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RESUMO

Os avancos na biologia molecular tém contribuido significativamente para o
entendimento da etiopatogénese das doencas. Proteinas realizam diferentes
funcBes no organismo e sdo responsaveis por manter sua homeostase. Mudancas
em sua composicdo podem desencadear processos patoldgicos, sendo de grande
importancia, a aplicacdo de métodos moleculares para identificacdo de marcadores
de doencas. A partir do desenvolvimento da eletroforese em gel varios estudos
foram conduzidos a fim de permitir a imunodeteccdo de diferentes proteinas. O
advento da técnica de Western blotting, na década de 70, possibilitou que proteinas
separadas pela eletroforese fossem detectadas, caracterizadas e quantificadas. Este
meétodo determinou grande avanco no estudo de diversas enfermidades animais,
principalmente por se tratar de um exame de alta sensibilidade e especificidade,
além de ser um método de rapida execucao, precisdo e acessivel aos laboratérios
de pesquisa e de servico de rotina diagnéstica. Esta abordagem tem por objetivo
revisar a técnica e apontar possibilidades de aplicacdo da técnica de Western
blotting para pesquisas e diagnostico de agentes infecciosos em medicina
veterinaria, sendo esta uma area em que os pesquisadores estdo profundamente
envolvidos.

PALAVRAS-CHAVE: biologia molecular, imunodeteccao, protein blotting, proteinas.
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WESTERN BLOTTING: THE TECHNIQUE AND APPLICATIONS ON THE
RESEARCH AND DIAGNOSTIC ROUTINE IN VETERINARY MEDIC INE

ABSTRACT

Advances in molecular biology have contributed significantly to understanding the
genesis of diseases. The proteins perform different functions in the body and are
responsible for maintaining homeostasis. Changes in composition can trigger
pathological processes, so the application of molecular methods to identify disease
markers is of great importance. Various studies were conducted to allow
immunodetection of the different proteins since of the development of gel
electrophoresis. The advent of the Western blotting technique, in the 70s, allow
detection, characterization and quantified of the proteins by electrophoresis. This
method determined breakthrough in the study of various animal diseases, primarily
because it is a test of high sensitivity and specificity, and is a fast method of
execution, accuracy and accessible to research labs and diagnostic routine service.
This approach aims to review the WB technical and of application possibilities for
research and diagnosis of infectious agents in veterinary medicine, an area where
researchers are deeply involved.

KEYWORDS: imunodeteccion, molecular biology, protein blotting, proteins

INTRODUCAO

A separagcdo de diferentes proteinas pela eletroforese passou a ser
realizada no inicio do século 20. A eletroforese em gel envolve a migracdo de
particulas, em um determinado gel, de acordo com seu tamanho e carga elétrica
(PAGANO, 1999). A utilidade desta técnica era limitada pelo fato de que as proteinas
separadas presentes em uma matriz gelatinosa eram de dificil acesso para provas
moleculares. A partir do advento do procedimento que permitia a transferéncia
destas proteinas para uma membrana adsorvente, esta limitacdo foi sanada
(KURIEN & SCOFIELD, 2003). Desde o inicio, em 1979, o protocolo para
transferéncia de proteinas de um gel de eletroforese para membrana tem evoluido
grandemente (KURIEN & SCOFIELD, 2006).

De acordo com alguns autores, a técnica de Western blotting (WB) iniciou
uma nova era no imunodiagnostico, o qual reduziu significativamente as reacdes
cruzadas que podiam ser encontradas em outras técnicas moleculares de
diagnoéstico. Este método foi inicialmente usado como teste de diagndstico de
infecgdes virais e bacterianas e mais tarde foi empregado no campo da parasitologia
(SARIMEHMETOULU, 2002).

Esta revisdo tem por objetivo revisar a técnica e apontar possibilidades de
aplicacdo da técnica de Western blotting para pesquisas e diagnoéstico de agentes
infecciosos em medicina veterinéria.

A TECNICA DE WESTERN BLOTTING

Western blotting (WB) também conhecido como protein blotting ou
immunoblotting, € um poderoso e importante método em biologia molecular utilizado
para imunodeteccao de proteinas apds a separacao destas por eletroforese em gel e
transferéncia para membrana adsorvente (KURIEN & SCOFIELD, 2006). Esta
técnica permite detectar, caracterizar e quantificar mudltiplas proteinas,
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principalmente aquelas que estdo em baixas quantidades em determinada amostra
(KURIEN & SCOLFIELD, 2003).

WB evoluiu da técnica de DNA (Southern) blotting e RNA (Northern)
blotting. A denominacdo WB ao procedimento modificado superficialmente a partir da
técnica proposta por Towbin e seus colaboradores, e foi dada a fim de manter a
nominacao geografica tradicional destes métodos, iniciado pelo Southern blotting
(KURIEN & SCOLFIELD, 2003; 2006).

A técnica de WB oferece as seguintes vantagens: membranas Umidas séo
maleaveis e de facil manuseio; as proteinas imobilizadas na membrana sao
rapidamente e uniformemente acessiveis a diferentes ligantes; somente uma
pequena quantidade de reagentes sao necessarios para a analise de transferéncia;
€ possivel fazer multiplas réplicas do gel; o armazenamento da amostra transferida
pode ser prolongado, antes de ser usada e a mesma proteina transferida pode ser
usada para multiplas andlises sucessivas (KURIEN & SCOFIELD, 2006). Além disso,
em estudos relacionados a deteccdo de anticorpos e proteinas de agentes
infecciosos, este método € considerado altamente sensivel e especifico, sendo o
método de eleicdo para diagnéstico de inumeras doengas dos animais (COOLEY et
al., 2001; TALMI-FRANK et al., 2006).

Desde seu inicio, protein blotting tem evoluido constantemente e agora a
comunidade cientista esta diante de multiplos caminhos e significados da
transferéncia e deteccéo de proteinas. O protocolo basico de WB pode ser resumido
nos seguintes passos: preparacdo das amostras e fracionamento de proteinas,
execucao da eletroforese em gel, transferéncia das proteinas separadas do gel para
uma membrana adsorvente, blogueio de ligagbes inespecificas, adicdo de anticorpo
especifico e deteccéo da reacao.

PREPARACAO DAS AMOSTRAS E FRACIONAMENTO PROTEICO

A preparacdo de amostras € um dos passos cruciais do processo de
separacao de proteinas. Os resultados do experimento dependem das condicdes
iniciais do material. Por esse motivo, um modelo experimental adequado e uma
preparacdo cuidadosa de amostras sdo essenciais para se obter resultados
significantes e confiveis, particularmente em estudos comparativos de proteinas,
em que normalmente existem diferencas minimas entre as amostras experimentais e
as do grupo controle (FREEMAN & HEMBY, 2004; BODZON-KULAKOWSKA et al.,
2007).

Tecidos, culturas celulares e fluidos corporais, como plasma ou liquido
cefalorraquidiano (LCR) sdo usados como fonte de proteinas. Além disso, podem ser
estudadas, também, proteinas de bactérias, virus e outros agentes infecciosos
(BODZON-KULAKOWSKA et al., 2007).

Cada tecido possui sua particularidade e alguns agentes acometem
orgaos-alvo, os quais devem ser escolhidos para a realizacdo de um correto
diagnostico. Além disso, a pureza e estabilidade da proteina, a prevencdo da
degradacdo e modificagcdes durante a preparacdo das amostras tem importancia
critica para o bom resultado do procedimento. Por esse motivo alguns aspectos
devem ser considerados no momento da obtencdo de amostras, conservagao e
preparacdo do material (FREEMAN & HEMBY, 2004; BODZON-KULAKOWSKA et
al., 2007).

A remocéo rapida do tecido, a dissec¢do e o congelamento (em nitrogénio
liquido ou a -80°C) s&o imperativos para manutenca o do bom estado das proteinas
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a serem estudadas no tecido selecionado (BODZON-KULAKOWSKA et al., 2007).
Tecidos frescos ou provenientes de biopsia devem estar livres de sangue, soro,
estroma indesejavel e gordura (AHMED & RICE, 2005). A prevencao da degradacéo
e desfosforilacdo protéica durante a preparacdo podem ser conseguidas com a
adicao de proteases e inibidores de fosfatases (FREEMAN & HEMBY, 2004).

Apods a coleta e armazenamento adequado da amostra, esta deve ser
homogeneizada, até que nenhuma particula de tecido seja visualizada. O lisado
deve ser centrifugado, a fim de permitir a remocao de acidos nucléicos, substancias
insoliveis e proteinas abundantes. Em muitos casos, é recomendado o
fracionamento protéico com a inten¢do de concentrar proteinas menos abundantes e
de interesse para andlises futuras (BODZON-KULAKOWSKA et al., 2007).

Métodos para promover a ruptura celular e homogenei  zacéo

A homogeneizacdo é um dos passos para a preparacdo de qualquer
amostra para analise de proteinas. O termo homogeneizacdo tem varios sinbnimos
tais como mistura, emulsificacao e dispersao, que em geral, significam a obtencéo
de amostras com mesma composi¢cdo e estrutura em seu volume. Este processo
deve alterar as propriedades fisicas sem provocar qualguer mudanga na composi¢ao
guimica da amostra (BODZON-KULAKOWSKA et al., 2007).

As forcas aplicadas no processo de homogeneizagdo permitem a
fragmentacdo de proteinas em pequenas particulas, facilitando o processo de
solubilizacdo (CABRAL et al.,, 1997). Os métodos de homogeneizacdo usados
podem ser divididos em cinco categorias: por homogeneizacdo mecanica,
ultrassonica, por presséo, por descongelamento e osmatica ou lise por detergentes
(BODZON-KULAKOWSKA et al., 2007).

Solubilizacdo de proteinas

O processo de solubilizacédo de proteinas afeta sobremaneira a qualidade
do resultado final e € um determinante para 0 sucesso do processamento. A ruptura
das interagbes que agregam proteinas, como por exemplo, ligacdes
dissulfido/hidrogénio, forcas de Van derWaals, ligacbes ibnicas e interacoes
hidrofébicas, permite a separagdo de proteinas na solucdo (BODZON-
KULAKOWSKA et al., 2007).

Considerando a heterogeneidade de proteinas e presenca de
contaminantes em extratos bioldgicos, a separacdo simultdnea dessas proteinas
remanescentes € um grande desafio. Na tentativa de impedir modificacbes,
agregacoes ou precipitacdes protéicas resultando em artefatos e subsequente perda
de proteinas, o processo de solubilizacdo de amostras implica no uso de caotropicos
(como uréia e/ou tiouréia), detergentes (como o 3-[(3-Colamidopropil)-dimetil-
amonio]-1-propano sulfonado (CHAPS) ou Triton X-100), agentes redutores (como
ditiotreitol/ditioeritritol (DTT/DTE) ou tributilfosfina (TBP) e inibidores de proteases. O
uso destas substéncias associado a um método de ruptura celular adequado e
técnicas de dissolucdo e concentracdo de proteinas determina a efetividade da
solubilizacdo (BODZON-KULAKOWSKA et al., 2007).
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Remocao de contaminantes

Durante a preparacdo do tecido para analise de proteinas, € importante
diminuir a heterogeneidade da amostra o maximo possivel. No SNC, por exemplo, é
particularmente abundante a presenca de lipidios e esses devem ser eliminados
juntamente com os acidos nucléicos, para obtencéo de resultados de alta qualidade.
O meétodo mais comumente usado € a precipitacdo seletiva de proteinas com
acetona ou acido tricloroacético (TCA) (FREEMAN & HEMBY, 2004).

O pH e a forca ibnica das amostras influenciam consideravelmente na
solubilidade de proteinas. Por esse motivo, solugbes tampdes, solucdes salinas e
detergentes sdo incluidos em amostras. Normalmente, estas solucdes tendem a
interferir nos passos posteriores a separacao de proteinas, inibindo o processo de
digestdo e, por conseguinte, complicando a andlise, razdo pela qual precisam ser
removidos da analise em tempo apropriado (BODZON-KULAKOWSKA et al., 2007).

Em muitos casos, o0 uso de proteina pura ndo pode ser feito porque
proteinas como IgGs ou albumina constituem a grande maioria do concentrado de
proteinas na ceélula. A eliminacdo seletiva dessas proteinas permite a melhor
deteccao de proteinas menos abundantes (LOLLO et al., 1999).

Métodos de enriquecimento de proteinas

Amostras bioldgicas usadas como fonte para andlise de proteinas séo
usualmente muito heterogéneas. Por isso, € de prioridade para a analise reduzir ao
maximo a complexidade das amostras por meio de um pré-fracionamento ou
promocao do enriquecimento das proteinas de interesse (BODZON-KULAKOWSKA
et al., 2007).

A idéia fundamental do pré-fracionamento é isolar amostras em fragcfes
distinguiveis contendo numero restrito de moléculas. As amostras podem ser
fracionadas usando uma variedade de métodos incluindo a precipitacéo,
centrifugacéo, cromatografia liquida e métodos baseados em eletroforese, filtracao e
sedimentacdo por velocidade e equilibrio. A selecdo da técnica depende
grandemente da natureza da amostra a ser analisada e do objetivo do estudo
(FREEMAN & HEMBY, 2004).

Os métodos de enriquecimento permitem o aumento da concentracao das
proteinas de interesse. Esta etapa possui grande importadncia no estudo de
proteinas, porque normalmente proteinas pouco abundantes possuem valiosas
informacdes diagnosticas e sdo responsaveis por processos importantes na célula
(AHMED & RICE, 2005).

ELETROFORESE EM GEL

A eletroforese € um processo analitico de separacdo de proteinas e
outras moléculas, em que a migracdo de particulas acontece em um campo elétrico
(matriz). Para tal evento € necessario que essas particulas sejam dotadas de carga
elétrica (VESTERBERG, 1989). O fracionamento de proteinas por eletroforese
comecou no inicio do século 20 com a técnica de eletroforese livre em solucéo
tampao, criada por Arne Tiselius em 1937, a qual foi substituida pelo uso de géis de
poliacrilamida e agarose (PAGANO, 1999).

A escolha do material da matriz depende da resisténcia necessaria para a
separacao efetiva dos fragmentos protéicos. O gel de agarose possui poros com
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diametro que permitem a separacdo de fragmentos que variam de 200 pares de
bases (pb) a 50 kilobases (kb). A poliacrilamida é o material ideal para processos de
sequenciamento, pois permite a separacdo de fragmentos muito pequenos, de até
1.000 pb (SILVA & SOUSA, 2002).

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) é um método simples e
rapido que separa pequenas proteinas de tamanhos diferentes usando enzimas de
restricdo. Quando submetidas a um campo elétrico em pH neutro, as moléculas de
proteina sdo atraidas para o polo positivo e repelidas do po6lo negativo. Quando a
matriz apresenta resisténcia a migracdo das moléculas, os fragmentos menores
podem se mover com maior facilidade do que os maiores, havendo, entdo, uma
migracao diferenciada dos fragmentos (Figura 1) (SILVA & SOUSA, 2002).

Eletroco :
nogativo B PO Fragmentomaior Fragmento menor
= { de proteinas de proteinas

histura de
fragmentos
de proteinas Gel

FIGURA 1: Esquema da eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). A amostra
€ colocada em uma canaleta confeccionada no gel. Sob corrente
elétrica, as proteinas migram do lado de carga negativa para o lado
positivo. No gel, as proteinas se posicionam de acordo com seu
tamanho e peso.

Fonte: http://www.nehmi-ip.com.br/imagens_servicos/bio_23 p.gif

A separacdo de proteinas por tamanho € obtida com o uso do gel de
sédio dodecil sulfato-poliacrilamida (SDS-PAGE) (VESTERBERG, 1993). Esta
técnica € uma variacdo da técnica de PAGE amplamente utilizada para separar
subunidades protéicas e determinar suas massas moleculares (PAGANO, 1999). A
eletroforese SDS-PAGE € um poderoso procedimento, pois pode ser usado para
separar todos os tipos de proteinas incluindo proteinas de membrana, do
citoesqueleto e agregados de proteinas que normalmente sdo insollveis em agua,
alem de ser utilizado para separar proteinas em pequena quantidade (BARANY et
al., 1998).

Nesta fase, cada componente de uma mistura de proteinas é determinado
pelo SDS-PAGE como bandas separadas, através da migracdo de proteinas. A
mobilidade das proteinas no gel de poliacrilamida é dependente do seu tamanho e
da concentracédo de acrilamida. O gel age como uma peneira molecular. Pequenas
proteinas movem através do gel mais rapido que proteinas maiores. Quanto mais
alta a concentracdo de acrilamina, menores sdo 0s poros do gel e as proteinas se
movem mais lentamente. Entretanto, géis com alta concentracdo de acrilamida sao
usados para determinar proteinas de tamanho pequeno, e géis com baixas
concentragbes de acrilamida sdo usados na determinacdo de proteinas grandes
(PAGANO, 1999).
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Antes da eletroforese, as amostras podem ser tratadas com uma solucéo
de B-mercaptoetanol e dodecil sulfato de sédio (SDS). O B-mercaptoetanol é um
agente de reducdo que cliva as ligacdes dissulfeto. O SDS é um detergente aniénico
que desnatura proteinas e forma uma camada de cargas negativas, o qual as
proteinas passam a ter uma carga intrinseca. Assim, as proteinas tratadas assumem
uma forma de haste e carregadas por uma malha de carga negativa. Quando as
proteinas tratadas sdo colocadas em eletroforese no SDS-PAGE, as proteinas
migram para o eletrodo positivo. Desta forma, as proteinas podem ser separadas
pelos seus pesos moleculares (PAGANO, 1999; GARCIA-RODRIGUEZ et al., 2003;
BODZON-KULAKOWSKA et al., 2007).

TRANSFERENCIA PARA MEMBRANA

A fim de tornar as proteinas acessiveis a deteccao por anticorpos realiza-
se a transferéncia destas de um gel para uma membrana adsorvente (PAGANO,
1999). A membrana de transferéncia € colocada face-a-face com o gel de
separacdo, e aplica-se uma corrente elétrica. Durante a transferéncia, o gel esta na
face do eletrodo negativo e a membrana em sua face positiva. Entdo, as proteinas
contendo carga elétrica se movem do gel para a membrana mantendo a mesma
disposicdo do gel. Como resultado desse processo de transferéncia e ligacdo a
membrana, as proteinas sdo expostas a uma fina camada para detecc¢do. A ligacdo
das proteinas a membrana € baseada tanto em interagdes hidrofébicas quanto em
interacdes de cargas entre a membrana e as proteinas (KURIEN & SCOFIELD,
2003). A comunidade cientista tem confrontado uma variedade de caminhos e
significados para executar essa transferéncia (SILVA & SOUSA, 2002).

A eficiéncia na transferéncia de proteinas do gel para uma membrana
sélida depende grandemente da natureza do gel, massa molecular das proteinas
que estdo sendo transferidas e o tipo de membrana usada. Proteinas com alto peso
molecular marcam pobremente apdés SDS-PAGE, resultando em menores niveis de
deteccdo no WB. No entanto, a eficiéncia na transferéncia de cada proteina tem sido
facilitada com o aquecimento, tampdes especiais e digestéo proteolitica parcial antes
da transferéncia (KURIEN & SCOFIELD, 2006).

Vérios tipos de membrana estdo disponiveis para a realizacdo do
processo. Membranas a base de nitrocelulose, polivinildina difluorada (PVDF), papel
ativado ou nylon ativado tém sido utilizadas com sucesso para promover a ligagcéo
proteina/ membrana no momento da transferéncia. A membrana mais comumente
usada € a de nitrocelulose, por apresentar melhor eficiéncia na ligacao de diferentes
tipos de proteinas. Embora esta membrana apresente custo inferior que a de PVDF,
€ menos eficiente para proteinas que promovam ligacdes ndo-covalentes, somando-
se a isto o fato de apresentarem uma fragilidade ao manuseio antes da hidratacéo
(PAGANO, 1999; KURIEN & SCOFIELD, 2006).

Embora a transferéncia de proteinas do SDS-PAGE para uma membrana
de nitrocelulose ou de PVDF possa ser executada de diferentes maneiras tais como:
difusdo simples; transferéncia a vacuo; electroblotting, esta Ultima é a que
correntemente tem sido utilizada na atualidade. As principais vantagens do
Electroblotting sdo a velocidade e a transferéncia completa quando comparada a
difusdo simples e a transferéncia a vacuo. O eletroblotting pode ser realizado por
imersdo completa de um sanduiche gel-membrana em uma solucdo tampao
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(transferéncia umida) ou colocando o sanduiche gel-membrana entre papel filtro
absorvente em um tampao de transferéncia (transferéncia semi-seca). O método
mais consagrado € o de transferéncia horizontal semi-seca (Figura 2) (PAGANO,
1999; KURIEN & SCOFIELD, 2006).
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FIGURA 2: Transferéncia de proteinas de gel para membrana com o
método de transferéncia horizontal semi seca.
Fonte:http://www.fermentas.com/techinfo/Electrophoresi/pprot

eintransfer.htm

BLOQUEIO DE LIGACOES INESPECIFICAS

Uma grande quantidade de proteinas indesejaveis ligam-se fortemente a
nitrocelulose em diferentes condicbes experimentais. No entanto, leite seco
desnatado, soro albumina bovina (BSA), Triton X-100, Nonidet P-40 e Tween 20 sao
eficazes na remocdo de ligacbes proteicas. Leite seco desnatado e BSA séo
rotineiramente utilizados em procedimentos de imunodeteccdo de proteinas para
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evitar ligagcdes inespecificas (KURIEN & SCOFIELD, 2003; KURIEN & SCOFIELD,
2006).

ADICAO DO ANTICORPO

Em mamiferos, um complexo grupo do sistema celular esta envolvido na
protecdo do organismo contra substancias toxicas e invasdo por agentes
infecciosos. Como parte da resposta de defesa, células do sistema linfatico podem
ser induzidas para produzir proteinas especificas (anticorpos) que se ligardo as
substancias estranhas (antigenos) neutralizando seu impacto biol6gico. Em resposta
a mudanca imunoldgica ha sintetizacdo de um simples anticorpo que reconhece, e
possui uma alta afinidade, uma regido discreta chamada epitopo ou determinante
antigénico, imunizando o antigeno. Devido um antigeno geralmente possuir varios
epitopos diferentes, normalmente cada uma das varias células do sistema imune
produzem um diferente anticorpo contra um dos varios epitopos do antigeno. De tal
modo que um grupo de anticorpos, dos quais todos reagem com os diferentes
antigenos, sao designados como anticorpo policlonal. Mais tarde os anticorpos
passaram a ser utilizados como diagndstico de agentes para determinar a presenca
de proteinas em amostras biologicas (GLICK & PASTERNAK, 1998).

Normalmente, esses anticorpos (monoclonais ou policlonais) séo
utilizados para detectar uma proteina (antigeno ou epitopo) especifica, ligando-se
diretamente a ela, sendo o0 anticorpo primario da técnica de immunoblotting.
Anticorpos monoclonais sdao melhores imunodetectores, entretanto, anticorpos
secundarios antipeptidicos especificos devem ser usados (PAGANO, 1999).

Posteriormente, esta reacdo antigeno/ anticorpo primario sera exposta a
um anticorpo secundario direcionado a porcdes espécie-especificas do anticorpo
primario (PAGANO, 1999). Normalmente, o anticorpo secundario esta ligado a uma
enzima reveladora, por exemplo biotina, que gera uma mudanca de coloragéo ou um
sinal fotomeétrico (Figura 3) (KURIEN & SCOFIELD, 2003).
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FIGURA 3: Técnica de Western blotting evidenciando a adicdo de anticorpos.
Fonte: http://www.chemicon.com/resource/ANT101/a2B.asp

DETECCAO DE ANTIGENOS

A imunomarcacdo de proteinas € mais sensivel que os métodos de
deteccdo convencionais (PAGANO, 1999). O protein blotting somente é eficiente
quando um meétodo de deteccdo apropriado € aplicado (KURIEN & SCOFIELD,
2003).

As proteinas no immublotting tém sido detectadas diretamente por uso de
corantes organicos (Ponceaus red, amido negro, fast green), marcadores
fluorescentes (fluorescamina, Coumarin), varios métodos com coloracao de prata e
particulas coloidais como ouro, prata, cobre, ferro ou Indian ink. O tipo de coloracao
a ser utilizado deve ser compativel com a membrana usada para a transferéncia de
proteinas (PAGANO, 1999; KURIEN & SCOLFIED, 2003).

ApoOs a adicdo do anticorpo primario e anticorpo secundario, de acordo
com KURIEN & SCOLFIELD (2006) dois métodos de deteccdo de antigenos séo
comumente usados: radioativo e imunoenzimatica.

O método radioativo promove a ionizagdo e subsequente autoradiografia
para visualizacdo da interacdo antigeno-anticorpo. A importancia deste método de
deteccdo estd em franco desuso, por apresentar um alto custo e riscos a saude
(KURIEN & SCOLFIED, 2006).

A quimioluminescéncia preconiza a incubacdo de um substrato
fluorescente que ao ser exposto a uma enzima reveladora associada ao anticorpo
secundério gera uma coloragdo. Esta florescéncia € detectada por um
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filme fotografico ou cameras especias que capturam uma imagem digitalizada do
WB. A imagem é analisada por densitometria, a qual avalia a quantidade de proteina
colorida e quantifica os resultados em termos de intensidade Optica (KURIEN &
SCOLFIED, 2006).

Atualmente, a quimioluminescéncia € o meétodo imunoenzimatico de
eleicdo em WB. Normalmente, horseadish peroxidase ou fosfatase alcalina ligados a
anticorpos sdo usados com inumeros substratos sollveis que produzem produtos
coloridos insoluveis. Esses métodos sdo de simples execucdo e ndo requerem
equipamentos sofisticados, além de conferirem resultados rapidos. As desvantagens
do método compreendem na dificuldade de obtencéo de fotografias com qualidade,
diferetemente do método radioativo, pois a coloracdo da reacdo apresenta baixo
contraste, somando-se a isto, o fato de n&o produzir resultados quantitativos
(PAGANO, 1999; KURIEN & SCOLFIED, 2006).

APLICACOES DO WB NO DIAGNOSTICO DAS ENFERMIDADES AN IMAIS

O emprego da técnica de WB teve inicio nos anos 70 com o advento da
transferéncia de proteinas de uma matriz gelatinosa para uma membrana
adsorvente. A partir disso, o emprego de anticorpos marcados com enzimas foi
possivel, o que permitiu a deteccdo e quantificacdo de proteinas previamente
separadas (KURIEN & SCOFIELD, 2003). O WB é uma técnica recente, que possui
alta sensibilidade e especificidade e seu emprego em diagnéstico das doencas dos
animais é crescente (TALMI-FRANK et al., 2006).

Algumas enfermidades infecciosas de animais podem ser diagnosticadas
por western blotting. Um exemplo é o diagndstico de encefalopatias espongiformes
transmissiveis (EETs), desordens neurodegenerativas crénicas fatais provocadas
por prions, que podem acometer animais e seres humanos (NEVES, 2003;
THOMZIG et al., 2007). O diagndéstico confirmatorio € dado pds-morte, por meio de
exames histologicos e deteccdo da isoforma pribnica, por meio de microscopia
eletrbnica, imuno-histoquimica e WB (COOLEY et al., 2001; BARROS et al., 2006).
Entre os métodos imunoldgicos utilizados para deteccao do prion, a técnica de WB
tem sido amplamente utilizada por permitir o diagndstico rapido e preciso, pois
possui alta sensibilidade e especificidade, além de possibilitar novos estudos sobre
patogénese e etiologia da enfermidade. Além disso, 0 WB associado ao anticorpo
monoclonal 6H4 é o método de escolha para exames de sistema nervoso de bovinos
com BSE em véarios paises da Europa. Desde janeiro de 2000, esta técnica vem
sendo utilizada conjuntamente com o exame histopatolégico e imuno-histoquimica
para diagnostico de BSE e Scrapie (COOLEY et al., 2001; MIGLIORE et al., 2012).

Outra doenca importante na medicina veterinaria € a leishmaniose
visceral americana (LVA), causada pela Leishmania chagasi. Esta enfermidade € de
grande importancia em saude publica por sua natureza zoonotica, sendo o0 cdo
reconhecido como um importante reservatério. O vetor da leishmaniose visceral no
Brasil € a fémea do inseto Lutzomyia longipalpis (STRAUSS-AYALI & BANETH,
2000; LINHARES et al., 2005). Uma medida de controle da leishmaniose canina é a
eliminacéo de caes soropositivos em técnicas sorolégicas, como imunofluorescéncia
indireta (IFA) e ELISA (SILVA et al, 2005). No entanto, este método tem
apresentado resultados conflitantes, principalmente, de falsos-positivos (DE PAULA
et al., 2003). Desta forma, estudos demonstraram que a técnica de WB mostrou-se
mais sensivel e precoce quando comparada as técnicas de IFA e ELISA, sugerindo
a possibilidade de sua utilizagdo como preditora da infeccdo no cédo (AISA et al.,
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1998; SILVA et al.,, 2005). SILVA et al., (2005) em estudo para reconhecimento
antigénico de LVA em 120 caes demonstrou que 26% dos cédes que eram negativos
para o teste de IFA tiveram o reconhecimento de fracdes antigénicas de L. chagasi
no WB. Os autores sugerem gue 0s caes positivos para o WB e negativos para o IFA
eram animais resistentes que apresentavam baixos niveis de anticorpos, dessa
maneira ndo detectaveis pelo IFA.

A mieloencefalite equina por protozoario (MEP) é uma doenca neuroldgica
infecciosa de equinos e outros equideos das Américas, frequentemente fatal, que
tem como agente etiolégico primario o protozoario Sarcocystis neurona (ROSSANO
et al., 2003; BARROS, 2007). Recentemente, outro microrganismo, Neospora
caninum/ Neospora hughesi, foi implicado na etiologia de alguns casos de MEP
(BARROS, 2007). Esta enfermidade tem sido diagnosticada no Brasil, porém nao
existem dados sobre a prevaléncia de casos. Ainda hoje, a quantidade de equideos
com sintomatologia nervosa que sdo necropsiados com diagndstico de MEP é
diminuta, portanto a prevaléncia pode ser maior do que imaginada anteriormente
(BARROS, 2007).

O diagnéstico de MEP é dado por meio da realizacdo de exame clinico
neuroldgico e pela realizacdo de WB para deteccao de anticorpos de S. neurona em
amostras de sangue e liquido cefalorraquidiano (LCR) (ROSSANO et al., 2003).
Estudos de soroprevaléncia tém mostrado que anticorpos contra S. neurona estao
presentes em grande propor¢cdo no soro de equinos aparentemente normais, por
isso é recomendado a clinicos veterinarios a obtencéo de LCR para determinacao de
anticorpos contra o agente, indicando sua presenca no SNC (FURR et al., 2002).

A salmonelose é uma infeccdo grave e de grande importancia na
medicina e na veterinaria. A Salmonella enteritidis possui proteinas de membrana e
lipolissacarideos que tem importante papel na viruléncia e nas propriedades
imunoldgicas do agente, o que pode gerar quadros de intoxicagdo alimentar de
diferentes intensidades. Estudos utilizando WB sao realizados para caracterizacéo
dessas proteinas de membrana, principalmente para possibilitar o desenvolvimento
de vacinas, que sdo importante método para evitar a doenca (MARIPANDI & Al-
SALAMAH, 2010).

Em suinos, a infeccdo por Mycoplasma hyopneumoniae é responsavel por
grandes perdas econémicas na suinocultura, por apresentar alta morbidade e baixa
mortalidade. O diagndstico precoce e confirmatorio tem grande relevancia para
eliminacdo do agente em uma granja acometida. Assim, o WB tem sido usado para
diminuir resultados os erros e resultados discrepantes dos testes sorologicos
(AMERI et al., 2006).

Na pesquisa, a técnica é muito empregada para entendimento de
mecanismos de neoplasias (ZHANG et al., 2012; CATTELANI et al.,, 2012), no
estudo de doencas hereditérias (SETA et al., 1996), para descoberta de proteinas
para producao de vacinas (MARIPANDI & AI-SALAMAH, 2010).

CONSIDERACOES FINAIS

A técnica de eletroforese permite a separacdo de proteinas de cargas
elétricas diferentes, mas é limitada por ndo produzir a quantificacdo e deteccao de
proteinas especificas. As técnicas de blotting abriram portas para novos estudos
acerca da patogénese e etiologia de inUmeras enfermidades animais, garantindo o
avanco da ciéncia. O Western blotting permitiu que proteinas especificas fossem
detectadas, se firmando como um método de diagnostico de eleicdo de inUmeras
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doencas, por ser altamente sensivel e especifico e de rapido resultado.

O uso do WB na rotina diagndstica ainda é insipiente, por se tratar de uma
técnica que necessita mao-de—obra qualificada e por apresentar custo relativamente
superior quando comparado a métodos convencionais e métodos alicercados em
base da biologia molecular. Porém, varios estudos demonstram que a utilizacédo de
técnicas convencionais ja consagradas, em determinadas doencas, ndo apresentam
resultados totalmente confiaveis e satisfatorios, sendo a técnica de immunoblotting
preferencial para confirmacgéo diagndéstica.
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