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RESUMO

Este trabalho objetivou a deteccdo do Trypanosoma vivax e de antigenos do parasita no
plasma seminal de bovinos puberes experimentalmente infectados, pois ha descricdo de leses
epididiméarias em modelos ovinos experimentalmente infectados, mas ndo ha registros da
presenca do parasita em plasma seminal bovino. Foram utilizados sete bovinos, sendo quatro
inoculados experimentalmente, com 2x10° tripomastigotas de T. vivax/mL (grupo infectado) e
trés (ndo infectados) negativos a técnica de buffy coat (BCT), reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) e reacdo de polimerase em cadeia (PCR) para T. vivax. Os animais infectados
foram acompanhados em relagdo a parasitologia (BCT), e coleta de sémen com
eletroejaculador até o 90° dpi. As coletas nos animais infectados foram realizadas nos 1°dpi,
15°dpi, 30°dpi, 45°dpi, 60° dpi, 75°dpi, 90°dpi. A parasitemia dos animais infectados foi
detectada a partir do 14° dpi, atingindo seu pico no 18° dpi, com auséncia no 30°dpi, 60°dpi e
90° dpi. Nos animais ndo infectados foi realizada apenas uma coleta de sémen com
eletroejaculador para avaliacdo do perfil de bandas proteicas no plasma seminal em relacédo
aos animais infectados. O plasma seminal foi obtido por centrifugacdo a 1200g por 10
minutos e conservado em guanidina 1:1 (- 20°C) para a identificacdo do DNA de T. vivax ou
seus antigenos por PCR. As amostras destinadas a realizagdo da eletroforese SDS-PAGE e
Western Blotting foram conservadas em inibidor de protease 1:1 (-20° C). Na PCR duas
regifes do parasita foram pesquisadas a spliced-leader de 210 bp, e a Catalepsina-L de 177
bp. Foi possivel a deteccdo do parasita somente pela regido amplificada da
Catalepsina-L. O perfil eletroforético do plasma seminal dos bovinos infectados
experimentalmente identificou bandas de proteinas de 186,68 a 7,73 kDa e de 130,65 a 10,17
nos animais ndo infectados. Na avaliacdo por Western blotting dos animais infectados foram
reconhecidos 105 bandas contendo antigenos protéicos de 131,8 a 8,95 kDa. Na fase aguda da
infecgdo (1° dpi a 15° dpi) cinco antigenos protéicos de 13,47 a 11,87 kDa foram os mais
prevalentes, enquanto que, na fase crénica (30°dpi a 90° dpi) 21 antigenos proteicos foram
mais prevalentes de 55,78 a 16,79 kDa e 11,51 a 8,95 kDa. A deteccdo do DNA do parasita e
dos seus antigenos proteicos no plasma seminal permitira um maior entendimento sobre as
alteragOes reprodutivas ocorridas em machos durante a infecgdo por Trypanosoma vivax e a
discussdo sobre novas medidas de controle a fim de se evitar a possivel transmissao via

sémen.

Palavras-chaves: Tripanossomiase, bovino, reproducao.



ABSTRACT

This study aimed to detect Trypanosoma vivax and parasite antigens in seminal plasma of
experimentally infected cattle pubescent, because no description of epididymal lesions in
sheep experimentally infected models, but there are no records of the presence of the parasite
in bovine seminal plasma. Seven animals were utilized, four inoculated with 2x10°
trypomastigotes of T. vivax/mL (infected group) and three (uninfected) negative Buffy coat
technique (BCT), indirect immunofluorescence assay (IFA) and the polymerase chain reaction
(PCR) for T. vivax. Infected animals were followed regarding parasitology (BCT), and semen
collection by electroejaculation with the 90"dpi. The collections in infected animals, 15" dpi,
30"dpi, 45"dpi, 60"dpi, 75"dpi, 90"dpi were performed at 1"dpi. The parasitemia was
detected from 14™dpi, peaking at 18™"dpi, with the absence on the 30™"dpi, 60"dpi and 90"dpi.
In uninfected animals was held just a semen collection with eletroejaculator to review the
profile of protein bands in seminal plasma compared to infected animals. Seminal plasma was
obtained by centrifugation at 1200g for 10 minutes and kept at 1:1 guanidine (- 20 ° C) for
identification of DNA from T. vivax or their antigens by PCR. The samples for the completion
of SDS - PAGE and Western blotting were preserved in protease inhibitor 1:1 (-20 ° C). PCR
in two regions of the parasite spliced -leader of 210 bp were surveyed, and Catalepsina -L of
177 bp . It was possible to detect the parasite only amplified by the Catalepsina -L region. The
electrophoretic profile of seminal plasma from infected cattle experimentally identified
protein bands from 186.68 to 7.73 kDa and 130.65 to 10.17 kDa in uninfected animals. When
analyzed by Western blotting of infected animals 105 bands were recognized protein antigens
containing 131.8 to 8.95 kDa. In the acute phase of infection (1™ dpi to 15" dpi ) five protein
antigens from 13.47 to 11.87 kDa were the most prevalent, whereas in the chronic phase (30"
dpi to 90" dpi) 21 protein antigens were more prevalent than 55.78 to 16.79 kDa and 11.51 to
8.95 kDa. The detection of parasite DNA and its protein in seminal plasma antigens will
allow a greater understanding of the reproductive changes in males during infection with

Trypanosoma vivax and discussion of new control measures in order to prevent possible

transmission via semen

Key-words: Trypanosoma vivax, bovine, reproduction
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1 INTRODUCAO

Trypanosoma vivax, um protozoario flagelado, pertencente a familia
Trypanosomatidae, € o responsavel pela tripanosomiase, principalmente em bovinos e outros
ruminantes da América do Sul podendo afetar a salde animal e produtividade levando a
diminuicdo da producdo, retardo no crescimento, infertilidade e mortalidade (HOARE, 1972).

A transmissdo desta hemoparasitose nas Américas ocorre mecanicamente através da
picada de dipteros hematofagos dos géneros Tabanus spp e Stomoxys spp por via inoculativa
das formas tripomastigostas presentes em seu aparelho bucal e por via iatrogénica através de
agulhas contaminadas (GARDINER, 1989).

A tripanossomiase € particularmente uma enzootia importante na reproducdo animal,
devido a sua disseminacdo por todo o pais com varia¢des sazonais na incidéncia da doenga. No
Brasil Trypanosoma vivax foi identificado nos Estados do Amapa (SERRA-FREIRE, 1981),
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (PAIVA et al, 1997; SILVA et al, 1996.; BARBOSA et al.,
2001), Tocantins (LINHARES et al., 2006) Paraiba (BATISTA et al.,, 2007) Maranhéo
(GUERRA et al., 2008) Minas Gerais (CARVALHO et al., 2008) e Rio Grande do Sul
(SILVA et al., 2009).

Na fase aguda da enfermidade os animais poderdo apresentar febre, anemia, anorexia,
apatia, emagrecimento progressivo, lacrimejamento, opacidade de cornea, além de desordens
neuroldgicas e reprodutivas. Na fase cronica da infeccdo frequentemente ndo sdo observados
sinais clinicos, dificultando o diagnostico e levando os animais ao estado de portador, atuando
como reservatorios da infeccao.

As alteracGes reprodutivas ocasionadas pela tripanossomiase em fémeas como abortos,
repeticdo de cios, morte embrionaria e natimortos foram bem descritas (SILVA, et al., 2004).
Ja a transmissao transplacentéria foi confirmada pela primeira vez por Ikede e Losos (1972).
Posteriormente, Okech et al., (1996); Betancourt (1978) e Meléndez et al., (1993) confirmaram
esse modo de transmissé@o, o qual segundo Ogwu et al., (1986) pode estar associado com a
ocorréncia de abortos e natimortos.

Em machos as informacdes acerca das alteragdes reprodutivas ocasionadas pelo T.
vivax sdo escassas. Adamu et al. (2007) realizaram infeccdo experimental em zebuinos com T
vivax e constataram que com o decorrer da infeccdo ha destruicdo do tecido intersticial com

tubulos seminiferos hipoplasicos, desaparecimento das células de sertoli e comprometimento
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do parénquima epididimario com areas de necrose e deplecdo da reserva espermatica
(BEZERRA et. al., 2008). Além das lesbes anatomopatoldgicas testiculares e epididimarias
constatadas pelos autores supracitados, alteracdes na qualidade seminal, ocasionadas pela
reducdo da concentracdo espermatica (oligospermia ou mesmo azoospermia), diminuicdo do
volume do ejaculado, reducdo de células espermatogénicas e aumento das anormalidades
morfologicas espermaticas além de infertilidade temporaria e esterilidade em casos de
cronicidade da doenca (SEKONI et al., 1990) e (ADAMU et al., 2007). Desta forma, destacase
a importancia da morbidade ocasionada pela tripanossomiase em machos e embora ainda
pouco investigada, é de suma importancia epidemioldgica a confirmacdo da possibilidade de
transmissdo venérea do T. vivax, através da identificagdo da presenca do parasita no sémen.
Neste contexto, 0 presente trabalho objetivou a deteccdo do DNA do parasita e de seus

antigenos proteicos no plasma seminal de bovinos puberes experimentalmente infectados com

T. vivax.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ETIOLOGIA, MORFOLOGIA E CICLO BIOLOGICO

O agente etioldgico da tripanosomiase bovina é o Trypanosoma (Duttonella) vivax, um
protozoario flagelado, pertencente ao filo Euglenozoa, classe Mastigophora, subordem
Trypanosomatina com uma unica familia Trypanosomatidae. A secdo Salivaria é dividida em
quatro subgéneros (Dutonella, Pycnomonas, Nannomonas e Trypanozoon).

As principais caracteristicas de formas sanguineas Duttonella sdo 0s grandes
cinetoplastos terminais situados em uma extremidade posterior arredondada, membrana
ondulante desenvolvida medianamente, e um flagelo livre (OSORIO et al., 2008).

As formas tripomastigotas encontradas na corrente sanguinea sdo basicamente
lancetadas, o corpo é alongado e achatado. Ao corte transversal apresenta-se eliptico ou oval e
suas extremidades sdo afiladas. A extremidade pela qual avanca durante a locomocdo €
costumeiramente descrita como anterior final. As principais organelas de um tripanosoma séo
0 nucleo, o cinetoplasto, o sistema mastigonte representado pelo flagelo (Figura 1) e corpo
basal (SILVA et al., 2002).

Segundo Hoare (1972), as formas tripomastigotas delgadas tem comprimento variando
de 23,6 a 27,0um e sdo encontradas na fase de elevada parasitemia, enquanto que na fase de
baixa parasitemia, as formas curtas e largas apresentando variacdo de 21,4 a 24,6um.

Figura 1: Principais organelas encontradas no
Trypanosoma vivax. C (Cinetoplasto), N (Nucleo)
F (Flagelo Livre).

Fonte: Silva et.al (2002).

T. vivax africano é transmitido ciclicamente pelas moscas tsé-tsé, desenvolvendo-se em

seu tubo digestivo. Na América do Sul, devido a perda da habilidade de se desenvolver
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ciclicamente, o parasita é transmitido mecanicamente através de dipteros hemat6fagos das
familias Tabanidae, Stomoxidinae e Hippoboscidae ndo havendo crescimento ou multiplicacéo
nestes insetos (HOARE, 1972; GARDINER, 1989 e GUERRA, 2013). Nestes casos, a mosca
se alimenta de mais de um animal e permanece infectante por apenas um curto periodo de
tempo.

Serra-Freire e Rezende (1988), mostraram que moscas da espécie Stomoxys calcitrans
alimentadas em ovinos infectados com T. vivax foram capazes de fazer a transmisséo
mecanica. Porém, isto somente aconteceu quando as moscas sofreram interrupcdo da
alimentacdo e encontraram um novo hospedeiro em menos de 15 segundos, e ndo tinham tido

nenhuma alimentacdo anterior a do hospedeiro vertebrado infectado.

2.3 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

O curso da infeccdo por T. vivax depende de uma série de fatores, entre eles o
hospedeiro, presenca do vetor bioldégico ou mecanico e patogenicidade do indculo. A
parasitemia apresenta flutuacdes irregulares, até mesmo durante o dia (OSORIO et al., 2008).

O periodo entre a infec¢do e 0 aparecimento da parasitemia (periodo pré-patente) varia
em funcéo da resisténcia inata do hospedeiro, infeccdes intercorrentes, bem como, por fatores
relacionados ao parasita, tais como: frequéncia de passagem ciclica ou mecanica e quantidade
de tripanossomos inoculados. O periodo pré-patente médio apos a inoculacdo do T. vivax é de
quatro dias por via intravenosa e de sete por via intramuscular, em bovinos, ovinos e caprinos.
(STEPHEN, 1986).

A infeccdo aguda é caracterizada por elevada parasitemia em associacao a diminuicao
dos parametros eritrocitarios, levando o animal a anemia, com duraracdo de 2 semanas a 2
meses apoOs infecgdo. Na fase crbnica, nos animais que ndo morrem, 0S pardmetros
eritrocitarios tendem a aumentar (ou até voltar aos parametros fisiol6gicos) em torno de 6 a 8
semanas, porém ainda observam-se recorréncias da parasitemia em baixas concentracdes
podendo se estender por varios meses e até anos (TAYLOR e AUTHIE, 2004). Anemia,
leucopenia com linfocitose e auséncia de ganho de peso sdo observados, também, durante a
fase cronica (BATISTA et al., 2006)

Na tripanossomiase por T. vivax o principal sinal clinico observado é a anemia. Anemia
persistente e insuficiéncia cardiaca congestiva, devido aos danos do miocardio sdo as

principais causas de mortalidade dos animais infectados com tripanossomas no campo
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(SANNUSI, 1979; MURRAY et al, 1979). O agente desencadeia uma anemia hemolitica nos
estagios iniciais da infeccdo, que é atribuida a mecanismos imunomediados (SCHENK,
2001).

A fisiopatologia das lesdes inflamatorias e degenerativas causadas pelos tripanossomas
ndo é bem determinada e/ou conhecida, e supfe-se que haja deposi¢do de imunocomplexos nos
diversos tecidos e, desse modo, as hemacias sensibilizadas por tais complexos seriam
destruidas pelo sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro (TIZARD et al., 1978), e/ou o
proprio parasito teria causado danos aos tecidos do espago extravascular pela inerente
movimentacdo (VAN DEN INGH et al., 1976).

O fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) pode contribuir para a anemia em diferentes
niveis: pode agir sobre hematopoiese, baixando a eritropoietina e inibindo a proliferacdo de
células precursoras (JELKMANN, 1998) ou ele pode ter um papel na hiperativacdo do
macrofago sistémico e HPS (LARROCHE e MOUTHON, 2004).

Geralmente, a anemia causada por T. vivax caracteriza-se inicialmente como
microcitica normocrdmica, passando para macrocitica por um periodo de tempo e,
posteriormente, torna-se microcitica, revelando um quadro de anemia crénica (SILVA et al.,
1999; PAIVA et al., 2000; BATISTA et al., 2007; ABRAO 2009).

Nos casos onde ha cronicidade da doenca a quantidade de ferro no organismo pode
diminuir, levando a um quadro de anemia microcitica hipocrémica (MURRAY et al., 1978),
em virtude da remocdo das hemécias complexadas com anticorpos ou marcadas com
complemento pelo sistema mononuclear fagocitico, retendo o ferro do grupamento heme na
forma de ferretina. Além disso, a recaptacdo de ferro pelo sistema fagocitico mononuclear
pode estar prejudicada pela liberacdo de interleucinas e pela grande perda desse elemento
associada a pouca absorcdo por via dietaria (HUTCHISON e DAVEY, 1999); e a anemia
hemolitica, observada nas tripanossomiases, pode ocasionar hemoglobinemia e

hemoglobindria, predispondo a grande perda de ferro pela urina (JENNINGS, 1976).

2.4  ESPERMATOGENESE, PLASMA SEMINAL E ALTERACOES CLINICAS E
FISIOLOGICAS DO SEMEN CAUSADAS PELO Trypanosoma vivax

Segundo Aguiar et al., (2006) a espermatogénese € um processo ciclico no qual os
gonacitos, primeiras células germinativas a habitarem os tubulos seminiferos, multiplicam-se e

diferenciam-se em espermatogdnias. A Ultima geracdo destas células, formada pelas
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espermatogonias B, sofre meiose, formando os espermatocitos primarios e as espermatides
arredondadas, que se diferenciam em espermatozoides (COUROT et al.,1970; CURTIS e
AMANN, 1981; GRIFFIN, 1988; RUSSELL e FRANCA, 1994).

O plasma seminal um dos constituintes do sémen é produzido a partir da mistura de
secrecBes dos testiculos, epididimos, ductos deferentes, ampolas, glandulas vesiculares e
prostata. E um fluido constituido de proteinas, carboidratos, lipideos, sais minerais e vitaminas
e, tem a funcdo de transportar e proteger os espermatozoides do momento da ejaculacao até o
trato genital feminino. Aproximadamente 15-20 proteinas correspondem a 60-80% da
concentracdo total de proteinas (MARTINS, 2009).

Dentre estas proteinas identificadas ja foi constatado que algumas podem afetar
diretamente a fertilidade dos machos, pois, além de modificar a fertilidade do espermatozoide
da cauda do epididimo, o plasma seminal também modifica a fertilidade do espermatozoide
ejaculado (JOBIM et al., 2009).Proteinas com peso molecular entre 26 a 55 kDa foram
apontadas em touros com alta fertilidade e de 16 kDa em touros de baixa fertilidade
(RONCOLLETA et al., 1999).

Os machos acometidos pela tripanossomiase por T. vivax apresentam varias desordens
reprodutivas quer seja em infec¢Bes naturais ou experimentais. Tais alteragdes séo reportadas
quase que exclusivamente em ruminantes domésticos, 0s principais susceptiveis a doenca
(ANOSA, 1983). Nesse contexto, os efeitos do T. vivax sobre a reproducdo despontam como
um dos principais responsaveis por acarretarem prejuizos econémicos para o produtor.

A tripanossomiase afeta severamente o tempo de reacdo de coleta de sémen, com
dificuldade progressiva de obter ejaculado, provavelmente devido ao estresse da infeccdo e
danos aos 6rgdos genitais. Ao mesmo tempo mudancas adversas nas caracteristicas do sémen
como a diminuicdo do volume médio, aumento de anormalidades morfolégicas nos
espermatozdides e diminuicdo da concentracdo de espermatozoides por ejaculacgdo,
provavelmente devido a degeneracgéo testicular associada a crises de hipertermia na fase aguda
da infeccdo (ARTHUR, 1964; ROBERTS, 1971 ; KUMI — DIAKA, 1981 apud
SEKONI et al., 1988).

Sekoni et al., (2004) demonstrou com bovinos zebuinos e animais cruzados parasitados
por T. vivax que inicialmente os animais apresentavam baixa viabilidade espermatica, porém
nos niveis limites para a fecundacéo.

Carneiros ndo infectados por T. vivax apresentam 0 Sémen com aspecto opaco e
cremoso, ja no periodo de infec¢do por T. vivax as amostras de sémen apresentam-se leitoso

aguado e, em seguida, transparente com deterioracdo progressiva nas caracteristicas do sémen
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ao longo das nove semanas de pos- infec¢do. Apds a infeccdo, ha uma reducdo progressiva do
volume de sémen de todos os carneiros infectados e ao final de nove semanas pos-infeccdo a
maioria deles ndo foi capaz de ejacular, além de drastica reducdo no volume, decréscimo na
concentragdo de espermatozoides, tornando-se oligozoospérmicos. O ndmero de
espermatozoides vivos diminuiu enquanto 0 numero de espermatozoides mortos aumentou.
Observou-se a reducdo na motilidade dos espermatozoides e aumento nas patologias afetando
severamente as caracteristicas do sémen. A infeccdo por T. vivax teve efeitos patogénicos mais
graves sobre as caracteristicas do sémen ovino, possivelmente devido as diferencas em
patogenicidade das estirpes de tripanossomas (SEKONI, 1992).

Touros infectados com T. vivax podem apresentar degeneracdo testicular leve,
moderada ou severa. Em alguns animais pode-se observar que a infec¢do por T. vivax pode
acarretar a destruicdo celular dentro dos tecidos intersticiais e dos tabulos seminiferos.
Degeneracdo leve a moderada no tecido epididimario com reducdo significativa de suas
reservas espermaticas entre 20 e 50%, além da degeneragdo moderada das vesiculas seminais,
glandulas prostéaticas e ampolas (SEKONI et al., 1990).

Adamu et al. (2007), estudaram os danos progressivos em testiculos e epididimos de
zebuinos experimentalmente infectados por T. vivax. Esses oOrgdos foram estudados
anatomopatologicamente aos 14, 28 e 56 dias pos-infeccdo. Observou-se que com o decorrer
da infeccdo, ocorreu deplecdo das células espermatogénicas e destruicdo do tecido intersticial
(tdbulos seminiferos hipopléasicos além do desaparecimento das células de sertoli). No
epididimo, os danos chegaram a 60% de comprometimento do parénquima, verificando-se
areas focais de necrose e ainda metaplasia escamosa do epitélio epididimario, com reserva
espermatica avaliada em 0% aos 56 dias pos-infec¢do. Os citados autores demonstraram que 0s
danos no sistema reprodutor masculino ja estdo presentes em fases precoces da doenca, aos 14
dias pés-infeccéo.

Embora alguns dados ja estejam disponiveis sobre os efeitos da infecg¢do cronica por
T.viva a escassez de informacgdes sobre o grau dos danos testiculares e epididimarios em
diferentes fases da infec¢do aguda (ADAMU, 2007)

Na etiopatogenia de lesGes testiculares e epididimarias outros aspectos deverdo ser
observados visto que a tripanossomiase por T. vivax é uma infeccdo sisttmica que provoca
hipertermia, anorexia e anemia. E, desta maneira, tais fatores podem contribuir para o
desencadeamento de processos degenerativos (MCENTEE, 1990; SETCHELL, 1998).

De acordo com Adamu et. al., (2007) os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na

disfuncdo testicular induzida por Trypanosoma spp. ndo estdo bem elucidados. A
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possibilidade de que durante a tripanossomiase ocorram danos hipofiséarios resultando em
disfuncdo testicular como uma consequéncia da interrupcdo da secrecdo de LH e FSH
(APTED, 1970; IKEDE e LOSOS, 1975) foi refutada por descricdes de BOLY et al. (1994) e
MUTAYOBA et al. (1994) que relataram que a funcdo hipofisaria, como observado pela
medida da resposta do LH ao GnRH, nédo foi afetada. No entanto, a destruicdo de células de
Leydig, conforme observado no presente estudo, pode resultar em declinio na esteroidogénese
testicular. Isso, consequentemente, pode agravar as alteracGes degenerativas nos tabulos
seminiferos com deplecdo subsequente das células espermatogénicas, uma vez que a
espermatogénese depende da secrecdo androgénica normal (SETCHELL, 1978; CAMERON et
al, 1993).

Contudo, Isoun e Anosa (1974), destacam que o mecanismo pelo qual T. vivax produz
lesBes degenerativas no testiculo esté relacionado com a elevada taxa de atividade metabdlica e
biossintese deste 6rgdo, que estd intimamente relacionado com a producdo de milhdes
espermatozoides por dia, 0 que torna muito sensivel a este dano. Em relacdo a degeneragdo
testicular fatores como as mudancas na temperatura corporal, especialmente associado com 0s
picos febris (hipertermia) ocorridos durante o pico de parasitemia (ANOSA e ISOUN, 1980) e
a obstrucdo vascular causada pela formacéo de trombos de fibrina com consequente necrose de
tecido testicular.

Os prejuizos econdmicos dessas lesbes tornam-se claros, visto que interferem
diretamente sobre a fertilidade dos machos infectados, especialmente os animais
geneticamente superiores e sobre a fertilidade dos rebanhos servidos por esses machos.
Entretanto, muitas vezes esses efeitos ndo sdo perceptiveis e nem mensurados, especialmente

em criagdes extensivas (GOMES, 1991).

2.5 DIAGNOSTICO

O diagnostico desta enfermidade poderd ser realizado através de técnicas
parasitoldgicas com a observagdo direta de formas tripomastigotas em esfregagos sanguineos
(fase aguda da doenca), testes soroldgicos (fase cronica) e técnicas de biologia molecular
atraves da deteccdo do DNA/RNA do parasita.



22

2.5.1 Testes Parasitologicos

Os parasitas podem ser demonstrados em esfregacos de sangue espessos e finos, em
preparacdes de sangue anticoagulado concentradas (THOMPSON et al., 1992).

Na fase aguda, quando os tripanosomas sao abundantes a identificacdo morfoldgica do
parasita é possivel através de métodos diretos, por meio de exames de sangue fresco entre
lamina e laminula. Esfregacos com gota espessa podem ser corados pelo método de Giemsa.
(GARDINER, 1989).

A técnica de centrifugacdo ou microhematocrito (WOO, 1970; BETANCOURT e
JULIO, 1979) é um dos métodos parasitolégicos mais utilizados e consiste na observacio da
motilidade das formas tripomastigotas entre a camada de leucdcitos e do plasma. A técnica
permite a deteccdo de tripanossomas de seis a dez dias antes de serem detectados no exame a
fresco como o esfregago de gota espessa (MOLYNEUX, 1975). Apesar de sua facilidade de
uso, a técnica de Woo apresenta baixa sensibilidade quando aplicados durante a fase cronica da
doenca, ea sensibilidade diminui consideravelmente quando a parasitemia é inferior a 200
tripomastigotas/ml de sangue (DESQUESNES; TRESSE, 1996).

2.5.2 Testes Sorologicos

2.5.2.1 Eletroforese SDS-PAGE e Western Blotting

O termo eletroforese foi criado por Michaelis, em 1909, para descrever a migracédo de
coldides sob a influéncia de um campo elétrico (SARGENT e GEORGE, 1975). O principio da
eletroforese é baseado na migracdo de ions submetidos a corrente elétrica, ou seja, moléculas
com carga negativa migram para o polo positivo e moléculas com carga positiva migram para
0 polo negativo. A evidenciagdo de proteinas e acidos nucléicos € uma ferramenta importante
para o estudo da relacdo entre parasita-hospedeiro através da determinagdo do peso molecular
das proteinas e caracterizagdo de moléculas de acidos nucléicos (DNA e RNA) (BRUNE et al.,
1998)

A separacdo de moléculas durante a eletroforese ocorre em funcdo de suas cargas
elétricas, de seus pesos moleculares e de suas conformagdes, em suportes porosos e tampdes
apropriados, sob a influéncia de um campo elétrico continuo. Sendo substancias anfolitas, as

proteinas adquirem carga positiva ou negativa em funcdo do pH. E, portanto, importante
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manter o pH do meio estavel durante a eletroforese, mediante solu¢des-tampéo. (BRUNE et
al., 1998)

A friccdo e a velocidade da migracdo de macromoléculas em campo elétrico
dependem da porosidade do gel. Géis de poliacrilamida sdo formados por copolimerizacdo de
acrilamida e Bis-acrilamida (Bis) na presenca de persulfato de aménia e
tetrametiletilenodiamina (TEMED). O diametro dos poros do gel é funcdo das concentracdes
de acrilamida e Bis. A presenca de Bis ocasiona durante a polimerizacdo, uma reticulagédo
como consequéncia das ligagdes de moléculas de poliacrilamida, essa reticulacdo forma os
poros (BRUNE et al., 1998)

Na eletroforese por sistema de SDS-PAGE é aplicado o estudo de proteinas
desnaturadas por aquecimento na presenca de SDS e [-mercaptoetanol, visando a
determinacdo do peso molecular de proteinas, empregam-se, comumente, géis com gradiente
de concentracdo, na faixa de 5% a 20% de acrilamida. Nesse caso as separacdes se dao
segundo o peso molecular e a migracdo € consequéncia tdo somente das cargas negativas do
SDS, causando efeito de peneiramento molecular. Quanto maior a molécula, menor a sua
mobilidade (BRUNE et al., 1998). As revela¢des das bandas de proteinas podem ser realizadas
por Azul-brilhante-de-coomassie (CHRAMBACH e RODBARD, 1971).

O termo "blotting" refere-se a transferéncia de amostras bioldgicas a partir de um gel
para uma membrana e a sua subsequente deteccdo na superficie da membrana. Western
blotting foi introduzido por Towbin et al., (1979) e trata-se de uma imunotransferéncia de
deteccdo pois um anticorpo primario € usado para detectar especificamente os seus alvos
antigénicos sendo utilizado atualmente como uma técnica para analise de proteinas. Este
método consiste na transferéncia de proteinas de um gel de acrilamida para uma lamina
imobilizante por eletrodifusdo. O gel de eletroforese e a ldamina imobilizante encontram-se
embutidos entre folhas de papel-filtro fixadas entre placas porosas. O pacote assim preparado
encontra-se em meio tampao e entre eletrodos (SCHEIDTMANN, 1999).

Teixeira et al., (2012) infere que as proteinas de fase aguda aumentam em resposta a
producdo de mediadores quimicos liberados pelos macréfagos e leucocitos durante processos
inflamatdrios e infecciosos (KENT, 1992). Assim, as proteinas de fase aguda refletem a
gravidade da reacdo inflamatoria, podendo auxiliar no diagnostico e progndéstico, bem como no
entendimento de mecanismos patogénicos de doencas (GODSON et al., 1996).

Proteinas de fase aguda a ceruloplasmina, a transferrina, a albumina, a haptoglobina e a
glicoproteina &cida foram identificadas por Teixeira et al. (2008) e Patelli et al. (2008)

trabalhando com ratos Wistar e caprinos, ambas as espécies, infectadas experimentalmente
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com a mesma cepa de T. evansi e identificaram sete e seis proteinas de fase aguda,
respectivamente. A maioria das proteinas de fase aguda s&o glicoproteinas sintetizadas pelos
hepatocitos como consequéncia de injurias, traumatismos ou infeccdes teciduais (BAUMANN
e GAULDIE, 1994).

Yadav et al., (2013) identificou antigenos imunodominantes para T.evansi em equinos,
de 62 a 66 kDa, 52 a 55 kDa e 41 a 43 kDa atraves do imunoblot.

De acordo com Teixeira et al., (2012) em bovinos inoculados com T. evansi, vinte e
seis proteinas com pesos moleculares entre 20 a 245 kDa foram encontradas porém, sé oito
identificadas nominalmente (imunoglobulina A, ceruloplasmina, transferrina, albumina,
imunoglobulinas G de cadeia pesada e de cadeia leve, haptoglobina e glicoproteina acida), e,
para as demais proteinas foram obtidos apenas os pesos moleculares. Passos (2004) sugere que
proteinas ndo identificadas nominalmente sdo produtos oriundos da degradacdo dos parasitos.
Portanto, o numero de fracbes protéicas em animais infectados com T. evansi parece ndo ter
correlacdo direta com a resposta imunoldgica ao parasito, mas, possivelmente as diferencas de

resposta de cada espécie animal a estimulos semelhantes.

2.5.3 Testes Moleculares

2.5.3.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Técnicas como a PCR tiveram uma consideravel contribuicdo na identificacdo,
caracterizacdo e diagnostico de tripanosomas em diversos niveis taxondmicos com precisao e
confiabilidade (DESQUESNES; DAVILA, 2002). Segundo Silva et al., (2002), esta técnica
apresenta alta especificidade e permite detectar pequenas quantidades do parasito nas amostras
(1 tripanosoma/mL de sangue). Embora tenham excelentes resultados, os testes por PCR néo
sdo satisfatorios para 0 uso em larga escala no campo uma vez que exigem alto custo em
laboratérios bem equipados, pessoal treinado e reagentes (DAVILA et al., 2003).

Desde os anos 80, técnicas baseadas na identificacdo do DNA de tripanosomas tém
contribuido com o diagnostico parasitologico (DESQUESNES e DAVILA, 2002). Diversas
sequéncias de DNA ja foram investigadas como possiveis alvos para o diagnostico das
tripanossomiases, especialmente os genes de multi-cdpias, como mini-exon, mini-circulos e o
DNA satélite nuclear dos mini-cromossomos, sequéncias curtas e altamente repetitivas
(DESQUESNES: DAVILA, 2002; VENTURA et al., 2001).
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Porém, o método do PCR usando iniciadores: espécie ou géneros especificos e
iniciadores aleatorios constitui uma potente ferramenta de diagnéstico(MAJIWA et al., 1993).

Masake et al., (1997) desenvolveram um novo par de iniciadores para diagnostico
(1LO1264, 1LO1265) que se anelam a uma regido gendmica do T. vivax que codifica um
antigeno de 8kDa, e segundo os autores identificariam um maior numero de gendtipos de T.
vivax de diferentes regides.

Em 2001, Ventura et al. analisaram as sequéncias SL (spliced-leader) do RNA de
amostras brasileiras de T. vivax, definindo o grau de parentesco entre isolados americanos e
africanos, e a posicdo taxondmica dos isolados brasileiros. A partir disso, desenvolveram
iniciadores, denominados TviSL 1 e 2 que amplificam o mini-exon de T. vivax — tornando o
método de diagnostico molecular mais especifico e sensivel. Posteriormente, em estudo feito
por Cortez et al. (2006), estes iniciadores amplificaram o DNA de todos os isolados
provenientes da América do Sul e do Oeste da Africa.

Segundo Ventura et al. (2001), os primers direcionados ao diagnostico molecular de T.
vivax amplificam um produto de 210pb (pares de bases), sendo que as amostras que
amplificam um produtor menor que 210pb ndo sdo positivas para T. vivax.

Bezerra et al. (2008) estudaram a anatomopatologia de testiculos e epididimos de
ovinos experimentalmente infectados por Trypanosoma vivax. Os animais foram
orquiectomizados 30 dias apds a infeccdo. No presente trabalho foi possivel a detec¢do nos
tecidos testicular e epididimario, através reacdo em cadeia da polimerase (PCR), de uma
regido de 177 bp (pares de bases) do dominio catalitico do gene da Catepsina L, especifica
para T. vivax e conservada entre o diferentes isolados do parasita nos tecidos testicular e
epididimario. Desta forma, comprovou-se a participacdo do parasita no mecanismo
etiopatogénico das lesbes, onde pela primeira vez, relatou-se a identificacdo de T. vivax no

parénguima de 6rgdos reprodutivos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar se Trypanosoma vivax e antigenos podem ser detectados no plasma seminal

de bovinos infectados experimentalmente.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

 Identificar a presenca de DNA de T. vivax no plasma seminal de bovinos por PCR
» Identificar a presenca de proteinas de T. vivax no plasma seminal de bovinos
infectados experimentalmente por eletroforese SDS-PAGE e alvos antigénicos por

Western blotting.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS

Os experimentos foram conduzidos no Centro de Reproducdo Animal situado no
Hospital Veterinario de Uberaba (HVU) e no Laboratério de Imunologia da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro (UFTM).

4.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

4.2.1 Infectados com tripomastigotas de T. vivax

Quatro bovinos, machos, mesticos a girolando, com idade entre 14-18 meses, e
negativos para T. vivax nos testes parasitoldgicos (direto, microhematocrito e Buffy coat),
exames soroldgicos (RIFI) e molecular (PCR) foram inoculados por via SC e IM com 2mL de
sangue contendo 2 x 10° tripomastigotas de T. vivax estimados de acordo com o método de
Brener (1961). Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em experimentacdo animal
da Uniube sob o processo n°CEEA 01/ 2013 (ANEXO 1).

A amostra de T. vivax usada no experimento foi cedida pelo Professor Fernando Paiva
do Departamento de Patologia, da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, Campo
Grande-MS (Isolado de Aquidauana) proveniente de um surto em bovinos da regido. As
amostras de T. vivax ficaram armazenadas em Nitrogénio liquido (-196° C).

Os animais foram mantidos em piquetes no Hospital Veterinario da Universidade de
Uberaba, alimentados com forragem verde (Panicum maximum e feno) e agua ad libitum
durante todo o periodo experimental.

Foram realizados tratamentos com antiparasitario mosquicida de aplicacdo pour on a
base de Diazinon 30% e Clorpirifos 10% (EXPERT® MSD Satde Animal) nos animais no dia
0, 18°, 45° e 75° dpi.

Os animais foram acompanhados em relacdo a parasitologia por 90 dias e
quinzenalmente amostras de sémen foram obtidas.

Durante o periodo experimental, os bovinos que apresentaram anemia (abaixo de 22%)
e/ou alteracBes clinicas como debilidade, apatia, ataxia, sonoléncia, foram tratados com

aceturato de diminazene (Ganaseg plus® Novartis), conforme recomendagc&o do fabricante.
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4.2.2 Néo infectados por T. vivax

Trés bovinos, machos, girolando, com idade entre 18-20 meses, e negativos para T.
vivax nos testes parasitoldgicos (direto, Buffy coat), soroldgico (RIFI) e molecular (PCR).
Amostras de sangue e sémen foram colhidas para serem utilizadas como controle negativo.

Os animais foram mantidos em piquetes no Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia do Tridngulo Mineiro (IFTM) alimentados com forragem verde (Panicum

maximum e feno) e 4gua ad libitum.

4.3 AVALIACAO PARASITOLOGICA DOS ANIMAIS INFECTADOS

Para a avaliacdo parasitoldgica, foram colhidos de cada animal, 4 mL de sangue por
venopuncdo da jugular, utilizando agulhas 25 x 0,8mm (BD®) em tubos vacutainer
(Vacuette®) contendo acido etilenodiaminotetracético disddico (EDTA) a 10%.

A parasitemia foi avaliada pelo BCT para detectar a presenca da forma tripomastigota
(MURRAY, 1977). A técnica consistiu no preenchimento de tubo capilar de vidro para cada
amostra de sangue com anticoagulante, centrifugagdo a 10000g (Celm® MH) por cinco
minutos. Apos, foi realizado o esfregaco a partir da amostra obtida de um capilar, quebrando o
tubo na fracdo entre a camada liquida (plasma) e a camada leucocitaria. Posteriormente o
esfregaco foi corado com Panético Rapido (Laborclin®). A partir dos esfregagos sanguineos
corados, a estrutura geral das formas tripomastigotas pode ser observada em aumento 1000x
por microscopia 6ptica (NIKON® Eclipse E200).

A determinacdo quantitativa de tripomastigotas pelo exame direto do sangue periférico
foi realizada pelo método de Brener (1961), realizando a contagem de tripanosomas no sangue
periférico dos animais positivos no teste do BCT. Foram pipetados 5uL de sangue e colocados
entre lamina e laminula (22x22mm). Foi realizado contagem dos tripomastigotas em 50
campos microscopicos em aumento de 400x (Nikon® Eclipse E200). O nimero de parasitos
observados foi multiplicado 80, obtendo-se o nimero de tripanosomas em 5uL de sangue. O

resultado foi transformado em tripomastigotas/pL).
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4.4 OBTENCAO DO PLASMA SEMINAL DOS ANIMAIS INFECTADOS E NAO
INFECTADOS POR T. vivax

As coletas de amostras de sémen dos animais infectados experimentalmente foram
realizadas nos dias 1°, 15°, 30°, 45°, 60°, 75° 90° pds-inoculagdo (dpi) com eletroejaculador
Autojac® (Neovet) (12 V e 200-500 mA) sendo necessarios em torno de 10-15 estimulos com
intervalo de trés segundos entre eles para a ejaculacdo. O sémen foi depositado em tubos
Falcon® (15ml), envoltos com papel aluminio para protecdo contra exposicdo a luz solar direta
e armazenamento até o processamento das amostras. Dos animais ndo infectados foram obtidas
apenas uma amostra de sémen.

Para obtencdo do liquido seminal, o ejaculado foi acondicionado em tubos falcon de
15ml, centrifugado a 1200 g por 10 minutos em centrifuga Excelsa®. Posteriormente, foi
adicionado inibidor de protease Complete Ultra Tablets, Mini, Easy Pack® (ROCHE) na
proporcao de 1:1 para realizacdo da eletroforese e Western blotting.

Amostras do liquido seminal também foram conservadas com guanidina na proporcao
de 1:1 para a realizacéo da PCR.

As amostras conservadas com inibidor de protease e guanidina foram acondicionadas

em freezer (-20°C) até o0 momento de realiza¢do dos experimentos.

4.5 AVALIACAO PELA PCR

A PCR foi realizada a partir da extracdo do DNA de 200ul das amostras de plasma
seminal através do Min Elute Gel Extraction Kit (Qiagen®).

Apbs a quantificagdo do DNA por espectrofotometria (Nanoplus® 2000) a amplificacio
pela técnica de PCR, foi realizada utilizando os iniciadores correspondentes as regides
intergénicas dos genes Spliced- leader de 210 pares de bases (VENTURA et al 2001).

Primer 1:TviSL1 — 5> GCT CTC CAA TCT TAA CCC TA 3’ (VENTURA et al., 2001).
Primer 2: TviSL2 — 5° GTT CCA GGC GTG CAA AGC TC 3’ (adaptado de VENTURA et
al., 2001).
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As amplificagfes foram realizadas segundo a metodologia de Ventura et al. (2001) e
conduzidas em 50 pl de mistura de reagdo, contendo: 25uL de Taq (Go Taq® Green Master
Mix 2x), 0,6pL de Primer 1(IDT®) a 1x e 0,6pL de Primer 2 (IDT®) a 1x para cada poco.
Adicionou-se volume variavel da amostra mas mantendo-se a constante de 25 ou 50 ng de
DNA e o restante de agua (nuclease free water®) até completar 50pL, que € o volume final da
reacdo conforme recomendacdo do fabricante.

As reagdes foram efetuadas em um termociclador de DNA XP Cycler Bioer por 35
ciclos. Cada ciclo consistiu de um passo de desnaturacdo (94°C por 1 minuto), um passo de
anelamento (65°C por 2 minutos), um passo de extensdo (72°C por 3 minutos), seguido de 10
minutos de extensdo final a 72°C. Para certificar-se de que ndo houve contaminacdo da PCR,
como controle branco foi adicionado &gua ao invés de DNA, executando-se 0 mesmo
procedimento.

Iniciadores foram utilizados na amplificacdo do dominio catalitico do gene Catepsina-
L de 177 pares de bases na identificacdo do T. vivax no plasma seminal de bovinos. De acordo

com metodologia descrita por Bezerra et al.,(2008) os iniciadores foram:

Primer 3: Tvi2 (5' GCC ATC GCC AAG TAC CTC GCC GA 3') (BEZERRA et al 2008)
Primer 4. DTO156 (5' TTAGAATTCCCAGGAGTTCTTGATGATCCAGTAZ3')(BEZERRA
et al 2008)

As reagdes foram realizadas conforme Bezerra et al., (2008) com modificagdes. Foram
utilizados 25 pl de reacdo onde cada pogo recebeu um mix contendo: 12,5ul Taq (Go Taq®
Green Master Mix 2x), 0,3ul de Primer 3 (IDT) a 1x, 0,3ul de Primer 4 (IDT) a 1x. Além
desse mix € adicionada amostra suficiente para 25 ng de DNA e o restante de agua (nuclease
free water) até completar 25uL correspondente ao volume final da reagdo conforme
recomendacéo do fabricante.

As reacoes foram efetuadas em um termociclador de DNA XP Cycler Bioer por 39
ciclos.

Cada ciclo consistiu de um passo de desnaturacdo a (94°C por 1 minuto), um passo de
anelamento (62°C por 1min.), e extensdo (72°C por 1min.), além de uma extensdo final de
72°C por 10 minutos.

Posteriormente as amostras foram aplicadas em um gel de agarose a 1,5% corado com
brometo de etidio, onde o gel foi imerso em solugdo de TBE a 1x e a corrida foi realizada a
100v por aproximadamente 4 horas. Utilizou-se o padrdo Gene ruler 50 bp DNA ladder®
(INVITROGEN).
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As visualizagOes das amplificagdes dos DNA foram realizadas em transluminador em
Benchtop UV Transilluminator®(UVP) em campo escuro a 302 nm UV. As solucdes
utilizadas na PCR estao descritas no ANEXO II.

46 DOSAGEM DE PROTEINAS DO PLASMA SEMINAL DOS
ANIMAIS INFECTADOS E NAO INFECTADOS POR T. vivax

A quantificacdo de proteinas em cada amostra de plasma seminal foi necessaria para a
padronizacdo da quantidade de proteina a ser aplicada e realizacdo da eletroforese. Apos 0
descongelamento das amostras em Banho Maria a 37°C, as proteinas foram dosadas utilizando
o Kit colorimétrico de Proteinas Totais (Labtest®) e a leitura realizada em espectrofotdmetro
automatizado Bioplus 2000® com comprimento de onda 545nm conforme recomendagio do

fabricante.

4.7 DETERMINACAO DO PERFIL ELETROFORETICO SDS-PAGE DO PLASMA
SEMINAL DOS ANIMAIS INFECTADOS E NAO INFECTADOS POR T. vivax

As preparacdes dos plasmas seminais foram submetidas a eletroforese de acordo com a
metodologia descrita por Laemmli (1970), com modificaces.

Os geis foram montados entre placas de vidro (160 x 180 mm), separadas por
espacadores de 0,75 mm de espessura (BIO-RAD®). Os géis de separagio e concentragio
foram utilizados na concentracdo de 12,5% e a 4,0% respectivamente.

O plasma seminal foi misturado com igual volume de tampdo de amostra completo e
aquecido por trés minutos em Banho-Maria (80°C). A amostra aplicada por canaleta maltipla
foi de 30 pg proteina para os géis corados pelo azul de Comassie. A corrida foi realizada
utilizando-se a voltagem de 60 V no gel de empilhamento e de 120 V no gel de separacéo.

Em todas as eletroforeses, foram incluidos marcadores padrdes com 0s respectivos
pesos moleculares (BIO-RAD®): High: Miosina (202, 4 kDa), p-galactosidase (116 kDa),
albumina bovina (66 kDa), ovo albumina (47,1 kDa), Low: fosforilase B (101 kDa), albumina
bovina (72 kDa), ovo albumina (47,8 kDa), anidrase carbénica (33,9), inibidor de tripsnina de
soja (26,8 kDa), Lisozima (17,6 kDa).

As solugdes usadas na eletroforese estdo detalhadas no ANEXO I1I.
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4.7.1 Coloracéo pelo azul de Comassie

Apds eletroforese e rapida lavagem em agua destilada, o gel foi transferido para uma
solucéo corante, contendo 0,25% de azul Comassie R-250 durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Logo apds, foi feita a descoloragdo, utilizando-se uma solugdo contendo metanol,
acido acético e agua destilada até se obter a visualizacdo das bandas coradas. Apos o
aparecimento das bandas a interrupcao da reacdo é feita utilizando agua destilada. As solugdes

usadas na coloracdo pelo azul de comassie estdo detalhadas no ANEXO IV,

4.7.2 Célculo dos pesos moleculares aparentes e migracao das bandas do perfil
eletroforético

Para calcular os pesos moleculares obtidos na eletroforese, foi realizada a medicdo em
milimetros, onde foram medidas as migrac6es realizadas pelas bandas de proteinas também em
milimetros. Os dados obtidos foram tabulados em planilhas do Microsoft Excel® versdo 2007 e

0s pesos calculados por grafico de dispersao.

4.8 WESTERN BLOTTING

A eletrotransferéncia das proteinas para as membranas de nitrocelulose foi realizada de
acordo com metodologia descrita por Towbin et al., (1979), com modificagdes em
equipamento Trans-blot turbo® (semi seco) (BIO- RAD®).

Apos a eletroforese os géis foram retirados das placas de vidros, enxaguados com agua
destilada e fez-se a montagem dos sanduiches na seguinte ordem: Papel de filtro 10,7x 8,5 cm,

membrana de nitrocelulose, gel, papel de filtro conforme a Figura 2.
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Parte superior (-) do eletrodo EJG&%E@[e (catodo) /

Topo da pilha do reservatério de fons

GEL

Membrana do blotting

Parte inferior da pilha do reservatério de ions

Parte inferior (+) do eletrodo do cassete eletrodo
(anodo)

Figura 2: Montagem adequada de sanduiche do blotting
Fonte: Adaptado de Trans blot turbo® (2013).

Foram utilizados papéis de filtro e membrana umedecidos em tampéo de transferéncia
(Trans-Blot Turbo® Mini Nitrocellulose Transfer Packs).

Em seguida comecou a transferéncia segundo a recomendagdo do fabricante do
equipamento Trans-blot Turbo® (10V por 30min).

Apbs a transferéncia as membranas de nitrocelulose foram colocadas em placas de petri
contendo PBS-Tween/leite em pd 5% para realizacdo do bloqueio dos sitios remanescentes
para interacbes com proteinas por 15 min (sob agitacdo a temperatura ambiente) e
posteriormente lavadas com PBS-T/0,5% duas vezes rapidas e trés vezes de cinco minutos sob
agitacdo em agitador orbital, KASVI®(K40-3020) a 60 RPM e colocadas entre papel A4
cortado no tamanho das membranas e embaladas com papel aluminio e armazenadas a -20°C.

Os géis foram colocados em solucdo corante (comassie) por 15 min sob agitacdo lenta
KASVI®(K40-3020) a 40 RPM e lavados posteriormente com &gua destilada e submetidos a
solucdo descorante (metanol; acido acético e agua destilada) para comprovar a eficiéncia da
transferéncia.

Para a realizacdo da reacdo imunoldgica utilizou-se soros controle negativo e positivo
(soro hiperimune) gentilmente cedidos pela Professora Joely F. Bittar. Os soros controle
positivo e negativo foram diluidos 1:40 em PBS-T/ leite em p6 0,5%, adicionados as

membranas contendo os plasmas seminais provenientes dos animais negativos ou positivos e
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incubados por 2 h, a temperatura ambiente, sob agitacdo em agitador orbital
KASVI®(K403020) a 60 RPM.

Posteriormente, as membranas denitrocelulose foram lavadas rapidamente em PBS-T
por duas vezes e por mais trés vezes com intervalos de cinco minutos sob agitacdo e incubadas
com conjugado anti IgG bovino peroxidase® (SIGMA) diluido 1:2500 em PBS-T/ leite em pd
0,5% por uma hora a temperatura ambiente, sob agitacdo em agitador orbital KASVI®(K40-
3020).

Apds este periodo, as membranas foram lavadas como descrito acima, incubadas até a
visualizagdo das bandas com a solugdo cromogénica SIGMAFAST® 3,3’Diamino-benzidina
(DAB) tabletes (SIGMA), utilizando um comprimido para 5 ml de &gua destilada até a sua
completa diluicdo, ap6s a homogeinizacdo adicionou-se um comprimido de ureia que
acompanha o mesmo Kit.

A reagdo foi interrompida com agua destilada e as membranas foram colocadas entre

papéis de filtro para secagem.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DA PARASITEMIA

Na avaliacdo parasitoldgica dos animais infectados experimentalmente com T. vivax
pode-se observar tripomastigotas no sangue a partir do 14° dpi (2,28 x 10° tripomastigotas/pl)
e pico de parasitemia no 18° dpi (26,4 x 10° tripomastigotas/ul). Devido a debilidade e/ou
anemia dos animais houve necessidade de tratamento com aceturato de diminazene (3,5
mg/kg) no 18° dpi. Posteriormente foi detectada discreta parasitemia no 20° dpi (0,29 x 103
tripomastigotas/pl), 27°dpi (1,4 x 10% tripomastigotas/ul), 45° dpi (0,42 x 10°
tripomastigotas/pl), 75 dpi (6,12 x 10° tripomastigotas/ul). Nos outros momentos de anélise

(30, 60 e 90) houve auséncia de parasitemia (Figura 3).
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Figura 3. Determinagdo da parasitemia durante a infecgdo experimental por T. vivax nos bovinos puberes.
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5.2PCR

Os primes TviSL1 e TviSL2 relacionados ao segmento Spliced- leader, de 210 bp, ndo
permitiram a identificacdo de T. vivax nas amostras de plasma seminal dos animais infectados

durante o periodo experimental (Figura 4).

210 bp

Figura 4: Gel de Eletroforese (agarose 1,5%, corado com brometo de etidio 0,5 mg
amostras de DNA extraidas de plasma seminal (PM) Marcador molecular DNA Ladder
(Invitrogen®); (C+) controle positivo amostra de T. vivax isolada de surto em
Verissimo(C-) Controle negativo (dgua destilada).

Os primers Tvi2 e DTO156 relacionados a Catalepsina-L permitiu amplificar 177bp do T.
vivax no plasma seminal dos animais infectados nos s momentos 15°)°, 60°, 75° e 90° dpi

(Figura 5).

177 bp

Figura 5: Gel de Eletroforese (agarose 1,5%, corado com brometo de etidio 0,5 mg/ml),
amostras de DNA extraidas de plasma seminal (PM) Marcador molecular DNA Ladder
(Invitrogen®); (C+) controle positivo amostra de T. vivax isolada de surto em Verissimo;
(C-) Controle negativo (agua destilada) 1 (30° dpi) 2(60° dpi) 3 (75° dpi) 4(90° dpi).
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5.3 PERFIL ELETROFORETICO

A analise do perfil eletroforético do plasma seminal dos bovinos infectados
experimentalmente pode-se observar bandas de proteinas de peso molecular variando de
186,68 a 7,7 kDa descritas no Anexo V1.

No 1° e 15° dpi pode-se observar respectivamente 48 bandas de proteinas de 131,9 a
11,44 kDa e 56 de 131,9 a 9,16 kDa. (Figura 6A)

No 30° e 45° dpi pode-se observar 44 bandas de proteinas de 167,35 a 7,73 kDa e de
50 bandas variando de 186,68 a 9,94 kDa (Figura 6B).

No 60°, 75° e 90° dpi notou-se 44 bandas de proteinas (147,48 a 10,47 kDa) 44(161,47
a 10,94 kDa) e 42 proteinas de 153,17 a 10,66 kDa, respectivamente (Figura 6C, D).

Figura 6: Eletroforese SDS-PAGE do plasma seminal de bovinos experimentalmente infectados por
Trypanosoma vivax no 1° dpi (A), 15°-30°dpi (B), 45°-60° (C) e75°- 90°dpi (D).

Nos animais ndo infectados foram observadas 23 bandas de proteinas com peso
molecular variando de 130,65 a 10,17 kDa conforme apresentado na Figura 7.
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-

Figura 7: Bandas de proteinas obtidas do plasma seminal de
bovinos ndo infectados submetidos a SDS-PAGE.

Nos animais experimentalmente infectados o menor peso molecular observado foi 7,73
kDa e nos animais ndo infectados o menor peso molecular foi de 10,17 kDa. Ja o maior peso
molecular encontrado nos animais infectados experimentalmente foi de 186,68 kDa e nos
animais néo infectados foi de 130,65 kDa (Anexo V1)

Na figura 8 pode-se visualizar o nimero de bandas de proteinas observadas nos animais

ndo infectados e experimentalmente infectados durante o periodo experimental.
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Figura 8: Numero de bandas proteicas observadas no perfil eletroforético do plasma seminal dos animais
infectados experimentalmente e ndo infectados (negativos).
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5.4 PROTEINAS IDENTIFICADAS NO PLASMA SEMINAL DE BOVINOS
INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE

5.4.1 PELO SORO HIPERIMUNE

Apos a incubacdo do plasma seminal com o soro hiperimune pode-se observar que no
1° dpi os animais apresentaram 12 bandas de proteinas com peso molecular variando de 108,1
a 11,8 kDa, no 15° dpi apresentaram 8 bandas de proteinas variando de 108,1 a 12,6 kDa
(Figura 9A). No 30° dpi e 45° dpi apresentaram 9 bandas de proteinas de 115 a 12,7 kDa e 12
proteinas variando de 115 a 11,9 kDa respectivamente (Figura 9B).

No 60° dpi apresentaram 16 bandas de proteinas de 125,6 a 10,2 kDa e no 75° dpi
apresentaram 22 bandas de proteinas variando de 125,6 a 8,95 kDa (Figura 9C). No 90° dpi
apresentaram 26 bandas de proteinas de 131,8 a 9,9 kDa (Figura 9D).
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Figura 9: Identificacdo de antigenos proteicos em plasma seminal de bovinos experimentalmente infectados.1° e
15°dpi (9 A), 30° e 45° dpi (9B), 60° e 75° dpi (9C) e 90° dpi (9D).
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Pode-se observar que o nimero de antigenos proteicos foi maior na fase crénica da

doenca (Figura 10).
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Figura 10: Andlise da atividade parasitémica e perfil de antigenos proteicos dos animais experimentalmente
infectados por tripomastigotas de T. vivax. A linha pontilhada demonstra a parasitemia e as colunas o perfil de
antigenos proteicos detectados durante os 90 dias de infeccao.

Os antigenos protéicos identificados no plasma seminal dos animais infectados estdo

apresentados no Quadro 1.

Os antigenos proteicos de peso molecular variando de 108,12 a 57,52 e de 13,55 a

11,87 foram observados durante todo o periodo experimental. E os de 131,82 a 110,05, de

55,78 a 16,79 e de 11,51 a 8,95 apareceram ap6s o 30° dpi e permaneceram até o 90° dpi,

correspondendo a fase crénica da doenca.

PM

D1

D15

D30

D45

D60

D75

D90

131,82

125,55

124,12

117,90

116,87

115,03

110,71

110,05

108,12

107,59

103,97

103,62

101,51

100,63

97,57

95,30

94,13




PM

D1

D15

D30

D45

D60

D90

91,68

89,47
88,04

86,51

86,09
84,00
82,35

81,46

80,85
78,86
77,03

76,70

75,92

72,22

71,29

67,39

66,95
65,26
63,04
61,27

41



42

10,53
9,92
9,53
8,95

Quadro 1: Antigenos protéicos identificados no plasma seminal de bovinos infectados experimentalmente com
Trypanosoma vivax e reconhecidas pelo soro hiperimune.

5.4.2 PELO SORO NEGATIVO

As bandas de proteinas reconhecidas pelo soro de animal negativo para T. vivax estdo
apresentadas no Quadro 2. Pode-se notar a identificacdo de bandas de proteinas de 115,70 a
55,87 kDa e o0 ndo reconhecimento de bandas de proteinas de baixo peso molecular, inferior a

55,87 kDa.

PM D1 D15 D30 D45 D60 D75 D90
115,70
113,16
113,11
112,24
108,71
107,55
107,52
106,76
102,26
102,15
101,55
97,24
92,46
91,89
87,92
87,40
84,71
83,60
83,25
79,49
79,09
79,08
75,59
75,15
71,87
71,40
70,26
67,84
64,74
64,45
62,02
61,79
61,59
61,24
58,76
55,87

Quadro 2: Bandas de proteinas identificadas no plasma seminal de bovinos infectados experimentalmente e
reconhecidas pelo soro negativo.
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No 1° dpi observou-se bandas de proteinas de 113,1 a 55,9 kDa, no 15° dpi de 113,1 a
58,8 kDa (Figura 11A). No 30° dpi e 45° dpi apresentaram bandas de proteinas de 106,8 a
61,6 kDa e 112,2 a 61,6 kDa respectivamente (Figura 11B). No 60° dpi apresentaram bandas
de proteinas de 113,2 a 61,2 kDa e 75° dpi foram observadas de 113,2 a 61,2 kDa (Figura 11
C). No 90° dpi apresentou bandas de proteinas de 115,7 a 62 kDa (Figura 11 D).
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Figura 11: ldentificagdo de bandas de proteinas do plasma seminal de bovinos ndo infectados pelo soro negativo
para T. vivax no 1° e 15°dpi (11 A), 30° e 45° dpi (11B), 60° e 75° dpi (11 C) e 90° dpi (11D).

Analisando o nimero de bandas de proteinas identificadas pelo soro negativo pode-se

notar que no 1°, 15°, 30°, 45°, 60°, 75° e 90° dpi foram observados respectivamente 11,9, 7, 7,

7, 9 e 5. A comparacdo entre os numeros de bandas de proteinas identificadas no plasma

seminal de animais infectados experimentalmente frente ao soro negativo e hiperimune esta

apresentada na Figura 12.
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Figura 12: NUmero de bandas de proteinas detectadas no plasma seminal dos animais infectados
experimentalmente incubados com soro hiperimune e soro negativo.

5.5 BANDAS DE PROTEINAS IDENTIFICADAS NO PLASMA SEMINAL DE
ANIMAIS NAO INFECTADOS

Na analise do plasma seminal dos animais ndo infectados ap6s incubacdo com soros
hiperimune ou negativo foram reconhecidas bandas de proteinas de 130,80 a 20,10 kDa.

Apbs a incubacdo do plasma seminal dos animais ndo infectados com soro hiperimune
observou-se o reconhecimento de 5 bandas de proteinas variando de 130,80 a 60,49 kDa.
Quando o plasma seminal dos animais ndo infectados foi incubado com o soro negativo
observou-se o reconhecimento de 7 bandas de proteinas de 130,80 a 20,10 kDa (QUADRO 3).

Proteinas plasma seminal Soro negativo Soro hiperimune
dos animais ndo infectados

130,80
79,67
75,40
63,92
60,49
23,71
20,10

Quadro 3: Bandas proteicas identificadas no plasma seminal de bovinos ndo infectados durante o periodo
experimental e reconhecidas pelos soros negativos e soro hiperimune respectivamente.

As bandas de proteinas identificadas no plasma seminal de animais ndo infectados e
infectados experimentalmente com T. vivax estdo apresentadas no Anexo VII.
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6 DISCUSSAO

O curso da infeccdo por T. vivax depende de uma serie de fatores, entre eles o
hospedeiro (espécie, raga, idade), presenca do vetor bioldgico ou mecanico e patogenicidade
do indculo. Segundo Osdrio et al., (2008), a parasitemia apresenta flutuacGes irregulares, até
mesmo durante o dia 0 que corrobora com os achados no presente estudo, onde notou-se
periodos de auséncia (30, 60 e 90 dpi) e presenca do parasita em esfregaco sanguineo (14°, 15°,
45°, 75° dpi).

Neste estudo, o periodo pré-patente (14 dias) e pico de parasitemia (18° dpi) foi maior
ao observado por Adamu et al. (2007), que realizou infeccdo experimental em seis touros
zebus na Nigéria e foram identificadas as formas tripomastigotas de T. vivax no sangue de
touros infectados dentro de 4-5 dias p6s-infeccdo. O pico de parasitemia foi registrado seis dias
apos a infecgdo e os touros infectados permaneceram com parasitemia intermitente por 56 dias
(curso do experimento), semelha aos achados deste estudo (90 dias). O periodo prépatente
superior ao observado por Adamu et al. (2007), pode ser justificado pela amostra de T. vivax
utilizada (isolado Aquidauana-MS) e auséncia do vetor biolégico (mosca tse-tsé). E também ao
estudo realizado por Souza e Serra-Freire (1987), onde numa infeccdo experimental em
bovinos observaram-se periodos de incubacdo que variaram de dois a 31 dias, sendo que as
parasitemias foram bastante flutuantes, inclusive com periodos de auséncia de tripanosomas no
sangue periférico que variou entre um e 58 dias.

A deteccdo do parasita nos tecidos normalmente é realizada por PCR por ser sensivel e
especifica. Segundo Desquesnes, (1997) e Clausen et al., (1998) na fase aguda da infeccao,
tanto a PCR quanto as técnicas parasitoldgicas possuem sensibilidades semelhantes, mas na
fase cronica da doenca a PCR pode ser de trés a quatro vezes mais sensivel.

No presente trabalho a deteccdo do DNA do parasita no plasma seminal foi possivel a
partir da utilizagdo dos iniciadores correspondentes ao dominio catalitico de 177 pb do gene
Catepsina-L (BEZERRA et al., 2008). Os iniciadores baseados nas regides intergénicas dos
genes SL (spliced-leader) de 210bp (VENTURA et al., 2001) ndo permitiu a detec¢cdo do T.
vivax. Isso pode ser justificado pelo fato de protozoarios do género Trypanosoma sp. liberarem
proteases tais como a cruzipaina, catepsina L e catepsina B, relacionadas aos danos teciduais
desencadeados por estes parasitas (NIKOLSKAIA et al.,, 2006; ABDULLA et al., 2008).
Segundo NIKOLSKAIA et al., (2006) e ABDULLA et al., (2008) as catepsinas B e L
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sdo mais conservadas e relacionam-se a penetracdo do Trypanosoma brucei pela barreira
hemato-encefalica em modelos humano e murino.

Mas, com a identificagdo do DNA de T.vivax no plasma seminal de bovinos, novos
questionamentos comegam a ser feitos sobre a transmissdo da doenca via sémen. Sabendo-se
que o plasma seminal € um fluido constituido de proteinas, carboidratos, lipideos, sais minerais
e vitaminas com a funcdo de transportar e proteger os espermatozoides do momento da
ejaculacdo até o trato genital feminino, a presenca do T. vivax poderia influenciar
negativamente na reproducao.

Os prejuizos econdmicos da tripanossomiase relacionados a fertilidade dos machos
infectados, especialmente os animais geneticamente superiores e sobre a fertilidade dos
rebanhos servidos por esses machos ja estdo descritas (GOMES, 1991).

Segundo Anosa (1983), os machos acometidos pela tripanossomiase por T. vivax
apresentam varias desordens reprodutivas quer seja em infec¢des naturais ou experimentais.
Tais alteracdes sdo reportadas quase que exclusivamente em ruminantes domeésticos, e de
acordo com Sekoni et al., (1990) touros infectados com T. vivax podem apresentar
degeneracéo testicular leve, moderada ou severa.

Em alguns animais pode-se observar que a infeccdo por T. vivax pode acarretar a
destruicdo celular dentro dos tecidos intersticiais e dos tabulos seminiferos. Degeneracéo leve
a moderada no tecido epididimario com reducdo significativa de suas reservas espermaticas
entre 20 e 50%, além da degeneracdo moderada das vesiculas seminais, glandulas prostéaticas e
ampolas (SEKONI et al., 1990,).

Adamu et al. (2007), estudaram os danos progressivos em testiculos e epididimos de
zebuinos experimentalmente infectados por T. vivax. Esses oOrgdos foram estudados
anatomopatologicamente aos 14, 28 e 56 dias pos-infeccdo. Observou-se que com o decorrer
da infeccdo, ocorreu deplecdo das células espermatogénicas e destruicdo do tecido intersticial
(tubulos seminiferos hipoplasicos além do desaparecimento das células de sertoli). No
epididimo, os danos chegaram a 60% de comprometimento do parénquima, verificando-se
areas focais de necrose e ainda metaplasia escamosa do epitélio epididimario, com reserva
espermatica avaliada em 0% aos 56 dias pds-infecgdo. Os citados autores demonstraram que 0s
danos no sistema reprodutor masculino ja estdo presentes em fases precoces da doenca, aos 14
dias pos-infeccgéo.

Os métodos moleculares possuem alta sensibilidade na identificagdo de patogenos
(SAMPALIO, 2013), mas ndo sao capazes de predizer a gravidade e fase na qual se encontra a

infeccdo, bem como o prognostico e resposta ao tratamento. J& se sabe que perfis
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eletroforéticos especificos sao encontrados para determinadas infecgdes, assim como para a
fase desta infec¢do, podendo também predizer o progndstico e a resposta a terapia (PASSOS et
al., 2011; ALMEIDA et al., 2012).

A eletroforese permite a evidenciacdo de proteinas e representa uma ferramenta
importante para o estudo das interacdes ocorridas entre o parasita-hospedeiro através da
determinacédo do seu peso molecular (BRUNE et al., 1998).

No perfil eletroforético do plasma seminal dos animais infectados experimentalmente
dos momentos 15°dpi, 45°dpi e 75°dpi foram detectados maior expressdo de proteinas, que
pode estar relacionada as flutuacBes da parasitemia (elevagdo) e atividade do parasita. Bandas
de proteinas de 66-55 kDa foram observadas somente em animais infectados. Segundo Rocha
(1974) a proteina de 66 kDa trata-se da albumina seminal, cujas variagdes na concentragdo
estdo associadas em geral a alteragdes na espermiogénese e hipoplasia testicular. A albumina
absorve perdxidos de lipideos o que contribui para a preservacdo do espermatozoide.
(MOURA, 2009).

De acordo com Teixeira et al., (2012), a ceruloplasmina serica (115kDa) em bovinos
infectados por T. evansi se elevou nos momentos em que a parasitemia nao era mais detectada.
Em caprinos (PATELLI et al., 2008) ndo verificaram a presenca desta proteina, ja em ovinos
infectados (PASSOS, 2004) observou elevagbes do 5° ao 7° dpi. Assim, certifica-se que 0s
teores de ceruloplasmina em animais infectados com T. evansi variam consideravelmente com
a evolucdo da doenca, ndo fornecendo subsidios confidveis como métodos auxiliares de
diagnostico dessa tripanossomiase. No presente estudo, bandas de proteinas de 115,03 kDa
foram identificadas no 30° dpi por SDS-PAGE, sugerindo a semelhanca com a ceruloplasmina
descrita por Teixeira et al., (2012).

Teixeira et al., (2012) ainda descreveu aumentos significativos da glicoproteina acida
sérica (40kDa) na fase tardia da infeccdo. Estas sdo proteinas de fase aguda dos ruminantes
que se elevam no curso de doencas inflamatorias e metabdlicas; estando ausentes ou em niveis
muito baixos em animais sadios, sendo, portanto de valor para determinar o prognostico e
monitorar o tratamento de enfermidades (GANHEIM et al., 2007; GONZALES et al., 2007).
Passos (2004) verificou elevacdes e diminuices desta proteina em varios periodos em ovinos
infectados com T. evansi. No presente estudo, bandas de proteinas de 40, 94 a 40,68 kDa
foram observadas nos momentos 30°, 45° e 75° dpi.

No 15° 45° 60° dpi foram observadas bandas de proteinas de 58,97 a 58,39 kDa e
bandas de proteinas de 27,84 a 27,27 kDa no 15° e 30° dpi. De acordo com Sampaio (2013), o

proteinograma sérico de bovinos infectados naturalmente por T. vivax, pode apresentar
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variacdo na expressdo de imunoglobulinas de cadeia pesada (58 kDa) e cadeia leve (27 kDa)
de acordo com a fase da infeccdo e resposta imunoldgica ao parasita. E sabido que as
tripanossomiases africanas induzem pronunciadas respostas de anticorpos (LE RAY, 1975),
porém, a resposta imune do hospedeiro, na tentativa de eliminacdo do parasito, provoca danos
teciduais e por vezes pode levar a morte (NAGLE et al., 1974).

Proteinas com peso molecular de 10 kDa foram observadas no plasma seminal dos
animais ndo infectados e infectados experimentalmente, estando ausente somente no 1° dpi.
Segundo Sampaio (2013), a proteina soro amiloide A (SAA) é uma proteina de fase aguda que
possui peso molecular entre 9-14 kDa, e ndo foi detectada no proteinograma sérico de animais
naturalmente infectados por T. vivax. Desta forma, torna-se necessario um estudo mais
detalhado deste proteinograma seminal para o isolamento das proteinas relacionadas ao T.
vivax, devido a escassez de informacdes relacionadas a sua presencga no plasma seminal.

Na fase cronica da infeccdo (30°dpi ao 90° dpi) foram detectados no plasma seminal
dos animais infectados antigenos proteicos de 55,78 a 16,79 kDa pelo soro hiperimune.
Segundo Yadav et al., (2013) em trabalho conduzido para identificacdo de antigenos
imunodominantes para T.evansi em equinos, foram identificados antigenos proteicos de 62 a
66 kDa, 52 a 55 kDa e 41 a 43 kDa através do imunoblot. Dentre esses polipeptideos os de 41-
43 kDa foram reconhecidos como cisteina proteases, ativadas apenas em pH &cido. Proteinas
semelhantes foram reconhecidas nos dias 60° dpi (43 kDa) e 90° dpi (42,03kDa) no plasma
seminal dos bovinos infectados experimentalmente.

No dia 75°dpi, foi identificado um antigeno proteico de 66,95 kDa. Yadav et al.,
(2013) também purificou antigenos isolados do primeiro pico de parasitemia dos equinos de
62kDa a 66 kDa, e o desempenho deste semi antigeno purificado em ELISA e Western blot foi
consistente e igualmente sensivel e especifico como o antigeno em lisado de células inteiras na
deteccdo de infec¢do crénica em equinos.

Bolivar et al., (2007), realizou o fracionamento da por¢do citoplasmatica de formas
sanguinicolas de T. evansi e T. vivax 0 que permitiu a deteccdo de dois polipeptideos de 29
kDa e 64 kDa, quando foi revelado com soro equino anti T. evansi e proteinas antigénicas de
34 kDa e 70 kDa, incubados com soro bovino anti- T. vivax , indicando a semelhanca
antigénica entre as duas especies de Trypanosoma spp. O fato de que ele pode distinguir entre
infecgcdes naturais contra T. evansi e infecgdes naturais contra T. vivax, permite considerar
estas proteinas como um marcador bioquimico candidato para identificar e diferenciar as duas
infeccBes parasitarias em areas onde os dois sdo endémicos a tripanossomiase. Antigenos

protéicos de 55,44 a 24,45 kDa foram reconhecidos no 75° e 90° dpi. Tal fato nos permite
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inferir que a deteccdo de antigenos proteicos do parasita no plasma seminal deve ser analisada

como uma possivel ferramenta diagnostica nas infeccdes por Trypanosoma vivax.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:

- T. vivax estd presente no plasma seminal de animais infectados durante todo o periodo
experimental, com inicio no 15° dpi.

- T. vivax aumenta a expressdo de proteinas no plasma seminal

- A expressao de antigenos proteicos de T. vivax aumenta com a cronicidade da infec¢éo.

- Antigenos protéicos de 13,47 a 11,87kDa aparecem somente na fase da aguda da infeccdo. -
Antigenos protéicos de 116,87 a 125,55 kDa, 55,78 a 16,79 kDa e 11,51 a 8,95 kDa

aparecem somente na fase cronica da infec¢éo.
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ANEXO I- CERTIFICADO DO COMITE DE ETICA

UNIUBE

Ese« repemmitine o COMItE de Etica em Experimentag¢do Animal

Oficio CEEA-022/2013 Uberaba, 06 de junho de 2013

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n® 001/2013 relativo ao projeto intitulado “Caracterizagcdo do
perfil sorolégico e imunofenotipico de linfécitos periféricos de bovinos infectados
experimentalmente por Trypanosoma vivax” que tem como responsavel Profa. Joely
Ferreira Figueiredo Bittar, estd de acordo com os Principios Eticos da Experimentagao
Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA/UNIUBE) regido pela

lei n® 11.794/08.

CERTIFICATE

We hereby certify that the protocol n® 006/2013 related to the project entitled “"Serological
and immunological profile of peripheral lymphocyte bovine experimentally infected
with trypanosome vivax”, under the supervision of Profa. Joely Ferreira Figueiredo
Bittar, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the
Ethics Committee in Animal Experimentation (CEEA/UNIUBE) according to the law n°

11.794/08.

Atenciosamente,

/ %ﬂmlo;

~Coordenador do CEEA-UNIUBE

Campus Aeroporto- Av. Nené Sabino, 1801, Bloco R ~ B. Universitario — 38055-500 ~ Uberaba, MG — Fone: (34) 33198959 - Fax: (34) 3314-8910
ceea@uniube br
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ANEXO I1- SOLUCOES PARA PCR

» Parao prepado do TBE ( Tris/Borato/EDTA) 5x

549 de Tris base

279 de acido borico

20mL de 0,5M de EDTA pH 8,0
Agua destilada

» Para o preparo do gel de agarose 1,5%

200 mL de H20 destilada
50mL de TBE a 5X (obtenho assim TBE 1x)
3,75 gramas de agarose,

Preparo realizado no microondas, com intervalos de 30 segundos para homogeneizacao,
nédo permitindo a ebulicdo da mistura.
» Coloracdo com Brometo de Etidio

100 ml de agua destilada
5ul de Brometo de Etidio
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ANEXO I11-SOLUCOES PARA ELETROFORESE SDS-PAGE

Acrilamida-bisacrilamida

Acrilamida 30% (p/v) 29,2 ¢
Bisacrilamida 08¢
H>O bidestilada qsp 100 mL

* Dissolver com auxilio de agitador magnético por cerca de 20 minutos
*  Filtrar com seringa e filtro de 0,22 pm
* Armazenar em frasco escuro a 4°C

Tampéo Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 (concentragao)

Tris 6,09
H20 bidestilada gsp 100 mL
HCI6 N

* Dissolver o Tris (usar banho maria a 56°C, se necessario)

* Ajustar o pH para 6,8 e completar o volume

* Armazenar em frasco escuro a 4°C

» Acertar o pH para 6,8 com HCI 5N (HCI concentrado).

Tampéo Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 (resolugéo)

Tris 18,15¢
H.0 bidestilada gsp 100 mL
HCI6 N

* Dissolver o Tris
* Ajustar o pH para 8,8 e completar o volume

* Armazenar em frasco escuro a 4°C « Acertar o pH para 8,8 com HCI 5N.

Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10%

SDS 10¢
H.O bidestiladagsp 100 mL

* Dissolver em banho maria a 56°C (néo agitar)
* Armazenar a temperatura ambiente

Persulfato de amonio (PA) 10%

Persulfato de amodnio 059
H>0O bidestilada qsp 5mL

* Aliquotar e armazenar a -20°C

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine)

*  Pronto para uso. Manter a 4°C.
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Tampao de corrida pH 8,3 (estoque 10X)
Tris 309

Glicina 144 g

H>O bidestiladagsp 1L

* Dissolver os sais em + 900 mL de agua
*  Ajustar o pH em 8,3-8,35 e completar o volume para 1 L

Tampao de corrida para uso

* 50 mL do tampéo 10X

* 5mL de SDS 10%

* Completar o volume com H-O bidestilada gsp 500 mL
* Desprezar apds 0 uso

Tampéao de amostra [12X vol (mL)
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 0,0625 M 1,25
Glicerol 25 % 2,5

SDS 10% 2% 2

Azul de Bromofenol 1% 0,01 % 0,1
2-mercaptoetanol 5% 0,5

H.0 bidestilada gsp 3,65

V final 10

« Aliquotar e armazenar a -20°C

GEL

[ ] estoque [ final
Gel de empilhamento Tris-HCI 0,5M pH 6,8 125 mM
Gel de corrida Tris-HCI 1,5M pH 8,8 375 mM
SDS 10% 0,1%
Reagentes / % 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12125 13 14 15
Acrilamida/bis 30%
(mL) 11317 22327 33,33,7 44,17 4,34,7 5
Tris-HCI (mL) 25252525252525252525 25252525
SDS 10% (mL) 0101010,10,10,101010,10,1 0,101010,1
H,O bidestildada (mL) 6,46,15754514744413,73,43,233,12,72,4
V final 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Para polimerizacdo adicionar
e 50 uL de PA 10%

* 10 pL de TEMED

63



ANEXO IV- COLORACAO PELO AZUL DE COMASSIE
Azul de Coomassie (coloracgao do gel)

Solucéo corante

Comassie Brillant Blue R-250 0,625¢
Metanol 50 mL
Acido acético glacial 17,5 mL
HO bidestilada gsp 250 mL

*Solucdo reutilizavel. Armazenar em frasco escuro a temperatura ambiente Solucdo
descorante

Metanol 5% 25 mL
Acido acético glacial  7,5% 37,5mL
HO bidestilada qsp 500 mL
Coloracéo:

» Colocar o gel na solucdo corante por 10 minutos, sob agitacao lenta.
» Retirar o corante e colocar a solugdo descorante (trocar a solugdo até evidenciar as bandas)
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ANEXO V- SOLUCOES PARA WESTERN BLOTTING

« Tampao fosfato salino (PBS)

[110X P/1L
NaCl 140 mM 81,89
KCI 2,7mM 29
NazHPO4 10 mM 14,3 g
KH2PO4 1,8 mM 2,49
H20 gsp 1000 mL

Pesar todos os sais e colocar em um béquer acrescentando 500 ml de agua destilada. Utilizar o
agitador magnético para dissolver os sais. Completar o volume para 1 litro de dgua destilada
em baldo volumétrico. Acertar o pH para 7,2. Colocar em vidro transparente, coberto com

papel aluminio, com identificacdo e conservar em temperatura de 2 a 8°C.

« PBS-TWEEN 20/0,5%

100 mL do PBS 10X
0,5 mL de TWEEN 20
899,5 mL de &gua destilada

« SOLUCAO DE BLOQUEIO
100 mL do PBS-TWEEN 20/0,5%

5 g de leite desnatado (Molico®)

« REACAO IMUNOLOGICA

500 mL do PBS-TWEEN 20/0,5%
2,5 g de leite desnatado (molico)



ANEXO VI - BANDAS DE PROTEINAS OBSERVADAS NO PLASMA SEMINAL DOS BOVINOS PELA ELETROFORESE

66

Proteinas (kDa) Plasma

Proteinas (kDa) Plasma seminal animal positivo

seminal Animal negativo D1 D15 D30 D45 D60 D75 D90
130,65 131,90 131,90 167,35 186,68 147,48 161,48 153,17
114,45 128,68 128,68 157,37 147,48 143,67 149,18 149,18
108,93 116,58 122,48 139,16 139,95 136,34 145,30 145,30
103,68 113,74 116,58 134,94 136,34 129,38 134,24 141,51
98,68 110,96 110,96 130,86 129,38 126,03 127,34 127,34
93,93 108,58 108,26 126,90 116,51 122,78 120,79 124,02
89,40 100,53 105,62 115,71 104,92 119,60 114,58 120,79
85,09 99,05 103,04 112,21 97,00 116,51 111,60 111,60
80,99 98,07 100,53 108,81 94,49 110,57 108,69 108,69
80,99 95,68 95,68 102,32 92,05 104,92 95,25 100,42
73,37 91,07 93,35 96,22 89,67 102,21 92,77 97,80
69,84 90,36 91,07 90,48 85,09 99,57 88,00 95,25
42,61 86,68 88,85 87,74 80,75 97,00 85,71 92,77
40,56 84,99 84,57 85,08 76,63 94,49 83,48 90,36
34,97 82,51 82,51 82,51 72,72 89,67 81,30 88,00
33,29 80,49 80,49 80,01 69,01 87,35 73,16 83,48
30,16 76,62 78,53 62,56 65,48 82,89 67,59 81,30
24,75 74,75 74,75 57,05 58,97 76,63 65,83 77,12
23,56 72,92 72,92 53,64 53,11 74,65 60,82 67,59
20,31 66,52 69,41 52,02 51,73 72,72 44,31 65,83
16,67 60,68 59,85 44,61 45,38 70,84 43,16 54,73
12,39 53,69 58,39 40,68 43,07 62,14 42,03 49,24
10,17 49,12 54,22 39,44 40,87 58,97 40,94 46,71
46,76 51,61 35,97 39,81 49,09 38,83 42,03

41,32 49,12 34,88 38,78 46,59 34,94 39,87

39,53 47,92 31,80 34,93 43,07 34,03 35,88

39,33 45,61 27,27 34,02 38,78 33,15 34,94

Proteinas (kDa) Plasma seminal Proteinas (kDa) Plasma seminal animal positivo
Animal negativo D1 D15 D30 ‘ D45 D60 D75 D90
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34,97 44,50 24,12 33,14 37,78 30,62 30,62
34,76 42,36 21,99 31.45 35.85 29,82 29,82
26,50 41,32 20,05 30.64 34,02 28,29 24,79
25,85 39,33 17,73 28,33 30,64 25,46 22,31
25,75 37.44 17.19 25,51 26,88 24,79 21,16
22,29 36,52 15.20 24,21 26,18 22,91 20,08
20,70 35,63 14,74 23.58 25,51 22,31 18,06
18,96 34,76 12,64 22,97 24,85 21,16 17,14
17.85 33.09 11.89 22,38 18,15 19.04 16.69
16.57 31.49 11,18 20.69 17.22 18.06 13,16
15,01 29,98 10,84 18,63 16,78 17,59 12,48
14,84 27.84 10,51 18,15 16.34 17.14 11,53
14,29 25,85 9,89 17,22 13.60 15,42 11,23
13,94 25,85 9.30 16.34 12,91 13,87 10,94
13.60 24,00 8.74 15,92 12,25 13,51 10.66
13,54 21,75 8,22 12,91 11,03 13.16
12.95 18.29 7.73 12,58 10.47 12,82
12,32 17,41 12,25 11,84
11,98 14,29 11.63 11,53
11,73 13.60 10,75 11,23
11.44 13,27 10.47 10,94

12,32 10.47

12,02 9,94

11.44

11,16

10.89

9.39

9.16
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ANEXO VII - ANTIGENOS PROTEICOS IDENTIFICADOS NO PLASMA SEMINAL DOS ANIMAIS INFECTADOS E NAO
INFECTADOS PELO SORO HIPERIMUNE E SORO NEGATIVO.

Peso molecular Plasma seminal animal Plasma seminal animal positivo
negativo
Soro Neg Soro Pos D1 D15 D30 D45 D60 D75 D90
Soro Soro | Soro | Soro | Soro | Soro | Soro | Soro | Soro | Soro | Soro | Soro | Soro | Soro
Neg Pos | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Pos

131,82

130.80 I

125,55

124,12

117,90

116,87

115,70 I

115,03

113,16 1 |

113,11

112,24

110,71

110,05

108,71

108,12

107,59

107,52

106,76

103,97

103,62

I
107,55 I
]

102,26

101,51

100,63
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Peso molecular

Plasma seminal animal
negativo

Plasma seminal animal positivo

Soro Neg

Soro Pos

D1

D15

D30

D45

D60

D75

D90

Soro
Neg

Soro
Pos

Soro
Neg

Soro
Pos

Soro | Soro
Neg | Pos

Soro | Soro
Neg | Pos

Soro | Soro
Neg | Pos

Soro | Soro
Neg | Pos

Soro
Neg

Soro
Pos

97,57

97,24

95,30

94,13

92,46

91,89

91,68

89,47

88,04

87,92

87,40

86,51

86,09

84,71

84,00

83,60

83,25

82,35

81,46

80,85

79,67

79,49

79,09

79,08

78,86

77,03

76,70

75,92

75,40

75,59
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Peso molecular

Plasma seminal animal
negativo

Plasma seminal animal positivo

Soro Neg

Soro Pos

D1

D15

D30

D45

D60

D75

D90

Soro
Neg

Soro
Pos

Soro
Neg

Soro
Pos

Soro | Soro
Neg | Pos

Soro | Soro
Neg | Pos

Soro | Soro
Neg | Pos

Soro | Soro
Neg | Pos

Soro
Neg

Soro
Pos

75,15

72,22

71,87

71,40

71,29

70,26

67,84

67,39

66,95

65,26

64,74

64,45

63,92

63,04

62,02

61,79

61,59

61,27

61,24

60,49

60,30

59,04

58,96

58,76

57,52

56,78

55,87

55,44

47,40

43,11
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Peso molecular

Plasma seminal animal
negativo

Plasma seminal animal positivo

Soro Neg

Soro Pos

D1

D15

D30

D45

D60

D75

D90

Soro
Neg

Soro
Pos

Soro | Soro

Neg

Pos

Soro | Soro
Neg | Pos

Soro | Soro

Neg

Pos

Soro | Soro
Neg | Pos

Soro | Soro

Neg

Pos

Soro | Soro
Neg | Pos

42,03

35,70

35,09

33,04

31,11

29,56

27,76

24,45

23,71

23,03

22,99

21,68

20,10

19,22

19,04

18,10

17,88

17,04

16,79

13,55

13,47

13,05

12,68

12,65

12,62

12,26

11,87

11,86

11,51

10,81
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Peso molecular

Plasma seminal animal

Plasma seminal animal positivo

negativo
Soro Neg Soro Pos D1 D15 D30 D45 D60 D75 D90
Soro Soro | Soro | Soro | Soro | Soro | Soro | Soro | Soro | Soro | Soro | Soro | Soro | Soro
Neg Pos | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Pos
10,53
10,15
9,92

9,53




