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RESUMO GERAL

As metaloproteinases estdo sendo foco de recentes estudos, que visam buscar
biomarcadores para doencas inflamatorias, de tumores e de resisténcia de animais e
humanos as determinadas doencas. Na medicina humana as pesquisas ja estdo
avancadas, enguanto que na medicina veterinaria estas ainda sao incipientes,
principalmente na espécie caprina. Dentre os problema sanitérios de caprinos destaca-se
a Artrite Encefalite Caprina (CAE) que acomete animais em varia regies do pais, em
especial os rebanhos de caprinos leiteiros. Apesar de haver varios tipos testes de
diagnostico eles ndo conseguem detectar todo o animais positivos levando a sérios
problema no controle da enfermidade O estudo das MMP abre possibilidades
incrementar este diagnostico. Portanto, o conhecimento das proteases sera de valia pois
podera colaborar para o diagnostico, progndéstico e na identificacdo de anti-virais, além
de identificar animais mais resistentes, mesmo estando infectados pelo virus. Este
trabalho teve como objetivo investigar a presenca e atividade das metaloproteinases
(MMPs) em caprinos sadios e acometidos pela CAE. Foram utilizados 12 reprodutores
com idade média de 4 anos. Os animais foram divididos em dois grupos experimentais,
um composto por animais soropositivos naturalmente para CAE e outro soronegativo,
previamente testado através do IDGA e Western Blot. As coletas de sémen foram
realizadas com intervalos de uma semana para 0s grupos de animais soropositivos e
soronegativos, e o plasma, obtido por centrifugacdo foi avaliado através da Zimografia.
As formas latentes e ativas das proMMP-9, MMP-9 e a forma ativa da MMP-2 estéo
presentes no plasma seminal de caprinos dos dois grupos. Observou-se nos animais
soropositivos correlacdo negativa e significativa entre a proMMP-9 e o vigor (-0,59) (P
<0,05), e entre a MMP-2 e o volume do ejaculado (-0,67) (P <0,05), apresentando o
grupo dos soropositivos maior concentracdo espermatica do que 0s negativos, além de
que a MMP-1 apresentou maior concentragdo nos negativos, necessitando de mais
pesquisas. Com base nos resultados sugere-se que o virus da CAE interfere na funcao
das células germinativas e que a atividade das MMPs ndo foi alterada pela infeccao,
havendo, no entanto, maior atividade da MMP-1 nos animais negativos, fato esse digno
de mais pesquisas. O perfil densitométrico revela que os animais do grupo positivo
apresentam maior resposta do organismo ao virus da CAE, sugerindo seu uso na
avaliagdo de animais com infecgdes.

Palavras-chave: metaloproteinases, plasma seminal, caprino.
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GENERAL ABSTRACT

Metalloproteinases are the focus of recent studies which seek biomarkers for human
diseases to certain inflammatory diseases, tumors, and resistance of animals. In human
medicine studies are already advanced, however, research in veterinary medicine is still
poor, especially if we focus on the goats. This study aimed to investigate the presence
and activity of matrix metalloproteinases (MMPs) in healthy and infected goats by
caprine arthritis encephalitis (CAE). This virus affects goats in various countries,
especially in dairy goats. Although there are several types of diagnosis, IDGA, which is
a faster technique and does not requires sophisticated equipment, it would be best if its
specificity was high and not present false negative results. Therefore, knowledge of
proteases, especially MMPs may be of value as contribution to the diagnosis, prognosis
and identifying anti-viral medicine, and also identify more resistant animals to CAE. It
were used 12 animals with an average age of 4 years. The animals were divided into
two experimental groups, one composed of naturally seropositive animals for CAE and
other seronegative, previously tested by AGID and Western Blot. The semen collections
were made at one week intervals for seropositive and seronegative animals, and the
plasma obtained by centrifugation was assessed by zimography. The latent and active
forms of proMMP-9, MMP-9 and active forms of MMP-2 are present in seminal plasma
of both groups. It was observed in seropositive animals negative correlation between the
proMMP-9 and the vigor (-0.59) (P <0.05), and between the MMP-2 and ejaculate
volume (-0.67) (P <0.05) and in seropositive group it was identified higher sperm
concentration than in negative. The MMP-1 showed a higher concentration in the
negative group, result that needs to be investigated. Based on the results it is suggested
that the CAE virus interferes on the germ cells function, and the MMPs activity were
not altered by infection, exception to MMP-1. The densitometry profile reveals that
positive group showed greater response of the body to the CAE virus in chronically
infected animals, suggesting it to be used as evaluation of infected animals.

Keywords: metalloproteinases, seminal plasma, goats.
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CONSIDERACOES GERAIS

Animais submetidos a desafios internos e externos respondem vigorosamente
ativando tanto a imunidade inata quanto a adquirida. O sistema imune inato cobre
aspectos de defesa do hospedeiro e ndo depende da resposta especifica, como producéo
de anticorpos, ndo so estimulando a atividade leucocitaria, mas também muitos aspectos
do processo metabdlico do hospedeiro. A variedade de reacdes do hospedeiro a
infeccOes, inflamagOes ou traumas abrange um grande leque de respostas
patofisioldgicas tais como a pirexia, leucocitose, alteracdo hormonal e reducdo das
proteinas musculares combinados para minimizar a destruicdo do tecido enquanto o
processo de reparagdo se completa. A inflamacgdo cronica, como a artrite, pode ser
percebida ou compreendida como uma consecutiva série de estimulos inflamatorios
separados. Nestas condicOes, observa-se aumento generalizado das proteinas de fase
aguda (PFAs). Contudo, o aumento é menor do que durante os episodios inflamatdrios e
infecciosos agudos. Também ha indicacGes de que a resposta a inflamacdo cronica e
aguda varia entre diferentes proteinas. Através da protedmica, potenciais biomarcadores
para diagnostico da tuberculose humana foram identificados, que podem vir a ser
usados no desenvolvimento de testes diagndsticos. Dentre as moléculas estudadas pela

protedmica, destaca-se as proteases e, dentre elas, as Metaloproteinases (MMPs).

As MMPs sdo enzimas que digerem as proteinas da matriz extracelular (MEC) e
que apresentam funcbes importantes em diversos processos biolégicos como
morfogénese, e em todos 0s estagios da cicatrizacdo: reparacdo tecidual e remodelacdo
em resposta a injuria. Entretanto, quando ndo devidamente controladas, ou seja, quando
ndo sdo inibidas, estdo envolvidas na progressdo de algumas doencas como ateroma,
artrite, cancer e esclerose multipla, mostrando serem envolvidas em diferentes quadros
patoldgicos. Nesse sentido, pode-se perceber que é necessario haver um equilibrio entre
MMPs e seus inibidores. Na medicina em geral, tanto nas pesquisas clinicas como nas
experimentais, a investigacdo da atividade e/ou expressdo das MMPs de interesse estéo

sendo estudadas em processos fisiopatoldgicos.

Na medicina veterinaria o uso das proteinas para diagndstico e monitoramento das
doencas esta sendo aos poucos realizado, tais como para a mastite bovina, doenca
respiratdria bovina, doencas hematoldgicas e neoplasias em cées e broncopneumonia

em bezerros, entre outras. Estudos preliminares estdo sendo desenvolvidos na Embrapa
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Caprinos e Ovinos e ja mostram uma diferenca entre o perfil protéico do plasma seminal

entre caprinos Moxot6 infectados e néo infectados pelo CAEV.

A protedmica, técnica na qual permite a analise do complemento de um genoma,
podera ser utilizada para elucidar a biologia de microrganismos e detectar marcadores

de diagnostico e prognostico envolvidos na patogenia de infecgdes.

A CAE ¢ uma doenca que afeta tanto o sistema produtivo como o reprodutivo e 0s
testes, como IDGA, apresentam resultado falso negativos e soroconverséo, dificultando
a eliminacdo da doenca no rebanho. Nesse contexto, a utilizagdo da protebmica pode
nos ajudar na identificagdo de biomarcadores capazes de identificar animais infectados e

resistentes a CAE.

A Artrite-Encefalite Caprina (CAE) € uma doenca cosmopolita de alta prevaléncia
nos rebanhos caprinos leiteiros. Sua forma de disseminacdo é favorecida em rebanhos
cujo sistema de criagdo € intensivo, devido a proximidade dos animais. E uma
enfermidade de evolugdo lenta, podendo manifestar sinais clinicos nas mais variadas
formas, como a artrite, problemas neuroldgicos, pneumonias e alteracdes na glandula
mamaria. E causada pelo virus Artrite Encefalite Caprina (CAEV), que apresenta
semelhanca molecular e bioldgica com o virus maedi-visna. Devido ao fato de ambos 0s
virus ja terem sido isolados tanto de caprinos quanto de ovinos, tem-se adotado,
genericamente, a terminologia Lentivirus de Pequenos Ruminantes (LVPR). O virus
pode estar presente em todos os liquidos bioldgicos do corpo e a transmissdo do mesmo
entre 0s caprinos ocorre, com maior frequéncia, através da ingestdo de colostro e leite
de animais infectados. O contato direto entre os animais, bem como toda a forma de
contato indireto com os liquidos corporais, também sdo importantes meios de

transmisséo do virus.

O controle da CAE baseia-se no teste sorolégico dos animais, seguido de
isolamento ou sacrificio dos soropositivos, associado a medidas de manejo que visam a
separacdo precoce das crias. Estas sdo alimentadas artificialmente com colostro e leite

tratados termicamente (56°C por 60 minutos), ou com sucedaneos do colostro e leite.

O tema abordado sera exposto e discutido ao longo de dois capitulos, nos quais
serdo estudados a presenca e atividade das MMPs no plasma seminal de caprinos sadios

e a relagdo destas enzimas com a qualidade do sémen. No capitulo | teremos uma
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revisdo sobre a caprinocultura, a CAE, zimografia, e os avangos da técnica, sobretudo
na area da reproducdo. No capitulo Il faremos uma exposicao dos resultados e definigdo
do perfil zimografico do plasma seminal de caprinos através da densitometria, visando
avaliar e caracterizar o perfil das MMPs e suas relacbes com 0s parametros seminais.
Esses resultados serdo cruzados com os de animais soropositivos para CAE visando

avaliar também se a presenca da enfermidade influencia no perfil das enzimas.
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OBJETIVOS
Geral

Caracterizar, através da zimografia do plasma seminal, o perfil das

metaloproteinases em caprinos no semiarido do Nordeste.

Especificos

1) Padronizar a expressao das MMPs no plasma seminal de animais soronegativos

para CAE e sua relagdo com 0s parametros seminais;

2) Definir o perfil densitométrico das MMPs no plasma seminal de caprinos

soronegativos e sua relagdo com os parametros seminias;

3) Comparar essas informacGes com as de animais soropositivos para CAE



CAPITULO |

REFERENCIAL TEORICO
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Caracterizacéo da caprinocultura

A criacdo de caprinos vem apresentando nos dltimos anos um significativo
crescimento, especialmente em regides sem grande tradicdo na atividade ou sem
rebanho expressivo. Tal desenvolvimento deve-se especialmente ao “boom” da
caprinocultura nas regides Sudeste e Centro-Oeste, desde meados da década de 90, de
tal forma que a exploracéo de caprinos, outrora considerada uma atividade marginal nas
propriedades, ganhou o status de criagdo principal em muitas fazendas que
tradicionalmente ndo se dedicavam a estes animais (SILVA et al., 2005).

A espécie caprina, primeira a ser domesticada com fins produtivos, tem-se
difundido amplamente no mundo. Esta entre o0s ruminantes domeésticos que
desempenham relevante papel no suprimento alimentar de origem animal destinado ao
consumo humano, despertando assim, interesse dos produtores e dos 6rgdos
governamentais para incremento da atividade sustentavel do pais.

No Brasil, em especial na regido Nordeste, o rebanho caprino representa 92,59%
do rebanho nacional, composto de 9,3 milhdes de cabecas (IBGE, 2010), sendo o Ceara
0 quarto na lista de Estados da regido com maior rebanho (11%) (IBGE, 2010). A
exploracdo desses animais nesta regido apresenta papel relevante como fonte de
proteina e fator so6cio-econdémico importante para os pequenos e médios produtores,
através da utilizacdo dos seus subprodutos (RODRIGUES, 1998; LIMA, 2000).

Nessa regido sdo encontradas racas de caprinos consideradas naturalizadas,
como por exemplo, a raca Moxoto, que foi introduzida no Brasil pelos colonizadores e
durante o processo de adaptacdo as condicBes adversas dessa regido, causou uma
reducdo no seu desempenho reprodutivo e produtivo, levando os mesmos a apresentar
niveis de producdo proporcional ao ambiente que lhes foi oferecido (SILVA et al.,
2001). Visando melhorar a baixa produtividade dos caprinos nativos, houve
importacdes de animais de racas exdéticas consideradas mais produtivas, como por
exemplo, a raca Saanen que é apontada como a raga caprina que mais produz leite. Esta
raca € originaria do Vale de Saanen, na Suica e € a raca leiteira mais difundida no
mundo (RIBEIRO, 1997).

Apesar deste efetivo expressivo, a produgdo de caprinos nesta regido, é limitada

por inimeras falhas no manejo alimentar, reprodutivo e sanitario, além da falta de
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escrituracdo zootécnica e diagnostico tardio de diversas doengas, que em sua maioria
ndo sdo controladas de maneira apropriada.

A demora no diagnostico das LVPRs geralmente induz ao comprometimento do
desempenho produtivo do rebanho, além de acarretar perdas econémicas significativas
para os caprinocultores (PINHEIRO et al., 2006). Dentre essas enfermidades, destaca-se
a Artrite Encefalite Caprina (do inglés CAE - Caprine Arthritis-Encephalitis), uma
infeccdo viral multissistémica, incuravel, de carater crénico-debilitante e especifica de

caprinos.

Avancos da protedbmica na caracterizacdo das doencas

Tanto na medicina humana quanto na veterinaria, a utilizacdo da protebmica tem
permitido grandes avancos da ciéncia em direcdo a deteccdo de marcadores de
diagnostico e prognosticos envolvidos em alguns processos patoldgicos. A expressdo
proteica no plasma seminal estd sendo muito explorada quanto aos aspectos
reprodutivos, com fertilidade, infertilidade, congelacdo do sémen, entre outros. No
entanto, estudos das enzimas presentes nesse material com a finalidade de estudar seu
comportamento frente ao estado de infeccéo, é escasso.

Tendo em vista os impactos da CAE no sistema produtivo, aliado a ocorréncia
frequente da soroconversao, que dificulta a eliminacdo completa do virus do rebanho, a
caracterizacdo da resposta imune através da analise da atividade enzimatica podera
contribuir para melhor conhecimento da acdo do patdégeno no hospedeiro e sua reagdo
frente ao agente infeccioso. Este estudo poderd levar a identificacdo de possiveis
biomarcadores envolvidos no processo de infeccdo, bem como contribuir para o
prognostico das doencas, na identificacdo de antivirais e na selecdo de animais mais

resistentes.

Proteases

Os mediadores da resposta inflamatdria sdo variados e dentre eles encontram-se

as enzimas proteoliticas. As proteases e seus inibidores desempenham papel-chave nos

processos fisioldgicos, como migracdo, sinalizacdo celular, remodelacdo da superficie
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de células e tecidos. Estas enzimas podem pertencer a cinco diferentes familias, entre
elas as da metaloproteases, que envolvem as gelatinases (FREDERIKS e MOOK,
2004). As gelatinases atuam no processo de degradacdo e de sintese da matriz
extracelular (MEC), estruturas que ocupam 0s espacos entre as células de um tecido,
vindo a organizéa-las, sendo, portanto, fundamentais nos processo de migracao celular —
locomoc&o das células dentro dos tecidos ou para outros tecidos. A degradacdo da MEC
€ uma caracteristica essencial do reparo e da remodelacdo durante a cicatrizacdo de
lesBes cutaneas. As metaloproteinases (MMPs) pertencem a familia das endopeptidases,
zinco dependentes, que coletivamente sdo capazes de degradar todos os componentes da
matriz extracelular (GEARING et al., 1994). Essas enzimas podem ser produzidas pelas
células da pele, como fibroblastos, células endoteliais, mastocitos e polimorfonucleares,
tendo uma importante funcdo na remodelacdo proteolitica da MEC em varias situacoes
fisiologicas, incluindo a morfogénese, desenvolvimento tecidual, reparo tecidual e
angiogénese (KAHARI e SAARIALHO-KERE, 1997). O processo cicatricial envolve
uma complexa sequéncia de eventos celulares e bioquimicos com o objetivo de
restaurar a integridade tecidual ap0s o trauma. Esse processo caracteriza-se pela
inflamacdo, formacdo do tecido de granulacdo e remodelacdo da MEC (PARK e
BABUL, 2004). De acordo com Heegaard et al. (2000) a inflamac&o cronica como
artrite, pode ser compreendida como uma consecutiva série de estimulos inflamatorios

separados.

Metaloproteinases da Matriz (MMPs)

As metaloproteinases de matriz sdo um grupo importante de enzimas que contém
zinco responsavel pela degradacdo dos componentes da matriz extracelular (MEC).
Acredita-se que participam no desenvolvimento embrionéario, na artrite, na angiogénese,
na morfogénese, na reproducdo, na reabsor¢cdo e na remodelacdo do tecido, no
crescimento de tumores, na invasao progressiva, na invasao, na metastase através da
quebra da MEC, nas proteinas de superficie celular, nos fatores de crescimento de
transformacéo, nas citocinas, e nas quimiocinas (WOESSNER JR, 1991).

As MMPs tém atraido a atencdo por causa de seu papel em diversas doencas, em
especial na medicina humana. Elas e seus inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMPs) trabalham em conjunto para remodelar a MEC (SEKHON, 2010). De acordo
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com Maretti-Mira (2011) trabalhando com leishmaniose, os pacientes que produziam
naturalmente maior quantidade de citocinas nas &reas lesionadas, possuiam maiores
dificuldades de debelar a doenca. Ainda, foi observado que a mudanca no equilibrio
entre a expressdo das gelatinases e seus respectivos inibidores pode estar sendo refletida
na atividade exacerbada verificada nas grandes lesbes de pacientes que responderam
mal ao tratamento. Dessa forma, foi constatada uma correlagdo positiva entre a
quantidade de células produzindo citocinas e a atividade das gelatinases.

Segundo Skiles et al. (2004), pelo menos 24 metaloproteinases (MMPs) em
mamiferos foram identificadas, e podem ser agrupadas em cinco classes: colagenases,
gelatinases, estromelisinas, MMPs do tipo membrana (MT-MMPSs) e outras enzimas.
Estas enzimas tém superposicdo consideravel na especificidade para o substrato e tem
uma grande semelhanca na sua estrutura de dominio. O segundo grupo das MMPs é
composto pelas gelatinases A e B (MMP-2 e MM9), respectivamente. Sdo secretadas
pelos osteoblastos e tém a capacidade de degradar elastina, colageno IV, V, VII, X e XI,
assim como os componentes menores da matriz extracelular (MATRISIAN, 1990).

A expressdo pontual das MMPs é um indicativo de sua participacdo em diversos
processos bioldgicos normais, tais como o desenvolvimento embrionario, a cicatrizacdo
de feridas, angiogénese, ovulacdo, e crescimento de nervos. No entanto, a ativacdo
estimulada ou crénica das MMPs pode resultar em um desequilibrio entre a atividade
destas enzimas proteoliticas e os TIMPs. Também podem ocorrer em condi¢des
patoldgicas, devido a uma degradacdo excessiva de componentes da matriz extracelular
ou afins pelas MMPs (SKILES et al., 2004).

As TIMPs sdo pequenas glicoproteinas cujo papel na regulacdo da degradacédo
da matriz pode ser exercido ndo s6 pela eliminacdo classica da proteinase, mas também
por um efeito ainda mais potente, ou seja, o0 bloqueio e interceptacdo da ativacdo da
MMP (BIRKEDAL-HANSEN et al., 1993). O equilibrio entre a producdo de MMPs e a
de TIMPs representa um ponto principal para manter a homeostase da matriz
extracelular. E conhecido que um processo patolégico da matriz extracelular pode se
instalar quando houver excesso de atividade das MMPs nos tecidos. Por essa razdo, ha
um grande interesse em desenvolver inibidores sintéticos das MMPs que possam ser
usados em terapias médicas (NAVARRO et al., 2006).

As MMPs vém sendo reconhecidas como importantes enzimas reguladoras,
tanto com atividade pr6 como antagonistas nas vias inflamatdrias, devido ao fato de

poderem resultar em condigdes benéficas na regulacdo da defesa do hospedeiro e na
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doenca inflamatoria (CONCHA, 2010). Na medicina humana o estudo das MMPs ja
estd em estagio adiantado, sendo utilizadas tanto para diagndstico de doengas como nas
avaliacOes da eficacia de tratamentos e prognosticos.

Pesquisas correlacionando a presenca e atividade das gelatinases em animais
com lentiviroses, em especial em caprinos, ndo existem, havendo a necessidade de
estudos visando conhecer o perfil dessas enzimas na CAE e sua relagdo com o0s

parametros seminais.

MMPs no plasma seminal

Embora ndo se compreenda todos os detalhes sobre os mecanismos que
envolvem a maturacdo da célula espermaética, sabe-se que esta sofre uma série de
modificacdes envolvendo macromoléculas em sua superficie durante todo o seu trajeto
pelas vias seminais. Tais eventos acontecem de forma sequencial e coordenada entre 0s
produtos de secrecdo das glandulas acessorias e 0s gametas masculinos em transito e

séo de fundamental importancia no processo de capacitacdo (SULLIVAN et al., 2005).

O plasma seminal é uma mistura de secre¢des do epididimo e de varias
glandulas acessorias incluindo a prostata, vesiculas seminais e glandula de Cowper. A
préstata € uma das principais contribuintes para o plasma seminal, sendo uma fonte
muito rica em proteinas (DAVALIEVA et al., 2012).

O papel desempenhado pelas metaloproteinases no processo reprodutivo tem
sido alvo de constantes investigacGes. Muitas informacdes ja foram descritas para o
sistema reprodutivo de fémeas (RUSSEL et al., 1995; SALAMONSEN e WOOLEY,
1996; HULBOY et al., 1997, XU et al., 2000). No entanto, pesquisas referentes a
expressao e papel dessas MMPs no sistema reprodutivo dos machos ainda é pouco
explorada, sobretudo na espécie caprina.

A producdo de MMPs no sistema reprodutivo tem sido estudada in vitro e in
vivo (HULBOY et al. de 1997; LE MAGUERESSE-BATTISTONI, (2008). Os
membros da familia da matriz de metaloproteinase, especialmente das MMP-2 (72 kDa)
e MMP-9 (92 kDa) sdo expressas em muitos O0rgaos do sistema reprodutivo e no
processo celular (Hulboy et al., 1997), e tém apresentado um perfil diferente das MMPs

entre amostras de sémen normal e amostras de sémen anormais de humanos.
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Metayer et al. (2002) relataram a presenca das MMP-2, MMP-3 e MMP-9 no
testiculo e nos fluidos do epididimo de carneiros, suinos javali e equinos. As formas
latente e ativa da MMP-9 foram elevadas no sémen de cdes com caracteristicas de
qualidade insatisfatoria e proMMP-2 foi inversamente correlacionada com a qualidade
do sémen, enquanto a MMP-2 foi positivamente correlacionada com as caracteristicas
de qualidade do sémen. Estes resultados sugerem que a ativagdo da proMMP-9 e MMP-
9 contribui para a variagdo na qualidade do sémen, enquanto a ativacdo da MMP-2
melhora a funcionalidade do esperma (SAENGSOI et al., 2011), sugerindo que a maior
ativacdo das proMPM-9 e MMP-9 podem ser obtidas a partir de um processo de
espermatogénese anormal sendo a presenca de MMP-2 benéfica para a viabilidade dos
espermatozoides. Conclui-se, portanto, que a caracterizacdo do perfil das MMPs pode
vir a ser uma importante ferramenta indicativa de funcionalidade esperméatica. Também
Buchman-Shaked et al., (2002) mostraram que as MMP-2, e proMMP-2 e proMMP-9
aumentam ativamente a seu nivel maximo apds 2 h de capacitacdo espermatica,
acreditando-se que seja responsavel por acionar a hiperativacao do esperma .

Em caninos foi encontrada a MMP-2 e MMP-9 no plasma seminal, sendo que as
formas latente e ativa estavam elevadas no sémen de baixa qualidade, enquanto que a
proMMP-2 foi inversamente correlacionada com a qualidade do sémen.

Também Tentes et al. (2007) encontraram no plasma seminal de humanos as
MMP-2 e MMP-9, tanto nas formas latente como ativas e ndo observaram correlacéo
com os parametros seminais, enquanto os niveis de ProMMP-9 foram mais elevados em
amostras de sémen com baixa concentragao.

Em humanos, as MMP-2 e MMP-9 foram encontradas no sémen e as amostras
com baixa concentracdo espermatica apresentaram um aumento da MMP-2 e
diminuicdo da MMP-9. Du et al. (2012) também encontraram relagdo entre as MMP-2 e

MMP-9 com os parametros seminais em humanos.

Zimografia

A zimografia € uma técnica proteémica eletroforética que permite a visualizacdo
do ndmero e tamanho aproximado de enzimas em amostras bioldgicas, com base na
degradacdo de um substrato copolimerizado juntamente com os géis de eletroforese. No

caso das proteases, utilizam-se como substrato a gelatina, caseina, fibronectina e
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colageno, dentre outros (LEBER e BALKWILL, 1997; ITOH et al., 1998; TROEBERG
E NAGASE, 2003; SNOEK-VAN BEURDEN e VON DEN HOFF, 2005). Esta técnica
€ muito atil na analise da composicao de proteases de amostras bioldgicas complexas,
pois a visualizacdo dessas enzimas depende diretamente da atividade proteolitica
(KJELDSEN et al., 1993; FEITOSA et al., 1998; KIMURA et al., 2001; SNOEK-VAN
BEURDEN e VON DEN HOFF, 2005).

A zimografia com substrato de gelatina é uma técnica amplamente usada no
estudo de metaloproteases, especialmente as metaloproteases de matriz, sendo
compativel com o sistema de tampdo Laemmli, comumente utilizado em eletroforese
SDS-PAGE (HUMMEL e PENHEITER et al., 1996), o que a torna interessante por ser
de simples aplicacdo, sem grandes modificacBes em uma técnica ja estabelecida. Outras
vantagens desta técnica incluem a sensibilidade na faixa de picogramas e o uso de
reagentes baratos e acessiveis (KLEINER e STETLERSTEVENSON, 1994;
TAKESHITA, TOKUTOMI et al., 2001). Esta técnica consiste em co-polimerizar o
substrato de gelatina em um gel comum de SDS-PAGE. Como o substrato esta preso
nos poros do gel, ele ndo migra quando é aplicada a corrente elétrica durante a
eletroforese. A amostra bioldgica € desnaturada por SDS, porém ndo reduzida, e entdo
aplicada no gel para separacdo. O tampéo de solubilizacdo da amostra ndo deve conter
mercaptoetanol, para evitar a quebra das pontes de dissulfeto das MMPs, o qual evitaria
a renaturacdo das mesmas. ApoOs a corrida eletroforética, as proteases separadas sdo
renaturadas dentro do gel, por lavagens repetidas com um detergente ndo-iénico, como
o Triton X-100, que substitui o SDS do gel (HEUSSEN e DOWDLE, 1980). O gel €
entdo incubado em um tampdo adequado, permitindo que as proteases renaturadas
realizem a digestdo do substrato em uma zona ao redor de sua posicdo de eletroforese.
Estas zonas sdo visualizadas ao corar o gel com Coomassie Blue, onde o gel inteiro fica
azul e as areas de digestdo aparecem
como zonas transparentes (TROEBERG e NAGASE, 2003). As proteases sdo entio
identificadas comparando as areas digeridas com os padrdes de peso molecular e/ou
fazendo testes de inibicdo com inibidores especificos a certas classes de proteases. Nao

ha analise por espectrometria de massa neste caso.

Artrite Encefalite Caprina (CAE)
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A CAE, doenga inicialmente descrita na Islandia, foi posteriormente relatada na
Franca, Africa do Sul, India, Estados Unidos, Chile, Holanda e Alemanha. No Brasil
encontra-se disseminada no Rio Grande do Sul, Bahia, Ceara, Sdo Paulo, Minas Gerais,
Rio de Janeiro, Pernambuco, Maranhdo, Para, Piaui, Parana e na Paraiba. Sobrinho et al.
(2010) relataram que a prevaléncia no Estado de Tocantins é de 2,7%, e Pinheiro et al.
(2001) observaram prevaléncia de 4,6% (37/810) em rebanhos leiteiros no Estado do
Ceara. Estes dados confirmam que a doenca esta disseminada em todo o territdrio
brasileiro, dai a necessidade de testes mais seguros para implantacdo de programas de
controle da doenca nos rebanhos.

E uma doenca cuja importancia econdmica recai nas perdas decorrentes da
diminuicdo da produtividade, no aumento da mortalidade e também como fator
limitante para o comércio internacional por tratar-se de uma doenca controlada pela
barreira sanitaria. Nao € zoonose e, portanto, ndo apresenta risco e importancia para a
salde publica. Nos paises onde as prevaléncias sdao mais elevadas e a ovino e
caprinocultura sdo mais tecnificadas (OIE/FAO, 1997), as perdas econdmicas sdo
decorrentes da diminuicdo da vida produtiva e da producdo leiteira, predisposicao da
glandula mamaria as infecgBes bacterianas, retardo no crescimento das crias,
desvalorizacdo comercial dos produtos e despesas com programas de controle
(CHEEVERS et al. 1993; GONZALEZ et al. 1987).

Os animais infectados podem apresentar quatro formas classicas de sinais, sendo
elas: nervosa, artritica, respiratoria e mamaria (NARAYAN e CORK, 1985). E
ocasionada pelo Virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV), o qual € um RNA virus,
ndo oncogénico, pertencente & familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e
género Lentivirus. No género Lentivirus, além do CAEV e Maedi Visna, estdo inclusos
0 virus da imunodeficiéncia bovina (BIV), humana (HIV-1, HIV-2), felina (FIV) e
simia (SIV), além do virus da anemia infecciosa equina (AIEV) e do Lentivirus puma
(ICTV, 2012). Muitos animais infectados ndo apresentam sintomatologia clinica, porém
permanecem soropositivos durante toda a sua existéncia (CUTLIP et al., 1992).

E dificil a avaliacio das perdas ocasionadas pela CAE, pois se trata de doenca de
evolucdo geralmente cronica, resultante da complexa interacdo de varios fatores
produtivos. De acordo com Brito (2009) e Carneiro (2011) a disperséo do CAEV vem
causando aos rebanhos diminuicdo da vida produtiva, predisposi¢do para infeccdes
bacterianas, sobretudo na glandula mamaria, crescimento deficiente e aumento da taxa

de mortalidade das crias. De acordo com Castro (1998), as perdas causadas pela CAE
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estéo relacionadas com a prevaléncia da infeccgéo, distribuicdo do efetivo caprino e sua

organizagédo produtiva.
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RESUMO

A artrite encefalite caprina é uma doenca que esta disseminada no territorio brasileiro,
causando prejuizo a produgdo e também ocasionando perda genética pelo sacrificio de
animais de alto valor zootecnico. As metaloproteinases séo proteases envolvidas na
remodelagdo da matriz celular sob determinadas circunstancias, entre elas, infecgdes,
artrites, apoptose celular, embriogénese, entre outros. No sistema reprodutivo de
machos mamiferos j& foram identificadas, sendo na espécie humana mais investigada.
No entanto, referindo-se aos animais, este € o primeiro trabalho sobre identificagdo e
caracterizagdo das metaloproteinases na espécie caprina em condi¢des normais e em
animais acometidos pelo virus da Artrite encefalite Caprina (CAE). Utilizou-se 12
reprodutores sendo 06 soropositivos e 06 soronegativos para a CAE. As coletas de
sémen ocorreram entre junho e novembro de 2013, perfazendo 20 coletas por
animal. Identificou-se no plasma seminal de caprinos sadios as metaloproteinases
MMP-2 (64-66 kDa), proMMP-9(89-91 kDa), MMP-9(80-84 Da) e MMP-1 (39-
41kDa). O volume médio das mesmas, que refletem suas atividades, foram 64,89 para
proMMP-9; 19,47 para MMP-9; 407,61 para MMP-2 e 120,18 para MMP-1, em
animais sadios. Quanto aos animais soropositivos para CAE, observou-se essas mesmas
MMPs, porém com expressao mais elevada. (46,60 para proMMP-9; 23,50 para MMP-
9; 412,44 para MMP-2) com excec¢do da MMP-1, que apresentou maior atividade nos
negativos. Quanto aos parametros espermaticos, os animais sadios e soropositivos para
CAE apresentaram valores normais dentro do estabelecido para a espécie, embora a
concentracdo espermatica dos soropositivos tenha sido superior e significativa (p<0,05)
(Negativo 3,66; Positivo 4,22). Também observou-se nos animais infectados pela CAE
correlagéo negativa e significativa entre as MMP-2 e proMMP-9 com o volume e vigor
espermatico, respectivamente. Possivelmente esses achados possam  sugerir
interferéncia do CAEV na qualidade do sémen, sem no entanto, afetar sua qualidade,
sugerindo-se mais estudos sobre as MMPs na espécie caprina.

Palavras-chave: caprino, plasma seminal, artrite encefalite caprina, metaloproteinases
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ABSTRACT

The caprine arthritis encephalitis is a disease that is widespread in Brazil, causing
economic losses to the production and also causing genetic loss by the sacrifice of
animals of high genetic value. Metalloproteinases are proteases involved in remodeling
of extracellular matrix under certain circumstances including, infections, arthritis, cell
apoptosis, embryogenesis, among others. The MMPs are identified in the reproductive
system of male mammals, especially in human. However, this is the first work on
identification and characterization of metalloproteinases in normal and infected goats by
caprine arthritis encephalitis virus (CAE). It was used 12 breeding of Anglo-Nubian and
Saanen divided into two groups, being six seropositive and six seronegative for CAE.
The semen collections occurred between June and November 2013, totaling 20 samples
per animal. It was identified in seminal plasma of healthy goats MMP-2 (64-66 kDa),
proMMP-9 (89-91 kDa), MMP-9 (80-84 Da) and MMP-1 (39-41kDa). The average
volume of the same, reflecting their activities, were 64.89 for proMMP-9; 19,47 for
MMP-9; 407.61 for MMP-2 and 120.18 for MMP-1 in healthy animals. Concerning the
seropositive animals for CAE, it were observed these same MMPs, although with higher
expression: (46.60 for proMMP-9; 23.50 for MMP-9 and 412.44 for MMP-2) with the
exception of MMP-1, which showed greater activity in the negative group. With respect
to sperm parameters, the healthy and seropositive animals for CAE showed normal
values within the established for the species, but the sperm concentration was higher
and significant (p <0.05) (negative 3.66; positive 4.22) in seropositive group. Also it
was observed in animals infected a negative and significant correlation between MMP-2
and proMMP-9 with volume and spermatic vigor, respectively. Possibly these findings
may suggest interference of CAEV in semen quality, without affecting the quality,
suggesting more studies on MMPs in goats.

Key words: goat, seminal plasma, caprine arthritis encephalitis, metalloproteinases



39

INTRODUCAO

A artrite encefalite caprina (CAE) tem acarretado perdas econémicas nos
rebanhos caprinos e afeta individuos de diferentes racas, idade e de ambos 0s sexos,
podendo apresentar sintomatologia nervosa, bem como evidenciar poliartrite,
pneumonia e mastite, dentre outras (NORMAN e SMITH, 1983).

Travassos et al. (1998, 1999) relataram a presenca do DNA proviral do virus da
CAE (Lentivirus de pequenos ruminantes - LVPR) no sémen de caprinos natural e
experimentalmente infectados, indicando a possiblidade de ser esta mais uma via de
infeccdo. Souza et al. (2013) confirmou a via sexual como mais uma forma de
transmissdo do virus por ser mais uma porta de entrada com 100% de potencial de
infeccdo.

A manifestacdo da CAE em reprodutores e matrizes de alto valor genético tem
acarretado problemas para os caprinocultores, uma vez que aqueles que ndo tém sua
produtividade alterada acabam representando uma séria ameaca a sanidade do rebanho.
Porém, o sacrificio é, muitas vezes, inviavel, levando-se em consideracdo 0s prejuizos
econdmicos (PINHEIRO et al., 2005).

Diante deste contexto, tém-se buscado alternativas para um melhor
aproveitamento dos animais acometidos pela CAE, seja na forma de conservacdo de
germoplasma ou na adocdo de tecnologia que permita a manutencdo desses animais no
rebanho, sem aumentar, contudo, a prevaléncia da enfermidade. Todavia, dados sobre 0s
parametros reprodutivos de animais infectados pelo virus da CAE sdo escassos na
literatura, o que dificulta a avaliacdo da viabilidade reprodutiva para a manutencdo
destes animais.

A protedbmica estuda moléculas que estdo envolvidas na reacdo do sistema imune
inato as infeccBes causadas por bactérias e virus, e, portanto, seu estudo podera
esclarecer a patogenia das lentiviroses, no caso da CAE, podendo vir a ser potenciais
biomarcadores para diagnostico da infeccdo, assim como ser o elo para descobrir
possiveis anti-virais. Entre as proteases, as MMPs participam como mediador do
processo inflamatorio, viabilizando, desta forma, o monitoramento e o progndéstico de
doencas. As MMPs e seus inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPS), suas
inibidoras, trabalham em conjunto para remodelar a matriz extracelular (MEC), e de

acordo com Sekhon (2010), inibem seletivamente certas MMPs.
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Na medicina veterinaria, o uso da protebmica para diagnéstico e prognostico das
doencas ainda é pouco utilizado, sobressaindo-se o0 da mastite bovina, da doenca
respiratoria bovina e da broncopneumonia em bezerros, dentre outros. J& em humanos,
os trabalhos estdo mais avancados, em especial com o HIV, pertencente a mesma
familia do CAEV, vindo a ser identificadas proteinas que bloqueiam a replicacdo do
virus.

Embora pouco se saiba sobre a expressdo das MMPs e sua funcdo no sistema
reprodutivo masculino, acredita-se estar envolvida na regulacdo da funcdo dos
espermatozdides. O plasma seminal contém muitas proteinases originarias das células
testiculares, da prostata e de outras glandulas sexuais acessorias. Estudos tém
identificado as MMPs como uma das proteinas expressas no plasma seminal humano
(BAUMGART et al., 2002; BUCHMAN-SHAKED et al., 2002; SHIMOKAWA et al.,
2002; TENTES et al., 2007). Contudo, a identidade e funcdo das MMPs no sistema
reprodutivo do macho € na maioria das vezes desconhecida (HULBOY et al.,1997;
BAUMGART et al., 2002; LE MAGUERESSE-BATTISTONI,2008).

De acordo com Hulboy et al., (1997), os membros da familia das
metaloproteinases, em especial as MMP-2 (72 kDa) e MMP-9 (92 kDa) séo expressas
em diversos 6rgdos do sistema reprodutivo e nos processos celulares, indicando existir
uma diferenca entre o perfil das MMPs entre amostras de sémen normal e anormal de
humanos. As MMP-2, MMP-3, MMP-9 e gelatinases estdo presentes nos fluidos dos
testiculos e epididimos de carneiro, javali e garanhdo (METAYER et al., 2002), mas
ndo existe ainda estudos no plasma seminal de caprinos, sendo esta a primeira
abordagem sobre 0 assunto na espécie.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar e identificar as MMPs no plasma
seminal de caprinos sadios e comparar com animais soropositivos para CAE,

relacionando as mesmas com a qualidade do sémen.
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MATERIAL E METODOS

Local e periodo experimental

O estudo foi realizado Fazenda Experimental — Santa Rita, pertencente a
Embrapa Caprinos e Ovinos, no municipio de Sobral, Ceard, situada a 3°41°32” de
latitude Sul e 40°20°53” de longitude Oeste, com 75m de altitude no municipio de
Sobral, na regido Norte do Ceara, no semiarido. O clima da regido, pela classificacao de
Kdppen, é Aw de Savana (MILLER, 1971), caracterizado por um periodo chuvoso
(inverno) de janeiro a junho e um periodo seco (verdo) de julho a dezembro, com
temperaturas elevadas ao longo do ano, com temperaturas médias maximas de 32°C e
minimas de 22°C e pluviosidade média de 759 mm/ano e umidade relativa do ar de
69%. Os solos sdo do tipo bruno néo-célcico e latélico, cobertos por uma vegetacao de
caatinga sucessional, hiperxeréfila, com arvores de pequeno porte a médio (FUNCEME,
2009).

O periodo experimental correspondeu aos meses de junho a novembro e,
segundo a estacdo meteoroldgica da instituicdo, foi marcado pelos valores médios de
pressdo (hPa): 1000,8; Temperatura (°C): 27,7; Total de precipitagdo (mm): 282;
Temperatura méaxima: 35,4; Temperatura minima: 219; Insolacdo total (h): 273;
Umidade (%): 59. Os valores de precipitacdo e temperatura foram semelhantes as
condigbes experimentais de Avila (2013) semelhantes as dela na mesma regido
(INMET, 2013).

Comité de ética
O trabalho experimental foi submetido ao Comissdo de Etica para o Uso de

Animais (CEUA) da Universidade Estadual Vale do Acarau (UVA), sendo registrado

sob 0 nimero 007.12 e aprovado para a realizacgao.

Animais experimentais
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Os animais experimentais foram constituido por 12 reprodutores, com idade
meédia de 4 anos. Eles foram divididos em dois grupos experimentais, um constituido
por animais naturalmente infetados para CAE e outro soronegativo. A comprovacéo da
infeccdo pelo CAEV foi feita através do teste de Western Blotting, realizados antes do
inicio das atividades experimentais. Esses animais eram considerados livres do CAEV
ap6s comprovacdo, de no minimo, trés testes de IDGA e de Western Blotting com
resultado negativo. Foi realizado ainda, em ambos os grupos, um exame androl6gico
segundo preconizado pela CBRA (2013).

Visando reduzir a0 maximo o efeito ambiente sobre as varidveis, 0s animais
foram abrigados em condicdes de manejo semelhante, em baias coletivas sob regime
semi-intensivo onde recebiam capim elefante picado (Pennisetum purpureum schum), e
eram suplementados com 300g de concentrado, no cocho, contendo 70% de milho, 28%
de farelo soja e 2% de calcario, além de receberem sal mineral e 4gua ad libitum.

Ao exame androldgico, todos os reprodutores apresentaram o testiculo livre sem
aderéncia a bolsa escrotal, auséncia de sensibilidade dolorosa e de consisténcia tenso-
elastica. O pénis apresentava-se normal a inspecdo visual. Alguns machos apresentaram
escroto bipartido, sendo estes achados dentro da normalidade para a espécie, segundo o
Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal - CBRA (2013). Todos os reprodutores
utilizados neste trabalho foram capazes de responder satisfatoriamente a colheita de

sémen durante o experimento.

Coleta e avaliagcdo de sémen

As coletas de sémen foram realizadas com intervalos de uma semana,
perfazendo um total de vinte amostras por animal, entre junho e novembro de 2013.Para
tanto, utilizou-se 0 método de vagina artificial, modelo curto (MIES FILHO, 1962),
tendo, como manequim, uma fémea em estro induzido pela aplicagdo de 1,0 mL de
Cipionato de estradiol, via intramuscular. Os dados referentes ao exame androldgico de
cada animal eram registrados e o plasma seminal separado atraves da centrifugag&o.

Imediatamente apds a coleta, 0 sémen era mantido a temperatura de 37°C e
encaminhado ao laboratério onde foram avaliadas segundo as seguintes variaveis:
aspecto (Aquoso; Leitoso; Leitoso espesso; Cremoso; Cremoso espesso), volume do
ejaculado (mL), motilidade progressiva individual (%), vigor (0-5) e concentragédo
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espermatica (x10%/mL), seguindo recomendacéo do Colégio Brasileiro de Reproducio
Animal (CBRA, 2013). Todas as avaliagdes espermaticas foram feitas por uma Unica
pessoa, para minimizar erros de analises.

Uma vez coletado e avaliado, o sémen foi acondicionado em tubos com fundo
conico identificados para cada amostra, e submetido a centrifugacdo em duas etapas,
sendo a primeira a 1.500 rcf para separar os espermatozoides do plasma seminal, e a
segunda a 10.000 rcf, para separar as demais células ndo espermaéticas do plasma, ambas

a 8°C por 30min cada. O plasma obtido foi armazenado em freezer a -80°C até a analise.

Testes Laboratoriais

Quantificacao das proteinas totais

A concentragdo protéica foi determinada pelo método descrito por Bradford
(1976) que se baseia na ligacdo do corante Coomassie Brilliant Blue G250 as proteinas,
com formacdo de coloracdo azul. A presenca de proteinas foi observada através de
espectrofotobmetro  FP-901 (Chemistry Analyser Labsystems) pelo método de
absorvancia, utilizando-se o comprimento de onda de 595 nanémetros (nm), em
duplicata, usando a albumina sérica bovina (BSA) para criar uma curva padrdo. Esta
curva também chamada de curva analitica de calibracdo, foi construida a partir de
solucdo padrdo, com concentra¢fes conhecidas (0, 5, 10, 15, 20 mg) de BSA. Portanto,
a quantificacdo da concentracdo de proteinas totais do plasma seminal foi obtida com o

cruzamento dos dados obtidos no espectrofotdbmetro com os da curva.

Zimografia

Para realizacdo da zimografia as amostras de plasma foram solubilizadas em
tampé&o de amostra de forma que a concentracgdo final era 4pug/mL. Desse total, utilizou-
se aliquotas de 10pL, cujas concentragdes de proteinas variavam de 4 a 20ug por pogo.
Utilizou-se gel de poliacrilamida a 12,5%, polimerizados com gelatina, (2 mg/mL),
segundo protocolo descrito por Kupai et al. (2010) e submetidas a eletroforese (170V;
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1A; 300W) por um tempo que variou de 50 minutos a 1 hora e 10 minutos (adaptado de
LAEMMELLI, 1970).

Ap0s a corrida eletroforética, os géis foram lavados por 40 minutos em solugéo
de Triton X-100 2,5% e, posteriormente, incubados por 20 horas a 37°C em solucéo de
tampé&o contendo 50 mM Tris HCI, 0.15 M NaCl, 10 mM CaCl,. Apos esse periodo, 0s
géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue-G a 0,25% por 2 horas e,
posteriormente, descorados com solugcdo contendo etanol a 30%, &cido acético a 7,5%
em agua Milli-Q por 30 minutos. Como resultado desse processo tem-se um gel corado
onde é possivel observar bandas claras, indicativas da atividade gelatinolitica das
proteases presentes no plasma seminal de caprinos.

Os géis e as bandas digeridas evidentes tiveram sua imagem registrada por meio
do scanner e foram avaliados através do Doc-IT® LS Image Analysis Software 6.0.
Como padrao, utilizou-se 0 LMW-SDS marker kit (GE Healthcare - 94: fosfolipase b;
albumina sérica bovina: 67; ovalbumina: 43; anidrase carbdnica: 30; inibidor de tripsina
de soja: 20,1; lactoalbumina: 14,4) para calibracdo da eletroforese. Através desse

software, foram analisados os picos por densitometria das bandas.

Padronizagéo da zimografia

Para definir qual seria a concentracdo protéica ideal para analise do plasma
seminal através da técnica de zimografia foram realizados ensaios onde se utilizou
concentragfes crescentes que variavam de 4 a 32ug/pL de proteina. As amostras
utilizadas eram oriundas de um representante de cada grupo. Apds a andlise dos géis foi
possivel constatar que, para ambos 0s grupos, a concentracdo de 20 pg/uL permitia a
formacdo de bandas mais nitidas e com contornos bem definidos. Sendo esta, entdo, a
concentracdo definida como adequada para aplicacdo da zimografia utilizando o plasma

seminal (Figura 1).
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Figura 1. Padronizacdo do teste de zimografia para plasma seminal de caprinos soronegativos e
soropositivos para CAE, utilizando-se concentragdes crescentes de proteinas e elegendo-se a de 20pg
como ideal para o teste.

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, a fim de serem
verificados os pressupostos de normalidade e homogeneidade, respectivamente. Os
valores de volume foram transformados para o logaritmo de base 10, a fim de
atenderem ao pré-requisito de normalidade, bem como os valores de concentracdo
foram transformados pela poténcia de segunda ordem. Aplicou-se entdo a Andlise de
Variancia (ANOVA) para estes dados. J4 os dados de motilidade e vigor foram
submetidos ao teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, enquanto os dados de aspecto
foram analisados somente por meio de frequéncias simples e percentuais. Verificou-se
também a correlacdo entre o Volume da MMP com os pardmetros seminais através do
Coeficiente de Correlacdo de Pearson. Levou-se sempre em consideracdo o nivel de 5%

de significancia. O software estatistico utilizado para as analises foi 0 SAS 9.2 (2009).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo identificou no plasma seminal de caprinos sadios e com CAE
a presenca da forma latente proMMP-9 (89-91 kDa) e das formas ativas MMP-2 (64-66
kDa) e MMP-9 (80-84 Da), onde as areas claras do gel indicam o processo proteolitico
das enzimas (Figura 2A e B). Estes achados concordam com o0s ja descritos para
humanos (BAUMAN et al., 2002; TENTES et al., 2007; SHIMOKAWA et al. 2002;
BAUMAN et al. 2002; SEABRA, 2006), ratos (BROWN et al., 1990; DALMOLIN et
al., 2007; LOKESHAWAR et al., 1993; BELHONICE et al., 2010) e cées (SAENGSOI
et al., 2011). Foi detectada ainda, a presenca da MMP-1(39-41kDa), ndo descrita no
plasma seminal de outras espécies. Essas quatro MMPs se repetem em todos os animais,
porém com frequéncias e intensidades diferentes (Grafico 2A e B). N&o foi possivel
identificar uma faixa de peso molecular que sugerisse a presenca da forma latente
proMMP-2. Estes achados s@o pioneiros para caprinos. Acredita-se que a MMP-2
também € produzida na sua forma inativa, embora nao tenha sido possivel identifica-la.
Em animais soropositivos foram observadas as mesmas MMPs, no entanto, com maior
atividade enziméatica demonstrada atraves da maior intensidade nas bandas (Figura 2B).
Como nédo foram encontrados dados sobre as MMPs em plasma seminal de caprinos
com CAE néo foi possivel comparar e discutir estas informacdes.

Segundo a literatura, as metaloproteinases descritas mais comumente no plasma
seminal sdo as formas ativas e latentes MMP-2 e MMP-9, proMMP-2 e proMMP-9,
respectivamente. Embora ndo sabendo ao certo qual a origem e funcdo dessas MMPs,
sua presenca tem sido descrita no plasma seminal de humanos sadios e com
azoospermia (BAUMGART et al., 2002; TENTES et al., 2007; DU et al., 2012).

Baumgart et al. (2002) também encontraram a forma latente e ativa da MMP-2
em amostras de sémen humano, mas ndo relatam a presenca da MMP-9. Tentes et al
(2007) identificaram ambas as formas latente e ativa da MMP-2 e MMP-9 em amostras
de plasma seminal de humanos sadios. Para Tentes et al. (2007), as formas latentes de
ambas as MMPs séo predominantes sobre as formas ativas, sendo entre estas a MMP-2
a mais elevada.

Shimokawa et al. (2002) identificaram as bandas MMP-2 e MMP-9 em suas
formas ativa e latente. Ainda segundo esses autores, as pro-MMP-9 (92 kDa), pro-
MMP-2 (72 kDa) e MMP-2 (67 kDa) apresentam-se em ordem decrescente de

concentragdo no plasma seminal humano, sendo estas bandas e mais duas adicionais de
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52 e 45 kDa detectadas por zimografia de gelatina em amostras parcialmente purificadas
por cromatografia. Os autores sugerem que estas bandas menores sejam produtos de
degradacdo da MMP-2 e da MMP-9.

Baumgart et al. (2002) detectaram a presenca de MMP-2 e -9, e TIMP-1 e 2 no
plasma seminal humano e correlacionaram a presenca destes componentes em pacientes
normospérmicos e azoospérmicos, demonstrando que a concentracdo de MMP-2 era
significativamente menor em individuos azoospérmicos, enquanto as MMP-9, TIMP-1 e
-2 ndao mostraram-se significativamente diferentes nos dois grupos de pacientes
estudados.

Trabalhando com células de Sertoli de ratos, tanto Brown et al, (1990) quanto
Dalmolin et al. (2007) detectaram a presenca da MMP-2 supondo serem essas células
potenciais locais de secrecdo desta MMP. Posteriormente, pesquisas demonstraram a
presenca das formas latente e ativa da MMP-2 em outras glandulas do trato reprodutivo
do macho, prostata e vesiculas seminais, indicando a capacidade secretora dessas
metaloproteinases nesses orgdos (LOKESHAWAR et al, 1993; BELHOCINE et al.,
2010). Shimokawa et al. (2002) e Riccioli et al. (2005) atribuem as MMPs dentre outras
funcdes, a de contribuir na liquefacdo do sémen apds a ejaculacdo. Van Den Steen et al.
(2002) afirmam que a MMP-9 ¢ ativada principalmente por outras MMPs, embora
Baumgart et al. (2002) afirmem que sua origem e funcdo potencial permanecem por ser
elucidadas.

Trabalhando com tumores humanos, Stamenkovic (2000) e Westermarck e
Kéahari (1999) encontraram a MMP-2, ou gelatinase A, com 75 kDa na forma inativa e
65 kDa na forma ativa e a MMP-9, ou gelatinase B com 92 kDa na forma inativa e 84
kDa quando ativada. Saengsoi et al. (2011) identificaram estas mesmas proteases
estudando o plasma seminal de caninos sadios. De acordo com Hulboy et al. (1997)
estas proteases estdo presentes nos varios 6rgaos reprodutivos e no processo celular. No
entanto, ndo houve nesses trabalhos nenhuma citacéo a existéncia da MMP-1 no plasma
seminal.

Estes resultados corroboram com os achados de Bauman et al. (2002) quando
avaliaram a presenca das MMPs em suas formas latentes e ativas no plasma seminal
humano. Apenas a concentragdo de MMP-2 foi significativamente diminuida em
homens azoospérmicos em comparagdo com 0s pacientes normozoospérmicos, havendo

uma correlacdo significativa com o nimero de espermatozoides (r = 0,54, p<0,0001).
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Afirmam ainda que a MMP-2 no plasma seminal foi fortemente correlacionada com a

contagem de espermatozdides.

Al A2 A3 A4 A5 A6

- proMMP-9
> MMP-9

> MMP-2

Soronegativos

- MMP-1

A7 A8 A9 Al0 All Al2

- ProMMP-9
S MMP-9
- MMP-2

Soropositivos

> MMP-1

Figura 2: Atividade enziméatica das metaloproinases do plasma seminal de caprinos. (A) gel de animais

soronegativo e (B) de animais soropositivos; (A1-A12) corresponde aos 12 animais experimentais.

Observou-se que a MMP-1 (39-41kDa) apresenta diferenca significativa (p
<0,05) referente a sua frequéncia e volume entre 0os grupos, sendo maior nos
soronegativos. E possivel que nos animais soropositivos esteja ocorrendo uma
destruicdo macica de macrofago devido a presenca da infeccdo ou, como as MMPs
possivelmente sejam produzidas nas células de Sertoli, glandulas vesiculares e prostata,
provavelmente esses 6rgaos ndo estejam sendo desafiados pela infecdo e, portanto, ndo
secretando as MMPs nesses locais. Como houve elevagéo significativa da MMP-1 nos
negativos e, sendo ainda desconhecida a funcdo desta MMP, fica uma incognita a razao
pela qual os animais soronegativos apresentaram alta concentracdo desta protease.
Supde-se que a MMP-1 seja inerente ao plasma seminal caprino porém, sua expressao
ou ativacdo parecem ser comprometidas no estado de infeccdo pelo CAEV. Pode ser
que, devido a sua presenca ter sido relatada em areas de rapida remodelacéo tecidual
(SEABRA, 2006), sua presenca tenha algo a ver com a dindmica tecidual dos testiculos

na formacdo das células espermaticas.



49

De acordo com Seabra (2006), trabalhando com periodontites em humanos,
observou que a MMP-1, ou colagenase 1, é uma enzima com 52 kDa na forma inativa e
41 kDa na forma ativa que é expressa in vivo em areas de rapida remodelacéo tecidual
fisioldgica ou patologica. Lynch e Matrisian (2002) relataram que a MMP-1 degrada,
dentre outros substratos, a gelatina. Nabeshima et al. (2002) e Westermarck e Kahari
(1999) relatam a expressao desta enzima nos fibroblastos, ceratindcitos, condrécitos,
monacitos, macrofagos, hepatdcitos e uma variedade de células tumorais em humanos.

Sugere-se estudos mais profundos sobre a funcdo da MMP-1 no sistema
reprodutivo do macho caprino. N&o foi encontrado na literatura dados que pudessem
servir de referéncia para a discussao destes achados.

A MMP-2 ¢ derivada principalmente a partir de fibroblastos, células endoteliais
e tumorais. A ativacdo da pro-MMP-2 ocorre principalmente na superficie da célula
através da interagcdo com a membrana (ZHANG et al., 2009).

A MMP-9 é uma enzima de alto peso molecular que pode ser secretada por
varios tipos celulares, dentre eles neutréfilos, macrofagos, linfécitos T, linfécitos B,
fibroblastos, varias células musculares vasculares lisas e células do miocardio, entre
outros tecidos (RAM et al., 2006). Sua expressao e secrec¢ao estdo sob controle regular e
restrito de genes de transcricdo, sintese, secrecdo, ativacdo e inibicdo. Dentre os
estimulos para sua producdo esta a presenca de virus em quadros de infeccGes. Tal
estimulo provoca uma mudanca estrutural e exposicdo da regido de ativacdo zZn**
dependente da forma latente (pro-MMP-9) (KOTYZA et al., 2005).

A ocorréncia das formas latente e ativa da MMP-9 foi maior nos animais
soronegativos, havendo, no entanto, diferenca significativa (p<0,05) apenas na forma
ativa (Gréfico 1A), embora, os valores de volume médio, indicador de atividade,

apresentem-se mais elevados nos animais soropositivos.
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Grafico 1 (2). Presenca (A) e volume médio (pixel) (B) das MMPs no plasma seminal de caprinos
soropositivos e soronegativos para CAE.

Presenga

proMMP-9 MMP-9 MMP-2

Enzima A

Volume médio

proMMP-9 MMP-9 MMP-2 MMP-1

Enzima B

Analisando os animais individualmente, quanto a presenca e auséncia dessas
enzimas, pode-se observar que a MMP-2 estava presente em todos 0s animais
soropositivos e soronegativos, e em todas as observagdes, enquanto a MMP-9 esteve
presente em todos 0s animais do grupo soronegativo, mas ndo em todos 0s Soropositivos
ao longo das coletas.

A andlise densitométrica dos zimogramas das amostras de plasma seminal de
reprodutores soropositivos e soronegativos para CAE estdo apresentadas nas Figuras 3 e
4. Em ambas as figuras é possivel avaliar o comportamento proteolitico em quatro
partes: em A, atividade enzimatica das MMPs presentes nas amostras através da
visualizacdo de bandas claras que demonstram a digestdo de proteinas em locais

especificos. A &rea B, é obtida a partir das descoloracdo excessiva da A o que torna
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possivel observar que, as areas correspondentes a degradacdo enzimatica apresentam
poucas proteinas. Esses comportamentos, tanto das MMPs quanto da proteinas restante
sdo demonstrados em forma de picos densitométricos nas areas C e D de cada figura.

O perfil densitométrico dos dois grupos mostrou uma maior atividade
(concentracdo) da MMP-9 nos animais soropositivos quando comparados aos
soronegativos, porem sem diferenca estatistica (p>0,05). Quanto a MMP-2, 0s animais
soropositivos e soronegativos ndo apresentaram variacdo na intensidade nos dois
grupos, porém apresentaram maior volume médio em relacdo as demais MMPs
encontradas neste trabalho.

Analisando os perfis densitométricos individuais dos animais soronegativos,
observou-se picos com bases mais estreitas provavelmente em virtude da auséncia do
processo infeccioso. No caso dos soropositivos, pode-se observar um perfil dos picos
com bases mais largas, ampliando-se para aproximadamente 180 pixels. Este perfil mais
expressivo dos animais soropositivos podera ser devido a presenca do virus ja que este
fato atua como fator promotor da producdo das MMPs. Outra possibilidade para a maior
expressao do grupo dos soropositivos é o fato de as MMPs terem também o poder de
ativacdo de formas inativas de outras MMPs. Uma vez que 0s animais SOropositivos
apresentam uma maior quantidade de MMPs estimuladas pela presenca do virus, essa
maior quantidade promovera, também, a ativacdo de uma maior quantidade de formas

inativas.
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Figura 3. Analise densitométrica das proteases e proteinas de amostras de plasma seminal caprino
soronegativos para CAE. Em A as bandas digeridas de gelatinases em gel de poliacrilamida 10%
mostrando a atividade das MMPs (bandas claras) e, em B, proteinas visiveis apds continua descoragao
dos géis de zimografia. Em C, representacdo esquematica do perfil densitométrico proteases e proteinas
do plasma seminal caprino. Os nimeros de 1 a 5 referem-se as amostras de plasma seminal de diferentes
animais. PAD — é o padrao utilizado com pesos (97, 66, 45 e 31kDa).
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Figura 4. Analise densitométrica das proteases e proteinas de amostras de plasma seminal caprino
soropositivos para CAE. Em A as bandas digeridas de gelatinases em gel de poliacrilamida 10%
mostrando a atividade das MMPs (bandas claras) e, em B, proteinas visiveis apds continua descoragao
dos géis de zimografia. Em C, representacdo esquematica do perfil densitométrico proteases e proteinas
do plasma seminal caprino. Os nimeros de 1 a 5 referem-se as amostras de plasma seminal de diferentes
animais. PAD — é o padrdo utilizado com pesos (97, 66, 45 e 31kDa).
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Cogni et al. (2013), estudando patologias cardiacas, atribuiram um papel
protetor 8 MMP-9. Acredita-se que a infec¢do deprime a capacidade protetora, visto que
nos animais soropositivos a MMP-9 apresentaram menor atividade, fato esse observado
através do perfil densitométrico (Figura 4). Este achado talvez possa indicar que a
infeccdo pelo virus da CAE inibiu a producdo ou a transformacdo da forma latente para
ativa da MMP-9. No entanto, sugere-se que outras pesquisas sejam realizadas a fim de
que se confirmem estes achados.

Os dados do volume médio referentes a expressdo e atividade das proteases
revelam um alto volume quanto a MMP-2 e baixo volume médio da MMP-9 dentro do

mesmo grupo e em ambos os grupos (Tabela 1).

Tabela 1. Volume médio (pixels) das MMPs de caprinos soropositivos e soronegativos para CAE.

Grupo proMMP-9 MMP-9 MMP-2 MMP-1

Negativo 64,80”+7150 19,47"+12,44 407,61"+244,30 120,18 + 141,25
Positivo 46,60"+4512 2350°+2240 41244"+201,08 17,00%+8,92

AP letras maitsculas sobrescritas iguais, na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente a 5% (p > 0,05)
pela ANOVA.

Sharma et al., (2013) identificaram proteinas que apresentam alta e baixa
expressao no plasma seminal de homens com baixa qualidade espermatica. A presenca
distinta de algumas delas pode servir como potenciais marcadores e fornecer
informacdes sobre o papel desempenhado pelo mecanismo destas na infertilidade
masculina. Acredita-se que esta mesma observacdo possa ser feita com relacdo as
MMPs e qualidade do sémen buscando associar a presenca ou auséncia de determinada
enzima com a viabilidade espermatica, no entanto, mais estudos nesse sentido devem
ser realizados a fim de avaliar essa relagéo.

Na analise dos parametros espermaticos obteve-se concentracdo média de 4,22
(x10°/mL) para os animais soropositivos e 3,66 (x10%/mL) para os soronegativos,
apresentando, portanto, diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05) (Tabela 2). Os
outros parametros (volume, motilidade e vigor) apresentaram-se mais elevados nos
animais pertencentes ao grupo soronegativo porém nédo diferiram estatisticamente
(p>0,05) (Tabela 2). Segundo 0 CBRA (2013) o volume seminal, motilidade, vigor e
concentracdo espermaéticos sdo considerados normais com valores a partir de 0,8ml,

70%, 3 e 2 x10%mL, respectivamente. Sendo assim, é possivel afirmar que todos os
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animais de ambos os grupos sdo considerados como dentro dos padrbes androldgicos
estabelecidos para a espécie e corroboram, ainda, com os achados de Rodriguéz et al.
(2005), quando demonstraram que a qualidade seminal de reprodutores caprinos
acometidos pela CAE néo foi afetada. Os valores de motilidade, vigor e volume para 0s
animais soronegativos e, 0s de concentragdo e volume nos soropositivos foram
superiores aos encontrados por Avila (2013) que também afirmaram que animais
portadores da CAEV apresentaram boa qualidade seminal. Estes resultados foram
superiores também aos descritos para Santos e Simplicio (2000) em animais da raca

Moxotd ou mestigos de Moxotd x Pardo Alpina avaliados na mesma regiéo.

Tabela 2. Média dos paradmetros seminais de caprinos soropositivos e
soronegativos para CAE

Volume (ml) Concentracdo (x10°/mL) Motilidade (%) Vigor (0-5)

Grupo : : : .
x = dp x £ dp X = dp x £ dp
Negativo  1,33%+0,58 3,66+ 0,72 87,50%+ 6,22  4,25% 0,45
Positivo  0,97”+ 0,61 4,228+0,71 84,17°+7,52  3,89°+0,58

AB letras mailsculas sobrescritas iguais, na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente
a 5% (p > 0,05) pela ANOVA.

2P Jetras minGsculas sobrescritas iguais, na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente
a 5% (p > 0,05) pelo teste de Mann-Whitney.

Entre as varidveis seminais pode-se observar que houve correlacdo positiva e
significativa (r=0,69) entre motilidade e vigor nos animais soropositivos (Tabela 3). As
correlagbes entre as demais variaveis ndo foram significativas mesmo tendo sido

maiores nos animais positivos.

Tabela 3. Correlacdo entre os parametros espermaticos de caprinos soropositivos e
soronegativos para CAE

Grupo Volume X Motilidade x
P Concentracao Vigor
Negativo 0,12 0,26"
Positivo 0,15N° 0,69

NS Nio significativo (p > 0,05) para o coeficiente de correlagéo de Pearson.
" Né&o significativo (p > 0,05) e *** altamente significativo (p < 0,001) para o
coeficiente de correlacdo de Spearman.

No Grafico 2 encontra-se a descri¢cdo das ocorréncias referentes aos diferentes

tipos de aspecto do sémen entre 0s animais SOropositivos e soronegativos, observando-
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se maior quantidade de aspectos cremoso e Cremoso espesso Nos animais Soropositivos

em relagdo aos soronegativos, indicativo de maior concentragéo nos primeiros.

Gréfico 2. Distribuicdo da ocorréncia do aspecto seminal segundo os grupos de
caprinos soropositivos e soronegativos para CAE
i Leéenda

I Aquoso
B Leitoso

Leitoso espesso
) Cremoso

Cremoso espesso

Negativo Positivo

Grupo

As observacbes dos parametros seminais de ambos 0S grupos nos permitem
afirmar também que os animais soropositivos para CAE apresentaram boa qualidade
seminal. A partir desta observacdo é possivel considerar que o sémen desses
reprodutores seja compativel com o aproveitamento em biotécnicas reprodutivas.
Nakhuda e Sauer (2007) estudando a utilizacdo do sémen de homens soropositivos para
HIV, um lentivirus que acomete humanos, afirma ser possivel sua utilizacdo para a
inseminagdo e fertilizagdo in vitro em mulheres ndo infectadas ap6s tratamento do
ejaculado removendo o virus. Porém, Avila (2013) trabalhando com sémen caprino,
associou as técnicas de swin-up, PCRn com RT-PCR-nested e concluiu que o
procedimento de lavagem néo foi suficiente para promover a eliminacdo completa do
virus das amostras.

Portanto, serdo necessarios mais estudos a fim de que se desenvolva um
protocolo de remocdo do CAEV, assim como se verifica para o HIV, tornando possivel
para reprodutores caprinos infectados a utilizagdo de seu material genético de forma
segura com auxilio de biotécnicas de reproducdo assistida. Esta possibilidade permite,
pelo menos em parte, evitar maior perda econdémica e/ou genetica para a caprinocultura.

Sugere-se, no entanto, que o uso desse material seja associado a medidas preventivas de
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disseminacdo do virus e, também, que possibilitem o monitoramento peridédico dos
rebanhos.

Acerca da influéncia das MMPs sobre os parametros seminais, neste trabalho
observou-se correlagdo ndo significativa entre as MMPs com os parametros seminais
exceto as correlacdes negativas entre proMMP-9 e vigor e entre os niveis de MMP-2 e
volume seminal. Fazendo a mesma analise, Tentes et al. (2012) encontraram no plasma
seminal de humanos relacdo positiva e significativa dos niveis de proMMP-9 com a
concentracdo espermatica, o contrario acontecendo com sua forma ativa.

A anélise das correlagbes dos volumes das MMPs com os pardmetros seminais
revelam que houve significancia (p<0,05) entre o vigor e o volume da forma latente
proMMP-9 no grupo positivo e também entre volume de ejaculado com o volume da
forma ativa MMP-2 (p<0,01), também no grupo positivo. Sendo estes valores
inversamente proporcionais. Os demais pardmetros, em ambos 0s grupos, nao
apresentaram correlacdo significativa.

Du et al (2012) trabalhando com plasma seminal humano observaram correlacéo
negativa entre proMMP-2 e o0 volume do ejaculado, e correlacédo positiva entre a MMP-
2 e esse mesmo parametro. A proMMP-9 apresentou correlagdo positiva com o volume
do ejaculado enquanto a MMP-9 apresentou correlagdo negativa com est mesmo
parametro. A correlacdo entre a expressdo da MMP-2 e o volume do ejaculado é
negativa e significante a 1% (Tabela 4). Estes autores também mostraram que a
expressao das MMPs foram estatisticamente significativas independente da
concentragdo seminal. Este fato discorda dos achados deste trabalho no qual as
correlacdes observadas para 0 mesmo parametro em ambos 0s grupos, soropositivos e
soronegativos, ndo mostraram significancia (P<0,05), embora tenha havido diferenca
estatistica a 5% quanto a média da concentracdo entre os grupos (Tabela 4).

De acordo com os mesmos autores, a expressao da proMMP-2 e da MMP-2
diminui com o aumento da concentracdo seminal em humanos, enquanto a expressédo da
proMMP-9 e MMP-9 aumenta proporcionalmente quando a concentra¢do seminal esta

elevada.
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Tabela 4. Correlac6es do volume da MMP com os pardmetros seminais, segundo a enzima e por grupo.

Enzima Grupo Volume  Concentracdo Motilidade Vigor
Negativo  -0,09™° -0,34 N5 -0,24 NS -0,05 NS

POMMPD positive 0,00"8 0,30 -0,46™ 059"
MMP-S Negativo 0,46 N 0,418 -0,03 N® 0,35"°
Positivo -0,16 M -0,10M° -0,26 V® 0,10M°

MMP_2 Negativo  -0,07™ 0,328 -0,29 N® 0,47N°
Positivo 0,677 -0,20M° 0,22 M 0,11

MMPL Negativo 0,43N° 0,04 NS -0,15 N® 0,58 N
Positivo 0,50 0,31M 0,59 M 0,30

NS Nao significativo (p > 0,05); *, ** significativos a 5% e 1%, respectivamente, pelo coeficiente de
correlacdo de Pearson.
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CONCLUSAO

E a primeira vez que as MMPs foram identificadas e caracterizadas no plasma
seminal de caprinos sadios e soropositivos para CAE no Nordeste do Brasil, sendo elas
as MMP-2, proMMP-9, MMP-9 e MMP-1;

Sugere-se que a MMP-1 seja caracteristica do plasma seminal de caprinos;

A pro-MMP-9 e a MMP-2 tiveram influéncia negativa sobre o vigor e o volume
do ejaculado em animais positivos para CAE;

O perfil densitométrico das MMPs do plasma seminal poderd ser uma
ferramenta para avaliagdo da reacdo do sistema imune inato dos caprinos frente ao
estado de infec¢do, representando um possivel indicador de monitoramento da infeccéo;

Animais soropositivos para CAE ndo apresentaram alteracdo na qualidade
seminal, sugerindo-se seu uso através de biotécnicas de reproducdo assistida, como
forma de conservacdo do patrimdnio genético. Entretanto, sanitariamente, ndo devem
ser utilizados para a reproducdo a campo, até que seja padronizada uma técnica

confiavel para eliminacdo/inativacdo do virus no germoplasma.
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