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ABSTRACT

Background: Studies have attempted to understand the importance of metalloproteinase (MMPs) in the pathogenesis of
diseases caused by lentiviruses, being the human immunodeficiency virus (HIV) the most investigated. Despite advances
in studies with MMPs in others diseases, research correlating the presence and activity of gelatinases in animals affected
by caprine arthritis encephalitis virus (CAEV), a lentiviruses, are incipient and there is a need for research aiming to un-
derstand the dynamic of these enzymes in animals infected and its relation to pathological condition. The aim of this study
was to evaluate the presence and activity of the MMPs in blood serum of chronically infected bucks by CAEV.
Materials, Methods & Results: The experiment was constituted by two groups (n = 5 each group). The first one was
composed of five naturally infected bucks (4-5 years) and second group constituted of five seronegative bucks (3-4 years)
for CAE. Serology was performed using the Western Blotting (WB) and confirmed by Polymerase Chain Reaction (PCR).
These bucks belong to the experimental flock at Embrapa Goats and Sheep and the seropositive bucks were confirmed for
CAE in the first two years. Blood samples were collected by puncturing the jugular vein from animals and evaluated by
zymography (SDS-PAGE) using gelatin as substratum. Clinical examination was performed by evaluating the tempera-
ture (T), cardiac frequency (FC), respiratory frequency (FR) and clinical articular index (IAC). The IAC was calculated
by measuring the circumference of carpal joint and metacarpal bone height (difference between greater extent carpal and
metacarpal lesser extent). In infected and control groups were found molecular mass bands of 66 kDa (MMP-2), 72 kDa
(pro-MMP-2), 86 kDa (MMP-9) and 92 kDa (pro-MMP-9). The correlation analysis between respiratory frequency (RF),
cardiac frequency (CF) and temperature (T°C), with MMPs activity (pro-MMP-2 and MMP-2), showed a negative and not
significant correlation for RF (r =-0.1285) and T (r =-0.2588) and positive for CF (r = 0.01038), but not significant. Using
the gel densitometry analysis it was observed higher activity (P < 0.05) of the pro-MMP-2 and MMP-2 in seropositive group.
Discussion: The caprine arthritis encephalitis (CAE) is a multisystem infectious disease that causes production losses
when present in flocks, especially the occurrence of arthritis. The higher activity of the MMPs (MMP-2 and MMP-9) in
infected group to CAE suggests a role of these proteases in the chronic inflammatory process in goats. It can be explained
by the fact that matrix metalloproteinases are regarded to be the key role molecules in inflammation and are involved in
pathophysiological remodeling of the vascular wall. The variable presence of active and latent forms of MMP-9 in our study
combined to an increased in the seropositive group activity corroborates the findings of other studies. In this study, only
one seropositive animal demonstrated apparent arthritis although showed similar MMPs (MMP-2 and MMP-9) activity to
others in the seropositive group, leads us to suggest that all the seropositive animals were stricken with an inflammatory
process. Although there was statistical difference between the groups regarding to MMPs activity, this was not reflected
on clinical symptoms in chronically infecetd animals, requiring further studies on this subject.
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INTRODUCAO

As metaloproteinases de matriz (MMPs)
pertencem a familia das endopeptidases zinco-
-dependentes responsavel pela degradagdo e remo-
delagem dos componentes da matriz extracelular
envolvidos em processos fisiolégicos normais e
associados a muitas enfermidades [21,27]. Foram
identificadas pelo menos 24 MMPs em mamiferos,
podendo serem agrupadas em cinco classes: colage-
nases, gelatinases, estromelisinas, metaloproteinases
tipo membrana (MT-MMPs) e outras enzimas. As
gelatinases estdo presentes nas formas latente e
ativa (MMP2 e MMP-9), sendo capazes de degradar
coldgeno, gelatina, agrecano, laminina, fibronecti-
na, elastina e componentes secunddrios da matriz
extracelular (ME) [24].

O processo inflamatdrio cronico e consequente
ativacdo das MMPs tém efeito deletério no organismo,
sendo observado em patologias cronicas e degenera-
tivas, cujos sintomas sdo comumente observados em
doencas causadas por virus pertencentes ao género
Lentivirus. Este género, além do virus da artrite en-
cefalite caprina (CAEV) e Maedi Visna virus (MVYV),
contém o virus da imunodeficiéncia viral bovina (BIV),
humana (HIV-1, HIV-2), felina (FIV) e simia (SIV),
como também o virus da anemia viral equina (AIEV)
e o lentivirus puma [13].

Estudos tém tentado compreender a importan-
cia das MMPs na patogenia de enfermidades causadas
por lentivirus, sendo o HIV o mais investigado. Porém,
apesar dos avangos nos estudos com as MMPs em
outras doencas, pesquisas correlacionando a ativida-
de das gelatinases em animais infectados pela CAE
sdo incipientes. O objetivo deste estudo foi avaliar a
presenca e atividade das MMPs (MMP-2 e MMP-9)
no soro sanguineo de reprodutores cronicamente in-
fectados pela CAE.

MATERIAIS E METODOS

Localizagdo

O experimento foi conduzido entre os meses de
junho e outubro (2013) nas instalacdes da EMBRAPA
Caprinos e Ovinos, localizada no municipio de Sobral
(3°45°0,5” Sul, 40°20°45,8” Oeste, 111 m altitude),
CE, Brasil. A regido semidrida é caracterizada por um
clima quente e seco, com precipitagdo média anual de
713 mm e temperatura média de 27-35°C.

Animais

O trabalho foi constituido de dois grupos, sen-
do cinco animais por grupo, pertencentes ao rebanho
experimental da Embrapa. O primeiro foi composto de
animais das racas Saanen (n = 2) e Anglo-Nubiana (n
= 3), com idade variando entre 4-5 anos, naturalmente
infectados com o CAEV. O segundo grupo consistiu
também de animais das ragas Saanen (n = 2) e Anglo-
-Nubiana (n = 3), com idade entre 3-4 anos, soronegati-
vos para a CAE. A comprovagio da presenca e auséncia
do virus foi realizado através do Western Blotting
(WB) [23] e confirmada pela Rea¢do em Cadeia de
Polimerase (PCR) [1], ao longo dos dois primeiros
anos. Os grupos experimentais foram alojados em
baias, e mantidos em sistema semi-intensivo em uma
area isolada por cercas duplas, recebendo concentrado
balanceado, capim-elefante (Pennisetum purpureum),
sal mineral e dgua ad libitum.

Os animais foram submetidos a exame clinico,
no qual foram avaliadas a temperatura (T), frequéncia
cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR) e indice
articular clinico (IAC). O indice articular foi calculado
pela medicdo da circunferéncia das articulagdes car-
pianas e ossos metacarpianos e calculada a diferenga
entre a maior medida do carpo e a menor do metacarpo
(Tabela 1) [22]. Para avaliag¢@o do IAC foi usado como
padrdo os seguintes valores: para machos caprinos
puros com idade acima de 3.1 anos é considerado nor-
mal medida até 6.6 cm; suspeito entre 6.7-7.1 e com
provéavel problema acima de 7.1 cm; para mesti¢os
com idade de 3.1 anos é considerado normal até 6.2
cm, suspeito entre 6.3-6.8 cm e com provavel problema
acima de 6.8 cm) [22].

Zimografia

Para avaliag@o das proteinas do sangue foram
realizadas quatro coletas mensais, sendo escolhida
uma amostra aleatdria de cada més para a realizacdo
da zimografia. O sangue foi coletado por venopuncgao
da jugular em tubos sem EDTA, sendo centrifugados
posteriormente a 1,500 x g durante 10 min a 4°C. De-
pois, o sobrenadante foi transferido para microtubos
eppendorf e armazenados a -80°C.

A concentragdo de proteina total foi estimada
usando método de Bradford [2], utilizando a albumina
sérica bovina (BSA)' como padrao. Todos os ensaios
foram realizados em triplicata.

Para realizacdo da eletroforese 1D utilizou-
-se, aproximadamente, 20 pug de cada amostra em
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cada pogo em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato
de sédio 12,5% (SDS-PAGE) contendo 0,2% de ge-
latina porcina' [16,18]. Apds a eletroforese, os géis
foram lavados por 40 min. em tampao de renaturagdo
(2,5% de Triton X-100) e incubados durante a noite
em tampdo de desenvolvimento (50 mM Tris, pH
7,8-8,0 € NaCl 150 mM e CaCl, 10 mM) a 37°C em
agitacdo constante. Sob estas condicdes, as gelatinases
presentes nas amostras foram renaturadas e ativadas.
A presenca de zonas brancas de lise € uma indicacio
da atividade de degradagdo da gelatina revelada pela
coloracdo com 0,05% de Coomassie Brilliant Blue?
R-250 (CCB)? em metanol a 50% e acido acético a
10% durante a noite. A andlise densitométrica dos géis
foi realizada utilizando o gel software Analyzer3. Na

corrida eletroforética foi utilizado o padrao LMW-SDS
marker kit* para calibragéo.

Andlise estatistica

A intensidade das bandas (pixel) mostrada no
zimograma foi testada para normalidade utilizando
o teste estatistico Kolmogorov-Smirnov. Depois de
confirmada a normalidade dos dados, o teste ¢ de Stu-
dent foi aplicado para as amostras contendo atividade
da MMP-2, adotando-se a significancia estatistica de
P < 0.05. Como o pressuposto da homogeneidade da
variancia ndo foi observado para as amostras com ati-
vidade da pr6-MMP-2, foi aplicada a transformacao
log, . O programa estatistico utilizado foi o Statistical
Analysis Systems (SAS versdo 9.2°)°.

Tabela 1. Classificag¢@o do indice articular clinico (IAC) dos grupos soropositivo e soronegativo para CAE de reprodutores caprinos da Regido Semidrida

do Brasil.
. IAC (cm)
Raga/ldentifica¢do ; .
Normal Suspeito Provavel problema articular
Puro corte/24 (+) - - 7,5
Puro corte /263 (+) 5,0 - -
Puro corte /1098 (+) 4.5 - -
Puro leite/1677 (+) 5,4 - -
Puro leite/1690 (+) 6,0 - -
Puro corte /974 (-) 5,5 - -
Puro corte /1120 (-) 6,0 - -
Puro corte /237 (-) 6,0 - -
Puro leite/310 (-) 5,5 - -
Puro leite/366 (-) 6,5 - -

RESULTADOS

Nos grupos experimental e controle, encon-
traram-se as massas moleculares de 66 (MMP-2), 72
(pro-MMP-2), 86 (MMP-9) e 92 kDa (pro-MMP-9)
[Figura 1]. Em alguns animais foram encontradas
proteinas de alto peso molecular (100-138 kDa), ndo
sendo estas, no entanto, o foco deste estudo.

No grupo soropositivo a atividade da pro-
-MMP-2 (P =0.0025) e MMP-2 (P = 0.0001) foi ele-
vada significativamente (P < 0.05) em relagdo ao grupo
controle (Figura 2). A pro-MMP-9 e MMP-9 foram
detectadas de forma varidvel em algumas amostras

infectadas e ndo infectadas (controle) e, apesar deste
comportamento, mostraram uma evidente elevacdo da
atividade no grupo soropositivo.

A atividade das MMPs no grupo soropositivo
avaliada através da analise densitométrica, foi carac-
terizada pelo aumento da atividade e maior nimero
de picos em comparagao ao grupo controle (Figura 3).
Foi observada uma correlagdo negativa entre as MMPs
(pro-MMP-2 e MMP-2) e a FR (r =-0.1285) e T (r
= -0.2588); e, positiva para FC (r = 0.01038), porém
ndo significativas (P < 0.05). A correlacdo do IAC (r
=-0.7393) com as MMPs (pro-MMP-2 ¢ MMP-2) foi
negativa.
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Figura 1. Zimograma representativo das amostras de soro sanguineo de reprodutores caprinos dos
grupos soropositivo (A) e soronegativo (B) para CAE.
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Figura 2. Quantificacdo das formas latente e ativa da MMP2 de amostras de soro sanguineo
de reprodutores caprinos soropositivos (n = 5) e soronegativos (n = 5) para CAE.
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Figura 3. Densitometria dos zimogramas mostrando a diferenca da atividade das MMPs entre os reprodutores caprinos soropositivos (A) e soronegativos
(B) para CAE. Bandas evidenciadas (setas).
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DISCUSSAO

A CAE € uma doenca infectocontagiosa, mul-
tissist€émica, que causa perdas na producao quando
presente nos rebanhos, principalmente na ocorréncia
de artrite. A andlise dos géis evidenciou a presenga
das formas latente e ativa da MMP-2 ¢ MMP-9, em
animais sadios e infectados pela CAE, mas com elevada
atividade nos animas infectados. Achados similares
sobre a MMP-2 foram obtidos diante da proposta que
a estimulagdo da MMP-2 pode contribuir para um am-
biente neurodegenerativo na degradacdo fibronectina
da ME e coldageno tipo IV [19].

Em outros estudos foi relatado uma elevagido da
atividade da MMP-2 e MMP-9 em amostras de cérebro
de pacientes infectados com HIV ou gatos com FIV,
sugerindo que estes virus t€m mecanismo comum de
inducdo das MMPs [14,15]; e em amostras de soro de
pacientes com artrite reumatoide (RA) [4]. Isto pode
ser explicado pelo fato das MMPs serem consideradas
moléculas com papel-chave no processo inflamatério
e envolvidas na remodelacio fisiopatoldgica da parede
vascular [12,17].

A presenca das formas latente e ativa da
MMP-9 neste estudo foi variavel, mas com elevada
atividade no grupo soropositivo, corroborando com
achados de trabalhos anteriores [5,25,26]. Como
exemplo, a atividade elevada das MMPs apés a
infeccdo pelo HIV contribui para a progressiao
da doenca através da degradacdo, quebra e trans-
posicdo das barreiras da matriz [20]. Por outro
lado, foi descrito que a secrecdo de MMP-9 em
macrofagos derivados de monécitos (MDM) foi
acentuadamente regulada negativamente ap6s uma
infecc¢do viral [6].

Embora ndo observada correlagdo significati-
va entre os parametros clinicos (FR, FC, T e IAC) e
sinais clinicos da doenca, outros autores encontraram
um equilibrio inversamente proporcional da MMP-9
e TIMP-1, sugerindo um potencial novo mecanismo
de desequilibrio do sistema imunoldgico pds-trauma
e sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS)
[3]. A estimulacdo exacerbada e cronica das MMPs
resulta em um desequilibrio entre essas enzimas pro-
teoliticas e seus inibidores, culminando em sintomas
patolégicos decorrentes da degradacio excessiva da
ME [24].

Neste estudo, apenas um animal soropositi-
Vo apresentou artrite aparente, mas com atividade

das MMPs similares aos demais do grupo, o que
sugere a existéncia de processo inflamatério em
todos os animais do grupo, evidenciado através da
elevada atividade das MMPs no sangue, mas ndo
externado clinicamente. Tentando compreender o
mecanismo da MMP-9 nas doencas das articula-
coes, foi relatado que a pro-MMP-9 é amplamente
expressa e secretada por macréfagos enquanto os
condrdcitos ndo conseguem produzir esta enzima,
embora a eficiéncia na ativagdo da pro-MMP-9
requeira proteinases soltveis e associadas a mem-
brana dos condrécitos [7]. B importante mencionar
que os condrdcitos sdo células encontradas na
cartilagem atuando na producdo e manutengio da
matriz extracelular destes.

Vale informar que o sangue € um material
bioldgico cuja viabilidade na avaliacdo da presenga
e atividade das MMPs foi demonstrada em muitos
estudos [8-11].

Como este € o primeiro estudo sobre MMPs
em caprinos com CAE, ndo foi possivel uma discus-
sdo plena por falta de material bibliografico sobre o
assunto.

CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que a elevada
atividade das MMPs (pro-MMP-2 e MMP-2) em re-
produtores infectados cronicamente pela CAE sugere
a presenca de processo inflamatdrio em animais com
e sem sintomatologia articular, possibilitando utilizar
a atividade das MMPs como biomarcadores no mo-
nitoramento da infec¢do. E a anélise densitométrica
dos zimogramas mostrou ser uma ferramenta com-
plementar na avaliacdo clinica de caprinos infectados
cronicamente a CAE.
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