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Metodologia detecta proteinas na ragdo e evita a contaminagdo de animais
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mal da vaca louca, conhecido cientificamente como
BSE (sigla em inglés para encefalopatia
espongiforme bovina), afeta o cérebro do animal,
provocando descontrole motor. As células morrem
e o cérebro fica com a aparéncia de uma esponja.
A vaca passa a agir como se estivesse enlouquecida, o que explica
o fato de ser conhecida popularmente como mal da vaca louca.
Nio hd tratamento conhecido para essa doenca, que ji foi
detectada em cerca de 20 paises da Europa, atingindo mais de 180
mil cabecas de gado. Ao contrdrio da maior parte das enfermida-
des, o mal da vaca louca nao é transmitido por fungos, virus ou
bactérias, e sim por proteinas especificas denominadas prions.

Essa doenga nunca foi detectada no Brasil e a sua entrada, certamente,
resultaria em um desastre para o pais, que tem na pecudria um de seus
principais alicerces econdmicos, representando ganhos de mais de R$ 55
bilhdes por ano. Sem falar que o rebanho brasileiro é hoje maior do que a
soma dos rebanhos da Argentina, Paraguai e Uruguai. Diante da necessidade
urgente de conter a sua disseminac¢do, a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa), por meio de uma de suas 40 unidades de pesquisa,
a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, localizada em Brasilia, DF,
desenvolveu um método para deteccio de proteinas de origem animal em
ragdes destinadas a mamiferos, especialmente ruminantes, que tem como
objetivo monitorar a qualidade do alimento e evitar a transmissao de doencas
causadas por substincias infecciosas, tais como prions transmissores de
encefalopatias espongiformes transmissiveis (TSE), principalmente o mal da
vaca louca.

O método, desenvolvido pela equipe do pesquisador Carlos Bloch Jr hd
cerca de trés anos, cuja patente foi depositada pela Embrapa em 2002, utiliza
aparelhos de ultima geracido denominados espectrometros de massa, para a
detecgio das proteinas. Para se ter uma idéia do grau de modernidade e de
eficiéncia desses aparelhos, eles possuem tecnologia compardvel a que estd
sendo usada pelos robds Spirit e Opportunity nas pesquisas que estao sendo
feitas pela NASA no Planeta Marte, para a detec¢do de outros tipos de
moléculas. De acordo com o pesquisador, esses aparelhos sdo hipersensiveis,
com um limite de deteccio altissimo, de uma parte por milhdo, ou seja, se

fizermos uma compara¢io com uma balang¢a na qual fossem colocadas um
milhao de pessoas, o espectrometro de massa seria capaz de detectara auséncia
de apenas uma delas.
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Para falar sobre essa metodolo-
gia e a sua importancia para a pesqui-
sa agropecudria brasileira, a revista
Biotecnologia, Ciéncia & Desen-
volvimento entrevistou o pesquisa-
dor da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia, Carlos Bloch Jr. Du-
rante a entrevista, ele falou sobre o
método desenvolvido por sua equi-
pe e das vantagens que representa
sobre os outros métodos utilizados
até o momento, além dos rumos
dessas pesquisas para o futuro.

BC&D — Em que consiste o
método utilizado pela Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnolo-
gia e ha quanto tempo foi desen-
volvido?

Bloch — O método comecou a
ser desenvolvido pela nossa equipe
ha cerca de trés anos, foi aperfeicoa-
do ao longo de 2001 e em 2002 foi
depositada a patente. O objetivo
desse método é avaliar a qualidade
das ragdes destinadas a ruminantes
e, assim, evitar a transmissio de
TSE’s (encefalopatias espongiformes
transmissiveis), especialmente a
encefalopatia espongiforme bovina
(BSE), pela detec¢io de proteinas de
origem animal, em particular daque-
las provenientes de restos de carca-
cas de animais abatidos que pudes-
misturados a racio. O
desenvolvimento dessa metodologia
compreende trés etapas: a primeira e
mais trabalhosa é a extracio do ma-
terial protéico para separa-lo, princi-
palmente de lipideos e dos carboi-
dratos. Em seguida, cada amostra
pode ser analisada em dois tipos de
espectrometros de massa simultane-
amente, o primeiro analisa em pou-
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cos minutos a presenca de moléculas
de proteina animal, como a mioglo-
bina, cadeias alfa e beta da hemoglo-
bina e proteinas plasmaticas, para
dizer se existe ou nao algum indicio
de contaminagio. O segundo analisa
e quantifica os seus fragmentos
(peptideos) derivados de moléculas
inteiras de contaminantes, que po-
dem se formar a partir do ataque de
microrganismos e/ou da acio meca-

nica durante o processo de fabrica-
¢do. A terceira etapa € a interpreta-
cdo dos dados para determinar os
niveis de contaminac¢io e a sua ori-
gem, ou seja, se as moléculas conta-
minantes encontradas eram proveni-
entes de bovinos, suinos, equinos,
ovinos, aves, peixes, etc.

“0 grande avano propiciado
por essa metodologia é o fato
de poder detectar as proteinas
inteiras ou fragmentos delas
com uma precisio de uma
parte por milhdo (PPM).”

BC&D — Qual € a vantagem da
espectrometria de massa sobre
os outros métodos utilizados para
o controle dessas doencas?

Bloch — A espectrometria de
massa ¢ um método muito mais sen-
sivel, ripido e seguro para se diag-
nosticar a presenca desse tipo de
molécula. Nao é a toa que vocé
encontra espectrometros de massa
espalhados por locais e em ativida-
des que até bem pouco tempo atrds
nio se poderia imaginar. S6 para
citar alguns exemplos, encontram-se
hoje espectrometros de massa nos
aeroportos, Nos correios, Nos espot-
tes, nos tanques e avides de guerra,
sem falar nas missdes espaciais. Sao
esses equipamentos que produzem,
com mais rapidez e eficiéncia, res-
postas sobre a presenca ou nio de
explosivos, material de guerra qui-
mica ou biolégica. Atualmente, sio
utilizados trés métodos para monitorar
a qualidade dos alimentos dos rumi-
nantes: o primeiro € o de microscopia
Otica, que se baseia na procura de
fragmentos de pele, ossos etc. na
ra¢do; o segundo é o método ELISA,
que utiliza anticorpos para detectar
as proteinas alvo; e o terceiro e mais
novo é o método PCR, que detecta o
DNA das proteinas por meio de um
primer (um tipo de gene marcador).
Todos esses métodos apresentam li-

mitacoes da mesma natureza, ou seja,
nio detectam diretamente a presen-
ca de proteina. O primeiro, e mais
utilizado ainda hoje na Unido Euro-
péia é também o mais falho de todos,
jd que a microscopia otica ndo permi-
te a detecgao de proteinas. O méto-
do ELISA tem como fator limitante o
fato de utilizar anticorpos especificos
para determinadas classes de protei-
nas, o que impede a identificacao de
outros grupos; e o terceiro, o de PCR,
esbarra no problema do DNA ser
fragmentado depois do processo de
industrializacao, tornando dificil a
suaamplificacdo paraaandlise. Logo,
a espectrometria de massa aparece
como o método mais preciso para a
deteccio direta e nao indireta de
proteinas. O grande avanco propici-
ado por essa metodologia € o fato de
poder detectar as proteinas inteiras
ou fragmentos delas com uma preci-
sao de uma parte por milhdo (PPM).
O que isso significa? Se fizermos uma
analogia com uma balanca na qual
sa0 colocadas um milhao de pessoas,
o espectrometro € capaz de detectar
aauséncia de apenasuma delas. E os
niveis de deteccao estdo sendo me-
lhorados cada vez mais. Os ultimos
espectrometros lancados jd tém po-
der de menos de uma parte por
milhdo, ou seja, menos de uma pes-
s0a, se continuarmos a seguir aquela
analogia, e tudo isso com muita rapi-
dez e eficiéncia automatizdveis. A
parte mais demorada desse processo
¢ a primeira etapa, na qual é feita a
extracdo do material a ser analisado.
Essa etapa pode demorar de 36 a 72
horas, mas é comum a todos os
outros métodos. Em suma, ao que
tudo indica, essa metodologia é o
que existe hoje de mais moderno e
seguro para monitorar a qualidade
dos alimentos oferecidos aos rumi-
nantes e, logo, controlara dissemina-
cdo das encefalopatias espongifor-
mes transmissiveis, ou TSE’s, como
sao conhecidas.

BC&D — As TSE’ s , entre as
quais a mais nociva € a BSE
(encefalopatia espongiforme bo-
vina), ou mal da vaca louca, re-
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presentam uma ameaca nao ape-
nas para os animais como tam-
bém para os seres humanos.
Como se da a contaminaciao e
qual o tratamento existente hoje
para essas doencas?

Bloch — As encefalopatias es-
pongiformes transmissiveis, ou TSE’s,
sao doencas progressivas e letais que
afetam o sistema nervoso central e se
caracterizam por alteracdes anatdmicas
localizadas no cérebro. Essas altera-
¢oes sio um tipo de lesdo histologica,
constituidas de vaciolos e depdsitos
protéicos. As TSE’s podem resultar de
infeccdes espontineas, transmissio
hereditdria ou exposi¢io a materiais
contaminados. As TSE’s incluem: a
BSE, conhecida popularmente como
“mal da vaca louca”; a scrapie, ou
paraplexia enzodtica dos ovinos, que
afeta ovinos e caprinos em muitos
paises hd mais de 200 anos; e a
doenca de Creutzfeldt-Jakob (CJD)
que afeta seres humanos, principal-
mente com mais de 50 anos de idade.
Essa doenga tem distribuicio mundi-
al, comincidéncia anual de aproxima-
damente um caso por milhdo e ocorre
de trés formas: esporadica (responsa-
vel por 85 a 90% dos casos). familiar
(associada a mutagdes genéticas, re-
presenta 5 a 10% dos casos) e
iatrogénica, ou seja, por contamina-
cdo, (responsavel por menos de 5%
dos casos). Logo, em humanos, a
chance de desenvolver a doenca por
contaminac¢io € de menos de 5%. Nos
outros 95% dos casos, a doenca se
desenvolve naturalmente. Em ovinos
e bovinos, os principais sintomas sao
agressividade e falta de coordenacio
motora. Em humanos, os principais
sintomas sao: mioclonia — contracio
muscular brusca e breve — e demén-
cia. Nao existe tratamento conhecido
paraa BSE, portanto, a nica forma de
combaté-la é evitando a contamina-
cao. Cerca de 125 casos foram
registrados no mundo em humanos,
segundo os Centros de Controle e
Prevengao de Doengas dos Estados
Unidos, e na Europa, aproximada-
mente 100 pessoas morreram em fun-
cao dessa doenca. Mas, para os ani-

mais, a situagio é bem mais séria,
visto que ja foi detectada em mais de
20 paises da Europa, atingindo mais
de 180 mil cabecas de gado.

BC&D — Entao a BSE tem se
disseminado de forma rapida, es-
pecialmente na Europa. Como se
da a contaminaciao?

Bloch — A natureza do agente
infeccioso da BSE, assim como das
outras TSE’s, é ainda motivo de
controvérsia. Acredita-se que as
particulas infecciosas responsaveis
pela BSE sio predominantemente
proteinas especificas denominadas
prions, que sio compostas, em qua-
se a sua totalidade, de uma
glicoproteina de conformac¢ao anor-
mal, que se prende a superficie
externa das células. Em outras
palavras, a teoria mais aceita hoje
afirma que o agente infeccioso,
prion, é derivado de uma proteina
da membrana celular, que sofre
uma muta¢ao e forma um tipo inso-
ldvel e patogénico de prion. Ainda
hoje nao estd totalmente esclareci-
do o mecanismo pelo qual essa
proteina anormal produz as altera-
¢coes patolégicas no cérebro dos
animais ou individuos afetados.

BC&D — Desde que foi diag-
nosticada pela primeira vez no
mundo, como se deu a evoluciao
da BSE ao longo dos anos?

Bloch — Os primeiros casos de
BSE foram diagnosticados no Reino
Unido, em 1986. No final de 1987,
o Departamento de Epidemiologia
do Laboratério Veterinario Central
daquele pais concluiu que a disse-
minac¢ido da doenca entre os bovi-
nos ocorria mediante o consumo de
farinha de carne e ossos, obtida a
partir de carcagas de animais conta-
minados e incorporada a ra¢do ofe-
recida aos bovinos. Essa teoria foi
plenamente confirmada, ja que a
proibicao do uso daquele produto
na alimentaciao de ruminantes teve
efeito claro, resultando em reducao
significativa no aparecimento de
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novos casos de BSE. Foram levan-
tadas outras possibilidades de con-
taminacdo, como por exemplo, a
transmissao vertical da vaca para o
bezerro. Mas, o que se sabe de fato
é que a epidemia do “mal da vaca
louca” nao teria acontecido se nao
houvesse disseminacao por meio
da farinha de carne e ossos. Diante
disso, pode-se dizer que se um
bovino contaminado for introduzi-
do num pais ou regido onde nio
existe BSE, como € o caso do Brasil,
s6 poderd ocorrer uma epidemia se
a carcaca desse animal for utilizada
para produzir farinha destinada a
alimentac¢ao de ruminantes porque
isso gera um sistema de dissemina-
cao e amplificacao do agente infec-
cioso na populagao animal. Apos
o inicio da epidemia no Reino Uni-
do, surgiu a teoria de que os primei-
ros casos de BSE teriam resultado
da utilizacido de carcagas de ovinos
contaminados com scrapie na ali-
mentacio de bovinos e que uma
mudanca no processo industrial de
producdo de farinha de carne e
ossos teria diminuido a probabili-
dade de inativacao do agente infec-
cioso. Entretanto, foram surgindo
evidéncias de que a BSE e a scrapie
sao doencas diferentes, embora per-
tencentes ao mesmo grupo. Uma
das evidéncias foi obtida a partir da
inoculacio experimental de scrapie
em bovinos, que resultou em uma
doencga diferente da BSE. Além
disso, a BSE mantém as suas carac-
teristicas durante toda a epidemia,
mesmo quando é transmitida a ou-
tra espécie animal, ao contrdrio da
scrapie. Sem falar que essa doenga
nio pode contaminar seres huma-
nos, como é o caso da BSE. Na
verdade, o ponto em comum entre
as TSE’s é a elevada resisténcia a
tratamentos fisico-quimicos de es-
terilizacdo.

BC&D — Mas ha indicios de
que a doenca possa ter surgido
antes de 1986, nao é verdade?

Bloch — Alguns relatérios téc-
nicos mais recentes indicam que os



casos de BSE diagnosticados a par-
tir de 1986 ndo teriam sido os pri-
meiros casos da doenca que, prova-
velmente, ji existia no Reino Unido
anteriormente. Alguns veterindrios
britanicos alegam ter visto casos
semelhantes antes de 1986 que, na
época, foram diagnosticados como
doencgas metabodlicas comuns em
vacas de alta produc¢io. Mas nao ha
comprovacgao cientifica sobre essas
evidéncias.

BC&D — Entio a causa mais
provavel para a transmissiao da
BSE em bovinos esta mesmo na
mudanca no processo de fabrica-
¢ao de farinha de carne e 0ssos,
que tornou possivel a reciclagem
do agente infeccioso?

Bloch — Essa, sem duvida, é a
causa mais provavel para a transmis-
sdo dessa doenca, o que tem repre-
sentado um prejuizo para os produ-
tores em escala mundial, j4 que as
racoes a base de farinha de osso,
sangue e carne vinham sendo larga-
mente recomendadas e usadas na
alimentacao de animais, como uma
fonte de proteina, devido a presenca
de aminoacidos essenciais, minerais
e vitamina B12. Além disso, essa
forma de aproveitamento é uma ma-
neira eficaz de reciclar os subprodutos
proveniente do abate, evitando cus-
tos econdmicos e ambientais adicio-
nais. No entanto, como os materiais
a base de osso e carnes de animais
mamiferos presentes em dietas para
ruminantes foram consideradosa pro-
vavel causa da BSE em bovinos, o seu
uso foi proibido na Comunidade Eu-
ropéia, nos EUA e também no Brasil.
Diante das vantagens desse tipo de
alimentacdo para os bovinos, virias
tém sido as tentativas de cessar a
transmissao das TSE’s, em particular
da BSE. Alguns trabalhos tém sido
direcionados para a inativagio das
particulas infecciosas, favorecendo,
assim, o aproveitamento dos residu-
os do abate. Outros tém visado elimi-
nar a possibilidade da transmissio
pela deteccao de proteinas animais
nas racoes e a sua rejeicao no caso de

teste positivo. Ambas as formas fa-
zemuso de procedimentos analiticos
para garantir a auséncia de agentes
causadores das TSE’s na alimentacio
animal. Dentre esses procedimentos,
estdo os que eu jd descrevi na ques-
tdo anterior, ou seja, a microscopia
otica, o método ELISA e as analises
de DNA por PCR. A complexidade e
especificidade das biomoléculas tém
dificultado em muito a aplicagdo das
técnicas freqientemente utilizadas
para a identificacio e caracterizacio
de compostos inorganicos e orgini-
cos nas ragdes. Esse fato vem moti-
vando o desenvolvimento de técni-
cas analiticas cada vez mais sofistica-
das e eficientes, com énfase na pre-
cisdo requerida pela moderna biotec-
nologia. Dessa forma, chegamos hoje
aos espectrometros de massa que,
como eu também ja mencioneiantes,
sao o que hd de mais moderno e
preciso para a detec¢io de proteinas
nas racdes de ruminantes.

BC&D — E quais sa0 0s passos
daqui pra frente, ja existe alguma
parceria para repasse dessa
tecnologia a iniciativa privada?
Existe alguma demanda do gover-
no brasileiro para que essa
tecnologia se torne obrigatoria,
de modo a evitar a entrada do
“mal da vaca louca” no Brasil?

Bloch - Creio firmemente que
antes de nos preocuparmos com
qualquer tipo de avanco tecnolégi-
co e sua comercializacdo, como € o
caso desse método, devemos vé-lo
como uma ferramenta de trabalho.
Ela s6 podera servir ao seu propo-
sito e alcangar sua plenitude de uso
se houver a visao clara do objetivo
final que queremos atingir. Ou seja,
se 0 nosso objetivo final for o lucro
imediato, puro e simples para satis-
fazer acionistas, balancas de paga-
mentos e manutencao dos mesmos
paradigmas de producio vigentes
ha décadas, essa tecnologia terd um
impacto modesto e servird somente
nos momentos de crise, como o que
estamos vivendo hoje, caso contra-
rio caird no esquecimento, como de

fato ela se encontrava, até o
surgimento da BSE nos Estados Uni-
dos. Contudo, se tomarmos a deci-
sdo de priorizar a vida, a qualidade
e a sanidade dos alimentos que
chegam as mesas dessa geragio e
das proximas, essa tecnologia com
certeza sera de grande utilidade,
niao somente no processo de iden-
tificacdo de contaminantes intenci-
onais ou acidentais, mas poderd
didaticamente demonstrar interna-
mente e para o exterior que esse
pais possui tecnologia de alto nivel
para responder a problemas mun-
diais imediatos, bem como para
ofereceralternativas mais inteligen-
tes e com visido de perspectiva para
um setor tao importante como o do
agronegoécio. No que diz respeito
aos aspectos legais dessa tecnologia,
ela jd estd patenteada e pronta para
ser licenciada 2a iniciativa privada.
Estamos aguardando propostas de
empresas interessadas em utiliza-
la. Quanto ao governo brasileiro, a
Embrapa e o Ministério da Agricul-
tura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA) estio em entendimento
para discutir a melhor forma de
implementa-la e, assim, darum gran-
de passo para reduzir ainda mais a
possibilidade da presenca de prote-
inas animais nas racoes. Provavel-
mente, serd por meio de uma porta-
ria que obrigue as empresas a testa-
rem seus produtos. A nossa equipe
da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia tem plenas condi¢oes
de atender a essas demandas. Se-
rAo necessdrias apenas algumas
adaptacdes nos laboratérios de es-
pectrometria de massa, de forma a
tornd-los mais aptos a prestar servi-
cos — visto que hoje sao laboratéri-
osde pesquisa —alémda contratacio
de pessoal especializado. Nos jd
atendemos a uma demanda do
MAPA para andlise de 800 amostras
e, dessas, grande parte continha
proteinas animais. No final do més
de fevereiro, teremos uma nova
reunido com a equipe do Ministério
para fechar essa questao.

O e-mail do Professor Carlos Bloch Jinior é:
cbloch@cenargen.embrapa.br
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