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Perfil eletroforético das proteinas de fase aguda em

caprinos experimentalmente infectados com

Trypanosoma evansi

1 - Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,

Jaboticabal-SP

Resumo

Considerado como um dos principais agentes das tripanossomiases,
Trypanosoma evansi causa uma doenga genericamente conhecida como
“surra” e de ampla distribuicdo geografica. Esse trabalho teve como
objetivo principal estudar o perfil eletroforético das proteinas de fase
aguda de caprinos experimentalmente infectados com este
hematozoario. Para tal, foram utilizadas dez fémeas caprinas, com
varios graus de mesticagem, com idade aproximada de 4 meses,
clinicamente sadias e sorologicamente negativas para a presenca de
anticorpos anti-T. evansi (Reacio de Imunofluorescéncia Indireta —
RIFI). Os animais foram divididos em dois grupos: grupo 1 (G1):
seis animais inoculados via intravenosa com 2,38 x 10° tripomastigotas
de T. evansi e grupo 2 (G2): quatro animais utilizados como
testemunhos. O sangue para a obten¢ao do soro foi obtido
diariamente até o 14° dia ap6s a inoculagdo (DAI), semanalmente até
0 98° DAI e quinzenalmente até o 364° DAI O fracionamento das
proteinas foi obtido por em gel de poliacrilamida contendo duodecil
sulfato de sédio (SDS- PAGE). Vinte e uma protefnas foram
encontradas nos soros caprinos. Destas, oito foram nominalmente
identificadas; fosforilase, transferrina, albumina, antitripsina,
glicoproteina acida, haptoglobina, hemoglobina e imunoglobulina
de cadeia leve.

Palavras-chaves:
Eletroforese.
Proteinas. Cabras.
T. evansi.

Introducéao

Dentre as principais tripanossomiases,
a “surra”, como ¢é conhecida genericamente
tem como agente causador o Tripanossoma.
evansi. Bste protozoatio, pertencente ao género
Trypanosoma, subgénero Trypanozoon, afeta
grande nimero de animais." Apesar da
distribuicio cosmopolita, as tripanossomiases
animais apresentam maior ocorréncia nos
paises tropicais e sub-tropicais principalmente
na Africa, Asia e Américas.?

Os principais hospedeiros acometidos
variam geograficamente, entretanto, os bufalos,
bovinos, camelos e eqiifdeos sao particularmente
sensfveis.”

O perfodo pré-patente tem duragao de
aproximadamente duas semanas. Em captinos,

Ngeranwa et al.* observaram petiodo pré-
patente que variou de 2 a 4 dias e Sharma
etal.” em condi¢bes expetimentais, detectaram
patasitemias nos caprinos cerca de sete dias
apo6s a inoculagio.

O diagnéstico dessa enfermidade torna-
se relativamente simples em animais com
infec¢oes agudas, quando os parasitas estio
presentes em grande numero no sangue
periférico. A deteccdo direta do parasita é
comumente realizada por técnicas como o
exame da gota espessa, o método de
concentracdo (centrifugacio) de Strout e
contagem de parasitas em esfregacos
sangliineos.® Em adi¢io aos métodos de
diagnéstico, o proteinograma, pode auxiliar no
diagnéstico das tripanossomiases.”

As protefnas de fase aguda sao grupos
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de glicoproteinas produzidos principalmente
pelo figado, sendo suas produgdes
estimuladas por citocinas especificas,
liberadas por leucdcitos e macréfagos, com
rapidas elevagdes de sua concentra¢do no
plasma durante condi¢des inflamatorias.®
Essas proteinas podem ser classificadas em
positivas, representadas pela ceruloplasmina,
fibrinogénio, proteina C-reativa, antitripsina
e haptoglobina e em negativas, como a pré-
albumina, a albumina e a transferrina.’

Na clinica, os métodos de detecciao
de proteinas de fase aguda tém auxiliado o
diagnéstico de processos inflamatérios.
Alguns trabalhos comparativos sugerem que
as proteinas de fase aguda sdo mais sensfveis
para deteccdo da inflamacio do que a analise
hematolégica.'” Em ovinos, Skinner e
Roberts" demonstraram que a haptoglobina
foi melhor indicador de infeccio bacteriana
do que os exames hematologicos.

Alteracdes em diferentes fracdoes
protéicas do soro foram observadas em
camelos', bezerros '’ e em equinos'
infectados com T. evansi. Em um cao
infectado com este hematozoario, Sandoval
et al.'® encontraram variacoes nos teotes
séricos das proteinas totais e na albumina e
oscilacbes nos teores séricos da transferrina,
haptoglobina e albumina foram obtidos por
Passos'® em ovinos experimentalmente
infectados. Em ratos Wistar experimentalmente
infectados com T. evansi, Teixeira® identificou
nominalmente 12 proteinas de fase aguda, com
variados graus de oscila¢des durante o
periodo observado.

O presente trabalho é plenamente
justificavel devido a relevancia da
tripanossomiase, especialmente nos paises
tropicais, aliado a escassez de literatura na
espécie caprina. Sendo assim, o objetivo
deste estudo foi avaliar o proteinograma de
caprinos infectados experimentalmente
com T. evansi.

Material e Método
Para este experimento foram

utilizadas dez fémeas caprinas, com varios
graus de mesticagem, com aproximadamente

Braz. ). vet. Res. anim. Sci., Sao Paulo, v. 45, suplemento, p.481-487,2008

4 meses de idade e clinicamente sadias. Os
animais foram mantidos em baias
devidamente teladas, junto ao setor de
grandes animais do Laboratérios de
Pesquisas do Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinaria da FCAV/Unesp.
Durante toda fase experimental os animais
receberam agua, sal mineralizado, silagem de
milho (Zea mays) e feno de coast cross (Cynodon
dactlon 1.) “ad libitunr”, e ainda foram
suplementados com ragdo composta por
milho (70%) e soja (30%) na proporgio de
500g animal dia. Antes do inicio do
experimento, os animais foram
desverminados e submetidos a exames
clinicos e laboratoriais.

Os animais foram distribuidos em
dois grupos: grupo inoculado (G1)
composto pelos animais 02, 06, 07, 08, 09 e
10 e grupo testemunho (G2) composto
pelos animais 01, 03, 04 ¢ 05.

A cepade T. evansi utilizada foi isolada
pot Moreira e Machado'” de um cido
naturalmente infectado. Tripomastigotas
sangiifcolas deste parasita foram colhidos em
solucido de Alsever, adicionada de Dimetil
sulfoxido (DMSO) a 10% e criopreservada
em nitrogénio a -196°C.

Os caprinos do grupo G1 foram
inoculados via intravenosa com 1 mL do
in6culo padronizado, de maneira que cada
animal recebeu cerca de 2,38 x 10°
tripomastigotas de T. evansi. Durante o
experimento foi realizada prova biologica
em ratos no 10°, 40°, 70°, 100°, 130°, 160°,
190°, 220°, 250°, 280°, 310°, 340°, 365° dias
ap6s a inoculagao (DAI) e parasitemia por
exame da gota espessa e método de
concentracao de Strout para a confirmagio
da presenca do agente nos animais
inoculados.

Aliquotas de sangue para obtencio de
soro foram colhidas, por punc¢io da veia
jugular externa, imediatamente antes das
inoculac¢des, diariamente até 14° DAI,
semanalmente até 98° DAI e quinzenalmente
até 364° DAL

A concentragdo plasmatica de
protefna total foi determinada pelo método
de Biureto. Para o fracionamento das



proteinas utilizou-se eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE), conforme técnica
descrita por Laemmli'®. Apds o
fracionamento o gel foi corado durante 10
min. em solu¢do de azul de coomassie e,
em seguida, colocado em solucdo de acido
acético a 7% para retirar o excesso de
corante, até que as fracOes protéicas se
apresentassem nitidas. As concentragdes
dessas proteinas foram determinadas em
densitometro computadorizado (Shimadzu
CS 9301, Tokio, Japan). Como referéncia
utilizou-se uma solu¢ao marcadora (Sigma,
Saint Louis, USA) com pesos moleculares
36.000, 45.000, 66.000, 97.400, 116.000 e
205.000 daltons (D), além de proteinas
purificadas haptoglobina, al-antitripsina.

Para a andlise estatistica empregou-se
o delineamento inteiramente casualizado e
as andlises foram realizadas dentro de cada
dia de observacio, utilizando-se o teste de t
para compara¢Oes multiplas.

Resultados e Discussao

A primeira deteccio do tripomastigota
sangticola nas cabras infectadas ocorreu no
21° DAI, observado em exame de gota
espessa. Posteriormente, os animais foram
apresentando-se positivos, sendo o dltimo
no 35° DAL A partir do 95° DAI, a
parasitemia tornou-se negativa em diferentes
momentos. Entretanto, a presen¢a do
parasita foi evidenciada no decorrer de todo
o experimento através da prova bioldgica.
Cabe ressaltar que nenhuma cabra inoculada
apresentou hipertermia durante o perfiodo
de avaliacio.

O método de fracionamento de
proteinas por cletroforese permitiu
identificar 21 proteinas com pesos
moleculares que variaram entre 16 ¢ 165 kDa.
Destas, 6 foram identificadas nominalmente
(Tabela 1), sendo a transferrina, a albumina,
a antitripsina, a haptoglobina, a glicoproteina
acida e a IgG de cadeia leve. As demais
foram obtidas através de seus pesos
moleculares. Considerando que o objeto de
estudo deste trabalho foi avaliar o
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comportamento das proteinas de fase aguda,
serdo entdo discutidas as proteinas
nominalmente identificadas neste
experimento.

De acordo com a tabela 1, os teotes
séricos da transferrina no 14°, 42°, 70°, 98°,
210°, 266° e 364° DAI (dias apds a
inocula¢io) apresentaram-se estatisticamente
diferentes, sendo superiores nos animais
inoculados (G1). Embora o tempo de meia-
vida desta proteina seja de oito a dez dias ",
no presente trabalho esses valores
permaneceram elevados nos animais
inoculados até o final do perfodo observado.
Elevacoes nos teores séricos da albumina
também foram observadas no 98° DAI nos
animais do G1. Passos'® trabalhou com
ovinos experimentalmente infectados com
T. evansi ¢ encontrou elevacdes no tracado
da albumina durante os 240 dias de
observacdo. Em ratos inoculados com a
mesma cepa deste hematozoario, Teixeira®
observou aumento significativo da
transferrina no 10° DAI e reducdes
significativas nos teores séricos da albumina
no 15° e 60° DAL Entretanto, reducao dos
teores séricos da albumina em infec¢des com
T evansi foram observados em bezerros por
Verman e Gautam" , em eqiinos por Brem,
Monzon e Mancebo', em hamsters por
Monzé6n e Villavicencio® e em cies por
Sandoval et al..

Embora a albumina ¢ a transferrina
sejam consideradas de fase aguda negativa,
tendendo a decrescer seus valores frente a
condi¢oes inflamatorias®, ressalta-se que no
presente experimento a presenca do parasita
foi confirmada durante todo periodo
avaliado, tornando-se um fator causador de
reacdo imunoldgica pelo organismo animal
e, portanto, podendo ser a possivel causa da
elevacao dos teores das mesmas.

Segundo Godson et al. *! as proteinas
de fase aguda positiva se elevam
imediatamente apds a instalacio de um
processo inflamatério ou endotoxémico. No
presente estudo, observou-se que os valores
séricos da antitripsina, haptoglobina,
glicoproteina 4cida e da IgG de cadeia leve
nao demonstraram alteragdes significativas.
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Tabela 1 - Médias (M), desvio-padrao (DP) e significancia do teste t das concentragdes séricas das fracdes protéicas
identificadas nominalmente presentes no tracado eletroforético em gel de acrilamida (SDS-PAGE), de
caprinos inoculados com T. evansi (G1) e nos do grupo testemunho (G2). Jaboticabal, 2006

Proteina Dias apos a Inoculagio com T. evansi
G
PM (KD) 0 7 14 28 42 70 98 154 210 266 322 364
Gl M 0.91 0.86 0.89 0.89 0.93 0.90 0.91 0.91 0.92 0.95 0.93 0.94
Proteina total DP 004 002 004 003 002 003 003 003 003 003 003 004
@ M 0.91 0.87 0.87 0.87 0.88 0.86 0.87 0.87 0.88 0.92 0.93 0.90
(g/dL) DP 0,04 0,03 0,06 0,04 0,04 0,03 0.01 0,02 0.03 0,02 0,01 0,03

Teste T 0,3675% 0,3899= 0,5115% 0,5134=

0,0330%= 0,0673= 0,0379" 0,0640% 0,1014= 0,1031= 09178 0,5473=

M 2,63 2,65 27 2,67
DP 0,05 0,04 0,03 0,04
M 2,62 2,62 2,62 2,63
DP 0.03 0.03 0.07 0.16

Teste T g6807= 0,1831% 0,0182° 0,4037%

Gl

Transferrina

75 G2

2.7 2,75 2.80 2,61 2,70 3.7 2,70 2,74
0,13 0,06 0,04 0,09 0,04 0,03 0,06 0,02
254 2.64 2,66 2.56 2,62 2,63 2.69 2,59
0.05 0.06 0.03 0.07 0.06 0.03 0.04 0,04

0,0338"  0,0250° 0,0003** 03765 0.,0281° 0.,0003*" 0,6673 0,0001*"

M 359 35 353 353
Albumina ' bp 004 002 004 003
M 357 353 349 354
DP 002 004 010 003

Teste T 04501 0,0881% 0,3882% 0,6065%

66 G2

3.55 3.57 3.59 3.61 3.61 371 3.63 3.69
0.05 0.02 0.02 0.04 0.03 0.03 0.06 0.03
3.54 3.54 3.55 3.61 3.58 3.68 3.65 3.66
0,05 0,04 0,01 0,05 0,02 0,01 0,02 0,01
0,6381% 0,1160% 0,0360" 0,8318% 0,0644% 0,0003= 04271* 0,0768*

M 311 307 314 314
1 Dp 006 006 011 007
e M 315 312 315 315
60 DP 007 007 011 010
Teste T 03774= 020205 0,9174% 0,9197%

Antitripsina

319 315 313 296 302 301 306 299
011 008 009 012 014 007 009 008
315 311 311 29 305 300 299 3,01
007 008 003 013 011 007 008 009
046875 04184% 0,6535% 0,6376% 0,7103% 0,8002% 0,1647% 0,7030%

a M 084 069 092 084

DP 016 035 018 007

o M 087 075 062 042

44 DP 007 013 042 049
Teste T 07883+ 0,7236% 0,1536% 0,0720%

Haptoglobina

067 053 054 058 035 000 022 014
039 042 042 045 063 000 053 032
058 056 005 046 000 000 000 0,00
041 043 011 053 000 000 000 000
0.7225% 0,8053% 0,0577% 0,7187% 0,3121%  0,0000 0,468 04071

] a M 150 129 074 0,69

Glicoproteina DP 039 036 068 067
acida

o M 134 080 100 055

38 DP 015 054 006 069

Teste T 04541 0,1235% 0,4630% 0,7600%

071 013 037 053 122 079 110 0,69
062 033 063 042 036 040 058 067
056 000 000 038 107 075 125 088
047 000 000 044 038 050 007 014
0,6085% 04468 02778 0,5003= 0,5657% 0,8801% 0,6260= 0,5005%

M 245 244 248 246

DP 006 004 010 004

o M2 1w 247 251

26 DP 010 022 006 006
Teste T 0,1008% 0,2341% 0,8488% 0,1210%

Gl
IgG cadeia leve

247 2,50 243 2,55 241 237 2,17 236
0,04 0,09 0,07 0,06 0,06 0,06 0,10 0,07
2,49 2,46 2,39 2,56 2,36 2,36 2,36 2,29
0,09 0.71 0,05 0,07 0,08 0,08 0.34 0.12

0,6379% 0,5075% 0,3071% 0,7749% 0,3073% 0,8355% 0,2338% 0,3318%

Dados transformados para log (x+1); G — grupo; PM — peso molecular

Estes resultados diferirtam de Teixeira® que
observou em ratos inoculados com T. evansi,
reducio da antitripsina no 5° DAI e aumento
no 45° DAI, bem como da glicoproteina
acida e da haptoglobina. Entretanto, ¢é
importante aventar que no presente
experimento, embora nao tenha apresentado
variacoes significativas, a glicoproteina acida
oscilou de sobremaneira, apresentando
valores que variaram de 0,13 a 1,50 mg/
dL, sofrendo redugdes e elevacbes que
podem ter relacio com a permanéncia do
tripanossoma.

Merece destaque a observacao de que
no presente trabalho, as proteinas de fase
aguda identificadas permaneceram presentes

Braz. ). vet. Res. anim. Sci., Sao Paulo, v. 45, suplemento, p. 481-487,2008

a0 longo do experimento, alertando para a
importancia de que mesmo que nao tenham
apresentado diferencas significativas, ainda
assim, apresentaram variagdes em seus
valores, fato que ressalta a necessidade de
novos estudos.

Os teores séricos da proteina total
neste trabalho nio apresentaram variagdes
significativas, exceto no 98° DAL no qual
foram mais elevadas nos animais inoculados.
Em bovinos infectados com T. evansi,
Verman e Gautam®* também nio
observaram diferencas significativas na
proteina total em 40 dias de observacao.
Resultado semelhante foi obtido por
Marques® em eqiiinos infectados com este



hematozoario.

No presente trabalho, ressalta-se que
os animais inoculados nio apresentaram
sintomas clinicos desta tripanossomiase,
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embora todas as provas bioldgicas e
parasitémicas tenham sido positivas, fato que
sustenta a possibilidade desta espécie
comportar-se como reservatorio da doenga.

Electrophoresis profile of the acute phase proteins of goats experimentally

infected with Trypanosoma evansi.
Abstract

Considered as one of the main agents of the tripanossomiases,
Trypanosoma evansi causes a disease generically know as “surra”, with
wide geographic occurence. This work has the aim to study the
electrophoretic profile of the acute phase proteins of goats,
experimentally infected with T. ezansi. Ten crossbread female goats,
around 4 months of age, clinically healthy and serum negative for the
presence of antibodies anti-T. ezansi (IFAT) were used. The animals
were divided in two groups: six were inoculated (G1) intravenously
with 2,38 x 10° tripomastigotes of T. evansi and four were kept as non-
infected controls. The blood for serum was collected daily until the 14
days after inoculation (DAT), weekly up to the 98 DAT and every two
weeks up to the 364™ DAL The serum proteins wete separacted by
sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophotesis (SDS-
PAGE). Twenty-one proteins were found in the serum of the goats,
eight were nominally identified; phosphorylase, transferrin, albumin,
antitrypsin, acid glicoprotein, haptoglobin, hemoglobin, and light

Key words:
Electrophoresis.
Proteins.
Goats.

T. evansi.

chain immunoglobulin.
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