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Apresentação

A utilização das técnicas biotecnológicas em sa-
nidade de caprinos e ovinos tem contribuído para o 
diagnóstico de diversas enfermidades melhorando 
a qualidade e trazendo agilidade nesses processos. 
Dentre as enfermidades que podem ser diagnostica-
das utilizando as biotécnicas está a artrite encefalite 
caprina (CAE). A CAE é uma doença viral, crônica, 
que acomete principalmente caprinos leiteiros. 

O documento produzido pela competente equi-
pe de doenças infecciosas da Embrapa Caprinos e 
Ovinos disponibiliza para os leitores informações 
atuais e relevantes sobre avanços no diagnóstico 
da  artrite encefalite caprina através das ferramen-
tas  proteômicas que são técnicas biotecnológicas, 
que   estudam a distribuição, abundância, modifi-
cações, interações e as funções das proteínas, ou 
conjunto  de proteínas em uma célula ou organismo 

contribuindo de forma inovadora para o diagnóstico 
dessa enfermidade. 

A publicação contribui trazendo informações que 
alinham as prioridades de dois Objetivos de Desen-
volvimento Sustentável (ODS), estabelecidos pela 
Agenda 2030 da Organização das Nações Unidas 
(ONU): ODS 2 - Fome Zero e Agricultura Susten-
tável, com aderência a metas de pesquisa que po-
dem contribuir para a sustentabilidade na produção 
agrícola, melhorando a saúde dos animais e, conse-
quentemente, a segurança alimentar e a eficiência 
da pecuária caprina,  e ODS 3 - Saúde e Bem-Es-
tar, na meta 3.4 - Promover a saúde e bem-estar 
para todos, em todas  as idades, tendo em vista que 
avanços na biotecnologia para diagnóstico de do-
enças em animais contribui diretamente relacionado 
com a saúde e o  bem-estar humano e animal.

Ana Clara Rodrigues Cavalcante
Chefe-Geral da Embrapa Caprinos e Ovinos
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Introdução

Artrite encefalite caprina
No Brasil, a CAE está presente em rebanhos 

que abrangem do Norte ao Sul do país e apresenta 
elevado índice de morbidade. O agente etiológico 
faz parte do gênero Lentivirus, subfamília 
Orthoretrovirinae e família Retroviridae, pertencente 
à mesma família do vírus da imunodeficiência 
humana: Human immunodeficiency virus (HIV). Esse 
vírus tem vários mecanismos de escapes, como 
exemplo, a compartimentalização, permitindo que 
ele se oculte em determinados estágios da doença, 
dificultando o seu diagnóstico e, consequentemente, 
seu controle (Bezerra Junior et al., 2018).

Essa infecção viral apresenta alta transmissibili-
dade (Nascimento-Penido et al., 2017). A CAE ocor-
re por meio do contato direto entre os animais infec-
tados e sadios, entre recém-nascidos e a matriz, por 
ocasião da transmissão intrauterina (Andrioli et al., 
2006), no parto, e na ingestão do colostro e leite 
contaminados (Araújo et al., 2021), além das vias 
sexual e iatrogênica. Lara et al. (2005) afirmaram 
que a maioria das cabras pode se infectar precoce-
mente, aumentando as chances com a maturidade. 

Dentre os prejuízos econômicos, enfatiza-se a 
diminuição da produção láctea, perda de peso dos 
animais, alteração da qualidade do leite e descarte 
de animais (Peterhans et al., 2004; Pinheiro et al., 
2004). De acordo com Mussi (2014), nos estados da 
região Sudeste, onde prevalece a caprinocultura lei-
teira em sistema de criação intensivo, a transmissão 
do CAEV é facilitada devido à aglomeração de ani-
mais. Na região Nordeste, no entanto, em razão do 
sistema de criação ser em sua grande maioria semi-
-intensiva ou extensiva, a disseminação da doença 
é menor, embora em criatórios de caprinos leiteiros 
intensivo a CAE esteja fortemente presente. Em es-
tudo realizado com reprodutores caprinos em sete 
estados no Nordeste brasileiro, Sousa et al. (2019) 
encontraram 11,2% (28/215) das propriedades com 
reprodutores positivos para CAE. 

Proteômica 
As proteínas são macromoléculas versáteis do 

organismo vivo e desempenham funções essenciais 
em todos os processos biológicos. Elas funcionam 
como catalisadoras, transportadoras, armazenado-
ras de outras moléculas, suporte mecânico e prote-
ção imunológica. Também apresentam movimento, 
transmitem impulsos nervosos e controlam o cresci-
mento e a diferenciação celular (Berg et al., 2002). 

A síntese da proteína é complexa e rigidamen-
te controlada dentro de cada célula, consistindo 
em duas etapas principais: transcrição e tradução, 
que juntas são conhecidas como expressão gênica. 
O fluxo de informações do ácido desoxirribonucleico 
(DNA) para o ácido ribonucleico (RNA) na síntese 
das proteínas é um dos princípios fundamentais da 
biologia celular, sendo considerado dogma central. 
Francis Crick em 1958 foi quem estabeleceu esse 
termo, explicando o fluxo do código genético. 

A transcrição é um processo no qual ocorre a 
síntese de RNA a partir das informações contidas no 
DNA. Nesse processo, o DNA é transcrito em uma 
fita de RNA simples, que se torna complementar ao 
DNA. O tipo de RNA que contém a informação para 
a produção de uma proteína é chamado de RNA 
mensageiro (mRNA), pois carrega informações do 
DNA do núcleo da célula para o citoplasma. (Scheidt 
et al., 2005). 

A tradução que ocorre no citoplasma é a etapa 
responsável pela passagem da informação de um 
gene para a elaboração de uma proteína. O mRNA 
interage com o RNA ribossômico (rRNA), o qual 
“lê” a sequência de bases do mRNA, que são três, 
chamada de códon, que codifica um determinado 
aminoácido. Depois, o RNA de transferência (tRNA) 
constrói a proteína, um aminoácido por vez (Knight; 
Andrade, 2018). 

As proteínas são formadas com base em 20 ti-
pos diferentes de aminoácidos, cada um com pro-
priedades químicas específicas, as pontes de hidro-
gênio e de bissulfeto, podendo, assim, expressar 
reações de interação atrativa ou de repulsão.

O termo proteoma representa todo o conjun-
to de proteínas expressas por um genoma, célula, 
tecido ou organismo. Envolve as proteínas em to-
das as funções celulares, no controle de todos os 
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mecanismos reguladores internos e externos, sen-
do modificadas nos estados de doença (Wasinger 
et al., 1995).  Vastos estudos nessa área são evi-
denciados pelo número de publicações desde 1996. 
Entre 1997 e 1998, o termo de pesquisa proteômi-
ca foi citado 22 vezes no PubMed, de 2001 a 2002, 
1511, e 6697 de 2007 a 2008 (Nordon et al., 2009). 

A identificação de proteínas ativas em um deter-
minado estágio de uma doença oferece uma visão 
direta do processo da infecção (Wang et al., 2008), 
uma vez que proteínas estão envolvidas nas fun-
ções celulares, controlando todos os mecanismos 
reguladores e atuando como causa ou efeito, po-
dendo até modificar-se diante da evolução da do-
ença (Arrell et al., 2001). Por meio do estudo das 
proteínas, pode ser confirmada a função de um de-
terminado gene e, então, a proteína expressa carac-
terizada. Portanto, a identificação de modificações 
do perfil proteico é um avanço sobre a compreensão 
das doenças.

O objetivo desta publicação é relatar os avan-
ços da proteômica no diagnóstico da artrite encefali-
te caprina. Essa ferramenta se baseia em trabalhos 
que visam descobrir biomarcadores para o diagnós-
tico e prognóstico dessa enfermidade. 

De forma geral, os estudos com proteínas tive-
ram um grande impulso com a técnica de eletrofore-
se (Towbin et al., 1979) evoluindo com a eletrofore-
se bidimensional (2DE), cromatografia líquida (LC) 
e espectrometria de massa (MS). Essas técnicas 
de biologia molecular têm fornecido subsídios para 
entender as funções das proteínas, dentre outras, o 
mecanismo de ação dessas, na patogenia das do-
enças.  A 2DE é capaz de separar de 2.000 a 3.000 
proteínas individuais, de acordo com o peso mole-
cular (pM) e ponto isoelétrico (pI). Por intermédio 
dessas ferramentas, os laboratórios desenvolveram 
testes quantitativos para proteínas em amostras bio-
lógicas, facilitando a sua identificação. 

A Figura 1 apresenta um exemplo da técnica 
2DE em plasma seminal de caprinos nas épocas 
seca e chuvosa (Valle, 2012) visando caracterizar 
a influência das estações do ano na manifestação 
das proteínas.

O avanço da tecnologia tem colaborado com a 
pesquisa clínica, em especial em humanos, em que 
várias enfermidades já são diagnosticadas por meio 
da identificação de marcadores proteicos, como: o 
câncer, a periodontite, doenças virais e bacterianas 
(Cox, 2021). Nos animais, no entanto, o uso da pro-
teômica vem avançando. 

As técnicas baseadas em eletroforese têm 
vantagens e desvantagens para a detecção de 
biomarcadores proteicos. Apesar de fornecerem 

informações relacionadas às proteínas detectadas, 
como pI e pM, essas têm limitação em comparação 
com a técnica baseada em MS.  A MS é capaz de 
detectar proteínas de baixo pM e menos abundan-
tes, na faixa entre picograma e nanograma. Salien-
ta-se que os biomarcadores identificados por ambas 
as técnicas, (2DE e MS) exigirão, ainda, uma melhor 
caracterização e quantificação. Outras técnicas, ba-
seadas no uso de anticorpos, são específicas, mas 
requerem uma predeterminação dos analitos, subs-
tância ou componente químico de uma amostra que 
é alvo de análise, em um ensaio. Portanto, a padro-
nização da técnica é necessária para a pesquisa de 
biomarcadores.

Figura 1. Perfil bidimensional de proteínas do plasma 
seminal de caprinos Moxotó, sendo o gráfico A o gel de 
referência do período chuvoso, e o B, o gel de referência 
do período seco. 

Fonte: Valle (2012).

Aplicação da proteômica

Na aplicação de tecnologias ômicas, as amos-
tras biológicas geram candidatos a biomarcadores, 
embora um número muito pequeno alcance a fase 
de caracterização para diagnósticos e no uso clíni-
co. A escassez de testes e métodos confiáveis para 
estudos de validação de candidatos a biomarcado-
res é um problema a ser resolvido. De acordo com 
Hoofnagle e Bystrom (2018), as tecnologias prote-
ômicas atuais estão proporcionando uma melhora 
significativa na compreensão dos diagnósticos mo-
leculares usados na medicina humana. 

As tecnologias proteômicas têm contribuído 
para o avanço de várias áreas e desenvolvimento 
de medicamentos por meio da avaliação comparati-
va de estados normais e patológicos; perfil de trans-
crição e/ou expressão das proteínas envolvidas; do 

Ponto isoelétrico (4 a 7)

Pe
so

 m
ol

ec
ul

ar



8 Documentos 158

efeito benéfico e colateral, e da farmacogenômica. 
A maioria dos medicamentos e produtos biológicos 
de pequenas moléculas atua em alvos proteicos. 
Essas proteínas não agem isoladamente, mas es-
tão inseridas em vias e redes celulares e interconec-
tadas com muitas outras proteínas e componentes 
subcelulares (referenciar). 

A proteômica necessita da bioinformática para 
processar os dados de massa bruta, da espectro-
metria, em informações de perfil proteico. Os pro-
gramas de software mais importantes são aqueles 
que fazem o mapeamento de peptídeos, e/ou resul-
tados de MS, e determinam a proteína ou a sequên-
cia de peptídeos que mais se aproxima dos dados 
experimentais (Yu et al., 2010; You et al., 2013). 

Seguindo os estudos supracitados, foi realizada 
uma pesquisa pela equipe da Embrapa Caprinos e 
Ovinos (Pinto et al., 2019) visando estudar o per-
fil proteômico dos espermatozoides de caprinos 
da raça Saanen, com fertilidade comprovada, uti-
lizando-se a 2DE, seguida pela espectrometria de 
massa (MALDI-TOF). Esse processo proporcionou 
o conhecimento do quadro proteico espermático 
dos caprinos. As proteínas foram separadas e ana-
lisadas pela eletroforese (2DE) e espectrometria de 
massa, sendo essas identificadas com o auxílio do 
banco de dados Swiss Prot. Foi encontrado um total 
de 31 proteínas envolvidas na reprodução. Identi-
ficaram-se proteínas de ligação em espermatozoi-
des, para fusão com o óvulo, da membrana acros-
somal, de enzimas metabólicas, de choque térmico, 
do citoesqueleto e da motilidade. A caracterização 
dessas proteínas esclarece os mecanismos da es-
permatogênese e as modificações que garantem o 
sucesso da fertilização.

Uso da proteômica no 
diagnóstico da CAE 

A patogênese da CAE não é totalmente compre-
endida. Macrófagos infectados por vírus presentes 
no colostro são absorvidos intactos por intermédio 
da mucosa intestinal. A infecção é subsequente-
mente disseminada em vários tecidos por meio des-
sas células infectadas. A replicação viral periódica 
e a maturação de macrófagos induzem as lesões 
linfo proliferativas nos pulmões, membrana sinovial, 
plexo coroide e úbere. A persistência do vírus da 
CAE no hospedeiro é facilitada por sua capacida-
de de ser sequestrado como pró-vírus nas células 

hospedeiras. A infecção induz uma resposta humo-
ral e celular, mas nenhuma é protetora (Lofstedt, 
2014).

O diagnóstico imunológico usado na CAE de-
pende da determinação da presença de anticorpos 
séricos para esse vírus (Pinheiro et al., 2006). A per-
sistência da infecção no rebanho é comum porque o 
vírus pode permanecer sem desenvolver a doença, 
sendo essa fase considerada de latência. Portanto, 
a presença dos anticorpos séricos indica apenas 
que há infecção e, não necessariamente, a doença. 
Vale salientar que os fatores responsáveis pelo apa-
recimento da doença em um animal ainda não es-
tão devidamente esclarecidos (Modolo et al., 2009). 
A Figura 2 expõe um animal em estágio avançado 
da doença com problemas articulares e caquexia. 

Figura 2. Cabra com sequelas da infecção pelo vírus da 
artrite encefalite caprina. 

Testes usados para 
diagnóstico da CAE 

Os testes sorológicos, entre eles a imunodi-
fusão em gel de agarose (IDGA), baseiam-se na 
detecção de anticorpos específicos para o agente 
viral. Apesar de ser recomendado pela Organiza-
ção Mundial de Saúde Animal (OMSA), apresenta 
baixa sensibilidade e resultados falsos negativos. 
Modolo et al. (2009), em trabalho utilizando o tes-
te IDGA (Figura 3) para o diagnóstico da CAE, em 
caprinos, observaram gradativamente a sorocon-
versão dos animais. Aos seis meses, três animais 
apresentaram sorologia positiva; aos nove meses, 
outros cinco animais soro converteram e aos 12 
meses os demais apresentaram resultado positivo. 
Isso é um indicativo de que a variação do período 
de soroconversão dificulta o diagnóstico sorológico 
precoce em alguns animais infectados, tornando-os 

Fo
to

: R
ay

m
un

do
 R

iz
al

do
 P

in
he

iro



9Avanços biotecnológicos no diagnóstico da artrite encefalite caprina por meio da proteômica

Outra técnica de biologia molecular utilizada é a 
polymerase chain reaction (PCR) (Figura 5) que tem 
como objetivo amplifi car cópias de um segmento de 
DNA, detectando parte do DNA complementar viral 
(Andrioli et al., 2006).

Figura 5. Teste de polymerase chain reaction (PCR) no 
diagnóstico da CAE. 
Fonte: Andrioli et al. (2006).

Eletroforese bidimensional 
(2DE) na infecção pelo vírus 
da CAE na fase aguda

A fase aguda da infecção pelo vírus da CAE ain-
da não foi bem estudada, e considerando o sistema 
imune inato participando da linha direta de defesa 
inicial da infecção, ferramentas proteômicas servi-
ram para identifi car proteínas e enzimas que pos-
sam estar presentes nesse estágio (Santos et al., 
2019). Este estudo foi realizado no plasma seminal, 
antes e após a infecção pelo vírus da CAE, usan-
do como diagnóstico da infecção os testes Western 
blotting e PCR. Neste material biológico, dos ani-
mais positivos e negativos, foi realizada a técnica 
2DE (Figura 6) seguida de espectrometria de mas-
sa/MS e identifi cada as proteínas.

Na análise da fi gura 6, observou-se menor nú-
mero de “spots” nos animais não infectados. Identi-
fi caram-se, na primeira soroconversão por meio do 
WB, expressão positiva e signifi cativa da Clusterina, 
Zinco-alfa2-glicoproteína (ZAG-2), Prostaglandi-
na–H2, D-isômeras precursor e Albumina do soro. 
A expressão da Cistatina C foi baixa, portanto não 
apresentou presença signifi cativa. 

Levando em consideração que a Clusterina em 
humanos se liga com afi nidade muito alta ao DC-
-SIGN, um receptor de adesão celular e de reconhe-
cimento de patógenos, que inibe a ligação do HIV-1 
(Bezerra et al., 2018) sugere-se que essa proteína 
possa vir a ser um indicador da infecção pelo vírus 
da artrite encefalite caprina (CAEV). 

O teste de Western blotting (WB) (Figura 4) se 
baseia na formação de um complexo antígeno-anti-
corpo, e é visualizado, após a eletroforese e trans-
ferência do antígeno para uma membrana, por meio 
de um ensaio imunoenzimático (Bjerrum; Heegaard, 
1988). Esse teste apresenta menor ocorrência de 
reações inespecífi cas, reduzindo o aparecimento de 
resultados falso-negativos (Zanoni et al., 1989). 

fonte importante de disseminação da infecção no re-
banho. Nascimento-Penido et al. (2017) estudando 
propriedades, em Minas Gerais, observaram 49,5% 
(531/1.072) da ocorrência de anticorpos, por meio 
do IDGA, com resultados variando de acordo com 
a propriedade.

Figura 3. Teste de IDGA usando antígeno experimental 
da Embrapa Caprinos e Ovinos (poço central) frente aos 
soros do kit comercial (VMRD®). Poços positivos 1, 3, 5 e 
6; poços negativos 2 e 4. 
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Figura 4. Teste de Western blotting para diagnóstico da 
artrite encefalite caprina.
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A. Animais não infectados

B. Animais infectados

Figura 6. Eletroforese 2DE de caprinos Saanen não infectados e infectados e prevalência de distri-
buição dos spots variando de pI 3-10 e peso molecular (pM) de 14,4-97,0 kDa.
Fonte: Bezerra Junior et al. (2018).
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Eletroforese bidimensional 
(2DE) na infecção pelo vírus 
da CAE na fase crônica

Em experimento com caprinos naturalmente in-
fectados pelo CAEV, esta equipe de pesquisadores 
também conduziu um estudo para identificar o perfil 
de proteínas do plasma seminal e sua associação 
com a técnica de PCR e a soroconversão por wes-
tern blotting. Dois grupos com cinco animais cada 
um, sendo o primeiro composto por animais natural-
mente soropositivos e o segundo por soronegativos 
(controle), ambos confirmados pelos testes supra-
citados. O sêmen foi coletado por meio da vagina 
artificial e, em seguida, realizada 2DE e MS.

Encontraram-se, neste estudo, 13 proteínas 
diferentes com maior expressão, relacionadas à 
reprodução. São elas as espermadhesin Z13-like, 
bodhesin e bodhesin-2, lipocalin, proteína PDC-
-109-like e albumina. A presença dessas proteínas é 
um indicativo de que a reprodução não foi alterada 
durante a infecção pelo CAEV. Por outro lado, em 
animais infectados foram identificadas proteases 
como a arilsulfatase A, cuja função está relacionada 
ao controle do metabolismo das sulfatides, que são 
responsáveis, em condições normais, pela inibição 
da replicação do vírus (Bezerra Junior et al., 2018; 
Galiza et al., 2020). As outras proteínas observadas 
foram: dihidroxiacetona quinase bifuncional depen-
dente de ATP/FAD-AMP liase; isoforma X1 da ca-
tepsina F; desintegrina e isoforma de proteína 2 da 
metaloproteinase contendo a isoforma X1; clusteri-
na; anidrase carbônica 2, subunidade beta secreto-
ra de flavoproteína glidérmica de transferência de 
elétrons; e peroxidase. Os resultados deste estudo 
mostram a reação do sistema imunoinato em ca-
prinos cronicamente infectados pela CAE (Bezerra 
Junior et al., 2018), com ênfase na arilsulfatase A. 

Considerações finais

A proteômica tem sido estudada para a eluci-
dação da patogênese de diversas enfermidades. 
Os estudos relatados pela equipe de pesquisado-
res da Embrapa Caprinos e Ovinos sugerem duas 
proteínas, a clusterina e arilsulfatase A, como pos-
síveis biomarcadores para CAE.  Embora seja um 
forte indicativo de biomarcador, é improvável que 
uma única proteína seja específica e sensível o su-
ficiente para a maioria das doenças, destacando-se 

a necessidade de pesquisas mais abrangentes com 
envolvimento do metabolismo e suas funções. 

De acordo com You et al. (2013), o foco na pes-
quisa de biomarcadores de doenças oculares, ou 
ligadas a outro órgão, seria mais bem direcionado 
para a investigação de painéis de biomarcadores 
específicos para as doenças.

O valor potencial do biomarcador de proteínas 
é analisado individualmente, e apenas os estudos 
usando a técnica do surface-enhanced laser de-
sorption/ionization (SELDI) examinam painéis de 
biomarcadores. A espectrometria de massa surfa-
ce-enhanced laser desorption/ionizatio time-of-flight 
(SELDI-TOF) combina flexibilidade, poder de resolu-
ção e sensibilidade com alto potencial de rendimen-
to, gerando uma plataforma proteômica adequada 
para pesquisas e aplicações clínicas. As platafor-
mas SELDI têm sido usadas para identificar biomar-
cadores de proteínas em uma grande variedade de 
tipos de câncer, resultando em estratégias diagnós-
ticas promissoras (Muthu et al., 2016). 
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