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RESUMO

O objetivo do trabalho foi contribuir para o estudo do perfil protéico do plasma seminal de
caprinos e a comparacao deste perfil entre animais sadios e infectados com a Artrite
Encefalite Caprina (CAE). Foram utilizados seis caprinos da raga Anglo-nubiana, trés deles
infectados e trés sadios, com idade variando de 1,5 a 4 anos. Um ejaculado de cada
animal foi colhido através da vagina artificial. Em seguida, o sémen foi centrifugado para
separagdo do plasma e posterior mensuragdo das proteinas totais pelo método de
Bradford. Amostras do plasma seminal foram processadas e submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida nas concentragdes, 7,5%, 12% e 15%, para analise das bandas de
alto e baixo peso molecular. Os resultados mostram que os animais portadores da CAE
apresentam concentragdes de proteinas totais mais elevadas do que os animais sadios e
revelaram, no gel de poliacrilamida a 15%, maior numero médio de bandas de baixo peso
molecular. Portanto, mesmo nao havendo sido observada diferenga quanto a presenca de
bandas protéicas entre os animais, a variagdo quanto a quantidade de proteinas de baixo
peso molecular entre sadios e doentes sugere mais estudos sobre o assunto.
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ABSTRACT

The aim of this work it was to contribute to the study of the protein profile of the plasma
semen from Anglo-nubian goat and to compare this profile between healthy and infected
animals with CAE (arthritic encephalitis caprine). It has been used six animals being three

of them healthy and another three infected, with age varying between 1.5 and 4 years. One
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ejaculate from each animal was obtained through method artificial vagina. Afterwards, the
semen was centrifuged aiming the plasma separation and the total protein analyze by
Bradford method. Samples plasma were processed and submitted to electrophoresis in
polyacrylamide gels in different concentrations: 7.5%, 12% and 15%, for analysis of the
bands of high and low molecular weight. The results show that the animals infected by CAE
presented proteins total concentrations higher than found in healthy animals and also
showed in polyacrylamide gel to 15% an elevated medium numbers of proteins with low
molecular weight. Therefore, although there has not been observed difference between the
incidence of proteins bands, the variations observed concerning to the amount of proteins
with low molecular weight between the animals healthy and infected suggest more studies
about the subject.
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INTRODUGCAO

A Eletroforese é uma técnica que permite a qualificagdo dos componentes protéicos
dos liquidos organicos, conforme o tamanho, a forma ou carga, através da migragao das
particulas carregadas eletricamente num determinado meio, sob a influéncia de uma
diferenca de potencial. Na eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), as proteinas
migram através de poros, impulsionadas por um campo elétrico. A resisténcia do gel a
passagem de moléculas aumenta para concentragdes crescentes de acrilamida, ou seja, a
facilidade com que as proteinas migram através do gel depende da concentracdo de
poliacrilamida e do peso molecular delas. A escolha da concentracao do gel deve respeitar
0 peso molecular das proteinas que se deseja qualificar, para que as bandas protéicas
possam ser melhor expressas.

A Artrite Encefalite Caprina (CAE) é uma enfermidade infecciosa viral especifica de
caprinos, crénica e multissistémica causada por um lentivirus. Caracteriza-se por quatro
formas clinicamente distintas: nervosa, articular, respiratéria € mamaria. O virus ja foi
verificado no plasma seminal de animais infectados (Andrioli, 2001).

Os prejuizos econémicos decorrentes de uma das quatro formas clinicas da CAE
foram considerados significativos, principalmente pela diminuicdo do periodo de vida
produtiva do animal. Dentro do contexto abordado, o presente trabalho objetivou contribuir
para o estudo do perfil protéico do plasma seminal de caprinos e a sua comparagao entre

animais sadios e infectados com CAE.



MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Centro Nacional de Pesquisa de Caprinos — Embrapa
Caprinos, localizado no municipio de Sobral, Estado do Ceara. No experimento foram
utilizados seis machos da raga Anglo-nubiana, divididos em dois grupos, trés positivos para
Artrite Encefalite Caprina (CAE) e trés negativos para a enfermidade. O diagndstico da
CAE foi realizado pelo teste de imunodifusdo em gel de agarose, utilizando antigeno
experimental produzido na propria Embrapa Caprinos. Durante o experimento, os animais
positivos e 0s negativos foram mantidos num sistema de semiconfinamento, tendo acesso
ao campo durante a maior parte do dia, mas sem contato entre positivos e negativos. Com
relagdo a alimentagao, os animais positivos eram suplementados com leucena (Leucaena
leucocephala) e capim elefante picado no cocho e mais 300g de uma mistura concentrada
a base de milho e soja, tendo uma dieta a base de leucena (Leucaena leucocephala). A
alimentagcdo dos animais negativos era com capim elefante picado no cocho e
suplementados também, com 100 gramas de uma mistura concentrada a base de milho e
soja. As colheitas de sémen, uma por animal, foram realizadas em vagina artificial, na
presenca de uma fémea estrogenada, como manequim, com sinais evidentes de estro.
Logo em seguida as amostras de sémen foram centrifugadas a 3.000 rpm por um tempo
de 40 minutos, a 4 °C separando-se o0 plasma seminal para determinagao da concentracao
protéica total e do perfil protéico através de eletroforese desnaturante, em gel SDS-PAGE.
A proteina total foi mensurada de acordo com Bradford (1976), em espectrofotdmetro. Em
seguida, cada amostra foi analisada em gel de poliacrilamida a 7,5%, 12% e 15%, a 170
volts e 0.05 A, durante 90 minutos. A revelagao dos géis se deu através de coloragao feita
com corante azul de coomassie R250, em agitagdo constante. Em seguida, o gel foi
submetido a solu¢do descorante alcoolica/acética trocando a solugdo a cada 10 minutos
por trés vezes. Posteriormente, os géis foram submetidos a fixagdo em solugéo a base de
glicerol e etanol para manter sua integridade, e permaneceram em temperatura ambiente
entre duas folhas de papel celofane envoltas em uma placa de vidro sem a presenca de
bolhas de ar até a secagem total. Transcorrido o tempo de secagem, foram visualizadas as

bandas protéicas de cada animal e contadas baseando-se no padrao, como referéncia.

RESULTADO E DISCUSSAO
Na analise das proteinas totais do plasma seminal, o grupo infectado apresentou
valor médio de 38,96+16,9 pg/uL, enquanto que o grupo dos animais sadios a média foi de

15,32+6,11 pg/ulL, mostrando um aumento das proteinas em animais infectados pela CAE.



Analisando o gel de poliacrilamida a 12%, verificou-se que, em média, o numero de bandas
protéicas apresentou-se maior entre a faixa de peso molecular 43 kDa e 30 kDa, enquanto
que os geéis de 7,5% e de 15% apresentaram maior incidéncia de bandas com peso
superior a 94 kDa, observando-se, também, maior quantidade total de bandas
identificadas. No gel de 7,5%, foi observado que o numero total de bandas visualizadas foi
inferior aos outros géis. Neste este gel, verificaram-se bandas protéicas mais densas no
grupo de animais sadios, com peso molecular préximo a 67 kDa. Ja no gel de 15%,
observou-se que as bandas de peso superior a 30 kDa foram bem divididas de forma
semelhante ao gel de 12%, embora a visualizagdo individual das bandas tenha sido
prejudicada pela proximidade entre elas, podendo-se avaliar essa diferenga observando-se
a distancia entre as bandas padrées em cada gel. As bandas protéicas situadas entre a
faixas de peso molecular 30 kDa e 20 kDa, tiveram sua visualizagao em média inferior ao
gel de 12%, pela possivel unido de bandas protéicas de diferentes pesos moleculares
devido a alta resisténcia do gel a passagem das proteinas. Analisando a média da
frequéncia de bandas, podemos observar que no gel de 15% tem-se uma maior frequéncia

de bandas, a partir do padrao de 30 kDa das amostras do grupo de animais infectados.

CONCLUSOES
Dentro do proposto no experimento conclui-se que:
1. Na analise dos padrdes eletroforéticos das proteinas no gel de poliacrilamida a 12%,
nao houve diferenga (P<0,05) entre animais sadios e infectados.
2. O gel de poliacrilamida a 12%, mostrou-se mais eficaz na identificacdo de uma maior
guantidade de proteinas do plasma seminal caprino e uma melhor qualidade na

separagao das bandas protéicas, possibilitando uma melhor visualizagao.
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