (2383 +7,75), do sémen diluido em MEM foi
com 2,5% de DMSO, assim foi sugestivo que 0 DMSO ndo afeta a membrana espermatica.

Quanto ao percentual de espermatozoides morfologicamente normais (Tabela 1)

observou-se que os valores permaneceram dentro dos padrdes entre 80 a 90% recomendados
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para caprinos [9], em todos os tratamentos, havendo diferenca estatistica (P < 0,05) apenas na
concentracdo de 2,0% de DMSO entre os diluentes seminais, com o Tris Gema vindo a
apresentar um maior percentual (94,41 + 4,53) de células espermaticas normais, em relacdo ao
MEM (88,91 + 3,51) nesse tratamento.

Evidenciou-se que dentre as alteracfes encontradas na morfologia espermatica em todos
os tratamentos, independente do diluidor, o principal defeito foi relacionado a problemas de
cabeca (Tabela 2). Nos tratamentos onde o diluidor utilizado foi 0 meio essencial minimo
(MEM) denota-se que até uma concentracdo de 1,75% de DMSO o defeito morfoldgico que
teve maior incidéncia apos os de cabeca foram defeitos de peca intermediaria (DPI), porém
essa situacdo se modificou a medida que ocorria aumento da concentracdo de DMSO a esse
tipo de diluidor, onde nesse caso os defeitos de flagelo passaram a ter maior ocorréncia que 0s
de peca intermediaria.

Tabela 2. Distribuicdo percentual de alteracGes na morfologia espermatica de sémen caprino
refrigerado diluido em meio essencial minimo (MEM) e Tris Gema a 2,5% acrescido de

concentracgdes crescentes de dimetilsulfoxido (DMSO).

DMSO . Morfologia esperméatica
%) Diluente %)
NO DA DC DPI DF

0 MEM 87,10+130 0,20+0,00 760+1,70 2,80+0,00 190+050
TRIS 90,00+653 0,00+0,00 6,90+580 120+0,10 190+0,60
15 MEM 90,65+190 040+060 339+020 325+220  234+080
’ TRIS 8608+1949  009+010 1067+1130 125+040 1,75+050
175 MEM 8767+1180  000+000 931+1130 184+050 119+030
’ TRIS 9533+2,08 0,00+0,00 2424010 092+0,10 134+040
20 MEM 8891+351 0,09+0,10 5,75+6,50 209+130  317+110
’ TRIS 9441+453 0,00+0,00 283+1,60 059+060  217+060
95 MEM 88,75+654 0,00+0,00 6,00+4,60 200050 3424070
’ TRIS 94,16 +258 0,00+0,00 283+0,20 067+000  233+050
o5 MEM 91,04+183 00+000 458+152 1,71+0,76 252+090

TRIS 94,66+285 00+000 316+09%4 0,/5+082 150+£029
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NO: normais; DA: defeito de acrossomo; DC: defeito de cabeca; DPI: defeito de pega intermediaria; DF: defeito
de flagelo.

Ja no diluidor Tris Gema foi observado que em todas as concentra¢cdes de DMSO, o
segundo maior percentual de defeito morfoldgico era relacionado a defeitos de flagelo,
indicando que concentragbes maiores de DMSO a esse diluidor determinaria maiores
incidéncias desse tipo de alteracdo espermatica, a qual é prejudicial a fertilidade da célula.
Exatamente nesse diluente, denotou-se que durante as avaliagcGes de patologia espermaética
encontrou-se um defeito raro que € a presenca de um espermatozoide bicaudal (Figura 1) na

concentracéo de 2,25% de DMSO acrescido ao diluente Tris Gema.

Figura 1. Espermatozoide bicaudal na concentracdo de 2,25% de dimetilsulfoxido (DMSQ) acrescido

ao diluente Tris Gema.

Analisando as correlagdes das caracteristicas espermaticas avaliadas no pool de sémen
diluido em MEM (Tabela 3) verifica-se que apenas o vigor (V) apresentou diferenca
estatistica (P < 0,05) e correlagdo positiva alta (r = 0,85) com a motilidade individual

progressiva (MIP).
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Tabela 3. Coeficientes de correlacdo de Pearson das caracteristicas seminais de sémen

caprino refrigerado e diluido em meio essencial minimo (MEM) enriquecido com glicose a

0,01M.
MIP \V HO NOR
MIP -
VIGOR 0,85* -
HO 0,30ns 0,19ns -
NOR 0,042ns -0,036ns 0,218ns -

MIP = motilidade individual progressiva; V = vigor espermatico; HO = formas reativas ao teste hiposmético;
NOR = espermatozoides morfologicamente normais. * = (P < 0,05); ns = ndo significativo (P > 0,05).

Observa que com o pool de sémen diluido em Tris Gema, o vigor, juntamente com o
percentual de formas reativas ao teste hiposmético (HO) apresentaram correlacdo favoravel e

moderada (r = 0,63; r = 54, respectivamente) com a MIP (Tabela 4).

Tabela 4. Coeficientes de correlacdo de Pearson das caracteristicas seminais de sémen

caprino refrigerado e diluido em Tris Gemas a 2,5%.

MIP \V HO NOR
MIP -
VIGOR 0,63* -
HO 0,54* 0,29 ns -
NOR 0,085ns -0,304ns -0,232ns -

MIP = motilidade individual progressiva; V = vigor espermatico; HO = formas reativas ao teste hiposmético;
NOR = espermatozoides morfologicamente normais. * = (P < 0,05); ns = ndo significativo (P > 0,05).

DISCUSSAO
A eficacia do dimetilsulféxido (DMSO) como crioprotetor interno e/ou anti-
inflamatdrio j& estd bem elucidada [12], agora o presente estudo constatou a viabilidade do
sémen quando essa substancia for inclusa ao diluente seminal para o processo de refrigeragéo,
apresentando parametros seminais normais para espécie e similares a outros autores [25,27]
gue também avaliaram sémen caprino refrigerado, porém sem DMSO. Desse modo, observa-
se que o DMSO, independente da concentragéo testada nos diluentes MEM e Tris Gema nao

ocasionou efeito danoso sobre os espermatozoides.
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Quanto ao percentual maximo de espermatozoides reativos ao teste hiposmético (HO),
independente do diluente (MEM ou Tris Gema) os dados obtidos foram inferiores aos
relatados em outras pesquisas [5,16,19]. Mas deve-se ressaltar, que nesses trabalhos a solucédo
hiposmética era composta de citrato de soédio com frutose apresentando osmolaridades de
150mOsm/L e 412mOsm/Kg, valores esses diferentes da osmolaridade da solucéo de citrato
de sodio (179mOsmol/L), ndo enriquecida com frutose, deste trabalho.

Altos indices de temperatura ambiente e umidade relativa do ar podem ter contribuido
para a ocorréncia desses baixos valores de reatividade ao teste, através de possiveis alteracdes
da qualidade seminal por meio de modificacBes no processo de maturacdo no epididimo que
resultaria em problemas na membrana espermatica dos espermatozoides [11,21], e com isso
comprometendo a resposta dos mesmos ao teste hiposmatico.

Em adicdo, tratamentos em que o diluente é o Tris Gema ha uma maior taxa de
preservacdo da membrana da célula espermatica, a qual permanece com sua membrana
normal do ponto de vista funcional, mesmo na presenca de DMSO no diluente. Situacdo
semelhante foi também relatada por outros autores [13,26], 0s quais mencionam que
diluidores a base de gema de ovo determinam uma maior preservacdo da membrana
plasmatica, pois tem em sua composicao fracdes lipoproteicas de baixa densidade que ajudam
a preservar a integridade da membrana celular do espermatozoide, determinando taxas
maiores de reatividade ao teste hiposmotico. Fato esse nao proporcionado pelo MEM,
justificando assim a ocorréncia de diferenca estatistica (P < 0,05) entre esses dois diluidores
em todos os tratamentos. Na literatura, diversos trabalhos relataram a qualidade e eficiéncia
do Tris Gema como diluente seminal [15,25,27,28], pois 0 mesmo além de atuar como uma
substancia tampdo acarreta uma desaceleracdo do metabolismo da frutose pelo
espermatozoide, de modo a contribuir para preservacao energetica da célula espermatica [7].

Partindo dessa premissa, presume-se que possivelmente esse diluente seja o ideal a ser
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adotado em metodologias que busquem a inativacdo do CAEV no sémen através de extratos
naturais dissolvidos em DMSO, tornando uma ferramenta auxiliar no combate a artrite
encefalite caprina.

Mas vale ressaltar que os resultados apresentados nesse estudo corroboram com os de
outros autores [24] no que diz respeito ao uso do MEM como diluente seminal apresentando
potencial de manutencdo do sémen caprino dentro dos padrdes normais para a espécie,
podendo vir a ser adotado como diluidor seminal.

Na andlise das alteracdes encontradas na morfologia espermatica houve uma grande
deteccdo de problemas de cabeca (Tabela 2). Normalmente a ocorréncia dessas alteracdes é
atribuida a elementos toxicos, advindos do préprio metabolismo espermatico, como por
exemplo, constituintes de espermatozoides imoveis ou anormais que apresentam capacidade
de reacdo com o oxigénio e causam a degeneracdo, ndo podendo nesse caso, associar a
incidéncia dessas alteracdes ao DMSO, uma vez que os indices de células espermaticas com
morfologia normal permaneceram em conformidade para a espécie.

Nesse estudo também foi evidenciado a presenca de um defeito raro, que € a presenca
de um espermatozoide bicaudal (Figura 1), pois, em geral, os principais defeitos morfolégicos
de sémen caprino descritos na literatura sdo relacionados a problemas de peca intermediaria
[2] e /ou de cabeca de espermatozoides [14], sendo esse Ultimo defeito o que mais foi
observado nesse atual estudo.

Deve-se salientar que o efeito deletério, ocasionado por altas temperaturas, as quais sao
peculiares do nordeste brasileiro, prejudicam a qualidade seminal, resultando muitas vezes em
aumento na temperatura testicular do animal e por consequéncia acarretando em degeneracdes
especificas, ao ponto de propiciar irregularidades na morfologia espermética em etapas
importantes do processo de espermatogénese [11], o que possivelmente contribuiu para

determinar esse maior percentual de defeitos de cabeca relatado nesse trabalho.
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Alguns autores [2] mencionaram que inumeros fatores (protocolo, diluente, coloracao)
influenciaram na analise patoldgica, inclusive a variagdo de cada reprodutor (o qual foi
eliminado com a avaliacdo do pool e ndo de cada ejaculado), com isso ha uma enorme
relevancia na avaliacdo da patologia espermatica, pois conforme a distribuicdo de
espermatozoides normais poderia determinar a fertilidade, tanto in vitro quanto in vivo,
dependendo da constituicdo da célula espermatica. Com isso, partidas de sémen que venham a
apresentar problemas de cauda dupla implicaria em baixa qualidade espermatica.

A motilidade espermética estd diretamente relacionado com o poder dos
espermatozoides de alcancarem o ambiente uterino e o local de fertilizacdo [22], sendo de
enorme importancia que haja a ocorréncia de correlacdo entre motilidade e vigor espermatico,
algo que foi evidenciado nesse estudo tanto nos tratamento onde o DMSO foi incluso em
MEM (Tabela 3) quanto nos que tinha o Tris Gema como diluidor seminal (Tabela 4),
corroborando assim com outros dados presentes na literatura que relatam correlacdo de
moderada a alta entre MIP e V em sémen caprino [4,18], correlacdo essa ja relatada também
em outras espécies de interesse zootécnico, como por exemplo, bovinos [20] e frangos [8].

Assim, vale salientar, que na busca constante por novas alternativas que venham a ser
eficazes na retirada ou inativacdo do virus da CAE no sémen, observa-se que o DMSO ¢
passivel de ser incluso no diluente seminal, uma vez que os dados desse estudo demonstram
que a viabilidade seminal permanece estavel. Portanto, extratos naturais aquosos e/ou
etanolicos com potencial antiviral, que normalmente possuam o0 DMSO como seu principal
diluente, em virtude de sua capacidade de se misturar a agua, alcool etilico e grande parte de
solventes orgénicos [10] torna-se uma ferramenta a ser validada em novos estudos que visem

a inativacgdo do virus da CAE presente no sémen de reprodutores.
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CONCLUSAO
O DMSO adicionado aos diluentes seminais, MEM e Tris Gema, nédo interferiu na
qualidade do sémen caprino refrigerado, o qual manteve sua viabilidade, indicando que essa
substancia ndo apresentou efeitos danosos a esse material genético, possibilitando o seu uso
como solvente de extratos de fitocompostos com potencial efeito antiviral. Adicionalmente,
espera-se que as informacfes do presente estudo sirvam de subsidio para novas pesquisas

dentro dessa vertente.
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Avaliacéo in vitro da atividade antiviral e citotoxica de extratos de

Azadirachta indica A. Juss. (nim) sobre o lentivirus caprino no sémen

In vitro evaluation of antiviral and cytotoxic effects of Azadirachta indica A. Juss. (nim)

extracts against the caprine lentivirus in semen

Renato Mesquita Peixoto, Antonio Adailson de Sousa Silva, Alice Andrioli, Raymundo
Rizaldo Pinheiro, Ana Lidia Madeira de Sousa, Juscilania Furtado Araujo, Dalva Alana
Aragdo de Azevedo, Kelma Costa de Souza, Selene Maria Maia de Morais, Maria Fatima da

Silva Teixeira

Periddico: Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia (ISSN: 1678-4162)
Quialis: A2 na Medicina Veterinaria
(N&o submetido por ter sido dado entrada no processo de patente, estando a aguardar parecer)
PROCESSO DE PATENTE
SIGED Embrapa: 21148.301549/2017-71
SNE Embrapa: 21165.000110/2017-15
Anélise de Patenteabilidade Ref. APA-E-H-17B0330




PROCESSO DE PATENTE
SIGED Embrapa: 21148.301549/2017-71

SNE Embrapa: 21165.000110/2017-15
Analise de Patenteabilidade Ref. APA-E-H-17B0330

92



PROCESSO DE PATENTE
SIGED Embrapa: 21148.301549/2017-71

SNE Embrapa: 21165.000110/2017-15
Analise de Patenteabilidade Ref. APA-E-H-17B0330

93



PROCESSO DE PATENTE
SIGED Embrapa: 21148.301549/2017-71

SNE Embrapa: 21165.000110/2017-15
Analise de Patenteabilidade Ref. APA-E-H-17B0330

94



PROCESSO DE PATENTE
SIGED Embrapa: 21148.301549/2017-71

SNE Embrapa: 21165.000110/2017-15
Andlise de Patenteabilidade Ref. APA-E-H-17B0330

95



PROCESSO DE PATENTE
SIGED Embrapa: 21148.301549/2017-71

SNE Embrapa: 21165.000110/2017-15
Analise de Patenteabilidade Ref. APA-E-H-17B0330

96



PROCESSO DE PATENTE
SIGED Embrapa: 21148.301549/2017-71

SNE Embrapa: 21165.000110/2017-15
Analise de Patenteabilidade Ref. APA-E-H-17B0330

97



PROCESSO DE PATENTE
SIGED Embrapa: 21148.301549/2017-71

SNE Embrapa: 21165.000110/2017-15
Andlise de Patenteabilidade Ref. APA-E-H-17B0330

98



PROCESSO DE PATENTE
SIGED Embrapa: 21148.301549/2017-71

SNE Embrapa: 21165.000110/2017-15
Analise de Patenteabilidade Ref. APA-E-H-17B0330

99



100

PROCESSO DE PATENTE
SIGED Embrapa: 21148.301549/2017-71

SNE Embrapa: 21165.000110/2017-15
Analise de Patenteabilidade Ref. APA-E-H-17B0330




101

PROCESSO DE PATENTE
SIGED Embrapa: 21148.301549/2017-71

SNE Embrapa: 21165.000110/2017-15
Andlise de Patenteabilidade Ref. APA-E-H-17B0330




102

PROCESSO DE PATENTE
SIGED Embrapa: 21148.301549/2017-71

SNE Embrapa: 21165.000110/2017-15
Andlise de Patenteabilidade Ref. APA-E-H-17B0330




103

PROCESSO DE PATENTE
SIGED Embrapa: 21148.301549/2017-71

SNE Embrapa: 21165.000110/2017-15
Andlise de Patenteabilidade Ref. APA-E-H-17B0330




104

PROCESSO DE PATENTE
SIGED Embrapa: 21148.301549/2017-71

SNE Embrapa: 21165.000110/2017-15
Analise de Patenteabilidade Ref. APA-E-H-17B0330




105

PROCESSO DE PATENTE
SIGED Embrapa: 21148.301549/2017-71

SNE Embrapa: 21165.000110/2017-15
Analise de Patenteabilidade Ref. APA-E-H-17B0330




106

PROCESSO DE PATENTE
SIGED Embrapa: 21148.301549/2017-71

SNE Embrapa: 21165.000110/2017-15
Andlise de Patenteabilidade Ref. APA-E-H-17B0330




107

PROCESSO DE PATENTE
SIGED Embrapa: 21148.301549/2017-71

SNE Embrapa: 21165.000110/2017-15
Andlise de Patenteabilidade Ref. APA-E-H-17B0330




108

PROCESSO DE PATENTE
SIGED Embrapa: 21148.301549/2017-71

SNE Embrapa: 21165.000110/2017-15
Andlise de Patenteabilidade Ref. APA-E-H-17B0330




109

PROCESSO DE PATENTE
SIGED Embrapa: 21148.301549/2017-71

SNE Embrapa: 21165.000110/2017-15
Analise de Patenteabilidade Ref. APA-E-H-17B0330




110

10. CONCLUSOES

Ha baixa prevaléncia de Mycoplasma agalactiae nos rebanhos leiteiros das
mesorregides (norte, noroeste, sertbes cearenses e regido metropolitana de Fortaleza) do
estado do Ceard, e ndo ha casos de coinfeccdo com o lentivirus caprino.

Adicionalmente o dimetilsulfoxido (DMSQO) pode ser utilizado como solvente de
extratos vegetais e incluso no diluente seminal sem acarretar danos a qualidade do sémen.
Além disso, verificou-se que Azadirachta indica A. Juss. (nim) em acetato de etila e etanol
em altas concetracGes apresentaram efeito inibitdrio contra o lentivirus caprino, porém novas

pesquisas sdo validas para poder determinar com maior clareza.
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11. PERSPECTIVAS

e Novas avaliacGes sobre a associagdo do lentivirus caprino com bactérias do tipo
Mycoplasma agalactiae, ou mesmo com outroS microorganismos passa a Ser
interessante a fim de verificar a influéncia das infecgbes secundarias no
comprometimento da salde animal, e consequentemente 0s prejuizos acarretados na

producdo, reproducdo e no bem-estar animal,

e Azadirachta indica A. Juss. (nim) em acetato de etila e etanol futuramente podem a
vir a ser utilizados no tratamento do sémen caprino, no intuido de garantir o padrao
sanitario do mesmo, porém mais testes in vitro sdo necessarios para validar a melhor
concentracdo, bem como o tempo de tratamento e a melhor técnica de extracdo do

fitocomposto;

e Estudos adicionais até mesmo com outras espécies e familias botanicas séo
necessarios, pois a diversidade da flora brasileira induz que o ramo dos fitocompostos

seja algo promissor na busca por substancias inibidoras de lentiviroses;

e Adicionalmente, pesquisas com outras fragdes de Azadirachta indica A. Juss. (nim) e
até mesmo em concentracdes maiores, e advindas de outras partes da planta é valida a
fim de observar o comportamento do virus frente a super dosagens, mas desde que nao
afete a qualidade espermatica, para posteriormente dar seguimento na realizacdo de

testes in vivo;

e Por fim, andlises bioquimicas e de isolamento dos constituintes das fragcbes com
potencial antiviral € uma etapa que deve ser realizada para verificar qual a substancia
que realmente apresenta acdo eficaz de inativacdo viral, e em qual etapa do processo

infeccioso hé inibig&o.
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CEUA / CNPC

Caprinos e Ovinos

l

CERTIFICADO DE CREDENCIAMENTO E AUTORIZACAO PARA REALIZACAO DE PROTOCOLO ]

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Embrapa Caprinos e Ovinos — CEUA-CNPC — em reunido
realizada no dia 24 de fevereiro de 2015 e com base na legislacdo nacional vigente (Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008; Resolugdo Normativa CONCEA n® 12/2013), deliberou por autorizar a realizagdo do
projeto “Avaliacdo da inativacdo viral do CAEV por fitocompostos adicionados ao meio de processamento
do sémen de caprinos visando restringir a transmissdo viral pela inseminacdo artificial”, protocolo n?
013/2014, sob a responsabilidade da Dra. Alice Andrioli Pinheiro, desde que respeitada a descrigdo da
metodologia apresentada a CEUA-CNPC.
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CEUA/CNPC para arquivamento.
Sobral, CE, 25 de fevereiro de 2015.
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Mycoplasma agalactiae em rebanhos leiteiros no estado do Ceara
em associacio com o virus da artrite encefalite caprina’

Mycoplasma agalacriae in Dalry Goat Flocks Bred in Ceard State of Ceard
in Assoclation with Caprine Arthritis Encephalitis Vinues

Renato Mesquita Peixoto', Alice Andrioli; Raymundo Rizaldo Pinheiro®,
Francizco Selmo Fernandes Alves®, Vanderan Warlington Souza dos Santos’; Maximiana Mesquita de Sousa’,
Dalva Alana Aragio de Azevedo', Edgar Marques Damasceno® & Maria Fitima da Silva Teixeira'

ABSTRALCT

Background: Comagicns agalactia is an infectious disense camsed by Mveopdaswa agelactiar (M. apalacriar) that ocours in small
rumminanis leading o productive and ecomomic kesses. Due wo the similanity of clinical signs presenied i Caprine Anhritis Encepha-
litis (CAE), which is a viral disease, a differential diagnosis is imporiant. Therefore, this siudy aimed w0 investigate the presence of
anii-Myoopfeme agnlacrias antibodies in dairy goat Socks in Ceard Stmie and possible comelation with CAE.

Mrierials, Mediods & Besmwlis: The research was performed in four mesoregions i Ceard Smie (Metropolitan Region of Forialeza-
MRF; Monheasi Ceand - MeC: Monh Ceard - MC: Senibes in Ceard - SC), from which 16 productions located in 10 cities with
the highesi represemativeness for goal milk production within the State or mesoregion were sampled. A intal of 417 females and
9 males (486 animals) of breeds with dairy prodection apiitude, pure or crossbreed, maintined in semi-iniensive or intensive
sysiems, were tesied. Blood serum was obained by venipunciure of the jagular vein with vacuwam pressare syringe follmwed
by cemarifisgation at 1,500 g for 10min Antbodies against the caprine arthritis encephalitis vines (CAEV) were desected with
micro iechmnique of agarose gel immunodiffusson (G and Wesiern Blon (WE)L The anti-MWycoplivswa agaleeniar antibodies
were deiecied with commercial kit of enzymatic immunoassay (IDEXX Laboramnies™ ). Seroprevalence of M. apalacriar in
dairy goat flocks in Ceard State was (620 ( 3486). From the woial of 16 visited productions, 18 75% (3/16) had seropositve
animals for M. agelacviar bocaied in MRF, NC and SC mesoregions. CAE was disgnosed in 56 25% (916) of productions with
MG and in 81259 (1 3/16) wish WEH. In addition, 5 2% (25/4%6) of animals were seropositive for CAE with AGID and 1606%
(B BA) with WH. Animals that reacted positive for M. seabserioe were all females of pure breed with milk prodection aptipsde
in distinet mesoregions sahmited o intensive rearing sysiem. Mone of these animals was positive n nedther test (AGID or WE)
for CAE. Therefore, no comelation of results ofeained in dizgnosis of M. agalaciar by ELISA and CAEV by AGID or WH (P
oz [L0S  was identified. However, two oul of three productions that were positive for M. agelacnioe presenied positive resulis for
CAEY with frequencies of 10 and 20k,

Ihsewession: Seroprevalence of M. agalsciior in Ceard Staie was low in comparison with other Brwilian siaies and even other
couniries. However, the presence of the pathogen in more than one mesoregion indicmes that the disease ooours in different loca-
mians within the Sate. Therefore, Bocks in Ceard are suscepiihle to the infection, which may be favorsd by uncontrolled commerce
ghat oocurs with deficient sarveillance, associsted with the impomation of animals o impeove flock genetic guality. The presence
of the pathogen in dairy goais may coniribuie so significant losses in the local production. On the other hand, CAE was disgnosed
in nearly all productions proving the dissemiration of this lentivirus infection among dairy goat Socks in Ceard Swaie. Although
an assnciation hetween these diseases was not identified, the presence of o retrovirus in the organism may fmvor co-infection with
another micro-orgamism, promating the deficiency in e immame sysiem of the host In conclusion, M. sgalseriee & present in
differemt mesoregions of the Ceard State and control measures should be sdopted in short e (o prevent pathogen dissemination
and, comsequently reduce economic and prodective losses in the local dairy goat production. Mo comelation was identified berween
e prevalence of indection by CAEY and M. agaiweniae in this sdy.

Eeywords: cormelation, diagnosis, capring lentivirnus, my coplasmosis
Descritores: comelaghno, diagndstico, lentivinas caprinn, micoplasmase.

Fecered: 18 Ociober 2007 Acoepbes: 1 Febraary 3B Pubihee: 27 Febraary H00E
Artade hased on g Diceriation submelicd by e scemor ssihor in pariial Tulllmenl of oguescment (o the Dector’s Degree. Lshoraisino de Vicdona
FLABIVIR L Py e P Susciin om Ciercias Veterindnas (FROCY ), Universidale Estsbial do Ceard (UECE ), Fortalesa, CE, Brazil. FEM-
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Avaliacao da toxicidade de solvente de extratos vegetais com a¢ao
antiviral em sémen caprino refrigerado”

Evaluation of Solvent Toxicity of Flant Extract with Antiviral Action in Refrigerated Goat Semen

Renato Mesquita Peixoto’, Alice Andrioli®, Diones Oliveira Santos’, Raymundo Rizaldo Pinheiro™,
Juscilinia Furtado Araidjo’, Ana Lidia Madeira de Sousa’; Davi Faria Sibva®;
Edigar Margues Damasceno? & Maria Fatima da Silwa Teixeira®

ABSTREACT

Backgreurd: Caprine Anhriis Encephalitis ¥inas have beendeiected in sperm of breeding goais comsing economic losses.
In arder o control the vimns, researches aiming 1o identify maboral extracs with potertial antiviral effects are perfomed.
However. aquecas or ethanolic exmracts muss be dibmed in dimeihyl sulfoxide (DMS0), which is a sabsiance with unimoem
effects in sperm quality when present in dilating media Therefore, this stedy simed 1o evalusie spermn vishiliny of refriger-
ated caprine semmen dibmed in media containing DMS 0. This was perfomed to provide data that aid inresearches imalving
thie use of this caomponent with nataral exiracts that may inactivase the caprine lengivirus in sperm

Meaterials, Medrods & Reswliv: The experimem was performed at the Laborstory of Seminal Technology in Embrapa Goars
and Sheep in the city of Sobral, Brazil. Sperm viability was assessed in caprine semen refnigerated in rwo dilmtion media
wigh crescent concenirations of DMSO). Sperm samples of five goais seronegaiive for the caprine lentivinus were pocled and
diluied in minimal essential medium (MEM) enniched with gluoose s (k01 M added of cresceni concentraiions of DMSO
(0%, 1.5%, 1.75%, 20, 2 25% and 2.5% ). The same breeders provided the pood of sperm: o test Tris added 2.5% of egg
yolk and the same concemrations of DMS O previously meniboned. Treatments were refrigersted at 7°C ond evaluaied up
unail four b after IS0 addition. Individas progressive motlicy (MIP) sperm vigor (V). perceniage of spermatozoa reac-
tive o hypoosmstic vest (HO) and mesphodogically normal (MOR b wene evaluated. 1PM, vigor and NOR remaned within
noamal stondards for the capring species in all treat est. Percentage results of spermaloeoa reactive o hypocsmatic
wits higher im Tris yolk with values ranging beiween 34.66% o 46.33%. ﬁ:ﬂm vigor was posgively comelaied (r = (LES)
wigh IFA in the MEM diluted poal of sperm. In Tris volk, vigor and hypoo et comelated moderately (r = 063, r=
.54, pespeciively) with IPM. Tris yolk medim added DMS0 presented the highesi percemtage of reactivity to hypoosmodic
test in all ireapments when compared po MEM added DMSO.

Inisewssion: The fact thar DMSO is eaxily homogenized in water. ethylic deohal snd mos organic solvents fivars its ose
im diluting naveral extracis. These components are a possible source of products thai mactiviie caprine anhritis encephalitis
wirus im sperm. which i the key o promating the safe use of genetic material of infecsed breediers, in addition (o commeercial
use of germplasm. In this snudy, there was no interference of DMSO in the analyzed parameters when added in & maximum
concenmraticon of 2 5% w MEM and Tris yollc, which is in sccordance with standard values for goars. In addition. Tris yolk
My promote greater proteciion bo the membrane of sperm cells, which was demonstraied by hyporsmotic iest. This medium
could be ideal o be wsed in new methodobogies that imcorporate DMS0. In conclusion, DASCO added 1o dibation media Tris
yoilk and MEM did no imserfere with the quality of refrigemied caprine sperm, which maintained viahility. These results mdi-
cate that this substance did not present harmbal effecis o the genetic material, promoting the ese as solveni of exraces from
plant compoemids. with potentiad ani-virl effect The mfcrmuation in this siudy may aid new research performed in shis area.
Keywords: Dimethy] sulfoxide, MEAM, Tris volk. sperm preservation.

Descritores: dimetilsalfdxido, MEM. Tris Gema, preservagho do sémen.
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