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Introducao

“Para ter cabeceira e fundo basta haver duas vacas”, este é um ditado
popular falado pelos vaqueiros nos rincoes das Gerais e, muito prova-
velmente, também falado de forma diferente nas mais diversas partes
do mundo. Mas o que esse dito popular quer dizer quando avaliado pela
Otica da precisao? Nada mais nada menos que: existem diferencas entre
dois individuos, entre dois grupos ou entre duas regioes e assim por dian-
te. Por sua vez, quando se utiliza os termos “cabeceira e fundo”, valores
sdo atribuidos para estas variacdes, ou seja, um individuo é diferente do
outro sob a égide de um determinado parametro. Ha4 que se considerar
ainda que essas diferencas nao sao apenas individuais, sdo temporais
também. De uma forma geral, essas variabilidades temporais e espaciais
podem ser abordadas individualmente para se obter uma maior eficién-
cia/sustentabilidade da atividade leiteira. Todavia, para se obter o melhor
rendimento com o minimo de dispéndio/erro, nem sempre a individualiza-
cao é o caminho mais viavel. Assim, a gestao da variabilidade temporal e
espacial é o eixo central do conceito de precisdao, que para a pecudria de
precisdao pode ser definida como o planejamento e gerenciamento, pau-
tado na integracao de tecnologia e informacdes, de todos os processos
associados aos distintos sistemas de producao de leite.

Mais especificamente, quando se considera apenas o foco em salde
animal, entende-se terapéutica de precisdao como a gestao do conjunto
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de tecnologias/praticas que podem ser customizadas em funcédo de ca-
racteristicas individuais para promover ganhos terapéuticos com o uso
minimo e otimizado de medicamentos e produtos biolégicos no trata-
mento e prevencao de enfermidades de animais. Dessa forma espera-
-se intervencdes/abordagens terapéuticas mais racionais, eficientes, e
de baixo custo e com ganhos nos pardmetros de seguranca alimentar
(e.g. residuos de antimicrobianos em alimentos) e ambiental. Na pratica
“terapéutica de precisdao” é a gestao das individualidades sob a dtica
da saude, utilizando técnicas consagradas e ou emergentes para atingir
objetivos especificos. Assim, o conceito de terapia de precisao nao pre-
cisa necessariamente estar vinculado aos avancos técnicos cientificos
na fronteira do conhecimento para ser aplicado. O conhecimento de
microbiologia dos diferentes microrganismos causadores de doencas que
impactam a producao animal e o processo fisiopatolégico que envolve
estes microrganismos pode subsidiar de forma precisa uma terapia efi-
ciente no controle, prevencao e erradicacao de doencas infecciosas.

Neste contexto, em um pais de dimensdes continentais e com uma das
pecudrias leiteiras mais heterogéneas do mundo, uma visao holistica dos
sistemas de producdo, bem como de sua insercdo nos distintos ecos-
sistemas, ambiente sociocultural, condicdes edafoclimaticas e etc sao
0os primeiros passos para identificar as individualidades potencialmente
trataveis. Assim, a consideracdo das individualidades do ambiente ma-
cro até sua abordagem em um ambiente micro, como por exemplo um
compartimento biolégico, sdo os fatores de sucesso na abordagem da
terapéutica de precisao.

Exemplos simples de individualidades que podem ser identificadas e po-
dem receber atencdo customizada na implementacdo de programas de
controle e erradicacao de S. aureus: em um sistema de producao, com
gado holandés puro e confinado em free stall, compost barn ou semi con-
finado, sistemas de producdo com gado Girolando ou Gir a pasto e bezerro
ao pé...; varidveis associadas ao animal ou seu status fisiolégico, como
producao de leite, fase da lactacao, raca ou grau de sangue, capacidade
de metabolizacao do farmaco...; variacoes associadas ao compartimento
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biolégico, o farmaco atinge o compartimento acinar ou intracelular, ele
mantém atividade farmacolégica por quanto tempo, o veiculo farmacéuti-
co é o mais eficaz para a abordagem terapéutica....; varidveis associadas
ao patégeno, grau de viruléncia, eficiéncia no método de diagndstico dos
animais positivos, susceptibilidade a base farmacolégica, susceptibilidade
da estirpe a fagocitose por polimorfonucleares....

Diversas sao as técnicas com potencial uso na terapéutica de precisao,
como por exemplo os tradicionais métodos de isolamentos bacterianos
em meio de cultura até técnicas de identificacao por reacao de polimera-
se em cadeia em tempo real (rtPCR).

Um exemplo de como podemos unir o conhecimento prévio ja existente
e o diagndstico baseado em conceitos de biologia molecular é na erradi-
cacao de Streptococcus agalactiae importante patdgeno da mastite em
rebanhos bovinos leiteiros, responsavel por altas contagens de células
somaticas e consequentemente diminuicdo da qualidade higiénica sani-
taria do leite. O conhecimento sobre a viabilidade técnica e econémica
da erradicacado do S. agalactiae por meio de terapia com antimicrobianos
jd vem sendo relatada na literatura por mais de 15 anos (KEEFE, 1997)
e atualmente j& existe no mercado a identificacdo dos patégenos da
mastite por meio de rtPCR, fornecendo o resultado em menos de 24 ho-
ras. Geralmente utiliza-se do suporte laboratorial por meio dos métodos
classicos de microbiologia para a identificacao de vacas infectadas por
S. agalactiae para posterior tratamento. Com o método microbiolégico,
geralmente o resultado do exame é fornecido entre 3 a 5 dias. Em uma
fase inicial de saneamento do rebanho para o S. agalactiae por meio da
identificacdo de animais infectados com base em diagnéstico e posterior
tratamento de vacas infectadas com objetivo de erradicacdo do patége-
no, o diagndstico microbiolégico é indicado, principalmente devido ao
custo da andlise. Porém, na fase final do saneamento, onde h& neces-
sidade de diagndéstico que forneca resultados mais rapidos e com maior
sensibilidade e especificidade, o uso do rtPCR ¢é indicado. Neste particu-
lar, observa-se uma maior rapidez e precisdo na identificacao de animais
infectados e consequentemente no tratamento.
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Outros exemplos de tecnologias portadoras de futuro seguem transcritas
de Brandao et al. (2012). No caso da exploracado da informacao genética
para o combate de doencas no homem e animais, estes conhecimentos
sdo albergados pela farmacogenética e farmacogenémica. O material
genético de espécies animais de producao abriga rica colecao de varia-
coes genéticas com consequéncias Uteis ou prejudiciais para a salde e
para a produtividade do rebanho. Essas variacdes estdao, usualmente, na
forma de single nucleotide polimorphism (SNPs), delecdes ou insercoes
de nucleotideos ou de genes inteiros, rearranjos cromossomais, dupli-
cacao de genes, repeticoes em tandem (microssatélites), etc. Embora
essas variacoes constituam apenas pequena percentagem do genoma
(cerca de <1%), elas formam a base da biodiversidade ou da variabili-
dade individual em resposta aos estimulos do ambiente. Elas podem ser
encontradas nos genes, tanto em regides codificadoras, quanto em re-
gides reguladoras, com a habilidade para modificar a funcado do gene ou
sua expressao, resultando, algumas vezes, em condicOes indesejaveis,
como, por exemplo, no aparecimento de doencas.

As pesquisas gendmicas relativas a doencas ou as diferencas terapéuticas
entre os individuos geralmente estdo associadas aos polimorfismos pre-
sentes nos genes que influenciam a farmacocinética ou a farmacodinadmica
(CHOWBAY et al., 2005). Esses polimorfismos podem modificar a expres-
sdo e/ou a atividade de sitios de ligacdo de medicamentos (WEINSHIUL-
BOUM, 2003) por influenciarem a estabilidade do RNA mensageiro corres-
pondente, ou modificarem a estrutura da proteina, podendo levar a reducao
ou aumento da proteina codificada (THORISSON e STEIN, 2003).

Comparadas ao genoma humano e ao bovino (Bos taurus), o sequenciamen-
to do genoma de algumas espécies domésticas, como caprinos, suinos e
ovinos, estd ainda em fase inicial ou de planejamento. Com a disponibilida-
de dessas informagdes gendmicas, entretanto, poderd haver uma explosao
de informacdes em estudos relativos as variacoes do genoma e varios as-
pectos relativos a doencas, producao e adaptacao. Até o momento, toda-
via, as pesquisas gendmicas em animais de producao sdao menos intensas
e diferem em varios aspectos quando comparadas as feitas em humanos.
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Um desses aspectos é em relacdo ao possivel uso da farmacogenética
e da farmacogenémica em animais domésticos. A farmacogenética, se-
gundo Hughes (1999), consiste no estudo das variacdes interindividuais
na sequéncia de DNA, relacionadas com a resposta aos farmacos, a efi-
cacia e a seguranca dos mesmos, ou seja, como a variabilidade genética
estd relacionada a variabilidade de resposta aos medicamentos por parte
dos individuos. Todavia, apesar do conceito ser relativamente simples,
estudos envolvendo farmacogenética sdao de extrema importancia, em
virtude da reducao de riscos de toxicidade para os pacientes, bem como
do aumento da eficacia dos medicamentos.

A farmacogendmica, resultante da unido entre a farmacogenética e a
gendmica, pode ser definida como o estudo da expressdao de genes
individuais os quais sao relevantes na susceptibilidade a doencas, bem
como a resposta a farmacos em nivel celular, individual ou populacional
(PIRAZZOLI e RECCHIA, 2004). Ainda, de acordo com Azevedo (2004),
a farmacogendmica procura relacdes entre o metabolismo de drogas e
os estudos moleculares de DNA ou RNA. Esse tipo de estudo lanca mao
de técnicas gendmicas de mapeamento genético, sequenciamento de
genomas e de bioinformatica para facilitar as pesquisas.

Desse modo, as duas disciplinas podem ser diferenciadas em relacao
ao numero de genes envolvidos. Enquanto a farmacogenética investiga
um ou poucos genes, a farmacogenémica baseia-se na informacao da
atividade funcional e na expressdo de varios genes ao mesmo tempo
(ARRANZ e KERWIN, 2003).

Pesquisas em animais, envolvendo essas duas disciplinas, tém sido
desenvolvidas principalmente em camundongos, ratos, suinos, coe-
Ihos, macacos e caes, espécies consideradas como modelos animais.
Por exemplo, a farmacogenética da enzima tiopurina metiltransferase
(TPMT), a qual esta relacionada ao metabolismo de drogas imunossu-
pressoras no tratamento de cancer e de transplante de érgaos, tem sido
extensivamente estudada em caes, em que se observa alto nivel de po-
limorfismo para esse loco (MARSH E VAN BOOVEN, 2009). Para espé-
cies ligadas a producao animal, os estudos ainda estdo no estagio inicial.
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Embora a individualizacado terapéutica ainda represente um desafio para
o futuro, mesmo na espécie humana, vislumbra-se que a farmacogenéti-
ca e a farmacogenO6mica serao ferramentas Uteis no desenvolvimento de
novos medicamentos pelas inddstrias farmacéuticas (METZGER et al.,
2006). Certamente, os avancos advindos na espécie humana refletirdo
na producao animal nos préximos anos, como resultado direto da fina-
lizacdo do sequenciamento completo dos genomas de varias espécies.
Esses sequenciamentos serdo usados para a descoberta de variantes
gendmicas em genes candidatos que poderao estar associadas com res-
postas alteradas as drogas, tanto quanto para o desenvolvimento de
arranjos de marcadores do tipo SNP que permitam o desenvolvimento de
estudos de associacado por todo o genoma para andlises de ligacao entre
0s genoétipos e fendtipos de doencas.

Por sua vez, a nanotecnologia, quando utilizada com foco terapéutico
permite ndo s6 o emprego farmacoldégico de novas substancias, como
também modificacdo nos parametros farmacocinéticos e farmacodinami-
cos de farmacos em formulacdes convencionais (ZIMMER et al., 1994).

Levando-se em consideracao apenas a reducao de tamanho da particula,
via de regra, o material tem sua reatividade aumentada em funcao da
elevacao da area de contato e, em muitos casos, pode exercer ou exa-
cerbar seu efeito antimicrobiano, como é o caso da nanoparticula de pré6-
polis, que ao ter seu tamanho de particula controlado, tem sua atividade
antimicrobiana potencializada e, por ser livre de alcool, também pode ser
aplicada diretamente sobre mucosas sem causar irritacao ou desconforto
para o animal (BRANDAO et al., 2012).

Outro exemplo de aumento da atividade antimicrobiana em funcéo da
reducdo do tamanho é a nanoparticula de prata, que possui um longo
histérico de uso em produtos cotidianos e, devido a sua baixa toxicida-
de, mais recentemente vem sendo utilizada com foco medicamentoso
(NOWACK et al., 2011). Tal nanomaterial, em ensaios in vitro contra
isolados bacterianos de Staphylococcus aureus e Escherichia coli oriun-
dos de vacas com mastite, mostrou-se altamente promissor (KIM et al.,
2007). Por sua vez, nanoparticulas de diéxido de titanio foram associa-
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das com vinte e trés antibiéticos diferentes para avaliacao de efeitos an-
timicrobianos em amostras multirresistentes de S. aureus. Em todas as
associacoes foi observado efeito sinérgico entre a nanoparticula metaélica
e o antimicrobiano, necessitando, portanto, de menos farmaco para ini-
bir o crescimento microbiano (ROY et al., 2010).

Quando se nanoencapsular um farmaco “tradicional”, o nanomedicamen-
to assume caracteristicas préprias, muitas vezes associadas ao agente
encapsulante e, como j& abordado, pode ter seus padrdes farmacoci-
néticos e farmacodinamicos alterados; ficar protegido do meio externo
(evitando ser degradado); apresentar liberacdo gradual; ser direcionado
para um tecido ou grupo celular especifico; e, apresentar reducédo da
toxicidade. De uma forma geral, a terapia pode ficar mais efetiva, com
reducdo da dose e niumero de aplicacées do farmaco, aumento da con-
centracao do principio ativo no tecido/células de interesse, reducao de
sua concentracdo em tecidos periféricos, menores efeitos colaterais, re-
ducao na selecao de bactérias resistentes e pequena geracao de residuos
nos produtos de origem animal.

Do ponto de vista de seguranca alimentar os ganhos sao claros, uma vez
que ao modificar a biodistribuicdo, ou mesmo reduzir a concentracao de
um farmaco, este pode nao conseguir vencer a permeabilidade seletiva
da barreira hemato-glandular (ZIV E SULMAN, 1975) e, conseqlente-
mente pode ocorrer reducdo da secrecao/concentracdo do medicamento
em matrizes biolégicas como, por exemplo, o leite.

Existem diversos exemplos bem sucedidos na literatura de nanoencapsula-
mento de farmacos, como a gentamicina que foi direcionada para o com-
partimento celular monocitico fagocitario com o auxilio de nanoparticulas
de poliacido latico-co-glicélico para o combate de Brucella spp. (LOCAROZ
et al., 2007). Esse aminoglicosideo teve sua concentracdo aumentada no
compartimento intracelular, sendo, portanto, mais efetivo. Em estratégia de
direcionamento semelhante, nosso grupo desenvolveu uma nanoparticula
capaz de direcionar antimicrobianos para polimorfonucleares (MOSQUEIRA
et al. 2011) e, com isso, espera-se incrementar significativamente os indi-
ces de cura das mastites causados por S. aureus resistentes a fagocitose.
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Outro exemplo de direcionamento foi o proposto por Schroeder e colabo-
radores (2008) para direcionar a metilprednisolona, um anti-inflamatério
esteroidal, para regides inflamadas do corpo de ratos. Vinte e quatro
horas apds a administracdo do sistema nanoestruturado, a concentracao
de anti-inflamatério no local sob avaliacdo foi o dobro da encontrada nas
regioes controle. Tal resultado sugeriu uma potencial reducado da dose e
do nimero de aplicacées do medicamento.

O efeito protetor do encapsulamento para o farmaco é evidenciado no
“rejuvenescimento” de beta-lactdmicos nanoestruturados que, quando
expostos as estirpes bacterianas produtoras de beta-lactamases, ficam
protegidos da acao dessas enzimas e mantém seu efeito bactericida (TU-
ROS et al., 2007).

De uma forma geral, muitas sao as opcoes e os beneficios advindos das
diferentes abordagens da nanotecnologia para o tratamento das enfermi-
dades animais, sendo, portanto, forte a tendéncia de sua implementacéao
no curto e médio prazo nos diferentes sistemas produtivos.

A terapia génica consiste na utilizacdo de sistemas que promovam a
insercao de material genético nas células e tecido alvo com o propdsito
de prevenir ou tratar doencas associadas com alteracdes genéticas. A
técnica se baseia na introducao de uma cépia do alelo normal no local
de genes alterados, na delecao de um gene ou a inducado da super-ex-
pressdo de um gene envolvido em uma patologia (LEDLEY, 1995; HESS
E DOUGHERTY, 1997). Assim, essa abordagem utiliza genes como me-
dicamentos.

Inicialmente, a terapia génica surgiu apenas para o tratamento de doen-
cas genéticas monogénicas. Contudo, com o desenvolvimento da bio-
logia molecular surge a possibilidade de uso dessa abordagem no trata-
mento de doencas adquiridas, mediante a identificacao dos genes e teci-
dos alvos acometidos (STRIBLEY et al., 2012). Os métodos utilizados e
as modalidades de transferéncia génica para as células in vitro ou in vivo
sdo variados, destacando-se os métodos virais e nao virais.
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Os virus possuem mecanismos naturais de entrega e de insercado de
material genético nos genomas celulares, portanto, sdao extensivamente
estudados para fins terapéuticos. Devido a seu ciclo explicativo, os virus
podem internalizar com eficiéncia DNA exdégenos no genoma das células
(GIACCA E ZACCHIGNA, 2012). Dentre os vetores virais mais utiliza-
dos, estdo os adenovirus e retrovirus (LU E MADU, 2010) que tém sido
avaliados em modelos experimentais para a terapia de cancer (AI-HENDY
et al., 2000), doencas autoimunes (BROBERG et al., 2004), doencas
neurodegenerativas (WEINBERG et al., 2012), entre outras. Porém, sua
aplicacao clinica é prejudicada pela a propriedade dos virus induzirem
respostas téxicas e imunes (MARTIN E CAPLEN, 2007). Estes organis-
mos podem ainda causar multiplos eventos de integracdo no genoma
celular, tornando mais provaveis os efeitos indesejados, como a ativacao
de oncogenes (ZHENG, 2010). Além disso, aspectos de biosseguranca
devem ser considerados, pois os riscos, ainda que minimos, podem exis-
tir nas estruturas construidas atualmente.

Desde a descoberta dos pequenos RNAs de interferéncia (RNAI) por Fire
et al. (1998), pesquisadores ganhadores do prémio Nobel em 2006, es-
ses transcritos tém recebido atencao para sua utilizacao na terapia géni-
ca. Os RNAIi podem silenciar a expressao de genes especificos de forma
pds-transcricional, uma vez que causam a degradacdo de sequéncias
de RNAm e, consequentemente, impossibilitam a traducao da fita em
proteina (TANG et al., 2012). A utilizacdo direcionada desse processo
biolégico representa uma nova oportunidade para a inibicdo da expres-
sao génica in vitro e in vivo (AKHTAR E BENTER, 2007). Assim, os RNAI
podem silenciar genes relacionados a manifestacdo de doencas.

Trabalhos utilizando RNAI j& foram realizados /n vivo em primatas nao
humanos no silenciamento de genes relacionados a doencas coronaria-
nas (ZIMMERMANN et al., 2006); e no homem na inibicdo da replicacao
viral do HIV (DIGIUSTO et al., 2010). Por sua vez, Yanagihara e cola-
boradores (2006), demonstraram que o uso de RNAIi pode ser eficaz na
inibicao da atividade de S. aureus resistentes a meticilina tanto /in vitro
quanto em modelos de infeccao respiratéria /in vivo. O RNAi também se
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mostrou positivo na prevencao de infeccdo pelo virus da febre aftosa
em suinos (CONG et al., 2010) . Contudo, o RNAi é uma molécula muito
instavel, sendo degradada in vivo por RNAse. Essa caracteristica exige
diversos esforcos para aumentar a estabilidade do RNAi dentro do orga-
nismo. Ainda, para o amplo desenvolvimento desse sistema terapéutico, é
necessario um maior entendimento entre os processos de interacao entre
os RNAIi e o material genético dos organismos (GLEBOVA et al., 2012).

Os lipossomos sao esferas de membrana sintéticas formadas por bica-
mada lipidica que podem ser preenchidas com DNA e atuarem como
vetores de transfeccado. Essas construcoes demonstraram uso potencial
no tratamento de cancer (SERIKAWA et al., 2006), regeneracédo 6ssea
e neuronal (ONO et al., 2004; OBATA et al., 2010). As vantagens do
uso de lipossomos é a facilidade de sintese, boa reprodutibilidade e
baixa imunogenicidade. Porém, as células transfectadas apresentam ex-
pressao transiente do gene exégeno devido a degradacao e/ou perda da
estabilidade do inserto (WIVEL E WILSON 1998). Isso ocorre em parte,
pela presenca de nucleases plasmaticas que promovem a répida elimina-
cao de DNA exdégeno (HOUK et al., 2001) e pela agregacdo dos liposso-
mos com proteinas do organismo diminuindo sua eficiéncia (CHESNOY
E HUANG, 2000).

A ampla aplicacao da terapia génica depende do desenvolvimento conti-
nuo de métodos adequados para a entrega dos genes. De fato, o maior
obstaculo nesse campo terapéutico envolve a construcao de vetores
apropriados para a transfeccdo dos genes/moléculas (NABEL, 1999).
Recentemente, com o desenvolvimento da nanotecnologia, surgem in-
finitas possibilidades de engenheiramento de materiais na escala nano-
métrica para os mais diferentes objetivos. Os nanomateriais possuem
propriedades Unicas que os tornam adequados para atuarem como veto-
res especificos na terapia génica (SRIKANTH E KESSLER, 2012). Vérios
trabalhos com enfoque terapéutico destacam o uso da nanotecnologia
para a transfeccdo de DNA e pequenos RNA (LU et al., 2004; KAM et
al., 2006; DELOGU et al., 2009; CHEUNG et al., 2010; LADEIRA et al.,
2010; DO et al., 2012).
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Os nanomateriais podem atingir o interior das células e, desta forma,
serem veiculos para uma terapéutica de precisao. Por exemplo, os
nanotubos de carbono (NTC), uns dos nanomateriais mais estudados,
possuem caracteristicas desejaveis para serem utilizados como veto-
res de DNA, tais como: grande superficie de contato, estabilidade e
flexibilidade (CHEN et al., 2003), além de penetrarem nas células por
endocitose ou passarem livremente pela bicamada lipidica em varios
tipos de células somaticas (AHMED et al., 2009). Os NTCs podem
atingir o nucleo da célula, aumentando a eficiéncia de transfeccao
do transgene (CAIl et al., 2005). O processo de encapsulamento dos
acidos nucléicos dentro de nanoparticulas favorece sua protecao con-
tra degradacao por nucleases celulares (CHEUNG et al., 2010). Além
disso, a ligacdo nao-covalente de acidos nucléicos na superficie dos
nanotubos aumenta a eficiéncia da liberacdao do conteldo na célula
(DELOGU et al., 2009).

Entretanto, a eficiéncia dos nanomateriais pode ser influenciada pelo o
tamanho da nanoparticula e/ou pelo método de funcionalizacao (AHMED
et al., 2009).

Portanto, a dificuldade da maioria dos métodos de transferéncia géni-
ca estd na obtencdo de uma eficacia satisfatéria. Os ensaios clinicos
com terapia génica tiveram inicio nos anos 90 e os procedimentos sao
ainda altamente experimentais. Contudo com os recentes avancos
tecnoldgicos, vislumbra-se o desenvolvimento de eficientes sistemas
de entrega génica, com eficacia terapéutica e pequena ou auséncia de
toxicidade.

Conclusao

Em suma, a gestao da variabilidade temporal e espacial e do conjunto
de tecnologias e préaticas, sejam elas emergentes ou de uso ja consa-
grado, constitui uma oportunidade real de melhorar a eficiéncia das in-
tervencoes em saude animal. Com isso pode-se promover o bem-estar
animal e a seguranca sanitdria, baixar custos de producado e minimizar
os riscos de residuos de medicamentos em produtos de origem animal.
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