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RESUMO GERAL

As Metaloproteinases da Matriz (MMPs) estdo sendo foco de estudos, devido ser
investigadas como possiveis biomarcadores. Elas sdo responséaveis pela degradacgao
dos componentes das membranas basais e da matriz extracelular. As MMPs sdo
secretadas através de pro-enzimas, sua liberagdo ocorre pelos neutréfilos, macrofagos,
mondcitos, fibroblastos, membrana celular e podem também serem ativadas por
substancias como as quimiocinas e citocinas em resposta a varios estimulos, sendo
envolvidas em processos patoldgicos, por exemplo, HIV, periodontites, cancer e
metastases, doencas oftalmologicas, artrite, dentre outros. O estudo das MMPs abre
possibilidades de diagndstico, portanto, através do conhecimento das proteases serd de
grande importancia para colaborar no diagnostico e prognostico da enfermidade.
Devido aos estudos incipientes na medicina veterinaria, especialmente na espécie
caprina, objetivou-se com esse trabalho analisar o perfil das MMPs em caprinos
infectados naturalmente pela Mycoplasma agalactiae oriundos de rebanhos
distribuidos em municipios pertencentes a principal bacia leiteira do Nordeste. Foram
utilizadas 25 fémeas caprinas, sendo dividido em dois grupos experimentais, um
composto por animais soropositivos naturalmente para Agalaxia Contagiosa (AC) e
outro soronegativo. O sangue foi coletado através de puncdo da veia jugular e o soro
sanguineo obtido por centrifugagdo, posteriormente testados através do ELISA
Indireto, por meio do kit comercial anti-Mycoplasma agalactiae test kit (IDEXX®,
Australia). Os géis foram analisados através do software Gel Analyzer no qual foi
possivel identificar a presenga e auséncia de bandas enzimaticas, picos densitométricos
e o volume médio (pixels) das bandas proteoliticas, e posteriormente foram realizadas
as analises estatisticas. As formas ativas das MMP-9, MMP-2 e a forma latente da
proMMP-13 estdo presentes no soro sanguineo de caprinos infectados pela
Mycoplasma agalactiae. Ja4 as formas latentes da proMMP-9 estdo presentes nos
animais do grupo soronegativo. Com base nesse resultado sugere-se que a presenca da
MMP-9 e MMP-2 em todos os animais positivos poderd ser usada como
monitoramento da infeccdo, fato esse digno de mais pesquisas. A presenga da
proMMP-13 em todas as amostras experimentais pode ser justificada devido ao seu
comportamento de estimular a secrecao de varias MMPs em caso de necessidade de defesa
do organismo.

Palavras-chave: Micoplasmose, proteases, soro sanguineo, caprinocultura.
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GENERAL ABSTRACT

Matrix Metalloproteinases (MMPs) are being the focus of studies, due to be
investigated as possible biomarkers. They are responsible for the degradation of
basement membrane and extracellular matrix components. MMPs are secreted through
proenzymes, their release occurs by neutrophils, macrophages, monocytes, fibroblasts,
cell membranes and can also be activated by substances such as chemokines and
cytokines in response to various stimuli, being involved in pathological processes, for
example., HIV, periodontitis, cancer and metastases, eye diseases, arthritis, among
others. The study of MMPs opens diagnostic possibilities, therefore, through the
knowledge of proteases it will be of great importance to collaborate in the diagnosis
and prognosis of the disease. Due to the incipient studies in veterinary medicine,
especially in the goat species, the objective of this work was to analyze the behavior of
MMPs in goats naturally infected by Mycoplasma agalactiae from herds distributed in
municipalities belonging to the main dairy basin in the Northeast. Twenty-five female
goats were used, divided into two experimental groups, one composed of animals
naturally seropositive for Contagious Agalactia (AC) and the other seronegative.
Blood was collected by jugular vein puncture and blood serum was obtained by
centrifugation, later tested by Indirect ELISA, using the commercial anti-Mycoplasma
agalactiae test kit (IDEXX®, Australia). The gels were analyzed using the Gel
Analyzer software, in which it was possible to identify the presence and absence of
enzymatic bands, densitometric peaks and the average volume (pixels) of the
proteolytic bands. The active forms of MMP-9, MMP-2 and the latent form of
proMMP-13 are present in the blood serum of goats infected with Mycoplasma
agalactiae. The latent forms of proMMP-9 are present in the animals of the
seronegative group. Based on this result, it is suggested that the presence of MMP-9
and MMP-2 in all positive animals can be used to monitor the infection, a fact worthy
of further research. The presence of proMMP-13 in all experimental samples can be
justified due to its behavior of stimulating the secretion of several MMPs in case the
organism needs to defend itself.

Keywords: Mycoplasmosis, proteases, blood serum, goat culture.
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CONSIDERACOES GERAIS

Diante do crescimento da caprinocultura na regido Nordeste, esse segmento
ganha destaque como importante atividade pecuaria. Principalmente pela
representatividade socioecondmica na producdo de leite e derivados, associada a
comercializacao de produtos como importante geragao de emprego e renda.

Alguns territérios nordestinos possuem maior destaque no cenario nacional,
como nos estados da Paraiba e Pernambuco. Juntos, os dois estados, compreendem
uma relevante bacia leiteira caprina do Nordeste, Brasil. O seu crescimento esta
associado principalmente a incentivos publicos e locais, no que concerne a producao e
comercializacao de produtos oriundos da caprinocultura.

Contudo, alguns entraves tém dificultado o fortalecimento da cadeia produtiva,
para que possa permanecer presente e competitiva no mercado nacional. Nesse caso,
as incidéncias de enfermidades nos rebanhos geram problemas sanitarios com
consequentes perdas produtivas.

A Agalaxia Contagiosa (AC) ¢ uma doenca grave em caprinos leiteiro e
responsavel por impacto econdmico nas pequenas e grandes industrias produtoras de
leite de cabra. Os rebanhos podem apresentar surtos de AC, mas a presenca de
portadores assintomaticos ¢ um alerta as condi¢des sanitdrias, ja que podem ser
detectados em rebanhos cronicamente infectados.

O diagndstico € baseado especificamente no teste de ELISA, PCR e isolamento
da M. agalactiae. Contudo, ainda sdo praticas onerosas e comercializadas
exclusivamente para laboratérios especializados, onde se realizam pesquisas
cientificas. Todavia, ¢ relevante o conhecimento das principais enfermidades que
acometem os caprinos leiteiros e desenvolvimento de novas metodologias
diagnosticas, para assim evitar maiores problemas.

Nisso, a andlise protedmica surge como uma ferramenta potencial para
identificar biomarcadores das enfermidades. Sendo necessaria também, a busca por
medidas para o fortalecimento de programas de controle das enfermidades, incluindo a
Agalaxia Contagiosa. Novas técnicas de diagndstico, por exemplo, o estudo das
MMPs, podera auxiliar e ganhar destaque como uma ferramenta a mais para estudos

sobre AC.
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As MMPs consistem em um grupo de varias enzimas classificadas de acordo
com a especificidade ao substrato e, principalmente, pela sua estrutura. As MMPs
estudadas nessa pesquisa foram as formas ativas (MMP-9 e MMP-2) e suas
respectivas formas latentes (proMMP-9 e proMMP-2). Estas possuem fungdes
diretamente ligadas a remodelagdo da matriz extracelular, a formagdo de novos vasos
sanguineos, em processos de cicatrizagdo e na formacdo de tecidos, e foram
recentemente encontradas em amostras de plasma seminal e no soro sanguineo de
caprinos infectados pela CAE.

O reconhecimento dessas proteases pode servir de subsidio para pesquisas
posteriores, e precedentes para busca de antibacterianos, refletindo positivamente na
produgdo de caprinos. Diante disso, o objetivo desse estudo ¢ analisar o perfil das
MMPs em caprinos infectados naturalmente pela Mycoplasma agalactiae em rebanhos

pertencentes a principal bacia leiteira do Nordeste.
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Introducio

A caprinocultura ¢ uma importante atividade pecudria, e seu crescimento,
especialmente na regido Nordeste, estd vinculado a sua relevancia socioeconOmica,
com representatividade na produgdao de leite e derivados, associada também a
comercializa¢do de produtos como geragdo de renda (SILVA e ARAUJO, 2000).

O rebanho caprino concentrado no territério nordestino corresponde a 92,98%
do rebanho nacional. Ainda neste aspecto, os estados da Paraiba e de Pernambuco, se
destacam como importante bacia leiteira caprina do Nordeste/Brasil, compreendendo
cerca de 692 mil caprinos (IBGE, 2021).

No entanto, a caréncia de praticas sanitarias e a ocorréncia de enfermidades
ainda sdo fatores limitantes ao crescimento e geracao de renda para os caprinocultores.
Visto que a satide dos caprinos pode ser afetada pela acao de agentes infecciosos, com
atuacdo direta ou indiretamente na produtividade dos animais e nos aumentos das
taxas de mortalidade (PINHEIRO et al., 2003).

Dentre as enfermidades que afetam a caprinocultura leiteira, destaca-se a
Agalaxia Contagiosa (AC) que se enquadra no complexo de doenca denominada por
Micoplasmose e que possui a bactéria Mycoplasma agalactiae como agente causador.
Este patdégeno ¢ responsavel por causar infec¢des nas vias mamadria, respiratoria e
digestiva, e sua transmissao pode ocorrer por contato direto entre animais infectados e
sadios, e at¢ mesmo pela ingestao de agua e alimentos contaminados (SANTOS et al.,
2015).

A presenca de animais assintomaticos vem sendo considerada como uma
ameaca a sanidade do rebanho, devido a transmissibilidade do agente e o
envolvimento deste na baixa produtividade do criatério. Contudo, o sacrificio de
animais infectados ndo ¢ uma pratica recomendada para combater a enfermidade.
Visto que, ndo solucionard o problema e causara maiores prejuizos por conta da perda
de producdo e genética dos animais, afetando assim, a economia da atividade
(BANDEIRA et al., 2008). Portanto, sao crescentes as buscas por técnicas de
diagnostico para detec¢ao de animais infectados. Assim como no desenvolvimento de
estudos a fim de encontrar marcadores diagnosticamente relevantes (AKBARZADEH-
NIAKI et al., 2020; BARBOSA et al., 2020; CACCIOTTO et al., 2021).

Na busca por alternativas de medidas para conhecimento e diagnostico da AC,
diminuindo os impactos negativos, a protedmica surge como uma técnica inovadora,

que consiste no estudo de moléculas envolvidas na reacdo do sistema imune inato
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frente as infec¢des ocasionadas por microrganismos (GALIZA et al., 2020). Essa
ferramenta caracteriza grupos de proteinas e proteases presentes em algum momento
da historia natural das enfermidades, sendo possivel, também, acompanhar os estudos
da biologia celular (WILKINS et al., 1996).

Através da protedmica, ¢ possivel avaliar as metaloproteinases, que sao
enzimas proteoliticas, ativadas durante alguns processos fisioldgicos e patoldgicos no
organismo, sendo responsaveis pela degrada¢do das membranas basais e da matriz
extracelular (PEREIRA et al., 2014).

Essas enzimas sdo observadas, normalmente, em eventos como ovulagao,
espermatogénese, embriogénese, angiogénese, € em patologias como HIV, cancer,
diabetes e periodontites (RANGASAMY et al.,, 2019; MANNELLO ¢ MEDDA,
2012). Dessa forma, sao bastante estudadas na medicina humana. De acordo com Zitka
(2010), desde a década de 90, muitas pesquisas cientificas vém sendo realizadas com
as metaloproteinases, e diversos artigos foram publicados sobre o assunto nos seres
humanos. Devido ao déficit de estudos no ambito veterinario e ao grande reflexo
socioecondmico da AC nos animais, tornam-se necessarias novas pesquisas acerca
dessa tematica.

A alta incidéncia nos rebanhos e a necessidade por novas metodologias
diagnosticas para a AC fazem da analise protedmica uma ferramenta em potencial na
busca por biomarcadores da patologia. Nesse contexto, € preciso buscar o
aperfeigoamento dos programas de controle desse microrganismo e novas técnicas de
diagnostico, por exemplo, o estudo das MMPs.

O reconhecimento dessas proteases, certamente sera um progresso cientifico de
carater inovador, e podera servir de subsidio para estudos posteriores, e precedentes
para busca de antibacterianos, o que refletird positivamente na producdo de caprinos.
Diante disso, o objetivo desse estudo ¢ analisar o comportamento das MMPs em
caprinos infectados naturalmente pela Mycoplasma agalactiae oriundos de rebanhos
distribuidos em municipios pertencentes a principal bacia leiteira do Nordeste, visto

que esse patdgeno apresenta grande impacto na caprinocultura leiteira.

Agalaxia Contagiosa
Agalaxia Contagiosa ¢ uma enfermidade causada por bactérias do género
Mycoplasma, com distribuicao cosmopolita, afetando varios animais domésticos como

caprinos, ovinos, bovinos, suinos e equinos. Animais acometidos por essa doencga
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podem apresentar: mastite, agalaxia, artrite, pleuropneumonia, problemas
reprodutivos, ceratoconjuntivite e septicemia (SANTOS et al., 2015). A enfermidade ¢
responsavel por perdas econdmicas consideraveis devido a alta mortalidade de crias e
na reducao ou até mesmo parada da producao de leite (OIE, 2018).

Assim, a adogdo de praticas sanitarias, associada ao diagndstico precoce de
animais infectados, sdo ferramentas importantes para o conhecimento, o controle e até
mesmo ao combate de enfermidades. J4 que, comumente, sdo diagnosticadas de forma
tardia, quando os animais estdo debilitados. Consequentemente, resulta em baixo
desempenho produtivo e com perdas econdmicas significativas (PINHEIRO et al.,
2003).

A ocorréncia da enfermidade em rebanhos caprinos tem um impacto
importante na economia local, especialmente, em situagdes onde a venda de leite de
cabra e derivados sdao tidas como a unica renda dos produtores. Neste ambito, os
pequenos criadores podem sofrer mais ainda com os danos pela disseminagdo desta
doenga, pois detém de poucos recursos financeiros para substituir o rebanho ou adogao
de programas de controle (AZEVEDO et al., 2006; BANDEIRA et al., 2008).

Nestas regioes, a disseminacao de doengas pode ser agravada pelo uso reduzido
de praticas sanitérias, associada as diversas formas de aquisi¢do de animais, intenso
transito animal e poucas informagdes quanto as enfermidades que acometem os
rebanhos caprinos (BANDEIRA et al, 2008).

Os primeiros relatos sobre micoplasmas em animais foi em 1898 por Nocard e
Roux (WAITES et al., 2005), porém Zagali descreveu que a forma clinica da doenca
ocorreu primeiramente em 1816 na Itdlia relatada por Metaxo (DA MASSA et al.,
1992). Mundialmente, a Agalaxia Contagiosa ¢ considerada uma enfermidade
endémica na maioria dos paises do Mediterraneo, da Africa, dos Estados Unidos e da
Asia Ocidental (CAMPOS et al., 2009).

No Brasil, em 1942, foi relatado o primeiro caso da enfermidade em caprinos
no estado de Sao Paulo, a partir de um surto de pneumonia em cabritos ¢ de mastite
nas cabras (PENHA e D’APICE, 1942). Posteriormente no Nordeste, o agente foi
isolado e identificado no ano de 2001 em caprinos do estado da Paraiba

(NASCIMENTO et al., 2002).

Etiologia
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As bactérias pertencentes a espécie Mycoplasma sao consideradas de tamanho
pequeno (124 e 50 nm) e de genoma reduzido (877 kb). Sao parasitas obrigatorios que
podem ser encontrados em uma ampla gama de espécies hospedeiras, incluindo a
maioria dos animais de producdo. Geralmente, estdo associados a uma série de
doencas inflamatérias agudas e cronicas que sao problematicas na medicina
veterindria.

O principal agente etologico da Agalaxia Contagiosa ¢ a bactéria Mycoplasma
agalactiae, porém outras espécies de Mycoplasma podem estar envolvidas nessa
enfermidade, como M. mycoides subsp. mycoides (colonia grande), M. capricolum
subsp. capricolum, M. mycoidessubspcaprie M. Putrefaciens, no entanto, essas sao
pouco conhecidas (NASCIMENTO, 2003).

Essas bactérias pertencem a classe Mollicutes e sao considerados os menores
microrganismos autorreplicantes. Encontram-se em colonias em forma de “ovo frito”
em meio so6lido, sendo diferente das outras bactérias tipicas, uma vez que ndo possuem
parede celular e apresentam proteinas e colesterol na membrana celular (WALKER,

2003).

Epidemiologia

A presenca da enfermidade se da através de atividades e até mesmo por
praticas que possam facilitar a entrada e disseminacdo do agente entre animais
infectados e sadios. J4 que animais contaminados pelo M. agalactiae pode apresentar
ou nao sinais clinicos evidentes. Além da possibilidade de ingestdo de 4gua, alimentos
e leite contaminados.

Conforme estudo realizado por Azevedo et al. (2006) na Paraiba, mediante
surtos de Agalaxia Contagiosa, os animais afetados apresentaram mastite, agalaxia e
poliartrite (cabras), além de casos de poliartrite e ceratoconjuntivite em cabritos e
cordeiros. Destaca-se que ainda segundo o estudo, M. agalactiae foi isolado a partir de
leite, liquido articular, swab nasal e lavado do conduto auditivo externo.

No estado do Rio de Janeiro, casos de Agalaxia Contagiosa também foram
relatados. Contudo, foi verificada a ocorréncia de Mycoplasma spp. em todas as
amostras do conduto auditivo externo dos caprinos avaliadas, e destas, 80% (16/20)

foram positivos para Mycoplasma mycoides (BARBOSA et al., 2020).
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Outros estados do Nordeste também descreveram sobre a presenca da Agalaxia
Contagiosa nos rebanhos, como: Paraiba (BANDEIRA et al., 2008), Pernambuco
(ALVES, 2013), Sergipe (SANTOS et al., 2015), Ceara (PEIXOTO et al., 2018) e Rio
Grande do Norte (DAMASCENO et al., 2020) (Tabela 1).

Tabela 1. Estudos experimentais e relatos da Agalaxia Contagiosa (Micoplasmose)
em caprinos no Brasil.

ESTADO PREVALENCIA AMOSTRA TESTE AUTOR (ANO)
Paraiba 100% (11/11) LEITE PCR AZEVEDO etal. (2006)
Paraiba 83.28% (264/317) SORO ELISA CAMPOS etal. (2009)
Paraiba 7.5% (9/120) LEITE PCR  BANDEIRA etal. (2003)
Sergipe 103% (20/194) SORO ELISA SANTOS etal. (2015)

Rio %‘g‘;eded" 7.8% (42/53%) SORO ELISA  DAMASCENOetal. (2020)
17.9%(7/39) SEMEN PCR

Pemambuco ALVES etal. 2013)

3.7%(31) LEITE PCR
Ceard 0.62% (3/436) SORO ELISA  PEIXOTOetal (2018)

Adaptado de LIMA et al., 2021.

A presenga da Mycoplasma agalactiae nos rebanhos caprinos pode ser
considerada um risco a atividade leiteira, com possibilidades de danos a sanidade dos
rebanhos e de surtos de Agalaxia Contagiosa na regido Nordeste do Brasil (ALVES et
al., 2013). Diante disto, queda de 90% na producdo de leite foi relatada em rebanhos
caprinos afetados pela doenga (AZEVEDO et al., 2006).

No estado de Sergipe, amostras soroldgicas de caprinos e ovinos foram testadas
por ELISA, onde 10,3% (20/194) dos animais apresentaram anticorpos circulantes,
enquanto nao foi detectado nas amostras de leite. Indicando que os animais tiveram
contato com o agente causador da Agalaxia Contagiosa, de modo a atuarem como
fonte de infec¢dao (SANTOS et al., 2015).

A presenca da M. agalactiae em rebanhos caprinos coloca os animais em risco
de disturbios reprodutivos e surtos de agalaxia contagiosa na regido Nordeste do
Brasil, ja que o agente foi detectado em 17,9% (7/39) das amostras de sémen e 3,7%
(3/81) das amostras de leite (ALVES et al., 2013).

Segundo Damasceno et al. (2020), a soroprevaléncia de M. agalactiae em

rebanhos caprinos do Rio Grande do Norte foi de 7,8% (42/538), com 10,1% (39/387)
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para fémeas, 4,3% (14/326) matrizes e 25,9% (14/54) das propriedades com pelo
menos um animal soropositivo.

Devido ao pouco conhecimento dos produtores sobre a enfermidade, associado
a auséncia de planos de controle da Agalaxia Contagiosa, principalmente em caprinos
no Nordeste do pais, a ocorréncia e danos a cadeia produtiva gera preocupacao €

prejuizo no setor.

Transmissibilidade

A principal via de infec¢do ¢ a oral, seguida da via respiratdria e mamaria.
Logo assim, a transmissdo acontece através do contato direto ou indireto. Esse
microrganismo fica presente no leite, fezes, urina, exsudatos oculares e nasais por
varios meses, havendo, entdo, disseminagdo do mesmo para animais sadios,
caracterizando a principal forma de transmissdo da enfermidade (BERGONIER et al.,
1997).

A Dbactéria também pode permanecer no solo, materiais cirurgicos,
ordenhadeira mecéanica, cama, bebedouros, comedouros e dentre outros elementos que
podem facilitar a contaminacdo dos animais, estes que por sua vez, também sao
considerados como fontes de contaminagdo. Geralmente, a dissemina¢do também pode
ocorrer devido a aquisicdo de animais em eventos agropecudrios com elevada
aglomeragdo de animais, auséncia de informagdes sanitarias dos animais, que na
maioria das vezes, ndo possuem atestado sanitario adequado comprovando a higidez
dos animais presentes (BERGONIER et al., 1997; MADANAT et al., 2001;
AZEVEDO, 2007).

A transmissao por via transplacentaria também parece ser possivel, ja que a
infeccdo de cabritos por M. agalactiae durante a gestagdo, resultou no nascimento de

animais com sinais clinicos de Agalaxia Contagiosa (SILVA et al., 2014).

Sinais Clinicos

Os principais sinais clinicos incluem a infec¢do das glandulas mamarias,
ocasionando diminui¢cdo ou parada total na produgdo de leite ¢ mudanga na sua
coloragdo (variando de aquoso, marrom com grumos até aspecto purulento). Os

animais afetados ainda podem apresentar perda de apetite, artrite (com aumento de
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volume nas regides do tarso e do carpo) e dificuldade de locomogao, levando a perda
de peso acentuada e, consequentemente, a morte do animal por prostracao
(AZEVEDO, 2015).

Alguns autores relatam alteragdes oculares nos animais infectados pela
Agalaxia Contagiosa como opacidade de coérnea, conjuntivite, ceratite,
lacrimejamento, congestdo da mucosa conjuntival, fotofobia, diminuicdo da
vascularizagdo da superficie da cornea, resultando em perda da visdo uni ou bilateral
(CORRALES et al., 2007). Ademais, em cabras, pode haver distarbios reprodutivos
como hiperemia das mucosas, secregoes seromucosas ¢ vulvovaginite (AZEVEDO et
al., 20006).

De acordo com o estado imunoldgico, manejo e alimentacdo dos animais, a
taxa de mortalidade pode variar de 10 a 80% dos casos, com morbidade de até¢ 100%
(AZEVEDO et al., 2006). O periodo de incubacao pode ser de uma a oito semanas,
dependendo da quantidade de bactérias invasoras, da resisténcia do hospedeiro e da
viruléncia (NICHOLAS, 2002).

Segundo estudo realizado em caprinos e¢ ovinos na Paraiba, a morbidade
atingiu valores de 26,1% a 100% em cabras, 36,5 a 100% em cabritos e 49% em
cordeiros. Sendo que, devido ao surto, 14,3% das cabras em lactagdo e 6,4% dos

cabritos morreram ou foram eutanasiados (AZEVEDO et al., 2006).

Diagnostico

A enfermidade permanece endémica em varios paises, e o desenvolvimento de
ferramentas profilaticas e diagnosticas eficazes ainda representa um desafio. Logo, a
deteccao da M. agalactiae com testes de alto desempenho e custos acessiveis também
¢ fundamental para o desenvolvimento de estratégias de controle eficaz (CACCIOTTO
et al., 2021).

Mediante a similaridade dos sintomas clinicos da Agalaxia Contagiosa, com
outras enfermidades, por exemplo: Artrite Encefalite Caprina, que também atingem
caprinos € ovinos, o diagnostico clinico na propriedade torna-se mais dificultoso.
Desse modo, torna-se importante adotar técnicas de diagndstico eficazes, associada a
informagdes da enfermidade em rebanhos locais e da regido.

O diagnéstico laboratorial da AC baseia-se no isolamento de M. agalactiae ou

na deteccao de seus antigenos. Neste caso, o isolamento bacteriano compreende uma
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técnica mais onerosa, devido a necessidade de estrutura laboratorial especifica, pessoal
técnico especializado e alto investimento. J& que podem envolver técnicas moleculares
e de cultivo bacteriano para a identificagdo do agente. Os testes soroldgicos também
podem ser realizados, como imunodifusdo, imunofluorescéncia, soroaglutinagdao e
imunoenzimaticos (ELISA) (CAMPOS et al., 2009).

Ja em relag@o aos materiais biologicos, como sangue, leite, secre¢do nasal ou
conjuntival e liquido articular, s3o amostras geralmente utilizados para identificacao
do agente causador (RIET-CORREA et al., 2006). Contudo, todos esses materiais
necessitam de cuidados para que permanecam inalterados em suas principais
propriedades até a realizacdo dos testes de diagndstico.

Para o diagnostico definitivo ¢ recomendado o cultivo bacteriano, contudo essa
técnica ¢ demorada e laboriosa. Ao contrario do ELISA, o qual ird identificar animais
que estao infectados ou tiveram contato com a bactéria, fornecendo resultado mais
rapido. A deteccdo de fragmentos do DNA amplificados pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), também apresenta resultados relevantes, ja que detecta pequenas
quantidades dos agentes nas amostras, entretanto ¢ uma técnica mais laboriosa e de
custos elevados.

O teste de ELISA tem sido uma técnica de escolha entre os procedimentos
soroldgicos existentes, pois tem potencial para alta sensibilidade e especificidade,
além de ser simples e permitir analisar um grande nimero de amostras em pouco
tempo, favorecendo um alto rendimento (LAMBERT et al., 1998; AZEVEDO et al.,
2006). O diagnostico também pode ser feito pela utilizagdo da técnica de Western
Blotting (De la Fe et al., 2006).

Também o teste de fixagdo de complemento e o Western Blotting sdo técnicas
de diagnostico utilizados para AC. O teste de fixacdo do complemento, pode
apresentar limitagdes devido a possibilidade de rea¢des cruzadas e falsos positivos em
comparagdo com outros métodos diagnosticos (OIE, 2018). Por esta razdo, bem como
pelos resultados consistentes, o teste ELISA tem se mostrado confiavel como
diagnostico para essas infecgdes (CAMPOS et al., 2009; PEPIN et al., 2003;
KITTELLBERGER et al., 2006; LAMBERT et al., 1998; FUSCO et al., 2007).

A ocorréncia de M. agalactiae reforga a necessidade de estudos quanto a
presenca do agente infeccioso em pequenos ruminantes, os impactos a atividade e
adogdo de técnicas de diagnosticos confidveis. Além disso, direcionar agdes, por meio

das instituigdes de apoio técnico a produtores, capacitagdes abordando pontos
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importantes quanto a sanidade do rebanho, mais especificamente, da Agalaxia

Contagiosa e o impacto causado por esta enfermidade.

Controle e Tratamento

A Agalaxia Contagiosa surge como uma doenga de alto potencial negativo em
cabras leiteiras. Portanto, recomendam-se a implementagdao de medidas de controle
para esta doenga, ja que a infec¢ao ocorre principalmente, pela introdugao de animais
portadores no rebanho e essa pratica tem importancia dentro do estudo da doenga.

Considerando a inexisténcia de vacinas contra AC no Brasil, a alta prevaléncia
detectada sugere a presenga de infeccdo intensiva entre rebanhos caprinos na
microrregiao (CAMPOS et al., 2009).

Manejo sanitdrio deve ser adotado para o controle da Agalaxia Contagiosa. Os
animais infectados devem ser isolados e iniciar a administragdo de antibidticos
especificos como, tilosina, lincomicina, danofloxacina, enrofloxacina para diminuir a
carga bacteriana. E importante ressaltar que, mesmo com o desaparecimento ou
redu¢do dos sintomas em um periodo curto de tratamento, ndo had garantia da
eliminagdo da bactéria, pois a mesma ¢ bastante resistente (RIET-CORREA et., 2011).
Assim, em alguns casos, o sacrificio dos animais ¢ necessario, entretanto essa medida
causa grande impacto na economia (MADANAT et al., 2001; CORRALES et al.,
2007).

A quarentena deve ser adotada nas propriedades juntamente com a realizagdo
de exames de diagnostico como requisitos ao adquirir novos animais. Outra medida ¢ a
separacao das crias ao nascimento, evitando contato com maes infectadas, sendo
necessario o aquecimento do colostro na temperatura de 56°C durante 30 minutos, ou
substituir o colostro por sucedaneo. Além disso, deve-se realizar a higienizacao das
instalagcdes, materiais cirtrgicos e insumos utilizados nos animais enfermos
(NASCIMENTO et al., 2002).

Em alguns paises da Europa, a vacinagdo ¢ uma medida profilatica. No entanto,
o uso de vacinas com agentes vivos atenuadas contra Mycoplasma agalactiae produz
titulos de anticorpos altos e duradouros, podendo o agente ser secretado no leite
durante varios meses, por esse motivo diversos paises nao realizam a vacinagao

(MADANAT et al., 2001). J& vacinas vivas inativadas produzem titulos mais baixos e
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menos persistentes, mas t€ém como desvantagem a necessidade de reaplicacdes em
intervalos curtos, especialmente antes e apds os partos, para obter uma prevengdo mais
segura contra a Agalaxia Contagiosa (LEON et al., 1995).

Campos et al. (2013) desenvolveram estudos de vacinas inativadas a partir de
amostra do agente isolado no Brasil e afirmaram a eficiéncia da vacinagdo em ovinos €
caprinos, porém se observou que a imunidade desses animais foi relativamente
limitada, sendo necessdaria revacinagdo em curto periodo. No Brasil a vacina ainda ndo

esta disponivel.

Protedmica

O termo protedmica significa o estudo do conjunto de proteinas expressas em
fluidos corporais, tecidos e células em um dado momento, que sdo responsaveis de
forma direta ou indireta pelo controle de quase todos os processos bioldgicos
(WILKINS et al., 1996). Na década de 70 ocorreu o inicio dos estudos sobre essa
técnica, em que pesquisadores comegaram a formagdo de bancos de dados das
proteinas por meio da eletroforese de gel bidimensional (O’FARREL, 1975). Através
dessas pesquisas, ocorreu a catalogacdo extensiva de manchas nos géis bidimensionais
conhecidos como “spots” ou bandas, resultando nos bancos de dados das proteinas
presentes.

A protedbmica ¢ de suma importdncia uma vez que analisa as
proteinas/moléculas que participam dos diversos processos celulares, agindo como
enzimas, hormoénios, receptores celulares, componentes estruturais e anticorpos
(AEBERSOLD e MANN, 2003). Essa técnica também pode ajudar nos testes de
diagnosticos de algumas enfermidades como o céncer, diabetes e viroses nos seres
humanos.

Por meio da protedmica, encontram-se diversas enzimas ou proteases,
especialmente as Metaloproteinases (MMPs), que estdo presentes na matriz
extracelular, envolvidas tanto em processos fisioldgicos como patoldgicos,
desenvolvendo o remodelamento das células. Assim, a analise da atividade enzimatica
permite melhor conhecimento do patdgeno e a resposta do hospedeiro frente ao agente

infeccioso (PEREIRA, 2014).
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Proteases

Vérios sao os mediadores da resposta inflamatoria, podendo ser enzimas
chamadas de proteases ou proteoliticas, que sdo responsaveis pela hidrolise das
ligagdes peptidicas. Essas enzimas, junto com seus mediadores, desenvolvem um
papel chave tanto nos processos fisiologicos, tais como remodelagdo da superficie
celular e dos tecidos, migracdo e sinalizagdo das células, como também em processos
patologicos, por exemplo, doengas articulares, cardiovasculares, cancer, infeccdo e
doencas neurodegenerativas, sendo, entdo, consideradas potenciais alvos terapéuticos
(PEREIRA, 2014).

De acordo com a massa molecular, propriedades elétricas e especificidade ao
substrato, essas enzimas sdo classificadas em seis diferentes familias, destacando-se as
metaloproteases, que envolvem as gelatinases, segundo a Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) (FREDERIKS e MOOK, 2004). As
gelatinases sao responsaveis pela degradacao e sinteses da matriz extracelular (MEC) e
ocupam os espacos entre as c€lulas do tecido, sendo fundamentais na locomogao das
células e no processo de migracdo celular. Além disso, a MEC estd presente em
processos patologicos e fisioldgicos como reparagdo de feridas, metéstases, formacgao
de cicatriz, ovulagdo e implantagao do 6vulo fertilizado (BIRKEDAL-HANSEN et al.,
1993).

Metaloproteinases da Matriz (MMPs)

Metaloproteinases da Matriz (MMPs) sdo enzimas, endopeptidases,
encarregadas pela degradacdo dos componentes da matriz extracelular e das
membranas basais. Esse grupo de enzimas ¢ secretado através de pro-enzimas com
liberacdo por neutréfilos, macrofagos, monocitos, fibroblastos e células tumorais
(WOESSNER, 1991). Em meados de 1962, Gross e Lapiérre (1962) descobriram uma
enzima ativa na cultura de fragmentos de pele de ratos, foi quando provavelmente
aconteceu a descoberta das MMPs.

As MMPs sdo compostas de 24 proteinas, divididas em gelatinases (MMP-2 e
9), matrilisinas (MMP-7 e 26), MMPs tipo membrana (MMP-14, 15, 16, 17 e 24),
estromelisinas (MMP-3, 7 e 10), colagenases (MMP-1, 8 e 13) e outras MMPs pouco
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conhecidas (VISSE et al., 2003). De acordo com a especificidade ao substrato e a
estrutura essas enzimas sao classificadas. Contém ions de zinco no sitio de agdo
catalitica e requerem ions de célcio para estabilidade e atividade, logo sd@o conhecidas

como enzimas metalodependentes (SOUZA e LINA 2002).

MMPs ativadas por furina

CEr———— OO 9

MMP-7 e MMP-26 Transmembrana tipo 1: MMP-14,15, 16,24
MMP-1,3,8,10,12,13,19,20,27 Transmembrana tipo 1l : MMP-23
MMP-2 e MMP-9 GPI ancorado MMP-17 e MMP-25

———— OO

MMP-11,21e MMP-28

B Peptideo desinal \~ Regiio da dobradiga (== Dominio semethantealg
B Pro-dominio @ Dominiodahemopexina @ Matrizde cisteina
O Contro catalitico . Repetigiode fibronectina @ Citosdlica
B Clivagem de furina NU Ancora GPI . Ancora de sinal N-terminal

C—— Dominio transmembrana

Figura 1: Classificagdo das MMPs de acordo com os sitios de ligagdo. Fonte:
Adaptado Galiza et al., (2016).

Esse grupo de enzimas atua no controle regulatorio, na transcrigdo, estabilidade
do RNAm, ativa pré-enzimas, degradagdo da matriz extracelular e nos inibidores
teciduais de metaloproteinases ou TIMPs especificos. Agem também em processos
como desenvolvimento e reparagdo de tecidos, angiogéneses e morfogénese
(STETLER-STEVENSON et al., 2008).

A MMP-2 e MMP-9 s3o responsaveis pela degradagdo do coladgeno
desnaturado ou gelatinas. Apresentam peso molecular na forma latente e na ativa,
respectivamente, de 72 kDa e 66 kDa (MMP-2) e 92 kDa e 83 kDa (MMP-9). A
MMP-2 ¢ capaz de degradar colagenos do tipo I, IV e V, vibronectina, elastina e
gelatina, enquanto que a MMP-9 ¢ expressa em situagdes de remodelamento tecidual,
ou seja, na cicatriz de ferimentos e invasao tumoral (STAMENKOVIC, 2000; VISSE
et al., 2003).
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Na medicina humana, sdo crescentes os estudos envolvendo MMPs e
enfermidades. Assim, dentre asvarias MMPs que se acredita estarem envolvidas no
cancer, a aten¢do concentrou-se nas gelatinases, devido a uma variedade de tumores
malignos e sua expressao e atividade estdo frequentemente associados a agressividade
do tumor e a um prognostico ruim (BAUVOIS et al., 2012).

Niveis elevados de MMP-2 e/ou MMP-9 sdo encontrados na mama, cérebro,
cancer de ovario, pancreas, prostata, pulmao e melanoma (ROY et al., 2009; KLEIN et
al;. 2011; TURPEENNIEMI-HUJANEN, 2005). A expressao desregulada de MMP
também ¢ observada em casos de linfoblastica aguda leucemia, leucemia de células T
do adulto, leucemia linfocitica B cronica (LLC), leucemia mieloide aguda (LMA) e
leucemia mieloide cronica (KLEIN et al., 2004).

Estudo realizado sobre a atividade sérica de MMPs na apneia obstrutiva do
sono, a atividade da MMP-2 foi associada a gravidade da condi¢do e ao nivel de
hipoxemia em pacientes com essa sindrome (FRANCZAK et al., 2020). As
metaloproteinases de matriz (MMPs), especialmente MMP-2 e MMP-9, segundo Lotfi
et al. (2015) em casos de carcinoma espinocelular orais (CEC), apresentaram
aumentadas em malignidade e envolvimento de linfonodos afetados pela doenca. Onde
pacientes com CEC oral apresentaram niveis séricos significativamente maiores de
MMP-2 (p=0,01) e MMP-9 (p<0,001) em comparagdo com individuos saudaveis.
Segundo os autores desse estudo, os resultados dos estudos sdao indicativos do papel
das MMPs na avaliagdo do estdgio avancado ou inicial da enfermidade pode ser
utilizado como preditor precoce de seu prognostico (LOTFI et al., 2015). A expressao
de metaloproteinase da matriz 2 e 9 também foi registrada com maior atividade em
casos de carcinoma hipofaringeo. Estando assim, envolvidas na ocorréncia,
desenvolvimento, invasao e¢ metdstase do carcinoma hipofaringeo através de uma
variedade de mecanismos (SONG et al., 2020).

As MMPs, especialmente a MMP-2, estdo associadas tanto ao estresse
oxidativo quanto as doencas cardiovasculares (SAWICKI, 2013). As MMPs mais
frequentemente analisadas em relacdo a sindrome de insuficiéncia cardiaca sdo a
MMP-2 ¢ a MMP-9 (RADOSINSKA et al, 2017). O nivel de MMP-9 foi
significativamente associado a complicagdes pods-operatorias de pacientes com
pericardite constritiva e o alto nivel de MMP-9 no pericardio foi associado a maus

resultados pds-operatérios (FANG et al., 2022).
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Estudos recentes apontam para o possivel papel das metaloproteinases de
matriz (MMPs) na patogénese da endometriose. A expressao de MMP-2 e MMP-9
foram observadas, estatisticamente maiores, em amostras colhidas de pacientes com
endometriose (BARBE et al., 2020). Os resultados dos estudos sdao indicativos do

papel das MMPs na avaliacao do estdgio avancado ou inicial da enfermidade.

MMPs no soro sanguineo

Essas enzimas sdo secretadas através dos componentes presentes nos sistemas
circulatdrio e imunologico, ou seja, a presenca das MMPs no soro sanguineo ¢ devido
a secrecao por neutréfilos, macrofagos, monocitos, fibroblastos e células tumorais em
resposta a varios estimulos (WOESSNER, 1991). Além disso, segundo Brown e Hook
(1971), no processo de cicatrizagdo tecidual, as células epiteliais liberam as
colagenases e proteases por meio dos leucécitos e fibroblastos agindo na remocao das
células débeis ou mortas.

De acordo com Klein et al. (2011), a acdo da MMP-9 libera a forma
biologicamente ativa do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), o qual ¢
responsavel por papel fundamental na angiogénese. Associando-se isso a capacidade
da MMP-9 em realizar a degradagdo proteolitica da membrana basal, indica-se que
essa enzima ¢ importante na formagao de novos vasos sanguineos.

Em 2015, Bezerra Junior et al. realizaram um trabalho com soro sanguineo de
reprodutores caprinos cronicamente infectados pela Artrite Encefalite Caprina (CAE)
no semiarido do Brasil, em que foi possivel observar a atividade da pro-MMP-2 e
MMP-2. Constatou-se que apenas um dos animais soropositivos apresentava artrite
aparente (medi¢ao articular), porém apresentou atividade das MMPs igual aos animais
sem sintomatologia clinica, sugerindo, assim, a existéncia do processo inflamatdrio em
todos os animais da pesquisa, comprovado pela elevada atividade das MMPs no
sangue.

Estudo realizado em soro sanguineo de caprinos infectados experimentalmente
com CAEV, notaram que na fase de pré-infeccdo (soroconversdo) as MMPs 2 e 9
estiveram presentes assim como a proMMP-13. Ainda segundo o estudo, esses resultados
levam a supor que a auséncia das latentes proMMP-2 e 9 sejam indicativos de uma

transformagdo destas em formas ativas MMP-2 e 9 devido ao processo infeccioso causado
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pelo virus na fase inicial de producdo de anticorpos pelo hospedeiro (GALIZA et al.,
2020). Assim, notaram que MMP-2 e MMP9 apresentaram comportamentos opostos,
dependendo do estagio da infeccdo, de modo que, a maior atividade da MMP-2 foi
detectada no estagio pos-soroconversao. Contudo, a MMP-2 exibiu maior atividade do

que MMP-9 em todas as fases experimentais (GALIZA et al., 2020).

Zimografia

Diversas técnicas vém sendo desenvolvidas para avaliacdo das formas latentes
e ativas das enzimas proteoliticas nas amostras biologicas. O método da zimografia ¢ o
mais utilizado por ser mais completo, sendo eficaz na deteccdo das formas ativas e
latentes das MMPs e capaz de quantificar a atividade enzimatica. Outras vantagens
dessa técnica sdo: elevada sensibilidade nas diferentes classes de MMPs e o baixo
custo quando comparado a outros procedimentos (SNOEK-VAN BEURDEN e VON
DEN HOFF, 2005).

Ela consiste em uma técnica eletroforética em gel desnaturado de
poliacrilamida. E copolimerizado com dodecil sulfato de sodio (SDS) e com substrato
preferencial da enzima que ira ser analisada. Através da corrente elétrica sobre o gel,
ocorre a migragao das MMPs e a separagao por diferenca de tamanho molecular, e, a
depender do substrato usado, diferentes MMPs vao ser especificamente detectadas
(KUPAI et al, 2010).

Inicialmente, a técnica de zimografia foi desenvolvida utilizando gelatina como
substrato para a mensuracao da atividade enzimatica das gelatinases (MMP-2 e MMP-
9). Protocolos que usam a caseina, por exemplo, detectam a presenca da MMP-1,
MMP-7, MMP-11, MMP-12 ¢ MMP-13, e protocolos de coldgeno podem detectar a
MMP-1, MMP-13, MMP-2 ¢ MMP-9 (SNOEK-VAN BEURDEN e¢ VON DEN
HOFF, 2005; KUPAI et al., 2010).

Esta técnica possui diversas etapas, destacando-se a de desnaturacdo e
inativacdo das MMPs no gel através da presenca do SDS durante a eletroforese.
Depois dessa etapa, ocorre a renaturagdo das enzimas por meio da lavagem do gel e
retirada do SDS (FIETZ et al., 2008). Para identificar as bandas, observa-se a

diferenga do peso molecular das formas ativas e latentes pela coloragdo do gel. Como
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resultado final, identifica-se a presenca das bandas de atividade proteoliticas claras,
que sdo quantificadas, e observa-se a densidade dos pixels (LA ROCCA et al., 2004).

A zimografia, técnica utilizada para detectar enzimas proteoliticas capazes de
degradar gelatina de varias fontes bioldgicas. E particularmente til para a avaliagdo
de dois membros-chave da familia das metaloproteinases de matriz, MMP-2
(gelatinase A) e MMP-9 (gelatinase B), devido a sua potente atividade de degradacao
da gelatina. Este método baseado em eletroforese em gel de poliacrilamida pode
fornecer uma avaliacao confidvel do tipo de gelatinase, quantidade relativa e status de
ativacdo (latente, comparado com formas enzimadticas ativas) em células cultivadas,
tecidos e fluidos biologicos (TOTH et al., 2012).

Quantidades aumentadas de MMP-2 e MMP-9 ativas foram detectadas em
liquido de lavagem traqueobronquica (TBLF) de bezerros com doenga do trato
respiratorio, em comparagdo com quantidades em animais normais. Ressalta-se que
ainda neste mesmo estudo, a infeccdo concomitante por Mycoplasma bovirhinis em
bezerros com pneumonia atribuivel a Pasteurella multocida foi associada a maiores
concentracoes de MMP-9 (SIMONEN-JOKINEN et al., 2005). Destaca-se que a
MMP-9 desempenha um papel crucial na degeneracdo da matriz extracelular,
inflamacao e remodelacdo tecidual.

Estudo realizado em cabras leiteiras analisou a relagdo entre a expressdo de
MMP-9 e contagem de células somadticas no leite. Assim, o contagem de células
somaticas no leite de cabra foi positivamente correlacionado com a expressao de
MMP-9 (LI et al., 2016). No caso de vacas com mastite, foi relatada também alta
atividade da proteina MMP-9 (BARKEMA et al., 1998) A MMP-9 desempenha papéis
importantes no recrutamento de neutrofilos e na indugdo de apoptose celular em
células epiteliais mamarias bovinas com mastite (RAULO et al., 2002).

As metaloproteinases 2 (gelatinase A) e 9 (gelatinase B) sdo carcaterizadas por
renovacdo e remodelagdo de tecidos fisiologicos, mas também contribuem para uma
série de eventos patologicos. Nesta condigcdo, dispertam interesse como potenciais
biomarcadores nao invasivos. Contudo, o estudo dessas estruturas (MMP-2 ¢ MMP-9)
em processos fisiopatoldgicos requer um método confidvel para avaliagao da atividade
enzimatica, ¢ a zimografia ¢ uma técnica vantajosa em biologia molecular para o

estudo da atividade proteolitica de MMPs (RICCI ET AL, 2006).
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CAPITULO 2
PERFIL DAS METALOPROTEINASES EM CAPRINOS INFECTADOS
PELA Mycoplasma agalactiae NA PRINCIPAL BACIA LEITEIRA DO
NORDESTE, BRASIL



41

RESUMO

A agalaxia contagiosa (AC) ¢ uma enfermidade que pode acomete pequenos
ruminantes de qualquer raga, idade e sexo, se enquadra no grupo das Micoplasmose,
causando prejuizos a caprinocultura, havendo a necessidade de vigilancia
epidemiologica constante devido a sua dispersdo. Varias enzimas, por exemplo, as
metaloproteinases tém sido pesquisadas na remodelacdo da matriz celular tanto em
processos fisiologicos quanto patologicos, envolvidas em processos infecciosos e
tumorais. Dessa forma, estdo sendo investigadas como possiveis biomarcadores.
Pesquisas correlacionando a atividade das gelatinases em caprinos acometido por
enfermidades sdo incipientes havendo a necessidade de maiores estudos visando
compreender a dindmica dessas enzimas. Objetivou-se nessa pesquisa analisar o
comportamento das MMPs em caprinos infectados naturalmente pela Mycoplasma
agalactiae oriundos de rebanhos distribuidos em municipios pertencentes a principal
bacia leiteira do Nordeste, sendo esse o primeiro estudo sobre identificagio das MMPs
em caprinos com AC. Foram utilizadas 25 fémeas caprinas, sendo dividido em dois
grupos experimentais, um composto por 15 animais soropositivos naturalmente para
Agalaxia Contagiosa (AC) e 10 soronegativo. A comprovacdo da infeccao pela
bactéria foi realizada através do ELISA Indireto, por meio do kit comercial anti-
Mycoplasma agalactiae test kit (IDEXX®, Australia) e posteriormente as amostras de
soro sanguineo foram submetidas a zimografia usando a gelatina como substrato. Nos
grupos experimentais foi possivel observar a presenga das enzimas na forma latente
proMMP-13 (45-48 kDa) em todos os animais, ja a forma ativa identificadas, MMP-2
(64-66 kDa) e MMP-9 (80-84 kDa), foram visualizadas em todos os animais do grupo
soropositivo. Identificou-se também a presenga das formas latentes proMMP-9 (92
kDa) nas amostras do grupo negativo. Conclui-se que a atividade enzimatica no soro
sanguineo mostrou um perfil padrdo que sera aplicado como referéncia em caprinos
infectados. Dessa forma, a atividade enzimatica das MMPs podera ser sugerida como
uma ferramenta complementar no diagndstico da AC.

Palavras-chave: Agalaxia contagiosa, protedmica, zimografia, gelatinase.
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ABSTRACT

Contagious agalactia (CA) is a disease that can affect small ruminants of any
breed, age and sex, it fits into the Mycoplasmosis group, causing damage to goat
farming, requiring constant epidemiological surveillance due to its dispersion. Several
enzymes, for example, metalloproteinases, have been investigated in the remodeling of
the cellular matrix both in physiological and pathological processes, involved in
infectious and tumor processes. Thus, they are being investigated as possible
biomarkers. Research correlating the activity of gelatinases in goats affected by
diseases is incipient and there is a need for further studies to understand the dynamics
of these enzymes. The objective of this research was to analyze the behavior of MMPs
in goats naturally infected by Mycoplasma agalactiae from herds distributed in
municipalities belonging to the main dairy basin in the Northeast, which is the first
study on the identification of MMPs in goats with CA. Twenty-five female goats were
used, divided into two experimental groups, one composed of 15 animals naturally
seropositive for Contagious Agalactia (AC) and 10 seronegative. Proof of the presence
and absence of the bacteria was performed by means of Indirect ELISA, using the
commercial anti-Mycoplasma agalactiae test kit (IDEXX®, Australia) and later the
blood serum samples were submitted to zymography using gelatin as a substrate. In
the experimental groups, it was possible to observe the presence of enzymes in the
latent form proMMP-13 (45-48 kDa) in all animals, while the active form identified,
MMP-2 (64-66 kDa) and MMP-9 (80-84 kDa), were seen only in the seropositive
group. The presence of latent forms proMMP-9 (92 kDa) was also identified in the
samples of the negative group. It is concluded that the enzymatic activity in the blood
serum showed a standard behavior that will be applied as a reference in infected goats.
Thus, the enzymatic activity of MMPs may be suggested as a complementary tool in
the diagnosis of CA.

Keywords: Contagious agalactia, proteomics, zymography, gelatinase.
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INTRODUCAO

O Nordeste se destaca na participagdo de rebanhos caprinos e ovinos do Brasil,
apresentando cerca de 95,02% do rebanho nacional. Os estados da Paraiba e
Pernambuco possuem importancia no desenvolvimento socioeconomico da
caprinocultura, ja que corresponde a 33,87% do rebanho da regido Nordeste e
evidenciam-se como a maior bacia leiteira de caprinos do pais, sendo produzido
aproximadamente 9 milhdes de litros de leite por ano (IBGE, 2020; GUIMARAES et
al., 2021). Para aprimorar a produgdo dos caprinos foi fundamental investir em
melhoramento genético através da importagdo de racas especializadas, porém alguns
aspectos nao foram considerados, por exemplo, o controle de transmissao de
enfermidades infectocontagiosas e a fiscalizagdo (CAMARA, 2012).

Algumas enfermidades sdo pouco conhecidas pelos produtores, sendo um fator
critico para pecudria, devido causar sérios prejuizos, como ¢ o caso da Agalaxia
Contagiosa (AC). Essa doenga ¢ causada pela Mycoplasma agalactiae, bactéria que
tem caracteristica de auséncia da parede celular. Os animais se infectam através da via
digestiva, respiratdria e mamadria, ocorrendo a transmissdo pelo contato direto entre
animais sadios e enfermos ou pela ingestdo de agua e alimentos contaminados
(SANTOS et al., 2015). A AC tem sido considerada a principal micoplasmose nas
criagdes leiteiras de pequenos ruminantes e caracteriza-se por mastite, queda na
produgdo de leite ou agalaxia, alteracdes oculares, pneumonia e alteragdes das
articulagdes (poliartrites) (CORRALES et al., 2007).

Diante deste contexto, faz-se necessario buscar alternativas para um melhor
aproveitamento dos animais acometidos pela AC, evitando assim, maiores prejuizos e
conhecendo novas possibilidades de controle e de diagnodstico dessa doenca.
Atualmente, a protedmica surge como uma ferramenta inovadora, porque através dessa
técnica ¢ possivel o estudo das moléculas envolvidas na reagdo do sistema imune inato
frente as infeccdes causadas por bactérias ou virus. Além disso, proporciona a
caracterizacdo de conjuntos de proteases e proteinas expressas em algum momento, e
também possibilitar os estudos da biologia molecular das células (WILKINS et al.,

1996).
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As Metaloproteinases sao enzimas zinco dependentes ligadas a processos
patologicos e fisiologicos no organismo. Naturalmente estdo expressas em processos
como ovulagdo, espermatogéneses, angiogénese, embriogénese, como também em
doencas como diabetes, periodontite, HIV, cancer e metéstases, tornando-se assim,
muito estudadas na medicina humana. Desde 1990 as metaloproteinases sdao alvo de
pesquisas pela comunidade cientifica, ocorrendo uma ascensao dos estudos na espécie
humana, sendo publicados diversos artigos no meio académico (ZITKA et al., 2010).

Entre as proteases expressas, ressaltam-se as Metaloproteinases de Matriz
(MMPs), pois participam como mediador do processo inflamatorio, permitindo assim,
a monitorizacdo e prognostico de enfermidades, revelando-se como potenciais
biomarcadores para complemento do diagndstico de doengas, fazendo um elo para
descobrir possiveis antibioticos. Em vista disso, o objetivo desse trabalho foi analisar o
perfil das MMPs em caprinos infectados naturalmente pela Mycoplasma agalactiae
oriundos de rebanhos distribuidos em municipios pertencentes a principal bacia leiteira
do Nordeste, visto que ainda ndo existem estudos das MMPs em caprinos acometidos

pela AC, sendo esta a primeira abordagem sobre o assunto.

MATERIAL E METODOS
Periodo e Local

O estudo foi realizado de outubro de 2021 a maio de 2022. As amostras foram
coletadas na regido de Cariri Paraibano e Sertdo Pernambucano, consideradas grandes
produtoras de leite caprino no Brasil. A selecio dos municipios foi conduzida
conforme a relevancia da densidade animal e representatividade quanto a cadeia
produtiva de leite caprino da regido. Essa pesquisa foi submetida e aprovada pela
Comissdo de FEtica no Uso de Animais da Embrapa Caprinos e Ovinos —
(CEUA/CNPC) sob protocolo numero 006/2020.

A pesquisa foi realizada na Embrapa Caprinos e Ovinos, localizada no

municipio de Sobral, na regido Norte do estado do Ceara.

Animais

Os animais experimentais foram selecionados a partir de uma coleta de soro
sanguineo de um total de 937 caprinos leiteiros em 51 propriedades nos estados da
Paraiba e de Pernambuco. Essas amostras foram obtidas de um projeto maior

intitulado “Inteligéncia epidemiologica das principais enfermidades infecciosas da
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caprinocultura leiteira dos territorios Cariri Paraibano e Sertdo Pernambucano e da
ovinocultura e da caprinocultura de corte na Bacia do Jacuipe na Bahia”, sendo esse
financiado pelo Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA).
Coleta de Sangue

As coletas de sangue foram realizadas por puncao venosa da jugular, utilizou-
se agulhas individuais, descartaveis e tubos do tipo vacutainer® sem anticoagulante.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 1500x g, por 10 minutos, a fim de
separar o soro sanguineo, que foi devidamente armazenado em microtubos
identificados e mantidos na temperatura de 6°C. Em seguida, foram acondicionadas
sob refrigeracdo (caixas térmicas) e transferidas a Embrapa Caprinos e Ovinos, no
municipio de Sobral, Ceard, Brasil, as quais foram estocadas em freezer a -20°C para

serem utilizadas nos testes.

Grupos experimentais

A formacao dos grupos experimentais se deu a partir do diagnostico soroldgico
pelo teste de ELISA IndiretoMycoplasma agalactiae. Conforme os resultados obtidos,
as amostras foram distribuidas em dois grupos experimentais organizados em
soropositivos e soronegativos, prosseguindo assim com as etapas de execucdo deste
estudo (Tabela 1).

Logo, dos animais soropositivos (Grupo 1) foram selecionadas 15 amostras,
sendo 10 matrizes e 5 fémeas jovens. Quanto ao grupo dos soronegativos (Grupo 2),
foram selecionadas 10 amostras, sendo 5 matrizes e 5 fémeas jovens. Ressalta-se que
os animais de ambos os grupos foram selecionados de propriedades distintas e que
todos osanimais apresentaram resultados negativos nos testes de ELISA para
Toxoplasmose, Clamidiose, Paratuberculose, Brucelose e, também, negativo no IDGA
para Artrite Encefalite Caprina (CAE).
Tabela 1. Distribuicdo dos grupos experimentais conforme os resultados do teste de
ELISA para Agalaxia Contagiosa em fémeas caprinas nos estados da Paraiba e

Pernambuco, Nordeste, Brasil.

Resultados do ELISA
Categoria Grupo 1 Grupo 2
(Positivos) (Negativos)
Matrizes 10 5
Fémeas Jovens 5 5

Total 15 10
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Testes laboratoriais
Diagnostico para Mycoplasma agalactiae

Para comprovacdo da infeccdo de animais positivos para Mycoplasma
agalactiae foi realizado o teste ELISA Indireto, por meio do kit comercial anti-
Mycoplasma agalactiae test kit (IDEXX®, Australia), composto por placas de
microtitulagdo pré-impregnadas com antigeno de Mycoplasma agalactiae. O resultado
adquirido foi através da leitura da absorbancia em espectrofotometro Thermo Scientific
Fisher Multiskan FC®. Foram seguidas as instru¢cdes do fabricante, com leitura
realizada utilizando um comprimento de onda de 450nm, para comparar a densidade
Optica das amostras testadas com os padrdes de controle positivo e negativo, presentes
no kit. A obtenc¢ao dos resultados das amostras testadas se deu através dos critérios de
interpretagdo e validacdo, seguindo as recomendacdes do kit, o qual tinha metodologia

de validade de controle positivo <2,000, controle negativo <0,500 e suspeitos >0,300.

Quantificacdo das proteinas totais do soro sanguineo

A concentracdo proteica foi realizada através do método descrito por Bradford
(1976) que se baseia na ligacdo do corante Coomassie Brilliant Blue G250 as
proteinas, formando a colora¢do azul. Os niveis de proteina foram obtidos pela leitura
da absorvancia, num comprimento de onda de 595 nandémetros (nm), em triplicata, no
espectrofotometro FP-901 (Chemistry Analyser Labsystems) utilizando uma curva
padrdo de albumina sérica bovina (BSA). Esta curva, também chamada de curva
analitica de calibragdo, foi construida a partir da solucdo padrdo, com concentracdes
conhecidas (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 mg) de BSA. Desse modo, a
quantificagdo da concentragdao de proteinas totais do soro sanguineo foi realizada pelo

cruzamento dos dados obtidos no espectrofotometro com os da curva.

Zimografia

Na zimografia as amostras soroldgicas foram solubilizadas em tampao de
amostra de forma que a concentragao final era 1pg/ulL, sendo utilizada aliquotas de
40pg em cada pogo dos géis. Foi utilizado gel de poliacrilamida a 10%, polimerizados
com gelatina na concentragdo de 2 mg/mL, seguindo a recomendagdo do protocolo

descrito por Kupai et al. (2010) e entdo os quatro géis pequenos foram submetidos a
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eletroforese (120mA; 500V; 60W) por um tempo que variou de 50 minutos a 1 hora e
10 minutos (adaptado de LAEMMLI, 1970).

Posteriormente, os géis foram lavados com a solugdo Triton X-100 2,5%
durante 30 minutos, em seguida incubados a 37°C por 48 horas em solu¢ao de tampao
contendo 50 mM Tris HCI, 0.15 M NaCl, 10 mM CaCl2, a cada 12 horas trocava-se a
solugdo. Depois os géis foram corados em Coomassie Brilliant Blue-G a 0,25% por 2
horas, apds esse periodo descorados com solucao contendo etanol a 30%, &cido acético
a 7,5% em agua Milli-Q por 30 minutos. Ao final desse processo obteve-se os géis
corados onde observou-se as bandas claras, indicativas da atividade gelatinolitica das
proteases presentes no soro sanguineo dos animais (GALIZA et al., 2020). Ressalta-se
que foi realizada a duplicata da zimografia, apresentando-se resultados semelhantes.

Os géis foram escaneados e avaliados através do Doc-IT® LS Image Analysis
Software 6.0. Utilizou-se, como padrdao o LMW-SDS marker kit (GE Healthcare — 94:
fosfolipase b; albumina sérica bovina: 67kDa; ovalbumina: 43; anidrase carbonica: 30;
inibidor de tripsina de soja: 20,1; lactoalbumina: 14,4) para calibragdo da eletroforese.
Por meio desse software, foram analisados os pesos moleculares das bandas
encontradas. Para avaliagdo dos picos densitométricos € o volume médio (pixels)

destas bandas proteicas utilizou-se o software Gel Analyzer versdao 2010®.

Analise Estatistica
A analise estatistica para este estudo foi descritivo, verificando a presenca ou
auséncia de bandas correspondentes as respectivas enzimas os géis.

A variavel densitometria foi submetida aos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, a
fim de serem verificados os pressupostos da normalidade e homogeneidade,
respectivamente. Aplicou- se o teste F, através da Andlise de Variancia, seguido pelo
teste de Tukey para a comparacdo dos pares de médias entre os grupos. Foi
considerado um nivel de significancia de 5% para todos os testes.

O software estatistico utilizado para as andlises foi o R Studio: R Core Team
(2019). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for

Statistical Computing, Vienna, Austria.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Agalaxia Contagiosa causa redu¢do ou interrup¢ao completa da producao de
leite. Nas fémeas, a prevaléncia tende a apresentar maiores taxas, devido a maior
permanéncia desses animais nos rebanhos leiteiros em relagdo aos machos, apesar de
esses serem igualmente afetados pela doenga (Alves et al., 2013).

As MMPs participam de diversos processos bioldgicos, pois elas influenciam
no comportamento celular por meio de agdes como adesdo entre as células, clivagem
de moléculas e de proteinas que se encontram na superficie celular e transmissao de
sinais ao meio extracelular. Acredita-se que elas atuam no desenvolvimento
embrionario, no crescimento de tumores, na artrite, nos fatores de crescimento, nas
quimiocinas e nas citocinas (ARAUJO et al., 2011).

Os inibidores teciduais de MMPs (TIMPs) sdo pequenas proteinas
multifuncionais responsaveis por regular as fungdes dessas enzimas. A homeostase da
matriz extracelular ¢ realizada através do equilibrio entre a producdo de MMPs e de
TIMPs, e, quando ha um excesso da atividade das MMPs nos tecidos, pode-se iniciar
um possivel processo patologico nessa matriz (OLLIVIER et al., 2007). Esse
descontrole funcional pode implicar no aparecimento de algumas doengas, como
osteoartrite reumatoide e invasao tumoral (CAWSTON et al., 1996; LIOTTA et al.,
1991). Diante desses fatos, infere-se que a presenca das MMPs em processos
inflamatérios nos animais com e sem sintomatologia clinica, pode servir como
monitoramento de infecgdes, inclusive para AC.

O presente estudo identificou, no soro sanguineo de caprinos sadios
(soronegativas) e com AC (soropositivas), a presenga das formas latentes proMMP-13
(45-48 kDa) em todos os animais experimentais.

As formas ativas identificadas, MMP-2 (64-66 kDa) e MMP-9 (80-84 kDa),
foram visualizadas no grupo de soropositivas (Grupo 1). Porém, a presenca dessas
MMPs ndo se apresentou no grupo de fémeas soronegativas, mas houve a presenca das
formas latentes proMMP-9 (92 kDa) nas amostras desse grupo (Grupo 2). Estas

enzimas podem ser visualizadas no gel, indicando o processo proteolitico (Figura 1).
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Figura 1: Géis zimograficos apresentando a atividade enzimatica das
metaloproteinases no soro sanguineo de caprinos. (A) gel de fémeas soropositivas (1-
13) corresponde aos animais experimentais; (AB) gel de fémeas soropositivas (14-15)
e (IN-4N) fémeas soronegativas; (B) gel de fémeas soronegativas (5N-10N)
corresponde aos animais experimentais; PM: Peso Molecular.

A presenca dessas proteases, MMP-2 e MMP-9, podem ocorrer devido as suas
acdes em processos inflamatorios, estando envolvidas na remodelagdo fisiopatologica
da parede vascular (HU et al., 2007; KUZUYA et al., 2002).

A MMP-9, por sua vez, também ¢ expressa quando ocorrem situacdes que
necessitam da remodelagao de tecidos, como no caso de cicatrizagdo de feridas e na
invasdo tumoral (STAMENKOVIC, 2000; KLEIN et al., 2011). Desse modo, pode-se
apresentar ligacdo como a sua presenca no grupo de animais soropositivos para
Agalaxia Contagiosa, conforme resultados apresentados neste estudo (Tabela 2).

Ademais, a MMP-9 possui alto peso molecular, podendo ser secretada por varios
tipos celulares: neutrofilos, mondcitos, macrofagos, linfocitos T, linfocitos B,
fibroblastos, células musculares lisas e células do miocardio, entre outros tecidos
(RAM et al., 2006).

Acerca da presenca da MMP-2, sua atuacdo estd relacionada a capacidade em
degradar gelatina, coldgenos, elastina e a vibronectina, e ¢ amplamente expressa nas
células do tecido conjuntivo (STAMENKOVIC, 2000). Atua também na migra¢ao
celular, sendo responsavel pela degradacao direta da membrana basal (KLEIN et al,
2011).

Esses achados corroboram com os vistos em humanos (BAUMAN et al., 2002;

TENTES et al., 2007, SEABRA, 2006), em cdes (SAENGSOI et al., 2011) e em ratos
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(BELHONICE et al., 2010; DALMOLN et al., 2007). Além das MMPs citadas nesse
estudo, também foram encontradas enzimas de alto peso molecular, contudo nao foram
estudadas devido a escassez de dados; portanto, esse trabalho dedicou-se as analises
das MMPs conhecidas. Outros pesquisadores como Galiza et al. (2020) e Bezerra
Janior et al. (2015) também encontraram enzimas de maior peso molecular na espécie

caprina, os mesmos também nao mencionaram quais enzimas.

Tabela 2: Frequéncia das MMPs encontradas nos géis, de acordo com os grupos
amostrais: Soropositivos (Grupo 1) e Soronegativos (Grupo 2)

Grupo positivo Grupo negativo
MMPs Fémeas F €meas Fémeas F €meas
adultas jovens adultas jovens
n/N (%) n/N (%) /N (%) /N (%)
ProMMP-9 o o . .
(92 kDa) 0/10 (0%) 0/5(0%) 5/5 (100%) 4/5 (80%)
MMP-9 . . . ]
(80 — 84 kDa) 10/10 (100%)  5/5(100%) 0/5 (0%) 0/5 (0%)
MMP-2 . . . ]
(64 — 66 kDa) 10/10 (100%)  5/5(100%) 1/5 (20%) 0/5 (0%)
ProMMP-13 o o . .
(45 — 48 kDa) 10/10 (100%)  5/5(100%) 5/5 (100%) 5/5 (100%)

A auséncia das formas latentes proMMP-2 e proMMP-9 pode ser indicio de que
houve transformacgdo destas em formas ativas MMP-2 e MMP-9 devido ao processo
infeccioso causado pela bactéria no hospedeiro. Segundo Elkington et al. (2005),
embora ndo comprovado in vivo, ¢ provavel que a migragdo de todas as células
inflamatoérias exija a atividade das MMPs. Além desse achado, foi possivel observar a
presenga da proMMP-13 em todos os animais. Essa pro-enzima estd vinculada a
ativacao da maioria das MMPs , entre elas, as gelatinases.

A atividade de proMMP-2 ¢ MMP-2, em caprinos infectados pelo virus da
Artrite Encefalite Caprina (CAEV), foi relatada por Bezerra Junior et al. (2015), em
que foi observada maior atuacdo dessas proteases em reprodutores naturalmente
infectados com CAEV do que em animais negativo. Dessa maneira, percebe-se a acao

dessas proteases nos processos inflamatorios cronicos de cabras.
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Segundo estudos realizados com a presenga das MMPs, Galiza et al., (2020)
utilizando caprinos infectados pelo CAEV, verificaram que, no grupo pos
soroconversao (S3), as MMP-2 e MMP-9 se apresentaram juntamente com suas
respectivas formas latentes. Entretanto, a maior atividade de MMP-2 foi observada em
S3, sugerindo que a mesma pode ser usada no monitoramento de infecgao.

Assim, infere-se que essas proteases ocorrem naturalmente em animais
saudaveis, bem como em animais infectados. Contudo, sua expressdao ¢ aumentada
nestes ultimos, para facilitar o controle da doenga (GALIZA et al., 2020).

A expressao dessas enzimas pode variar de acordo com o tipo e estagio da
doenca, presenga de neoplasias, inflamagdes, além da participagdo em processos
fisiologicos (PARKS e MECHAM, 1998). Isso ocorre porque a matriz extracelular,
presente em todos os tecidos, necessita de MMPs para a remodelagdo tecidual, por
exemplo (YO e WERB, 1998).

O fato de se encontrar formas latentes e ativas diz respeito ao mecanismo de
acdo das MMPs, ja que para cada forma ativada ¢ preciso a presenca de uma forma
latente. Desse modo, a MMP-9 e a MMP-2 presentes em todas as amostras
soropositivas, poderdo ser sugeridas como monitoramento da infecgao.

A analise densitométrica dos zimogramas e das amostras de soro sanguineo dos
caprinos soropositivos e soronegativos para AC estdo apresentadas na Figura 2. E
possivel avaliar, através das imagens (A, B, C, D), a acdo proteolitica das MMPs
presentes nas amostras: visualizagdo de bandas claras, demonstrando a digestao de
proteinas em locais especificos. Esses comportamentos sdo demonstrados em forma de

picos densitométricos nas areas da figura.
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Figura 2: Andlise densitométrica das proteases presentes no soro sanguineo de caprinos
soropositivas e soronegativos para AC. Em A, B, C, D as bandas digeridas de gelatinases em gel de
poliacrilamida 10% mostram a atividade das MMPs (bandas claras), em seguida a representacao

esquematica do perfil densitométrico das proteases; P: Positiva; N: Negativa.

Quanto a presenga da colagenase (proMMP-13) em todos os animais, isso pode
ocorrer pelo fato desta derivar de células epiteliais e o0sseas, além de ser mediadora da
ativacdo de outras MMPs, inclusive as gelatinases. Ela ¢ capaz de modificar varias
proteinas extracelulares e gerar degradacdo e remodelagdo de tecidos, tendo agdo
principalmente em tecidos sinoviais (IWAMOTO et.al, 2011). Em humanos mostram-
se envolvidas a susceptibilidade ao cancer (GAO et. al., 2014), doenga coronariana
(VASKU et. al., 2012), em tumores de mamarios, condrocitos hipertroficos,
fibroblastos da pele in vivo e carie dental (TANNURE et. al., 2012).

A proMMP-13 apresenta maior volume médio referente a expressdo e a
atividade no grupo soronegativo, com diferenga significativa do grupo soropositivo,
logo, acredita-se nao ser um indicador da infec¢do por AC, ja que estd presente em

todas as amostras experimentais (Tabela 3).
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Tabela 3: Média de volume da MMP (ProMMP-13), em pixels, entre os grupos
estudados.

GRUPOS ProMMP-13
Negativo 671.54
Positivo 368.98

AB letras maitisculas sobrescritas iguais, na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente a 5%

(p > 0,05) pelo teste de Tukey.

Foi comprovado em humanos que a MMP-13, ou seja, a forma ativa da
proMMP-13, participa da degradagdo de proteinas da matriz extracelular, incluindo
colageno fibrilas, colageno tipo I, II, III, IV, XIV e X. Essa colagenase participa da
cicatrizagdo de feridas, degradacdo da cartilagem, desenvolvimento &sseo,
mineralizagdo 0ssea e ossificacdo, sendo necessdria para o desenvolvimento normal do

0sso embrionario (AMELL et. al., 2021).

Conclusao

Animais soropositivos para M. agalacteae apresentaram alteracdo na presenca
das MMPs em relacao aos animais soronegativos. Assim, sugere-se que a presenga de
MMPs pode favorecer o desenvolvimento de técnicas para detec¢do de animais
infectados. Ainda sdo necessarios estudos mais aprofundados sobre essas andlises. Os
resultados podem auxiliar pesquisas sobre doengas infecciosas na medicina
veterinaria, principalmente com a utilizagdo de técnicas de analise protedmica
aplicadas a identificacdo de proteinas relacionadas a infecgdes, colaborando para o

diagnostico de enfermidades.
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CONSIDERACOES FINAIS

Na espécie caprina, embora os trabalhos sobre protedmica ainda estejam se
iniciando, alguns achados importantes ja podem ser logrados. Espera-se que mais
pesquisas sejam realizadas com o objetivo de identificar marcadores de diagndstico e
prognoéstico de enfermidades, entre outros mecanismos, de fundamental importancia
para formacao e desenvolvimento de rebanhos produtivos.

A Agalaxia Contagiosa ¢ uma doenca que estd presente na criagdo em caprinos e
ovinos. Suas medidas de controle eficazes e seu diagndstico precoce deverdo ser
adotados, visando diminuir impactos negativos na caprinocultura.

Evidencia-se que, ainda, hd necessidade de mais estudos sobre as MMPs. E, ¢
importante destacar que as pesquisas devem avancar com foco na sanidade e fisiologia

animal, favorecendo, assim, o combate aos problemas sanitarios.
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ANEXO

Certificado de autorizacao da CEUA.

En@a Comissao de Etica no Uso de Animais —

CEUA / CNPC

Caprinos e Ovinos

CERTIFICADO DE AUTORIZACAO PARA USO DE ANIMAIS EM
PESQUISA

A Comiss3ao de Etica no Uso de Animais da Embrapa Caprinos e Ovinos — CEUA-CNPC — certifica que

© projeto inty - i Cia epit ica das principais enfermi inf T da caprii ftura

leiteira dos territorios Cariri Paraibano e SertGo Permambucano e da ovinocultura e da coprinocultura de
corte na Bacia do Jacuipe na Bahia™, protocolo n2 006/2020, sob ar i de de R Rizald

Pinheiro — que envolve a producao, manutencao e utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n? 11 794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n2 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas L pelo C Iho Naci de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovado

pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Embrapa Caprinos e Ovinos (CEUA/CNPC), em reuni3o
realizada no dia 14 de outubro de 2020.

D d d - pro Q d d
FEx SUBTOTAL
Caprino Diferentes A partir de Variavel qto. A raca, 2000
racas um ano sexo e idad
Ovino Diferentes A partir de Variavel gto. A raca, 1000
racas um ano sexo e idade
TOTAL: 3000

Vigéncia do projeto Inicio: 26/10/2020 Término: 31/122021

Origem dos animais | - 50 propriedades caprinas leiteiras distribuidas no Cariri Paraibano (PB) e
Sertdao pernambucano (PE);

- 50 propriedades de ovinos e 50 propriedades de caprinos de corte na
Bacia do Jacuipe, Bahia.

Sobral, CE 23 de outubro de 2020.

Dra. Alice Andrioli Pinheiro
Coordenadora da CEUA-CNPC

Telefone (68) 3112.7400 Fax (88) 31127455
W




