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RESUMO GERAL

As Metaloproteinases da Matriz (MMPs) sdo um grupo de enzimas responsaveis pela
degradacdo dos componentes da matriz extracelular e das membranas basais. S&o secretadas
por pro-enzimas, e liberadas por neutrdfilos, mondcitos, macrdfagos, fibroblastos e pela
membrana celular, podendo também ser ativadas por outras substancias como as citocinas,
quimiocinas, dentre outras, em resposta a uma variedade de estimulos, estando envolvidas nos
processos patoldgicos como cancer e metastases, HIV, artrites, periodontites, doencas
oftalmoldgicas, etc. Nesse contexto, as MMPs estdo sendo investigadas como possiveis
biomarcadores e sinalizadores de progndéstico na medicina humana. Em relacdo a medicina
veterindria, estudos ainda sdo incipientes, em especial na espécie caprina. Objetivou-se nesse
trabalho avaliar o comportamento e atividade das metaloproteinases no soro sanguineo de
caprinos experimentalmente infectados pelo virus da CAE. Foram utilizados cinco
reprodutores com idade média de 3 a 4 anos, os quais foram infectados pela cepa viral CAEV-
Cork, titulo 10°°TCIDse/mL por via intravenosa. O sangue foi coletado através de puncéo da
veia jugular e o soro sanguineo obtido por centrifugacdo. As amostras foram coletadas antes
da infecgdo (F1), e a cada semana pés-infeccdo, sendo a soroconversdo detectada por Western
Blotting (WB). Os géis de zimografia foram analisados através do software Gel Analyzer no
qual foi possivel identificar presenca e auséncia de bandas enziméticas e calcular o valor do
volume médio das bandas proteoliticas e sua intensidade (pixels). Analisando todas as fases,
identificou-se as MMPs 9 e 2 e suas respectivas formas latentes, e a proMMP13. Analisando
o perfil densitométrico de cada etapa, observou-se que antes da infeccdo os animais
apresentaram baixa intensidade enzimatica, indicando que as MMPs estdo presentes nos
animais sadios e desempenham funcgbes fisioldgicas inerentes ao desenvolvimento do
organismo. Na fase da soroconversdo (F2), pode-se observar comportamento enzimético
diferente das MMPs quando comparado ao F1, j& que houve maior intensidade enzimatica
frente a infeccdo. Na fase pds-soroconversdo (F3) o perfil densitométrico do gel mostrou
menor intensidade enzimatica em relacdo a soroconversao e semelhante ao F1, levando-nos a
sugerir que apo6s a 23% semana poés-infec¢do, as enzimas tendem a retornar ao seu ritmo de
atividade normal. Em relacdo ao volume médio nas diferentes fases, observou-se maior
volume da MMP-2 e de menor volume da MMP-9. Quanto as formas latentes, proMMP-2 e a
proMM-9, foram produzidas apenas nas fases F1 e F3, controle e pds-soroconversdo,
respectivamente. A presenca da proMMP-13 em todos os animais na F2 poderd ser um
indicador da infecgédo devido ao seu comportamento de estimular a secre¢do das outras MMPs
em caso de necessidade de defesa, pois nesta fase 0 organismo consegui detectar o virus e
iniciar a producdo de anticorpos.

Palavras-chave: CAE, proteases, soro sanguineo, zimografia



GENERAL ABSTRACT

The matrix metalloproteinases (MMPs) are a group of enzymes responsible for the
degradation of extracellular matrix components and cells membranes. They are secreted by
pro-enzymes, and released by neutrophils, monocytes, macrophages, fibroblasts and also by
the cell membrane, and can also be activated by substances such as cytokines, chemokines,
among others, in response to a variety of stimuli, being involved on pathological processes
such as cancer and metastasis, HIV, arthritis, periodontitis, ophthalmological diseases, etc. In
this context, they are being investigated as possible biomarkers and as prognostic signaling in
human medicine. Regarding to veterinary medicine, studies are still incipient, especially in the
caprine species. The objective of this study was to evaluate the behavior of metalloproteinases
and their activities in blood serum of goats experimentally infected by CAE virus. Five
animals with a mean age of 3 to 4 years were infected by the CAEV-Cork viral strain, titre
10°°TCIDs / mL intravenously. Blood was collected by puncturing the jugular vein and the
blood serum obtained by centrifugation. Samples were collected before infection (F1) and
every week post-infection and the seroconversion detected by Western Blotting. It was
identified in all groups the MMPs 9 and 2 and their respective latent forms, besides the
proMMP-13. The gel densitometry analysis showed an enzymatic profile of each phase, in
which the F1 showed low enzymatic intensity, indicating that MMPs are present in healthy
goats and perform physiological functions inherent to the development of the organism. In
the seroconversion phase (F2), it is possible to observe enzymatic different behavior of the
MMPs when compared to F1, since there was a greater enzymatic intensity against the
infection. In the post-seroconversion phase (F3) the densitometric profile of the gel showed
lower enzymatic intensity in relation to the seroconversion (F2) and similar to F1, leading us
to suggest that after the 23rd week of infection, the enzymes tend to return to their normal
activity rhythm. In relation to the mean volume in the different phases, it was observed a
larger volume of MMP-2 and a smaller volume of MMP-9. Concerning to latent forms,
proMMP-2 and proMM-9, it were produced only in phases F1 and F3, control and post-
seroconversion, respectively. The presence of proMMP-13 in all animals in F2 could be an
indicator of the infection due to its behavior to stimulate the secretion of others MMPs in case
of need of defense, once at this stage the organism was able to detect the virus and start the
production of antibodies.

Keywords: CAE, proteases ,serum, zymography,



CONSIDERACOES GERAIS

A artrite encefalite caprina (CAE) é uma doenca causada pelos Lentivirus de Pequenos
Ruminantes (LVPRS) que acomete especialmente os rebanhos caprinos leiteiros. A principal
via de transmissdo ocorre atraves da ingestdo de colostro e leite contaminados, além do
contato entre os animais por meio da saliva, secrecdes respiratorias e urogenitais, pelo sémen
e transmissao vertical da matriz para o feto.

Dentre 0s mecanismos de protecdo do organismo frente aos processos infecciosos, dois
merecem destaque: a imunidade adquirida, que € aquela na qual o individuo recebe apds ter
tido contato com certo agente invasor ou microrganismos, produzindo antigeno, que por sua
vez estimula a producgdo de imunoglobulinas ou anticorpos; e a protecdo gque ja nasce com 0
individuo, sistema imune inato, no qual ndo ha& necessidade de um primeiro contato com
substancias ou estruturas exteriores ao organismo, pois este ja reage imediatamente. Este
mecanismo é acionado através de macrofagos, por meio da pele que funciona como uma
barreira e por substancias quimicas nela encontradas, além de um complexo de proteinas.
Dentre as proteinas destacam-se as proteases, e entre elas, as metaloproteinases (MMPs), que
exercem papel importante nos processos fisiologicos como ovulacdo, espermatogénese e em
processos infecciosos como nas doencas tumorais, odontolégicas, diabetes e doencas virais,
como por exemplo, o HIV.

As metaloproteinases consistem em um grupo de varias enzimas que sao classificadas
pela especificidade ao substrato e, principalmente, de acordo com a sua estrutura. As MMPs
estudadas neste trabalho foram as formas ativas MMP-9 e MMP-2 e suas respectivas formas
latentes (proMMP-9 e proMMP-2). Estas duas formas, cujas funcOes estdo diretamente
ligadas a remodelacdo da matriz extracelular, a formagdo de novos vasos sanguineos, em
processos de cicatrizacdo e na formacdo de tecidos, foram recentemente encontradas em
amostras de soro sanguineo e plasma seminal de caprinos infectados cronicamente pela CAE.

Na medicina humana estas enzimas ja estdo em estudo avancado para monitoramento,
controle e diagnostico de doengas bacterianas, virais, diabetes, cancer e na sua progressao,
entre outros. Como na medicina veterinaria 0s estudos ainda sao incipientes, este estudo visa
conhecer o comportamento das MMPs em animais experimentalmente infectados pelo virus
da CAE, uma vez que esta doenca ainda apresenta lacunas a serem esclarecidas quanto ao seu

diagnostico e patogenia.
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O tema abordado sera exposto e discutido ao longo de dois capitulos, nos quais serdo
estudados a presenca e atividade das MMPs no soro sanguineo de caprinos
experimentalmente infectados pelo virus da CAE e sua relacdo com a progressdo inicial da
doenca. No capitulo I teremos consideraces sobre a CAE, protedbmica, metaloproteinases
(MMPs) e zimografia. No capitulo 1l serdo apresentados o comportamento das MMPs e suas
relacbes com a CAE e definido o perfil zimografico no soro sanguineo de caprinos através da
densitometria.
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1. Artrite Encefalite Caprina

A Artrite Encefalite Caprina (CAE) é uma doenca causada por um retrovirus tipo C da
familia Lentivirinae (RADOSTITS et al, 2002) antigenicamente relacionado com o virus da
Pneumonia Progressiva dos Ovinos (OPP) (PUGH, 2004). O virus da CAE é envelopado, de
cadeia simples de RNA, pertencente a familia Retroviridae. Possui carater infeccioso viral,
com distribuicdo cosmopolita, acometendo caprinos de todas as idades, independente do sexo,
raca e tipos de exploracdo (LARA, 2002).

O virus da artrite encefalite caprina (CAEV) foi descrito clinicamente pela primeira vez
em 1959 na Suica, quando caprinos adultos apresentaram artrite cronica (STUNZI et al.,
1964), posteriormente nos EUA o virus foi isolado em amostras oriundas de caprinos por
Cork et al. (1974), que identificaram a doenca como uma leucoencefalomielite infecciosa de
provavel etiologia viral que se caracterizava por paralisia afebril em caprinos de um a quatro
meses de idade. Em 1980 essa enfermidade, artrite encefalite caprina, foi reconhecida como
virose ao observar caprinos adultos que apresentavam manifestagdes evidentes de artrite
crbnica, sendo assim seu agente incluso na familia Retroviridae (CRAWFORD et al.,1980).

Na maioria dos casos estudados observa-se que a infeccdo pelo virus da CAE é
generalizada em racas de cabras leiteiras (PERETZ et al., 1993). Tal generalizacdo tem sido
atribuida a genética, praticas de manejo como administracdo de colostro e leite de uma Unica
cabra para varias crias e também devido a introducao frequente de novos animais no rebanho.
A maioria dos animais sdo infectados em tenra idade, entretanto, quando ocorrem
manifestacdes clinicas, esses sinais se manifestam normalmente em estagios avancados da
doenca, facilitando a existéncia de portadores sadios que favorecem a disseminagédo do virus
no rebanho (SARDI et al, 2012).

A infeccdo ja foi descrita em varias partes do mundo como Europa, Africa, Oceania e
no Continente Americano, podendo ocorrer uma variacdo na soroprevaléncia entre paises e
dentro destes (RADOSTITS et al., 2002). No Brasil, o virus foi constatado inicialmente no
Rio Grande do Sul (MOOJEN et al., 1986). Na regido Nordeste, 0 primeiro registro ocorreu
no Estado do Ceara em animais de ragas leiteiras no municipio de Sobral (PINHEIRO et al.,
1989). Em um levantamento realizado por Melo e Franke (1997) a respeito da soroprevaléncia
do CAEV em rebanhos leiteiros, foi observado na regido metropolitana de Fortaleza-CE
soroprevaléncia de 40,7%. Em outros estados da regido Nordeste, pode-se observar
prevaléncia de 13,40% na Bahia (ALMEIDA et al., 2003); 4,4% no Piaui (PINHEIRO et al.,
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2001), de 11,0% no Rio Grande do Norte (SILVA et al., 2005), de 50,6% no Maranhdo
(ALVES & PINHEIRO, 1997), e de 4,25% em Sergipe (MELO et al., 2003).

A principal via de transmissdo acontece através da ingestdo de colostro e leite
contaminados, observando-se animais jovens infectados devido a presenca de fémeas
positivas no rebanho (PINHEIRO et al., 2001; LARA et al., 2002; PREZIUSO et al., 2003). A
transmissdao também pode ser horizontal através do contato direto e prolongado dos animais
com alimentos contaminados, agua ou racdes e forragens conspurcadas por secrecdes
infectadas pelo virus, fezes, salivas, secrecfes respiratorias, uso seriado de seringas, agulhas,
tatuadores contaminados com sangue de caprinos infectados e secre¢des urogenitais (SMITH
e SHERMAN, 1994). Nesse caso, 0 virus é eliminado juntamente com secre¢des contendo
monacitos/macréfagos, destacando-se aerossois do trato respiratorio (DAWSON, 1987,
MOOJEN, 2001). Dentre as formas de transmissdo conhecidas, estudos relatam que o sémen
pode ser contaminado pelo virus que afeta diretamente os 6rgdos reprodutores ou pelo sangue
e liquidos tissulares que o transportam para estes 6rgéos (HARE, 1985; THIBIER e GUERIN,
2000), tornando o sémen um meio de transmissdo do virus. Geralmente lesdes testiculares em
animais infectados € um fator que influencia na presenca do agente infeccioso (SOUZA,
2010).

Estudos comprovaram também a presenca do virus no sémen em células ndo
espermaticas presentes no ejaculado de animais infectados e dentro do espermatozoide,
representando risco para a transmissdo viral, ja que o sémen ¢é utilizado na monta natural ou
nas biotecnias reprodutivas (ANDRIOLI et al., 1999; TRAVASSOS et al.,1999; PAULA et
al., 2008).

A patogénese da CAE ainda ndo é totalmente compreendida. Estudos mostram que os
macrofagos infectados com o virus proveniente do colostro e do leite sdo absorvidos intactos
através da mucosa intestinal, sendo a infeccdo posteriormente dispersada por todo o
organismo através de células mononucleares infectadas. A replicacdo viral periddica e a
maturagdo dos macrofagos induzem as lesdes linfoproliferativas caracteristicas nos tecidos
alvos, tais como os pulmdes, liquidos sinoviais, plexo coroide e Ubere. A persisténcia do virus
da CAE no hospedeiro é facilitada pela sua capacidade de se tornar sequestrado como pro-
virus nas células hospedeiras. A infeccdo induz uma forte resposta humoral e celular mediada
pelo sistema imune (LOFSTEDT, 2014).

A evolucdo clinica da CAE é lenta e progressiva com um periodo de incubacdo longo,

causando sintomas como artrite, mastite, encefalomielite e pneumonia intersticial
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(CALLADO, 2001). O desenvolvimento, geralmente cronico, causa agravamento progressivo
das lesbes, perda de peso e debilidade, levando o individuo a morte, 0 que gera prejuizos aos
rebanhos caprinos. Até o momento ndo existe tratamento ou vacina, sendo o diagndstico a
unica forma de prevencdo desta enfermidade (PINHEIRO et al., 2001, MARTINEZ et al.,
2010).

A doenca causa perdas na reducdo dos lotes de animais e do lucro, s&o perdas indiretas e
ocorrem em decorréncia da desvalorizacao dos rebanhos e devido as barreiras comerciais para
produtos de multiplicacdo animal (matrizes, reprodutores, sémen e embrides), dentre outras.
De acordo com Brito (2009) e Carneiro (2011) a dispersdo do CAEV vem causando aos
rebanhos diminuicdo da vida produtiva, predisposi¢cdo para infec¢bes bacterianas, sobretudo
na glandula mamaria, crescimento deficiente e aumento da taxa de mortalidade das crias.
Segundo Castro (1998), as perdas causadas pela CAE estdo relacionadas com a prevaléncia da
infeccdo, distribuicdo do efetivo caprino e sua organizacdo produtiva.

A melhor forma de evitar as perdas e combater a doenga seria detectando o virus
precocemente nos rebanhos (ALMEIDA et al., 2003), pois ndo existem vacinas disponiveis e
método terapéutico eficaz. O controle seria a realizacdo da sorologia a fim de identificar
animais positivos, levando sempre em consideracdo fatores como soroconversdo tardia,
laténcia viral e laténcia sorolégica (PINHEIRO et al., 2010). Caprinos podem ser
considerados livres da doenca quando apresentarem pelo menos dois resultados consecutivos
de sorologia negativa com intervalo minimo de seis meses (SANTA ROSA, 1996).

Para o diagndstico dos lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR), os métodos
soroldgicos mais empregados sdo: o teste de Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA), o
ensaio imunoenzimatico indireto (Elisa-i), o Western Blotting (WB) e a Reacdo de Cadeia
Polimerase (PCR).

O IDGA é recomendado pela OIE (Oficce International dés Epizooties), por ser de facil
aplicabilidade e ndo exigir equipamentos nem instalacdes sofisticadas, alem de ser a forma de
diagnostico mais utilizado em todo mundo, principalmente em programas de controle da
doenca que ja sdo empregados em varios paises (MOOJEN, 2001).

O Elisa-i é usado para a deteccdo e/ou quantificacdo de anticorpos em amostras de soro,
com destaque em estudos soroepidemioldgicos. A especificidade dessa prova é garantida
principalmente pela qualidade do antigeno adsorvido a placa (MADRUGA et al., 2001). O
WB baseia-se na formacdo de um complexo antigeno-anticorpo que é visualizado por meio da

aplicacdo de um conjugado enzimatico, ao qual se adiciona um substrato que reage com a

20



enzima, dando cor a reacdo (BJERRUM e HEEGAARD, 1988). Apresenta como vantagem
menor ocorréncia de reacles inespecificas, 0 que reduz o aparecimento de resultados falso-
positivos (ZANONI et al., 1989).

A PCR tem sido utilizada em alguns laboratorios de forma mais restrita, pois é ainda um
teste caro, porém possui alta sensibilidade e especificidade, sendo indicado para animais de
valor e para aqueles nos quais o resultado de outros testes ndo tenham sido conclusivos
(RIET-CORREIA et al., 2001).

2. Agente Etiologico

Os lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) sdo retrovirus ndo oncogénicos,
caracterizados por possuir longo periodo de laténcia no organismo animal sem que haja
qualquer sinal clinico por meses ou anos (STRAUB, 2004), ocasionando enfermidades de
curso progressivo como artrite encefalite caprina (CAE) em caprinos e Maedi-Visna (MV) em
ovinos (ADAMS & CRAWFORD, 1980; PASICK, 1998). Também apresenta similaridade
com o virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (QUINN et al., 2005)

O CAEV pertence ao género Lentivirus, da familia Retroviridae, com tamanho entre 80-
100 nm de didametro. Possui capsideo cilindrico e ndo icosaédrico diferenciando-o dos outros
retrovirus. Seu material genético é composto de duas fitas simples de acido ribonucléico
(RNA) envolvido por um envelope derivado da membrana da célula hospedeira (LEROUX et
al., 2010). O envelope viral € composto por uma dupla camada de lipideos, nas quais sao
inseridas diversas glicoproteinas codificadas pelo virus, além de uma grande quantidade de
4cidos sialicos em sua superficie (HUSO et al., 1988). E essa quantidade de é&cido que
dificulta a acdo dos anticorpos neutralizantes, o que ocasiona falha do sistema de defesa do
hospedeiro, e esse mesmo fato, indiretamente, potencializa a infecgdo persistente (ADAMS et
al., 1980).

A infeccdo pelo virus ocorre principalmente pelas células do sistema mondcito-
fagocitario, sendo os macrofagos preferencialmente infectados, o que possibilita sua
disseminacdo pelo organismo animal (LARA et al., 2005). Quando o virus penetra nas células
a partir do RNA viral ocorre a transcriptase reversa que gera 0 DNA de dupla fita (provirus)
na qual ira integrar-se a0 DNA cromossémico da célula hospedeira (DAWSON, 1987). Na
primeira fase a replicacdo fica restrita, sem que haja a producdo de proteinas e particulas
virais, propiciando ao virus periodo de laténcia nos mondcitos dos hospedeiros sem ser

detectado pelo sistema imune (PUGH, 2004; PAULA et al., 2008). Desta forma, monadcitos
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infectados que ndo expressaram o virus sdo transportados até o cérebro, pulmdes, articulacdes
e outros 6rgdos, onde irdo maturar para macréfagos ativando a expressdo do gene viral,

ocasionando a producdo do virus nestes 6rgdos (CLEMENTES et al., 1994).

3. Resposta imune e diagnostico da CAE

Apesar de ocorrerem respostas imunoldgicas celulares e humorais especificas
desenvolvidas pelos animais infectados frente ao virus, ndo é possivel prevenir a infeccao
persistente e muito menos a capacidade de transmissdo do virus através do animal durante
toda a vida (DAWNSON, 1989), uma vez que a producédo de anticorpos e sua concentracdo no
sangue de um animal infectado séo influenciadas por situacdes de estresse, condi¢do alimentar,
idade e presenca de outras doencas (FRANKE, 1998). Alem disso, observa-se que alguns
animais infectados apresentam tardiamente anticorpos detectaveis por testes soroldgicos
(RIMSTAD et al., 1993).

A partir do momento que um animal é contaminado por um lentivirus, até que ocorra a
soroconversao, existe um intervalo de tempo que pode variar de animal para animal,
ocorrendo durante semanas, meses ou até anos, havendo ainda a possibilidade da sororeversédo
(HANSON et al., 1996). No entanto, na maioria dos casos, a partir da terceira semana pds
infeccdo € possivel detectar algum tipo de resposta imune relacionada contra a proteina do
capsideo (p25 ou p28) (HOUWERS e NAUTA, 1989) e producdo de anticorpos de outros
tipos de proteinas em torno da quinta semana (DE LA CONCHA-BERMEJILLO et al., 1995).
Geralmente as imunoglobulinas da classe G (IgG) do tipo 1 e 2 sdo as comumente produzidas
pelo organismo do animal infectado (OLIVEIRA, 2007).

O primeiro teste para usado para diagnostico da CAE foi o Imunodifusdo em Gel de
Agar (IDGA), o qual foi disponivel por varias décadas, no entanto, os resultados ndo se
mostraram acurados, sendo, portanto, adotados testes adicionais para detectar anticorpos para
0 CAEV, dentre eles os testes ELISA, WB e radioimunoensaio (RIA). Apesar da PCR
identificar animais portadores de lentivirus caprinos antes da soroconversao, relatos mostram
gue ap0s esta, 0 teste apresenta-se menos sensivel quando comparada aos testes soroldgicos,
de forma que se recomende a associagdo de outros testes em um programa de monitoramento
e controle da enfermidade (DE ANDRES et al., 2005; ANDRIOLI et al., 2006).

Novos estudos mostram que a protedmica pode vim a ser uma ferramenta que auxilia os
testes j& conhecidos, afim de possibilitar maior acuracia. Esse fato, pode ser observado no

experimento realizado por Bezerra Jr. et al (2015), utilizando a zimografia em amostras de
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soro sanguineo de caprinos infectados cronicamente pelo CAEV, na qual foi possivel observar
elevada atividade de metaloproteinases do tipo 2 nas suas formas latentes e ativas sugerindo
que a presenca dessas enzimas no processo inflamatorio em animais com e sem
sintomatologia articular, pode ser utilizada como biomarcadores no monitoramento da
infeccdo, e que a analise densitométrica dos zimogramas mostra ser uma ferramenta

complementar na avaliagdo clinica do grupo estudado.

4. Protedmica

A protedmica visa caracterizar o conjunto de proteinas expressas em células, tecidos, e
fluidos corporais em dado momento, sendo o equivalente proteico do genoma (WILKINS et
al., 1996). Estudos j& vém sendo realizados desde o final da década de 1970, quando
pesquisadores iniciaram a formacdo de bancos de dados de proteinas utilizando a técnica de
eletroforese de gel bidimensional (O" FARREL, 1975). Esse estudo resultou na catalogagéo
extensiva de manchas nos géis bidimensionais chamadas de “spots” para criar bancos de
dados das proteinas expressas. Essa técnica € importante, pois permite estudar as proteinas,
moléculas que controlam a maioria dos processos celulares que ocorrem em grande
diversidade, podendo agir como enzimas, anticorpos, horménios, componentes estruturais e
receptores celulares (AEBERSOLD e MANN, 2003). Além disso, a técnica pode ajudar em
testes de diagnosticos de algumas doencas, e ja estd avancada no diagndstico de viroses,
diabetes e cancer na espécie humana, embora nos animais os estudos ainda séo incipientes.

Como a protedmica proporciona o estudo das proteinas expressas, dentre elas
encontram-se as enzimas ou proteases, no caso em particular as Metaloproteinases (MMPs)
que situam-se na matriz extracelular e estdo envolvidas em processos fisiologicos e
patoldgicos visando a remodelagéo das células. Portanto, a caracterizacdo da resposta imune
através da analise da atividade enzimatica podera contribuir para melhor conhecimento da

acdo do patdgeno e da reacdo do hospedeiro frente ao agente infeccioso (PEREIRA, 2014).

5. Proteases

Os mediadores da resposta inflamatoria sdo variados e dentre eles encontram-se as
enzimas proteoliticas ou proteases, que em geral pode ser definida como uma enzima que
hidrolisa ligacGes peptidicas. Elas, junto aos seus inibidores, desempenham papel-chave nos

processos fisiologicos, como migracdo e sinalizacdo celular, remodelacdo da superficie de
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células e tecidos e também nas condicBes patoldgicas, como: cardiovascular e doengas
neurodegenerativas, doencas artriticas, infecgdo e cancer, sendo assim de grande importancia
como potenciais alvos terapéuticos (PEREIRA, 2014).

De acordo com a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB)
estas enzimas estdo distribuidas em seis diferentes familias, classificadas de acordo com a
massa molecular, suas propriedades elétricas e sua especificidade ao substrato, destacando-se
as metaloproteases, que envolvem as gelatinases (FREDERIKS e MOOK, 2004). As
gelatinases atuam no processo de degradacdo e de sintese da matriz extracelular (MEC),
estruturas que ocupam 0s espacos entre as células de um tecido, vindo a organiza-las, sendo,
portanto, fundamentais nos processo de migracao celular como locomogéo das células dentro
dos tecidos ou para outros tecidos. A MEC também se faz presente em processos fisiologicos
e patoldgicos como ovulagdo, implantagdo do Ovulo fertilizado, reparacdo de feridas,
remodelagdo Ossea, formacdo de cicatriz, e invasdo de tumores e metastases (BIRKEDAL-
HANSEN et al., 1993).

6. Metaloproteinases da Matriz (MMPs)

As Metaloproteinases da Matriz (MMPs) sdo um grupo de enzimas, endopeptidases,
responsaveis pela degradacdo dos componentes da matriz extracelular e das membranas basais.
Sdo secretadas por pro-enzimas, e liberadas por neutrofilos, mondcitos, macrofagos,
fibroblastos, podendo ser secretadas pelas células tumorais em resposta a uma variedade de
estimulos (WOESSNER, 1991). Sua descoberta provavelmente aconteceu durante um
experimento no ano de 1962, quando Gross e Lapierre (1962) encontraram uma enzima ativa
na cultura de fragmentos da pele de ratos, a qual degradou a tripla hélice do colageno tipo |
maduro.

A familia das MMPs é composta de 24 proteinas divididas em colagenases (MMP-1, 8
e 13), gelatinases (MMP-2 e 9), estromelisinas (MMP- 3, 7 e 10), matrilisinas (MMP-7 e 26),
MMPs tipo membrana (MMP-14, 15, 16, 17 e 24) entre outras MMPs, representadas na figura
1 (VISSE et al., 2003). S&o classificadas pela especificidade ao substrato e de acordo com sua
estrutura. Todas as MMPs contém ions zinco (Zn++) no sitio de acdo catalitica e requerem
fons calcio (Ca™) para sua estabilidade e atividade, sendo, por isso, denominadas enzimas
metalodependentes (SOUZA e LINE 2002).
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Figura 1: Classificacdo das MMPs de acordo com os sitios de ligagdo. Fonte: S. Loffek et al.,
(2011).

Em particular, as MMPs estdo envolvidas na degradacdo da matriz extracelular (MEC) e
atuam no controle regulatério em vérios niveis, incluindo a transcricdo, estabilidade do
RNAm, a traducdo, secrecdo, ativacdo de pré-enzimas, degradacao e inibicdo, via endogena,
pelos inibidores especificos conhecidos como inibidores teciduais de metaloproteinases ou
TIMPs (STETLER-STEVENSON et al.,, 2008). Atuam também em processos como a
morfogénese, desenvolvimento tecidual, reparo tecidual e angiogénese (KAHARI e
SAARIALHO-KERE, 1997).

As gelatinases A (MMP- 2) e B (MMP-9) séo dois membros intimamente relacionados
da familia MMP que degradam colageno desnaturado ou gelatinas (VISSE et al., 2003). A
MMP-2 e MMP-9 apresentam, respectivamente, peso molecular de 72 kDa na forma latente e
66 kDa na forma ativa e 92 kDa na forma latente e 83 kDa na forma ativa. A MMP-2 é capaz
de degradar a gelatina, os colagenos dos tipos I, IV e V, a elastina e a vibronectina, sendo
amplamente expressa nas células do tecido conjuntivo (STAMENKOVIC, 2000). Atua na
migracdo celular, sendo responsavel pela degradacdo direta da membrana basal (KLEIN et al,
2000). Ja a MMP-9 ¢ expressa quando ocorrem situacfes que necessitam da remodelacdo de
tecidos, como no desenvolvimento, na cicatrizacdo de feridas e na invasdo tumoral
(STAMENKOVIC, 2000; KLEIN et al., 2000).

Acredita-se que as MMPs atuam no desenvolvimento embrionario, na artrite, na
angiogénese, na morfogénese, na reproducdo, na reabsorcdo e na remodelacdo do tecido, no

crescimento de tumores, na invasao progressiva, na metastase, atraves da quebra da MEC, nas
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proteinas de superficie celular, nos fatores de crescimento de transformacéo, nas citocinas, e
nas quimiocinas (WOESSNER, 1991). Essa participacdo em diversos eventos bioldgicos
deve-se ao fato de que elas podem influenciar potencialmente o comportamento celular
através de algumas acgdes, como clivagem de proteinas que fazem a adesédo célula — célula,
liberacdo de moléculas bioativas na superficie celular ou por clivagem de moléculas presentes
na superficie celular, as quais transmitem sinais no ambiente extracelular (ARAUJO et al.,
2011).

Estas enzimas sdo controladas por meio dos inibidores especificos, conhecidos como
inibidores teciduais de MMPs (TIMPs). As TIMPs sdo proteinas pequenas e multifuncionais
que regulam ambas as fun¢des das MMPs. O equilibrio entre a producdo de MMPs e a de
TIMPs representa um ponto principal para manter a homeostase da matriz extracelular, sendo
possivel a instalacdo de um processo patoldgico da matriz extracelular quando houver excesso
de atividade das MMPs nos tecidos (OLLIVIER et al, 2007).

Existem quatro tipos de TIMPs: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4, com o tamanho
aproximado de 23 kDa (SCHULZ, 2007). Estes se ligam as MMPs através da proporcao
molar estequiométrica 1:1 e, portanto, formam um sistema importante para o controle da
atividade enddgena das MMPs in vivo. Ao se ligarem as metaloproteinases, os TIMPs
blogueiam o sitio ativo, impedindo o acesso ao substrato especifico (SPINALE et al., 2000).

A perda de controle da atividade das MMPs tem sido implicada no aparecimento de
algumas doencas, tais como artrite reumatoide e osteoartrite (CAWSTON et al., 1996) e
invasdo tumoral (LIOTTA et al., 1991). Esses dados nos leva a acreditar que a presenca das
MMPS em processos inflamatorios em animais com e sem sintomatologia articular, pode ser

utilizada como biomarcadores no monitoramento de infecgdes como as lentiviroses.

7. MMPs no soro sanguineo

A presenca das MMPs no soro sanguineo deve-se ao fato destas enzimas serem
secretadas por componentes presentes do sistema circulatorio e imunologico, tais como
neutrofilos, mondcitos, macréfagos, fibroblastos, podendo também ser secretadas pelas
células tumorais em resposta a uma variedade de estimulos (WOESSNER, 1991). Durante a
fase de cicatrizacdo, segundo Brown e Hook (1971), as proteases e colagenases séo liberadas
por células epiteliais, por fibroblastos e leucocitos e agem no sentido de remover células

mortas e débeis.
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Estudos tém comprovado a acdo da MMP-9 como responsavel pela liberacdo da forma
biologicamente ativa do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), o qual desempenha
papel importante na angiogénese. Este processo, juntamente com a capacidade da enzima em
realizar a degradacdo proteolitica da membrana basal, indica que a MMP-9 tem um papel
importante na formacéo de novos vasos sanguineos (KLEIN et al., 2011).

Bezerra Junior et al. (2015) trabalhando com soro sanguineo de reprodutores caprinos
cronicamente infectados pela CAE na regido Semiarida do Brasil, observaram atividade da
pro-MMP-2 e MMP-2. Neste estudo, apenas um animal soropositivo apresentou artrite
aparente, através da medicdo articular, mas com atividade das MMPs similares aos demais
animais do grupo, 0 que sugere a existéncia de processo inflamatério em todos os animais

estudados, evidenciado através da elevada atividade das MMPs no sangue.

8. Zimografia

Véarios métodos tém sido desenvolvidos para avaliacdo das formas ativas e latentes de
enzimas proteoliticas em amostras bioldgicas, entretanto, a zimografia € um dos métodos mais
usados por ser o mais completo, capaz de detectar formas ativas e latentes das MMPs e
quantificar a atividade enzimatica, além de apresentar alta sensibilidade para diferentes
classes de MMPs e baixo custo em comparacao a outras técnicas (SNOEK-VAN BEURDEN
e VON DEN HOFF, 2005).

A zimografia € uma técnica eletroforética em gel desnaturante de poliacrilamida,
copolimerizado com dodecil sulfato de s6dio (SDS) e com o substrato preferencial da enzima
em andlise. A corrente elétrica usada possibilita a migracdo das MMPs no gel e sua separacao
pela diferenca do tamanho molecular. Dependendo do substrato utilizado, diferentes MMPs
podem ser especificamente detectadas (KUPAI et al., 2010).

Inicialmente a técnica foi desenvolvida usando gelatina como substrato para mensurar a
atividade enzimatica das gelatinases, as MMP-2 e MMP-9. Porém, protocolos que utilizam a
caseina, por exemplo, podem detectar a presenca da MMP-1, MMP-7, MMP-11, MMP-12 e
MMP-13, e protocolos de colageno detectam a MMP-1 e MMP-13, mas também das MMP-2
e MMP-9 (SNOEK-VAN BEURDEN e VON DEN HOFF, 2005; KUPAI et al., 2010).

A técnica zimografica é composta por varias etapas, dentre elas pode-se destacar a
desnaturacéo e inativacdo das MMPs no gel devido a presenca do SDS durante a eletroforese.
Apos essa etapa, as enzimas sdo renaturadas atraves da lavagem do gel e retirada do SDS

(FIETZ et al., 2008). A identificagcdo das bandas ocorre pela diferenga do peso molecular das
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formas latentes e ativas através da coloracdo do gel. O resultado final corresponde a presenca
de bandas de atividade proteoliticas claras, que podem ser quantificadas, entre outras formas,
por densidade dos pixels (LA ROCCA et al., 2004).
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CAPITULO 1

ANALISE ZIMOGRAFICA DAS METALOPROTEINASES NO SORO SANGUINEO
DE CAPRINOS EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS PELA CAE
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RESUMO

A artrite-encefalite caprina (CAE) é uma enfermidade que acomete caprinos de qualquer raca,
sexo e idade, possui extenso periodo de incubacao e se enquadra no grupo dos Lentivirus de
Pequenos Ruminantes (LVPR), causando prejuizos a caprinocultura, necessitando de
vigilancia epidemiolodgica constante devido a sua dispersdo mundial. Algumas enzimas como
as metaloproteinases tém sido estudadas na remodelagdo da matriz celular nos processos
fisioldgicos e patoldgicos, estando envolvidas em processos infecciosos virais e tumorais.
Nesse contexto, estdo sendo investigadas como possiveis biomarcadores. Objetiva-se nesse
trabalho avaliar o comportamento das metaloproteinases e sua atividade no soro sanguineo de
caprinos experimentalmente infectados pelo virus da CAE. Foram utilizados 5 reprodutores
caprinos de racas leiteiras com idade variando de trés a quatro anos, sendo a soronegatividade
obtida apds trés testes consecutivos de Western Blotting (WB) e de Nested-PCR (PCRn) no
sangue, com intervalo de 30 dias. Os animais foram infectados pela cepa viral CAEV-Cork,
titulo 10°° TCIDso/mL por via intravenosa. O sangue foi coletado através de puncéo da veia
jugular e o soro sanguineo obtido por centrifugacdo. As amostras foram coletadas antes da
infeccdo (F1) e, a cada semana pds-infeccdo. O PCR foi utilizado para comprovar se 0s
animais eram livres da CAE e o WB para monitoramento da soroconversdo através da
dectacdo de anticorpos. Levando em consideracdo o tipo de enzima encontrado para cada fase
(F1,F2 e F3) estudada, pode-se observar que na F1, antes da infec¢do, os cinco animais
apresentaram as enzimas proMMP-9 e a MMP-2. Na fase da soroconverséo (F2) as proteases
encontradas foram as MMPs 2 e 9 e a proMMP-13 para todos 0s animais, sendo esta ultima
presente apenas nos animais que soroconverteram pela primeira vez. No grupo da pos-
soroconversao (F3), observa-se a presenca das MMPs 2 e 9 e suas respectivas formas latentes.
Sugere-se que a atividade enzimatica no soro sanguineo mostrou um comportamento padréo
que podera ser utilizado como referéncia em animais recentemente infectados, além de
ressaltar a presenca da proMMP-13. Conclui-se, portanto, que a atividade enzimaética das
MMPs podera vir a ser uma ferramenta complementar no diagnostico da CAE em infeccdes
recentes.

Palavras-chaves: lentivirus, MMPs, pequenos ruminantes, proteémica, zimografia
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ABSTRACT

Caprine arthritis encephalitis (CAE) is a disease that affects goats of any breed, sex and age,
having an extensive incubation period. It's classified in the Small Ruminant Lentivirus
(LVPR) group, causing losses to goat breeding, requiring epidemiological constant
surveillance due to its worldwide dispersion. Some enzymes such as metalloproteinases
(MMPs) have been studied in the remodeling of the cellular matrix involved in the
physiological and pathological processes, being activated in viral and tumor infectious
processes. The objective of this study was to evaluate the behavior of metalloproteinases and
their activity in blood serum of goats experimentally infected by CAE virus. Five goats from
dairy herds aging three to four years old were used, and the seronegativity to CAEV was
obtained after three consecutive Western Blotting (WB) and Nested-PCR (PCRn) tests in the
blood, at 30-day interval. The animals were infected by CAEV-Cork virus strain, titer 10°°
TCIDso / ml intravenously. Blood was collected by puncturing the jugular vein and the blood
serum obtained by centrifugation. Samples were collected before infection (F1) and every
week post-infection. PCR was used to identify whether the animals were free from CAE and
WB for monitoring seroconversion through antibody detection. In the phase 1, before
infection, the animals presented the enzymes proMMP-9 and MMP-2; in the seroconversion
phase (F2) it were found the proteases MMPs 2 and 9 and proMMP-13 for all animals, being
the last one only present in the animals that seroconverted for the first time. In the post-
seroconversion phase (F3), it were observed the presence of MMPs 2 and 9 and their
respective latent forms. It is suggested that enzymatic activity in blood serum showed a
standard behavior that could be used as reference in infected animals, and in addition to
highlighting the presence of proMMP-13. It is concluded, therefore, that MMPs activity may
be used as a tool to complement the diagnosis of CAE in recent infections.

Keywords:, lentivirus, MMPs, proteomics, small ruminants, zymography,
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1. INTRODUCAO

A Artrite Encefalite Caprina (CAE) é uma doenca causada por lentivirus de pequenos
ruminantes (“Small Ruminant Lentiviruses” - SRLV) e tem sido responsavel pela perda de
reprodutores e matrizes de alto valor genético. Para caprinocultores a presenca de animais
assintomaticos esta diretamente ligada a baixa produtividade, representando uma séria ameaca
a sanidade dos rebanhos. Por outro lado, o sacrificio dos animais é inviavel, levando-se em
consideracdo os prejuizos econdmicos pela perda de producdo e genética (PINHEIRO et al.,
2004).

Para tentar evitar esse prejuizo e como alternativa de diagndstico e controle da CAE, a
protedmica surge como uma ferramenta avancada, estudando moléculas envolvidas na reacéo
do sistema imune inato frente as infec¢bes causadas por bactérias e virus, estudos esses ja
avancados na espécie humana. Também possibilita caracterizar conjuntos de proteinas e
proteases expressas em um dado momento, além de complementar os estudos sobre a biologia
molecular das células (WILKINS et al., 1996). As metaloproteinases sdo enzimas zinco
dependentes ligadas a processos fisiologicos e patoldgicos no organismo animal. Elas se
encontram expressas naturalmente em processos como embriogénese, ovulacdo, angiogénense,
espermatogénese, etc, como também em patologias como cancer e metastases, diabetes, HIV,
periodontites, sendo portanto, muito explorada na medicina humana. As metaloproteinases
estdo sendo alvo de estudos pela comunidade cientifica desde 1990. Dai em diante, de acordo
com Zitka et al. (2010), houve uma ascensdo dos estudos, em especial na espécie humana,
vindo a serem publicados até 2010, em torno de 4500 artigos.

Dentre as proteases expressas, destacam-se as Metaloproteinases da Matriz (MMPSs) que
participam como mediador do processo inflamatorio, viabilizando, desta forma, o
monitoramento e o prognostico de doengas, podendo vir a ser potenciais biomarcadores para
complemento do diagnostico de infeccBes, assim como ser 0 elo para descobrir possiveis
antivirais. Portanto, o objetivo deste trabalho foi conhecer o comportamento das MMPs no

soro sanguineo de caprinos infectados experimentalmente pelo virus da CAE.
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2. MATERIAL e METODOS

2.1 Periodo e Local

O estudo foi conduzido na Embrapa Caprinos e Ovinos, localizada no Municipio de
Sobral, na regido Norte do Estado do Ceard. A Regido esta situada a 111 metros de altitude,
3°45°0,5” de latitude sul e 40°20°45,8 de longitude Oeste. O experimento foi realizado nos

meses de setembro de 2015 a agosto de 2016.

2.2 Animais experimentais

Foram utilizados 5 reprodutores caprinos de ragas Saanen e Anglo Nubiano com
idade variando de trés a quatro anos, sendo a soronegatividade obtida apos trés testes
consecutivos de Western Blotting (WB) e de Nested-PCR (PCRn) no sangue, com intervalo
de 30 dias. Todos os animais apresentavam bom estado de salde, de acordo com exame
clinico geral realizado segundo Diffay et al., (2005). Os mesmos foram mantidos durante todo
0 periodo experimental (270 dias) em regime intensivo de producdo, alojados em baias
coletivas de um aprisco parcialmente coberto localizado com orientacdo leste/oeste, e
recebendo concentrado (300 g/animal) e volumoso a base de capim elefante (Pennisetum
purpureum) picado fornecidos no cocho, além de &gua e sal mineral ad libitum.

O experimento foi realizado de acordo com 0s principios éticos da experimentacao
animal, sendo submetido e aprovado no dia 17 de dezembro de 2014 pelo Comité de Etica no
Uso de Animais — CEUA UVA, recebendo o nimero de protocolo 001.04.013.UVA.505.01.

2.3 Inoculagéo Viral

Os reprodutores selecionados e livres do CAEV foram inoculados com um mililitro de Meio
Essencial Minimo (MEM) contendo a cepa viral CAEV-Cork, titulo 10°® TCIDso/mL, por via
intravenosa, havendo dai em diante, acompanhamento semanal através do WB até a
soroconversdo. O preparo do inéculo viral foi realizado no Laboratério de Virologia, segundo
Guedes (1999), utilizando-se amostra viral padrdo (CAEV-Cork), replicadas em células de
membrana sinovial caprina (MSC), e obtidas por explantacdo. Os sobrenadantes desses cultivos
celulares inoculados foram titulados em microplacas, por diluicbes decimais em MEM com 2% de
soro fetal bovino (SFB), usando-se oito repeticdes (pocos) por diluicdo. Em cada pogo distribuiu-
se 50uL da diluigdo viral e, apds uma hora de incubacdo a 37°C em 5% de atmosfera de CO2,

foram adicionados S0ulL da suspensdo de células de MSC. Aos quatorze dias pds-inoculagéo,
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obteve-se o titulo segundo a técnica de Reed & Muench (1938) e calculada a dose infectante com
a titulacdo viral de 10>°TCIDso/mL.

2.4 Coleta de Sangue

As coletas de sangue foram feitas por puncdo da veia jugular utilizando-se sistema
vacutainer®, em tubos de 10 mL sem anticoagulante, e em seguida, centrifugado por 10
minutos a 3000x g, a fim de separar o soro, que foi devidamente armazenado em tubos

eppendorf® de 2,5 mL e estocado em freezer a -20 °C para serem usados nos testes.

2.5 Experimento

Antes da inoculacdo viral foram realizadas duas coletas e apo6s a inoculacdo 27 coletas
semanais, as quais foram utilizadas no experimento. Foram realizados nove géis utilizando a
técnica de zimografia, de acordo com o resultado do WB. Apds os resultados obtidos
distribuiu-se as amostras em trés etapas ou fases:

e Preé-infeccdo (F1): amostras coletadas uma semana antes da inoculacéo viral;

e Soroconversdo (F2): terceira semana ap0s inoculacdo viral, correspondendo a

primeira soroconversdo para todos 0s animais.

e Pos-soroconversdo (F3): vigésima terceira semana apOs inoculacdo viral,

independente de soroconversao.

2.6 Testes laboratoriais

2.6.1 Quantificacdo das proteinas totais do soro sanguineo

A concentracédo proteica foi determinada pelo método descrito por Bradford (1976) que
se baseia na ligacdo do corante Coomassie Brilliant Blue G250 as proteinas, com formagao de
coloracdo azul. A presenca de proteinas foi observada através de espectrofotdmetro FP-901
(Chemistry Analyser Labsystems) pelo método de absorvancia, utilizando-se o comprimento
de onda de 595 nandmetros (nm), em triplicata, usando a albumina sérica bovina (BSA) para
criar uma curva padrdo. Esta curva também chamada de curva analitica de calibragdo, foi
construida a partir de solucéo padrdo, com concentra¢@es conhecidas (0, 3,5,8,10,13,18,15,20
mg) de BSA. Portanto, a quantificacdo da concentracdo de proteinas totais do soro sanguineo
foi obtida com o cruzamento dos dados obtidos no espectrofotdmetro com os da curva.
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2.6.2 Zimografia

Para realizagdo da zimografia as amostras do soro sanguineo foram solubilizadas em
tampdo de amostra de forma que a concentracdo final fosse 2ug/uL, utilizando assim
aliquotas de 10puL em cada poco do gel. Utilizou-se gel de poliacrilamida a 12,5%,
polimerizados com gelatina, (2 mg/mL), segundo protocolo descrito por Kupai et al. (2010) e,
submetidas a eletroforese (170V; 1A; 300W) por um tempo que varia de 50 minutos a 1 hora
e 10 minutos (adaptado de LAEMMELL, 1970).

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

Os géis tiveram suas imagens escaneadas e foram avaliados através do Doc-IT® LS
Image Analysis Software 6.0. Como padrdo, utilizou-se o LMW-SDS marker kit (GE
Healthcare - 94: fosfolipase b; albumina sérica bovina: 67; ovalbumina: 43; anidrase
carbonica: 30; inibidor de tripsina de soja: 20,1; lactoalbumina: 14,4) para calibracdo da
eletroforese. Através desse software, foram analisados 0s pesos moleculares. Para avaliacdo
dos picos densitométricos e volume médio (pixels) utilizou-se o sofware Gel Analyzer versédo
2010.

3. ANALISE ESTATISTICA
Realizou-se a analise estatistica descritiva, analisando-se a presenca e auséncia de bandas

enziméticas nos géis. O valor do volume médio e a intensidade (pixels) para cada enzima foi

obtida através do sofware Gel Analyzer verséo 2010.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através do WB foi possivel observar no soro dos animais experimentalmente
infectados a primeira soroconversdo na terceira semana pdés-inoculacdo viral (Tabela 1). Na
pds-soroconversdo, mais precisamente na 23° semana de coleta, observou-se que apenas um
animal apresentou resultado negativo para a CAE, enquanto 0s outros continuaram
soropositivos.

Hanson et al. (1996) observaram que a partir da infeccdo natural pelo lentivirus até a
ocorréncia da soroconversdo, existe um intervalo de tempo que pode variar de animal para
animal, ocorrendo durante semanas, meses ou até anos, havendo ainda a possibilidade da
sororeversao. Segundo Morpeth et al., (2006), a maioria dos casos de individuos infectados
pelo HIV tendem a soroconverter dentro de trés semanas, embora casos muito raros sejam
relatados de que a soroconversdo ndo ocorra por até um ano. Essa variacdo quanto a
soropositividade ocorre pelo fato de que o virus da CAE apresenta tropismo por mondcitos e
macrofagos, que funcionam na replicacdo viral e como meio de distribuigdo. A “replicagao
restrita” permite que o virus permaneca em laténcia nos mondcitos do hospedeiro e ndo seja

detectavel pelo sistema imune (PUGH, 2004).

Tabela 1. Resultados do WB nas diferentes fases experimentais ne soro sanguineo de
reprodutores caprinos infectados experimentalmente pelo virus da Artrite Encefalite Caprina
(CAEV).

Animal
Fases 1 2 3 4 5
PRE-INFECCAO - - - - -
SOROCONVERSAO + + + + +
POS-SOROCONVERSAO + - + + +

O presente estudo identificou nos caprinos experimentalmente infectados pelo virus da

CAE, a presenga das formas ativas MMP-2 (64-66 kDa) e MMP-9 (80-84 kDa), assim como
suas respectivas formas latentes proMMP-2 (72-75 kDa) e proMMP-9 (92 kDa), além da
proMMP-13 (48 kDa). Estas enzimas podem ser visualizadas nas areas claras do gel
indicando seu processo proteolitico (Figura 2; A, B e C). Em humanos esses achados foram
vistos por BAUMAN et al., (2002); SEABRA, 2006, TENTES et al., (2007), em ratos
(DALMOLIN et al., 2007; BELHONICE et al., 2010) e em cdes (SAENGSOI et al., 2011).
Apesar das formas de MMPs citadas, encontrou-se também enzimas de maior peso molecular
que ndo foram estudadas em virtude da escassez de dados. Esse trabalho, portanto, dedicou-se
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a0 estudo das MMPs ja conhecidas. Também Bezerra e colaboradores (2015) encontraram

enzimas de alto peso molecular em caprinos cronicamente infectados pela CAE.

Padio .t .2 3 4 3

Padrio L 2 3 4 5

Figura 2. Atividade enzimatica das metaloproteinases no soro sanguineo de caprinos experimentalmente
infectados pela CAE. (A) Pré-infeccdo (F1); (B) Soroconversdo (F2), (C) Pdés-soroconversdo (F3); (1-5)
corresponde aos animais experimentais. Como padréo, utilizou-se 0 LMW-SDS marker kit (GE Healthcare - 94:
fosfolipase b; albumina sérica bovina: 67; ovalbumina: 43; anidrase carbonica: 30; inibidor de tripsina de soja:
20,1; lactoalbumina: 14,4) para calibracdo da eletroforese.

Levando em consideracdo o tipo de enzima encontrado para cada etapa experimental,
pode-se observar que na F1, controle, os cinco animais apresentaram as enzimas proMMP-9 e
a MMP-2. J& a enzima MMP9 esteve presente em trés animais e a proMMP-2 apenas em um
animal (Tabela 2), sugerindo que as MMPs 2 e 9 e suas respectivas formas latentes participam

de processos fisioldgicos em caprinos sadios.
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Tabela 2. MMPs observadas no grupo controle através da zimografia em amostras de soro
sanguineo de reprodutores caprinos infectados experimentalmente pelo virus da Artrite
Encefalite Caprinos (CAEV).

FASE PRE-INFECCAO (F1)

ANIMAL 1 2 3 4 5
ProMMP-9  proMMP-9  ProMMP-9  ProMMP-9  ProMMP-9
MMP-9 MMP-9 MMP-9 - -
MMPs
MMP-2 MMP-2 MMP-2 MMP-2 MMP-2
- - ProMMP-2 - -

A atividade das diferentes formas de MMPs na F1 pode ser explicada pelo fato de que
essas enzimas proteoliticas sdo controladas por mecanismos distintos, e sua forma ativa ou
latente podera ser desencadeada por fatores que envolvem a membrana celular de células
normais ou células tumorais (BUTLER et al, 1997; UENO et al, 1997). Como exemplo desse
mecanismo, Edwards et al, (1996) observaram que a proMMP-9 é controlada principalmente
ao nivel da expressao do gene, sendo a sua transcricao ativada por mediadores inflamatérios.

Ao contrario da fase pré-infeccdo, na F2, soroconversdo, as proteases encontradas
foram as MMPs 2 e 9 e a proMMP-13 para todos os animais (Tabela 3). Esses resultados
levam a supor que a auséncia das latentes proMMP-2 e 9 sejam indicios de que houve
transformacéo destas em formas ativas MMP-2 e 9 devido ao processo infeccioso causado
pelo virus na fase inicial de producdo de anticorpos pelo hospedeiro. Elkington et al, (2005),
afirmam que embora ndo provado in vivo, € provavel que a migracdo de todas as células
inflamatdrias exija a atividade das MMPs. Além deste importante achado, observou-se a
presenca da proMMP-13 em todos os animais, pro-enzima esta vinculada a ativacdo da
maioria das MMPs entre elas, as gelatinases.

Tabela 3. MMPs observadas na primeira soroconversao atraves da zimografia em amostras de
soro sanguineo de reprodutores caprinos infectados experimentalmente pelo virus da Artrite
Encefalite Caprina (CAEV).

FASE SOROCONVERSAO (F2)

ANIMAL 1 2 3 4 5
MMP-9 MMP-9 MMP-9 MMP-9 MMP-9
MMPs MMP-2 MMP-2 MMP-2 MMP-2 MMP-2

ProMMP-13 ProMMP-13 ProMMP-13 ProMMP-13 ProMMP-13

A prevaléncia das MMPs 2 e 9 na soroconversao ocorre porgque essas proteases Sao

moléculas que tém papel-chave no processo inflamatorio e estdo envolvidas na remodelagédo
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fisiopatologica da parede vascular (HU et al., 2007; KUZUYA et al.,2002). Estudos tém
comprovado a acdo da MMP-9 como responsavel pela liberacdo da forma biologicamente
ativa do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), o qual tem um papel essencial na
angiogénese. Este processo, juntamente com a capacidade da enzima em realizar a degradacao
proteolitica da membrana basal, indica que a MMP-9 tem um papel importante na formacgéo
de novos vasos sanguineos (KLEIN et al., 2011). Ela também é expressa quando ocorrem
situacbes que necessitam da remodelacdo de tecidos, como na cicatrizacdo de feridas e na
invasdo tumoral (STAMENKOVIC, 2000; KLEIN et al., 2011). A MMP-2, por sua vez, €
capaz de degradar a gelatina, os colagenos dos tipos I, IV e V, a elastina e a vibronectina e é
amplamente expressa nas células do tecido conjuntivo (STAMENKOVIC, 2000). Atua na
migracao celular, sendo responsavel pela degradacdo direta da membrana basal (KLEIN et al,
2011).

Quanto a presenca da proMMP-13 em todos 0s animais na primeira soroconverséo,
sugere que pelo fato desta derivar de células dsseas ou epiteliais, e poder atuar como
mediadora na ativacdo das outras MMPs a partir do momento em que ela é produzida
(THOMPSON e LOFTUS, 2002). Essa colagenase € capaz de modificar uma grande
quantidade de proteinas extracelulares e gerar degradacdo e remodelacdo de tecidos lesados,
atuando principalmente nas camadas de revestimento sinovial, e nas células de cartilagem em
tecidos sinoviais (IWAMOTO et.al, 2011). Além disso, mostram-se envolvidas com o
aumento a susceptibilidade ao cancer (GAO et. al., 2014), em doencas como a artrite
reumatoide (YE, 2007), doenca arterial coronariana (VASKU et. al., 2012), doenca da aorta
abdominal (SARACINI et. al., 2012) e cérie dental (TANNURE et. al., 2012).

Em relacdo a fase pos-soroconversdo (F3), observa-se a presenca das MMPs 2 e 9 e
suas respectivas formas latentes (Tabela 4). Portanto, sugere-se que apds a primeira
soroconversdo as MMPs tendem a diminuir a intensidade da transcrigdo da latente para ativa,
mostrando-se naturalmente como elas se apresentam em animais sadios. A tabela também
mostra auséncia da proMMP-13, levando a supor que apds a primeira soroconversdo, quando
ocorre o decréscimo da producédo de anticorpos, ndo haveria mais necessidade da proMMP-13

recrutar mais enzimas em suas formas ativadas.
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Tabela 4. MMPs observadas na fase pds-soroconversao atraves da zimografia em amostras de
soro sanguineo de reprodutores caprinos infectados experimentalmente pelo virus da Artrite
Encefalite Caprina (CAEV).

FASE POS-SOROCONVERSAO (F3)

ANIMAL 1 2 3 4 5
ProMMP-9  ProMMP-9  ProMMP-9  ProMMP-9  ProMMP-9
MMP-9 MMP-9 MMP-9 MMP-9 MMP-9
MMPs ProMMP-2 ~ ProMMP-2  ProMMP-2  ProMMP-2  ProMMP-2
MMP-2 MMP-2 MMP-2 MMP-2 MMP-2

Apesar do animal 2 ser diagnosticado como negativo no WB (vide tabela 1), ele
apresenta as mesmas MMPs dos animais soropositivos. Esses achados sugerem que a
soronegatividade ao teste WB ndo interfere na atividade do sistema imune inato que continua
sua atividade enzimatica independente da producéo de anticorpos pelo organismo.

A ndo deteccdo de anticorpos nesse animal atraveés do WB, aliado ao fato da literatura
reportar intermiténcia de resultados negativos e positivos em amostras de soro sanguineo de
um mesmo animal (PINHEIRO et al., 2006; PETERSON et al., 2008), pode ser justificada
pela ocorréncia de “replicagdo restrita” permitindo ao virus sua permanéncia em laténcia nos
monocitos do hospedeiro, ndo sendo detectavel pelo sistema imune (PUGH, 2004),
provavelmente produzindo pouco ou ndo produzindo anticorpos. Nesse caso a técnica de
zimografia poderia servir como complemento aos testes soroldgicos de diagnostico da CAE,
vindo a contribuir para maior acuracia no controle da doenca.

De um modo geral, observa-se nas fases estudadas variagbes quanto ao
comportamento das MMPs. Esse mecanismo ocorre porque 0s tipos e quantidades expressas
dessas enzimas variam de acordo com o0s tipos e estdgio das doencas, neoplasias e
inflamacdes, e dos tipos celulares, ja que todo tecido possui matriz extracelular que necessita
das MMPs para catalizar os fenémenos fisioldgicos e também os processos patoldgicos que
precisam de remodelacéo tecidual (PARKS et. al, 1998). Além disso, o fato de se encontrar
formas latentes e ativas, diz respeito ao seu mecanismo de acao, pois para cada forma ativada
é preciso a presenca de uma forma latente. Desta forma, a proMMP-13 podera ter sido
responsavel pela ativacdo das outras enzimas. Portanto, sugere-se que a presenca da forma
latente podera ser usada como um biomarcador no monitoramento da CAE.

A analise densitométrica representada na figura 3 A, B, C e D mostra o

comportamento das enzimas nos trés grupos, em forma de picos densitométricos (pixels),
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observando-se que houve maior intensidade da MMP-2, e que esta se manteve ativada e
expressiva quando comparada as outras enzimas encontradas. Tendo em vista a fungdo dessa
enzima, estudos mostram que a gelatinase A e outros grupos de metaloproteinases como a
estromelisina e a colagenase estdo presentes normalmente no estroma corneal de humanos e
aumentam gradualmente por varios meses, demonstrando o envolvimento na remodelacéo
tecidual (SIVAK et al,2002). Este achado pode justificar a alta atividade dessa protease nas
amostras de soro sanguineo para todos os animais em todas as fases demonstrando sua
atividade continua.

Comparando as trés fases, a pré-infeccdo (F1) apresentou baixa intensidade enzimatica,
indicando que as MMPs estdo presentes nos animais sadios e desempenham funcdes
fisioldgicas inerentes ao desenvolvimento do organismo. Na fase da soroconversdo (F2),
pode-se observar comportamento enzimatico diferente das MMPs quando comparado a F1, ja
que na primeira soroconversdo tem-se maior intensidade enzimatica. Na pds-soroconversao
(F3) o perfil densitométrico do gel mostrou menor intensidade enzimatica em relagdo a fase
de soroconversdo e semelhante a fase controle, levando-se a crer que apos a 23% semana pos-

infeccdo, as enzimas tendem a retornar seu ritmo de atividade normal.
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Figura 3. Analise densitométrica das proteases presentes no soro sanguineo de caprinos nas
fases pré-infeccdo (F1), soroconversdo (F2) e pés-infeccdo (F3) experimentalmente infectados
pela CAE. Na figura A estdo as bandas digeridas pelas gelatinases em gel de poliacrilamida
12,5% mostrando a atividade das MMPs (bandas claras); n fase pré-infeccdo (B) a atividade
das MMPs no grupo de soroconversao e C a atividade das MMPs no grupo p6s-soroconversao.
Em D, representacdo esquematica do perfil densitométrico das proteases. Os nimeros de 1 a 5
referem-se as amostras de soro sanguineo de diferentes animais. Padrdo utilizado com pesos

(97, 66, 45 e 30kDa).
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Analisando o volume médio das enzimas detectadas nos géis de zimografia, tem-se um
painel da distribuicdo das MMPs e proMMPs ao longo da infecgo. E notdrio que a enzima de
maior volume é a MMP-2 e de menor volume a MMP-9. Levando em consideracdo suas
funcles, elas sdo responsaveis pela retirada das camadas celulares e remodelacédo ou limpeza
das células localizadas, respectivamente, sugerindo que estejam em equilibrio uma vez que
trabalham como parceiras. Klein et al, (2000) afirmam que a MMP-2 atua na migracao celular,
sendo responsavel pela degradacéo direta da membrana basal. J& a MMP-9 é expressa quando
ocorrem situacdes que necessitam da remodelacdo de tecidos, como na cicatrizacdo de feridas
e na invasdo tumoral (STAMENKOVIC, 2000; KLEIN et al., 2000). Para as formas latentes,
nota-se que a proMMP-2 e a proMMP-9 foram produzidas apenas nas fases controle e pos-
soroconversao, possivelmente por elas estarem se transformando nas formas ativas MMP-2 e
MMP-9 que estdo em alta nestas fases. Quanto a presenca da proMMP-13 em todos 0s
animaisna F2, mas com volume médio baixo, podera ser um indicador da infeccdo pelo virus

devido ao seu comportamento na ativacao do sistema imunoinato na soroconversao.
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Figura 4. Volume médio em pixels das MMPs encontradas nas amostras de soro sanguineo
de caprinos experimentalmente infectados pela CAE.
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5. CONCLUSAO
A atividade enziméatica das MMPs no soro sanguineo de caprinos sadios e infectados
pela CAE mostrou comportamento tipico inerente as suas funcdes fisioldgicas e patoldgicas;

A presenca da proMMP-13 na primeira soroconversao podera ser usada como um
indicativo da presenca do virus em caprinos infectados recentemente pela doenca;

Os achados deste estudo poderdo servir de suporte para maiores investigacoes sobre a

acdo do sistema imune inato em caprinos infectados pela CAE, visando sua possivel
utilizacdo como complemento no diagndstico desta lentivirose.
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