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RESUMO

Trypanosoma evansi é patogênico para diversas espécies de animais em áreas tropicais e subtropicais. No Brasil a doença é endêmica no Pantanal mato-grossense.  Este estudo objetivou analisar o perfil eletroforético das proteínas séricas de bovinos experimentalmente infectados. Foram utilizados oito bovinos, mestiços, com idade aproximada de oito meses, clinicamente sadios e sorologicamente negativos (RIFI) para a presença de anticorpos anti-T. evansi. Os animais foram divididos em dois grupos, G1: cinco bovinos inoculados via intravenosa com cerca de 22 x 106 tripomastigotas de T. evansi, e G2: três bovinos mantidos como controles. Sangue para obtenção do soro foi colhido diariamente até o 15º dia após a inoculação (DAI), e posteriormente a intervalos semanais até o 204º DAI, a cada 14 dias até o 372º DAI e a cada 30 dias até o 522º DAI. Para o fracionamento das proteínas foi utilizada a eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE). Através da prova biológica, detectou-se T. evansi nos bovinos 01, 06 e 08 no 15º DAI, 06 e 07 no 30º DAI, 01 e 06 no 45º DAI, 06 no 60º DAI e 01 no 75º DAI. Vinte e seis proteínas com pesos moleculares variando de 20 kDa a 245 kDa foram encontradas nos bovinos. Destas, oito foram identificadas nominalmente, sendo imunoglobulina A (IgA), ceruloplasmina, transferrina, albumina, imunoglobulinas G (IgG) de cadeia pesada, de cadeia leve, haptoglobina e glicoproteína ácida.
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ABSTRACT


Trypanosoma evansi is pathogenic to several animal species in tropical and subtropical areas. In Brazil the disease is endemic in the Pantanal mato-grossense. This study aimed to analyze the electrophoretic profile of serum proteins in experimentally infected cattle. Eight animals crossbred, aged approximately eight months, clinically healthy and serologically negative (IFAT) for the presence of anti-T. evansi, were used. The animals were divided into two groups, G1: five animals inoculated intravenously with approximately 22 x 106 trypomastigotes of T. evansi, and G2: three animals kept as controls. To obtain serum, blood was collected daily until the 15th day after inoculation (DAI), and subsequently at weekly intervals until the 204th DAI, every 14 days until the 372nd DAI and every 30 days until the 522nd DAI. Electrophoresis in polyacrylamide gel containing sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) was used for the purification of proteins. Through the biological test, was detected T. evansi in animals 01, 06 and 08 at 15th DAI, 06 and 07 at 30th DAI, 01 and 06 at 45th DAI, 06 at 60th DAI and 01 at 75th DAI. Twenty-six proteins with molecular weights ranging from 20 kDa to 245 kDa were found in cattle. Eight of them were nominally identified as immunoglobulin A (IgA), ceruloplasmin, transferrin, albumin, immunoglobulin G (IgG) heavy chain, light chain, haptoglobin, and acid glycoprotein.
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INTRODUÇÃO
 Trypanosoma evansi apresenta distribuição geográfica ampla, causando doenças em animais de áreas de clima tropical e subtropical, especialmente na África e América Latina (Lun e Desser, 1995). A doença é enzoótica em eqüinos do pantanal mato-grossense (Silva et al., 1995a), sendo, também, descrita em cães, capivaras, quatis bovinos, búfalos, pequenos marsupiais e tatus (Nunes e Oshiro, 1990; Nunes et al., 1993; Nunes et al., 1994; Silva et al., 1995b; Herrera et al., 2004). 
Animais infectados pelo T. evansi exibem lesões inflamatórias (Marques, 1996; Cadioli, 2001), e, as proteínas de fase aguda aumentam em resposta a produção de mediadores químicos liberados pelos macrófagos e leucócitos durante processos inflamatórios e infecciosos (Kent, 1992). Assim, as proteínas de fase aguda refletem a gravidade da reação inflamatória, podendo auxiliar no diagnóstico e prognóstico, bem como no entendimento de mecanismos patogênicos de doenças (Godson et al., 1996).
A técnica de eletroforese em gel de acrilamida contendo dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) é relativamente simples e de baixo custo, possibilitando identificar concentrações protéicas extremamente baixas em micro-quantidades de amostras (Gordon, 1995). Alterações em diferentes frações protéicas do soro foram observadas em bezerros (Verman e Gautam, 1979), camelos (Boid et al., 1980) e eqüinos (Brem et al., 1984) infectados pelo T. evansi. Sandoval et al. (1994) encontraram em um cão infectado com este hematozoário variações nos teores séricos da proteína total e albumina e Passos (2004) em ovinos experimentalmente infectados verificou flutuações dos teores séricos de transferrina, albumina e haptoglobina. Teixeira et al. (2008) identificaram nominalmente 12 proteínas em ratos Wistar experimentalmente infectados com T. evansi e Patelli et al. (2008) trabalhando com caprinos, também, infectados experimentalmente com a mesma cepa, identificaram 21 proteínas com pesos moleculares que variaram de 16 e 165 kDa. Destas, seis foram identificadas nominalmente (transferrina, albumina, antitripsina, haptoglobina, glicoproteína ácida e IgG de cadeia leve).

O diagnóstico desta tripanossomíase é relativamente fácil em animais com infecções agudas, quando os parasitos estão presentes em grande número no sangue periférico (Oliveira et al., 1989), tornando-se mais difícil nas infecções crônicas quando as parasitemias são baixas e intermitentes (Nantulya, 1990; Herrera et al., 2001).  Assim, tendo em vista à relevância desta tripanossomíase, e as dificuldades de diagnóstico desta doença nos ruminantes por apresentarem baixa parasitemia, este estudo teve como objetivo determinar o proteinograma sérico de bovinos infectados experimentalmente.
MATERIAL E MÉTODOS
Foram utilizados oito bovinos, sendo sete fêmeas e um macho, com idades aproximadas de oito meses e com variados graus de mestiçagens. Antes do início do experimento, os animais receberam 200 µg/kg de peso corporal de ivermectina e foram submetidos a exames físicos e laboratoriais e mantidos em baias devidamente teladas, junto ao setor de grandes animais do Laboratório de Pesquisas do Departamento de Clínica e Cirurgia Veterinária da FCAV/Unesp. Foram alimentados ad libitum com água, sal mineralizado, silagem de milho, feno de tifton, e, suplementados com ração composta por milho (70%) e soja (30%), na proporção de dois kg/animal/dia.
Os animais foram distribuídos em dois grupos: G1 inoculado com T. evansi (bovinos 01, 03, 06, 07 e 08) e G2 controle (bovinos 02, 04 e 05). A cepa de T. evansi utilizada foi isolada de um cão naturalmente infectado por Moreira e Machado (1985) e mantida em botijões de nitrogênio a -196° C. A cepa de T. evansi criopreservada foi inoculada, via intraperitoneal, em ratos Wistar para replicação, e os bovinos do G1 foram inoculados, via endovenosa, com 7 mL de sangue de rato parasitado, de modo que cada bovino recebeu  cerca de 22 x 106 tripomastigotas. 
A pesquisa de T. evansi no sangue periférico dos bovinos foi realizada através da prova biológica (inoculação em ratos), gota espessa, esfregaços corados pelo May-Gruenwald e método de concentração de Strout no 15º, 30°, 45°, 60°, 75°, 90°, 120°, 150°, 180°, 210°, 240°, 270°, 300°, 330°, 360°, 390°, 420°, 450°, 480°, 510° e 520° dias após a inoculação (DAI). Alíquotas de sangue para obtenção de soro foram colhidas, por punção da veia jugular externa, imediatamente antes das inoculações, diariamente até o 15° DAI, e posteriormente a intervalos semanais até 204° DAI, de 14 em 14 dias até 372° DAI e de 30 em 30 dias até 522° DAI. A concentração sérica de proteína total foi determinada pelo método do biureto e para o fracionamento das proteínas utilizou-se eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE), conforme técnica descrita por Laemmli (1970). Após o fracionamento o gel foi corado durante 10 minutos, em solução de azul de coomassie e, em seguida, mergulhado em solução de ácido acético a 7% para retirar o excesso de corante, até que as frações protéicas se apresentassem nítidas. As concentrações dessas proteínas foram determinadas em densitômetro computadorizado (Shimadzu CS 9301, Tókio, Japão). Como referência utilizou-se solução marcadora (Sigma, Saint Louis, USA) com pesos moleculares de 36, 45, 66, 97,4, 116 e 205 kilodaltons (kDa), além das proteínas purificadas haptoglobina e α1-antitripsina.
Para a análise estatística empregou-se o delineamento inteiramente casualizado e as análises foram realizadas dentro de cada dia de observação, utilizando-se o teste t para comparações múltiplas.
RESULTADOS E DISCUSSÃO
A presença do T. evansi no sangue periférico dos bovinos inoculados (G1) não foi observada através dos métodos parasitológicos diretos, possivelmente devido às baixas parasitemias. Através da prova biológica, detectou-se T. evansi nos bovinos 01, 06 e 08 no 15° DAI, 06 e 07 no 30° DAI, 01 e 06 no 45° DAI, 06 no 60° DAI e 01 no 75° DAI. Portanto, é possível inferir que a despeito das baixas parasitemias, os bovinos inoculados albergaram T. evansi por pelo menos 75 dias. Cabe ressaltar que o período pré-patente foi de aproximadamente 15 dias.

Os teores sérico de proteína total dos animais infectados apresentaram flutuações dentro dos limites fisiológicos considerados para a espécie bovina, portanto, semelhantes ao que ocorreu em eqüinos (Marques, 1996) e quatis (Herrera, 1998), embora, Kathira e Avastthi (1985) citam reduções em bezerros bufalinos infectados com o mesmo hematozoário. Estas variações possivelmente se devem às distintas condições de alimentação dos animais experimentais, e, ainda, às diferenças de patogenicidade entre as cepas de T. evansi de diferentes continentes.
Vinte e seis proteínas com pesos moleculares que variaram de 20 kDa a 245 kDa, foram encontradas nos bovinos inoculados com T. evansi, sendo apenas oito identificadas nominalmente (imunoglobulina A, ceruloplasmina, transferrina, albumina, imunoglobulinas G de cadeia pesada e de cadeia leve, haptoglobina e glicoproteína ácida), e, para as demais proteínas foram obtidos apenas os pesos moleculares. Passos (2004) sugere que proteínas não identificadas nominalmente são produtos oriundos da degradação dos parasitos, haja vista que não foram encontradas nos animais do grupo controle.

Trabalhos experimentais com a mesma cepa de T. evansi realizados em ovinos (Passos, 2004), ratos (Teixeira et al., 2008) e caprinos (Patelli et al., 2008) identificaram, respectivamente, 45, 31 e 21 frações protéicas com pesos moleculares que variaram de 12 kDa a 205 kDa. Portanto, o número de frações protéicas em animais infectados com T. evansi parece não ter correlação direta com a resposta imunológica ao parasito, mas, possivelmente às diferenças de resposta de cada espécie animal a estímulos semelhantes. Dentre as proteínas identificadas, a ceruloplasmina, a transferrina, a albumina, a haptoglobina e a glicoproteína ácida são consideradas de fase aguda. Teixeira et al. (2008) e Patelli et al. (2008) trabalhando com ratos Wistar e caprinos, ambas as espécies, experimentalmente infectadas com a mesma cepa de T. evansi, identificaram sete e seis proteínas de fase aguda, respectivamente. A maioria das proteínas de fase aguda são glicoproteínas sintetizadas pelos hepatócitos como conseqüência de injúrias, traumatismos ou infecções teciduais (Baumann e Gauldie, 1994).

A IgA apresentou reduções significativas pontuais ao longo do período de observação, semelhante ao ocorrido em ratos (Teixeira et al., 2008), porém, o  significado destas alterações ainda é desconhecido.
Nos bovinos, a ceruloplasmina aumentou significativamente no 288°, 316°, 330° e 492° DAI, fase em que a parasitemia não era mais detectada.  Teixeira et al. (2008) relataram em ratos reduções significativas nos estágios iniciais e intermediários da evolução da doença, e, em caprinos (Patelli et al., 2008) não verificaram a presença desta proteína, já em ovinos infectados (Passos, 2004) observou elevações do 5º ao 7º DAI. Semelhante ao que ocorreu em ratos (Teixeira et al., 2008) e caprinos (Patelli et al., 2008) infectados com T. evansi, a transferrina, também, aumentou significativamente nos bovinos. Entretanto, Passos (2004) trabalhando com ovinos inoculados com a mesma cepa, não detectou alterações significativas nos teores desta proteína. A transferrina é uma proteína de fase aguda negativa cujos teores séricos tendem a decrescer na presença de inflamação (Kaneko,1997). Assim, certifica-se que os teores de ceruloplasmina e transferrina em animais infectados com T. evansi variam consideravelmente com a evolução da doença, não fornecendo subsídios confiáveis como métodos auxiliares de diagnóstico desta tripanossomíase.  
A albumina nos bovinos inoculados apresentou elevação significativa no 522° DAI e reduções no 462° e 492° DAI. Do mesmo modo, os teores séricos desta proteína em animais infectados pelo T. evansi é variável, há citações de aumentos (Patelli et al., 2008) e diminuições (Verman e Gautam,1982; Brem et al., 1984; Sandoval et al., 1994 e Teixeira et al., 2008).Teores séricos de albumina relativamente menores durante o curso da infecção experimental em ovinos foi atribuída ao aumento das globulinas (Passos, 2004). As imunoglobulinas de cadeia pesada e de cadeia leve apresentaram aumentos significativos cerca de um ano e meio após as inoculações dos animais, fase em que os parasitos não eram mais re-isolados, assim, infere-se que estas alterações não devem ser atribuídas à ação do T. evansi. É sabido que as tripanossomíases africanas induzem pronunciadas respostas de anticorpos (Le Ray, 1975), porém, a resposta imune do hospedeiro, na tentativa de eliminação do parasito, provoca danos teciduais e algumas vezes podem levar à morte (Nagle et al., 1974). 
A haptoglobina e a glicoproteína ácida apresentaram aumentos significativos apenas pontuais na fase tardia de evolução. Estas são proteínas de fase aguda dos ruminantes que se elevam no curso de doenças inflamatórias e metabólicas; estando ausentes ou em níveis muito baixos em animais sadios, sendo, portanto de valor para determinar o prognóstico e monitorar o tratamento de enfermidades (Ganheim et al., 2007; Gonzáles et al., 2007). Passos (2004) verificou elevações e diminuições desta proteína em vários períodos em ovinos infectados com T. evansi. Em camundongos infectados com T. brucei, a haptoglobina foi detectada dois dias após a inoculação e sua concentração máxima foi verificada no 10º DAI (Ngure et al., 1997). Pelo exposto, nota-se que as variações dos níveis séricos de haptoglobina e proteína ácida é um importante indicador de doenças inflamatórias, entretanto, no curso da infecção pelo T. evansi nos bovinos as concentração séricas destas proteínas sofreram variações pontuais na fase tardia de evolução, o que possibilita inferir que as alterações inflamatórias e/ou metabólicas causadas pelo parasito, também, foram insignificantes. 
Na realidade pouco se sabe a respeito dos mecanismos, através dos quais os tripanossomos conseguem sobreviver num organismo imune. A resposta imune específica pode estar relacionada à habilidade do parasito em apresentar variações antigênicas, possibilitando, assim, a persistência da infecção em alguns animais (Vickerman, 1978). O papel protetor dos anticorpos é muito discutido, mas há indícios de que participam na limitação da infecção (Brener e Andrade, 1979). À luz dos conhecimentos atuais, sabe-se que a imunidade existente durante a fase crônica não é total ou absoluta (Boero, 1974). Todavia, supõe-se que os anticorpos humorais exercem significativos efeitos no controle das parasitemias causadas por T. evansi. 
CONCLUSÃO
Ao longo do período de observação verificou-se que não houve um padrão de elevação ou diminuição das proteínas plasmáticas dos bovinos inoculados com T. evansi. 
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