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Apresentacao

A utilizagao das técnicas biotecnoldgicas em sa-
nidade de caprinos e ovinos tem contribuido para o
diagnostico de diversas enfermidades melhorando
a qualidade e trazendo agilidade nesses processos.
Dentre as enfermidades que podem ser diagnostica-
das utilizando as biotécnicas esté a artrite encefalite
caprina (CAE). A CAE é uma doenga viral, cronica,
que acomete principalmente caprinos leiteiros.

O documento produzido pela competente equi-
pe de doencas infecciosas da Embrapa Caprinos e
Ovinos disponibiliza para os leitores informacdes
atuais e relevantes sobre avangos no diagnéstico
da artrite encefalite caprina através das ferramen-
tas protedbmicas que sao técnicas biotecnoldgicas,
que estudam a distribuicdo, abundancia, modifi-
cacgdes, interacdes e as fungdes das proteinas, ou
conjunto de proteinas em uma célula ou organismo

contribuindo de forma inovadora para o diagnéstico
dessa enfermidade.

A publicacdo contribui trazendo informacdes que
alinham as prioridades de dois Objetivos de Desen-
volvimento Sustentavel (ODS), estabelecidos pela
Agenda 2030 da Organizacdo das Nagdes Unidas
(ONU): ODS 2 - Fome Zero e Agricultura Susten-
tavel, com aderéncia a metas de pesquisa que po-
dem contribuir para a sustentabilidade na produgao
agricola, melhorando a saude dos animais e, conse-
quentemente, a segurancga alimentar e a eficiéncia
da pecuaria caprina, e ODS 3 - Saude e Bem-Es-
tar, na meta 3.4 - Promover a saude e bem-estar
para todos, em todas as idades, tendo em vista que
avangos na biotecnologia para diagnostico de do-
engas em animais contribui diretamente relacionado
com a saude e o bem-estar humano e animal.

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

Artrite encefalite caprina

No Brasil, a CAE esta presente em rebanhos
que abrangem do Norte ao Sul do pais e apresenta
elevado indice de morbidade. O agente etiologico
faz parte do género Lentivirus, subfamilia
Orthoretrovirinae e familia Retroviridae, pertencente
a mesma familia do virus da imunodeficiéncia
humana: Human immunodeficiency virus (HIV). Esse
virus tem varios mecanismos de escapes, como
exemplo, a compartimentalizagdo, permitindo que
ele se oculte em determinados estagios da doenga,
dificultando o seu diagndstico e, consequentemente,
seu controle (Bezerra Junior et al., 2018).

Essa infeccao 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
ocasiao da transmissao intrauterina (Andrioli et al.,
2006), no parto, e na ingestdo do colostro e leite
contaminados (Araujo et al., 2021), além das vias
sexual e iatrogénica. Lara et al. (2005) afirmaram
gue a maioria das cabras pode se infectar precoce-
mente, aumentando as chances com a maturidade.

Dentre os prejuizos econdmicos, enfatiza-se a
diminuicdo da producgao lactea, perda de peso dos
animais, alteragao da qualidade do leite e descarte
de animais (Peterhans et al., 2004; Pinheiro et al.,
2004). De acordo com Mussi (2014), nos estados da
regido Sudeste, onde prevalece a caprinocultura lei-
teira em sistema de criagao intensivo, a transmissao
do CAEYV é facilitada devido a aglomeracéao de ani-
mais. Na regido Nordeste, no entanto, em razéo do
sistema de criagdo ser em sua grande maioria semi-
-intensiva ou extensiva, a disseminagao da doenca
€ menor, embora em criatérios 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.
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Proteomica

As proteinas sdo macromoléculas versateis do
organismo vivo e desempenham fungdes essenciais
em todos os processos bioldgicos. Elas funcionam
como catalisadoras, transportadoras, armazenado-
ras de outras moléculas, suporte mecanico e prote-
¢ao imunolégica. Também apresentam movimento,
transmitem impulsos nervosos e controlam o cresci-
mento e a diferenciagéo celular (Berg et al., 2002).

A sintese da proteina é complexa e rigidamen-
te controlada dentro de cada célula, consistindo
em duas etapas principais: transcricdo e tradugao,
que juntas sdo conhecidas como expressao génica.
O fluxo de informacdes do acido desoxirribonucleico
(DNA) para o acido ribonucleico (RNA) na sintese
das proteinas € um dos principios fundamentais da
biologia celular, sendo considerado dogma central.
Francis Crick em 1958 foi quem estabeleceu esse
termo, explicando o fluxo do cédigo genético.

A transcrigdo € um processo no qual ocorre a
sintese de RNA a partir das informagdes 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 informacao para
a produgédo de uma proteina é chamado de RNA
mensageiro (MRNA), pois carrega informagbes do
DNA do nucleo da célula para o citoplasma. (Scheidt
et al., 2005).

A traducdo que ocorre no citoplasma é a etapa
responsavel pela passagem da informagao de um
gene para a elaboragdo de uma proteina. O mRNA
interage com o RNA ribossémico (rRNA), o qual
“I&” a sequéncia de bases do mRNA, que sao trés,
chamada de codon, que codifica um determinado
aminoacido. Depois, o0 RNA de transferéncia (tRNA)
constréi a proteina, um aminoacido por vez (Knight;
Andrade, 2018).

As proteinas sao formadas com base em 20 ti-
pos diferentes de aminoacidos, cada um com pro-
priedades quimicas especificas, as pontes de hidro-
génio e de bissulfeto, podendo, assim, expressar
reacoes de interagéo atrativa ou de repulsao.

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

Aidentificacao de proteinas ativas em um deter-
minado estagio de uma doencga oferece uma visao
direta do processo da infecgao (Wang et al., 2008),
uma vez que proteinas estdo envolvidas nas fun-
¢des celulares, controlando todos os mecanismos
reguladores e atuando como causa ou efeito, po-
dendo até modificar-se diante da evolugédo da do-
enca (Arrell et al., 2001). Por meio do estudo das
proteinas, pode ser confirmada a fungdo de um de-
terminado gene e, entéo, a proteina expressa carac-
terizada. Portanto, a identificagdo de modificagbes
do perfil proteico € um avango sobre a compreensao
das doencas.

O objetivo desta publicagéo € relatar os avan-
¢os da protedmica no diagnéstico da artrite encefali-
te caprina. Essa ferramenta se baseia em trabalhos
que visam descobrir biomarcadores para o diagnés-
tico e prognodstico dessa enfermidade.

De forma geral, os estudos com proteinas tive-
ram um grande impulso com a técnica de eletrofore-
se (Towbin et al., 1979) evoluindo com a eletrofore-
se bidimensional (2DE), cromatografia liquida (LC)
e espectrometria de massa (MS). Essas técnicas
de biologia molecular tém fornecido subsidios para
entender as fungbes das proteinas, dentre outras, o
mecanismo de agao dessas, na patogenia das do-
engas. A 2DE é capaz de separar de 2.000 a 3.000
proteinas individuais, de acordo com o peso mole-
cular (pM) e ponto isoelétrico (pl). Por intermédio
dessas ferramentas, os laboratérios desenvolveram
testes quantitativos para proteinas em amostras bio-
I6gicas, facilitando a sua identificagéo.

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

O avancgo da tecnologia tem colaborado com a
pesquisa clinica, em especial em humanos, em que
varias enfermidades ja sdo diagnosticadas por meio
da identificagdo de marcadores proteicos, como: o
cancer, a periodontite, doengas virais e bacterianas
(Cox, 2021). Nos animais, no entanto, o uso da pro-
tedmica vem avancgando.

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

informacgdes relacionadas as proteinas detectadas,
como pl e pM, essas tém limitacdo em comparagao
com a técnica baseada em MS. A MS é capaz de
detectar proteinas 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) exigiréo, ainda, uma melhor
caracterizagao e quantificagao. Outras técnicas, ba-
seadas no uso de anticorpos, sdo especificas, mas
requerem uma predeterminagéo dos analitos, subs-
t&ncia ou componente quimico de uma amostra que
€ alvo de analise, em um ensaio. Portanto, a padro-
nizagao da técnica é necessaria para a pesquisa de
biomarcadores.

Ponto isoelétrico (4 a 7)

Peso molecular

Figura 1. Perfil bidimensional de proteinas do plasma
seminal de caprinos Moxotd, sendo o grafico A o gel de
referéncia do periodo chuvoso, e o B, o gel de referéncia
do periodo seco.

Fonte: Valle (2012).

Aplicacao da proteémica

Na aplicagdo de tecnologias émicas, as amos-
tras biolégicas geram candidatos a biomarcadores,
embora um numero muito pequeno alcance a fase
de caracterizagao para diagndsticos e no uso clini-
co. A escassez de testes e métodos confiaveis para
estudos de validagdo de candidatos a biomarcado-
res € um problema a ser resolvido. De acordo com
Hoofnagle e Bystrom (2018), as tecnologias prote-
Omicas atuais estdo proporcionando uma melhora
significativa na compreensao dos diagndésticos mo-
leculares usados na medicina humana.

As tecnologias protedmicas tém contribuido
para o avancgo de varias areas e desenvolvimento
de medicamentos por meio da avaliagdo comparati-
va de estados normais e patologicos; perfil de trans-
cricdo e/ou expressao das proteinas envolvidas; do



efeito benéfico e colateral, e da farmacogendmica.
A maioria dos medicamentos e produtos biolégicos
de pequenas moléculas atua em alvos proteicos.
Essas proteinas ndo agem isoladamente, mas es-
tdo inseridas em vias e redes celulares e interconec-
tadas com muitas outras proteinas e componentes
subcelulares (referenciar).

A protedmica necessita da bioinformatica para
processar os dados de massa bruta, da espectro-
metria, em informagdes de perfil proteico. Os pro-
gramas de software mais importantes séo aqueles
que fazem o mapeamento de peptideos, e/ou resul-
tados de MS, e determinam a proteina ou a sequén-
cia de peptideos 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 protedbmico dos espermatozoides de caprinos
da raca Saanen, com fertilidade comprovada, uti-
lizando-se a 2DE, seguida pela espectrometria de
massa (MALDI-TOF). Esse processo proporcionou
0 conhecimento do quadro proteico espermatico
dos caprinos. As proteinas foram separadas e ana-
lisadas pela eletroforese (2DE) e espectrometria de
massa, sendo essas identificadas com o auxilio do
banco de dados Swiss Prot. Foi encontrado um total
de 31 proteinas envolvidas na reproducédo. Identi-
ficaram-se proteinas de ligagdo em espermatozoi-
des, para fusdao com o 6vulo, da membrana acros-
somal, de enzimas metabdlicas, de choque térmico,
do citoesqueleto e da motilidade. A caracterizagao
dessas proteinas esclarece os mecanismos da es-
permatogénese e as modificacdes que garantem o
sucesso da fertilizagao.

Uso da proteémica no
diagnostico da CAE

A patogénese da CAE n&o é totalmente compre-
endida. Macréfagos infectados por virus presentes
no colostro sdo absorvidos intactos por intermédio
da mucosa intestinal. A infeccdo é subsequente-
mente disseminada em varios tecidos por meio des-
sas células infectadas. A replicacdo viral periodica
e a maturagdo de macrofagos induzem as lesbes
linfo proliferativas nos pulmdes, membrana sinovial,
plexo coroide e Ubere. A persisténcia do virus da
CAE no hospedeiro é facilitada por sua capacida-
de de ser sequestrado como pro-virus nas células
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hospedeiras. A infecgdo induz uma resposta humo-
ral e celular, mas nenhuma é protetora (Lofstedt,
2014).

O diagnéstico imunolégico usado na CAE de-
pende da determinacdo da presenca de anticorpos
séricos para esse virus (Pinheiro et al., 2006). A per-
sisténcia da infecgdo no rebanho é comum porque o
virus pode permanecer sem desenvolver a doenca,
sendo essa fase considerada de laténcia. Portanto,
a presenca dos anticorpos séricos indica apenas
que ha infecgao e, ndo necessariamente, a doencga.
Vale salientar que os fatores responsaveis pelo apa-
recimento da doenga em um animal ainda nao es-
tdo devidamente esclarecidos (Modolo et al., 2009).
A Figura 2 expde um animal em estagio avangado
da doenca com problemas articulares e caquexia.

Figura 2. Cabra com sequelas da infec¢do pelo virus da
artrite encefalite caprina.

Testes usados para
diagnostico da CAE

Os testes sorolégicos, entre eles a imunodi-
fusdo em gel de agarose (IDGA), baseiam-se na
detecgédo de anticorpos especificos para o agente
viral. Apesar de ser recomendado pela Organiza-
¢do Mundial de Saude Animal (OMSA), apresenta
baixa sensibilidade e resultados falsos negativos.
Modolo et al. (2009), em trabalho utilizando o tes-
te IDGA (Figura 3) para o diagnostico da CAE, em
caprinos, observaram gradativamente a sorocon-
versdo dos animais. Aos seis meses, trés animais
apresentaram sorologia positiva; aos nove meses,
outros cinco animais soro converteram e aos 12
meses 0s demais apresentaram resultado positivo.
Isso & um indicativo de que a variagao do periodo
de soroconversao dificulta o diagnostico sorolégico
precoce em alguns animais infectados, tornando-os

Foto: Raymundo Rizaldo Pinheiro
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Fotos: Raymundo Rizaldo Pinheiro
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fonte importante de disseminagao da infecgéo no re-
banho. Nascimento-Penido et al. (2017) estudando
propriedades, em Minas Gerais, observaram 49,5%
(531/1.072) da ocorréncia de anticorpos, por meio
do IDGA, com resultados variando de acordo com
a propriedade.

Figura 3. Teste de IDGA usando antigeno experimental
da Embrapa Caprinos e Ovinos (pogo central) frente aos
soros do kit comercial (VMRD®). Pocgos positivos 1, 3, 5 e
6; pogos negativos 2 e 4.

O teste de Western blotting (WB) (Figura 4) se
baseia na formacao de um complexo antigeno-anti-
corpo, e é visualizado, apds a eletroforese e trans-
feréncia do antigeno para uma membrana, por meio
de um ensaio imunoenzimatico (Bjerrum; Heegaard,
1988). Esse teste apresenta menor ocorréncia de
reagoes inespecificas, reduzindo o aparecimento de
resultados falso-negativos (Zanoni et al., 1989).
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Figura 4. Teste de Western blotting para diagnéstico da
artrite encefalite caprina.

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

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

Eletroforese bidimensional
(2DE) na infecgao pelo virus
da CAE na fase aguda

A fase aguda da infecgao pelo virus da CAE ain-
da néo foi bem estudada, e considerando o sistema
imune inato participando da linha direta de defesa
inicial da infeccao, ferramentas protedbmicas servi-
ram para identificar proteinas e enzimas que pos-
sam estar presentes nesse estagio (Santos et al.,
2019). Este estudo foi realizado no plasma seminal,
antes e apos a infecgéo pelo virus da CAE, usan-
do como diagnostico da infecgao os testes Western
blotting e PCR. Neste material biologico, dos ani-
mais positivos e negativos, foi realizada a técnica
2DE (Figura 6) seguida de espectrometria de mas-
sa/MS e identificada as proteinas.

Na analise da figura 6, observou-se menor nu-
mero de “spots” nos animais ndo infectados. Identi-
ficaram-se, na primeira soroconversao por meio do
WB, expressao positiva e significativa da Clusterina,
Zinco-alfa2-glicoproteina (ZAG-2), Prostaglandi-
na—H2, D-isdmeras precursor e Albumina do soro.
A expressao da Cistatina C foi baixa, portanto nao
apresentou presenga significativa.

Levando em consideragao que a Clusterina em
humanos se liga com afinidade muito alta ao DC-
-SIGN, um receptor de adeséo celular e de reconhe-
cimento de patégenos, que inibe a ligagao do HIV-1
(Bezerra et al., 2018) sugere-se que essa proteina
possa vir a ser um indicador da infecgao pelo virus
da artrite encefalite caprina (CAEV).

Foto: Raymundo Rizaldo Pinheiro
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A. Animais nao infectados
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Figura 6. Eletroforese 2DE de caprinos Saanen nao infectados e infectados e prevaléncia de distri-
buicéo dos spots variando de pl 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 infecgao pelo virus
da CAE na fase cronica

Em experimento com caprinos naturalmente in-
fectados pelo CAEV, esta equipe de pesquisadores
também conduziu um estudo para identificar o perfil
de proteinas do plasma seminal e sua associagao
com a técnica de PCR e a soroconversao 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 sémen foi coletado por meio da vagina
artificial e, em seguida, realizada 2DE e MS.

Encontraram-se, neste estudo, 13 proteinas
diferentes com maior expressdo, relacionadas a
reproducdo. Séo elas as espermadhesin Z13-like,
bodhesin e bodhesin-2, lipocalin, proteina PDC-
-109-like e albumina. A presenca dessas proteinas é
um indicativo de que a reproducdo nao foi alterada
durante a infecgao pelo CAEV. Por outro lado, em
animais infectados foram identificadas proteases
como a arilsulfatase A, cuja funcao esta relacionada
ao controle do metabolismo das sulfatides, que sédo
responsaveis, em condigdes normais, pela inibicao
da replicagédo do virus (Bezerra Junior et al., 2018;
Galiza et al., 2020). As outras proteinas observadas
foram: dihidroxiacetona quinase bifuncional depen-
dente de ATP/FAD-AMP liase; isoforma X1 da ca-
tepsina F; desintegrina e isoforma de proteina 2 da
metaloproteinase contendo a isoforma X1; clusteri-
na; anidrase carbdnica 2, subunidade beta secreto-
ra de flavoproteina glidérmica de transferéncia de
elétrons; e peroxidase. Os resultados deste estudo
mostram a reagdo do sistema imunoinato em ca-
prinos cronicamente infectados pela CAE (Bezerra
Junior et al., 2018), com énfase na arilsulfatase A.

Consideracoes finais

A protedbmica tem sido estudada para a eluci-
dacdo da patogénese de diversas enfermidades.
Os estudos relatados pela equipe de pesquisado-
res da Embrapa Caprinos e Ovinos sugerem duas
proteinas, a clusterina e arilsulfatase A, como pos-
siveis biomarcadores para CAE. Embora seja um
forte indicativo de biomarcador, é improvavel que
uma unica proteina seja especifica e sensivel o su-
ficiente para a maioria das doengas, destacando-se

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

De acordo com You et al. (2013), o foco na pes-
quisa de biomarcadores de doengas oculares, ou
ligadas a outro 6rgdo, seria mais bem direcionado
para a investigagdo de painéis de biomarcadores
especificos para as doengas.

O valor potencial do biomarcador de proteinas
€ 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-
¢ao e sensibilidade com alto potencial de rendimen-
to, gerando uma plataforma proteémica adequada
para pesquisas e aplicagdes clinicas. As platafor-
mas SELDI tém sido usadas para identificar biomar-
cadores de proteinas em uma grande variedade de
tipos de cancer, resultando em estratégias diagnos-
ticas promissoras (Muthu et al., 2016).
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