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Resposta imune-humoral e proteinogramas séricos de bovinos naturalmente
infectados pelo Trypanosoma vivax

RESUMO - Em bovinos o protozoario Trypanosoma vivax causa enfermidade
que pode levar a reducdo dos indices produtivos ou a morte do animal. O
diagnéstico deste protozodrio pode ser realizado por testes parasitoldgicos,
sorologicos e moleculares. Entretanto estes testes ndo sdo capazes de fornecer
prognéstico, indicar a fase da infeccao e a responsividade ao tratamento instituido.
Por outro lado, o proteinograma sérico pode fornecer tais informacdes. O objetivo do
estudo foi determinar o perfil eletroforético de proteinas de fase aguda de bovinos
Girolando naturalmente infectados com T. vivax (NIF), utilizando-se como matriz gel
de acrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Foram estudados dois
grupos de animais, NIF (n=507) e grupo de bovinos nao infectados (NI; n=50).
Amostras de soros de ambos os grupos foram submetidas a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFl) e Ensaio de Imunoadsor¢cao Enzimatica (ELISA)
para deteccdo de anticorpos anti-T. vivax e realizagdo do fracionamento
eletroforético. A porcentagem de soros positivos pela RIFI foi de 89,74% e pelo
ELISA 93,09%, sendo que este método mostrou-se capaz de detectar mais
amostras positivas do que a RIFI para deteccao de anticorpos anti-T. vivax em fases
iniciais da infeccao. No fracionamento proteico foram consideradas 12 proteinas;
sendo elas IgA, ceruloplasmina, proteinas de 95 KDa, 88 KDa, transferrina,
albumina, antitripsina, IgG, haptoglobina, glicoproteina acida e proteinas de 23 KDa
e 20,5 KDa. No grupo NIF observou-se aumento de proteina total, IgA, proteina de
88 KDa, albumina, antitripsina, lgG, haptoglobina, 20,5 KDa e diminuicdo de
ceruloplasmina, proteina de 95 KDa e 23 KDa e transferrina. Glicoproteina acida nao
apresentou diferencga significativa entre os grupos NIF e NI. A antitripsina pode ser
utilizada como indicador da infeccdo em bovinos naturalmente infectados por T.
vivax por estar presente apenas em animais do grupo NIF. Mais estudos devem ser
conduzidos a fim de identificar as proteinas de 95, 88, 23 e 20,5 KDa e seu papel na
fisiopatogenia da enfermidade causada pelo T. vivax.

Palavras-chave: proteinas, ruminantes, tripanossomiase, protozoario
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Immune-humoral response and acute phase proteins of bovines naturally
infected with Trypanosoma vivax

ABSTRACT - The protozoan T. vivax can cause an important disease in cattle,
which is responsible for death or low index productive. The diagnosis is based on
parasitologic, molecular and sorological tests. However, these tests are not able to
provide prognostic, infection phase and response of treatment. On the other hand,
serum proteinograms can accomplish these features. The present work aimed to
assess the acute phase proteins eletrophoretic profile in Girolando cattle naturally
infected by T. vivax (NIF) by SDS-Page. For this purpose, two groups of animals
were utilized: one naturally infected by T. vivax (NIF; n=507) and another one by non-
infected cattle (NI; n=50). Serum samples were submitted to IFA and ELISA for
detecting IgG antibody to T. vivax. SDS-Page was only performed in samples which
showed positive results in serological testes. The percentage of positive samples by
IFA and ELISA were 89,74% and 93,09%, respectively. ELISA showed a higher
number of seropositive samples when compared to IFA. In eletrophoretic fractioning
12 proteins were evaluated, including IgA, ceruloplasmin, 95 KDa and 88 KDa
proteins, transferrin, albumin, antitrypsin, 19G, haptoglobin, acidic glycoprotein, and
23 KDa and 20,5 KDa proteins. NIF animals showed an increase of serum
concentration of IgA, 88 KDa, albumin, antitrypsin, 19G, haptoglobin, 20,5 KDa when
compared to NI animals; on the other hand, serum concentration of ceruloplasmin,
95 KDa and 23 KDa proteins, and transferrin were lower in NIF animals when
compared to NI animals. Acidic glycoprotein serum concentration did not shown
differences when both groups of sampled animais were compared. Since Antitrypsin
was only detected in NIF animals, this protein may be used as a marker of T. vivax-
infection in cattle. More studies should be performed aiming to clarify the identity of
95, 88, 23, 20,5 KDa proteins and correlate them to physiopathogeny of infection
caused by T. vivax.

Key words: proteins, ruminants, trypanosomiasis, protozoan



1. INTRODUGCAO

Tripanossomiases sao doencas cosmopolitas que acometem humanos e
animais. Na Africa Trypanosoma brucei rhodesiense e T. b. gambiense causam a
doenca do sono no homem, enquanto T. brucei, Trypanosoma congolense,
Trypanosoma vivax e Trypanosoma evansi, afetam rebanhos animais causando
importantes prejuizos econémicos (HOARE, 1972). Adicionalmente, pesquisas
recentes indicam que outras espécies de tripanossoma possam estar envolvidas em
casos de tripanossomiases animais e humanas. Anteriormente considerado
apatogénico, T. theileri tem sido observado causando infeccoes com sinais clinicos
em bovinos (LANEVSCHI-PIETERSMA; OGUNREMI; DESROCHERS, 2004; SOOD
et al, 2011). Além disso, T. evansi e T. lewisi emergem como agentes
potencialmente zoondbticos (JOSHI et al., 2005; POWAR et al., 2006; SHEGOKAR et
al., 2006; SHAH et al., 2011).

Na América do Sul destacam-se as infeccbes causadas pelos Trypanosoma
cruzi, agente etioldégico da doenca de Chagas em humanos e caes; Trypanosoma
equiperdum, responsavel por uma doenga crbnica sexualmente transmitida em
equideos; T. evansi, agente causador de disturbios neuromusculares em equideos e
outros mamiferos e T. vivax, agente patogénico que parasita ruminantes domésticos
e silvestres (DAVILA; SILVA, 2000; SILVA; LIMA; RAMIREZ, 2004).

No Brasil, infeccbes por T. vivax em rebanhos bovinos tém ocorrido com
frequéncia cada vez maior e vem se espalhando pelo territério nacional.
Inicialmente foram descritos surtos na regiao amazénica (PEREIRA; ABREU, 1978),
Amapé (SERRA-FREIRE, 1981) e Mato Grosso do Sul (PAIVA et al., 2000a), areas
consideradas endémicas para a doenca. Entretanto, na dltima década ja foram
observados surtos por T. vivax na Paraiba (BATISTA et al.,, 2007), Maranhao
(FEITOSA JUNIOR et al., 2004; GUERRA et al., 2008), Tocantins (LINHARES et al.,
2006), Minas Gerais (CARVALHO et al,, 2008, CUGLOVICI et al. 2010), Rio Grande
do Sul (SILVA et al., 2009), Pernambuco (BAPTISTA FILHO et al., 2011; PIMENTEL
et al., 2012) e Sao Paulo (CADIOLI et al., 2012).
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A infeccdo por T. vivax ocasiona grandes perdas econémicas na bovinocultura
em areas tropicais (SEKONI et al., 1990), sendo que no Brasil o prejuizo estimado
pode chegar a 17% do valor do rebanho afetado (SEIDL et al., 1999).

Em bovinos, o diagnéstico da tripanossomiase por T. vivax é dificultado, uma
vez que o parasito desencadeia sintomas pouco especificos, tais como febre,
anorexia, perda de peso, reducdo da produtividade de leite, anemia, aumento de
linfonodos, abortos e sintomas neurolégicos (BATISTA et al., 2008; CADIOLI et al
2012). O tratamento é simples, porém tem surgido T. vivax resistentes as drogas
tripanocidas regulamentadas no Brasil (CADIOLI et al., 2012).

Trypanosoma vivax tem ganhado importancia no Brasil, em virtude do aumento
no numero de surtos em areas nao endémicas. Entretanto ndo ha controle oficial
pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA). No futuro, devido
a sua disseminacao, T. vivax podera trazer prejuizos maiores a pecuaria, devido as
mortes e reducado dos indices produtivos nos rebanhos acometidos.

Em virtude das dificuldades encontradas no diagnéstico deste protozoario, e da
possibilidade de utilizacdo do proteinograma sérico como uma ferramenta de
diagnéstico de Trypanosoma vivax, associado a falta de dados referentes a
proteinogramas séricos de bovinos naturalmente infectados por este protozoario e
com numero de amostras elevado, se justifica o presente trabalho.

2. REVISAO DE LITERATURA

Trypanosoma vivax €& um hemoprotozodrio pertencente a familia
Trypanosomatidae, seg¢ao Salivaria, subgénero Dutonella. Morfologicamente podem
ser observadas desde formas mais delgadas com a porgcdo posterior da célula
arredondada, até formas largas e curtas denominadas formas “atarracadas”, com a
regidao posterior final do corpo mais estreita, membrana ondulante evidente e
cinetoplasto menor (HOARE, 1972). Seu comprimento total varia entre 21 e 25,4 um,

possuindo um unico flagelo livre. Seu cinetoplasto é grande, em forma de meia lua e



3

localizado na porgédo terminal ou subterminal, sendo a sua posicdo um fator de
identificacdo morfologica da espécie (STEVENS; BRISSE, 2004).

Na Africa, T. vivax causa doenga em equinos, bovinos, camelos e varias
outras espécies de ruminantes, embora antilopes possam se infectar sem
desenvolver a doenga. Por outro lado, cées, suinos (SILVA; LIMA; RAMIREZ, 2004),
ratos, camundongos e cobaias (SOLTYS e WOO, 1978) sao refratarios. Pouco se
conhece sobre os reservatérios deste protozoario. Davila et al. (2003) suspeitam que
no Pantanal, os ruminantes possam agir como reservatério de T. vivax e T. evansi,
em consequéncia das baixas parasitemias detectadas nestes animais.

No continente africano, nas areas onde a Glossina sp. (mosca tsé-tsé) esta
presente, T. vivax é transmitido ciclicamente, ocorrendo o desenvolvimento do
protozoario na mosca. Nas demais regides da Africa e do mundo onde a tsé-tsé ndo
ocorre, a transmissdo é realizada mecanicamente por Tabanus sp, Stomoxys
calcitrans e Haematobia irritans (SERRA-FREIRE e REZENDE, 1988; PAIVA et al.,
2000a, OLIVEIRA et al., 2009, CADIOLI et al., 2012) ou de forma iatrogénica por
fomites (SILVA et al., 1997).

Durante o curso das tripanossomiases verificam-se flutuacbes da parasitemia ou
até intervalos aparasitémicos (MORAES, 2001; ALMEIDA et al., 2010), que podem
estar relacionados a resposta imunoldgica do hospedeiro e a variacao antigénica
das glicoproteinas variantes de superficie (GVS) dos tripanossoma (NANTULYA,
1990; CROSS, 2003). As GVS séo glicoproteinas que revestem Trypanosoma sp. da
Secao Salivaria e possuem papel na evasdo do sistema imune do hospedeiro. As
GVS do T. vivax também estimulam o hospedeiro, a produzir IL-1 e TNF-a
(VINCENDEAU; BOUTEILLE, 2006), as quais podem levar a supressdao de
eritropoiese (ANOSA; LOGAN-HENFREY; SHAW, 1992) e a producao de proteinas
de fase aguda (PFAs) (HEINRICH; CASTELL; ANDUS, 1990).

O curso da infeccado por T. vivax em bovinos pode apresentar-se na forma
aguda, em que os animais apresentam alta temperatura, letargia, fraqueza, anemia
e leve perda na condi¢do fisica, morrendo dentro de cinco semanas (LOSOS e
IKEDE, 1972); subaguda, que resulta em morte dentro de poucas semanas apos a
infeccdo (GARDINER, 1989); e a forma crbnica, caracterizada por anemia e
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emaciacao progressiva (UNSWORTH; BIRKETT, 1952) associadas a baixa
parasitemia e progressivo desenvolvimento da doenga (GARDINER,1989).

Os sinais clinicos observados em bovinos infectados com T. vivax incluem perda
de apetite, febre, letargia, fraqueza, lacrimejamento, conjuntivite, diarréia,
abortamento, emaciagéo, incoordenagdo motora, tremores musculares, opistétono,
cegueira, estrabismo lateral, hipermetria e morte (SILVA et al., 1995, 1996, 1997,
1999, 2009; BATISTA et al., 2008; CADIOLI et al., 2012). Diminuicao da producao
de leite, ceratite, descarga nasal, ictericia, aumento de linfonodos e edema
submandibular também foram relatados (CADIOLI et al., 2012). A presenca de
numerosas petéquias, equimoses e didtese hemorragica também foram observadas
(GARDINER et al., 1989).

Os abortos podem ocorrer no terco final da gestacédo e em alguns casos ocorrem
nascimentos de prematuros (PIMENTEL et al., 2012). Verifica-se, ainda, mortalidade
no periodo do periparto, assim como prolongamento do periodo para retorno da
atividade ciclica ovariana (OKECH et al., 1996).

Os sinais neurolégicos comumente encontrados sao caracterizados por
incordenacdo motora, fasciculagdes musculares, opistétono, cegueira, estrabismo,
dismetria, ataxia e fraqueza muscular (BATISTA et al., 2007; CADIOLI et al., 2012).

No exame anatomopatolégico de bovinos naturalmente e experimentalmente
infectados por T. vivax observaram-se hidropericardio, linfadenopatia, discreta
hepatomegalia e esplenomegalia (PAIVA et al., 2000b; CADIOLI et al., 2012).

As principais lesdes observadas no exame histopatologico em bovinos
experimentalmente infectados com T. vivax sao hepatite, nefrite e pneumonia focais,
hiperplasia folicular de linfonodos e adrenalite (MORAES, 2001). No intestino,
vesicula urinaria e coracao observa-se infiltrado inflamatério polimorfonuclear. Nos
rins pode ser notado edema, enquanto no coragao parasitos podem ser encontrados
entremeados no tecido subepicardico (ALMEIDA et al., 2010). Verifica-se meningite
e mielite com manguitos perivasculares, predominando células mononucleares e
macréfagos, associados a presenca de malacia e células Gitter, no sistema nervoso
central de animais infectados por T. vivax (BATISTA et al., 2007; ALMEIDA et al.,
2010).
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Nos 6rgaos reprodutivos a infecgao pelo T. vivax pode ocasionar degeneracao
testicular (BEZERRA et al., 2008; ALMEIDA et al., 2010), epididimite e hiperplasia do
epitélio epididimario. Foi confirmada pela PCR a presenga deste parasito no tecido
testicular de dois ovinos infectados experimentalmente por T. vivax (BEZERRA et al.,
2008).

No exame bioquimico, as enzimas gama glutamil transferase (GGT), aspartato
aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (ALP), lactato desidrogenase (LDH) e
creatina quinase (CK) permanecem em valores de atividade sérica abaixo daquelas
apresentadas em animais ndo infectados por T. vivax, porém somente em alguns
momentos verifica-se uma reducéo abaixo do valor de normalidade (ALMEIDA et al.,
2010). Corroborando com estes dados, ndo foram encontrados valores diferentes
daqueles da faixa de normalidade das enzimas AST, GGT, CK (SCHENK et al.,
2001). E ao avaliarem os niveis de uréia e creatinina, estes apresentavam dentro do
intervalo de normalidade. Por outro lado o fibrinogénio pode estar aumentado
(CADIOLI et al., 2012).

Nas tripanossomiases observam-se diminuicdo da albumina sérica e
manutencdo dos niveis de proteina total devido ao incremento das globulinas;
entretanto inicialmente proteina total tende a reduzir aumentando posteriormente
pelo incremento da fracdo gama globulina (SCHENK et al., 2001; CADIOLI et al.,
2006), a qual é composta principalmente por imunoglobulinas (ECKERSALL, 2008).
A producdo de globulinas parece estar relacionada com a variagdo antigénica do
parasito e aos sucessivos estimulos antigénicos que o T. vivax produz (BRADLEY,
2003).

No eritrograma verifica-se reducao do volume globular (VG), hemoglobina (Hb) e
do numero de eritrécitos (He), sendo que a anemia inicialmente é macrocitica e
posteriormente pode tornar-se microcitica, acompanhada ou ndo de reticulocitose
(ANOSA; ISOUN, 1980). Volume globular, nimero de hemacias e concentragao de
hemoglobina podem estar dentro da normalidade ou diminuidos (SILVA et al., 1999;
CADIOLI et al., 2012). Anemia é um dos principais achados na enfermidade causada
pelo T. vivax (SALGADO et al., 2011; CADIOLI et al., 2012) e pode ser resultante da
eritrofagocitose (ANOSA; LOGAN-HENFREY; SHAW, 1992), hemdlise intravascular
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imunomediada (ANDRIANARIVO et al., 1995) e em uma fase tardia, pela
hematopoiese inadequada (FIENNES, 1954).

O leucograma pode estar normal, todavia em ocasides onde ha severa anemia,
leucopenia pode estar presente (MAXIE; LOSOS; TABEL, 1979; ESIEVO; SAROR,
1983; SILVA et al., 1999; CADIOLI et al., 2012). Todavia, a leucocitose mostra-se
mais predominante (CADIOLI et al., 2012). Corroborando com estas informagdes,
ANOSA e ISOUN, (1980) observaram leucopenia na fase inicial da infec¢cdo, em
decorréncia de linfopenia, neutropenia e eosinopenia, com leucocitose em fase
posterior da enfermidade (ESIEVO; SAROR, 1983).

O diagnostico da infecgao por T. vivax pode ser realizado com base em métodos
parasitolégicos, soroldégicos e moleculares (SILVA et al., 2002). Dentre os métodos
parasitolégicos destacam-se os esfregacos sanguineos corados (NDAO et al., 2000;
SILVA et al.,, 2002), aspirado de linfonodo (SILVA et al., 2002), técnicas de
concentragdo em tubo de microhematécrito (WOO, 1970) e de centrifugacao em
colunas de troca idnica (BUSCHER et al., 2009); Entretanto, tais métodos todos
apresentam baixa sensibilidade, a qual mostra-se variavel em razao da parasitemia.

Os principais métodos soroldégicos empregados no diagndstico de
tripanossomiases sao Reacado de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Ensaio de
Imunoabsorcao Enzimatico (ELISA) (NANTULYA, 1990; VAN DEN BOSSCHE et al.,
2001; SILVA et al.,, 2002) e o Teste de Aglutinacado em Cartdo. Os métodos
sorolégicos sdo mais sensiveis que os parasitolégicos anteriormente mencionados
e, por isso, de grande valor nas investigagdes sorologicas. Estes meétodos indicam
contato prévio com o parasito, mas ndao permitem indicar se ainda ha infeccéo ou se
0 animal respondeu ao tratamento (NANTULYA, 1990).

Métodos moleculares como o Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
convencional (CLAUSEN et al., 1998), PCR em tempo real (KNOWLES JUNIOR; LlI;
PASTORET, 2008) e a amplificacao circular isotérmica (LAMP) (KUBOKI et al.,
2003; LAOHASINNARONG et al., 2011) sdo 6timos indicadores da presengca do
DNA de T. vivax no sangue dos animais, embora ndo permitam indicar a gravidade
da infeccdo, progndéstico e em indicar em qual fase da infecgdo na qual o hospedeiro

se encontra.
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O proteinograma sérico € uma ferramenta de diagndstico que pode predizer
progndstico, indicar a fase da infecgéo e se esta ocorrendo resposta ao tratamento
(NDUNG’U; ECKERSALL; JENNINGS, 1991; OHWADA; TAMURA, 1995; MURATA,;
SHIMADA; YOSHIOKA, 2004; COSTA et al., 2010).

Proteinas de fase aguda (PFAs) parecem mostrar maior sensibilidade na
deteccdo de inflamacdo do que a analise hematolégica (HORADAGODA et al.,
1999). Skinner e Roberts (1994) demonstraram que a haptoglobina foi melhor
indicador de infeccdo bacteriana em ovinos quando comparado aos exames
hematoldgicos, indicando que o perfil de PFAs é uma possivel ferramenta de
diagnéstico, haja vista que as modificacdes destas proteinas ocorrem em tempo
menor do que as alteracdes verificadas na hematologia.

PFAs sao glicoproteinas produzidas principalmente pelo figado (SINGH;
PACHAURI, 2002), cuja concentragao plasmatica aumenta ou diminui rapidamente
durante condi¢cdes inflamatérias (ECKERSALL; CONNER, 1988; SCHULTZ;
ARNOLD, 1990) para prevenir danos teciduais, isolar e destruir o agente infeccioso
e promover reparacao tissular (BAUMANN; GAULDIE, 1994). Como as PFAs
relacionam-se com a severidade da enfermidade e a extensdo do dano tecidual, sua
quantificacdo pode fornecer informagdes sobre o diagndstico e prognédstico de
determinada enfermidade (MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA, 2004).

A inducdo da producdo de PFAs é mediada por citocinas, liberadas pelos
leucécitos e macréfagos (BURGER; DAYER, 2002), como IL-6, IL-1 e TNF-qa, as
quais estimulam a producdo de PFAs positivas e reduzem a producdo das PFAs
negativas (HEINRICH; CASTELL; ANDUS, 1990; MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA,
2004).

Embora variem conforme a espécie animal, as principais PFAs sao proteina C-
reativa, soro amiléide A (SAA), haptoglobina, fibrinogénio, ceruloplasmina,
orosomucoide, al-antitripsina, a2-antitripsina a-globulina, complemento, proteinas
de coagulacao, transferrina, glicoproteina é&cida ol e proteinas ligantes de
lipopolissacarideos (KENT, 1992; MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA, 2004;
CARAPETO et al., 2006; CECILIANI et al., 2012).

De modo geral, as PFAs podem ser classificadas em positivas, como proteina C-
reativa, haptoglobina, ceruloplasmina, ai-antitripsina e fibrinogénio (TRUMELL;
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SCHELLCHER; BRAUN, 1996; MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA, 2004) que se
elevam proporcionalmente ao dano tecidual apés instalacdo de um processo
inflamatério (KENT, 1992; GODSON et al.,, 1996) e PFAs negativas, como pré-
albumina, transferrina e albumina, cujos valores séricos tendem a decrescer na
presenga de condigées inflamatorias (HEINRICH; CASTELL; ANDUS, 1990;
GRUYS; OBWOLO; TOUSSAINT, 1994; SINGH; PACHAURI, 2002, MURATA;
SHIMADA; YOSHIOKA, 2004).

Em ruminantes, as PFAs mais importantes sdo soro amiléide A, haptoglobina,
proteinas ligantes de lipopolissacarideos e glicoproteina acida-a1 (CECILIANI et al.,
2012).

Proteina soro amil6ide A (SAA) é dividida em A (fase aguda) e C (constitutiva).
Sendo apenas a primeira de importancia veterinaria, ja que a segunda é identificada
apenas em humanos e ratos. A SAA pode demonstrar aumento na sua concentragdo
em até 1000 vezes durante o processo inflamatorio (UHLAR; WHITEHEAD, 1999).
Recentemente, observou-se que a SAA em ruminantes liga-se e elimina o colesterol,
aumenta a producdo de mucina intestinal, aumenta a quimiotaxia de
polimorfonucleares e mondcitos e promove opsonizagdo de bactérias Gram positivas
e negativas (CECILIANI et al., 2012).

Haptoglobina de ruminantes se liga a hemoglobina e previne danos por espécies
reativas do oxigénio (EROS), possui atividade bacteriostatica, de angiogénese,
atividade de chaperona, aumenta liberagcdo de mediadores antiinflamatérios, além de
sinalizagdo intracelular e promogédo da redugdo da quimiotaxia, inibindo ainda a
formacdo de lipoxigenase (LOX), ciclooxigenase (COX), EROS, catepsina B e
enzimas lisossomais (CECILIANI et al., 2012).

Proteinas ligantes de lipopolissacarideos promovem a opsonizacao de bactérias
Gram negativas, estimulam a angiogénese, atuam como chaperonas e em altas
concentragdes possui atividade proinflamatéria, embora em baixas concentragdes
tenha carater antiinflamatorio (CECILIANI et al., 2012).

Glicoproteina acida a1 atua reduzindo a quimiotaxia, degranulacao, producéo de
EROS e aumento de producdo de IL-8 em polimorfonucleares; em mondécitos
desencadeia aumento de citocinas antiinflamatérias e TNF-a, e reduz apoptose.
Possui funcdo de ligacdo e transporte no plasma de mediadores inflamatérios,
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moléculas derivadas de bactérias e drogas, atividade antibacteriana direta e atua
como chaperona (CECILIANI et al., 2012).

Mudangas em diferentes fragbes protéicas do soro foram encontradas em
camelos (BOID et al.,, 1980), bezerros (VERMAM e GAUTAN, 1982) e equinos
(RAZA et al., 1982; WINKLER, 1982; MONZON e VILLAVICENCIO, 1990) infectados
com T. evansi, nos quais observaram-se aumento de gamaglobulina e diminuicao de
alboumina. Costa et al. (2010), afirmaram que o proteinograma de gatos
experimentalmente infectados com T. evansi, apresenta caracteristicas especificas
gue podem determinar a fase na qual a doenca se encontra.

O perfil eletroforético das proteinas séricas de animais infectados por
Trypanossoma sp demonstram que as PFAs possuem um papel potencial no auxilio
ao diagnéstico (TEIXEIRA et al., 2008; AQUINO et al., 2010; COSTA et al., 2010;
ALMEIDA et al., 2012).

Em infeccdo experimental de caes por T. brucei, observaram elevagcao da
proteina C-reativa concomitante aos picos parasitémicos, e sua reducao apds
tratamento, demonstrando que a proteina C-reativa varia conforme a fase da
infecgé@o e resposta ao tratamento (NDUNG’U et al., 1991).

Em infeccdo experimental por T. evansi em ovinos, haptoglobina e
glicoproteina acida apresentaram-se elevadas em comparagdo com 0 grupo n&o
infectado (PASSOS et al.,, 2011). Ja em infec¢des por T. vivax, antitripsina e
transferrina aumentaram a partir do 45° dias apés infecgdo (DAI), podendo ser
utilizadas como auxilio no diagnostico principalmente na fase crénica da infecgéo
quando ocorrem baixas parasitemias ou periodos aparasitémicos (ALMEIDA et al.,
2012).

Além disso, poucos sao os estudos realizados a respeito do comportamento das
PFAs em infec¢des pelo T. vivax, sendo que ndo ha na literatura compilada, dados
provenientes de animais naturalmente infectados pelo T. vivax, fato que justifica o
presente estudo.

Deste modo, o perfil das proteinas, incluindo as PFAs, durante o curso da
infeccdo causada pelo T. vivax pode vir a ser uma ferramenta valiosa para detecgéao

precoce e avaliacdo da progressao e gravidade desta enfermidade, principalmente
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em condi¢cdes de parasitemia baixa, permitindo que melhores acdes terapéuticas e

preventivas sejam tomadas.

3. OBJETIVOS

o Detectar anticorpos IgG anti — T. vivax por meio da RIF| e do ELISA nos soros
de bovinos Girolando naturalmente infectados com T. vivax.

o Determinar o perfil eletroforético das proteinas de fase aguda de bovinos
Girolando naturalmente infectados com T. vivax, utilizando-se como matriz gel de

poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE).

4. MATERIAL E METODOS

4.1Infeccao natural por T. vivax

Os animais naturalmente infectados por T. vivax foram provenientes de rebanho
de bovinos leiteiros, raca Girolando, acometido por T. vivax no municipio de Lins
(SP) e diagnosticado por Cadioli et al. (2012). O surto de tripanossomiase ocorreu
em uma fazenda com 1080 bovinos Girolando em sistema semi-intensivo e o
hemoparasito foi introduzido no rebanho por um lote de 21 vacas provenientes de
lvinhema (MS). A espécie do tripanossoma foi determinada por meio de exames
parasitolégicos direto, previamente descritos por Salgado et al. (2011) e por PCR,
cujo alvo é sequéncia de genes codificadores de cisteino-protesases (Catepsina L),
técnica previamente descritos por CORTEZ et al. (2009).
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4.2Grupos de animais

O grupo infectado foi composto por 507 amostras de soro sanguineo de
bovinos Girolando naturalmente infectados (NIF) por T. vivax e o grupo controle, por
50 amostras de soro de bovinos Girolando sadios, ndo infectados (NI), provenientes
da regido de Jaboticabal, Sdo Paulo, considerada livre da doenca.

4.3 Amostras de soro

As amostras de sangue dos bovinos dos grupos NIF e NI foram colhidas
através de venopuncado da veia jugular externa, utilizando-se o sistema Vacutainer
(B.D Industria Cirurg., Juiz de Fora, MG). O soro obtido foi dividido em aliquotas de
1,0 mL, devidamente identificadas e mantidas em freezer -80°C. Todas as amostras
obtidas foram submetidas a RIFI e ELISA para deteccao de anticorpos anti - T.
vivax. Para a realizagdo do proteinograma sérico foram selecionadas apenas
amostras de soro positivas do grupo NIF para RIFI e ELISA com NE > 3, € no grupo
NI apenas as amostras que se mostraram negativas em ambos os testes soroldgicos

foram submetidas ao fracionamento eletroforético.

4.4 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Tripomastigotas foram separados do sangue total conforme descrito por
Gonzélez et al (2005) e, posteriormente, distribuidos em Iaminas de microscopia,
dentro de cavidades previamente delimitadas. As laminas contendo o substrato
antigénico foram secas a temperatura ambiente, fixadas com acetona, embrulhadas
em papel higiénico extrafino, acondicionadas em recipiente hermeticamente
fechado, e congeladas a -20°C até serem utilizadas.

O conjugado empregado foi a gamaglobulina de coelho anti-lgG de bovino,
acoplado ao isotiocianato de fluoresceina IgG de coelho anti-IlgG de bovino -
molécula total (Sigma, FITC-F7887, 2 mL, Saint Louis, Missouri, Estados Unidos)

As laminas preparadas para as provas de Imunofluorescéncia Indireta foram

descongeladas a temperatura ambiente e em cada cavidade foram pipetadas
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diluicdes sucessivas de cada soro (1/40 a 1/1280). As laminas foram incubadas em
camara umida a 37°C por 35 minutos e a seguir, submetidas a trés lavagens por
imersao de cinco minutos cada em solucdo salina tamponada (PBS) de pH 7,2
(AQUINO et al., 1999).

ApGs secagem, as cavidades das laminas foram recobertas com IgG de coelho
anti-lgG bovino conjugada ao isotiocianato de fluoresceina e diluido 1:300 em
solucado de PBS, contendo azul de Evans 1 mg%. Apds adicdo do conjugado, as
laminas foram novamente incubadas a 37°C por 35 minutos e submetidas a trés
lavagens por imersdo em PBS durante cinco minutos cada e a uma quarta lavagem
de 30 segundos em agua tridestilada. Apos secagem, as laminas foram recobertas
com glicerina tamponada na proporgcao 9:1 (glicerina/tampéao carbonato-bicarbonato
0,5 M pH 9,6), seguida da montagem com laminula e, subsequentemente,

observadas em microscopio equipado para fluorescéncia (Olympus BX-FLA).

4.5Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Os tripomastigotas foram purificados conforme descrito por Gonzalez et al.
(2005). O conteudo protéico do antigeno soluvel foi determinado pelo método do
acido bicincéninico utilizando “kit” de reagentes BCA (BCA Reagents Kit- Pierce
Chemical Company). As determinagdes foram realizadas em duplicatas com base na
leitura de valores padrdo. A concentracdo de proteina (ug/mL) foi calculada por
regressao linear de valores padroes.

O ELISA foi realizado conforme preconizado por Aquino et al. (1999). As
diluicbes o6timas do antigeno e dos soros controle positivo e negativo foram
determinadas por titulacdo em bloco, utilizando-se o antigeno nas concentracdes de
5,10, 15 e 20 pg/mL em tampao carbonato- bicarbonato (0,05 M pH 9,6) e, os soros
de referéncia positivo e negativo nas diluigbes 1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1600 e
1/3200 em tampao PBS 0,01M pH7,4, contendo 0,05% de Tween 80 (PBS Tween),
acrescido de 5% de leite em p6 desnatado. O conjugado utilizado, foi IgG de coelho
anti-lgG de bovino acoplada a fosfatase alcalina (Sigma - A0793- 1 mL, Saint Louis,
Missouri, Estados Unidos), sendo diluido em PBS Tween 80 acrescido de 5% de
leite em p6 desnatado.
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Em cada cavidade das microplacas de fundo plano (Nunc MaxiSorp®), foram
adicionados 100 uL do antigeno soluvel diluido, em sua concentracdo 6tima de
reatividade em tampao carbonato-bicarbonato de sédio 0,05 M pH 9,6, ajustando-se
sua concentracao protéica para 10 ug/mL.

As placas foram incubadas durante 12-14 horas em cémera Umida a
temperatura de geladeira (~8°C) e lavadas por trés vezes consecutivas em PBS-
Tween 80. As placas foram bloqueadas em tampao de carbonato-bicarbonato de
s6dio adicionado de 6% de soro normal de coelho e colocadas em camera Umida a
37°C por 90 minutos e, a seguir, lavadas conforme descrito anteriormente. Os soros
testes e os de referéncias positivos e negativos foram testados em duplicatas e
diluidos (1/100) em PBS Tween 80 acrescido de 5% de leite em pd desnatado,
seguindo-se nova incubagdo e lavagem, como na etapa anterior. A cada cavidade,
foram adicionados 100 yL de conjugado diluido (1:30.000) em PBS Tween 80
acrescido de 5% de leite em pd desnatado, seguindo-se nova incubacgao e lavagem.
Ap6s esta etapa, foram adicionados 100 yL do substrato da enzima fosfatase
alcalina (paranitrofenilfosfato diluido a 1 mg/mL em tampao dietanolamina pH 9,8;
Sigma, Saint Louis, Missouri, Estados Unidos), incubando-se a reagcdo por 30
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente a reagéo foi bloqueada pela adi¢do
de 25 pL de NaOH 3,0 M. A leitura da reacdo foi realizada em um leitor de
microplacas de ELISA (Dynex, Microplate Reader MRX), em comprimento de onda
de 405 nm, adotando-se como “branco” da reacdo a cavidade da microplaca que

continha todos os elementos da reacdo com excecédo do soro bovino.
4.6 Determinacao da proteina sérica total e fracionamento eletroforético

Para determinagéo da proteina sérica total empregou-se o0 método do biureto
(Proteinas Totais, Labtest®, Belo Horizonte, Brasil) e leitura em espectrofotometro
semiautomatico (Labquest, Bio 2000, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil). Para a
identificagdo e quantificagdo das proteinas foi realizado o fracionamento
eletroforético em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE), utilizando-se a técnica descrita por Laemmli (1970).
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Os géis que serviram de matriz para a separacdo das proteinas foram
preparados a partir das misturas descritas a seguir: o gel de separagdo a 10%
composto de 11,9 mL de agua deionizada; 5,9 mL de tris HCI 2 M, pH 8,8; 10,5 mL
de Bis acrilamida 30%, 2,67%C (Sigma, Saint Louis, Missouri, Estados Unidos); 1,7
mL de glicerol; 0,63 mL de acido etilenodianinotetracético (EDTA) 0,5 M, pH 8,3;
0,63 mL Dodecil Sulfato de Soédio a 10%. Adicionou-se 27 pL de
tetrametiletilenodiamina (TEMED) e 242 L de persulfato de aménia a 10% para a
polimerizacado do gel. Para o gel de empilhamento a 4% foram misturados 3,95 mL
de agua deionizada; 0,6 mL de tris HCI 2 M, pH 8,8; 1 mL de Bis acrilamida 30%,
2,67%C; 300 pL de glicerol; 123 pL de acido etilenodianinotetracético (EDTA) 0,5 M,
pH 8,3; 123 pL Dodecil Sulfato de Sédio a 10% e por ultimo adicionou-se 11 uL de
tetrametiletilienodiamina (TEMED) e 54 pL de persulfato de aménia a 10% para a
polimerizacdo do gel. Todos os reagentes utilizados pertenciam a marca Sigma
(Saint Louis, Missouri, Estados Unidos)

A placa contendo o gel foi colocada em suporte apropriado (BRL — Bethesda
labs, Gaithersburg, Maryland, Estados Unidos) em contato com uma cuba superior
contendo solugdo tampéo de pH 8,5, constituida de 36,30 g de trisbase (Sigma,
Saint Louis, Estados Unidos), 112,50 g de glicina (Sigma, Saint Louis, Missouri,
Estados Unidos), 10,0 g de dodecil sulfato de sodio (SDS) e agua destilada estéril
suficiente para completar um litro de solugao. A parte superior da placa que continha
o gel entrou em contato com cuba contendo a mesma solugcéao tampao pH 8,5

As amostras para o fracionamento protéico foram preparadas utilizando-se 10
ML de soro sanguineo diluido em 30 uL de tampao fosfato (PBS) e 20 pL de gel mix
(Sigma, Saint Louis, Missouri, Estados Unidos). Uma aliquota de 5 pL dessa
amostra foi depositada no gel, que foi submetido a corrente elétrica a 50 mA, em
fonte apropriada. Terminada a separagcdo, a fonte elétrica foi imediatamente
desligada e o gel, retirado da placa para ser corado, durante 10 minutos, em 200 mL
de solucao de azul de Comassie, constituido de alcool metilico (50%), agua (40%),
acido acético glacial (9,75%) e azul de Comassie (0,25%). Em seguida o gel foi
banhado em solucdo de acido acético glacial 5 a 7% para a retirada do excesso de
corante, até que as fragdes se apresentassem nitidas. Os pesos moleculares e as
concentragcdes das fragcbes protéicas foram mensuradas por densitometro
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computadorizado (Shimadzu CS® — 9301 PC, Téquio, Japdo) e software (Shimadzu
2-D, Spectrographic image analysis program v. 2.0 Toquio, Japao). Como referéncia
utilizou-se uma solugdo marcadora (Sigma, Saint Louis, Missouri, Estados Unidos)
com pesos moleculares 20.000, 24.000, 29.000, 45.000, 66.000, 97.400, 116.000 e
200.000 KDa, além de proteinas purificadas (Nembutal, Abbott Laboratories,
Chicago, lllinois, Estados Unidos) — albumina, 1gG, ceruloplasmina, haptoglobina,

al-antitripsina e transferrina.
4.7 Analise estatistica

Uma vez observada a distribuicdo ndo normal dos dados utilizou-se o teste
nao paramétrico de Kruskal-Wallis, considerando-se significativos valores de p<0,05,
com auxilio do Software SAS verséo 9.2 (SAS Institute Inc., Cary, Carolina do Norte,
Estados Unidos).

5. RESULTADOS

5.1RIFI

Na RIFI 89,74% (455/507) e 10,26% (52/507) dos soros mostraram-se
positivos e negativos, respectivamente, para anticorpos anti - T. vivax. Os dados
obtidos na titulacdo pela RIFI estdo apresentados na figura 1. Na figura 2 estao
representadas fotomicrografias dos padrdes de fluorescéncia obtidos com amostra

de soro positiva e negativa para anticorpos anti - T. vivax.
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Figura 1 - Titulacdo de soros de bovinos naturalmente infectados por Trypanosoma
vivax pela Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e sua
respectiva porcentagem.
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Figura 2 - Fotomicrografias de padrdes de fluorescéncia obtida com amostras de soro
bovino (titulo de 80), positiva (A) e negativa para anticorpos anti — T. vivax
(titulo de 80) (B), na Reacao de Imunoflorescéncia Indireta (obj. 100X).

5.2 ELISA

Pela titulacdo em bloco, encontrou-se a concentracdo étima de antigeno (10

pMg/mL), assim

(1/100).

como a diluicdo étima dos soros controle positivos e negativos

Para determinar o ponto de corte, as absorbancias médias dos soros

testados foram agrupadas em niveis de ELISA (NE), os quais variaram entre 0 e 9,

sendo considerados negativos soros apresentando NE < 3. O limite superior do nivel

zero foi calculado pela absorbancia média dos soros controles negativos somados
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duas vezes o desvio padrdo, € 0s niveis subsequentes foram determinados pela
adicdo de 35% (MACHADO et al., 1997). A absorbancia média para os soros
controles positivos e negativos foram de 0,885%0,428 e 0,131+0,030,
respectivamente. A absorbancia média dos controles negativos foi multiplicado por 3
(0,393) para que se definisse o ponto de corte, o qual no presente teste foi NE 3. Os
niveis de ELISA foram divididos conforme Tabela 1.

Tabela 1 - Niveis de ELISA (NE), variacdo da absorbancia (VAbs), numero e
porcentagem de amostras de soros bovinos naturalmente infectados por
Trypanosoma vivax provenientes do municipio de Lins - SP.

Numero de
NE VADs animais (%)
0 0-0,193 10(1,97)
1 0,194 — 0,261 2 (0,4)
2 0,262 — 0,328 2 (0,4)
3 0,329 — 0,396 21 (4,14)
4 0,397 - 0,463 30 (5,92)
5 0,464 — 0,531 34 (6,71)
6 0,532 - 0,598 35 (6,90)
7 0,599 - 0,666 49 (9,66)
8 0,667 — 0,733 42 (8,28)
9 20,734 282 (55,62)
Total 507 (100)

5.3Proteinogramas séricos

Das 507 amostras de soros bovinos, 429 foram submetidas ao fracionamento
eletroforético, a selecao foi realizada com base no resultado dos testes sorologicos,
sendo utilizadas exclusivamente amostras positivas pela RIFI e ELISA (NE > 3).

Nos proteinogramas séricos foram consideradas e avaliadas 12 proteinas, as
quais foram selecionadas com base no conhecimento das posicdes de fracdes
proteicas no gel, obtida pelas proteinas purificadas, ou pela visualizacdo das
proteinas em ambos o0s grupos. Entre as proteinas consideradas temos IgA,
ceruloplasmina, proteinas de 95 KDa e 88 KDa, transferrina, albumina, ail-
antitripsina, 1gG, haptoglobina, glicoproteina acida, proteinas de 23 KDa e 20,5
KDa. As médias e desvios padrbes das concentracdes séricas das respectivas

proteinas e de proteina potal estao representadas no Quadro 1.
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Foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos
NIF e NI em relacdo as concentracbes de proteina total, IgA, Ceruloplasmina,
proteina de 95 KDa, proteina de 88 KDa, Transferrina, Albumina, Antitripsina, 1gG,
Haptoglobina, proteinas de 23 KDa e 20,5 KDa.

As concentracOes séricas de proteina total e as PFAs IgA, proteina de 88
KDa, albumina, antitripsina, 1gG, haptoglobina e proteina de 20,5 KDa mostraram-se
aumentadas significativamente no grupo NIF quando comparado ao grupo NI. Por
outro lado, as PFAs ceruloplasmina, proteina de 95 KDa, transferrina e proteina de
23 KDa apresentaram diminuigdo significativa no grupo NIF quando comparado ao
grupo NI. Nao foi observada diferenga significativa na concentracdo sérica de
Glicoproteina Acida entre o grupo NIF e NI (Quadro 1, figura 3).
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Quadro 1 — Média das concentragdes séricas + Desvios Padrdes (DP), Escore

Médio, e valores de significancia “p” de proteina total e fracoes
protéicas em bovinos néo infectados (NI) e naturalmente infectados
(NIF) por Trypanosoma vivax.

Teste Kruskal-

Grupo
Wallis (X%) p
NIF NI
E Médi 250,21 152,42
score Médio , , 22,3495
Proteina total | MédiatDP (g/dL) 8,57+0,83 8,413,06 <0,0001*
Escore Médio 245,85 189,82
Média+DP 7,3369
IgA (mg/dL) 208,79+84,23 178,47+68,19 0,0068*
Escore Médio 231,31 314,58
MédiatDP 16,2068
Ceruloplasmina (mg/dL) 40,46+26,7 113,56+84,75 <0,0001*
Escore Médio 232,38 305,42
Média+DP 12,4703
95 KDa” (mg/dL) 25,98+37,92 34,45+21,71 0,0004*
Escore Médio 246,80 181,62
Média+DP 9,9307
88 KDa" (mg/dL) 89,78+72,70 58,41+40,25 0,0016*
Escore Médio 235,08 282,20
MédiatDP 5,1889
Transferrina (mg/dL) 145,97+89,23 233,304£512,45 0,0227**
Escore Médio 247,58 174,94
Média+DP 12,3333
Albumina (mg/dL) 4716,26+566,62 4348+780,9 0,0004*
Escore Médio 242,21 221,00
MédiatDP 4,7896
Antitripsina (mg/dL) 49,72+168,92 0 0,0286**
E Médi 244 202
score Médio ,36 02,59 4,0778
Haptoglobina Média+DP 25,86+19,80 22,66+24,88 0,0434**
Escore Médio 236,83 267,18
Glicoproteina Média+DP 2,1525
acida (mg/dL) 20,67+14,40 23,55+15,51 0,1423%
Escore Médio 235,38 279,68
MédiatDP 4,5877
23 KDa" (mg/dL) 155,62+60,89 187,83+96,08 0,0322**
Escore Médio 250,19 152,56
MédiatDP 22,2778
20,5 KDa” (mg/dL) 13,66+11,35 9,77+4,78 <0,0001*
Escore Médio 245,32 194,32
MédiatDP 6,08
IgG (mg/dL) 2888,46+675,48 3870,59+711,01 0,0137**

* 99% de significancia
** 95% de significancia
NS Nao significativo
*Proteina nao identificada
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Figura 3 — Médias e desvios Padrdo das concentragdes séricas de proteina total, Ig
A, ceruloplasmina, proteinas de 95 KDa e 88 KDa, transferrina,
albumina, antitripsina, haptoglobina, IgG, proteinas de 23 KDa e 20,5
KDa em bovinos naturalmente infectados pelo Trypanosoma vivax (NIF)
e nao infectados (NI) pelo SDS-page.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo foram utilizadas 507 amostras de soro de bovinos obtidas
durante surto de T. vivax, um percentual de 93,09% (472/507) foram positivas pelo
ELISA (NE>3). Em contrapartida percentual de amostras positivas pela RIFI foi de
89,74% (455/507). Este resultado mostra que o ELISA foi capaz de detectar mais
amostras positivas se comparado a RIFIl, para a deteccdo de anticorpos anti-T.
vivax. Lejon et al. (2003) trabalhando com ELISA calcularam sensibilidade e
especificidade de 100% e 96,7%, respectivamente, para detecgdo de anticorpos
anti-T. congolense e especificidade de 100% para anti-T. vivax, porém com baixa
sensibilidade, entretanto, Platt e Adams (1976) avaliaram RIFI para o diagnéstico de
T. vivax na America do Sul e observaram que nao ocorreram reacdes cruzada com
outros hemoparasitos, bem como ndo ocorreu nenhuma reagéao falsa positiva.

Segundo Teixeira (2010), lgG anti- Trypanosoma evansi sdo detectados pela
RIFI em bovinos experimentalmente infectados a partir do 14° dia apds a infeccéao
(DAI) sendo que os titulos de anticorpos variaram entre 80 até 1280. No presente
estudo, a titulacdo de anticorpos anti-T. vivax variou de forma similar. Assim
supondo-se que a deteccao de anticorpos IgG anti-T. evansi e anti- T. vivax pela RIFI
em bovinos seja similar, pode-se sugerir que provavelmente as amostras positivas
para este teste (455) foram provenientes de animais infectados por T. vivax ha mais
de quatorze dias.

Além disso, sabendo-se que o ELISA é capaz de detectar IgG anti-T. evansi em
bovinos mais precocemente, por volta do quinto DAI (TEIXEIRA, 2010), e que no
presente estudo observamos 47 amostras de soro positivas apenas no ELISA,
sugere-se que estas amostras de soro foram provenientes de animais no inicio da
infeccao, ou seja, entre o quinto e 14° DAI.

Deste modo podemos inferir que 93,09% (472/507) das amostras de soro dos
bovinos utilizados no presente estudo foram infectados pelo T. vivax durante o surto
em Lins (SP), sendo que 9,27% (47/507) das amostras de soros eram
provavelmente de animais que estavam na fase aguda da infeccao.
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Os métodos moleculares possuem alta sensibilidade (CLAUSEN et al., 1998;
KUBOKI et al, 2003; KNOWLES JUNIOR; LI; PASTORET, 2008;
LAOHASINNARONG et al., 2011), mas nao sao capazes de predizer a gravidade e
fase na qual se encontra a infeccdo, bem como o progndstico e resposta ao
tratamento. Em contrapartida, o proteinograma sérico € uma ferramenta de
diagnéstico que pode responder estas questdes. Ja se sabe que perfis
eletroforéticos especificos sdo encontrados para determinadas infecgdes, assim
como para a fase desta infecgdo, podendo também predizer o prognostico e a
resposta a terapia (COSTA et al., 2010; PASSOS et al.,, 2011; ALMEIDA et al.,
2012).

As proteinas de fase aguda podem ser fracionadas no proteinograma sérico
assim como outras proteinas, tornando possivel sua mensuracdo. As PFAs sao
produzidas por meio de estimulo de citocinas, tais como a IL-6, IL-1 e TNF-q,
liberadas pelos leucocitos e macrofagos (HEINRICH; CASTELL; ANDUS, 1990;
BURGER; DAYER, 2002), e GVS dos tripanossomas (VINCENDEAU; BOUTEILLE,
2006). Por outro lado, a producao de PFAs negativas pode ser reduzida por IL-6, IL-
1 e TNF-a em resposta a infeccdo (MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA, 2004).

A transferrina apresentou um comportamento tipico, reduzindo sua concentragcéo
frente a infeccdo por T. vivax, o que ndao ocorreu com a albumina, que teve sua
concentracdo sérica aumentada (HEINRICH; CASTELL; ANDUS, 1990; GRUYS;
OBWOLOQO; TOUSSAINT, 1994; SHINGH e PACHAURI, 2002, MURATA; SHIMADA;
YOSHIOKA, 2004). ceruloplasmina, uma proteina de fase aguda positiva (MURATA;
SHIMADA; YOSHIOKA, 2004), apresentou reducao expressiva, 0 que nao ocorreu
com haptoglobina e antitripsina, as quais apresentaram aumento, tipicamente
esperado para estas.

A concentragdo sérica média de proteina total nos soros de bovinos testados
neste experimento mostrou-se aumentada no grupo NIF quando comparada ao
grupo NI. Em ratos Wistar (TEIXEIRA et al., 2008) e gatos (COSTA et al., 2010)
infectados por T. evansi, também foram detectados aumento significativo, 0 mesmo
ocorreu em bovinos naturalmente infectados por T. vivax (SILVA et al.,, 2009;
CADIOLI et al., 2012). Em contrapartida, bovinos infectados experimentalmente por

T. vivax apresentaram decréscimo de proteina total a partir do quarto DAl (SCHENK
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et al., 2001), fato também observado inicialmente por Paiva (2000b), porem entre o
112 e 42° DAI a concentracdo sérica de proteina total se manteve dentro do intervalo
de normalidade, e posteriormente detectou-se um aumento.

O aumento de proteina total se deve em parte pela producédo de imunoglobulinas
contra o Trypanosoma sp. Aumento de globulina também tem sido associado a
infeccao de bovinos por T. vivax (SCHENK et al., 2001) e em coatis (Nasua nasua)
(HERRERA et al., 2002) e jumentos (CADIOLI et al., 2006) por T. evansi. No
presente estudo foi detectado aumento significativo de IgA e IgG. Em contrapartida
Ratos e bovinos infectados experimentalmente por T. evansi apresentam
inicialmente uma reducéo de IgA e de IgG, porém na fase crénica ha aumento de
lgG (TEIXEIRA et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2012). O aumento de imunoglobulinas
ja é esperado em consequéncia da resposta imunolégica do hospedeiro frente ao
parasito (CADIOLI et al., 2006).

IL-6 age como cofator da IL-1 na sintese de IgM e com a IL-5 na sintese de IgA
(TIZARD, 2002). Em ratos infectados por T. evansi observa-se aumento em IL-1, IL-
6 e TNF-a (PAIM, 2011). Deste modo, o aumento da IgA observada no grupo NIF
poderia ocorrer pela acao da IL-6 em conjunto com a IL-5. No entanto, mais estudos
correlacionando as interleucinas e as proteinas de fase aguda na infec¢do por T.
vivax serdo necessarios para entender a resposta imunolégica suscitada pela
presenca deste hemoparasito.

A ceruloplasmina sofreu marcada reduc¢ao no grupo NIF, corroborando com os
achados de Almeida et al. (2012) em ovinos experimentalmente infectados por T.
vivax e Teixeira et al. (2008) em ratos Wistar infectados por T. evansi. Entretanto,
Teixeira et al. (2012) encontraram marcado aumento desta PFA em bovinos
infectados por T. evansi na fase crénica da infeccao, quando ndo mais detectaram-
se parasitas circulantes, o que pode indicar que o perfil eletroforético de bovinos
frente a diferentes espécies de tripanossomas mostram-se distintos e podem estar
relacionados a parasitemia.

A proteina ceruloplasmina é carreadora de cobre, cuja funcdo é oxidar ions
ferrosos, que sao toxicos, em uma forma nao téxica, a forma férrica, além de atuar
como antioxidante e anti-inflamatério (MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA, 2004). Em
infecgbes por T. vivax, anemia € um achado comum (SALGADO et al., 2011;
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CADIOLI et al., 2012) e pode ser resultante da eritrofagocitose (ANOSA et al., 1992)
e/ou hemoalise intravascular imunomediada (ANDRIANARIVO et al., 1995), Soma-se
a isto o aumento de IgA e IgG observados neste estudo, fato que pode indicar
resposta imunolégica inespecifica e pode estar relacionado a ativacdo do
complemento pela via alternativa resultando em hemdlise (RURANGIRWA et al.,
1980; OUMA et al., 1997). Desta forma, o consumo de ceruloplasmina pode ocorrer
como forma de prevengao das agdes deletérias dos ions ferrosos durante episédios
de hemolise na infecc¢édo pelo T. vivax.

O isolado de T. vivax utilizado na infeccdo pode determinar a severidade da
anemia e a resposta das PFAs, Paiva et al. (2000b) ndo observaram alteragdes do
eritrograma em bovinos infectados por T. vivax com isolado oriundo do Mato Grosso
do Sul, mas Almeida et al. (2008; 2012) utilizando o isolado da Paraiba verificaram
reducdo do numero de hemdcias, volume globular e da concentragcdo de
hemoglobina e, concomitante reducao da ceruloplasmina, o que refor¢a a hipdtese
de que esta PFA possa estar sendo utilizada para oxidar os ions ferrosos em ions
férricos e como consequéncia, tendo sua concentracao sérica diminuida.

Proteinas de 95 e 88 KDa apresentaram redugcdo e aumento, respectivamente,
no grupo NIF em comparagcdo com o grupo NI. Estas proteinas nao foram
identificadas nominalmente no presente estudo e tampouco sdo mencionadas em
experimentos anteriores com bovinos € em outras espécies infectadas por T. vivax.
Entretanto, deve-se buscar sua identificacdo para revelar seu papel na fisiopatologia
desta enfermidade ou ainda seu papel como marcador diagndstico nas infec¢cdes por
tripanossomas.

A concentracao sérica média de transferrina foi expressivamente menor no grupo
NIF em comparagédo ao grupo NI. Em contrapartida, ovinos infectados por T. vivax e
bovinos e caprinos infectados por T. evansi apresentam aumento desta proteina,
sendo que, nos ovinos, este aumento ocorreu na fase crénica (PATELLI et al., 2008;
ALMEIDA et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2012). Esta PFA sequestra ions de ferro na
forma férrica para prevenir a sua utilizacdo por patégenos (MURATA; SHIMADA;
YOSHIOKA, 2004). Sua marcada reducao pode ser devido ao fato da infeccao por

este isolado de T. vivax causar uma anemia mais grave, do que aquele utilizado em
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infeccdo experimental, por Almeida et al. (2012) similarmente ao observado com
ceruloplasmina.

A concentracdo sérica média de albumina também apresentou aumento
altamente significativo frente a infecgdo por T. vivax em bovinos, dados contrarios
aos obtidos por Schenk et al. (2001) em bovinos experimentalmente infectados por
T. vivax, e em jumentos (CADIOLI et al., 2006), ratos Wistar (TEIXEIRA et al., 2008)
e gatos (COSTA et al, 2010) infectados experimentalmente por T. evansi. O
aumento de albumina foi concomitante com o aumento de globulinas, diferindo dos
demais perfis encontrados em mamiferos infectados por T. vivax e T. evansi. Porém
Teixeira et al. (2012) estudando bovinos infectados por T. evansi observaram uma
oscilagao de sua concentracdo com aumento na fase crénica, ndo sendo naquela
ocasiao uma proteina marcadora de infec¢cdo. O aumento de albumina pode ocorrer
frente a dietas ricas em proteinas e também € observada quando ha quadros de
desidratacdo (ECKERSALL, 2008).

Antitripsina foi detectada apenas em bovinos do grupo NIF. Dados de Almeida et
al. (2012) evidenciaram aumento desta proteina principalmente na fase crénica de
infecgao experimental de ovinos por T. vivax. Teixeira et al. (2012) n&o identificaram
antitripsina em bovinos infectados experimentalmente por T. evansi e Patelli et al.
(2008) nao observaram diferenca significativa em caprinos infectados de modo
experimental por T. evansi quando compararam o grupo controle com o infectado.

Antitripsina € uma proteina serina inibidora de protease de amplo espectro, a
qual protege os tecidos de danos provocados pelas esterases oriundas dos
neutrofilos (MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA, 2004) Como observado no presente
estudo, a antitripsina sé foi detectada em bovinos do grupo NIF. Por outro lado,
tendo em vista que nao foi possivel sua identificacdo em todos animais infectados,
sugere-se que o aparecimento desta PFA ocorra em momentos onde os danos
tissulares sdo mais criticos, principalmente quando T. vivax saem da corrente
sanguinea e invade o espaco intercelular, como por exemplo, no subepicardico
(ALMEIDA et al., 2010).

Protozoarios do género Trypanosoma sp. podem liberar proteases tais como a
cruzipdina, catepsina L e catepsina B, as quais podem estar relacionadas aos danos
teciduais desencadeados por estes parasitas (NIKOLSKAIA et al., 2006; ABDULLA
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et al.,, 2008). As catepsinas B e L relacionam-se a penetragdo do Trypanosoma
brucei pela barreira hemato-encefalica em modelos humano (NIKOLSKAIA et al.,
2006) e murino (ABDULLA et al., 2008). Durante o surto de tripanossomiase alguns
animais manifestaram sinais neurolégicos, os quais podem estar relacionados com a
presenca de T. vivax no encéfalo. Os quais podem utilizar-se da acado das
proteinases para conseguir atingir o sistema nervoso central, e, a fim de bloquear
esta tentativa, o hospedeiro pode utilizar a antitripsina para inibir as proteases de
origem dos parasitos, impedindo assim os danos teciduais causados pelo T. vivax.

Haptoglobina mostrou-se mais elevada no grupo NIF, corroborando com os
achados de Teixeira et al. (2012), que detectaram aumento desta proteina em
bovinos, na fase cronica, e ovinos infectados experimentalmente por T. evansi
(PASSOS et al., 2011). Por outro lado, Teixeira et al. (2008) encontraram reducao
significativa da haptoglobina na fase inicial e intermediaria da infeccao por T. evansi
em ratos Wistar. Estes resultados indicam que em cada espécie de hospedeiro
verifica-se um comportamento diferenciado da haptoglobina, podendo utiliza-la como
marcador.

Haptoglobina se liga a hemoglobina livre, que €& tdxica e com atividade
proinflamatdria, no intuito de reduzir danos oxidativos relacionados a hemdlise
(MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA, 2004). Esta PFA pode atuar como anti-
inflamatério, pois o complexo haptoglobina-hemoglobina se liga nos receptores
CD163 de macrofagos e monédcitos levando a maior liberacdo de heme-oxidase | e
IL-10. Além disso a haptoglobina inibe a atividade de neutrdfilos coibindo a formagéo
de lipoxigenase e cicloxigenase e o consequente “burst’ celular de neutréfilos e a
liberacdo de citocinas pela via Th 2, além de possuir fungcdo de chaperona
(CECILIANI et al., 2012).

A resposta Th 2 é baseada em producao de anticorpos e citocinas, tais como IL-
1, auxiliam a producdo de imunoglobulinas pelas células B (TIZARD, 2002).
Provavelmente em funcdo de modulacdo na producao de anticorpos, a haptoglobina
inibe a producdo das citocinas pelas células Th 2, visando regular a producéo
excessiva de imunoglobulinas, que neste caso podem formar imunocomplexos e
causar lesdes teciduais no hospedeiro (MORAES, 2001; ALMEIDA et al., 2010;
BATISTA et al.,, 2007; ALMEIDA et al.,, 2010). A acao de chaperona pode vir a



27

auxiliar na conformacgédo correta de proteinas, sabidamente produzidas em maior
quantidade durante a fase aguda e na presenca de febre. Frente a tantas funcdes
relacionadas a Haptoglobina, podemos sugerir que seu aumento observado no
presente estudo com T. vivax e por Passos et al. (2011) e Teixeira et al. (2012) com
T. evansi ocorre para modular a resposta imune, com a finalidade de minimizar os
danos teciduais causados pela infec¢do de Trypanosoma spp.

O estimulo a liberagéo da IL-10 pela Haptoglobina inibe a sintese de citocinas Th
1 (IFN-y, TNF-B, IL-1), a acao de células NK e, nos macréfagos ativados, inibe a
producéo de IL-1, IL-6, TNF-a e espécies reativas de oxigénio reduzindo-se assin o
dano tecidual (TIZARD, 2002), Ainda, a IL-10 inibe a producdo de IL-12 e da
expressao de co-estimuladores e moléculas MHC classe II. A IL-12 por sua vez atua
na diferenciacdo de células T em Th 1 (ABBAS; LICHTMAN, 2005), as quais
apresentam resposta mais efetiva contra protozoarios do género Trypanosoma e
Leishmania (MOSMANN; SAD, 1996).

A liberacado de IL-4, uma interleucina do padrdao de resposta Th 2 e também
inibida pela Haptoglobina, estd relacionada com a tripanotolerancia em bovino
N’'Dama infectados por Trypanosoma congolense, os quais apresentam altos niveis
de IL-4 e baixos de IL-6 (MERTENS et al., 1999; TIZARD, 2002). A IL-4 potencializa
células T citotoxicas e faz com que as células T auxiliares cresgcam na auséncia de
IL-2, aumenta a expressao de moléculas MHC Il e ainda reduz a producéao de IL-1,
IL-6 e TNF-a (TIZARD, 2002). Em suma, a Haptoglobina reduz lesdes teciduais em
consequéncia da infeccao, por meio de modulagdo do sistema imunoldgico. O
Trypanosoma sp., por sua vez, pode utiliza-la e/ou modular sua resposta, a fim de
aumentar a concentracao desta PFA, para que nao ocorra o direcionamento da
resposta para Th 1 e producgao da IL-4.

A glicoproteina acida n&o apresentou diferenca significativa entre o grupo NIF e
NI. Bovinos (TEIXEIRA et al., 2012) e ovinos (PASSOS et al., 2011) infectados
experimentalmente com T. evansi apresentaram aumento significativo da
glicoproteina acida no grupo infectado ao comparar como o controle. Por outro lado
em ratos Wistar infectados experimentalmente com T. evansi os teores séricos de

glicoproteina acida mostraram-se reduzidos (TEIXEIRA et al., 2008).
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A glicoproteina acida € considerada uma importante PFA em ruminantes
(CECILIANI et al., 2012). Ela é produzida e armazenada em granulos de neutréfilos
em bovinos, 0s quais podem liberar esta proteina se sofrerem estimulo inflamatério
(RAHMAN et al., 2008). As duas maiores funcoes fisiolégicas da glicoproteina acida
tratam-se de ligacdo e carreamento de drogas e a imunomodulacdao (MURATA;
SHIMADA; YOSHIOKA, 2004).

Esta proteina pode aumentar a producdo de IL-8 pelos neutréfilos e,
concomitantemente, reduzir a quimiotaxia e a producao de espécies reativas de
oxigénio. Nos mononucleares, a glicoproteina acida estimula produgéo de citocinas
anti-inflamatérias e TNF-a, além de atuar como chaperona (CECILIANI et al., 2012).
A glicoproteina acida em bovinos reduz a apoptose de mondcitos, célula que pode
eliminar o estimulo inicial através de fagocitose direta do antigeno (CECILIANI et al.,
2007).

A citocina TNF-a quando presente em altas concentragdes, esta relacionada
com a caquexia, tipicamente observada em infec¢cdes cronicas por T. vivax
(VINCENDEAU; BOUTEILLE, 2006). Entretanto, Naessens et al. (2004)
relacionaram a deficiéncia desta citocina com a susceptibilidade de ratos a infecgéo
por T. congolense. Deste modo é favoravel para o hospedeiro, a producao de TNF-
a, mesmo que esta desencadeie caquexia, devido sua atividade tripanolitica. Por
outro lado, T. vivax pode vir a modular a resposta imune impedindo a producéo de
TNF-a por meio de inibicdo da producao da glicoproteina acida.

As proteinas de 23 e 20,5 KDa apresentaram respectivamente, reducao
significativa e um aumento altamente significativo no grupo NIF. Estas proteinas nao
foram identificadas nominalmente no presente estudo e tampouco sdo mencionadas
em experimentos anteriores com bovinos e em outras espécies animais. Entretanto
deve-se buscar sua identificacdo para revelar seu papel na fisiopatologia desta
enfermidade ou ainda seu papel como marcador diagnostico.

A proteina soro amiloide A (SAA) nao foi detectada neste experimento.
Considerando o fato de que o peso molecular desta PFA varia entre 9-14 KDa e em
consequéncia da técnica utilizada, possivelmente a SAA foi eliminada do gel no
momento da corrida. Outras técnicas podem ser utilizadas para mensura-la, como

por exemplo, kit de ELISA utilizado por Orro et al. (2011), os quais constataram que
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em bovinos infectados pelo virus sincicial respiratorio bovino a SAA foi um sensivel
marcador de infecgao.

Proteinas ligantes de lipopolissacarideos sao consideradas importantes PFAs em
bovinos. Estas proteinas possuem peso molecular de 60 KDa, e pode estar
sobreposta a curva de IgG de cadeia pesada, ndo sendo possivel distingui-las
(KHEMLANI et al., 1994). O proteinograma bidimensional poderia identificar esta
proteina e outras nao identificadas, com mais precisdo devido a separag¢ao por peso
molecular e por ponto isoelétrico, evitando sobreposi¢des de fragcdes proteicas de
peso moleculares semelhantes (CHIARADIA et al., 2012), o que pode ocorrer na
técnica de SDS-Page descrita por Laemmli (1970). A identificacdo destas proteinas
pode propiciar uma nova visao sobre a fisiopatogenia da doenca causada pelo T.

vivax.
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7. CONCLUSOES

» Concluiu-se que o ELISA foi capaz de detectar um maior nimero de amostras
positivas para anticorpos IgG anti - T. vivax do que a RIFI, em soros bovinos
de diferentes fases de infecgéo.

» O perfil eletroforético de bovinos naturalmente infectados por T. vivax é
diferente do perfil daqueles bovinos nao infectados.

» Verificou-se aumento nas concentragdes séricas de Proteina total, IgA,
proteina de 88 KDa, Albumina, Antitripsina, IgG, Haptoglobina, proteina
de 20,5 KDa no grupo NIF.

» Verificou-se diminuicdo nas concentracbes séricas de Ceruloplasmina,
proteina de 95 KDa, Transferrina, e proteina de 23 KDa no grupo NIF.

» Por estar presente somente no grupo NIF, a Antitripsina pode ser
utiizada como indicador da infeccdo em bovinos naturalmente

infectados por Trypanosoma vivax.
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