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RESUMO 

 

O lentivírus caprino apresenta-se disseminado no Brasil, propiciando a ocorrência de 

infecções secundárias, as quais são comuns em animais com enfermidade viral. Ademais, 

infecções por Mycoplasma agalactiae (M. agalactiae) são diagnosticadas em muitos estados 

nordestinos, os quais também se encontra presente o vírus da artrite encefalite caprina 

(CAEV), onde a inexistência de vacina ou tratamento eficaz propicia a eliminação de muitos 

reprodutores de alta qualidade genética dos rebanhos. Nesse contexto, há a necessidade de 

buscar métodos de evitar a disseminação do vírus pela via reprodutiva, e consequentemente 

evitar o estabelecimento de infecções simultâneas. Assim, objetivou-se determinar a 

ocorrência de coinfecção pelo lentivírus caprino e Mycoplasma agalactiae nos rebanhos 

leiteiros do Ceará, bem como avaliar in vitro a atividade antiviral de extratos etanólicos de 

Azadirachta indica A. Juss. (nim) contra esse lentivírus presente no sêmen caprino. Esse 

trabalho foi dividido em três etapas. Na 1ª etapa investigou-se a existência de anticorpos anti-

Mycoplasma agalactiae em rebanhos leiteiros no estado do Ceará e a sua possível correlação 

com a artrite encefalite caprina (CAE). Utilizaram-se 417 fêmeas e 69 reprodutores caprinos 

(486 animais) de raças com aptidão leiteira, puros ou mestiços, de sistema intensivo ou semi-

intensivo, advindos de quatro mesorregiões do estado do Ceará. Anticorpos contra o CAEV 

foram detectados pela microtécnica de imunodifusão em gel de ágar (IDGA) e de Western 

Blot (WB). Já os anticorpos anti-Mycoplasma agalactiae optou-se pelo kit comercial de 

imunoensaio enzimático da IDEXX Laboratories™. A soroprevalência de M. agalactiae em 

rebanhos de caprinos leiteiros no Ceará foi de 0,62% (3/486). Não evidenciou correlação entre 

os resultados obtidos no ELISA para M. agalactiae e CAEV por IDGA ou por WB (p<0,05). 

Na 2ª etapa, buscou-se determinar a concentração ideal de dimetilsulfóxido (DMSO) a ser 

usado na dissolução dos extratos etanólicos. Pool de sêmen de cinco caprinos foi diluído em 

meio essencial mínimo (MEM) enriquecido com glicose a 0,01M, acrescido de concentrações 

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 após adição de DMSO. Mensurou-se motilidade individual 

progressiva (MIP), vigor espermático (V), porcentagem de espermatozoides reativos ao teste 

hiposmótico (HO) e morfologicamente normais (NOR). MIP, vigor e NOR permaneceram 

dentro dos padrões normais para caprinos em todos os tratamentos. Com isso não foi 

evidenciado interferência do DMSO nos parâmetros analisados, quando adicionado a uma 

concentração máxima de 2,5% ao diluidor MEM, sem interferir na qualidade do sêmen 

caprino refrigerado. Por fim na 3ª etapa, avaliou-se o efeito dos extratos etanólicos de 

Azadirachta indica ao sêmen caprino, e seu potencial de inativar o CAEV no mesmo. Para 

tanto, pool de sêmen de quatro reprodutores caprinos foi diluído em MEM enriquecido com 

glicose a 0,01M e das frações testes (extrato bruto, acetato de etila e etanol) previamente 

dissolvidas em DMSO em duas concentrações (75µg/mL e 150µg/mL) e seus parâmetros 

espermáticos (MIP, V, NOR) avaliados a cada duas horas pós-adição dos extratos até um 

período máximo de quatro horas. Em seguida, um novo pool de sêmen foi infectado com cepa 

CAEV Cork e tratado com as respectivas frações testes (extrato bruto, acetato de etila e 

etanol) por 30, 60 e 90 minutos, em duas concentrações (75µg/mL e 150µg/mL) para então 

ser cocultivado com células de membrana nictitante ovina (MNO) durante 63 dias, com 

realização de Nested PCR do DNA pró-viral do sobrenadante coletado a cada sete dias e da 

respectiva passagem celular, e RT-nPCR do sobrenadante coletado na semana seguinte pós-

passagem. Todos os parâmetros espermáticos permaneceram dentro da normalidade para 

espécie caprina em todos os tratamentos, e sem apresentar diferença estatística (p>0,05) entre 

os mesmos. O extrato Azadirachta indica em Acetato de Etila e Etanol na concentração de 

150µg/mL teve ação antiviral contra o lentivírus, no entanto, novos ensaios devem ser 



 

 

realizados para poder validá-lo. Como conclusão geral, essa pesquisa demonstrou que não foi 

verificada a existência de correlação positiva na incidência de infecção pelo CAEV e pelo M. 

agalactiae no presente estudo no estado do Ceará, e que em virtude da disseminação da CAE 

pelo estado que os extratos etanólicos de Azadirachta indica dependendo da concentração e 

fração, há potencial de inibir o lentivírus caprino no sêmen, podendo ser uma ferramenta 

válida no controle do vírus pela via reprodutiva. 

 

Palavras-chave: Caprinocultura. Inativação Viral. Infecções Secundárias. Lentivírus 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 Ceará. 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 Ceará 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 Ceará 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 Ceará 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 (75µg/mL and 150µg/Ml). 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 (75µg/mL and 

150µg/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 150µg/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 Ceará 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. INTRODUÇÃO 

 

 A produção de pequenos ruminantes tem apresentado um crescimento satisfatório ao 

longo dos anos, em virtude do aperfeiçoamento e otimização de etapas que compõem o 

sistema produtivo da ovinocaprinocultura. A partir dessas transformações a criação de 

caprinos e ovinos dentro do contexto nacional foi impulsionada, possibilitando que a 

atividade deixasse de ser considerada unicamente de subsistência para se tornar um ramo 

promissor do setor agropecuário brasileiro (LIMA; BARBOSA FILHO, 2013).  

Entretanto, melhores índices produtivos e reprodutivos são limitados por doenças 

infectocontagiosas que acarretam debilidade na saúde do animal, consequentemente prejuízo 

econômico ao produtor. Dentre essas enfermidades, a Agalaxia Contagiosa (AC) e a Artrite 

Encefalite Caprina (CAE) tem sido responsáveis por grandes perdas econômicas na criação de 

pequenos ruminantes, pois são enfermidades que apesar de serem causadas por agentes 

etiológicos distintos apresentam sintomas semelhantes, de tal modo que há necessidade de um 

diagnóstico diferencial (MINGUIJÓN et al., 2015).  

No caso da AC, causada pelo Mycoplasma agalactiae, embora seja emergente na 

maioria das regiões brasileiras, na região Nordeste ela assume caráter endêmico em alguns de 

seus estados (SANTOS et al., 2015). Já a CAE, doença de origem viral, cujo vírus pertence ao 

gênero Lentivirus, família Retroviridade, é comumente relatada não só no Brasil, mas em 

vários países, pois é uma enfermidade de patogenia complexa, e soroconversão tardia, e que 

não apresenta vacina ou tratamento (MUSSI et al., 2015). Além disso, a infecção viral atinge 

diversos sistemas, inclusive o reprodutivo (SILVA et al., 2013), uma vez que a transmissão 

pode ocorrer via sêmen advindo de um reprodutor portador da enfermidade (SOUZA et al., 

2013), o qual por não existir meios que possibilite o seu uso ou de seu material genético acaba 

sendo eliminado do plantel como medida preventiva a fim de evitar a propagação da doença 

no rebanho (RICARTE et al., 2008). 

Nesse contexto, tem crescido a busca por novas fontes e métodos a serem empregadas 

contra o lentivírus caprino, e produtos à base de plantas dissolvidos em dimetilsulfóxido 

(DMSO) apresentam-se como uma alternativa passível de investigação por antirretrovirais, 

devendo previamente realizar a seleção e processamento da planta, testes de toxicidade e 

determinação do princípio ativo até se chegar a uma substância de alta eficácia (KAZIYAMA 

et al., 2012). 

 

. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Infecções Secundárias 

A presença do retrovírus no organismo hospedeiro favorece o estabelecimento de 

doenças oportunistas, as quais na sua grande maioria são de alto impacto econômico no setor 

pecuário nacional, vindo os animais a apresentarem infecções secundárias em decorrência de 

uma menor atividade do sistema imunológico acarretado pela contaminação viral (LEITE et 

al., 2013). Durante essa infecção observa-se que as células mediadoras da resposta imune 

predispõe uma maior susceptibilidade dos animais a se contaminarem com outros 

microorganismos, como também pode acelerar a progressão da enfermidade, já que algumas 

espécies de bactérias, principalmente as do gênero Mycoplasma tem potencial de agirem 

como cofator para a evolução de uma doença viral, por intermédio do favorecimento do ciclo 

de replicação (JIAN-RU et al., 2012).   

A falta de uma parede celular é a principal característica das mais de 160 espécies de 

micoplamas pertencentes à classe Mollicutes, as quais acarretam infecções de caráter 

permanente e doenças prejudiciais em humanos e animais (BARANOWSKI et al., 2014; 

KUMAR et al., 2014). Esses organismos replicam-se de modo autônomo, 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 doença crônica determinante de perdas econômicas e produtivas, e considerada endêmica 

em muitos países (GONZALO, 2017). No Brasil já foi registrado a ocorrência desse agente 

nos estados de São Paulo (AZEVEDO et al., 2015), e Rio de Janeiro (SANTOS et al., 2014). 

Entretanto, os principais relatos ocorrem na região Nordeste, aonde o mesmo vem se 

disseminando, em função da comercialização de animais com fins de melhorar geneticamente 

os rebanhos, havendo relatos na Paraíba 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 produção de leite (SILVA et al., 2014).  

Dentre as vias de infecção por Mycoplasma agalactiae (Figura 1), a oral é comumente 

considerada como sendo a principal, vindo posteriormente à via mamária e respiratória 

(GOMES, 2016). Todavia, o contato entre animais infectados por essa bactéria, com ou sem 

sintomatologia, e a ingestão de água e alimentos contaminados com fluidos corporais 

contendo a bactéria, propicia a sua rápida disseminação nos rebanhos leiteiros uma vez que a 

mesma já foi isolada em secreções nasais, fezes e feto (KUMAR et al., 2014). 



22 

 

 

Figura 1 - Transmissão e patogênese de Mycoplasma agalactiae. 

Fonte: Adaptado de Kumar et al., 2014 

 

Entre os sintomas característicos de infecção por Mycoplasma agalactiae estão mastite, 

artrite, ceraconjuntivite, pneumonia e redução abrupta da produção de leite (KUMAR et al. 

2014), quadro esse similar aos que são observados em animais contaminados com lentivírus 

caprino, os quais tendem a apresentar quando não assintomáticos, havendo necessidade de um 

diagnóstico diferencial a ser relacionado com os sinais clínicos. Além disso, a presença de 

lesões articulares tendem a predispor o desenvolvimento de micoplasmose (GREGORY et al., 

2006), favorecida pela queda no sistema imune do animal quando houver ação conjunta viral.  

Dessa forma, diante de uma situação de coinfecção o sistema imunológico e seus 

mecanismos exercem uma relação direta na evolução patogênica das doenças infecciosas, de 

tal modo que quando um agente viral acarreta mudanças imunológicas interferem na 

incidência, resposta imune e expressões clínicas de enfermidades oportunistas (SOUZA et al., 

2009). No entanto, há uma interação complexa entre lentivírus e micoplasma, pois ao atuarem 

sobre o sistema imunológico de seu hospedeiro eles se afetam mutuamente, tornando a função 

dos macrófagos reduzida, bem como a produção de anticorpos, e propicia desequilíbrio de 

citocinas em virtude de modificações ao longo do processo de produção destas (NORONHA 

FILHO et al., 2006). 
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Nesse contexto, como artrite encefalite caprina e agalaxia contagiosa estão entre as 

principais enfermidades que afetam os rebanhos leiteiros (ALBUQUERQUE et al., 2014), as 

chances destas atuarem concomitantemente e ocasionar prejuízos econômicos devem ser 

consideradas, a fim de elaborar programas sanitários eficazes, pois surtos dessas doenças vem 

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

  

2.2 Lentivírus Caprino 

O lentivírus caprino juntamente com o vírus Maedi-Visna engloba o grupo denominado 

de lentivírus de pequenos ruminantes (LVPR), os quais são retrovírus não oncogênicos, 

responsáveis por acarretar perdas produtivas e reprodutivas, e consequentemente econômicas 

(AZEVEDO et al., 2018). Aos LVPR são atribuídos cinco diferentes grupos genéticos 

classificados de A a E, sendo os mais comuns os grupos A e B, variados em inúmeros 

subtipos (REINA et al., 2010; RACHID et al., 2013), e anteriormente considerados patógenos 

específicos, porém já se sabe que há ocorrência de transmissão interespécie (RAMÍREZ et al., 

2013; SOUZA et al., 2015a).  

Dessa forma, as características citopáticas, bem como o local dos receptores que irão 

interagir com determinadas proteínas virais (favorecendo a entrada do agente infeccioso), e a 

patogenicidade de cada estirpe viral tendem a sofrer alterações devido à alta diversidade 

genética presente nos LVPR (RACHID et al., 2013).  

Estruturalmente os lentivírus apresentam uma forma esférica, medindo de 80 a 100nm 

envelopado por uma bicamada de lipídeos, a qual surge da membrana celular da célula 

hospedeira (ROSA et al., 2016). No envelope está contido glicoproteínas de superfície e 

transmembranar, sendo as principais a gp135 e gp38 respectivamente, que juntamente com a 

p28, presente no capsídeo determinam a produção de anticorpos pelo organismo do animal 

infectado (QUINN et al., 2005). 

O genoma do lentivírus caprino é representado por duas fitas similares e lineares de 

ácido ribonucleico (RNA), de cadeia simples e sem complementariedade (SILVA; LIMA, 

2007). Há ainda em sua composição genes estruturais (gag, pol e env) e acessórios (vif, vpr-

like e rev), todos esses com funções distintas que variam desde a codificação de proteínas 

(gag) e glicoproteínas (env), até a codificação das denominadas enzimas virais (protease, 

transcriptase reversa e protease) pelo gene pol (VILLET et al., 2003; STONOS et al., 2014; 

MINGUIJÓN et al., 2015).  
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 Dentre os inúmeros vírus existentes, os retrovírus se destacam por seu potencial de 

inserir genoma viral no organismo hospedeiro, sendo essa etapa essencial para o processo de 

replicação viral que ocorre em células do sistema imunológico (VAN DER KUYL, 2012). 

Nesse processo replicativo os genes vpr-like e vif são os que atuam diretamente por 

codificar proteínas não estruturais, porém o vif irá determinar a eficácia da replicação e do 

potencial patogênico viral (VILLET et al., 2003; STONOS et al., 2014). Adicionalmente, o 

funcionamento correto das chamadas “long terminal repeats” (LTRs), regiões terminais não 

codificantes, são primordiais para o avanço do ciclo viral, pois durante o processo de 

transcrição reversa essas regiões acabam sendo formadas, e por intermédio delas os retrovírus 

inserem sequências virais no genoma da célula hospedeira (PERRONE et al., 2017). Esse tipo 

de vírus ainda faz uso de mutações que em geral ocorre com frequência como uma alternativa 

para fugir do sistema imunológico (RAMÍREZ et al., 2013). As maiorias dessas mutações 

giram em torno de alterações de aminoácidos ocorrentes na replicação viral, e como a 

transcriptase reversa não consegue efetuar as devidas correções, gera uma alta diversidade 

genética, fato que dificulta a terapia antirretroviral (VALLUEV-ELLISTON; KOCHETKOV, 

2017). 

 

2.3 Infecção e Transmissão Viral 

Os retrovírus necessitam dos mecanismos de uma célula hospedeira para poderem se 

replicar e gerarem partículas infecciosas. No entanto, por se tratar de um RNA vírus há a 

necessidade de ser reversamente transcrito em DNA, ocorrendo via transcriptase reversa, pois 

essa enzima realiza a conversão genética de RNA viral de fita simples em sua cópia de DNA 

de fita dupla, conhecido como DNA pró-viral (PIEKNA-PRZYBYLSKA; BAMBARA, 

2013). Além dessa função a transcriptase reversa desempenha atividades catalíticas, podendo 

completar a síntese de DNA ou degradar híbridos de RNA/DNA em RNA (VALLUEV-

ELLISTON; KOCHETKOV, 2017). 

As interações com alto padrão de complexidade entre proteínas caracterizam as etapas 

inicias no processo de infecção, pois a glicoproteína de superfície (gp135) se liga ao seu 

receptor proteico situado na célula hospedeira (SEITZ, 2016), havendo um tropismo celular 

pelas células do sistema monocítico-fagocitário (SOUZA et al., 2015c), as quais estão sujeitas 

a expressarem produtos virais e efeitos citopáticos (MANEL et al., 2005), sendo os 

macrófagos preferencialmente infectados, o que possibilita sua disseminação pelo organismo 

animal (BLACKLAWS, 2012). 
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Logo que ocorre a incorporação das membranas virais e celulares o capsídeo viral é 

movido para o citoplasma, onde por meio de reações envolvendo mudanças de potencial 

hidrogeniônico (pH) há a liberação do seu conteúdo causando a ativação da transcriptase 

reversa, e posterior transcrição do genoma viral, finalizando com a integração do DNA pró-

viral na célula hospedeira por ação da enzima integrase, e com isso ocorre o estabelecimento 

da infecção (SEITZ, 2016). A ocorrência de uma infecção resistente se dá por vários 

mecanismos que evolutivamente os lentivírus foram desenvolvendo, como por exemplo, à 

presença de provírus junto ao genoma dos monócitos, o potencial do vírus de infectar 

macrófagos sem causar sua lise, e redução do processo replicativo em função da produção de 

interferon (CALLADO et al., 2001).  

No entanto, mesmo havendo a replicação viral essa pode ocorrer de forma restrita, 

propiciando que o vírus permaneça latente nos monócitos dos hospedeiros sem ser detectado 

pelo sistema imune (PAULA et al., 2008). E, consequentemente mesmo havendo a 

contaminação do animal nem sempre irá expressar uma sintomatologia característica da 

doença, podendo se comportar assintomaticamente por longo tempo, e vindo expressar a 

forma clínica 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 lentivírus caprino, 

e assintomáticos, o mesmo torna um propagador e disseminador desse patógeno dentro do 

rebanho, principalmente quando são doadores de sêmen para as centrais de inseminação 

artificial (ANDRIOLI et al., 2003), e pelo hábito de compartilhamento de reprodutores entre 

propriedades. Adicionalmente, a inexistência de técnicas que possibilitem a utilização do 

sêmen de um reprodutor acometido por algum agente vírico acaba por resultar na perda de 

material genético, em virtude da eliminação do animal do plantel como medida preventiva 

para evitar a transmissão da enfermidade (RICARTE et al., 2008). 

No entanto, há relatos que comprovam que o animal portador do vírus pode manter a 

sua fertilidade e libido no mesmo nível de animais não infectados da mesma raça e idade 

(ANDRIOLI et al., 2002). Mas, a carga viral no sêmen influência a transmissão do vírus 

(FIDELI et al., 2001) e sabe-se que alguns fatores promovem o aumento desta no sêmen, 

como a inflamação do trato reprodutor (ANDRIOLI et al., 2006) e o estresse (PAULA et al., 

2009). 

 A transmissão do lentivírus caprino pode ocorrer por diversas vias, como pela ingestão 

de colostro ou leite contaminado, uma vez que o mesmo está presente na sua forma livre ou 

associada ao genoma da célula hospedeira, e via respiratória, onde o contato de animais sadios 



26 

 

com os portadores do vírus favorece a disseminação do mesmo no rebanho (GUILHERME et 

al., 2017).  

No que diz respeito à transmissão vertical diversos trabalhos já comprovaram a 

existência do vírus em sua forma livre em ovócitos e no fluido uterino de animais infectados 

(ANDRIOLI, 2001; BLACKLAWS et al., 2004; CAVALCANTE et al., 2013, HASEGAWA 

et al., 2017 ), porém a transmissão em si ainda não foi comprovada. Além disso, há relatos da 

infecção in vitro de células da granulosa dos folículos dos ovários, fato esse potencialmente 

perigoso em procedimentos in vitro de fertilização e transferência de embriões (LAMARA et 

al., 2001; LAMARA et al., 2002) e da presença de ácido desoxirribonoucleico (DNA) pró-

viral do CAEV no útero e nas trompas uterinas de fêmeas inseminadas com sêmen 

contaminado (ALI AL AHMAD et al., 2012). A transmissão de forma indireta pode ocorrer 

através de fômites contaminados, e compartilhados em atividades de manejo, favorecendo 

assim a disseminação da doença dentro de um plantel (BLACKLAWS et al., 2004).  

Todas essas vias são favorecidas pela ocorrência do vírus em diversos fluidos corporais 

como sangue (PINHEIRO et al., 2010), sêmen (GREGORY et al., 2011), fluido uterino 

(CAVALCANTE et al., 2013), soro fetal (LÓPEZ et al., 2012), saliva (SOUZA et al., 2015b), 

e leite (LIMA et al. 2017), bem como no ambiente, água e ar (VILLORIA et al., 2013), fato 

que evidencia a patogenicidade desse microorganismo, e sua  dispersão pelo organismo 

animal e instalações.  

As superfícies mucosas intestinais e respiratórias, em geral, são a via de entrada para a 

ocorrência de uma infecção natural de LVPRs (BLACKLAWS, 2012). Entretanto, já foi 

relatado o potencial da via reprodutiva na disseminação da enfermidade dentro de um 

rebanho, tendo em vista que além do sêmen, já se detectou a presença de DNA pró-viral do 

lentivírus caprino nas glândulas acessórias 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, há relatos 

ainda da transmissão via inseminação artificial ou natural usando sêmen contaminado (ALI 

AL AHMAD et al., 2012; SOUZA et al., 2013; TURCHETTI et al., 2013), vindo a 

representar um risco considerável na propagação do vírus da artrite encefalite caprina 

(CORTEZ-ROMERO et al., 2013). 

O controle da infecção viral é difícil tendo em vista a falta de uma vacina eficiente e a 

abrangência desta enfermidade em rebanhos de excelente qualidade zootécnica e de alto valor 

genético e econômico (GREGORY et al., 2011). Como também não há um tratamento eficaz, 

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



27 

 

possibilitem principalmente a utilização de sêmen 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 civilização humana no mundo. A percepção de princípios ativos nas essências 

dessas foi denotada já pelas primeiras civilizações, devido ter se mostrado eficazes no que diz 

respeito ao seu poder curativo no combate às doenças (BADKE et al., 2011). 

A utilização destas, com fim terapêutico, têm crescido de forma substancial ao redor do 

mundo, concentrando principalmente no combate às doenças crônicas, no formato de terapia 

antirretroviral (HSIAO et al., 2003; LEE, ANDRADE, FLEXNER, 2006). 

Na literatura já existem diversos trabalhos que detectaram a ação antiviral de extratos 

vegetais contra doenças víricas em humanos e animais (ARAÚJO, 2008; KIM, 

NARAYANAN, OKCHANG, 2010; NOLKEMPER et al., 2010; KAPEWANGOLO et al., 

2013; FENG et al., 2017). Entretanto, poucas espécies têm sido estudadas, e seus efeitos 

químicos e farmacológicos potencialmente úteis no combate às doenças infecciosas acabam 

por ficar no desconhecimento. Mas com a descoberta de compostos antivirais na atualidade e 

dependendo para qual tipo de infecção, poderá até mesmo ser equivalente a época do 

desenvolvimento dos antibióticos, e iniciar uma nova era na medicina humana e veterinária 

(SIMONI, 2003). 

 Assim, os produtos naturais desempenham importante função contra doenças 

infecciosas, uma vez que são considerados como grandes agentes anti-infecciosos com 

capacidade de durante a biossíntese viral interferir em um ou mais etapas, além de serem 

capazes de inativar extracelularmente o vírus (DEMAIN, 2009; TAFURI, 2011). As diversas 

habilidades de replicação viral em culturas celulares, tais como efeito citopático (CPE) ou 

formação de placas de lise, em geral são os métodos tradicionalmente úteis na avaliação in 

vitro da atividade antiviral de algum produto natural. A detecção de DNA, RNA e 

polipeptídeos 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 respiratórias, entéricas, 

as causadas por endo e ectoparasitas e ainda as ocasionadas pelos diversos patógenos 

(SIMONI, 2009). Dentre aquelas de origem viral, nos casos dos pequenos ruminantes, uma 

possibilidade são as retroviroses, na qual se inclui a artrite encefalite caprina, cuja ausência de 
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vacina e tratamento eficaz incentiva às pesquisas em formas alternativas, como os antivirais, 

para o controle da doença. 

A busca por princípios ativos em extratos de plantas com potencial ação antiviral não 

deve ser realizada aleatoriamente, sendo um processo difícil e bastante oneroso. É interessante 

que esta, seja embasada no uso medicinal e pesquisas prévias, levando-se em questão a planta 

escolhida (SIMONI, 2009). 

Assim, com base nesses critérios tem se observado a utilização de plantas da família 

Meliaceae, tais como Azadirachta indica A. Juss. (nim) em diversos estudos, demonstrando 

inúmeras aplicações, como por exemplo, atividade antiviral, tanto na medicina humana 

quanto na veterinária (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  

fibroblásticas  de  caprinos  tiveram  ação  antiviral comprovada contra o CAEV  (ARAÚJO, 

2008), sendo portanto alternativas a serem testadas para a inativação do lentivírus caprino em 

meios e diluidores de sêmen, pois de forma preventiva e agregação de valor, viabilizaria a 

comercialização segura do material genético. 

 

2.5 Azadirachta indica A. Juss. (nim) 

O Nim (Azadirachta indica A. Juss.) pertence à família Meliaceae, é uma árvore nativa 

de Burna, atual Myanmar, e de regiões áridas do subcontinente indiano, empregada há 

milhares de anos com as mais variadas finalidades (FORIM, 2006). Nos dias atuais, além de 

ser encontrada em países asiáticos e africanos, é encontrado na Austrália, América Central, 

regiões tropicais da América do Norte e na América do Sul (KETKAR; KETKAR, 1997). Em 

1986, foram introduzidas as primeiras espécies dessa árvore no Brasil, na cidade de Londrina, 

com fins de estudo de planta inseticida (MARTINEZ, 2002). 

Climas tropicais e subtropicais são ambientes preferenciais para o crescimento do Nim 

(VERKERK; WRIGHT, 1993). Essa árvore apresenta um porte variável, de 15 a 20m de 

altura, com tronco contendo de 30 a 80cm de diâmetro, podendo ser semi reto a reto, de 

coloração marrom-avermelhada. A copa geralmente tem um diâmetro que varia de 8 a 12m, 

apesar de alguns exemplares dessa árvore chegar até 15m. As folhas são imparipenadas com 

folíolos alternados, são sempre verdes caindo apenas em situação de extrema seca. O sistema 

radicular do Nim é uma raiz pivotante com penetração profunda no solo. As flores são 

bissexuadas, pequenas de coloração 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 pós plantio, se caracterizando por serem lisos, elipsoides e glabros, os quais maduros 

assumem coloração amarela, com as sementes envolta por uma polpa doce, com casca e um 

ou mais caroços (MARTINEZ, 2002; MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005). 

Quanto à composição química do Nim ela apresenta mais de 135 compostos isolados, 

que em geral são pertencentes à classe dos triterpenos, com maior concentração dos 

limonoides, vindo a azadiractina ser o composto mais pesquisado e potente (BRASIL, 2010). 

A maioria das substâncias bioativas dessa árvore é encontrada em toda a planta, porém 

aquelas com concentrações primariamente evidenciadas nas sementes e folhas apresentam-se 

mais concentrados e com melhor acessibilidade, sendo perfeitamente passível de ser extraído 

em água e solventes orgânicos (hidrocarbonetos, álcoois, cetonas ou éteres) (LEE et al., 1988; 

MARTINEZ, 2002). 

No processo de extração, utilizando-se de solventes orgânicos, consegue-se a produção 

de compostos com grande atividade biológica, que posteriormente por meio de métodos de 

separação, torna-se possível realizar o isolamento e identificação dos compostos (MOSSINI; 

KEMMELMEIER, 2005). 

A aplicação do Nim é bastante diversificada podendo exercer efeito de suplemento 

nutricional (ANANDAN, 1996), atividade praguicida (MARTINEZ, 2002), propriedades anti-

helmíntica em ratos e cordeiros (GITHITORI et al., 2003; HORDEGEN et al., 2003) e ainda 

atividades antifúngicas, antimicrobianas e antivirais (MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005; 

GIRISH; SHANKARA, 2008; FACCIN-GALBARDI et al., 2012). 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

O lentivírus caprino apresenta-se disseminado em muitos estados brasileiros, fato que 

propicia a ocorrência de infecções secundárias, as quais comumente são evidenciadas em 

animais acometidos por alguma enfermidade viral. Com base nisso, observa-se que infecções 

por Mycoplasma agalactiae vem sendo diagnosticado em muitos estados nordestinos, 

ocasionando perdas econômicas e queda de produtividade nos rebanhos leiteiros, porém no 

estado do Ceará a situação dos nossos rebanhos frente a esse agente é desconhecida. Nesse 

contexto, determinar a ocorrência ou não desse agente nas diversas regiões cearenses passa a 

ser fundamental, não apenas para se estabelecer práticas sanitárias adequadas, mas também 

observar se o Mycoplasma agalactiae está atuando em conjunto com o lentivírus caprino, uma 

vez que esse último vem acometendo grande parte dos rebanhos leiteiros do estado do Ceará, 

podendo assim favorecer o estabelecimento da bactéria causadora da Agalaxia Contagiosa. 

Adicionalmente por não haver uma vacina ou tratamento eficaz, muitos reprodutores de 

alta qualidade genética, porém portadores do lentivírus caprino acabam sendo eliminados dos 

rebanhos. Dessa forma, há a necessidade de buscar métodos que possa evitar a disseminação 

do vírus pela via reprodutiva, e consequentemente garantir a qualidade sanitária do sêmen. 

Assim, extratos etanólicos de plantas medicinais com atividade antiviral, de baixa 

toxicidade, acrescidos aos meios de processamento de sêmen, podem ser de grande valor para 

se conseguir essa premissa. No caso do sêmen caprino, o antiviral poderá ser adicionado ao 

meio de lavagem, comumente utilizado para o seu congelamento, ou no próprio diluidor do 

sêmen, utilizado para inseminação artificial, tanto com sêmen fresco quanto no sêmen 

congelado. Com isso, o uso do antiviral no sêmen seria uma forma de prevenção da 

transmissão do lentivírus caprino, como procedimento adotado em centrais de processamento 

de sêmen, por ser uma alternativa segura para o aproveitamento do animal de grande valor 

genético, porém portador do CAEV. O antiviral poderá ser desta forma, utilizado como forma 

preventiva e com valor agregado na garantia sanitária deste produto para comercialização 

nacional ou até mesmo internacional, evitando dessa forma o estabelecimento de infecções 

secundárias. 
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4. HIPÓTESE CIENTÍFICA 

O controle da artrite encefalite caprina nos rebanhos leiteiros do estado do Ceará pode 

ser realizado com extratos etanólicos de folhas de Azadirachta indica A. Juss. (nim) pelo 

tratamento do sêmen dos reprodutores mesmo em rebanhos coinfectados com Mycoplasma 

agalactiae. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo Geral 

 

 Determinar a ocorrência de coinfecção pelo lentivírus caprino e Mycoplasma 

agalactiae nos rebanhos leiteiros do Ceará, bem como avaliar in vitro a atividade 

antiviral de extratos etanólicos de Azadirachta indica A. Juss. (nim) contra esse 

lentivírus presente no sêmen caprino. 

 

      5.2. Objetivos Específicos 
 

 Detectar a presença de anticorpos anti-lentivírus caprino e anti-Mycoplasma 

agalactiae nos rebanhos leiteiros do estado do Ceará; 

 Determinar se há relação entre a artrite encefalite caprina e agalaxia contagiosa em 

rebanhos leiteiros cearenses; 

 Determinar a concentração não tóxica ao espermatozoide caprino do solvente 

(dimetilsulfóxido - DMSO) utilizado na dissolução dos extratos etanólicos de 

Azadirachta indica A. Juss. (nim); 

 Determinar a toxicidade do fitocomposto Azadirachta indica A. Juss. (nim) aos 

espermatozoides caprinos, e sem interferência na sua fertilidade; 

 Inativar o lentivírus caprino no sêmen (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 sêmen utilizando fitocompostos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



33 

 

6. CAPITULO I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Perspectivas do uso de fitoterápicos no tratamento do sêmen caprino 

infectado pelo vírus da artrite encefalite caprina 

 

Prospective of herbal remedies in the treatment of caprine semen infected by Caprine Arthritis 

Encephalitis virus  

 

Renato Mesquita Peixoto, Maria Fátima da Silva Teixeira, Alice Andrioli, Raymundo 

Rizaldo Pinheiro, Antonio Adailson de Sousa Silva, Tereza D‟Ávila Freitas Aguiar, Dalva 

Alana Aragão de Azevedo, Ana Lídia Madeira de Sousa
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Periódico: Revista Científica Medicina Veterinária (ISSN: 1809-4678)  

(Aceito para Publicação em Junho de 2018) 

Qualis: B3 na Medicina Veterinária 



34 

 

Perspectivas do uso de fitoterápicos no tratamento do sêmen caprino infectado pelo 

vírus da Artrite Encefalite Caprina 

[Prospectives of herbal remedies in the treatment of caprine semen infected by Caprine 

Arthritis Encephalitis virus] 

Renato Mesquita Peixoto
1*

, Maria Fátima da Silva Teixeira
1
, Alice Andrioli

2
, Raymundo 

Rizaldo Pinheiro
2
, Antonio Adailson de Sousa Silva

3
, Tereza D‟Ávila Freitas Aguiar

1
, Dalva 

Alana Aragão de Azevedo
1
, Ana Lídia Madeira de Sousa

1  

1 
Laboratório de Virologia, Programa de Pós-Graduação em Ciências Veterinárias, 

Universidade Estadual do Ceará, Fortaleza, CE, Brasil 

2 
Embrapa Caprinos e Ovinos, Sobral, CE, Brasil  

3
 Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceará, Fortaleza, 

CE, Brasil 

* 
Autor para correspondência/Corresponding author: renatomiraima@gmail.com 

 

Resumo 

A transmissão da artrite encefalite caprina pelo sêmen inviabiliza o uso de reprodutores 

soropositivos de alto valor genético. Como o vírus da artrite encefalite caprina (CAEV), é 

encontrado no sêmen na forma de RNA viral (vírus livre) ou DNA pró-viral dentro das 

células não espermáticas, possibilita que pesquisas com plantas com potencial antiviral sejam 

algo promissor para viabilizar o sêmen de reprodutores caprinos de grande valor zootécnico 

infectados. Diante disso, com essa revisão objetivou-se elucidar o potencial de fitocompostos, 

com comprovada ação antiviral, que poderiam vir a ser alvo de estudo para inativar o 

lentivírus caprino no sêmen. Inúmeras plantas de muitas famílias botânicas já foram estudadas 

para validação de efeito antiviral contra diversos vírus que acometem animais e humanos. 

Folhas, raízes, flores, e sementes demonstraram ao longo do tempo em sua constituição 
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fitoquímica substâncias antivirais promissoras. De acordo com o tipo de planta, não apenas 

algumas partes dela, mas regiões inteiras da mesma são alvos das pesquisas por fitocompostos 

a ser usado como alternativa no combate as doenças virais. A base dos estudos nessa vertente 

são os metabólitos secundários, pois nas pesquisas têm apresentado compostos bioativos 

antivirais de alto potencial atuando nas diferentes fases do ciclo de desenvolvimento viral. 

Dessa forma, a biodiversidade da flora brasileira aliada à tendência de formar fitocompostos 

poderiam contribuir no avanço das pesquisas, a fim de encontrar uma alternativa de base 

natural, potencialmente eficaz, para eliminar os riscos de transmissão do CAEV pelo sêmen.  

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 

 

Introdução 

As infecções virais estão entre as principais causas de enfermidades que acometem 

humanos e animais, sendo que muitas ainda permanecem com a inexistência de tratamento, 

ou ocasionadas por vírus que desenvolveram certa resistência aos medicamentos antivirais 

tradicionais (Bagla et al., 2012). Dentre essas enfermidades está à artrite encefalite caprina 

(CAE), a qual é ocasionada por um vírus de ácido ribonucleico (RNA) pertencente ao gênero 

Lentivirus, família Retroviridae (Minguijón et al., 2015; ICTV, 2017) que se caracteriza por 

ampla variabilidade genética, e com capacidade de ser transmitido pelo uso de sêmen 

contaminado, tanto via inseminação artificial quanto no acasalamento (Souza et al., 2013; 

Turchetti et al., 2013).  

A transmissão do vírus da artrite encefalite caprina (CAEV) via sêmen, inviabiliza o uso 

de reprodutores soropositivos de alto valor genético, trazendo restrições ao uso de 

biotecnologias reprodutivas (Cortez-Romero et al., 2013). Adicionalmente, a presença deste 

em fluidos e secreções, na forma de RNA viral (vírus livre) ou ácido desoxirribonucleico 

(DNA) pró-viral, dentro das células não espermáticas existentes no sêmen, preconizam a 

utilização de técnicas de lavagem como swim-up e centrifugação em gradiente de Percoll, 

visando separar os espermatozoides do plasma seminal de animais infectados. Entretanto, 

essas técnicas não eliminam o vírus e realizam apenas a redução da carga viral do patógeno 

(Peterson et al., 2008; Ávila et al., 2015). 

Dessa forma, por não existir ainda um tratamento eficaz no combate ao lentivírus 

caprino, e nenhuma vacina disponível no mercado (Tu et al., 2017), se faz necessário a busca 
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por métodos alternativos potencialmente capazes de serem usados no combate a esse vírus. 

Dentro dessa premissa, produtos a base de plantas com inúmeras atividades biológicas 

apresentam-se promissores para o desenvolvimento de compostos antivirais (Rebensburg et 

al., 2016) capazes de inativar o vírus no sêmen, viabilizando o melhor uso de reprodutores de 

alto valor genético, porém portadores do CAEV. Portanto, o objetivo da presente revisão é 

elucidar o potencial de fitocompostos, com comprovada ação antiviral, que poderiam vir a ser 

alvo de estudo para inativar o lentivírus caprino no sêmen.  

 

Presença do lentivírus caprino no sêmen e sítios de ação antirretroviral 

O sistema monocítico-fagocitário preferencialmente é o local onde ocorre a infecção 

pelo lentivírus caprino, acarretando uma infecção estável, sem lise celular, e cujo estado de 

maturação das células determina a expressão do genoma viral (Tu et al., 2017). Além disso, o 

processo replicativo, conduzido pela transcriptase reversa, caracteriza-se por altas taxas de 

mutação que acarreta uma ampla diversidade genética (L‟Homme et al., 2015). 

No ejaculado, os leucócitos são as principais células portadoras do vírus na forma de 

DNA pró-viral, com a infecção sendo originada da presença dos vírus nos testículos, 

epidídimo, e glândulas acessórias (Al Ahmad et al., 2008; Lamara et al., 2013; Souza et al, 

2014), porém a presença dele na sua forma livre também já foi relatada (Peterson et al., 2008). 

No que diz respeito ao espermatozoide, Ricarte et al. (2010) avaliando a ocorrência de 

lentivírus caprino em espermatozoides, pelo teste de imunohistoquímica, obtiveram 

positividade para a  proteína p28 do CAEV, mas na microscopia eletrônica o vírus foi 

observado somente na peça intermediária. 

Alguns estudos ainda demonstraram que a presença do vírus no sêmen é intermitente e 

que sua presença tende a ser maior quando ocorre algum processo inflamatório na região 

genital do animal (Travassos et al., 1999; Cortez-Romero et al., 2013). Mas mesmo assim, a 
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presença desse patógeno no sêmen não interfere nos parâmetros seminais que são condizentes 

com os desejáveis para a espécie caprina (Paula et al., 2009; CBRA, 2014). 

Entretanto, como forma de evitar a transmissão do vírus, em geral, o recomendado é a 

retirada do reprodutor do plantel, restringindo a sua utilização como doador de esperma, e 

dessa forma, implicando perdas econômicas, como também de material genético. Diante 

disso, o desenvolvimento de produtos com potencial antiviral além de inativar o vírus no 

ejaculado, poderia permitir a volta à atividade reprodutiva desses animais.  

A maioria dos retrovírus e, entre eles o lentivírus caprino, estão incluídos em um grupo 

de grande heterogeneidade e de alta capacidade de mutação, resultando em elevada 

variabilidade genética (Minguijón et al., 2015). Desse modo, tratamentos que visem o 

combate à enfermidade de origem retrovírica devem ser embasados no emprego de 

substâncias que apresentem potencial de impedir a síntese de RNA (Dan e Castellar, 2015). A 

replicação dos retrovírus na célula hospedeira depende necessariamente da transcriptase 

reversa, integrasse e protease (Kenyon e Lever, 2011), porém a transcriptase reversa e a 

integrase são 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 consideração nas pesquisas por antivirais advindos de produtos 

naturais, pois como ela transforma proteínas estruturais em enzimas virais a partir da 

clivagem de poliproteínas, uma vez que esse processo é inibido, consequentemente essas 

poliproteínas não serão clivadas determinando a formação apenas de vírions não infecciosos 

(Silva et al., 2016). 

Assim, os sítios de ação de um antirretroviral são voltados a todo o processo de 

replicação do vírus, pois como os mesmos necessariamente precisam estar infectando uma 

célula hospedeira para poder se desenvolver métodos que possibilite inibir a fixação e entrada 

deste no organismo, funcionaria como uma medida de prevenção que viria a limitar a 
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disseminação do vírus pelo organismo (Yeh e Coen, 2011). Desse modo, os fitoterápicos com 

potencial efeito antiviral devem apresentar a capacidade de atuar nas diversas etapas por meio 

do qual o vírus exerce sua replicação, e preferencialmente inibir a transcriptase reversa e 

atingir a produção de ácidos nucleicos, bem como de proteínas sintetizadas pelo próprio vírus 

e não as do hospedeiro (Ministério da Saúde, 2008).  

 

Produtos naturais com potencial antiviral 

A utilização de plantas medicinais com indício de atividade antiviral tem sido estudada 

ao longo do tempo, tendo como base distintas plantas das mais variadas famílias botânicas 

(Tabela 1). A ampla maioria dessas pesquisas tem como intuito validar os princípios ativos 

dessas plantas e aperfeiçoar o seu uso prático no combate as retroviroses, principalmente 

direcionadas contra os lentivírus de primatas, incluindo principalmente o ser humano (Zhang 

et al., 2017). Diante disso, a busca por substâncias antivirais, tem visto nos produtos a base de 

plantas uma rica fonte por meio do qual é possível conseguir fitocompostos com ação 

potencial contra as mais diversas enfermidades de origem viral. E, ao longo do tempo, 

evidencia-se que inúmeras plantas das mais variadas famílias botânicas, vem demonstrando 

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

 

Tabela 1. Plantas medicinais de distintas famílias botânicas com atividade antiviral testada. 

Planta 
Família  

Botânica 

Parte da 

Planta 

Utilizada 

Tipo de 

Extrato 

Principal 

composto 

fitoquímico 

Vírus 
µg 

/mL 
Sítio de Ação Referência 

Sesbanaia. 

grandiflora 
Fabaceae Flores Etanólico Flavonoides 

Herpes 

simples 1 e 2 
20 a 45 

Replicação do 

vírus e atividade 

imunomoduladora 

Arthanari 

 et al. (2012) 

Podocarpus 

henkelii 

Podocarpac

eae 
Folhas Etanólico 

Biflavones, 

terpenoides e 

dilactonas 

Cinomose 

Canina e 

Doença da 

Pele Grumosa 

3,0  
Replicação do 

vírus 

Bagla  

et al. (2012) 

Avicennia marina 
Acanthacea

e 
Folhas Etanólico 

Flavonoides, 

fenol e taninos 

Vírus da 

Imunodeficiên

cia Humana 

(HIV) 

372 a 

489  

Transcriptase 

Reversa e DNA 

polimerase 

Beula 

 et al. (2012) 

Melia azedarach Meliaceae Folhas Etanólico Flavonoides Herpes 62,5  Transcrição Viral Bueno 
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Simples Tipo 

1 

et al. (2012) 

Azadirachta indica 

 
Meliaceae Folhas Aquoso 

Arabinose e 

galactose 

Poliovírus tipo 

1 

12,1 a 

80 
Replicação Viral 

Faccin-

Galhardi 

et al., 2012 

Alpinia 

katsumadai 

Zingiberace

ae 
Sementes Etanólico Flavonoides 

Rotavírus 

bovino e suíno 
7 a 33,7  Adsorção viral 

Kim et al. 

(2012) 

Plectranthus 

barbatus 
Lamiaceae Folhas Etanólico Diterpenoides 

Vírus da 

Imunodeficiên

cia Humana 

(HIV) 

62 
Inibição da 

protease 

Kapewang

olo 

et al. (2013) 

Cinnamomum 

cassia 
Lauraceae 

Galhos 

Secos 
Aquoso - 

Vírus Sincicial 

Respiratório 

Humano 

30 

Inibição da ligação 

viral, internalização 

e formação de 

sincício 

Yeh 

et al. (2013) 

Glycyrrhiza 

uralensis 
Fabaceae 

Fatias de 

Radicais 
Aquoso 

ácido 

glicirrízico 

(triterpenoide) 

Enterovírus 71 

e 

coxsackievirus 

A16 

300 a 

1000  

Bloqueou a 

produção 

infecciosa; inibiu a 

expressão do vírus 

e de proteína viral 

Wang 

et al. (2013) 

Glycyrrhiza 

uralensis 
Fabaceae Raízes Etanólico 

Cumarinas e 

Triterpenoides 

Vírus da 

Hepatite C 
20 a 80 Replicação Viral 

Adianti 

et al.(2014) 

Pelargonium 

sidoides 
Geraniaceae Raízes Aquoso Polifenóis 

Vírus da 

Imunodeficiên

cia Humana 

(HIV) 

1,0 a 

8,13 

Bloqueio de 

Receptores 

Helfer 

et al. (2014) 

Bauhinia 

longifolia 
Fabaceae Folhas Etanólica Flavonoides 

Vírus da Febre 

Mayaro 

25 a 

100 

Replicação do 

Vírus 

Santos 

et al. (2014) 

Aloe 

arborescens 

Xanthorr

hoeaceae 
Folhas Aquoso - 

Vírus da Gripe 

(H1N1; 

H3N2) 

- 

Inibição da 

neuraminidase 

(enzima viral) 

Glatthaar-

Saalmüller 

et al. (2015) 

Berberis 

holstii 

Berberid

aceae 
    Raízes Aquoso Alcaloides 

Vírus da 

Imunodeficiên

cia Humana 

(HIV) 

3,64 a 

3,85 

Inibição da 

Transcriptase 

Reversa 

Ngwira 

et al. (2015) 

Salvia plebeia Lamiaceae 
Partes 

Aéreas 

Etanólico

s 

Flavonoides e 

Fenólicos 

Vírus da Gripe 

(H1N1) 
20 

Inibição da 

neuraminidase 

(enzima viral) 

Bang et al. 

(2016) 

Cleistocalyx 

operculatus 
Myrtaceae Folhas Etanólico Flavonoides 

Virus da Gripe 

(H1N1; 

H9N2) 

- 

Inibição da 

neuraminidase 

(enzima viral) 

Ha 

et al. (2016) 

Cistus incanus Cistaceae 
Toda a 

planta 
Aquoso Polifenóis 

Vírus da 

Imunodeficiên

cia Humana 

(HIV) 

0,7 a 

2,0 
Replicação Viral 

Rebensburg 

et al. (2016) 

Cyathulae 

officinalis 

Amaranthac

eae 

Toda a 

planta 
Aquoso 

Polissacarídeo

s 

Parvovírus 

canino 
- Adsorção Viral 

Feng 

et al. (2017) 

Peganum 

harmala 

Zygophyl

laceae 
Sementes Etanólico Alcaloides 

Vírus da 

Influenza A 
100 

Replicação do 

Vírus 

Moradi 

et al. (2017) 

Alnus japônica Betulaceae Folhas Etanólico Flavonoides 
Vírus da 

Hepatite A 
50 

Inibição de 

Receptores Virais 

Seo 

et al. (2017) 

Bulbine frutescens 
Asphodelac

eae 
Parte Aérea Etanólico Flavonoides 

Vírus da 

Imunodeficiên

cia Humana 

(HIV) 

0,18 a 

0,52 

Transcriptase 

reversa, protease e 

integrase 

Shikalepo 

et al. (2017) 

Syzygium  jambos Myrtaceae - Etanólico - 
Herpes Vírus 

Tipo 1 
50 

Inibição de Enzima 

Viral ( COX-2) 

Twilley 

et al. (2017) 

Phyllanthus 

urinaria 

Euphorbiac

eae 

Toda a 

planta 
Aquoso 

Ácido gálico e 

polifenol 

Vírus da 

Imunodeficiên

cia Humana 

0,61 a 

0,76 
Adsorção viral 

Zhang 

et al. (2017) 
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(HIV) 

 

Muitas das pesquisas por métodos alternativos antirretroviral iniciaram em virtude da 

preocupação com a elevação dos índices de infecção pelo vírus da imunodeficiência humana 

(HIV), vírus esse similar ao lentivírus caprino, que embora não consiga eliminar 

completamente o vírus apresenta tratamento considerado eficaz. Entretanto, as desvantagens 

acarretadas ao longo da terapia antirretroviral relacionados ao HIV, principalmente casos de 

resistência aos atuais medicamentos, levantou a necessidade de desenvolver métodos 

alternativos e com alto teor de eficácia (Prinsloo et al., 2017). Dessa forma, 144 famílias 

botânicas já foram testadas e vieram a apresentar efeito antiviral contra o HIV, sendo que a 

família Asteraceae é a que detém o maior número de espécies testadas, entretanto grande parte 

dessas pesquisas não conseguiram isolar e determinar com clareza o mecanismo de ação do 

potencial efeito antiviral (Dan e Castellar, 2015).  

Dentro dessa concepção, Zhang et al., (2017) avaliando extrato aquoso de Phyllanthus 

urinaria, uma Euphorbiaceae, detectaram a eficácia antiviral do mesmo, o qual interagindo 

com a transcriptase reversa conseguiu inibir a entrada do HIV nas células. Já Shikalepo et al., 

(2017) em ensaios in vitro evidenciaram que extratos etanólicos da parte de Bulbine 

frutescens pertencente a família Asphodelaceae apresentaram atividade inibitória contra a 

protease do HIV, bem como a transcriptase reversa e a integrasse, chegando a atingir de 50 a 

87% de inibição viral dependendo da concentração. Além do uso de uma planta específica 

denota-se ainda que misturas de plantas advindas de famílias botânicas distintas (Asteraceae, 

Bignoniaceae, Fabaceae e Myrtaceae) foram alvo das pesquisas de Mophuting et al., (2017) 

os quais observaram que os extratos hexânicos originados dessa mistura de ervas demonstrou 

potencial inibitório contra a transcriptase reversa do HIV e restringiu sua replicação. 

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

causadores de importantes enfermidades, já tiveram fitocompostos sendo descritos como 
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potencial inibidor, tais como: poliovírus tipo 1 (Faccin-Galhardi et al., 2012); vírus da enterite 

de patos (Song et al., 2013); vírus da doença de Newcastle (Song et al., 2015); vírus H1N1 

(Bang et al., 2016; Ha et al., 2016); Parvovírus canino (Feng et al., 2017); vírus da hepatite A 

(Seo et al., 2017) e herpes vírus tipo 1 (Twilley et al., 2017). 

 Na literatura consultada, observou-se que o efeito antiviral de meliáceas é 

rotineiramente relatado, como por exemplo,  Parida et al. (2002) denotaram que um extrato 

aquoso produzido de folhas de Azadirachta indica, determinou a total inibição da replicação 

do vírus da dengue, enquanto que Faccin-Galhardi et al. (2012) relataram que percentuais de 

até 80% de inibição viral do poliovírus tipo 1 foram conseguidos ao usar fitocomposto. Já no 

caso de Melia azedarach (Cinamomo), esta, já apresentou resultados promissores contra o 

herpes vírus tipo 1 e 2 (Petrera e Coto; 2009; Bueno et al., 2012). 

A expressão desse efeito antiviral no caso das meliáceas deve-se consequentemente a 

sua composição fitoquímica, os quais são representados pelos ácidos graxos, alcaloides, 

esteroides, limonoides, flavonoides, taninos, saponinas e aminoácidos, pois são os principais 

grupos químicos encontrados em todas as polaridades de fração de extratos dessas plantas 

(Kumazawa et al., 2013; Al-Hashemi e Hossain, 2016). 

Entretanto, efeito espermicida também já foi descrito advindo de extratos aquosos a 

base de folhas de Azadirachta indica (Khillare e Shrivastav, 2003), e das cinzas da madeira 

dessa meliácea que além de efeito espermicida gerou espermatozoides anormais, indicando 

que apesar de ter em sua constituição fitoquímicos potencialmente antivirais, dependendo da 

concentração determinará perda na qualidade espermática por interferência no processo 

espermatogênico (Auta e Hassan, 2016). Dessa forma, torna-se essencial uma avaliação 

criteriosa, pois a citotoxicidade de determinados constituintes presentes em uma droga natural 

pode acabar impedindo a descoberta de propriedades antivirais de outro componente 

fitoquímico (Arthanari et al., 2012). 
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Além de folhas e raízes, as sementes de plantas têm demonstrado em sua constituição 

fitoquímica substâncias antivirais promissoras, como por exemplo, sementes de Peganum 

harmala, uma Zygophyllaceae, que in vitro inviabilizou a replicação do vírus da gripe, pela 

síntese tardia de proteínas virais (Moradi et al., 2017). Diante disso, observa-se que 

dependendo do tipo de planta, algumas partes desta ou regiões inteiras, são passíveis de serem 

estudadas e seus princípios bioativos validados, objetivando conhecer substâncias que possam 

vir a ser utilizadas no combate a doenças virais (Farzaneh e Carvalho, 2015).  

Anteriormente, pesquisa com produtos naturais tratava-se de algo intuitivo ou empírico, 

porém com o tempo os fitocompostos passaram a ser fonte das substâncias onde tem se 

concentrado o maior número de pesquisas para uso terapêutico em humanos e animais, contra 

diversas enfermidades infecciosas, sendo que em torno de 30% das drogas que se tem 

conhecimento ao redor do mundo são sintetizadas de maneira direta ou indireta de plantas 

(Dantas et al, 2009; Maia et al., 2015).  

 A partir dessa premissa, é notório que a diversidade biológica da flora brasileira 

contribui para o direcionamento das pesquisas para o desenvolvimento de fitoterápicos, 

incluindo aqueles com potencial ação antiviral, os quais podem vir a serem utilizados na 

terapêutica humana e veterinária, de maneira alternativa ou complementar, na forma de 

vegetais frescos, extratos vegetais e especialmente fitocompostos (Simoni, 2011). 

A base dos estudos nessa temática são os metabólitos secundários (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 já demonstraram a eficácia de 

compostos flavonoides exercendo atividade antiviral contra os mais diferentes vírus, inclusive 

retrovírus, como é 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 inibição da transcriptase reversa (Ahmad et al., 2015). 

Além disso, alguns estudos relataram que fitocompostos com substâncias antioxidantes 

têm 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 adoção de fitocompostos na medicina veterinária 

estão o baixo custo, acessibilidade de matéria prima, e riscos mínimos de efeito colateral, por 

se tratar de um medicamento natural (Farzaneh e Carvalho, 2015). No entanto, os 

fitoterápicos, bem como as soluções utilizadas no preparo e dissolução dos mesmos, podem 

ser tóxicos a célula ou ao organismo como todo, que se almeja tratar ou proteger, sendo assim 

imprescindível realizar ensaios de citotoxicidade a fim de eliminar eventuais efeitos danosos e 

indesejáveis. Adicionalmente, observa-se que determinadas limitações que são atribuídas ao 

uso de fitoterápicos, em geral, referem-se à parte da planta selecionada (por poder influenciar 

na concentração do princípio ativo), estabilização da solução (soluções de fácil degradação) e 

mensuração das concentrações do princípio ativo (Oliveira et al., 2009). 

A grande maioria dos produtos naturais com efeito antiviral descrito na literatura trata-

se de extratos aquosos e etanólicos (Parida et al. 2002; Zafar et al., 2013; Adrianti et al., 2014; 

Santos et al., 2014; Zhang et al., 2014). Na dissolução dessas drogas normalmente se opta 

pelo dimetilsulfóxido (DMSO) como seu principal solvente por ser altamente solúvel e não 

causar interferência molecular nos componentes fitoquímicos (Bona et al., 2014). Diante 

disso, torna-se ainda mais viável a busca por uma alternativa antiviral a base de produtos 

naturais para tratar o sêmen infectado com o CAEV, uma vez que o DMSO, o principal 

solvente de extratos vegetais, quando presente no diluidor seminal caprino não determina 

perda na qualidade espermática (Peixoto et al., 2017). 
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Entretanto, na avaliação da eficácia desses fitoterápicos são passíveis inúmeros métodos 

de avaliação, porém a ausência de dados científicos que indique qual seria o melhor a ser 

adotado, associado à falta de padronização da metodologia de extração, e consequentemente 

de análises in vitro, acabam por limitar maiores avanços no ramo das pesquisas com produtos 

naturais (Bona et al., 2014). 

 

Considerações Finais 

 O crescimento das pesquisas efetuando testes com as mais variadas espécies de plantas 

já comprovaram que é possível encontrar constituintes fitoquímicos com efeito antiviral, 

inclusive contra o retrovírus, mesmo fazendo uso da extração dos constituintes via processo 

aquoso ou etanólico, com dissolução em DMSO. Adicionalmente, a classe de metabólitos 

secundários se concretiza como a fonte de onde pode se conseguir alternativas eficazes no 

combate às doenças de caráter viral, visando no caso dos retrovírus a atingir principalmente a 

transcriptase reversa.  

Nesse contexto, espera-se que essas plantas possam também se tornar eficazes na 

inativação do CAEV presente no sêmen de reprodutores caprinos, sem causar danos à célula 

espermática e nem interferência na fertilidade, possibilitando assim o uso de material genético 

advindo de reprodutor infectado pelo lentivírus caprino. No entanto, como forma de incentivo 

é imprescindível 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 

Ceará State and possible correlation with CAE. 

Material, Methods & Results: The research was performed in four mesoregions in Ceará 

State (Metropolitan Region of Fortaleza- MRF; Northeast Ceará – NeC; North Ceará – NC; 

Sertões in Ceará – 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 Ceará 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 Ceará 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 Ceará 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 Ceará 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 Ceará 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: Correlação, diagnóstico, lentivírus caprino, micoplasmose. 

 

INTRODUÇÃO 

A infecção por Mycoplasma agalactiae (M. agalactiae) afeta pequenos ruminantes [23], 

causando a Agalaxia Contagiosa (AC), doença raramente diagnosticada, apesar das perdas 

econômicas acarretadas à pecuária [26]. No Brasil essa micoplasmose já foi relatada no 

Nordeste [6], primeiramente em 2001 na Paraíba [5], seguido por Pernambuco, Rio Grande do 

Norte e Sergipe [1,5,26].  No Ceará, relataram Mycoplasma sp., pelo isolamento em co-

cultivo do líquido sinovial em células de dois caprinos [9]. 

Os sinais clínicos após infecção por M. agalactiae são: mastite com redução na 

produção de leite, agalaxia, artrite, ceratoconjuntivite e pneumonia [15]. Essa doença pode ser 

confundida com a artrite encefalite caprina (CAE) cujo agente etiológico desencadeia um 
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quadro sintomatológico similar a AC, passando a ser fundamental um diagnóstico diferencial 

[19]. 

Portanto, o diagnóstico não pode se basear apenas nos sinais clínicos, sendo necessário 

a realização de testes de diagnóstico. O ensaio de imunoadsorção enzimática (ELISA) 

indireto, em geral, é o escolhido para o diagnóstico de micoplasmose, por sua eficácia na 

detecção de anticorpos [6,15]. Já para CAE, a Imunodifusão em Gel de Agarose (IDGA) e 

ELISA indireto são os exames preconizados pela Organização Mundial de Saúde Animal 

(OIE) [16, 20]. No entanto, por sua sensibilidade e especificidade ser superior a outros testes 

sorológicos, o Western Blot (WB) tem sido uma alternativa eficaz na detecção de anticorpos 

contra o lentivírus caprino [18, 24, 28]. Assim, objetivou-se com o presente estudo investigar 

a existência de anticorpos anti-Mycoplasma agalactiae em rebanhos leiteiros no estado do 

Ceará e a sua possível correlação com a CAE. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Localização 

A pesquisa foi realizada em quatro mesorregiões do estado do Ceará (Região 

Metropolitana de Fortaleza - RMF; Noroeste Cearense - NoC; Norte Cearense - NC; Sertões 

Cearense - SC), situadas no nordeste do Brasil. Na RMF foram estudadas sete propriedades 

em quatro municípios (Aquiraz, Caucaia, Fortaleza e Horizonte), no NoC três propriedades 

em dois municípios (Santa Quitéria e Sobral), no NC três propriedades em dois municípios 

(Beberibe e São Gonçalo do Amarante) e nos SC foram três propriedades em dois municípios 

(Banabuiú e Quixadá), perfazendo um total de 16 propriedades em 10 municípios com maior 

representatividade na produção de leite caprino para o estado ou para mesorregião. Além 

disso, as mesorregiões escolhidas representam 71,73% do rebanho caprino do estado do Ceará 

[14]. 
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Animais 

 Foram utilizados 417 fêmeas e 69 reprodutores caprinos, totalizando 486 animais, 

oriundos de rebanhos destinados à produção de leite, sendo todos de raça com aptidão leiteira, 

puros ou mestiços, e criados em sistema intensivo ou semi-intensivo. 

 Procedimento Experimental 

Os testes de diagnóstico foram aplicados utilizando soro sanguíneo, obtido a partir de 

coleta de sangue de todos os animais experimentais por meio da punção da veia jugular, por 

sistema à vácuo, com tubos
1
 de 5 mL sem anticoagulante, seguido de centrifugação em 

centrífuga
 
(Excelsa

®
 II 206 BL)

2
 não refrigerada a 1500 G por 10 minutos. 

Na detecção de anticorpos contra o vírus da artrite encefalite caprina (CAEV) foi 

utilizado a microtécnica de imunodifusão em gel de ágar (IDGA) conforme metodologia de 

Gouveia [13], e a técnica de Western Blot (WB) descrita por Rodrigues et al. [24]. O antígeno 

utilizado para a IDGA foi produzido no Laboratório 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 antígeno utilizado no WB utilizou-se o método de ultracentrifugação 

em gradiente de sacarose
3
 [11]. A concentração da proteína total foi determinada pelo método 

de Bradford [7] e o antígeno mantido a -80ºC até a realização dos ensaios laboratoriais.  

Para a detecção de anticorpos anti-Mycoplasma agalactiae da lipoproteína de 

membrana p48, foi utilizado o kit comercial
4
 de imunoensaio enzimático, segundo 

recomendações do fabricante, com diluição dos soros de 1:20 com valor de corte igual ou 

superior a 60% de percentual de reconhecimento de anticorpos, sendo utilizado 

espectofotômetro (Multiskan FC)
5
 para leitura da absorbância das placas. 

Análise Estatística 

Um banco de dados foi elaborado, mediante tabulação e codificação, com os 

resultados obtidos submetidos ao teste de Qui-quadrado (χ
2
) e exato de Fisher, nos casos onde 
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os critérios do qui-quadrado não foram atendidos, considerando-se sempre o nível de 

significância de 5% (P < 0,05) analisado pelo programa IBM
©

 SPSS
© 

 Statistics versão 21
6
. 

Em seguida, aplicou-se uma análise de regressão logística, considerando o modelo: 

 ̂  
 

                           
 

 

Em que: 

               ̂ = Probabilidade de ter a doença 

            j = Variação de cada animal 

               = Exponencial da função logística 

           β0 a βm = Parâmetros do modelo 

           X1 a Xm = Variáveis do estudo consideradas no modelo 

 

RESULTADOS 

Na análise dos dados (Tabela 1) pode-se observar que a soroprevalência de M. 

agalactiae em rebanhos de caprinos leiteiros no estado do Ceará foi de 0,62% (3/486).  

Tabela 1. Soroprevalência de anticorpos contra o vírus da artrite encefalite caprina (CAEV) e 

Mycoplasma agalactiae em caprinos leiteiros no estado do Ceará. 

 Vírus da Artrite Encefalite Caprina  Mycoplasma agalactiae 

 IDGA  Western Blot  ELISA 

 Nº %  Nº %  Nº % 

Positivo 25 5,20  80 16,60  3 0,62 

Negativo 461  94,80  406 83,40  483  99,38 
 

IDGA = Imunodifusão em Gel de Ágar; ELISA: Imunoensaio Enzimático; Nº = Número 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 mesorregiões 

metropolitana de Fortaleza, norte cearense e sertões cearenses (Figura 1). 
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Figura 1. Soroprevalência do vírus da artrite encefalite caprina (CAEV) por Imunodifusão 

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

Enzimático (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 lentivírus 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. Soroprevalência do vírus da artrite encefalite caprina (CAEV) por Imunodifusão 

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

Enzimático (ELISA) indireto em rebanhos de caprinos leiteiros. 

 

Figura 3. Associação dos resultados do diagnóstico sorológico entre Imunodifusão em Gel de 

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

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

IDGA (+) = Imunodifusão em gel de ágar com amostra com resultado positivo para anticorpos contra o virus da 

artrite encefalite caprina; IDGA (-) = Imunodifusão em gel de ágar com amostra com resultado negativo para 

anticorpos contra o vírus da artrite encefalite caprina; WB (+) = Western Blot com amostra com resultado 

positivo para anticorpos contra o vírus da artrite encefalite caprina; WB (-) = Western Blot com amostra negativa 

para anticorpos contra o vírus da artrite encefalite caprina; ELISA (+) = Imunoensaio Enzimático com amostra 
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positiva para anticorpos anti-Mycoplasma agalactiae; ELISA (-) = Imunoensaio Enzimático com amostra 

negativa para anticorpos anti-Mycoplasma agalactiae. 
 

Os animais sororreagentes para M. agalactiae no presente estudo, eram de matrizes 

puras de raça com aptidão leiteira, pertencentes a propriedades e mesorregiões distintas, e 

submetidas a sistema de criação intensivo. Contudo, essas matrizes não foram soropositivas 

em nenhum dos testes (IDGA e WB) para Artrite Encefalite Caprina. Dessa forma, não se 

evidenciou correlação 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 detecção de anticorpos para ambos os patógenos (Figura 3).  Entretanto, em três 

propriedades com animais sororreagentes para M. agalactiae, em duas foi identificado 

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

 

DISCUSSÃO 

A soroprevalência encontrada para M. agalactiae no estado do Ceará pode ser 

considerada baixa em comparação aos percentuais relatados em outros estados brasileiros, 

como na Paraíba (83,28%) [8], Sergipe (10,3%) [26], São Paulo (27,7%) [6], e Rio de Janeiro 

(85%) [25], como também, em países, como Mali (8,3%) [12], e Espanha (66,7%) [4]. Vale 

ainda salientar que com esse estudo o estado do Ceará torna-se o quinto do Nordeste a relatar 

a presença desse agente. 

A infecção de M. agalactiae nos estados brasileiros pode ser atribuída ao livre 

comércio com fiscalização deficiente em feiras e exposições agropecuárias, associada à 

importação de animais de outros estados ou países como forma de melhorar geneticamente a 

qualidade dos rebanhos [5]. A presença de animais cronicamente infectados e assintomáticos 

resulta não só na manutenção da infecção dentro do rebanho como também no risco de 

disseminação para outras propriedades [23]. Como estes rebanhos são de animais 
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direcionados a produção de leite, a comprovação da presença do agente favorece a 

possibilidade de ocorrências de perdas consideráveis na produção [27].  

Adicionalmente a presença de anticorpos contra o M. agalactiae em propriedades 

situadas em diferentes mesorregiões, indica que apesar da baixa prevalência, a doença 

encontra-se em pontos distintos do estado do Ceará, sendo cada propriedade fonte de contágio 

do patógeno. Diante disso, indica um estado de susceptibilidade à infecção por parte dos 

rebanhos cearenses, sendo necessário medidas que impeçam a sua disseminação, e 

consequentemente maiores danos e perdas econômicas aos produtores. 

 Já a CAE por ter sido diagnosticada em quase todas as propriedades, comprova a 

disseminação dessa lentivirose nos rebanhos cearenses com aptidão leiteira, vindo o valor de 

soropositividade detectado pela IDGA nesse estudo ser superior aos 4,6% constatado em 

rebanhos de caprinos leiteiros no Ceará [21], e aos 2,8% relatado no estado do Maranhão ao 

fazer uso desse mesmo teste sorológico [30]. Além disso, o teste de Western Blot reafirmou 

ainda mais essa situação, uma vez que foram detectados um maior número de amostras 

sororreagentes, comprovando assim a maior sensibilidade do WB em relação 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 sertão de Pernambuco [2].  

Mas fica evidente que a IDGA detecta níveis elevados de anticorpos circulantes no 

sangue e que por isso propicia resultados falso-negativos, pois níveis mínimos de anticorpos 

podem não ser detectados. Em contrapartida, o WB, por ser um teste com maior sensibilidade, 

é capaz de detectar baixos níveis de anticorpos, e riscos mínimos de reações inespecíficas [10, 

24]. 

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

encontram-se presente nos rebanhos cearenses, podendo a ocorrência de rebanhos caprinos 
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com casos de artrite, ceratoconjuntivite e pneumonia, sugerir a presença de uma ou das duas 

enfermidades [12]. 

Assim, embora não tenha sido comprovado à existência de associação entre essas 

enfermidades, à presença de um retrovírus no organismo pode facilitar a coinfecção por outro 

microorganismo promovendo a debilitação do sistema imunológico do indivíduo portador. 

Um exemplo clássico pode ser observado com a elevação nos casos de coinfecção entre 

pacientes portadores do vírus da imunodeficiência humana (HIV), vírus esse pertencente à 

mesma família do CAEV, e pelo bacilo da tuberculose, onde a infecção por HIV aumenta em 

20 vezes o risco de desenvolver tuberculose ativa [17].  Além disso, há relatos que 32,1% de 

indivíduos portadores do HIV estavam coinfectados por Mycoplasma hominis uma espécie de 

micoplasma potencialmente patogênico encontrado no trato urogenital [29]. Portanto, a 

infecção por um retrovírus pode predispor a entrada de outros miroorganismos. 

 

CONCLUSÃO 

Não houve correlação positiva na incidência de infecção pelo CAEV e pelo 

Mycoplasma agalactiae no presente estudo. Porém o Mycoplasma agalactiae está presente 

em distintas mesorregiões, e medidas sanitárias devem ser adotadas, em um curto prazo, a fim 

de impedir a disseminação do patógeno, e consequentemente, prejuízos produtivos e 

econômicos, 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 (DMSO), 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: Dimetilsulfóxido, MEM, Tris Gema, preservação do sêmen. 

 

INTRODUÇÃO 

A possibilidade de contaminação direta do sêmen por microorganismos, como o vírus 

da artrite encefalite caprina (CAEV), presente no sêmen de caprinos na forma de DNA pró-

viral [25] como também de RNA viral [17] inviabiliza o uso do reprodutor, e a 

comercialização 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 sêmen, porém estes 

devem ser previamente dissolvidos em dimetilsulfóxido (DMSO) independente de serem 

aquosos ou etanólicos [3,6]. A escolha dessa substância como meio para dissolução dessas 

drogas ocorre pela sua fácil solubilidade em ambientes aquosos e etanólicos, e versatilidade 

associada com inúmeras propriedades farmacológicas [1]. Além disso, o DMSO possui 

capacidade de interagir com drogas naturais sem causar alteração na estrutura molecular, 

propiciando assim que inúmeras substâncias quando associadas a ele sejam carreadas com 

efeitos potencializados através das membranas, enquanto que a nível celular exerce efeito 

sinérgico com tais substâncias [10]. 

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

levado em consideração o efeito destas, e no caso do DMSO, a sua ação individual na 
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qualidade espermática durante o processo de resfriamento, e influência nos parâmetros 

seminais. Nessa concepção, por ser algo desconhecido no enfoque utilizado, objetivou-se 

avaliar a viabilidade espermática de sêmen caprino refrigerado diluído em diferentes meios 

acrescidos de concentrações crescentes de DMSO para poder utilizá-lo em eventuais 

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

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Localização 

O experimento foi realizado no Laboratório de Tecnologia de Sêmen da Embrapa 

Caprinos e Ovinos na cidade de Sobral - CE, nordeste do Brasil, à latitude de 3° 42‟ sul, 

longitude de 40° 21‟. 

Animais 

 Foram utilizados cinco reprodutores caprinos da raça Anglo-nubiano com idade de 12 a 

24 meses, soronegativos para o lentivírus caprino obtidos após três 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 sêmen, com intervalo de sete 

dias, por meio de vagina artificial modelo curto na presença de uma fêmea ovariectomizada 

com estro induzido pela aplicação de 1 mL de benzoato de estradiol
1
, 48 h antes da coleta, e 

imobilizada em tronco de contenção de forma a facilitar a monta e a coleta. 

À medida que o sêmen era coletado o mesmo era imediatamente destinado ao 

Laboratório de Tecnologia de Sêmen para realização do espermograma, quantificando os 

seguintes parâmetros: volume (mL), concentração espermática (x10
9
 espermatozoide/mL), 

motilidade individual progressiva (MIP, 0-100%), e vigor (0-5), de acordo com os critérios 

preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA) [9]. Após cada coleta 
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colocou-se o sêmen em banho-maria a 37ºC e determinou-se o volume do ejaculado por meio 

da graduação do tubo coletor de polipropileno
2
. Em seguida, uma gota de sêmen foi colocada 

juntamente com uma gota de solução salina entre lâmina
3
 e lamínula

4
 pré-aquecida a 37°C e 

observada em microscópico óptico
5
 com aumentos de 10 e 40x, verificando a motilidade 

progressiva retilínea (percentual) e o vigor espermático. Posteriormente, acrescentou-se 50 μL 

do sêmen em 10 mL de solução fisiológica formolizada a 0,1% tamponada para contagem das 

células espermáticas, utilizando-se espectofotômetro (Spectronic 20)
6
, para determinação da 

concentração espermática por mL e no ejaculado total. 

Realizada a avaliação in vitro de cada ejaculado, o sêmen dos reprodutores com MIP ≥ 

80% e vigor ≥ 3 foram misturados formando um pool e em seguida diluídos em: meio 

essencial mínimo
7
 contendo glicose

8
 a 0,01M e no diluidor Tris

8
 (Tris-hidroximetil-

aminometano-H2NC(CH2OH)3; com adição de frutose
8
 a 0,5%, ácido cítrico

9
 a 1,99% e gema 

de ovo à 2,5%. A diluição do pool de sêmen foi feita para obter a concentração de 2 x 10
9
 

espermatozoides processáveis/mL em ambos os diluentes.  

O pool de sêmen foi em seguida resfriado em geladeira
 
(7°C), por duas horas para 

estabilizar a temperatura do material. Após isso, o pool de sêmen foi dividido em tubos de 15 

mL, acrescido de dimetilsulfóxido (DMSO)
8 

para a obtenção das seguintes concentrações: 0, 

1,5; 1,75; 2,0; 2,25 e 2,5%. Adicionalmente, foram avaliados os parâmetros de motilidade 

individual progressiva e vigor espermático do pool de sêmen, nas diferentes concentrações de 

DMSO, com intervalo de duas horas, até um período máximo de quatro horas pós-adição do 

diluente. 

Concomitantemente eram feitas lâminas para observação da morfologia espermática por 

meio de esfregaços corados com azul de bromofenol
8
, e avaliação de 200 células em 

microscópio óptico (Leica DM 500)
10

 (100x). Foi realizado teste hiposmótico, onde 50 µL de 

cada amostra era depositada em tubo de 2,5 mL contendo 500 µL de solução hiposmótica com 
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osmolaridade de 179 mOsmol/L composta de citrato de sódio
8 

e água milli-Q. Após 20 

minutos, 30 µL dessa mistura era colocado em lâmina e lamínula contendo 60 µL de 

glutaraldeído
11

 e efetuado a contagem dos espermatozoides com membrana plasmática íntegra 

através da observação em microscópico óptico
10

 com contraste de fase de aumentos de 40x, 

realizando a contagem de 100 células. 

Análise Estatística 

A consistência dos dados e análise descritiva (médias e desvio padrão) das 

características avaliadas nas diferentes concentrações de DMSO, em ambos os diluidores, 

foram comparadas pelo Teste de t de Student a 5% de significância, e submetido à correlação 

de Pearson. 

RESULTADOS 

Independentemente do tipo de diluente utilizado, os valores encontrados de motilidade 

individual progressiva (MIP) e vigor espermático (V) apresentaram-se em conformidade com 

os preconizados pelo CBRA [9]. Em adição, pode ser observado que não houve interferência 

do DMSO nos parâmetros de MIP e V (Tabela 1), quando esse foi adicionado a uma 

concentração máxima de 2,5% ao MEM. Ao efetuar a análise estatística desses dois 

parâmetros entre os diluidores, o vigor do sêmen que foi diluído em MEM sem acréscimo de 

DMSO apresentou diferença significativa (P < 0,05) com relação ao pool diluído em Tris 

Gema, também sem DMSO (Tabela 1). Quanto ao sêmen diluído em Tris Gema foi 

encontrada diferença estatística (P < 0,05) para a MIP, em diferentes concentrações de 

DMSO. 
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Tabela 1. Características espermáticas do pool de sêmen de cinco reprodutores caprinos, 

refrigerado e diluído em meio essencial mínimo (MEM) ou Tris Gema a 2,5%, acrescido de 

concentrações crescentes de dimetilsulfóxido (DMSO). 

MIP = motilidade individual progressiva; V = vigor espermático; HO = formas reativas ao teste hiposmótico; 

NOR = espermatozoides morfologicamente normais. Letras maiúsculas diferentes na mesma linha indicam 

diferença estatística entre os diluidores (P < 0,05) para cada parâmetro; letras minúsculas diferentes na mesma 

coluna indicam diferença estatística (P < 0,05) dentro de cada meio diluidor. 

 

No que diz respeito ao percentual máximo de espermatozoides reativos ao teste 

hiposmótico (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 avaliação separada por diluente, notou-se que os percentuais 

detectados de espermatozoides com membrana funcional intacta, em sêmen diluído em MEM, 

não apresentaram diferença estatística (P > 0,05) nas diversas concentrações de DMSO. 

Observou-se diferença estatística quanto ao HO do sêmen diluído em Tris Gema sem DMSO 

em relação ao sêmen diluído no mesmo meio, mas com concentrações de 1,5 à 2,25% de 

DMSO, porém não foi observado quando a concentração foi de 2,5%. Em adição, o maior 

percentual de reatividade ao teste hiposmótico (23,83 ± 7,75), do sêmen diluído em MEM foi 

com 2,5% de DMSO, assim foi sugestivo que o DMSO não afeta a membrana espermática. 

Quanto ao percentual de espermatozoides morfologicamente normais (Tabela 1) 

observou-se que os valores permaneceram dentro dos padrões entre 80 a 90% recomendados 

 MEM  TRIS GEMA 

DMSO 

(%) 

MIP  

(%) 

V  

(0-5) 

HO  

(%) 

NOR  

(%) 
 

MIP  

(%) 

V 

(0-5) 

HO  

(%) 

NOR  

(%) 

0 
75,00  ± 

10,48Aa 

3,83 ± 

0,40Aa 

20,83 ± 

5,63Aa 

87,10 ± 

1,30Aa 
 

81,66 ± 

4,08Aa 

3,16 ± 

0,40Ba 

46,33 ± 

6,88Ba 

90,00 ± 

6,53Aa 

1,5 
65,00 ± 

16,43Aa 

3,50 ± 

0,54Aa 

18,50 ± 

11,91Aa 

90,65 ± 

1,90Aa 
 

66,66 ± 

8,16Ab 

3,33 ± 

0,51Aa 

38,50 ± 

4,50Bb 

86,08 ± 

19,49Aa 

1,75 
73,33 ± 

10,32Aa 

3,60 ± 

0,51Aa 

15,50 ± 

7,60Aa 

87,67 ± 

11,80Aa 
 

75,00 ± 

10,48Aa 

3,33 ± 

0,51Aa 

35,50 ± 

8,75Bb 

95,33 ± 

2,08Aa 

2,0 
70,00 ± 

8,94Aa 

3,60 ± 

0,51Aa 

19,83 ± 

8,42Aa 

88,91 ± 

3,51Aa 
 

70,00 ± 

8,94Ab 

3,16 ± 

0,40Aa 

34,66 ± 

11,92Bb 

94,41 ± 

4,53Ba 

2,25 
78,33 ± 

7,52Aa 

3,83 ± 

0,40Aa 

21,50 ± 

6,59Aa 

88,75 ± 

6,54Aa 
 

73,33 ± 

13,66Aa 

3,16 ± 

0,75Aa 

34,66 ± 

11,34Bb 

94,16 ± 

2,58Aa 

2,5 
68,33 ± 

14,71Aa 

3,33 ± 

0,81Aa 

23,83 ± 

7,75Aa 

91,04 ± 

1,83Aa 
 

68,33 ± 

14,71Ab 

3,00 ± 

0,89Aa 

40,50 ± 

6,02Ba 

94,66 ± 

2,85Aa 
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para caprinos [9], em todos os tratamentos, havendo diferença estatística (P < 0,05) apenas na 

concentração 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 espermáticas normais, em relação ao 

MEM (88,91 ± 3,51) nesse tratamento. 

Evidenciou-se que dentre as alterações encontradas na morfologia espermática em todos 

os tratamentos, independente do diluidor, o principal defeito foi relacionado a problemas de 

cabeça (Tabela 2). Nos tratamentos onde o diluidor utilizado foi o meio essencial mínimo 

(MEM) denota-se que até uma concentração de 1,75% de DMSO o defeito morfológico que 

teve maior incidência após os de cabeça foram defeitos de peça intermediária (DPI), porém 

essa situação se modificou à medida que ocorria aumento da concentração de DMSO a esse 

tipo de diluidor, onde nesse caso os defeitos de flagelo passaram a ter maior ocorrência que os 

de peça intermediária. 

Tabela 2. Distribuição percentual de alterações na morfologia espermática de sêmen caprino 

refrigerado diluído em meio essencial mínimo (MEM) e Tris Gema a 2,5% acrescido de 

concentrações crescentes de dimetilsulfóxido (DMSO). 

DMSO 

(%) 
Diluente 

Morfologia espermática  

(%) 

  NO  DA DC DPI DF 

0 
MEM 87,10 ± 1,30 0,20 ± 0,00 7,60 ± 1,70 2,80 ± 0,00 1,90 ± 0,50 

TRIS 90,00 ± 6,53 0,00 ± 0,00 6,90 ± 5,80 1,20 ± 0,10 1,90 ± 0,60 

       

1,5 
MEM 90,65 ± 1,90 0,40 ± 0,60 3,39 ± 0,20 3,25 ± 2,20 2,34 ± 0,80 

TRIS 86,08 ± 19,49 0,09 ± 0,10 10,67 ± 11,30 1,25 ± 0,40 1,75 ± 0,50 

       

1,75 
MEM 87,67 ± 11,80 0,00 ± 0,00 9,31 ± 11,30 1,84 ± 0,50 1,19 ± 0,30 

TRIS 95,33 ± 2,08 0,00 ± 0,00 2,42 ± 0,10 0,92 ± 0,10 1,34 ± 0,40 

       

2,0 
MEM 88,91 ± 3,51 0,09 ± 0,10 5,75 ± 6,50 2,09 ± 1,30 3,17 ± 1,10 

TRIS 94,41 ± 4,53 0,00 ± 0,00 2,83 ± 1,60 0,59 ± 0,60 2,17 ± 0,60 

       

2,25 
MEM 88,75 ± 6,54 0,00 ± 0,00 6,00 ± 4,60 2,00 ± 0,50 3,42 ± 0,70 

TRIS 94,16 ± 2,58 0,00 ± 0,00 2,83 ± 0,20 0,67 ± 0,00 2,33 ± 0,50 

       

2,5 
MEM 91,04 ± 1,83 0,0 ± 0,00 4,58 ± 1,52 1,71 ± 0,76 2,52 ± 0,90 

TRIS 94,66 ± 2,85 0,0 ± 0,00 3,16 ± 0,94 0,75 ± 0,82 1,50 ± 0,29 
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NO: normais; DA: defeito de acrossomo; DC: defeito de cabeça; DPI: defeito de peça intermediária; DF: defeito 

de flagelo. 

 

Já no diluidor Tris Gema foi observado que em todas as concentrações de DMSO, o 

segundo maior percentual de defeito morfológico era relacionado a defeitos de flagelo, 

indicando que concentrações maiores de DMSO a esse diluidor determinaria maiores 

incidências desse tipo de alteração espermática, a qual é prejudicial à fertilidade da célula. 

Exatamente nesse diluente, denotou-se que durante as avaliações de patologia espermática 

encontrou-se um defeito raro que é a presença de um espermatozoide bicaudal (Figura 1) na 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

Analisando as correlações das características espermáticas avaliadas no pool de sêmen 

diluído em MEM (Tabela 3) verifica-se que apenas o vigor (V) apresentou diferença 

estatística (P < 0,05) e correlação positiva alta (r = 0,85) com a motilidade individual 

progressiva (MIP).  

 

Figura 1. Espermatozoide bicaudal na concentração de 2,25% de dimetilsulfóxido (DMSO) acrescido 

ao diluente Tris Gema. 
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Tabela 3. Coeficientes de correlação de Pearson das características seminais de sêmen 

caprino refrigerado e diluído em meio essencial mínimo (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 espermático; HO = formas reativas ao teste hiposmótico; 

NOR = espermatozoides morfologicamente normais. * = (P < 0,05); ns = não significativo (P > 0,05). 

 

Observa que com o pool de sêmen diluído em Tris Gema, o vigor, juntamente com o 

percentual de formas reativas ao teste hiposmótico (HO) apresentaram correlação favorável e 

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

 

Tabela 4. Coeficientes de correlação de Pearson das características seminais de sêmen 

caprino refrigerado e diluído 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 espermático; HO = formas reativas ao teste hiposmótico; 

NOR = espermatozoides morfologicamente normais. * = (P < 0,05); ns = não significativo (P > 0,05). 

 

DISCUSSÃO 

A eficácia do dimetilsulfóxido (DMSO) como crioprotetor interno e/ou anti-

inflamatório já está bem elucidada [12], agora o presente estudo constatou a viabilidade do 

sêmen quando essa substância for inclusa ao diluente seminal para o processo de refrigeração, 

apresentando parâmetros seminais normais para espécie e similares a outros autores [25,27] 

que também avaliaram sêmen caprino refrigerado, porém sem DMSO. Desse modo, observa-

se que o DMSO, independente da concentração testada nos diluentes MEM e Tris Gema não 

ocasionou efeito danoso sobre os espermatozoides. 
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Quanto ao percentual máximo de espermatozoides reativos ao teste hiposmótico (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 solução 

hiposmótica era composta de citrato de sódio com frutose apresentando osmolaridades de 

150mOsm/L e 412mOsm/Kg, valores esses diferentes da osmolaridade da solução de citrato 

de sódio (179mOsmol/L), não enriquecida com frutose, deste trabalho.  

Altos índices de temperatura ambiente e umidade relativa do ar podem ter contribuído 

para a ocorrência desses baixos valores de reatividade ao teste, através de possíveis alterações 

da qualidade seminal por meio de modificações no processo de maturação no epidídimo que 

resultaria em problemas na membrana espermática dos espermatozoides [11,21], e com isso 

comprometendo a resposta dos mesmos ao teste hiposmótico.  

Em adição, tratamentos em que o diluente é o Tris Gema há uma maior taxa de 

preservação da membrana da célula espermática, a qual permanece com sua membrana 

normal do ponto de vista funcional, mesmo na presença de DMSO no diluente. Situação 

semelhante foi também relatada por outros autores [13,26], os quais mencionam que 

diluidores a base de gema de ovo determinam uma maior preservação da membrana 

plasmática, pois tem em sua composição frações lipoproteicas de baixa densidade que ajudam 

a preservar a integridade da membrana celular do espermatozoide, determinando taxas 

maiores de reatividade ao teste hiposmótico. Fato esse não proporcionado pelo MEM, 

justificando assim a ocorrência de diferença estatística (P < 0,05) entre esses dois diluidores 

em todos os tratamentos. Na literatura, diversos trabalhos relataram a qualidade e eficiência 

do Tris Gema como diluente seminal [15,25,27,28], pois o mesmo além de atuar como uma 

substância tampão acarreta uma desaceleração do metabolismo da frutose pelo 

espermatozoide, de modo a contribuir para preservação energética da célula espermática [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 inativação do CAEV no sêmen 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 manutenção do sêmen caprino dentro dos padrões normais para a espécie, 

podendo vir a ser adotado como diluidor seminal. 

Na análise das alterações encontradas na morfologia espermática houve uma grande 

detecção de problemas de cabeça (Tabela 2). Normalmente a ocorrência dessas alterações é 

atribuída a elementos tóxicos, advindos do próprio metabolismo espermático, como por 

exemplo, constituintes de espermatozoides imóveis ou anormais que apresentam capacidade 

de reação com o oxigênio e causam a degeneração, não podendo nesse caso, associar a 

incidência dessas alterações ao DMSO, uma vez que os índices de células espermáticas com 

morfologia normal permaneceram em conformidade para a espécie.  

Nesse estudo também foi evidenciado a presença de um defeito raro, que é a presença 

de um espermatozoide bicaudal (Figura 1), pois, em geral, os principais defeitos morfológicos 

de sêmen caprino descritos na literatura são relacionados a problemas de peça intermediária 

[2] e /ou de cabeça de espermatozoides [14], sendo esse último defeito o que mais foi 

observado nesse atual estudo. 

Deve-se salientar que o efeito deletério, ocasionado por altas temperaturas, as quais são 

peculiares do nordeste brasileiro, prejudicam a qualidade seminal, resultando muitas vezes em 

aumento na temperatura testicular do animal e por consequência acarretando em degenerações 

específicas, ao ponto de propiciar irregularidades na morfologia espermática em etapas 

importantes do processo de espermatogênese [11], o que possivelmente contribuiu para 

determinar esse maior percentual de defeitos de cabeça relatado nesse trabalho. 
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Alguns autores [2] mencionaram que inúmeros fatores (protocolo, diluente, coloração) 

influenciaram na análise patológica, inclusive a variação de cada reprodutor (o qual foi 

eliminado com a avaliação do pool e não de cada ejaculado), com isso há uma enorme 

relevância na avaliação da patologia espermática, pois conforme a distribuição de 

espermatozoides normais poderia determinar a fertilidade, tanto in vitro quanto in vivo, 

dependendo da constituição da célula espermática. Com isso, partidas de sêmen que venham a 

apresentar problemas de cauda dupla implicaria em baixa qualidade espermática.  

 A motilidade espermática está diretamente relacionado com o poder dos 

espermatozoides de alcançarem o ambiente uterino e o local de fertilização [22], sendo de 

enorme importância que haja a ocorrência de correlação entre motilidade e vigor espermático, 

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 correlação de 

moderada a alta entre MIP e V em sêmen caprino [4,18], correlação essa já 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 inativação do vírus da CAE no sêmen, observa-se que o DMSO é 

passível de ser incluso no diluente seminal, uma vez que os dados desse estudo demonstram 

que a viabilidade seminal permanece estável. Portanto, extratos naturais aquosos e/ou 

etanólicos com potencial antiviral, que normalmente possuam o DMSO como seu principal 

diluente, em virtude de sua capacidade de se misturar a água, álcool etílico e grande parte de 

solventes orgânicos [10] torna-se uma ferramenta a ser validada em novos estudos que visem 

à inativação do vírus da CAE presente no sêmen de reprodutores. 
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CONCLUSÃO 

O DMSO adicionado aos diluentes seminais, MEM e Tris Gema, não interferiu na 

qualidade do sêmen caprino refrigerado, o qual manteve sua viabilidade, indicando que essa 

substância não 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 informações do presente estudo sirvam de subsídio para novas pesquisas 

dentro dessa vertente. 
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RESUMO 

 

Objetivou-se avaliar in vitro a atividade antiviral e citotóxica de frações etanólicas de 

Azadirachta indica A. Juss. (nim) sobre o lentivírus caprino presente no sêmen. As folhas das 

plantas colhidas foram secas à temperatura ambiente e misturadas com etanol comercial 

(96%). Após filtração, o solvente foi evaporado, e a fase orgânica eluída com acetato de etila 

e etanol puro. Os quatros reprodutores soronegativos para o lentivírus caprino foram 

submetidos a cinco coletas artificiais de sêmen. Em uma das coletas foi feito um pool, 

avaliado os parâmetros espermáticos (motilidade individual progressiva – MIP; vigor – V), 

infectado in vitro com cepa CAEV Cork e tratado com as respectivas frações testes em duas 
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concentrações distintas (75µg/mL e 150µg/mL) por 30, 60 e 90 minutos, seguida de cocultivo 

celular com células de membrana nictitante ovina (MNO) durante 63 dias. A cada sete dias o 

sobrenadante era coletado, feito a extração de DNA e realizado Nested PCR. Nas coletas pós-

passagem o sobrenadante também era direcionado para realização da RT-nPCR. Os 

parâmetros espermáticos apresentaram-se em conformidade para espécie caprina. Dentre as 

frações testes a fração de acetato de etila e etanol na concentração de 150µg/mL teve ação 

antiviral contra o lentivírus, no entanto, novos ensaios devem ser realizados.  

 

Palavras-chave: antirretroviral, caprinocultura, lentivírus de pequenos ruminantes, produtos 

naturais. 

ABSTRACT 

 

This study aimed to evaluate the in vitro antiviral and cytotoxic activities of ethanol fractions 

of Azadirachta indica (Nim) against the caprine lentivirus in semen. Leaves of the plant were 

collected, dried in room temperature and mixed with commercial ethanol (96%). After 

filtration, solvent was evaporated, and the organic phase was eluted with ethyl acetate and 

pure ethanol. Four breeders that were seronegative for the caprine lentivirus were submitted to 

five artificial collections of semen. In one of these collections, the sperm parameters 

(individual progressive motility – IPM; vigor – V) of a pooled sample was assessed. Then, 

this sample was infected in vitro with CAEV Cork strain and treated with the respective test 

fractions in two distinct concentrations (75µg/mL and 150µg/mL) for 30, 60 and 90min. 

Following, sample was co-cultured with ovine nictitating membrane cells (ONM) for 63 days. 

Every seven days, supernatant was collected, DNA was extracted, and nested-PCR was 

performed. In post-passage collections, supernatant was collected and RT-nPCR was 

performed. Sperm parameters presented conformity within standards for the caprine species. 

Among the test fractions, ethyl acetate and ethanol in 150µg/mL concentration presented 

antiviral effect against the lentivirus. However, new studies should be performed to confirm 

these results. 

 

Keywords: anti-retroviral, goat production, small ruminant lentivirus, natural products. 

 

INTRODUÇÃO 

O lentivírus caprino junto com o lentivírus ovino compõem os chamados lentivírus de 

pequenos ruminantes (LVPR), os quais acarretam uma doença crônica, multissistêmica, com 
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tropismo viral ao sistema monocítico-fagocitário (Minguijon et al., 2015). A principal via de 

disseminação desse microrganismo ocorre pela ingestão de colostro oriundos de animais 

infectados. Eentretanto, a via reprodutiva pode exercer potencial de disseminação do vírus no 

rebanho mediante o uso de sêmen contaminado, pois já tem comprovação da transmissão 

ocorrendo via inseminação artificial (Souza et al., 2013) como também via monta natural. 

Dessa forma, a ausência de um tratamento ou vacina eficaz para esse vírus impulsiona 

as pesquisas se voltarem para a busca de métodos que possam garantir a qualidade sanitária 

do sêmen utilizado para aprimoramento genético. Alguns métodos como o swin-up (Ávila et 

al., 2015) e centrifugação em gradiente de Percoll (Peterson et al., 2008) já foram testados, 

porém os mesmos apenas conseguiram uma redução da carga viral e não a completa 

eliminação do lentivírus.  

Assim, direcionaram-se os trabalhos para a área de produtos naturais, a qual é um 

campo vasto, e passível de encontrar substâncias que possam combater a maioria dos agentes 

infecciosos, entre eles os retrovírus. Nesse contexto, plantas da família Meliaceas tem se 

destacado, em especial a Azadirachta indica A. Juss. (nim), a qual tem sido estudada contra 

os mais distintos vírus em humanos e animais (Araújo, 2008; Faccin-Galhardi et al., 2012). 

No caso dos lentivírus caprino o principal sítio de ação de um antirretroviral é a inativação 

das enzimas virais tais como transcriptase reversa, integrasse e protease, as quais estão 

diretamente envolvidas nos diversos processos que representam a replicação viral, uma vez 

que a presença do vírus não acarreta perda da qualidade e do potencial fértil do sêmen 

(Peixoto, 2014; Gu et al., 2016). Portanto, objetivou-se avaliar in vitro a atividade antiviral, e 

citotóxica de frações etanólicas de Azadirachta indica A. Juss. (nim) sobre o lentivírus 

caprino presente no sêmen. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Essa pesquisa foi aprovada pelo comitê de ética do uso de animais da Embrapa 

Caprinos e Ovinos com o seguinte número de protocolo 013/2014. 

As folhas de Azadirachta indica A. Juss. foram coletadas na cidade de Miraíma 

pertencente à zona norte do estado do Ceará, Brasil. Após a coleta foi feita uma exsicata e esta 

levada ao Herbário Professor Francisco José Abreu de Matos da Universidade Estadual Vale 

do Acaraú (HUVA) onde foi identificada, registrada, e depositada no acervo com o número 

18898.    
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As partes das plantas colhidas foram secas à temperatura ambiente e, em seguida, 

misturadas com etanol comercial (96%) e permanecendo embebida nesse solvente durante 

uma semana. Após filtração, o solvente foi evaporado utilizando um evaporador rotativo para 

obter o extrato bruto etanólico. Parte desse extrato, em seguida, foi misturada com sílica gel 

em uma proporção de 1:1 e a mistura colocada em um funil de Buchner. Posteriormente, o 

mesmo foi submetido à filtração a vácuo e eluída com a fase orgânica solventes de acetato de 

etila (Vetec) e etanol puro (Vetec), resultando nas respectivas frações (Araújo, 2008). 

Em seguida, os solventes foram novamente evaporados em evaporador rotativo até que 

os extratos ficassem secos e então foi realizado o teste fitoquímico de acordo com Mattos 

(1997). Os extratos foram mantidos à 4°C até à sua utilização.  

Foram utilizados quatro reprodutores caprinos da raça Moxotó com idade de 12 a 24 

meses soronegativos para o lentivírus caprino obtidos após três testes consecutivos, 

intercalados de 30 dias cada, de Western Blot (WB) de acordo com metodologia descrita por 

Rodrigues et al. (2014), e de Nested PCR (nPCR) no sangue, conforme recomendações de 

Barlough  et  al.  (1994),  com  algumas modificações,  para  a  região  gag  (Andrioli,  2001). 

Os quatros reprodutores foram submetidos a cinco coletas artificiais de sêmen, com 

intervalo de sete dias, por meio de vagina artificial modelo curto, com o uso de uma fêmea, 

como manequim, com estro induzido por meio da aplicação de 1 mL de cipionato de estradiol 

(ECP) aplicado 48 horas antes da coleta de sêmen e imobilizada em tronco, de forma a 

facilitar a monta e a coleta. Quatro dessas coletas foram direcionadas ao teste de toxicidade 

das frações de Azadirachta indica A. Juss. e uma para ser utilizado no cocultivo celular no 

teste antiviral. 

À medida que o sêmen foi coletado era destinado ao Laboratório de Tecnologia de 

Sêmen para realização do espermograma, onde foram quantificados os seguintes parâmetros: 

volume (mL), aspecto, concentração espermática (x10
6
sptz/mL), motilidade individual 

progressiva (MIP, 0-100%), vigor (0-5) e patologia espermática de acordo com os critérios 

preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal - CBRA (2013), sendo os 

valores devidamente anotados em fichas de avaliação.  

Realizada a avaliação in vitro de cada ejaculado, o sêmen dos reprodutores com MIP ≥ 

80% e vigor ≥ três foram misturados formando um pool e em seguida diluído em meio 

essencial mínimo (MEM; Gibco) contendo glicose (Sigma Alderich™) a 0,01 M com uma 

concentração de 200 x 10
6
 espermatozoides processáveis/mL.  

O pool de sêmen foi em seguida resfriado em geladeira (7°C), por 2 h para estabilizar a 

temperatura do material. Após isso, o pool de sêmen foi dividido em tubos de 15 mL, 
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acrescido das respectivas frações (extrato bruto, acetato de etila e etanol) de Azadirachta 

indica A. Jus dissolvidas em DMSO a 1,75% para obtenção das seguintes concentrações: 

75µg/mL e 150µg/Ml (Peixoto et al., 2017). Adicionalmente, foram avaliados os parâmetros 

de motilidade individual progressiva e vigor espermático do pool de sêmen, nas diferentes 

concentrações testadas das frações, com intervalo de 2 h, até um período máximo de 4 h pós-

adição do diluente. E, concomitantemente, eram feitas lâminas para observação da morfologia 

espermática por meio de esfregaços corados com azul de bromofenol, e avaliação de 200 

células em microscópio óptico (Leica DM 500) [100x]. 

No cultivo foram utilizadas células da membrana nictitante ovina (MNO) obtida de um 

ovino comprovadamente negativo para lentivírus de pequenos ruminantes (LVPR) por 

Western Blot e Nested PCR (nPCR)(Azevedo et al., 2015). No procedimento inicial para 

obtenção das células, os explants foram embebidos em Meio Essencial Mínimo (MEM; 

Gibco) contendo soro fetal bovino (SFB) a 10%, 2% de penicilina e estreptomicina (P/S) e 

1% de anfotericina B (A), e transferidos para três garrafas de 25cm
2
 (A25), as quais foram 

incubadas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de dióxido de carbono - CO
2
, por até 30 

minutos para adesão dos explants na garrafa. Depois foram acrescidos 5mL de MEM tratado 

com 2% de penicilina e estreptomicina (P/S) e 1% de anfotericina B (A) e suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SFB), em cada garrafa A25, e recolocadas em estufa sobre as 

mesmas condições anteriormente citadas. As células foram cultivadas até a obtenção de 100% 

de confluência (Cork et al., 1974). 

Dentre as coletas de sêmen uma foi direcionada para ser usado no cocultivo celular para 

o teste antirretroviral (Figura 1), sendo que após a coleta e avaliação do ejaculado conforme 

preconização do CBRA (2013) foi feito um pool com o sêmen dos reprodutores com MIP ≥ 

80% e vigor ≥ três e duas alíquotas de 100µL foram retiradas, sendo de uma delas feita à 

extração de RNA com trizol™ (Invitrogen™), e a partir do RNA extraído, a síntese do DNA 

complementar (cDNA) foi realizada com o kit Improm II™ Reverse Transcription System 

(Promega™), segundo as instruções do fabricante, enquanto a outra foi filtrada em coluna de 

Sephacryl S400 de acordo com a técnica de Santurde et al. (1996), para posteriormente ser 

feita a extração de DNA conforme protocolo de Walsh et al. (1991), e em seguida ambas as 

amostras advindos da extração de RNA e DNA foram submetidas Nested PCR (nPCR). 

O restante do sêmen foi diluído em MEM, acrescido 2 % de anfotericina B, 3% de 

estreptomicina e penicilina, 1% de gentamicina e 10% soro fetal bovino, e em seguida 

colocado à 4ºC por uma hora. Posteriormente, o mesmo foi centrifugado a 1700 G por 15 

minutos e descartado o sobrenadante, enquanto que o pellet foi eluido em um novo MEM 
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contendo glicose a 0,5%, anfotericina 1,5%, estreptomicina e penicilina 2% e de soro fetal 

bovino a 10%, na concentração de 2 x 10
5
 células/mL seguido de congelamento em 

dimetilsulfóxido (DMSO) a 5%, permanecendo nessa situação em freezer a -80°C até 

subsequente uso (Andrioli, 2001).  

Após a comprovação de que o sêmen criopreservado em DMSO a 5% estava livre de 

lentivírus de pequenos ruminantes (LVPR), mediante RT-PCR e Nested PCR, este foi 

descongelado em banho-maria a 37°C, seguido de centrifugação a 1700 G por 15 minutos, 

com posterior descarte do sobrenadante e eluição do pellet em um novo MEM tratado com 

1% de anfotericina, e 2% de estreptomicina e penicilina, e retirado alíquota necessária para 

compor o controle negativo das placas, o qual foi mantido em estufa de CO2 a 37°C sobre 

agitação até seu uso. 

O restante do sêmen eluído foi infectado com lentivírus cepa de CAEV-Cork 

proveniente da Universidade Federal Rural de Pernambuco – UFRPE, e originada do 

“Laboratoire Associé de Recherches sur les Petits Ruminants – INRA – ENVL – France” com 

título de 10
-4,3

 TCID50/mL e incubado por uma hora em estufa de CO2 a 37 °C sobre agitação. 

Decorrido uma hora retirou-se a alíquota necessária para compor o controle positivo das 

placas, sendo a mesma armazenada em estufa nas mesmas condições acima mencionadas. 

Posteriormente, o restante do sêmen diluído foi fracionado em tubos de 15 mL onde foi 

tratado com as respectivas frações testes de Azadirachta indica A. Juss. (extrato bruto, acetato 

e etanol na concentração de 75µg/mL e 150µg/mL) diluídas em DMSO a 1,75% e colocada 

em cada um dos tubos que continha sêmen, para em seguida ser levado a estufa de CO2 a 37 

°C  onde ficaram mantidos sobre agitação. A cada trinta minutos até período máximo de 90 

minutos alíquotas de 100µL referente a cada fração teste eram distribuídas em seis repetições 

nos poços das placas de 96 poços preenchidas com células de MNO na quarta passagem a 

uma concentração de 2 x 10
5
. Decorrido uma hora após cada alíquota ter sido colocada na 

placa foi adicionado ainda SFB a 5% em cada poço, e a placa recolocada na estufa nas 

mesmas situações descritas de CO2 e temperatura. 

As culturas permaneceram durante 63 dias em estufa com 5% de CO2 em temperatura 

de 37 ºC, com troca de meio a cada sete dias e tripsinização das células com 21 e 49 dias. 

Diariamente as monocamadas eram examinadas para observação de efeitos citopáticos (CPE) 

característicos do lentivírus caprino. Parte da suspensão celular das monocamadas após 

tripsinização, e os sobrenadantes de cada troca de meio eram coletados e descongelados, para 

então ser realizado a extração de DNA pró-viral segundo metodologia de Feitosa et al. (2011), 

e posterior realização da PCRn. Aos 21 e 49 dias de cocultivo, a monocamada de células nas 
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placas foram tripsinizadas, e sempre na coleta seguinte pós-passagem (coleta IV e VIII), parte 

foi direcionada para realização da RT-PCRn, conforme metodologia já descrita, e outra parte 

feita a extração do DNA pró-viral, para posteriormente ambas serem submetidas ao PCRn. Ao 

final dos 63 dias de cocultivo após realizar a última coleta do sobrenadante as placas foram 

coradas com cristal violeta a 0,1% para melhor visualização dos efeitos citopáticos. 

 

 

Todos os tratamentos foram realizados em seis repetições e a consistência dos dados e 

análise descritiva (médias e desvio padrão) das características avaliadas nas diferentes 

concentrações dos extratos testados foram comparadas pelo Teste t de Student a 5% de 

significância. Além disso, os resultados obtidos foram submetidos ao teste de Qui-quadrado 

(χ2) e exato de Fisher, nos casos onde os critérios do qui-quadrado não foram atendidos, 

considerando-se sempre o nível de significância de 5% (P < 0,05) analisado pelo programa 

IBM© SPSS© Statistics versão 21. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Na tabela 1 é possível observar que as distintas frações testes (extrato bruto, acetato de 

etila e etanol) de Azadirachta indica A. Juss. não determinaram perda da qualidade 

espermática, pois em todos os tratamentos os parâmetros espermáticos permaneceram dentro 

dos padrões normais para espécie conforme preconizado pelo Colégio Brasileiro de 

Reprodução Animal (CBRA, 2013). Dessa forma, permite-se afirmar que as frações testadas 

Figura 1. Desenho esquemático da metodologia utilizada no teste antiviral. 
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nesse estudo não apresentaram toxicidade aos espermatozoides quando adicionada ao diluente 

seminal nas concentrações de 75µg/mL e 150µg/mL. 

 

 

Tabela 1. Parâmetros espermáticos do pool de sêmen de cinco reprodutores caprinos, 

refrigerados e diluídos em meio essencial mínimo (MEM) com adição ou não de distintas 

frações de extrato etanólico de folhas de Azadirachta indica A. Juss. (nim) nas concentrações 

de 75µg/mL e 150 µg/mL. 

MIP = motilidade individual progressiva; V = vigor espermático; NOR = espermatozoides morfologicamente 

normais. Letras maiúsculas diferentes na mesma linha indicam diferença estatística entre as concentrações (P < 

0,05) para cada parâmetro; letras minúsculas diferentes na mesma coluna indicam diferença estatística (P < 

0,05) dentro de cada fração teste. 

 

 

Adicionalmente, na tabela 2 denota-se que ao avaliar a morfologia espermática, 

independentemente da fração ou concentração testada, o principal defeito encontrado foi 

relacionado a defeitos de flagelo, o qual interfere à qualidade espermática. No entanto, vale 

enfatizar que o percentual de espermatozoides morfologicamente normais permaneceu acima 

de 80%, determinado para caprinos (CBRA, 2013). Essa situação indica que mesmo com esse 

registro de patologia espermática as frações de Azadirachta indica A. Juss. nas concentrações 

testes não foram especificamente a causa dessa ocorrência, pois essas alterações morfológicas 

acabam sofrendo interferência das altas temperaturas que caracterizam o nordeste brasileiro, 

as quais por proporcionar elevação da temperatura na região testicular alteram o ciclo 

espermatogênico e com isso resulta em defeitos morfológicos na célula espermática (Huang  

et al., 2000; Peixoto et al., 2017). 

 

 

 

 

 75µg/mL  150µg/mL 

Azadirachta indica  
MIP  

(%) 

V  

(0-5) 

NOR  

(%) 
 

MIP  

(%) 

V 

(0-5) 

NOR  

(%) 

Sem Extrato 90,00±0,00Aa 4,00±0,00Aa 95,90±2,10Aa  85,00±8,37Aa 4,00±0,00Aa 95,80±3,54Aa 

Extrato Bruto 
85,00±5,48Aa 

4,00±0,00Aa 94,33±0,87Aa  81,67±4,10Aa 4,00±0,00Aa 95,42±1,85Aa 

Acetato de Etila 80,00±10,95Aa 4,00±0,00Aa 96,75±2,16Aa  85,00±5,47Aa 4,00±0,00Aa 94,42±4,92Aa 

Etanol 85,00 ± 5,48Aa 4,00±0,00Aa 96,59±1,88Aa  85,00±5,47Aa 4,00±0,00Aa 95,42±3,51Aa 
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Tabela 2. Distribuição percentual de alterações na morfologia espermática de sêmen caprino 

refrigerado diluído em meio essencial mínimo (MEM) acrescido ou não de distintas frações 

de extrato etanólico de folhas de Azadirachta indica A. Juss. (nim) nas concentrações 

75µg/mL e 150 µg/mL. 

Morfologia 

Espermática (%) 

Azadirachta indica 

75µg/mL 
 

Azadirachta indica 

150µg/mL 

Sem 

Extrato 

Extrato 

Bruto 

Acetato de 

Etila 
Etanol  

Sem 

Extrato 

Extrato 

Bruto 

Acetato de 

Etila 
Etanol 

NO 
95,90 ± 

2,10 

94,33 ± 

0,87 

96,75 ±  

2,16 

96,59 ± 

1,88 
 

95,80 ± 

3,54 

95,42 ± 

1,85 

94,42 ±  

4,92 

95,42 ± 

3,51 

DA 
0,00 ± 

0,00 

0,09 ±  

0,10 

0,00 ±  

0,00 

0,00 ± 

0,00 
 

0,00 ± 

0,00 

0,09 ±  

0,10 

0,42 ±  

0,60 

0,25 ± 

0,35 

DC 
0,60 ± 

0,10 

1,09 ±  

0,80 

0,67 ±  

0,90 

0,42 ± 

0,59 
 

0,30 ± 

0,50 

0,92 ±  

1,10 

0,92 ±  

0,60 

0,67 ± 

0,23 

DPI 
0,00 ± 

1,60 

0,17 ± 

 0,20 

0,25 ±  

0,10 

0,00 ± 

0,00 
 

0,80 ± 

1,50 

0,58 ±  

0,40 

1,25 ±  

1,50 

0,59 ± 

0,83 

DF 
3,50 ± 

0,90 

4,33 ±  

1,00 

2,34 ±  

0,60 

3,00 ± 

0,95 
 

3,10 ± 

0,70 

3,00 ±  

0,80 

3,01 ±  

0,70 

3,09 ± 

0,88 

NO: normais; DA: defeito de acrossomo; DC: defeito de cabeça; DPI: defeito de peça intermediária; DF: defeito 

de flagelo. 

 

Quanto à atividade antiviral observou-se que frações testes de Azadirachta indica A. 

Juss. dependendo da concentração e do tempo destinado ao tratamento do sêmen fora da 

placa, tendem a apresentar variação no perfil de detecção de DNA pró-viral (Tabela 3), e forte 

destruição celular. Entretanto, grande parte das amostras se mostraram negativas pelo nPCR, 

dando indicativo da existência de possíveis substâncias presentes nas frações testes que 

poderiam ser melhor avaliadas em estudos posteriores como potencial fonte antirretroviral. 

Essa situação é passível de ser atribuída, no caso dos solventes orgânicos, ao potencial 

que os mesmos detêm em extrair compostos fenólicos, atribuindo aos extratos altas 

concentrações de polifenóis (Bravo et al., 2012). Na literatura diversos trabalhos (Helfer et 

al., 2014; Bang et al., 2016; Zhang et al., 2017; Bedoya et al., 2018) relatam ações antivirais 

relacionados a essas substâncias que são ricas em metabólitos secundários localizados ao 

longo de toda a planta (Hatamnia et al., 2014).  

Dessa forma, nas frações onde se fez uso ou não de solventes orgânicos na extração foi 

observado um baixo percentual de amostras positivas, uma vez que no extrato bruto na 

concentração de 75µg/mL em 22,22% (6/27) das amostras foi detectado a presença de DNA 

pró-viral, enquanto que na concentração de 150µg/mL o percentual caiu para 14,81% (4/27). 

E, na fração acetato de etila houve um comportamente distinto, uma vez que na menor 

concetração teste foi onde se obteve o menor percentual de amostras positivas (11,11%; 3/27), 
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enquanto que na concentração de 150µg/mL foi de 18,51% (5/27), e nesse caso pode-se 

atribuir a habilidade que solventes orgânicos tendem em extrair compostos antivirais mais 

eficazes, onde já em pequenas concentrações tendem a mostras resultados interessantes 

(Bravo et al., 2012).  

No que diz respeito aos solventes inorgânicos, como o etanol, quando é usado em uma 

extração ele tende a favorecer a precipitação de moléculas de alto peso molecular, e 

consequentemente resulta em uma baixa eficácia na extração de compostos de peso molecular 

inferior, como por exemplo, compostos fenólicos, porém quando usado em concentrações 

maiores é pssível de ser eficaz na inibição viral (Abrahão et al., 2017). E, justamente isso foi 

o que se observou no presente estudo, onde a fração etanol de Azadirachta indica na maior 

concetração testada apresentou apenas 3,7% (1/27) das amostras contendo DNA pró-viral do 

lentivírus caprino, enquanto que na maior concentração teste o percentual de amostras 

positivas foi de 11,11% (3/27). 

 

Tabela 3. Resultado do Nested PCR (nPCR) do DNA pró-viral extraído do sobrenadante 

coletado a cada sete dias do cocultivo de sêmen caprino tratado com distintas frações de 

extrato etanólico de folhas de Azadirachta indica A. Juss. (nim) nas concentrações de 

75µg/mL e 150 µg/mL. 

Azadirachta indica Coleta 

PCRn 

75µg/mL  150µg/mL 

30min. 60min. 90min.  30min. 60min. 90min. 

Extrato Bruto 

I - - -  - - - 

II - - -  - - - 

III - - +  - - - 

IV - - +  - - - 

V - - +  - - + 

VI + - -  - + + 

VII - - -  - - + 

VIII + - +  - - - 

IX - - -  - - - 

Acetato de Etila 

I - - -  - - - 

II - - -  - - - 

III - - -  - - - 

IV - - -  - - - 

V - - -  - - - 

VI - - +  + - + 

VII - - +  + - + 

VIII - - -  - + - 

IX - + -  - - - 

Etanol 

I - - -  - - - 

II - + -  - - - 

III - - -  - - - 
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IV - - -  - - - 

V + - -  - - - 

VI - + -  - - - 

VII - - -  - - + 

VIII - - -  - - - 

IX - - -  - - - 

 (-): amostra negativa no nPCR; (+): amostra positiva no nPCR. 

 

Ao efetuar a análise das amostras por RT-nPCR (Tabela 4) na coleta pós-passagem 

denota-se que em ambas as concentrações testadas em todas as frações detectaram-se a 

presença do vírus na sua forma livre. Ademais, no extrato bruto ainda houve a detecção de 

DNA pró-viral coincidindo com a presença da forma livre do vírus na coleta quatro, 

indicando uma baixa eficácia dessa fração como inibidor viral, o qual ainda acarretou uma 

alta taxa de destruição celular.  

 

Tabela 4. Resultado do Nested PCR e RT-nPCR do DNA pró-viral e RNA viral extraído do 

sobrenadante das coletas pós-passagem coletado do cocultivo de sêmen caprino tratado com 

distintas frações de extrato etanólico de folhas de Azadirachta indica A. Juss. (nim) nas 

concentrações de 75µg/mL e 150 µg/mL. 

Azadirachta indica Coleta  
75µg/mL  150µg/mL 

30min. 60min. 90min.  30min. 60min. 90min. 

Extrato Bruto 

IV 
PCRn - - +  - - - 

RT-PCRn - - +  + - - 

VIII 
PCRn + - +  - - - 

RT-PCRn - - -  - - + 

Acetato de Etila 

IV 
PCRn - - -  - - - 

RT-PCRn - - +  - - - 

VIII 
PCRn - - -  - + - 

RT-PCRn - - +  - - + 

Etanol 

IV 
PCR - - -  - - - 

RT-PCRn - - +  - + - 

VIII 
PCRn - - -  - - - 

RT-PCRn - - +  - - + 

 (-): amostra negativa no nPCR; (+): amostra positiva no nPCR. 
 

É importante ressaltar que nos tratamentos onde se utilizou das frações em menor 

concentração, denotou-se forte destruição celular, a qual pode ser atribuída ao processo 

replicativo viral, uma vez que as frações testes na concentração mínima testada não se 

mostraram eficaz em inibir o lentivírus caprino no sêmen. 

Entretanto, na maior concetração teste (150µg/mL) a fração de acetato de etila foi à 

única em que se detectou a presença do vírus livre apenas uma única vez, ao contrário das 

demais onde houve detecção de amostras positivas para o lentivírus caprino mais de uma vez. 
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Adicionalmente na figura 2 e tabela 5 denota-se que no referido tratamento quanto à 

ocorrência de efeito citopático teve apenas uma leve destruição celular e nenhuma presença de 

sincício, mesma situação ocorrente no tratamento com fração etanol de Azadirachta indica na 

concentração de 150µg/mL, fato esse que indica uma inibição do lentivírus caprino no sêmen.  

Já a fração extrato bruto na maior concentração observou forte destruição celular, 

possivelmente em decorrência de efeito antagonista em virtude da presença conjunta de 

substâncias de baixo e alto peso molecular. Com isso, tais substâncias acabaram por atenuar 

ou até mesmo anular o efeito um do outro, acarretando assim a baixa eficácia da fração 

extrato bruto na maior concentração testada contra o lentivírus caprino em células 

espermáticas, o qual continuou a se replicar, inclusive havendo detecção de DNA pró-viral e 

de vírus livre no sêmen tratado com esse fitocomposto. Propriedades antagonistas comumente 

são relatadas em extratos oriundos de produtos naturais (Ferraz e Freitas, 2008; Passos et al., 

2009; Sousa et al., 2016), fato esse qua acaba por mascarar inúmeras funções farmacológicas. 

Desse modo, mesmo tendo ocorrido à detecção de amostras positivas no PCRn e RT-

PCRn, a ocorrência da existência ou não de efeito citopático nas culturas celulares, em geral é 

o método escolhido como melhor forma para se determinar a potencial ação antiviral de uma 

dada substância, bem como para compreender a relação vírus-hospedeiro, e seu processo 

evolutivo (Flint et al., 2004).  

 

Tabela 5. Nível de efeito citopático das frações de Azadirachta indica A. Juss. (nim) na 

concentração de 150µg/mL que demonstraram inibição do lentivírus caprino no sêmen em 

cocultivo com células de membrana nictitante ovina (MNO). 

Fração Azadirachta indica 

(150µg/mL) 

 Efeito Citopático 

Destruição Celular Formação de Sincício 

Acetato de Etila 

C
+
 +++ +++ 

C
+
 Sêmen +++ - 

30 minutos + - 

60 minutos ++ - 

90 minutos + - 

C
- 
Sêmen + - 

C- - - 

Etanol 

C
+
 +++++ - 

C
+
 Sêmen +++++ - 

30 minutos ++ - 

60 minutos ++ - 

90 minutos ++ - 

C
- 
Sêmen + - 

C
-
 - - 
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C
+
: Controle positivo CAEV Cork; C

+ 
Sêmen: Controle positivo com sêmen caprino infectado in vitro com cepa 

CAEV Cork; C
-
: Controle negativo células de MNO; C

-
 Sêmen: Controle negativo com sêmen caprino; (-): sem 

efeito; (+): muito leve; (++): leve; (+++): moderado; (++++): intenso; (+++++): destruição total.  

 

Na análise fitoquímica dos extratos foram encontrados: fenóis, flavononas, flavonóis, 

xantonas, esteroides, flavonoides, triterpenoides, saponinas e alcaloides. Entretanto, a fração 

extraída com etanol puro foi a única que não apresentou em sua constituição esteroides, 

flavonoides e triterpenoides, os quais são compostos que tradicionalmente são reconhecidos 

por apresentarem uma ampla lista de atividades biológicas contra vários agentes virais 

(Chattopadhyay e Naik, 2007), mas mesmo assim os componentes presentes nessa fração 

polar demonstrou resultados interessantes quando usado em alta dosagem. Alterações na 

composição fitoquímica de frações distintas de uma mesma planta atribui-se ao tipo de 

solvente que é utilizado na extração, pois de acordo com as características do solvente, o 

mesmo tende a carrear compostos distintos que irão se ligar a ele conforme o padrão de 

polaridade que o mesmo apresenta (Vieira et al., 2015).  

 

Figura 2. Cocultivo de sêmen caprino em células de membrana nictitante ovina (MNO) 

infectado com lentivírus caprino e tratado com distintas frações de extrato etanólico de folhas 

de Azadirachta indica A. Juss. (nim). 

(A): Controle negativo de células de MNO (ampliação de 100x); (B): Controle negativo de sêmen caprino em 

MNO (ampliação de 100x); (C): Controle positivo CAEV Cork (ampliação de 200x); (D): Controle positivo da 

cultura com sêmen caprino infectado in vitro com cepa CAEV Cork (ampliação de 150x); (E): Sêmen caprino 

infectado in vitro com cepa CAEV Cork tratado com a fração acetato de etila de Azadirachta indica na 

concentração de 150µg/mL por 30 minutos (ampliação de 100x); (F): Sêmen caprino infectado in vitro com cepa 

CAEV Cork tratado com a fração acetato de etila de Azadirachta indica na 150µg/mL por 60 minutos 

(ampliação de 100x); (G): Sêmen caprino infectado in vitro com cepa CAEV Cork tratado com a fração acetato 

de etila de Azadirachta indica na concentração de 150µg/mL por 90 minutos (ampliação de 100x); (H): Sêmen 

caprino infectado in vitro com cepa CAEV Cork tratado com a fração etanol de Azadirachta indica na 
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concentração de 150µg/mL por 30 minutos (ampliação de 100x); (I): Sêmen caprino infectado in vitro com cepa 

CAEV Cork tratado com a fração etanol de Azadirachta indica na concentração de 150µg/mL por 60 minutos 

(ampliação de 100x); (J): Sêmen caprino infectado in vitro com cepa CAEV Cork tratado com a fração etanol de 

Azadirachta indica na concentração de 150µg/mL por 90 minutos (ampliação de 100x). 

 

No caso do acetato de etila, por ter polaridade inferior que o etanol, consequentemente 

carreia compostos fenólicos menores. Algumas pesquisas já relataram a eficácia desse 

solvente na extração de substâncias de produtos naturais (Anagnostopoulou et al., 2006; 

Andreo e Jorge, 2006). 

Na literatura, alguns trabalhos relatam a eficácia do Nim como fonte de substâncias 

antivirais, as quais conseguiram inibir parcialmente ou totalmente alguns vírus, tais como 

poliovírus tipo 1 (Faccin-Galhardi et al., 2012), vírus da dengue (Parida et al., 2002), vírus da 

gripe (Ahmad et al., 2016), vírus da febre aftosa (Younus et al., 2017), e até mesmo o próprio 

lentivírus caprino em células fibroblásticas (Araújo, 2008). Além disso, como não se há uma 

consonância no padrão aceitável de inibição por parte de produtos naturais (Ribeiro, 2008), os 

dados aqui demonstrados reforçam que a busca por substâncias antirretrovirais em extratos de 

plantas pode ser algo promissor no combate as mais distintas enfermidades virais, sendo 

necessária a realização de mais estudos nessa vertente. 

 

CONCLUSÃO 

 

A presença de frações etanólicas de Azadirachta indica A. Juss. (nim) no diluente 

seminal não acarretou nenhum dano aos parâmetros espermáticos do sêmen caprino.  

O extrato Azadirachta indica em Acetato de Etila e Etanol na concentração de 

150µg/mL pode ter ação antiviral contra o lentivírus, no entanto, novos ensaios devem ser 

realizados para poder validá-los. 
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10. CONCLUSÕES 

 

Há baixa prevalência de Mycoplasma agalactiae nos rebanhos leiteiros das 

mesorregiões (norte, noroeste, sertões cearenses e região metropolitana de Fortaleza) do 

estado do Ceará, e não há casos de coinfecção com o lentivírus caprino. 

Adicionalmente o dimetilsulfóxido (DMSO) pode ser utilizado como solvente de 

extratos vegetais e incluso no diluente seminal sem acarretar danos à qualidade do sêmen. 

Além disso, verificou-se que Azadirachta indica A. Juss. (nim) em acetato de etila e etanol 

em altas concetrações apresentaram efeito inibitório contra o lentivírus caprino, porém novas 

pesquisas são válidas para poder determinar com maior clareza.  
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11. PERSPECTIVAS  

 

 Novas avaliações sobre a associação do lentivírus caprino com bactérias do tipo 

Mycoplasma agalactiae, ou mesmo com outros microorganismos passa a ser 

interessante a fim de verificar a influência das infecções secundárias no 

comprometimento da saúde animal, e consequentemente os prejuízos acarretados na 

produção, reprodução e no bem-estar animal; 

 

 Azadirachta indica A. Juss. (nim) em acetato de etila e etanol futuramente podem a 

vir a ser utilizados no tratamento do sêmen caprino, no intuído de garantir o padrão 

sanitário do mesmo, porém mais testes in vitro são necessários para validar a melhor 

concentração, bem como o tempo de tratamento e a melhor técnica de extração do 

fitocomposto; 

 

 Estudos adicionais até mesmo com outras espécies e famílias botânicas são 

necessários, pois a diversidade da flora brasileira induz que o ramo dos fitocompostos 

seja algo promissor na busca por substâncias inibidoras de lentiviroses; 

 

 Adicionalmente, pesquisas com outras frações de Azadirachta indica A. Juss. (nim) e 

até mesmo em concentrações maiores, e advindas de outras partes da planta é válida a 

fim de observar o comportamento do vírus frente a super dosagens, mas desde que não 

afete a qualidade espermática, para posteriormente dar seguimento na realização de 

testes in vivo; 

 

 Por fim, análises bioquímicas e de isolamento dos constituintes das frações com 

potencial antiviral é uma etapa que deve ser realizada para verificar qual a substância 

que realmente apresenta ação eficaz de inativação viral, e em qual etapa do processo 

infeccioso há inibição. 
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