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RESUMO

A maioria das pesquisas para diagnostico e avaliagdo da lentiviroses se baseia na
identificacdo, direta ou indireta, da proteina viral no sangue, leite, sémen, saliva ou tecidos.
Trabalhos com protedmica avaliando as lentiviroses sdo escassos. A principio, a analise,
deteccdo e/ou avaliacdo do virus sdo realizadas a partir, principalmente, de amostras de
sangue, sendo a maioria dos estudos realizados relacionada ao HIV. O perfil proteico do
plasma seminal de pequenos ruminantes associado com indices reprodutivos ja foi
determinado, mas trabalhos correlacionando a presenca dessas proteinas no sémen a Aurtrite
Encefalite Caprina (CAE) séo escassos. Na primeira fase desse trabalho foi avaliada a
atividade das metaloproteinases (MMPs) no sangue por meio da zimografia (eletroforese
unidimensional) e, na segunda fase, o trabalho objetivou analisar o perfil proteico do plasma
seminal de caprinos soropositivos cronicamente para a CAE e identificar proteinas presentes
no plasma seminal relacionadas com a enfermidade que possam ser utilizadas no futuro como
possiveis marcadores da doenca. Para tanto, foi realizada a eletroforese bidimensional em gel
de poliacrilamida (2D-PAGE) e espectrometria de massa de amostras de plasma seminal de
reprodutores soropositivos cronicos para a CAE. A zimografia mostrou alta atividade das
MMPs (MMP-2 e MMP-9) no grupo soropositivo. A avaliagdo seminal mostrou ndo haver
diferenca estatistica para os parametros volume, motilidade e vigor (respectivamente, 0,97 +
0,61; 82,78" + 7,52; 3,89" + 0,58) entre grupos; porém existente para a concentracio
espermatica (4,22° + 0,71). A analise bidimensional dos géis mostrou grande niimero de spots
em ambos 0s grupos avaliados, porém com maior nimero nos animais soropositivos. A
cronicidade da CAE em reprodutores caprinos pode ter sido a responsavel pela maior
expressao e atividade das proteinas no sangue (MMP-2 e pro-MMP-2) e plasma seminal. A
espectrometria de massa permitiu identificar no plasma seminal proteinas de resposta imune,

relacionadas, possivelmente, ao quadro cronico da doenca.

Palavras-chave: CAEV. Sangue. Sémen. Zimografia. Eletroforese Bidimensional.



ABSTRACT

The most research for diagnosis and evaluation of lentiviruses are based on the identification
(direct or indirect) of the viral protein in the blood, milk, semen, saliva or tissues. Works with
proteomics evaluating lentiviruses are scarce. At first, virus’s analysis, detection and
assessment are made from mainly blood samples, most of the studies related to HIV. Studies
have conducted the protein profile of seminal plasma of small ruminants associating with
reproductive parameters but works correlating the presence of these proteins in the semen
with Caprine Arthritis Encephalitis (CAE) are scarce. The first phase of this work aimed to
evaluate the activity of matrix metalloproteinases (MMPs) in the blood by zymography (1D-
PAGE). In the second phase, the study aimed to analyze the protein profile of seropositive
CAE goats and to identify proteins related with the disease that may be used as markers in the
future. Two-dimensional electrophoresis and mass spectrometry was used on samples of
seropositive goat bucks chronically infected with CAE. The zymography showed high activity
of MMPs (MMP-2 and MMP-9) in the seropositive group. Semen evaluation showed no
difference with volume, motility and vigor parameters (respectively, 0.97” + 0.61; 82.78" +
7.52; 3.89" + 0.58); however, there was significant difference of sperm concentration between
groups (4.22% + 0.71). The two-dimensional analysis revealed a great number of spots in both
groups, however there was a higher number in seropositive animals. CAE chronicity in bucks
may have been responsible for greater expression and activity of proteins in seminal plasma.
Mass spectrometry allowed the identification of immune response proteins in seminal plasma,

possibly related to the chronic state of the disease.

Keywords: CAEV. Blood. Semen. Zymography. Two-dimensional electrophoresis.
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1 INTRODUCAO

A obtencdo de um rebanho com alto padréo zootécnico depende em grande parte do
plantel de reprodutores. A escolha do plantel, a principio, é realizada por meio da utilizacéo
de exame andrologico e avaliacdo dos pardmetros seminais, porém h& a necessidade de
métodos complementares, como a andlise protedmica, que permitam uma melhor correlacéo
desses parametros com indices de fertilidade.

Acredita-se que a avaliacdo da expressdo das proteinas seminais, tomando-as como
biomarcadores, seja andlise potencial, uma vez que estas, dentre os constituintes do plasma
seminal, sdo encontradas em maior quantidade na forma de complexos associados,
desempenhando importante papel em todos o0s processos relacionados a capacidade
fecundante dos espermatozoides. A composicdo, a conformacdo e o tamanho dessas proteinas
sdo especificos para cada espécie e elas sdo estaveis, dependendo das condigdes do sémen
(JELINKOVA et al., 2003). Considerando a grande relevancia econdmica que a espécie
caprina representa especialmente para o Nordeste brasileiro, aliado ao aproveitamento ainda
incipiente de sua capacidade reprodutiva, € de extrema importancia o uso de ferramentas que
complementem os estudos voltados a anélise da funcdo reprodutiva no rebanho caprino.

Na avaliacdo dos reprodutores, o0 manejo sanitario € outro ponto crucial para
desenvolvimento e producdo destes. Dentre as enfermidades de pequenos ruminantes, a
Artrite Encefalite Caprina (CAE) é uma doenca infectocontagiosa de sintomatologia
geralmente crénica, cujo virus pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e
género Lentivirus (ICTV, 2014). Essa enfermidade apresenta, na regido nordeste do Brasil,
alta prevaléncia nos rebanhos leiteiros (MELO, FRANKE, 1997; PINHEIRO et al., 2001;
PINHEIRO et al., 2004).

Estudos tém determinado o perfil proteico no plasma seminal de pequenos
ruminantes associando com indices reprodutivos (SOUZA et al., 2009; TEIXEIRA et al.,
2009; MOURA et al., 2010), mas trabalhos correlacionando a presenca dessas proteinas no

sémen a CAE sdo escassos, considerando a inexpressiva producao sobre o assunto.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LENTIVIROSES DE PEQUENOS RUMINANTES (LVPR)

O género Lentivirus alberga os virus da Imunodeficiéncia Viral Bovina (BIV),
Humana (HIV-1, HIV-2), Felina (FIV), Simia (SIV), Anemia Infecciosa Equina (AIEV) e 0
Lentivirus Puma; e em caprinos e ovinos, respectivamente, os virus da Artrite Encefalite
Caprina (CAEV) e Maedi Visna (MVV), compondo as lentiviroses de pequenos ruminantes
(LVPR) (ICTV, 2014).

Os LVPR se assemelham quanto a genética, mecanismos moleculares de replicacao,
morfologia e interacBes biologicas entre os seus hospedeiros (CALLADO et al., 2001);
tratam-se de virus ndo oncogénico que causa enfermidade de progressdo lenta apds longo
periodo de infeccdo subclinica (GENDELMAN et al., 1985).

Os lentivirus sdo particulas esféricas, envelopadas com aproximadamente 100 nm de
diametro com ndcleo conico e denso, no qual estdo inseridas moléculas idénticas de RNA fita
simples, uma molécula de transcriptase reversa dependente de Mg”* e proteinas do
nucleocapsideo (GONDA et al., 1986). O envelope esta associado covalentemente com as
glicoproteinas transmembranarias e de superficie. Outra estrutura presente na particula viral é
a matriz que esta situada entre o capsideo e o envelope (PEPIN et al., 1998).

O CAEV, exemplar deste grupo, trata-se de um RNA virus, ndo oncogénico, que
ocasiona artrite, paralisia e pneumonia, meses a anos pdés-infeccdo inicial em caprinos
(NARAYAN et al.,, 1985). A encefalomielite, apesar de pouco comum, é observada em
cabritos com 2-4 meses de idade (CORK et al., 1974; GUEDES et al., 2013).

A infeccdo ocorre devido transferéncia de fluidos contendo macréfagos infectados
com o virus de animais doentes para os sadios (PUGH, 2005). A principal via de transmissao
é a ingestdo de colostro ou leite de cabra infectada pelas crias ao nascer, porém outros fluidos
podem atuar na veiculacdo do virus, como as secre¢fes urogenitais, saliva, fezes e secre¢oes
respiratérias (ADAMS et al., 1983).

A predilecdo do virus pelo sistema monocitico-fagocitario permite que este esteja
presente de forma latente (mondcitos) e ativa (macréfagos) no organismo, sendo um fator
importante no diagnéstico da doenga. Muitas sdo as formas de diagnostico da enfermidade,

porém, na confirmacdo a doenca, a combinacdo da anamnese, avaliacdo dos sinais clinicos,
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sorologia e, quando necessario, a realizacdo de exame histologico de tecidos, € suficiente para
ter um diagnostico presuntivo (CFSPH, 2007; OIE 2008; LING et al., 2013).

O diagnostico da CAE ¢é realizado através de técnicas imunoldgicas, indiretas, e
técnicas de deteccdo do virus ou isolamento, diretas (FRANKE, 1998). A principio, 0 sangue
é utilizado como material biolégico usual na identificagdo da doenca, mas a busca e
necessidade por um diagndstico mais acurado, em especial para o HIV, conferiram maiores
investimentos na area no que diz respeito a realiza¢do de novas metodologias.

Os ensaios mais comumente utilizados para diagnosticar sorologicamente a presenca
de infeccdo do lentivirus em ruminantes sdo a Imunodifusio em Gel de Agar (IDGA) e o
Ensaio Imunoenzimatico (ELISA). O IDGA é utilizado na pesquisa de anticorpos, sendo o
teste de triagem nos rebanhos recomendado pela Organizacdo Mundial de Saide Animal
(OIE), por ndo ser um teste laborioso e de alto custo, com boa reproducdo e alta
especificidade (OIE, 2008). Outros métodos sdo utilizados para o diagndstico da CAE, por
exemplo: o Isolamento Viral, Reacdo em cadeia da polimerase (PCR), Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Hibridizacdo in situ (HIS), Radioimunoprecipitacdo
(RIPA) e Western Blotting (WB).

A andlise protedmica, método direto para identificar, quantificar e estudar as
modifica¢bes pos traducionais das proteinas, associada a espectrometria de massas, € outra
ferramenta em potencial que pode ser aplicada na avaliagdo e diagnostico do CAEV.

2.2 PROTEOMA X PROTEOMICA

Proteoma, segundo Wasinger et al. (1995), consiste no conjunto de proteinas
expressas por um organismo em um dado momento, compreendendo tanto técnicas para
estudo em larga escala de proteinas expressas (proteoma) como as aplicagdes destas técnicas
para a analise dos problemas bioldgicos.

A protebmica é o método direto para identificar, quantificar e estudar as
modificacdes pos traducionais das proteinas em uma célula, tecido ou mesmo organismos;
havendo forte e sinérgica correlacdo entre os estudos protedmicos e gendmicos uma vez que
investigam a organizagdo celular ao nivel complementar, proteinas e genes, fornecendo
informagdes que aumentam sua eficiéncia (SOUZA et al., 1999).

Diversos estudos sobre proteoma se baseiam em meétodos de separacdo e deteccdo

simultanea de proteinas utilizando técnicas como a eletroforese bidimensional (2D-PAGE) ou
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cromatografias, acoplados a métodos cada vez mais eficientes e sensiveis de identificacdo e
quantificacdo de niveis de expressdo de proteinas por espectrometria de massas
(WITTMANN-LIEBOLD et al., 2006).

Segundo Vispo (2004), a analise protedmica inclui diversos campos de pesquisa
voltados a identificacdo de proteinas expressas por um organismo numa determinada
condicdo, protedbmica descritivas ou estruturais; identificacdo de alteracbes no nivel de
expressao da proteina associada com alteracGes nas condi¢Ges dos organismos, protedmica
comparativa; avaliacdo funcional, interacdo proteina-proteina, protedbmica funcionais; e
identificacdo de proteinas que formam uma organela.

A espectrometria de massa (EM) é uma técnica que permite avaliar a massa
molecular, quantificar e identificar compostos desconhecidos, revelando a estrutura de
moléculas e determinando as modificacdes pos-traducionais, ou seja, aplicada a andlise de
biomoléculas ela fornece uma informacdo precisa da massa molecular, identifica proteinas
usando a massa molecular de peptideos tripticos, informacdo estrutural, sequenciamento de

peptideos, identifica modifica¢bes pos-traducionais (SANTOS 2008).

2.3 PROTEOMICA NO SEMEN APLICADA AO ESTUDO DAS LENTIVIROSES DE
PEQUENOS RUMINANTES (LVPR)

Protedmica na reproducéo de ruminantes

O sémen € a suspensdo celular liquida contendo espermatozoides (gametas
masculinos) e secrecdo dos 6rgdos acessorios do trato genital do macho. A porcéo fluida dessa
suspensdo, que é formada na ejaculacdo, € conhecida como plasma seminal (HAFEZ;
HAFEZ, 2002).

Nos mamiferos, o plasma seminal é oriundo das glandulas do trato reprodutor do
macho (secre¢des dos testiculos, epididimo e glandulas sexuais acessorias), desempenhando
importante papel na maturacdo final dos espermatozoides através de processos hormonais,
enzimaticos e de modificacdo de superficie, funcionando também como meio para veiculagdo
dos espermatozoides ejaculados (MANN, 1978). O importante papel deste na maturacdo dos
espermatozoides o torna material bioldgico de uso comum nos trabalhos de protedmica,
voltados principalmente para a avaliagdo reprodutiva (MATOUSEK, 1985;
SHABANOWITZ; KILLIAN, 1987; KAMARUDDIN et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2009).
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Dentre as proteinas do plasma seminal, destacam-se as proteinas com afinidade a
heparina (HAP), que possuem agdo na capacitacdo espermatica e reacdo acrossomica
(KILLIAN et al., 1993). As HAPs no plasma seminal de reprodutores caprinos foram
estudadas por La Falci et al. (2002), atraves da separacdo por cromatografia liquida e
caracterizacdo por SDS-PAGE. Eles investigaram as mudancas sazonais das proteinas do
plasma seminal e observaram que o padrdo das HAPs tinha relacdo com a estagdo do ano, que
elas deterioraram a motilidade espermatica e 0 acrossoma e eram 4,4 vezes mais concentradas
durante a estacdo ndo sexual. Chandonnet et al. (1990), através de estudos cromatogréaficos de
fluido seminal bovino, mostraram que as proteinas do plasma seminal de bovinos, BSP-A1,
A2, A3 e BSP-30-kDa, se ligam a heparina.

As espermadesinas sao um grupo de proteinas de baixo peso molecular (12-14 kDa)
encontradas no plasma seminal e associadas a superficie dos espermatozoides, constituindo
uma maior fracdo de pequenas proteinas de ligacdo a heparina (HSP), tendo sido descritas até
o momento em ungulados (REINERT et al., 1996; TOPFER-PETERSEN et al., 1998;
TOPFER-PETERSEN et al., 2005). Estas sdo enzimas multifuncionais que possuem
capacidade e afinidade de ligacdo a matriz de oligossacarideos e polissacarideos sulfatados
(TOPFER-PETERSEN et al., 1998).

As bodesinas pertencem ao grupo das espermadesinas. Em reprodutores caprinos foi
isolada e parcialmente caracterizada uma proteina do fluido seminal com homologia as
espermadesinas (TEIXEIRA et al., 2002); sendo posteriormente caracterizada (TEIXEIRA et
al., 2006). Em outro trabalho, foi caracterizado o gene BSFP (Buck Seminal Fluid Protein) e
investigada a sua expressdo ao longo do trato genital masculino (MELO et al., 2008). Em
carneiros da raca Santa Inés, foi reportada abundancia das bodesinas como componente
seminal (SOUZA et al., 2012).

A PDC-109, também denominada por BSP-A1l/-A2, estd entre as trés principais
proteinas do plasma seminal bovino (BSPs), uma familia de proteinas de ligacdo a heparina;
sendo estas pequenas proteinas acidas, com pesos moleculares aparentes de 15-16 kDa, PDC-
109 e BSP-A3 (GWATHMEY et al., 2006). No plasma seminal de caprinos, foi caracterizado
um grupo de proteinas relacionadas estruturalmente as BSPs encontradas em touro, varrao e
garanhdo (VILLEMURE et al., 2003).

O plasma seminal e espermatozoides dos mamiferos contém altos niveis de
arilsulfatase, enzima responsavel pela desulfatacdo dos glicoconjugados (GADELLA et al.,

1991). A arilsulfatase A foi reportada em touros como sendo um componente do fluido da
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cauda do epididimo (MOURA et al., 2010); e, em carneiros da raca Santa Inés, mostrou
interagir com o espermatozoide durante o transito epididiméario (SOUZA et al., 2012).

A clusterina é uma chaperona extracelular que previne a agregacédo de proteinas ndo
nativas. Foi reportada no fluido seminal de carneiros, onde mostrou sinais de agrupamento
com células de Sertoli de rato e eritrocitos (FRITZ et al., 1983). Em touros de alta fertilidade
foi encontrada em abundancia no fluido das glandulas acessérias (MOURA et al., 2006).

Este é apenas um pequeno exemplo de proteinas do plasma seminal dentro do grande

universo que a protebmica abrange.

Protedmica nas lentiviroses

A maioria das pesquisas para diagndéstico e avaliacdo da lentiviroses se baseiam na
identificacdo, direta ou indireta, de proteinas virais no sangue, leite, sémen, saliva ou tecidos.
Trabalhos com protedbmica avaliando as lentiviroses sdo escassos. A principio, a analise,
deteccdo e/ou avaliacdo do virus sdo realizadas a partir, principalmente, de amostras de
sangue, sendo a maioria dos estudos relacionados ao HIV.

Proteinas salivares foram diferencialmente expressas em pacientes soropositivos,
contribuindo para melhor entendimento dos efeitos da infec¢do por HIV-1 no proteoma da
saliva humana (ZHANG et al., 2013). Em outro trabalho, foram identificadas proteinas
diferencialmente expressas na mucosa cervical de mulheres resistentes ao HIV-1, com
destaque para as proteinas da familia das serpinas B, inibidores de proteases, e cistatina,
conhecido fator anti-HIV-1 (BURGENER et al., 2008).

Um estudo realizado com pacientes soropositivos (HIV) foi comparado os niveis de
glutationa peroxidase no sangue de 85 pacientes com HIV e 40 pacientes saudaveis (controle),
confirmando uma reducéo significativa (P <0,05) de glutationa peroxidase no grupo infectado
(GlL et al., 2003).

Em reprodutores caprinos soropositivos crénicos para CAE, foi observada no sangue
a alta atividade das metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9), sugerindo papel dessas proteinases
no processo inflamatério crénico (BEZERRA JUNIOR et al., 2015). As metaloproteinases de
matriz (MMPs) pertencem a familia das endopeptidases zinco-dependentes responsavel pela
degradacédo e remodelagem dos componentes da matriz extracelular envolvidos em processos
fisioldgicos normais e associados a muitas enfermidades (MATRISIAN, 1990; WOESSNER,
1991).
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Dias et al. (2007), ao avaliar por SDS-PAGE o sangue de reprodutores portadores do
CAEV, relataram que estes apresentaram concentragdes proteicas mais elevadas em
comparacdo aos animais sadios. Ao analisar proteinas presentes em antigeno produzido a
partir de cepa padrdo (CAEV Cork) por 2D-PAGE, verificaram-se bandas proteicas que,
possivelmente possam referir-se as proteinas imunogénicas do virus (AZEVEDO et al., 2012).

Ao investigar a estrutura molecular dos epitopos da p28 e p55%9 no CAEV, Brandao
et al. (2013) demonstraram a forte reatividade dos anticorpos monoclonais (MADbs) contra a
p28 e precursores das p55%.

O CAEV foi identificado no sémen e foi comprovada a transmissdo por inseminagéo
artificial com sémen contaminado experimentalmente, ressaltando que apenas um ejaculado
pode infectar um grande namero de fémeas (ANDRIOLI et al., 1999; ANDRIOLI et al., 2006;
SOUZA et al., 2013); porém, trabalhos voltados a busca de biomarcadores no sémen através
de técnicas protedbmicas visando melhor entendimento dos efeitos da infeccdo sdo escassos,
havendo a necessidade de maiores estudos na area.
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3 JUSTIFICATIVA

A artrite encefalite caprina (CAE) é uma enfermidade infectocontagiosa
multissistémica com alta prevaléncia nos rebanhos leiteiros, sendo muitas as formas de
diagndstico da doenca. Na triagem dos rebanhos, a associacdo da anamnese, avaliacdo dos
sinais clinicos, realizacdo de exames soroldgicos e, quando necessario, a realizagcdo de exame
histopatolégico, é suficiente no diagndéstico presuntivo.

Em reprodutores caprinos, o virus da artrite encefalite caprina (CAEV) foi
identificado no sémen, sendo comprovada a transmissdo por inseminacéo artificial com sémen
contaminado experimentalmente, ressaltando que apenas um ejaculado pode infectar um
grande numero de fémeas (ANDRIOLI et al., 1999; ANDRIOLLI et al., 2006; SOUZA et al.,
2013).

A alta incidéncia nos rebanhos e a necessidade por novas metodologias diagndsticas
para a CAE diante da soroconversdo tardia tornam a andlise protedmica uma ferramenta em

potencial na busca por biomarcadores da doenca.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA

Animais infectados naturalmente para a CAE com sintomatologia clinica crénica
apresentam atividade elevada das metaloproteinases de matriz (MMP-2 e MMP-9, formas
latente e ativa) no sangue e proteinas no plasma seminal relacionada a infeccéo, atuando como

possiveis biomarcadores da enfermidade.
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5 OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GERAL

Investigar possiveis biomarcadores para diagnostico da CAE em amostras de sangue

e plasma seminal de reprodutores caprinos soropositivos cronicos.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar a triagem dos animais para CAE por meio da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e Western Blotting (WB);
2. Detectar as metaloproteinases de matriz (MMPs) em amostras de sangue de animais

soropositivos cronicos para a CAE através da zimografia;

3. Detectar as proteinas do plasma seminal de reprodutores soropositivos crénicos para
CAE através da eletroforese bidimensional (2DE);

4. Analisar, determinar e identificar as proteinas dos géis bidimensionais do plasma
seminal por espectrometria de massa (ESI-Q-TOF-MS) e pesquisar possiveis biomarcadores

proteicos ligados a infeccao pela CAE.
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6 CAPITULO 1

ELETROFORESE BIDIMENSIONAL E ESPECTROMETRIA DE MASSA COMO
FERRAMENTAS PROTEOMICAS APLICADAS A DEFINICAO DE MARCADORES
PROTEICOS ASSOCIADOS A EFICIENCIA REPRODUTIVA DE CAPRINOS

TWO-DIMENSIONAL ELECTROPHORESIS AND MASS SPECTROMETRY AS
PROTEOMIC TOOLS APPLIED TO THE DEFINITION OF PROTEIN MARKERS
ASSOCIATED WITH REPRODUCTIVE EFFICIENCY GOATS

Periddico: Acta Veterinaria Brasilica, v.7, n.2, p.100-112, 2013.
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RESUMO

O crescimento e desenvolvimento do rebanho caprino no Nordeste sdo observados com o
aumento na producdo da pecudria do Brasil. Esse aumento é reflexo, a principio, das maiores
exigéncias do mercado consumidor por produtos de melhor qualidade obtidos a partir de
rebanhos de alto padrdo zootécnico. As pesquisas atuais ilustram a necessidade de dispor de
biomarcadores que auxiliem a indicacdo do potencial reprodutivo dos animais, uma vez que
iSSO ndo pode ser expresso apenas com o exame androlégico. A avaliacdo da expressdo das
proteinas, tomando-as como biomarcadores, € analise potencial uma vez que estas, dentre 0s
constituintes do plasma seminal, sdo encontradas em maior quantidade na forma de
complexos associados, desempenhando papel crucial em todos os processos relacionados a
capacidade fecundante dos espermatozoides. Essa analise € realizada por métodos de
separagdo e deteccdo simultanea de proteinas utilizando técnicas como a eletroforese
bidimensional (2DE) ou cromatografias, acoplados a métodos cada vez mais eficientes e
sensiveis de identificacdo e quantificacdo de niveis de expressdo de proteinas por
espectrometria de massas. O objetivo desta revisdo é abordar sobre a técnica de eletroforese
bidimensional associada a espectrometria de massa como ferramenta na analise da expressdo

de proteinas dentro do campo da proteémica.
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ELETROFORESE BIDIMENSIONAL E ESPECTROMETRIA DE MASSA COMO
FERRAMENTAS PROTEOMICAS APLICADAS A DEFINICAO DE MARCADORES
PROTEICOS ASSOCIADOS A EFICIENCIA REPRODUTIVA DE CAPRINOS

[Two-dimensional electrophoresis and mass spectrometry as proteomic tools applied to the

definition of protein markers associated with reproductive efficiency goats]
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RESUMO - O crescimento e desenvolvimento do rebanho caprino no Nordeste séo
observados com o aumento na producdo da pecudria do Brasil. Esse aumento é reflexo, a
principio, das maiores exigéncias do mercado consumidor por produtos de melhor qualidade
obtidos a partir de rebanhos de alto padrdo zootécnico. As pesquisas atuais ilustram a
necessidade de dispor de biomarcadores que auxiliem a indicagdo do potencial reprodutivo
dos animais, uma vez que isso ndo pode ser expresso apenas com o exame andrologico. A
avaliacdo da expressdo das proteinas, tomando-as como biomarcadores, € analise potencial
uma vez que estas, dentre os constituintes do plasma seminal, sdo encontradas em maior
quantidade na forma de complexos associados, desempenhando papel crucial em todos os
processos relacionados a capacidade fecundante dos espermatozoides. Essa andlise € realizada
por métodos de separacdo e deteccdo simultdnea de proteinas utilizando técnicas como a
eletroforese bidimensional (2DE) ou cromatografias, acoplados a métodos cada vez mais
eficientes e sensiveis de identificacdo e quantificacdo de niveis de expressao de proteinas por
espectrometria de massas. O objetivo desta revisdo é abordar sobre a técnica de eletroforese
bidimensional associada a espectrometria de massa como ferramenta na analise da expressao
de proteinas dentro do campo da protedmica.

Palavras-Chave: proteinas, plasma seminal, eletroforese 2DE, espectrometria de massa.

ABSTRACT - The growth and development of goat herds in the northeast are being observed
due to the increase in livestock production in Brazil. This increase reflects demands of the
consumer market for high quality product, which are obtained from flocks of high standard
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zootechnics. Current research illustrates the need for biomarkers that indicate an animal’s
reproductive potential, since this cannot be expressed solely with andrologic evaluation. For
this reason, the expression of the proteins as biomarkers is a potential analysis. The proteins
from the seminal plasma constituents are found in larger amounts in the form of associated
complexes, playing a crucial role in all processes related to the fertilizing capacity of sperm.
This analysis is performed by separation methods and simultaneous detection of proteins
using techniques such as two-dimensional electrophoresis (2DE) or chromatography. These
techniques are coupled with methods to identify and quantify expression levels of proteins by
mass spectrometry that are increasingly efficient and sensitive. The aim of this review was to
discuss the technique of two-dimensional electrophoresis combined with mass spectrometry
as a tool in the analysis of protein expression within the field of proteomics.

Keywords: proteins, seminal plasma, 2D electrophoresis, mass spectrometry.

INTRODUCAO

O crescimento e desenvolvimento do rebanho caprino no Nordeste sdo observados
com 0 aumento na producdo da pecuaria do Brasil. Esse aumento é reflexo, a principio, das
maiores exigéncias do mercado consumidor por produtos de melhor qualidade obtidos a partir
de rebanhos de alto padrdo zootécnico. A escolha desses animais para a composicao e
formacdo das bases dos rebanhos seguem critérios rigorosos, onde a eficiéncia reprodutiva
consiste em um dos principais objetivos de selecdo utilizados nos atuais sistemas de producao
animal, por ser essencial a lucratividade (Matos et al., 1992).

A selecdo é feita adotando muitos critérios de avaliagdo reprodutiva essenciais a
escolha de reprodutores caprinos, abordados pelo exame androlégico completo. Esse exame é
a soma de fatores inerentes a reproducdo como idade, puberdade, qualidade do sémen,
perimetro escrotal e libido, e esta devidamente suportado por condicdo fisica adequada que
permita por em préatica 0s processos que culminam com a monta (Martins, 2002).

As pesquisas atuais veem a necessidade de dispor de biomarcadores que auxiliem a
indicacdo do maior potencial reprodutivo dos animais, uma vez que isso ndo pode ser
expresso apenas com o exame androldgico. Jobim et al. (2009) explicam que as analises
bioquimicas, associadas aos critérios de avaliagdo espermatica, poderiam auxiliar na
identificacdo de diferencas do potencial de fertilidade importantes entre o0s animais

selecionados.
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Acredita-se que a avaliacdo da expressdo das proteinas seminais, tomando-as como
biomarcadores, seja andlise potencial, uma vez que estas, dentre os constituintes do plasma
seminal, sdo encontradas em maior quantidade na forma de complexos associados,
desempenhando papel crucial em todos os processos relacionados a capacidade fecundante
dos espermatozoides. A composicdo, a conformagdo e o tamanho dessas proteinas sdo
especificos para cada espécie e elas sdo estaveis, dependendo das condigdes do sémen
(Jelinkova et al., 2003). Considerando a grande relevancia econdmica que a espécie caprina
representa especialmente para o Nordeste brasileiro, aliado ao aproveitamento ainda
incipiente de sua capacidade reprodutiva, € de extrema importancia o uso de ferramentas que
complementem os estudos voltados a anélise da funcdo reprodutiva no rebanho caprino.

A avaliacdo da expressdo dessas proteinas pode ser realizada por meio de técnicas
protedmicas que visam o estudo em larga escala e baseiam-se, por exemplo, em métodos de
separagdo e deteccdo simultanea de proteinas utilizando técnicas como a eletroforese
bidimensional (2DE) ou cromatografias acopladas a métodos cada vez mais eficientes e
sensiveis de identificacdo e quantificacdo de niveis de expressdo de proteinas por
espectrometria de massa (Wittmann-Liebold et al., 2006).

O objetivo desta revisdo € abordar sobre a técnica de eletroforese bidimensional
associada a espectrometria de massa aplicada a definicdo de marcadores proteicos

relacionados a eficiéncia reprodutiva de caprinos.

PROTEOMICA

O proteoma, segundo Wasinger et al. (1995), consiste no conjunto de proteinas
expressas por um organismo em um dado momento. Compreende tanto técnicas para estudo
em larga escala de proteinas expressas (proteoma) como as aplicacdes destas técnicas para a
analise dos problemas bioldgicos. A protedbmica é o método direto para identificar, quantificar
e estudar as modificacdes pds traducionais das proteinas em uma célula, tecido ou mesmo
organismos. Ha forte e sinérgica correlacdo entre os estudos protedmicos e genémicos uma
vez que investigam a organizacao celular ao nivel complementar, proteinas e genes, fornecem
informagdes que aumentam suas eficiéncias (Souza et al., 1999).

Diversos estudos sobre proteoma baseiam-se em métodos de separacdo e deteccédo
simultanea de proteinas utilizando técnicas como a eletroforese bidimensional (2D-PAGE) ou

cromatografias, acoplados a métodos cada vez mais eficientes e sensiveis de identificacdo e
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quantificacdo de niveis de expressdo de proteinas por espectrometria de massas (Wittmann-
Liebold et al., 2006).

Vispo (2004) explica que a analise protedbmica inclui diversos campos de pesquisa,
sendo eles: identificacdo de proteinas expressas por um organismo numa determinada
condicdo (protedmica descritivas ou estruturais); identificacdo de alteracbes no nivel de
expressdo da proteina associado com alteracBes nas condi¢des dos organismos (protedmica
comparativa); os conjuntos de identificacdo funcionais de proteinas, isto é, grupo de proteinas
que estdo localizadas em mesmo sitio celular e operando em mutua interacdo (interacao
proteina-proteina, protedmica funcionais); e identificagdo de proteinas que formam uma
organela (esta abordagem leva ao desenvolvimento de um mapa molecular da célula).

Existem varias plataformas protedmicas disponiveis no momento. Um fluxo de
trabalho tipico de uma plataforma geralmente consiste em subsequente preparacdo da
amostra, ou extracdo; separacdo de proteinas ou pré-fracionamento; o perfil comparativo de
expressdo de proteinas; a digestdo proteolitica e anélise de massa; a identificacdo da proteina
através da correspondente base de dados ou sequenciamento de proteina; e, finalmente, a
validacdo da proteina e caracterizacao bioquimica (He & Chiu, 2003). As técnicas comumente
utilizadas na protedbmica visam o estudo em larga escala de proteinas e complexos proteicos.

A realizacdo dessas técnicas demanda, inicialmente, investimento alto quanto a
infraestrutura do laboratdrio, assim como material de consumo e méo-de-obra especializada;
sendo ainda uma metodologia nova, mas com aplicacdo concisa e positiva para as pesquisas

futuras.

ELETROFORESE BIDIMENSIONAL (2DE)

Os fundamentos da eletroforese bidimensional foram introduzidos em 1975 por Klose,
em Berlim, e O’Farrell, nos Estados Unidos. A técnica resulta da combinacao da focalizagao
isoelétrica e da eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante. As proteinas sao separadas
de acordo com seu ponto isoelétrico pela focalizacdo isoelétrica, na primeira dimensao e, na
segunda dimensdo, as proteinas sdo separadas de acordo com suas massas moleculares.

A SDS-PAGE, eletroforese unidimensional, consiste em um método para a separagao
de polipeptidios de acordo com os seus pesos moleculares. A técnica € realizada em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS) (Berkelman & Stenstedt, 1998). A

eletroforese 2DE apresenta uma maior capacidade para separar misturas complexas enquanto
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que na SDS-PAGE as bandas proteicas tendem a se sobrepor, os métodos unidimensionais de
separagdo, podem separar um numero relativamente pequeno de proteinas (geralmente menos
de 50). A eletroforese bidimensional, ao combinar dois processos distintos de separacao pode
ser usada para separar mais de 1000 proteinas num unico gel (Anderson & Anderson, 1996,
Galdos, 2009). E amplamente utilizada, mas principalmente para experimentos qualitativos
este método é insuficiente para a sua reprodutibilidade, incapaz de detectar proteinas em baixa
abundancia e hidrofdbica, baixa sensibilidade na identificacdo de proteinas com valores de pH
muito baixo (pH <3) ou muito alto (pH <10) e massas moleculares muito pequenas (Mr <10
kDa) ou muito grande (Mr> 150 kDa) (Baltimore, 2001; Alaoui-Jamali & Xu, 2006).

Etapas da eletroforese bidimensional

As etapas de andlise de expressdo de proteinas por 2DE (Figura 1), segundo Vispo
(2004), consistem em: 1) preparacdo da amostra — eliminacdo dos componentes nao
proteicos e obtencdo de subfracbes celulares caso necessario; 2) separagdo por ponto
isoelétrico — duas técnicas (a escolher): separacdo gel de anfolina (separacdo em tubos) ou gel
de imobilinas (separacdo em tiras IPG). Em ambos os casos, a focalizacdo transcorre durante
um periodo prolongado a alta tensdo (durante 10 a 20 horas a uma tensao entre 3,5 e 8 kW);
3) separagdo por tamanho — o gel contendo a primeira separacdo € colocado
perpendicularmente a dire¢do de migracdo em um segundo gel; 4) deteccdo — permite ver as
proteinas no gel como manchas (spots) e capturar as imagens de separacdo utilizando um
scanner, algumas técnicas de deteccdo sdo incompativeis com o seguinte passo de analise e
identificacdo; 5) andlise das imagens dos géis —identifica as alteracbes na expressdo de
proteinas entre duas ou mais condi¢des experimentais diferentes, comparando varios genes de
cada condicdo; 6) selecdo das proteinas de interesse — seleciona as proteinas cujas alterac6es
sdo: significativas e reproduziveis em um grupo de experimentos idénticos; 7) recortar
secBes do gel com proteinas selecionadas — permite a utilizacdo para preparacdes do mapa
bidimensional: pequenos cilindros de gel contendo as proteinas identificadas sdo cortados; 8)
digerir proteinas em blocos de gel com uma protease especifica — incubagdo dos blocos de
géis com tripsina durante 3-20 horas. Obtém-se uma mistura de peptideos tripticos; 9)
analisar as misturas de peptideos por espectrometria de massa — obtém-se as massas
moleculares dos peptideos obtidos e pode, ainda, obter sequéncias parciais ou completas de

peptideos; 10) identificacdo por comparacdo das base de dados das proteinas — os valores
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das massas obtidos sdo comparados com bases de dados das digestfes virtuais do proteoma
tedrico do organismo analisado, se seu genoma é conhecido, quando o genoma ndo é
conhecido, comparam-se os valores com a digestdes virtuais de proteomas derivados de

genomas conhecidos procedentes de espécies estreitamente relacionadas.

1. Coleta de sémen, preparagdo da amostra e determinacao de proteinas totais.

Em caprinos, a coleta de sémen pode ser realizada através do uso de vagina artificial
ou eletroejaculacdo. A vagina artificial € o método mais préximo da monta natural,
mimetizando as condigdes de pressdo e temperatura da vagina da cabra (35 °C), sendo,
portanto, o mais utilizado em caprinos. Este método, durante a coleta, necessita de um
manequim, fémea que se encontre no cio para despertar maior interesse por parte do macho.
No momento que o animal monta, faz-se o desvio do pénis introduzindo-o na vagina artificial,
sendo o sémen ejaculado no interior desta. O sémen coletado deve ser protegido da luz (solar),
sujidades (poeira) e evitar agitaces bruscas que venham a alterar e afetar o ejaculado (Lima,
2000) apud (Granados et al., 2006). A eletroejaculacdo € um método pouco usado na espécie
ovina e caprina, pois o sémen € de baixa concentracdo e qualidade, além de ir contra os
principios do bem-estar animal, sendo condenado pela sociedade protetora dos animais. Este
método, atualmente é utilizado em animais, que estejam impossibilitados de montar por um
defeito ndo genético nos aprumos. Consiste na introducdo do eletroejaculador no anus do
macho, e por meio de descargas elétricas leves, promove a ejaculacdo (Granados et al., 2006).

A 2DE, segundo Figeys (2005) é normalmente usada em estudos para perfis
protebmicos, com o objetivo de mostrar, principalmente, diferentes proteinas expressas em
diferentes condicdes. Acontece que a conservagao do proteoma para a obtencdo de um padrédo
verdadeiramente representativo na 2DE ndo é trivial, e este, por exemplo, é um grande
cuidado a ser tomado durante a extracdo de células do seu ambiente e durante a lise das
células para reduzir a influéncia dos protocolos de extracdo da amostra observada no
proteoma. Os erros sdo muitas vezes feitos ao manipular um proteoma, afetando seriamente as
conclusbes dos experimentos. Portanto a histéria da amostra é um pré-requisito a fim de
avaliar a validade de uma amostra. O melhor método de extracéo, precipitacdo e solubilizagédo
das proteinas e variavel por amostra e deve ser estabelecido para cada caso em particular

(Herbert, 1999), neste caso, o plasma seminal.
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No processamento das amostras, explicam Berkelman & Stenstedt (1998), é
importante seguir diretrizes gerais, sendo elas:

1. Manter o protocolo de preparacdo da amostra tdo simples quanto possivel para evitar
perdas de proteinas. A adicdo de passos a preparacdo da amostra pode melhorar a
qualidade do resultado final na 2DE, porém com possiveis perdas de proteinas

seletivas.

2. As células ou tecidos devem sofrer lise, de tal maneira a minimizar a protedlise e
outras formas de degradagdo da proteina. A lise celular deve ser feita a mais baixa
temperatura possivel e com minima geracdo de calor. O rompimento celular deve

ocorrer em solucdo fortemente desnaturante contendo inibidores de proteases.

3. Solugdo de preparo da amostra deve ser preparada ou armazenada congelada em

aliquotas. Use uréia deionizada ou de elevada pureza.

4. Preservar a qualidade da amostra, preparando-a apenas antes da IEF ou armazena-las
em aliquotas a -80 °C. N&o expor a amostra a repetidos descongelamentos.

5. Remover por ultracentrifugacdo todo o material precipitado. As particulas solidas e 0s
lipideos dever ser removidos, pois bloqueiam os poros do gel. No sémen, para
separacdo das partes e obtencdo do plasma, explica Teixeira et al. (2009), deve-se
centrifugar as amostras a 10.000 g, durante 30 minutos a 4 °C. Apds a separa¢do 0
sobrenadante sera aliquotado em tubo Eppendorf e mantido a -4 °C até o ensaio

experimental

6. Para evitar alteracdo de proteinas, nunca aquecer uma amostra ap0s a adi¢ao de ureia.
Quando a amostra contém ureia, a temperatura nao deve exceder 37 °C. Elevada
temperatura faz com que a ureia hidrolise formando o isocianato e este, por sua vez,

ocasiona a carbamilacdo em proteinas, prejudicando a anélise.

Existem varios métodos para a determinacdo de proteinas totais (Quadro 1), que foram

desenvolvidos para diferentes amostras, tais como células bacterianas (Biureto), proteinas
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dissolvidas (Bradford), solugbes que contenham detergentes (BCA — Acido Bicinconinico),
proteina pura (absor¢do por UV), alimentos (Biureto, Lowry, Bradford), plasma sanguineo
(Biureto, Lowry, Bradford), plantas (Lowry), explicam Miwa et al. (2008). Dos métodos
propostos para a determinacdo de proteinas totais, ndo se pode adotar um como ideal e/ou
melhor, 0 método escolhido € aquele que se adequa as suas necessidades e condicoes,
correlacionando-se o tipo de amostra analisada.

2. Primeira dimenséo: focalizacao isoelétrica (IEF)

A IEF consiste no primeiro passo da 2DE. As proteinas sdo separadas de acordo com
as diferencas dos seus pontos isoelétricos. Uma vez submetidas a um campo elétrico, as
proteinas migrardo até encontrar uma faixa de pH referente ao seu ponto isoelétrico (pl) e
neste ponto ficardo com carga total neutra, interrompendo a migragdo no gel (Berkelman &
Stenstedt, 1998).

3. Segunda dimenséo: eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)

O segundo passo da 2DE é a SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida).
Consiste em um método de separacdo eletroforético de acordo com os seus pesos moleculares
(MW - Mass Weight). A técnica € realizada em gel de poliacrilamida contendo o detergente
SDS (sodium dodecyl sulfate). E um detergente anidnico que desnatura as proteinas por
envolvimento em torno do esqueleto polipeptidico, numa propor¢édo de 1,4 gramas de proteina
por grama de SDS. A ligacdo com o SDS mascara a carga das préprias proteinas formando
complexos anidnicos com constante carga liquida negativa por unidade de massa (Berkelman
& Stenstedt, 1998). Além disso, a conformacdo nativa da proteina é totalmente alterada na
presenca do SDS, de tal forma que a maioria das proteinas assume configuracdes similares, e,
portanto, um valor similar da razdo: carga/massa. Assim, a eletroforese na presenca de SDS
separa as proteinas, levando-se em consideracdao exclusivamente as suas massas moleculares
(Lehninger et al., 1993).

4. Andlise dos géis
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Para observar o0s spots, as proteinas nos géis bidimensionais, é necessario o uso de
técnicas de deteccdo e identificacdo de proteinas. As proteinas separadas eletroforeticamente
podem ser visualizadas por métodos gerais de coloracdo, tais como o azul brilhante de
Coomassie (Coomassie Brilliant Blue - CBB), nitrato de prata, fluorescéncia ou
autorradiografia, ou por métodos especificos como a coloracdo de glicoproteinas ou deteccéo
com imunoquimicos (Klein et al., 2004; Santos et al., 2004; Westemeier & Naven, 2002). A
escolha (visualizacdo/deteccdo) depende, entre outros fatores, da quantidade de proteina a
carregar na tira de focagem visto que, por exemplo, a coloragdo com azul de Coomassie é
menos sensivel que a coloracdo por nitrato de prata, exigindo, como tal, uma maior
quantidade de amostra para que as proteinas sejam devidamente visualizadas. Apesar disso, a
coloracdo com azul de Coomassie tem a vantagem de permitir uma melhor quantificacdo da
abundancia relativa de cada proteina (devido a reduzida gama dindmica - gama de linearidade
entre intensidade do spot e concentracdo de proteina - da coloragdo com a prata) e garantir a
existéncia de quantidade suficiente de proteina para a sua subsequente identificagdo. Caso as
proteinas tenham sido marcadas com radioisdtopos, a sua deteccdo € realizada por
autorradiografia. Este método é muito sensivel e apresenta uma gama de linearidade entre
intensidade do sinal e concentracdo de proteina bastante alargada, tornando-se crucial quando
o0 sistema bioldgico em estudo ndo permite a obtencdo de grandes quantidades de proteina
(Santos et al, 2004). Geralmente o azul brilhante de Coomassie e o Nitrato de prata sdo 0s
mais utilizados na rotina nos laboratérios. A popularidade do CBB deve-se, principalmente,
ao seu facil manuseio e baixo custo, apresentando razoavel sensibilidade (~ 0,5 pg/mm?)
(Groth et al., 1963).

Explica Santo et al. (2004), que apds a coloracdo ou marcacdo das proteinas, a
intensidade de cada spot de proteina detectada nos géis é registrada, informaticamente, sob
forma de imagem. Essa informacdo é posteriormente tratada usando software adequado a
quantificacdo e analise comparativa da intensidade dos varios spots obtidos nos géis 2DE. No
mercado existem varias solucdes de software, desenvolvidas para a andlise de resultados
obtidos em géis 2DE (ex.: Phoretix 2D, Nonlinear Dynamics; PDQuest, Biorad; Melanie,
GeneBio; Decyder, Amersham Biosciences). Estes permitem padronizar as diferencas
existentes de gel para gel (através de métodos de normalizacdo), quantificar e comparar a
intensidade (quantidade) relativa de cada proteina presente nos diferentes géis etc.

2. Espectrometria de Massa
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Em 1897, J. Thomson descobriu os elétrons, recebendo o Prémio Nobel de Fisica nove
anos mais tarde por sua descoberta (Thomson et al., 1921). Em 1918, Arthur J. Dempster
desenvolveu o primeiro espectrometro moderno, e fez a importante descoberta do is6topo
2%, Em 1919, Francis W. Aston também desenvolveu e melhorou seu espectrémetro de
massas, 0 que lhe permitiu descobrir 212 is6topos naturais, recebendo em 1922 o Prémio
Nobel de Quimica pela sua pesquisa. Os conceitos desenvolvidos por Arthur J. Dempster e
Francis W. Aston sao utilizados até hoje no desenvolvimento dos modernos espectrometros
de massa (Budzikiewicz & Grigsby, 2006; Dass, 2007).

A espectrometria de massa (EM) é uma técnica que permite avaliar a massa molecular
dos compostos e quantifica-los, identificar compostos desconhecidos, revelar a estrutura de
moléculas e determinar as modificacbes pos-traducionais, ou seja, aplicada a andlise de
biomoléculas ela fornece uma informacdo precisa da massa molecular, identifica proteinas
usando a massa molecular de peptideos tripticos, informacdo estrutural, sequenciamento de
peptideos, identifica modificacbes pos-traducionais (Santos, 2008).

A EM € uma ferramenta usada em estudos de protebmica para a identificacdo de
proteinas. Seu principio é semelhante ao que acontece quando um feixe de luz incidente sobre
um prisma: a radiacao eletromagnética é decomposta ou separados de acordo com diferentes
comprimentos de onda. Em um espectrdmetro de massa o feixe de ion é separado de acordo
com a razdo massa/carga: m/z (Vispo, 2004). Pode ser utilizada em analises quantitativas, mas
é em analises qualitativas que ela tem se destacado, como na identificacdo de compostos em
misturas e, principalmente, na caracterizagdo estrutural de compostos desconhecidos, que
pode ser alcancado através da formacdo de ions-molécula e de seus respectivos ions-
fragmentos (Souza, 2008).

O espectrometro de massa € um instrumento sofisticado constituido de trés partes:
fonte de ionizagdo, muitas vezes denominada de interface, analisador de massas e detector de
fons com aquisicdo/processamento de dados (Collins et al., 2006). As fontes de ions
consistem na parte do espectrémetro responsavel pelo processo de ionizacao das moléculas,
ou seja, transformacdo de moléculas neutras em ions; os analisadores de massas sao a parte do
espectrometro responsavel pela separacéo dos ions de acordo com seu m/z, realizado através
de aplicacbes de campos elétricos e magnéticos; e os detectores sdo parte final de um
espectrOmetro de massas, sendo responsavel pela detecgdo e amplificacdo dos ions (Souza,
2008).
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A fonte de ionizagdo de elétrons (El), anteriormente chamada de impacto de elétrons,
foi concebida por Dempster e melhorado por Bleakney (1929) e Nier (1947). E amplamente
utilizada em espectrometria de massa organica. Esta técnica de ionizacdo funciona bem para
muitas moléculas em fase gasosa, mas induz a fragmentacdo extensa, de modo que os ions
moleculares nem sempre sdo observados (Hoffmann & Stroobant, 2007).

A El leva a fragmentagdo do ion molecular, o que as vezes impede a sua deteccao.
lonizagdo quimica (CI) € uma técnica que produz ions com pequeno excesso de energia.
Assim, esta técnica apresenta a vantagem de produzir um espectro com menor fragmentagédo
no qual a espécie molecular é facilmente reconhecida. Consequentemente, ioniza¢do quimica
é complementar a ionizacao de elétrons (Hoffmann & Stroobant, 2007).

O processo de ionizacdo por ESI ocorre quando um solvente volatil contendo os
analitos é bombeado através de um fino capilar de aco inoxidavel. Uma alta tenséo é aplicada
a ponta deste capilar, e como consequéncia deste forte campo elétrico, a amostra que sai pelo
capilar estara dispersa em um aerossol composto por goticulas de solvente e analito altamente
carregadas (Yamashita & Fenn, 1984).

Um analisador de massas de setor utiliza um campo elétrico estatico, ou um setor
magnético (ou ainda a combinacdo dos dois) para afetar a trajetoria e a velocidade ions até sua
chegada ao detector (Souza, 2008). Os ions sdo submetidos a uma trajetéria circular, e ions
com maiores valores de m/z percorrem uma trajetéria maior enquanto que ions de menor
valor de m/z percorrem uma trajetéria menor, e assim sdo separados. Como exemplos de
analisadores de massa, temos: setor eletrostatico (E ou ESA), energia cinética; setor
magnético (B), impulso; quadrupolo (Q), estabilizar ou desestabilizar seletivamente os ions,
de acordo com seus valores de m/z; armadilha de ions (IT-lon Trap), m/z, frequéncia de

ressonancia; tempo de voo (TOF — Time of flight).

MARCADORES PROTEICOS NO SEMEN CAPRINO E DE OUTRAS ESPECIES
ANIMAIS

O sémen é a suspensdo celular liquida contendo espermatozoides (gametas
masculinos) e secrecdo dos Orgdos acessorios do trato genital masculino. A porcdo fluida
dessa suspensdo, que e formada na ejaculacdo, é conhecida como plasma seminal (Hafez &
Hafez, 2002).
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O plasma seminal (PS) dos mamiferos é uma secrec¢do fisiologica oriunda de varias
glandulas do trato reprodutor masculino (secre¢des dos testiculos, epididimo e glandulas
sexuais acessorias), que desempenha importante papel na maturacdo final dos
espermatozoides através de acontecimentos hormonais, enzimaticos e de modificacdo de
superficie, e funciona como meio para veiculacdo dos espermatozoides ejaculados (Mann,
1978). Esta mistura complexa difere entre as espécies (Mortarino et al. 1998; Villemure et al.
2003; Strzezek et al. 2005), bem como entre 0s machos da mesma espécie, variacao individual
[revisado por (Strzezek et al 2005) ], e contém uma variedade de componentes bioquimicos
(Mann e Lutwak-Mann, 1981).

O fato de o plasma seminal desempenhar importante papel na maturacdo dos
espermatozoides faz dele material biolégico de uso comum nos muitos trabalhos de
protedmica, visando determinar perfil proteico, ou seja, caracterizar e identificar proteinas
como, por exemplo: as proteinas de ligacdo ao espermatozoide (binder sperm proteins -
BSPs), metaloproteinases de matriz (MMPs); proteinas com afinidade a heparina (HAPS);
espermadesinas; fosfolipase A2 e lactoferrina.

Jobim et al. (2005) ao avaliar o perfil proteico do plasma seminal de ovinos por
eletroforese bidimensional encontrou proteinas, spots 3 (18-19 kDa, pl 4.8-5.0) e 5 (17-18
kDa, pl 5.0-5.2), que avaliadas por Western Blotting mostraram ser semelhantes as proteinas
de ligacdo ao espermatozoide (binder sperm proteins - BSP) A1/A2, identificadas nos estudos
de Manjunath & Sairam (1987). O seu papel na fertilizacdo, especificamente na capacitacdo
espermatica, é conferido pela sua ligacdo ao grupo colina de fosfolipidios presente na
membrana de espermatozoides (Desnoyers & Manjunath, 1992), lipoproteinas de alta
densidade (HDL) e glicosaminoglicanos como a heparina (GAG) presentes no fluido folicular
e tubario (Thérien et al., 1995; 1997; 2001). Ao investigar por imunocitoquimica e
microscopia confocal a distribuicdo topografica da ligacao de proteinas seminais a membrana
de espermatozoides bovinos epididimarios e ejaculados, Souza et al. (2011) concluiu que
PGDS, BSP-A3 e NUC2 interagem diretamente com espermatozoides bovinos, e mostrou
distribuicdo topogréafica especifica; a BSP-A3 ligou-se a todas as regides estudadas, de forma
mais intensa na peca intermediaria e acrossoma. Estes achados permitem melhor compreensédo
sobre o papel desempenhado por essas proteinas na regulacdo da funcdo espermatica e da
fertilidade.

As metaloproteinases de matriz (MMP), proteases dependentes de zinco, formam o

maior grupo de enzimas que digerem 0s componentes da matriz extracelular (ECM) (Nagase
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& Woessner, 1999). Os resultados encontrados por Saengsoi et al. (2011), ao detectar no
plasma seminal de cées as formas latente e ativa das MMP-9 e MMP-2 através da zimografia
em géis com substrato gelatina, sugeriram que uma maior ativacdo da pro-MMP-9 e MMP-9
pode ser obtida a partir do processo de espermatogénese anormal; e a presenca da MMP-2
pode beneficiar a viabilidade e motilidade dos espermatozoides. Fowlkes & Winkler (2002)
mostraram que as MMPs podem estar envolvidas na ativagéo de outras citocinas e fatores de
crescimento, pois em condicdes fisiologicas ou mesmo patologicas, a atividade das MMPs ¢
transitdria ou cronicamente aumentada, e € possivel que um ndmero incontavel de citocinas e
fatores de crescimento possam ser liberados simultaneamente ou em periodos que se
sobrepdem.

Dentre as proteinas do plasma seminal, destacam-se as com afinidade a heparina
(HAP), que possuem acdo na capacitacdo espermatica e reacdo acrossdmica (Killian et al.,
1993). As HAPs no plasma seminal de reprodutores caprinos foram estudadas por La Falci et
al. (2002), através da separacdo por cromatografia liquida e caracterizagcdo por SDS-PAGE.
Eles investigaram as mudancas sazonais das proteinas do plasma seminal e observaram que o
padrdo das HAPs tinha relacdo com a estacdo do ano, que elas deterioraram a motilidade
espermatica e o acrossoma e eram 4,4 vezes mais concentradas durante a estacdo de nao
cobricdo. Chandonnet et al. (1990), através de estudos cromatograficos de fluido seminal
bovino, mostraram que as proteinas do plasma seminal de bovinos, BSP-Al, A2, A3 e BSP-
30-kDa, se ligam a heparina. Os seus resultados sugerem que as proteinas do plasma seminal
bovino estdo envolvidas na capacitacdo dos espermatozoides, interagindo com 0s
glicosaminoglicanos e/ou lipoproteinas de alta densidade encontradas no trato reprodutivo da
fémea.

As espermadesinas pertencem a familia das lectinas, sendo glicoproteinas de baixo
peso molecular (12-16 kDa) compostas por 109 e 133 aminoacidos e constituidas
estruturalmente por um Unico dominio CUB, que serve como suporte estrutural e ao qual se
pode atribuir diferentes funcionalidades (ROMERO et al., 1997). Até o momento, as
espermadesinas foram identificadas no plasma seminal suino (AWN, AQN-1, AQN-3,
Calvete et al., 1996; PSPI/PSP-II, Varela et al., 1997), bovino (SPADH-1 e SPADH-2 - aSFP,
Einspanier et al., 1991; aSFP, Wempe et al., 1992; Z13, Tedeschi et al., 2000), equino (HSP-
7, Reinert et al., 1996), ovino (espermadesina de 15,5 kDa, Bergeron et al., 2005) e caprinos
(BSFP, Teixeira et al., 2002; Melo et al., 2008).
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A fosfolipase A2 pertencem a uma superfamilia de enzimas que realizam a clivagem
de fosfolipidios da membrana celular em &cidos graxos e lisofosfolipidios, numa reacéo
dependente de calcio; originalmente descrita por Roy (1957) é secretada pela glandula
bulbouretral de reprodutores caprinos e ovinos. As fosfolipases A2 (PLA2) catalisam
especificamente as hidrélises das ligagdes acido-éster na posicdo sn-2 de glicerofosfolipidios
liberando, como produto da catélise, &cidos graxos e lisofosfolipidios (Van Deenen & De
Haas, 1963). Sias et al. (2005), isolaram e sequenciaram o cDNA da BUSgp60 e confirmaram
que a mesma pertence realmente a familia das lipases pancreaticas, mais especificamente a
subfamilia das proteinas 2 relacionadas as lipases pancreaticas (PLRP2 — pancreatic-lipase-
related protein 2), com grande similaridade com a PLRP2 de humanos e cavalos. Dessa
forma, foi proposto o nome de GOPLRP2, para essa proteina especifica nos caprinos, em vez
de BUSgp60 (antigo nome, o qual referia apenas as proteinas encontradas na secrecdo da
glandula bulbouretral) (Pellicer-Rubio et al., 1997).

A lactoferrina (anteriormente conhecida como lactotransferrina) é uma glicoproteina
(massa molar em torno de 80 kDa) da familia das transferrina, a qual pertence as proteinas
capazes de se ligar e transferir os fons Fe>* (Aisen & Leibman, 1972; Metz-luxo et ai., 1984).
Essa proteina possui vérias fungdes bioldgicas, incluindo papéis no metabolismo do ferro, a
proliferacdo e diferenciacdo celular e atividade antimicrobiana, antiviral e antiparasitéria
(Adlerova et al., 2008). Explicam Hinto et al. (1995), que estas proteinas estdo associadas
com a protecdo contra o estresse oxidativo, que é uma fonte potencial de danos aos
espermatozoides. Chacur et al. (2006) investigaram a presenca e incidéncia de bandas
proteicas especificas do plasma seminal em touros Nelore aptos e parcialmente aptos para a
atividade reprodutiva e, dentre os resultados, a eletroforese revelou a existéncia de uma
proteina de 80KDa, provavelmente a lactoferrina, presente em 16,6% dos touros aptos; € em
83,3% dos animais parcialmente aptos para a reproducdo. Esta proteina também foi
identificada no plasma seminal de carneiros (Aradjo, 2000), possuindo efeitos benéficos sobre
a motilidade espermatica, percentual de espermatozoides moveis e frequéncia de batimento
flagelar in vitro em carneiros; e equinos (Inagaki et al., 2002).

Este é apenas um pequeno exemplo de proteinas do sémen dentro do grande universo
que a protedmica abrange. Outros exemplos de estudos experimentais e revisdes sobre a
protedmica aplicada a busca de marcadores proteicos associados a eficiéncia reprodutiva nas

espécies animais sdo apresentados na tabela 1.



43

CONCLUSOES

A utilizacdo de técnicas de analise protebmica, como a eletroforese bidimensional
(2DE) e espectrometria de massa, aplicadas a identificacdo de proteinas relacionadas com a
capacidade reprodutiva do rebanho caprino, contribui com o crescimento e desenvolvimento
da reproducdo e melhoramento do potencial zootécnico dentro do rebanho. Estas proteinas
cuja expressdo esta relacionada com processos fisiologicos, como, por exemplo, 0S processos
relacionados a capacidade fecundante dos espermatozoides, permitem classifica-las como
potencial biomarcador reprodutivo. A obtencdo de resultados como estes, considerando a
grande relevancia econdmica que a espécie caprina representa para o Nordeste brasileiro,
auxilia no crescimento e desenvolvimento do setor reprodutivo e, consequentemente, da
caprinocultura, pois esses métodos associados as técnicas usuais (exame androlégico, analise
bioquimicas etc.) permitirdo um maior entendimento e identificacdo de diferencas do
potencial de fertilidade dos animais.

As pesquisas voltadas para o campo da proteémica, aplicadas a avaliacdo reprodutiva
dos rebanhos sdo escassas se comparadas com a taxa de crescimento do setor e exigéncias de
mercado para a caprinocultura. Espera-se que essa necessidade sirva de estimulo para maiores
investimentos para a pesquisa cientifica e com isso, contribua de forma positiva para o

desenvolvimento do setor.
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Figura 1. Analise de expressdo de proteinas do sémen por eletroforese bidimensional. Fonte:

arquivo pessoal (adaptado de Vispo, 2004)
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Quadro 1. Principais métodos espectrofotométricos para a determinacéo de proteinas totais.

METODOS
ESPECTROFOTOMETRICOS

PRINCIPIO

ABSORBANCIA

1. Biureto

Interacdo entre o sulfato de
cobre e hidroxido de sodio
com tartarato de sodio, que
estabiliza o cobre em solucédo
(Gornall et al., 1949). Explica
Zaias et al. (1998) que o cobre,
em meio alcalino, reage com
proteinas formando um
complexo quadrado planar
com a ligacdo peptidica. O
produto de reacdo apresenta
duas bandas de absorcdo, uma
em 270 nm e outra em 540 nm.

Leitura de
absorbancia em 310
nm e limite de
deteccdo de 1x10°
mg.L?  (Wilson &
Walker, 1995).

2. Lowry

Reducdo dos constituintes
ativos do reagente Folin-
Ciocalteau (mistura contendo
molibdato, tungstato e acido
fosforico) quando reage com as
proteinas na presenca de um
catalisador cobre (1),
produzindo um composto com
absorcdo maxima em 750 nm
(Zaias et al., 1998)

Limite de deteccdo é
de 1x10° mg.L™?
(Wilson & Walker,
1995).

3. Coomassie Brilliant Blue
BG-250 (Reagente  de
Bradford)

Interacdo entre 0 corante
Coomassie  Brilliant  Blue
(CBB) e macromoléculas de
proteinas que contém

aminoéacidos de cadeias laterais
béasicas ou aromaticas.
Segundo Zaias et al (1998), no
pH de reacdo, a interacdo entre
a proteina de alto peso
molecular e o corante provoca
0 deslocamento do equilibrio
do corante para a forma

Leitura a 595 nm
(Bradford, 1976) e
limite de deteccdo de
2x10”° mg.L™* (Wilson
& Walker, 1995).

anionica, que absorve
fortemente em 595 nm.
4. BCA (Acido Bicinconinico) | Formacéo de complexo | Leitura a 562 nm

colorido com BCA, pela
reducdo do Cu*?, em meio
alcalino, com proteinas (Zaias
etal., 1998).

(Smith et al., 1985) e
limite de deteccdo de
5107 mg.L™ (Wilson
& Walker, 1995).

5. Absorcao por UV

As proteinas mostram absorcéo
na regido de 280 nm na regido
abaixo de 220 nm, sendo a 1°
devido a diversos aminoacidos
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(fenilalanina, cisteina, cistina,
metionina, triptofano, histidina
e tirosina) e, a segunda devido
a ligagdo peptidica (Stoscheck,
1990) in (Zaias et al., 1998).
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Tabela 1. Estudos experimentais e revisdes sobre a protedbmica aplicada a busca de

marcadores proteicos associados a eficiéncia reprodutiva nas espécies animais.

TRABALHOS OBJETIVOS AUTORES ANO
Biological and Atualizagéo de estudos com MATOUSEK, J. 1985
immunological roles of | proteinas em espermatozoides e
proteins in the sperm of | fluidos seminais, sobretudo em
domestic animals animais domésticos.
(Review)
Two-Dimensional Analisar, por eletroforese, as SHABANOWITZ & | 1987
Electrophoresis of proteinas citosolicas aquosas KILLIAN
Proteins in Principal soluveis em populagbes
Cells, Spermatozoa, and | especificas de células somaticas
Fluid Associated with localizadas na cauda e corpo do
the Rat Epididymis epididimo de ratos.
Association of heat Esclarecer a relagdo entre o0s HUANG et al. 2000
shock protein 70 with niveis da proteina de choque
semen quality in boars térmico 70 kDa (HSP70) e
qualidade do sémen em
cachacos.
Immunolocalization of | Determinar a presenca da HSP70 | KAMARUDDIN et | 2004
heat shock protein 70 in | nos espermatozoides bovinos e al.
bovine spermatozoa sua localizagdo subcelular
durante as diferentes fases da
espermatogénese.
Two-dimensional Avaliar o baixo peso (10-30 JOBIM et al. 2004
polyacrylamide gel kDa) do perfil proteico do
electrophoresis of bovine plasma seminal bovino por
seminal plasma a eletroforese bidimensional
proteins and their (2DE) e determinar se algumas
relation with semen destas proteinas tem relagdo com
freezability a congelacdo do sémen.
Function of complement Apresentar 0s mecanismos VALENTOVICOVA | 2005
regulator y proteins in especificos da atividade et al.
immunity of regulatoria do complemento e
reproduction: a review proteinas, bem como a sua
funcédo nos processos de
fertilizag&o e expressdo em
tecidos e 6rgaos humanos e
animais.
Proteomics of boar Abranger uma selecéo de STRZEZEK et al. 2005

seminal plasma —
current studies and
possibility of their

avangos no campo da protedémica
funcional de proteinas do plasma
seminal de varrdo e estar focado
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application in
biotechnology of animal
reproduction

em algumas tecnologias
protedmicas fundamentais.

Effect of Utilizar a 2DE associada a ZILLI et al. 2005
Cryopreservation on Sea espectrometria de massa por
Bass Sperm Proteins analisador de tempo de voo e
ionizacgdo/dessorcdo da matriz
assistida por laser (MALDI) para
verificar se 0 processo de
criopreservacao, aplicado ao
sémen de robalo, afetou a
expressdo das proteinas
envolvidas no controle das
funcBes espermaticas.
Monthly variations in | Avaliar as mudangas mensais do CARDOZO et al. 2006
ovine seminal plasma perfil proteico do plasma
proteins analyzed by seminal ovino usando
two-dimensional eletroforese em gel de
polyacrylamide gel poliacrilamida bidimensional
electrophoresis (2DE) com um gel de
poliacrilamida de gradiente
linear.
1D mapping of seminal Mapear a distribuicéo de TEIXEIRA et al. 2009
plasma proteins in proteinas do plasma seminal ao
Anglo-Nubian goats longo do ano em caprinos do
Nordeste do Brasil, por meio de
eletroforese 1D e correlacionar
possiveis variac@es de proteinas
totais com fatores ambientais.
Heparin-binding Identificar as proteinas de FERNANDES et al. | 2009
proteins of seminal ligacdo a heparina (HBPS) no
plasma in Nellore bulls | plasma seminal de touros Nelore
(Bos taurus indicus).
Proteomic comparison of | Comparar o detergente extraido D'AMOURS etal. | 2010
detergent-extracted de proteinas do sémen de touros
sperm proteins from com diferentes indices de
bulls with different fertilidade, a fim de destacar os
fertility indexes marcadores putativos do sémen.
Proteomic analysis of the Estabelecer a identidade da SOUZA et al. 2012

reproductive tract fluids
from tropically-adapted
Santa Ines rams

composicao das principais
proteinas dos fluidos do trato
reprodutivo de carneiros adultos
da raga Santa Inés.
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7 CAPITULO 2

AVALIACAO DAS METALOPROTEINASES DE MATRIZ NO SANGUE DE
REPRODUTORES CAPRINOS NATURALMENTE INFECTADOS COM ARTRITE
ENCEFALITE CAPRINA NA REGIAO SEMIARIDA DO BRASIL

EVALUATION OF MATRIX METALLOPROTEINASES IN BLOOD FROM BUCK
NATURALLY INFECTED WITH CAPRINE ARTHRITIS ENCEPHALITIS IN SEMIARID
REGION OF BRAZIL

Periddico: Acta Scientiae Veterinariae, v.43, pub.1258, 2015.
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RESUMO

Estudos tém tentado compreender a importancia das MMPs na patogenia de enfermidades
causadas por lentivirus, sendo o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) o mais investigado.
Apesar dos avancos nos estudos com as MMPs em outras doencas, pesquisas correlacionando
a atividade das gelatinases em animais infectados pela CAE sdo incipientes havendo a
necessidade de maiores estudos visando compreender a dindmica destas enzimas em animais
infectados e sua relacdo com a condi¢do patologica. O objetivo deste estudo foi avaliar a
presenca e atividade das MMPs (MMP-2 e MMP-9) no soro sanguineo de reprodutores
cronicamente infectados pela CAE. O experimento foi constituido de dois grupos, sendo cinco
animais por grupo, pertencentes ao rebanho experimental da Embrapa. O primeiro foi
composto de animais das racas Saanen (n = 2) e Anglo-Nubiano (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-Nubiano (n = 3), com idade entre 3-4 anos,
soronegativos para a CAE. A comprovacdo da presenca e auséncia do virus foi realizada
através do Western Blotting (WB) e confirmada pela Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR),
ao longo dos dois primeiros anos. Amostras de sangue dos animais foram coletadas por
venopunc¢do da jugular e avaliadas através da zimografia (SDS-PAGE) usando a gelatina
como substrato. Os animais foram submetidos a exame clinico, no qual foram avaliadas a
temperatura (T), frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratéria (FR) e indice articular
clinico (IAC). O indice articular foi calculado pela medicéo da circunferéncia das articulacbes
carpianas e 0ssos metacarpianos e calculada a diferenca entre a maior medida do carpo e a
menor do metacarpo. Nos grupos experimental e controle, encontraram-se as massas
moleculares de 66 (MMP-2), 72 (pro-MMP-2), 86 (MMP-9) e 92 kDa (pro-MMP-9). Foi
observada uma correlacdo 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 correlagdo do IAC (r = -0.7393) com as MMPs (pro-MMP-2 e MMP-2) foi negativa.
A anélise densitométrica dos géis mostrou maior atividade da pr6-MMP-2 e MMP-2 no grupo
soropositivo. O presente estudo mostrou que a elevada atividade das MMPs (pro-MMP-2 e
MMP-2) em reprodutores infectados cronicamente pela CAE sugere a presenca de processo
inflamatério em animais com e sem sintomatologia articular, possibilitando utilizar a

atividade das MMPs como biomarcadores no monitoramento da infeccao.
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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), lentiviruses, are incipient and there is
a need for research aiming to understand 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
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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 temperature (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 infected animals, requiring further studies on this subject.

Keywords: CAEV, zymography, metalloproteinase, MMP-2, MMP-9,
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INTRODUCAO

As metaloproteinases de matriz (MMPs) pertencem a familia das endopeptidases
zinco-dependentes responsavel pela degradacdo e remodelagem 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
ser agrupadas em cinco classes: colagenases, 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, fibronectina, elastina e componentes secundarios da matriz extracelular (ME) [24].

O processo inflamatdrio crénico e consequente ativacdo das MMPs tém efeito
deletério no organismo, sendo observado em patologias cronicas e degenerativas, cujos
sintomas sdo comumente observados em doencas causadas por virus pertencentes ao género
Lentivirus. Este género, além do virus da artrite encefalite caprina (CAEV) e Maedi Visna
virus (MVV), contém o virus da imunodeficiéncia viral bovina (BIV), humana (HIV-1, HIV-
2), felina (FIV) e simia (SIV), como também o virus da anemia infecciosa equina (AIEV) e 0
lentivirus puma [13].

Estudos tém tentado compreender a importancia das MMPs na patogenia de
enfermidades causadas por lentivirus, sendo o HIV o mais investigado. Porém, apesar dos
avancos nos estudos com as MMPs em outras doengas, pesquisas correlacionando a atividade
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 infectados pela CAE.

MATERIAIS E METODOS

Localizacgéo

O experimento foi conduzido entre os meses de junho e outubro (2013) nas instalacfes
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 semiarida € caracterizada por um
clima quente e seco, com precipitacdo média anual de 713 mm e temperatura média de 27-
35°C.
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Animais

O trabalho foi constituido de dois grupos, sendo cinco animais por grupo, pertencentes
ao rebanho experimental da Embrapa. O primeiro foi composto de animais das ragas Saanen
(n = 2) e Anglo-Nubiano (n = 3), com idade variando entre 4-5 anos, naturalmente infectados
com o CAEV. O segundo grupo consistiu também de animais das racas Saanen (n = 2) e
Anglo-Nubiano (n = 3), com idade entre 3-4 anos, soronegativos para a CAE. A comprovacao
da presenca e auséncia do virus foi realizada atraves do Western Blotting (WB) [23] e
confirmada pela Reacdo 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 &rea isolada por cercas duplas, recebendo concentrado balanceado, capim-
elefante (Pennisetum purpureum), sal mineral e agua 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 carpianas e
0ss0s metacarpianos e calculada a diferenca entre a maior medida do carpo e a menor do
metacarpo (Tabela 1) [22]. Para avaliacdo do IAC foi usado como padrdo os seguintes
valores: para machos caprinos puros com idade acima de 3.1 anos é considerado normal
medida até 6.6 cm; suspeito entre 6.7-7.1 e com provavel problema acima de 7.1 cm; para
mestigos 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 avaliagdo 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 venopuncéo da jugular em tubos sem EDTA, sendo centrifugados posteriormente
a 1,500 x g durante 10 min a 4°C. Depois, o0 sobrenadante foi transferido para microtubos
Eppendorf e armazenado a -80°C.

A concentracdo de proteina total foi estimada usando método de Bradford [2],
utilizando a albumina sérica bovina® (BSA) como padr&o. Todos os ensaios foram realizados
em triplicata.

Para realizacdo da eletroforese 1D utilizou-se, aproximadamente, 20 pg de cada
amostra em cada poco em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio 12,5% (SDS-PAGE)

contendo 0,2% de gelatina porcina® [16, 18]. Ap6s a eletroforese, os géis foram lavados por
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40 min. em tampdo de renaturagéo (2,5% de Triton X-100) e incubados durante a noite em
tampdo de desenvolvimento (50 mM Tris, pH 7,8-8,0 e 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 indicacdo da atividade de
degradacédo da gelatina revelada pela coloragdo com 0,05% de Coomassie Brilliant Blue? R-
250 em metanol a 50% e 4cido acético a 10% durante a noite. A analise densitométrica dos
géis foi realizada utilizando o gel software® Analyzer. Na corrida eletroforética foi utilizado o

padrdo LMW-SDS marker kit* para calibragéo.

Anélise 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 t de Student 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 observada para as amostras com atividade da pr6-MMP-2, foi aplicada a
transformacao log;o. O programa estatistico utilizado foi o Statistical Analysis Systems® (SAS

versdo 9.2).

RESULTADOS

Nos grupos experimental e controle, encontraram-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 elevada significativamente (P < 0.05) em rela¢do ao grupo controle (Figura 2). A pro-
MMP-9 e MMP-9 foram detectadas de forma variavel 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 caracterizada pelo aumento da atividade e maior nimero de picos em
comparacdo 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 =
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0.01038), poréem ndo significativas (P < 0.05). A correlacdo do IAC (r = -0.7393) com as
MMPs (pro-MMP-2 e MMP-2) foi negativa.

DISCUSSAO

A CAE ¢é uma doenca infectocontagiosa, multissistémica, que causa perdas na
producdo quando presente nos rebanhos, principalmente na ocorréncia de artrite. A analise
dos géis evidenciou a presenca das formas latente e ativa da MMP-2 e MMP-9, em animais
sadios e infectados pela CAE, mas com elevada atividade nos animais infectados. Achados
similares sobre a MMP-2 foram obtidos diante da proposta que a estimulagdo da MMP-2 pode
contribuir para um ambiente neurodegenerativo na degradacao fibronectina da ME e coladgeno
tipo IV [19].

Em outros estudos, foi relatada uma elevagéo 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 tém 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
remodelacdo 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 ap06s a infeccdo pelo HIV contribui
para a progressdo da doenca através da degradacdo, quebra e transposicdo das barreiras da
matriz [20]. Por outro lado, foi descrito que a secrecdo de MMP-9 em macro6fagos derivados
de mondcitos (MDM) foi acentuadamente regulada negativamente ap6s uma infeccdo viral
[6].

Embora ndo observada correlacdo significativa entre os parametros clinicos (FR, FC,
T e IAC) e sinais clinicos da doenga, outros autores encontraram um equilibrio inversamente
proporcional da MMP-9 e TIMP-1, sugerindo um potencial novo mecanismo de desequilibrio
do sistema imunolégico p6s-trauma e sindrome da resposta inflamatdria sistémica (SIRS) [3].
A estimulagdo exacerbada e cronica das MMPs resulta em um desequilibrio entre essas
enzimas proteoliticas e seus inibidores, culminando em sintomas patoldgicos decorrentes da

degradacéo excessiva da ME [24].
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Neste estudo, apenas um animal soropositivo apresentou artrite aparente, mas com
atividade das MMPs similares aos demais do grupo, 0 que sugere a existéncia de processo
inflamatdrio em todos os animais do grupo, evidenciado através da elevada atividade das
MMPs no sangue, mas nao externado clinicamente. Tentando compreender o mecanismo da
MMP-9 nas doencas das articulacGes, foi relatado que a pro-MMP-9 é amplamente expressa e
secretada por macréfagos enquanto os condrocitos ndo conseguem produzir esta enzima,
embora a eficiéncia na ativacdo da pro-MMP-9 requeira proteinases solUveis e associadas a
membrana dos condrécitos [7]. E importante mencionar que os condrécitos sdo células
encontradas na cartilagem atuando na producgéo e manutengdo da matriz extracelular destes.

Vale informar que o sangue é um material biol6gico cuja viabilidade na avaliacdo da
presenca e atividade das MMPs foi demonstrada em muitos estudos [8, 9, 10, 11].

Como este é o primeiro estudo sobre MMPs em caprinos com CAE, ndo foi possivel uma

discussdo 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 reprodutores infectados cronicamente pela CAE sugere a presenca de processo
inflamatério em animais com e sem sintomatologia articular, possibilitando utilizar a
atividade das MMPs como biomarcadores no monitoramento da infeccdo. E a analise
densitométrica dos zimogramas mostrou ser uma ferramenta complementar na avaliacao

clinica de caprinos infectados cronicamente a CAE.
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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

0s reprodutores soropositivos (A) e soronegativos (B) para CAE. Bandas evidenciadas (setas).
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Tabela 1. Classificagdo do indice articular clinico (IAC) dos grupos soropositivo e
soronegativo para CAE de reprodutores caprinos da Regido Semiarida do Brasil.

TAC (cm)
RacaTdentificagio Normal Suspeito Provivel problema articular
Puro corte/24 (+) - - 1,5
Puro corte /263 (+) 50 - -
Puro corte /1098 (+) 45 - -
Puro leite/1677 (+) 54 - -
Puro leite/1690 (+) 6,0 - -
Puro corte /974 (5 5,5 - -
Puro corte /1120 (=) 6,0 - -
Puro corte /237 (=) 6,0 - -
Puro leite/310 (-) 53 - -

Puro leite/366 (-) 6,5 - -
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8 CAPITULO 3

ANALISE PROTEOMICA DO PLASMA SEMINAL DE REPRODUTORES
SOROPOSITIVOS PARA A ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA (CAE)

PROTEOMIC ANALYSIS OF SEMINAL PLASMA OF SEROPOSITIVE BUCK TO
CAPRINE ARTHRITIS ENCEPHALITIS (CAE)

Periodico: Theriogenology A2 (Submetido em 01 de junho de 2015).
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RESUMO

O perfil proteico do plasma seminal de pequenos ruminantes associado com indices
reprodutivos ja foi determinado, mas trabalhos correlacionando a presenca dessas proteinas no
sémen a Artrite Encefalite Caprina (CAE) séo escassos. O trabalho objetivou analisar o perfil
proteico do plasma seminal de caprinos soropositivos para a CAE e identificar proteinas
presentes no plasma seminal relacionadas com a enfermidade que possam ser utilizadas como
possiveis marcadores para a doenca. Para tanto, foi realizada a eletroforese bidimensional e
espectrometria de massa de amostras de plasma seminal de reprodutores soropositivos
cronicos para a CAE. A avaliacdo seminal mostrou ndo haver diferenca estatistica para 0s
parametros volume, motilidade e vigor (respectivamente, 0,97” + 0,61; 82,78" + 7,52; 3,89" +
0,58); porém, existente para a concentracdo espermética (4,22° + 0,71). A anélise
bidimensional dos géis mostrou grande nimero de spots em ambos os grupos avaliados,
porém se verificou maior nimero nos animais soropositivos. A cronicidade da CAE em
reprodutores caprinos pode ter sido a responsavel pela maior expressdo e atividade das
proteinas no plasma seminal. A espectrometria de massa permitiu identificar no plasma
seminal proteinas de resposta imune, relacionadas, possivelmente, ao quadro cronico da

doenca.
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Abstract

Studies have traced the protein profile of seminal plasma of small ruminants, associating
with reproductive parameters, however a reduced number correlate the presence of these
proteins to Caprine Arthritis Encephalitis (CAE), facing scarce or none information about this
subject. Therefore, this study aimed to analyze the protein profile of seropositive CAE goats
and to identify proteins related with the disease that may be used as markers. Two-
dimensional electrophoresis and mass spectrometry was used on samples of seropositive goat
bucks chronically infected with CAE. Semen evaluation showed no difference in volume,
motility and vigor parameters (respectively, 0.97* + 0.61; 82.78" + 7.52; 3.89" + 0.58);
however, there was significant difference of sperm concentration between groups (4.22° +
0.71). The two-dimensional analysis revealed a great number of spots in both groups,
however there was a higher number in seropositive animals. CAE chronicity in goat bucks

may have been responsible for greater expression and activity of proteins in seminal plasma.
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Mass spectrometry allowed for identification of immune response proteins in seminal plasma,
possibly related to the chronic state of the disease.

Keywords: Seminal plasma, CAE, 2D-PAGE, Mass Spectrometry.

1. Introduction

Brazilian Northeast region contains the largest goat herd in the country, with
approximately 8.6 million animals, which comprises over 90% of the national total, both for
milk and meat production [1]. However, the ideal conditions in which these animals are
reared are not often met, due to the fact that family production is the most common practice,
strictly for subsistence. Therefore, improved feeding and sanitary management measures must
be applied in production and reproduction of these animals in order to develop this type of
practice.

Reproductive flock is one of the main factors responsible for breeding a high standard
flock. In addition, semen parameters can be used in common routine evaluating tests to obtain
such high quality herd, however complementary methods, such as proteomics, provide more
precise data and help to identify markers that indicate the health status of animals concerning
many diseases. One of these diseases is Caprine Arthritis Encephalitis (CAE), which presents
high incidence levels in milk producing flocks in the Brazilian Northeast region.

CAE is a chronic infectious disease caused by virus from the Lentivirus genus,
Orthoretrovirinae subfamily and Retroviridae family [2]. CAEV has been identified in the
semen of reproductive goats, and experimental sexual transmission has been demonstrated
with artificial contaminated semen and a single ejaculate can infect a great number of females
[3-5].

Studies have evaluated the protein profile of the seminal plasma associating with
reproductive data of small ruminants [6-8], however there are few studies correlating the
presence of these protein to CAE in semen, since there is scarce or none information about
this subject.

Therefore, this study aimed to analyze the protein profile of the seminal plasma of

seropositive goats to CAE and identify the proteins that can be used as markers of the disease.

2. Materials and methods
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2.1. Location and experimental animals

The experiment was performed between June and October 2013, at the Brazilian
Agricultural Research Corporation (Caprine and ovine EMBRAPA), located in Sobral city,
north region of Ceara State (3°45'0.5" South, 40°20'45.8" West, 111m altitude), Brazil. Semi-
arid region presents hot and dry climate, with an annual average precipitation of 723mm and
temperature varying from 27 to 35°C. This project was approved by the local Ethics
Committee for the use of Animals of the State University of Ceard (CEUA — UECE) with the
following protocol number 12639611-6.

Two groups containing five males each, two Saanen bucks and three Anglo-Nubian
bucks, aging from four to five years were used in this experiment. The first group was
composed by naturally CAE infected animals and the second group (Control) had negative
animals. The diagnostic was performed using Western Blotting (WB) [9] confirmed by
Polymerase Chain Reaction (PCR) [3]. These animals were part of the experimental flock of
goat and sheep EMBRAPA. Both groups were housed separately in pens maintained in a
semi-intensive grazing system in an area isolated by a double fence. Animals were fed

balanced concentrated feed, Napier grass, mineral salt and water ad libitum.

2.2. Semen evaluation

Collection of semen was performed twice per week using artificial vagina coupled to a
graded BD Falcon™ tube (15 mL). A female goat with estrum induced by 1mL of estradiol
cypionate (ECP®) administered via intramuscular injection was used weekly to stimulate goat
bucks.

Semen analysis was performed immediately after collection, the volume was measured
with a graded tube and concentration value (x 10° mm3) was evaluated using
spectrophotometer. Motility was determined subjectively as a percentage of total motile
spermatozoids in the microscopic examination. A drop of sperm was placed in a pre-heated
slide (37°C) with a cover slip. Microscopic examination was performed at X 100
magnification and followed guidelines of the Brazilian College of Animal Reproduction [10].

Every week ten ejaculates were obtained, five from each group. Collected sperm was
transferred to 1.5mL microtubes, initially centrifuged at X 1,5009 to separate spermatozoids

and followed by a second centrifugation at X 10.000g to separate cell debris from the seminal



80

plasma, both with 30min each, at 4°C. Samples were then maintained at -80°C until analyses

were performed.

2.3. Two-dimensional electrophoresis of the seminal plasma proteins

Two-dimensional electrophoresis was performed according to O’Farrell’s method
[11]. The seminal plasma from each sample was used to determine the total protein
concentration [12], using Bovine Serum Albumin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) as
the standard. All assays were performed in triplicates.

Seminal plasma proteins (250pg) were solubilized in rehydration buffer (7M urea; 2M
thiourea; 1% CHAPS; 0.5% IPG buffer- ampholytes — pH 4 to 7; 65mM DTT; and traces of
Bromophenol blue). Solution was added to the hydration tray of the IPG Box (GE-Healthcare,
USA) and incubated with immobiline strips (IPG Strips) of 13cm, pH of 4-7, for a period of
16h. Isoelectric focusing was performed with Ettan™ [PGphor™ III (GE-Healthcare, USA)
using the following programing: 500 V (1000 Vh), 4000 V (5625 Vh), 10000 V (18000 Vh)
and 50 V (200 Vh), with a total of 24825 Vh (10h18min). After focusing, strips were
equilibrated in two steps: first, 57.8mg of DTT (1% w/v) was added to maintain the proteins
denatured and reduced; then, 69.3mg of iodoacetate (IAA) (3% w/v) was added to alkylate the
proteins, and every strip was homogenized for 15min in both steps.

Following equilibrium step, proteins were separated in polyacrylamide gel (SDS-
PAGE 12.5%) basing on their molecular weight (MW) using SE 600 Ruby Standard Dual
Cooled Vertical Unit (GE-Healthcare, USA) with two programing (100 V, 30 mA, 100 W for
15 min and 230 V, 50 mA and 100 W for 6h) for both gels. A MW marker ranging from 14 to
97 kDa (GE-Healthcare, USA) was used. Then, gels were stained in Brilliant Blue Coomassie
R-250, during 24h, after which de-staining solution (Ethanol at 30%, acetic acid at 7.5% and
Milli-Q water) was used.

Two-dimensional gels were digitalized in 300dpi with Image Scanner Il (GE
Healthcare, USA), using software Labscan™ 6.0 (Ge-Healthcare, USA). Images were saved
in tiff and then analyzed using Image Master Platinum 7.0 software (GE-Healthcare, USA).
The plasma seminal maps were analyzed in match sets and each one contained 10 gels from

each experimental group.

2.4. Protein identification by ESI-QUAD-TOF mass spectrometry
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Target spots (n = 75) were de-stained and digested with trypsin [13]. The mass spectra
were acquired in a Synapt G1 HDMS Acquity UPLC instrument (Waters Co., Milford, MA,
USA) using a data dependent acquisition (DDA), where the three most intense peaks were
subjected to MS/MS. Mobile phases A and B consisted of 0.1% formic acid in water and
0.1% formic acid in acetonitrile, respectively. The gradient conditions used were as follows: 0
min with 3% of B, increasing linearly to 40% B in 30 min, then it increased up to 85% B in 5
min where it remained until 40 min with column re-equilibration for 5 min. The data were
processed using the Protein Lynx Global Server (Waters Co., USA) software and subjected to
database search using Mascot search engine [14]. The searches were made using the NCBInr
database with the assumption that there was a maximum of one missed trypsin cleavage and
peptides were monoisotopic and using partially oxidized methionine residues and completely

carbamidomethylated cysteine residues.
2.5. Statistical analysis

In order to analyze seminal parameters, Shapiro-Wilk and Bartlett tests were used to
verify normality and homogeneity of the data, respectively. Volume values were transformed
to decimal logarithms in order to achieve normality status and concentration values were
raised to the power 2. Analysis of Variance (ANOVA) was then applied in these transformed
data and significance level of 5% was considered. Statistical software used in the analyses
was SAS 9.2 [15].
3. Results

3.1. Seminal parameters

Seminal analysis showed no difference for volume, motility and vigor parameters

among the groups, however there was significant sperm concentration difference (Table 1).

3.2. Comparative analysis by 2D-PAGE and mass spectrometry
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Two-dimensional analyses of the gels showed a great number of spots (proteins) in
both the analyzed group, however higher numbers were observed from CAE seropositive
animals. Reference gels from each animal from both groups are shown in Fig. 1. Data
obtained from the seronegative group shows a medium number of spots varying from 13.5
(Animal 1184) to 104 (Animal 978) and, in the seropositive group, the number of spots varied
from 57.5 (Animal 263) to 155.5 (Animal 1677) (Table 2).

From matching spots among duplicates, their values were used to build a Scatter plots
graphic, relating the spot values from both gels with a linear dependent analysis between
punctual gel values (X variable) and reference gel values (Y variable). This way, the
reproducibility of 2D-PAGE technique can be verified. From the generated graphics, the
correlation values obtained from the similarities between the analyzed gels (Fig. 2), showed a
good reproducibility in this study [16, 17].

To perform a comparative analysis between groups, the gel reference of the animal
with highest average number of spots from each group, in this case, the seronegative animal
C/978 (104 spots) was confronted with the seropositive animal 1/1677 (155.5 spots).
Therefore, resulting in a total of 40 matches and correlation of 0.858 and the highest volume
(%) and number of proteins representatively of the seropositive animal was observed (Fig. 3).

The proteins of interest identified by mass spectrometry (ESI-Q-TOF) from
seronegative and seropositive animals are shown in Tables 3 and 4.

4. Discussion

In this study, the presence of spots in the seminal plasma of buck goats, aiming to
relate this finding with CAE disease and use them as markers is reported.

The seminal plasma is the fraction of the sperm free of cells, containing substances
from testicles, epididymis, prostate, seminal vesicles, urethra and bulbourethral glands, which
is a common ideal sample for studying [18].

Semen evaluation did not show difference for volume, motility and vigor, which
agrees with other studies [19, 20]; however, there was difference in sperm concentration.
Recently, similar alteration of the sperm concentration was observed in comparing goats with
and without symptoms of arthritis [21], and CAEV influenced negatively in this aspect.

The highest number and volume of proteins in seropositive animals demonstrated by

2D-PAGE may be an indication of the chronic characteristic of this disease; which is a similar
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finding to another study [22], which reported that bucks with CAE presented elevated protein
concentrations in comparison to healthy animals. The use of semen for diagnostic and
assessment of CAE has been performed in several studies [3, 23, 24, 5].

Analysis of the seminal plasma with mass spectrometry for similar proteins among
groups showed most frequently spermadhesin Z13-like (i.e. spots 153, 237, 263, 671),
bodhesin and bodhesin-2 partial (i.e. spots 708, 813, 830, 844) and seminal plasma protein
PDC-109-like (i.e. spots 708, 756, 776, 790); which were more expressed in the seropositive
buck.

Spermadhesins are a group of low molecular weight proteins (12-14 kDa) found in the
seminal plasma and associate with the surface of spermatozoids, constituting a greater fraction
of binding heparin small proteins (HSP) described until now in ungulates [25-27]. They are
multifunctional proteins exhibiting ligand-binding affinities to an array of oligosaccharides
and sulfated polysaccharides [26].

Bodhesins belong in the spermadhesins group. They have been isolated from goat
bucks and partially characterized as a protein from the seminal fluid with homology similar to
spermadhesins [28]; and were further characterized in another study [29]. The buck seminal
fluid protein gene (BSFP) was characterized and the expression throughout the male genital
tract was investigated in another study [30]. In addition, bodhesins were found in abundance
as a semen component in Santa Inés sheep’s [31].

PDC-109 (also known as BSP-A1/-A2) is one of the main three bovine seminal
plasma proteins (BSPs), which is a family of heparin binding proteins that are acid and small
with molecular weight of 15-16kDa (PDC-109 and BSP-A3) [32]. In plasma seminal of goats,
a group of proteins with structures related to BSPs found in bulls, boars and stallions have
been described [33].

In the seropositive buck, the following differential proteins have been identified:
arylsulfatase A, bifunctional ATP-dependent dihydroxyacetone kinase/FAD-AMP lyase
(cyclizing), cathepsin F isoform X1, disintegrin and metalloproteinase domain-containing
protein 2-like isoform X1, clusterin, electron transfer flavoprotein subunit beta,
Immunoglobulin lambda light chain F7-299, epididymal secretory glutathione peroxidase.

Mammalian seminal plasma and spermatozoids contain high levels of arylsulfatase,
enzyme that performs desulfation of glycoconjugates [34]. A component of the fluid from the
tail of the epididymis of bulls [35], arylsulfatase A from Santa Inez sheep appears to interact

with sperm during epididymal transit and to participate in sperm—egg binding [31].
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Bifunctional ATP-dependent dihydroxyacetone kinase/FAD-AMP lyase (cyclizing) is
an enzyme that catalyzes both the phosphorylation of hydroxiacetone and glyceraldehyde, as
well as the separation of diphosphate-X ribonucleoside compounds; it regulates the innate
immune response [36].

Cathepsins are a family of cysteine proteases found in many cell types, having testicles
as their target organ, and have been described and associated with many processes inherent to
spermatic capacitation [37-41]. Cathepsin F, which is an important member of this family,
have been found in elevated levels in brain, heart, ovary, skeletal muscle and testicles; likely
important in antigen presentation by macrophages, and in a normal Th-2 response [42].

Matrix metalloproteinases (MMPs) belong in the zinc-dependent endopeptidases
family and are responsible for degrading and remodeling of the extracellular matrix involved
in normal physiological and disease related processes [43, 44]. In chronically CAE infected
seropositive goats, high activity of MMPs (MMP-2 and MMP-9) have been observed, which
suggests a role of these proteinases in chronic inflammatory process [45].

Clusterin is an extracellular chaperone that prevents nonnative protein aggregation. It
has been found in the seminal fluid of sheep, where signs of grouping with rat Sertoli cells
and erythrocytes has been observed [46]. In bulls with high fertility, it has been found in
abundance in accessory glands fluid [47].

Electron transfer flavoprotein subunit beta acts as an electron receptor specific to
several dehydrogenases, transferring electrons to the main mitochondrial respiratory chain via
ETF-ubiquinone oxidoreductase (ETF dehydrogenase) [48].

Immunoglobulin lambda light chain is one of the main subunits of light chain
immunoglobulin (1g), where two light and two heavy Ig chains assemble into one Ig
molecule. Testing CAEV gpl135 receptor binding site(s) (RBS) occlusion and structural
stability by introducing mutations showed that even in high antibody concentrations, Mab F7-
299 does not neutralizes the infectivity of CAEV, serving as a model to determine the base at
the failure of the antibody response [49].

Glutathione peroxidase (GPX) is an enzymatic protein that acts against lipid
peroxidation, therefore having an important role in protecting spermatozoids [50]. In seminal
plasma, the excess of Reactive Oxygen Species (ROS) leads to oxidative stress and
consequently may affect semen quality. In a study performed with seropositive (HIV)

patients, the glutathione peroxidase blood levels of 85 patients with HIV/AIDS were
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compared to 40 healthy patients (control), confirming a significant (p<0.05) glutathione
peroxidase reduction in the infected group [51].

During normal conditions, there are body locations that have no direct action of the
immune system (i.e. cerebrum, anterior eye chamber and testicle). Antigens present in these
sites do not suffer any effect of defense cells, characterizing the “antigenic kidnapping”. The
absence of abnormalities or challenges, such as traumas, lesions or secondary conditions
affecting the testicle integrity of the seropositive animal could explain the existence of so few
immune response proteins. In a study with sheep lentivirus, leukocytospermia and high viral
load in infected animals were important factors that determined the shedding of the virus in
the semen [52].

5. Conclusions

This study is one of the first to use proteomics in viral diseases of goats. The chronic
state of CAE infected bucks may have been responsible for the greater expression and activity
of proteins in seminal plasma. Mass spectrometry allowed for identification of immune
response proteins in the seminal plasma, possibly related to the chronic stage of the disease.
Facing scarce or inexistent information on the subject, studies are necessary in order to
understand the innate immune reaction and to identify possible markers that may be used in

viral diagnostics.
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Table 1. Analysis of seminal parameters between CAE seronegative and seropositive goats.

Group Volume Concentration Motility Vigor
Negative 1.33"+0.58 366" +0.72 | 87.50"+6.22 | 4.25%+0.45
Positive 0.97"+0.61 422°+0.71 | 8278"+752 | 3.89"+0.58

A B Equal superscript capital letters in the same column indicate no statistical difference with
5% (p > 0,05) by ANOVA.



92

Table 2. Average number of spots and matches in two-dimensional gels of CAE seronegative
(A-E) and seropositive (F-J) bucks.

Average number of

Animal R1 | R2 Matches
spots
A S7 46 51.5 31
B 63 45 54 39
Cc* 108 | 100 104 69
D 15 12 13.5 4
E 49 | 43 46 32
F 137 | 98 117.5 62
G 61 54 57.5 21
H 160 | 63 111.5 23
I* 168 | 143 155.5 108
J 150 | 148 149 119

A - Animal 366; B - Animal 389; C - Animal 978; D - Animal 1147; E - Animal 1184; F -
Animal 24; G - Animal 263; H - Animal 1098; | - Animal 1677; J - Animal 1690. R1 —

Reference gel. R2 - Repetition. *Highest average number of spots. Source: Author.
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Table 3. Similar proteins found in the seminal plasma of seronegative and seropositive CAE

buck identified by two-dimensional electrophoresis and mass spectrometry (ESI-Q-ToF).

Table includes spots detected in 18-cm gels, obtained within the 4-7 pH interval.

Protein Experimental NCBI MS/MS Sequence
kDa/pl Accession Mascot coverage
number protein score (%)
Spermadhesin Z13-like
[Capra hircus]

Spot 153 15617/6.18 548523829 216 47

Spot 237 15617/6.18 548523829 68 22

Spot 263 15617/6.18 548523829 94 22

Spot 425 15617/6.18 548523829 66 22

Spot 671 15617/6.18 548523829 315 47

Spot 844 15617/6.18 548523829 508 70

Spot 863 15617/6.18 548523829 276 47

Spot 870 15617/6.18 548523829 166 47

Spot 999 15617/6.18 548523829 80 22

Bodhesin-2, partial [Capra
hircus]

Spot 830 11885/6.75 121484235 85 19

Spot 844 11885/6.75 121484235 187 37

Spot 855 11885/6.75 121484235 208 44

Spot 863 11885/6.75 121484235 225 44

Bodhesin [Capra hircus]

Spot 708 11868/6.34 77864607 77 9

Spot 790 11868/6.34 77864607 86 9

Spot 813 11868/6.34 77864607 96 17

Spot 821 11868/6.34 77864607 73 9
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Spot 829 11868/6.34 77864607 86 9
Predicted: seminal plasma
protein PDC-109-like
[Capra hircus]
Spot 708 15083/5.43 548504897 168 40
Spot 756 15083/5.43 548504897 212 57
Spot 776 15083/5.43 548504897 106 22
Spot 790 15083/5.43 548504897 125 22
Spot 813 15083/5.43 548504897 218 57
Spot 834 15083/5.43 548504897 280 59
Spot 872 15083/5.43 548504897 263 58
Spot 883 15083/5.43 548504897 112 39
Lipocalin [Capra hircus]
Spot 738 19568/6.51 633267628 322 44
Spot 744 19568/6.51 633267628 262 44
Albumin precursor [Capra
hircus]
Spot 269 68266/5.58 193085052 759 30
Spot 279 68266/5.58 193085052 1373 40
PREDICTED: beta-
hexosaminidase subunit
beta [Capra hircus]
Spot 269 71091/7.62 548511578 98 5
Spot 279 71091/7.62 548511578 172 8
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Table 4. Proteins of the seminal plasma of buck naturally infected with CAE identified by
two-dimensional electrophoresis and mass spectrometry (ESI-Q-ToF). Table includes

differentials spots detected in 18-cm gels, obtained within the 4-7 pH interval.

) NCBI MS/MS Sequence
Protein Experimental Accession Mascot coverage
kDa/pl protein
number (%)
score
PREDICTED: arylsulfatase A
[Capra hircus]
Spot 331 54588/5.23 548534356 199 11
PREDICTED: LOW QUALITY
PROTEIN: bifunctional ATP-
dependent dihydroxyacetone
kinase/FAD-AMP lyase
(cyclizing) [Capra hircus]
Spot 360 58311/7.68 548527632 136 5
PREDICTED: cathepsin F isoform
X1 [Capra hircus]
Spot 425 39361/6.60 548528017 422 24
PREDICTED: disintegrin and
metalloproteinase domain-
containing protein 2-like isoform
X1 [Capra hircus]
Spot 458 85722/5.46 548524408 56 4
Spot 459 85722/5.46 548524408 140 4
PREDICTED: clusterin [Capra
hircus]
Spot 575 (1/1c) 53867/5.68 548476224 154 10
PREDICTED: carbonic anhydrase
2 [Capra hircus]
Spot 618 34193/6.71 548493981 95 6

PREDICTED: LOW QUALITY
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PROTEIN: electron transfer
flavoprotein subunit beta [Capra

hircus]

Spot 639

29458/6.55

548534450

215

15

Immunoglobulin lambda light
chain F7-299 [Capra hircus]

Spot 639

25188/5.92

61378762

66

14

PREDICTED: epididymal
secretory glutathione peroxidase

[Capra hircus]

Spot 696

25345/6.95

548518188

284

40

Spot 703

25345/6.95

548518188

301

40
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Fig 1. Two-dimensional profile of plasma seminal proteins of bucks. A-E represent the

control group gels and F-J are seropositive group gels.
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Fig. 3. 3D view spots/transparent mode. Seronegative (black) and seropositive (gray) CAE

animals.
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9 CONCLUSOES

1. A elevada atividade das metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9, formas latente e ativa)
em reprodutores infectados cronicamente pela CAE sugere a presenca de processo
inflamatorio em animais com e sem sintomatologia articular, possibilitando utilizar a

atividade das MMPs como biomarcadores no monitoramento da infeccao.

2. A eletroforese bidimensional associada a espectrometria de massa permitiu identificar
no plasma seminal proteinas de resposta imune, relacionadas, possivelmente, ao
quadro crénico da doenca, configurando-se como ferramentas em potencial para
melhor compreensdo da doenca a partir da identificacdo, quantificacdo e estudo das

modificacOes pds traducionais destas proteinas.
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10 PERSPECTIVAS

1. Este estudo se configura como um dos pioneiros na pesquisa e utilizacdo da
protedmica em doencas virais de caprinos, observando-se que a cronicidade da CAE
em reprodutores caprinos pode ter sido a responsavel pela maior expresséo e atividade

das proteinas no sangue e plasma seminal.

2. A eletroforese bidimensional acoplada a espectrometria de massa permitiu quantificar
e identificar proteinas no plasma seminal de reprodutores soropositivos e correlacionar
com o quadro crénico da doenca, porém, a classificacdo dessas proteinas como
biomarcadores exige maiores estudos voltada principalmente a analise individual de

cada proteina e sua funcéo na resposta imune inata a doenca.

3. Avaliacdo futura da atividade das metaloproteinases (MMPS) e seus inibidores

(TIMPSs) no monitoramento dos graus de infeccdo em caprinos infectados pelo CAEV.
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