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Dalai Lama

¢ o periodo mais dificil da vida de

A

“O periodo de maior ganho em conhecimento e
experiéncia

alguém”.



RESUMO

Trypanosoma vivax gera perdas econdmicas para a pecuaria, como perdas na producao de leite,
perda de peso, febre, distirbios neurologicos, aborto, estro de repeticao, infertilidade e morte
de animais infectados. Na década de 70, a doenga era restrita aos estados do Nordeste. A partir
de 2009, surtos da doenga passaram a ser notificados em varios estados do Brasil, incluindo o
Rio Grande do Sul. O diagnoéstico da tripanossomose geralmente ¢ realizado através da
avaliagdo clinico-hematologica dos animais (temperatura retal, frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratoria, tempo de enchimento capilar, eritrograma e leucograma) associado ao uso de
técnicas de diagnostico parasitologico (microhematocrito e Buffy coat); soroldgico
(imunofluorescéncia indireta, ELISA, técnica de aglutinacao direta e teste de tripanodlise), além
de testes moleculares (PCR). Os testes, no entanto, apresentam limitagdes. Os testes
parasitologicos podem ter baixa sensibilidade na fase cronica da infec¢do devido a diminuigdo
parasitemia em animais, os testes soroldgicos geralmente nao distinguem o curso da infecgdo e
os testes de PCR ndo sdo satisfatorios quando ha baixo ou nenhuma parasitemia. A
cromatografia acoplada com espectrometria de massa para identificar proteinas podem, apos
andlise por bioinformatica, auxiliar na busca de novos alvos a serem usados como
biomarcadores antigenos espécie-especificos. No presente trabalho foram produzidos
anticorpos policlonais eficazes para diagnostico por meio da imunizagdo de ratos com o 7.
vivax, 0s quais se apresentaram eficazes para diagndstico de 7. vivax quando utilizados na
imuno-histoquimica. Além do mais, através de analises por bioinformatica foram identificadas
e mapeadas 35 proteinas epitopos especificos para 7. vivax. Os resultados deste trabalho
oferecem ferramentas para a produ¢dao de um novo método diagndstico para infec¢des por 7.

vivax mais eficaz que os utilizados atualmente.

Palavras chaves: Trypanosoma vivax, Bovinos, Protedmica, Imunodiagnostico
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ABSTRACT

Trypanosoma vivax generates economic losses for livestock, such as losses in milk production,
weight loss, fever, neurological disorders, abortion, repeated estrus, infertility and death of
infected animals. In the 70s, the disease was restricted to the Northeastern states. As of 2009,
outbreaks of the disease began to be reported in several states of Brazil, including Rio Grande
do Sul. The capillary refill time, erythrogram and leukogram) associated with the use of
parasitological diagnostic techniques (microhematocrit and Buffy coat); serological (indirect
immunofluorescence, ELISA, direct agglutination technique and trypanolysis test), in addition
to molecular tests (PCR). The tests, however, have limitations. Parasitological tests may have
low sensitivity in the chronic phase of infection due to decreased parasitaemia in animals,
serological tests generally do not distinguish the course of infection, and PCR tests are not
satisfactory when there is low or no parasitaemia. Chromatography coupled with mass
spectrometry to identify proteins can, after bioinformatics analysis, help in the search for new
targets to be used as species-specific antigen biomarkers. In the present work, effective
polyclonal antibodies were produced for diagnosis through the immunization of mice with 7.
vivax, which were effective for the diagnosis of 7. vivax when used in immunohistochemistry.
Furthermore, through bioinformatics analysis, 35 protein epitopes specific to 7. vivax were
identified and mapped. The results of this work offer tools for the production of a new

diagnostic method for 7. vivax infections that is more effective than those currently used.

Keywords: Trypanosoma vivax, Cattle, Proteomics, Immunodiagnosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 O PARASITO E SUA DISTRIBUICAO ENDEMICA NO BRASIL

As tripanossomoses sdo doengas ocasionadas por hemoprotozodrios da familia
Trypanosomatidae, € do género Trypanosoma (SILVA et al., 2002). Os representantes desta
familia apresentam ciclo de vida heteroxénico, ou seja, com um hospedeiro intermediario € um
definitivo, acometendo vertebrados de um modo geral e alguns invertebrados hematéfagos,
principalmente da ordem diptera (mosquitos e moscas) (LUKES et al., 2014).

O género Trypanosoma, por sua vez, pode se subdividir em subgéneros como Salivaria,
0s quais sdo transmitidos por inoculagdo através das glandulas salivares, ou Stercoraria,
disseminados através das fezes dos vetores de transmissdo, ou seja, por contaminacdao. De
acordo com a literatura o grupo Salivaria por ser subdivido ainda em subgéneros: Dutonella,
Pycnomonas, Nannomonas e Trypanozoon (SILVA et al., 2002).

Pertencente ao subgénero Dutonella o Trypanosoma vivax ¢ um dos principais
responsaveis pela Tripanossomose Animal Africana (AAT), sendo identificado em mais da
metade dos diagndsticos positivos da doenga em animais domésticos, principalmente em
bovinos (ARCHIVIO et al., 2011; OLANYIAN; KAYA; SECKA, 2020).

Originada na Africa, a tripanossomose se tornou endémica também na América Latina,
devido a importacdo de ruminantes ¢ equinos africanos (FETENE, 2021). A transmissao de
Trypanosoma vivax nas Américas ocorre mecanicamente através da picada de dipteros
hematofagos dos géneros Tabanus spp. € Stomoxys spp. por via inoculativa das formas
tripomastigostas presentes em seu aparelho bucal e por via iatrogénica através de agulhas
contaminadas (GOMES, 2021).

No Brasil, infecgdes por 7. vivax foram detectadas pela primeira vez por Boulhosa
(1946) em vacas na zona bragantina do Estado do Par4d e em 1972 em bufalos (Bubalus bubalis),
como descrito por Shaw e Liason (1972). Posteriormente foi identificado nos Estados do Amapa
(SERRA-FREIRE, 1988), Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (PAIVA et al., 2000; SILVA et
al, 1996), Tocantins (LINHARES et al., 2006) Paraiba (BATISTA et al., 2007), Minas Gerais
(CARVALHO et al., 2008), Maranhao (GUERRA et al., 2008), Rio Grande do Sul (SILVA et
al., 2009), Sao Paulo (CADIOLLI et al, 2012) e Sergipe (Vieira et al, 2017). Os prejuizos
gerados por rebanhos acometidos por 7. vivax sdo de grande magnitude, com significativo

impacto econdmico para o produtor, sendo associados a altos indices de aborto, distarbios

[ —

O P4g. 16 de 78 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00012541/2022 e o c6digo 2PN5Q7G2.



17

reprodutivos, gastos com tratamento influenciando diretamente na produgdo das pecudrias de

corte e leiteira (PEREIRA et al., 2018).

1.2 SINTOMATOLOGIA E DIFICULDADES NO DIAGNOSTICO

O curso da infecgdo por 7. vivax depende de uma série de fatores, entre eles o hospedeiro,
presenga do vetor bioldgico ou mecanico e patogenicidade do indculo (OZORIO et al., 2008).
Na fase aguda da enfermidade os animais poderdo apresentar uma série de sinais clinicos de
carater inespecifico, tais como: febre, anemia caracterizada inicialmente como microcitica
normocrdmica, passando para macrocitica e posteriormente, microcitica (anemia cronica),
anorexia, apatia, emagrecimento progressivo, lacrimejamento, opacidade de cornea, além de
desordens neuroldgicas e reprodutivas (2004; BATISTA et al., 2007; ABRAO 2009).

Na fase cronica da infec¢do frequentemente ndo sdo observados sinais clinicos,
dificultando o diagnostico e levando os animais ao estado de portador, atuando como
reservatorios da infec¢do. A inespecificidade dos sinais clinicos associada a periodos de baixa
parasitemia ou aparasitémicos tornam baixas as possibilidades de diagnostico fidedigno
(FIDELIS JUNIOR et al., 2016), fazendo com que os animais do rebanho sem imunidade
adquirida tornem-se mais suscetiveis ao protozoario.

Atualmente, o diagnostico definitivo consiste em exames diretos (fase aguda), com
confirmacgdo da presenca das formas tripomastigotas de 7. vivax em esfregacos sanguineos
(testes parasitologicos). Sdo amplamente utilizadas a técnica de microhematocrito (MHCT)
apresentada por Woo (1970) e Buffy coat (BCT) desenvolvida por Murray (1997), também ¢é
possivel a realizagdo do diagnostico por meio de técnicas moleculares para a deteccdo de DNA
de T. vivax e em exames indiretos como testes soroldgicos para observar a presenca de titulos
de anticorpos anti-7. vivax. (SILVA et al., 2002).

A ocorréncia de doenga cronica e assintomatica em bovinos no Brasil dificulta a
detec¢do de 7. vivax pelos métodos parasitologicos (VENTURA et al., 2001). Por isso, a
triagem sorologica e a titulagdio de anticorpos podem fornecer informagdes Tuteis
complementares ao obtido pelos métodos parasitologicos, além de avaliar com mais
sensibilidade o estado dos rebanhos infectados por tripanosoma e avaliar os efeitos da infeccao
sobre a satde animal, produtividade e estimar o risco da tripanossomiase. Os testes sorologicos
RIFI e ELISA para anticorpos circulantes vém sendo intensamente utilizados, mostrando boa
sensibilidade (AQUINO et al., 2010). Ambos os testes podem ser utilizados para o diagnodstico

de infecc¢do e sdo uteis para investigagdes epidemioldgicas, especialmente para a determinagao

N
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da distribui¢do de 7. vivax (MADRUGA et al., 2006).

Os métodos soroldgicos sdo uteis em estudos epidemioldgicos, porém, estes usualmente
nao distinguem o curso da infec¢do, devido a avidez de IgG em infecg¢des recentes ou progressos
nas tripanossomiases, ¢ a sua deteccdo pela PCR, abre novas perspectivas neste campo
(VENTURA et al.,, 2001). A PCR teve uma consideravel contribui¢do na identificacdo,
caracterizagdo e diagnostico molecular de tripanosomas em diversos niveis taxondmicos com
precisao e confiabilidade, se mostrando mais eficiente em relagdo a outras técnicas de
diagnostico usuais (DESQUESNES, DAVILA, 2002; FIDELIS JUNIOR et al., 2019). Para a
identificacdo do 7. vivax, sdo utilizados primers direcionados no gene do mini-exon (spliced
leader) e na regido intergénica, com amplifica¢do produto de 210pb (VENTURA et al., 2001).
Embora tenham excelentes resultados, os testes por PCR nao sdo satisfatorios quando ha baixa
ou nenhuma parasitemia, além do uso em larga escala seja dificil a campo, uma vez exige alto
custo em laboratoérios equipados, pessoal treinado e reagentes adequados (DAVILA et al., 2003;
OZORIO et al., 2008).

O papel da histologia para as analises anatomopatoldgicas vem sendo descrito ao longo
da histoéria, a qual revela alteragdes teciduais ocasionadas por infec¢des por 7.vivax, Masake
(1980) relata miocardite com degeneragdo e necrose de miofibrilas em bovinos e caprinos,
Whitelaw (1988) verificou meningoencefalite em cabras afetadas pela doenca. Também sao
descritas a formag¢do de trombos de fibrinas e émbolos formados por tripanossomos no pulmao
baco e cérebro (ISOUN et al., 1975), além de microtrombos nos pulmoes, rins, figado e nédulos
linfaticos (MASAKE et al., 1980). A possivel associacdo de tais lesdes a presenca do parasito
abre as portas para uma possivel nova técnica diagndstica. Neste contexto, o presente trabalho
objetivou fazer a caraterizagdo do protedmico preliminar do 7. vivax frente a outros
tripanosomas de interesse veterinario por bioinformdtica e padronizar a técnica de imuno-
histoquimica para detec¢ao de 7. vivax em tecidos de animais post-mortem, para isso o trabalho
foi dividido em duas etapas e sera apresentado em capitulos:

- Caraterizacdo do proteoma preliminar do 7. vivax frente a outros tripanossomas de
interesse veterinario por bioinformatica
- Padronizagdo da técnica de imuno-histoquimica para detecgdo de 7. vivax em tecidos de

animais post-mortem.

N
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AGENTE INFECCIOSO

A tripanossomose bovina € uma infeccdo essencialmente cronica causada por um
hemoprotozoario flagelado denominado 7Trypanosoma (Duttonela) vivax que foi introduzido na
América Latina com o gado importado da Africa, provavelmente, no final do século XIX
(BATISTA et al., 2008).

E um protozoario pleomorfico, apresentando apenas a forma de tripomastigota na
corrente sanguinea de seu hospedeiro vertebrado, onde se multiplica por fissao binaria. Nessa
forma, o parasito apresenta o corpo alongado e achatado, com extremidades afiladas e
cinetoplasto pos-nuclear. O flagelo surge proximo ao cinetoplasto e emerge ao lado do corpo,
correndo ao longo da membrana ondulante (UILENBERG; BOYT, 1998).

O comprimento médio do parasita varia de 21um a 25.4um (DAVILA; RAMIREZ;
SILVA, 1997) e, se assemelha ao Trypanosoma brucei, distinguindo-se desse pelos

movimentos rapidos (HOARE, 1972; GARDINER, 1989).

2.2 CICLO DO AGENTE INFECCIOSO

Embora 7. vivax consiga completar seu desenvolvimento no sangue circulante, o
parasita apresenta capacidade de migrar nos tecidos do hospedeiro vertebrado (GARDINER,
1989).

A transmissdo dessa hemoparasitose nas Américas principalmente ocorre de forma
mecanica por meio da picada de moscas dipteras hematofagas dos géneros Tabanus spp e
Stomoxys spp seguida da inoculagcdo das formas tripomastigotas presentes em seu aparelho

bucal (Figura 1), ou por via inoculativa através de agulhas ou instrumentos veterinarios

contaminados (SILVA et al., 2002; FRANGE, 2013).

N
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Figura 1. Transmissdo mecanica de formas tripomastigotas.
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Fonte: Silva et al., 2002.

Na Africa o principal vetor de transmissio é a mosca Glossina spp (“tsé-tsé”). A
transmissdo ocorre de maneira ciclica (Figura 2) e pode ser tdo longa enquanto durar a vida do
vetor. J& a habilidade para transmitir os tripanosomas mecanicamente ¢ de curta duragdo
(geralmente mensuradas em minutos), dependendo da sobrevivéncia dos parasitas nas pecas
bucais do inseto (SILVA et al., 2002).

A transmissao transplacentdria em cordeiros, provenientes de ovelhas inoculadas
experimentalmente com 7. vivax no ter¢o final da gestacdo também foi relatada (IKEDE;
LOSOS, 1972). Posteriormente, Okech et al. (1996); Betancourt ¢ Wells (1978) e Meléndez e

William (1993) confirmaram esse modo de transmissao.

N
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Figura 2. Transmissao de formas tripomastigotas ciclica “tsé-tsé¢”
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2.3 SINAIS CLINICOS EM RUMINANTES

A patogenia da tripanossomose por 7. vivax depende de varios fatores inerentes ao
hospedeiro, como susceptibilidade do animal, e a viruléncia do isolado relacionado ao parasita
(ANOSA, 1983). Os animais acometidos podem apresentar sinais clinicos variados.

A enfermidade pode ocasionar aos ruminantes infec¢cdes agudas e cronicas, as quais
podem resultar em alteragdes hematologicas severas, perda de peso, € queda na produtividade
(leite e carne) podendo levar a morte dos animais (OSORIO et al., 2008; SILVA et al., 2009).

A tripanossomiase aguda geralmente se caracteriza pela presenca permanente do
parasita no sangue e febre intermitente (OSORIO et al., 2008). A anemia causada por T. vivax
pode ser resultado de varios fatores, como: a produ¢do de um fator hemolitico (IGBOKWE,
1994), o efeito direto dos tripanosomas sobre as hemadcias, o incremento da fragilidade osmoética
por acdo da febre, adesao de antigenos dos tripanosomas ou deposi¢do de imunocomplexos na
superficie das hemacias (WILLIAMS et al., 1996).

Nos estagios iniciais da infeccdo uma anemia hemolitica pode ser desencadeada pelo
agente, devido aos mecanismos imunomediados, aumento das citocinas (interleucinas 1 e 6,
fatores de necrose tecidual - alfa (TNFa) e interferon gama), diminuigao da oferta de ferro ou
mesmo pela diminuigdo de eritropoietina (FIENNES, 1954; SCHENK et al., 2001;
CANCADO; CHIATTONE, 2002).

N
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Em infecgdes com isolados de alta viruléncia, a fase aguda pode ser acompanhada de
sindrome hemorragica, coagulacdo intravascular disseminada e consequentes alteracdes
isquémicas, degenerativas e necréticas (MWONGELA; KOVATCH; FAZIL, 1981; ANOSA,
1983; WELLDE et al., 1983; OLUBAYO; MUGERA, 1985; GARDINER, 1989; PAIVA,
2009).

Em trabalho realizado por Almeida et al. (2010) pode-se observar alteracdes
histopatologicas encontradas em varios 6rgaos de ovinos experimentalmente infectados por 7.
vivax, tais como no Sistema Nervoso Central (SNC), onde foi observado infiltrado celular
inflamatorio submeningeano, infiltrado celular inflamatorio no encéfalo e medula, no rim
néfrons com infiltrado inflamatorio intersticial cronico focal e calcificagdo, edema glomerular.
No coragdo notou-se infiltrado subepicardico de polimorfos nucleares junto ao tecido de
conjuncdo e presenga de tripomastigotas; no pulmdo foram encontrados congestdo e
espessamento das paredes alveolares; na adrenal infiltrado inflamatério multifocal, hiperplasia
folicular de bago, figado infiltrado inflamatério portal generalizado e hiperplasia de linfonodos
foram identificados.

Entretanto, pode haver um equilibrio entre a relagcdo parasita e hospedeiro, fator esse
denominado como tripanotolerancia, em que o animal por um longo periodo mantém-se
clinicamente normal. Existem algumas ragas de bovinos que se apresentam resistentes ao 7.
vivax no continente africano, isso ocorre tendo vista a origem genética € ambiental, e pode
variar em relagdo as condi¢oes de estresse, idade, infec¢des intercorrentes, estado nutricional e
isolados envolvidos (SCHENK et al., 2001).

A tripanotolerancia tem carater genético que se refere a capacidade de tolerar os efeitos
contra a infec¢ao do tripanosoma, seja pela capacidade em suportar seus efeitos ou responder
de forma positiva ao tratamento (DESTA; AYALEW; HEGDE, 2012).

T. vivax também pode ser considerado um causador de danos reprodutivos em bovinos
e ovinos. Em machos, as alteragdes acarretam a perda da libido, retardamento da puberdade e
ma qualidade do sémen. Nas fémeas pode ocorrer anestro temporario ou permanente, ciclos
estrais anormais, morte fetal, distocia, abortamento, morte. (SEIDL et al., 1999; SILVA et al.,
2004; BATISTA et al., 2008).
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2.4 DIAGNOSTICO DA INFECCAO POR Trypanosoma vivax

2.4.1 Métodos parasitologicos

O diagnostico definitivo consiste em exames diretos, com confirmag¢do da presenca das
formas tripomastigotas de 7. vivax em esfregacos sanguineos, por meio de técnicas moleculares
como PCR e Western blot para a deteccdo de DNA de 7. vivax, e em exames indiretos como
testes sorologicos para mensurar a presenga de anticorpos policlonais anti-7. vivax.

A técnica do microhematocrito (MHCT), apresentado por Woo (1970) ¢ uma das mais
amplamente utilizadas entre os métodos parasitologicos, em que a motilidade dos
tripomastigotas pode ser vista entre a camada de leucocitos e a de plasma. Esta técnica permite
a detecc¢do de tripanosomas de seis a dez dias. A técnica de Buffy coat (BCT) descrita por
Murray (1977), oferece maior confiabilidade para o diagndstico da tripanossomiase em relacao
as demais (DESQUESNES; TRESSE, 1996; MATTIOLI et al., 2001; DELAFOSSE et al.,
20006). Esta técnica detectou 50% mais casos de infeccdo por tripanosoma em comparacao ao
MHCT (MURRAY, 1977). Além disso, também permite a identificagdo de espécies de
tripomastigotas, quando utilizado técnicas de biometria em conjunto (MAGONA et al., 2008).

A desvantagem desta metodologia ¢ que as amostras devem ser analisadas rapidamente
ap6s a colheita, pelo menos, dentro de quatro a seis horas. Caso contrario, o nimero de
tripanosomas detectdveis na amostra se reduz devido a lise dos parasitas (GOMEZ-PINERES;
TAVARES-MARQUES; REYNA-BELLO, 2009). Ambas as técnicas exibem uma baixa
sensibilidade quando aplicadas durante a fase cronica da doenga, e a sensibilidade diminui
consideravelmente quando a parasitemia ¢ inferior a 200 tripomastigotas/mL de sangue
(DESQUESNES; TRESSE, 1996). A BCT ¢ uma importante ferramenta utilizada para avaliar
a parasitemia em estudos experimentais pela infec¢ao por 7. vivax em bovinos (ADAMU et al.,
2007) e para estudos epidemiologicos como os realizados por Batista et al. (2012).

A ocorréncia de doenga cronica e assintomatica em bovinos no Brasil dificulta a
deteccao de 7. vivax pelos métodos parasitologicos (VENTURA et al., 2001). Por isso, a
triagem sorologica e a titulagdio de anticorpos podem fornecer informagdes uteis
complementares ao obtido pelos métodos parasitoldogicos, além de avaliar com mais
sensibilidade o estado dos rebanhos infectados por tripanosoma e avaliar os efeitos da infeccao

sobre a saude animal, produtividade e estimar o risco tripanossomiase (MATTIOLI et al.,

2001).
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2.4.2 Métodos imunoldégicos

As técnicas sorologicas mais utilizadas para a deteccdo de anticorpos anti-7. vivax,
atualmente sdo a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o ensaio imunoenzimatico
(ELISA) os quais tém mostrado boa sensibilidade (AQUINO et al., 2010). Ambos os testes
podem ser utilizados para o diagndstico de infeccdo e sdo uteis para investigacdes
epidemiologicas, especialmente para a determinagdo da distribuicao de 7. vivax (MADRUGA
et al., 20006).

Embora a presenga de anticorpos ndo seja necessariamente sinonimo de uma infec¢ao
ativa, uma vez que essas moléculas persistem apds a recuperagao, as correlagdes positivas entre
os resultados parasitologicos pelo BCT e a presenga soroldgica de anticorpos anti-tripanosoma,
tal como avaliado pelos diferentes sistemas de testes sorologicos, tém sido relatadas
(MATTIOLI et al., 2001; DELAFOSSE et al., 2006).

Dellafosse et al. (2006) estudaram a prevaléncia em uma regido da Africa sem a
presenga do vetor ciclico, e pelo teste de ELISA, observaram que 43,2% (403/933) dos bovinos
eram positivos para anticorpos anti- 7" vivax, mesmo com BCT menor que 0,2%.

Segundo estudos realizados por Cadioli et al. (2012), 98,36% (599/609) das amostras
de soro colhidas de vacas em uma fazenda em Lins-SP, apresentaram titulos positivos para IgG
anti-7. vivax pelo teste de ELISA e menos de 1% foi positivo para o MHCT. A maioria dos
animais apresentaram sinais clinicos e foram registrados 31 obitos. A alta frequéncia de
anticorpos ocorreu devido a transmissao eficiente de hemoparasito (vetores mecanicos) mesmo
com o rebanho em bom estado nutricional, e que os animais suscetiveis apresentavam doenga
grave ¢ de alta mortalidade. Os métodos sorologicos sdo tuteis em estudos epidemiologicos,
porém, estes usualmente nao distinguem o curso da infecgdo, devido a avidez de IgG em
infeccdes recentes ou progressos nas tripanossomiases, € a sua detecgdo pela PCR, abre novas

perspectivas neste campo (VENTURA et al., 2001).

2.4.3 Meétodo de detec¢ao molecular

Meétodos de detecgao molecular tem se apresentado como uma alternativa eficaz no
diagnostico de 7. vivax. A amplificagdo circular isotérmica do DNA (LAMP) apresenta boa
sensibilidade para deteccao da doenca (NJIRU et al., 2011), um estudo sugere que este método
mantém sua eficiéncia em periodos aparasitémicos (CADIOLI et al. 2015). Esta técnica utiliza

primers, cerca de 4, sob condigdes isotérmicas para amplificar o DNA (NJIRU et al., 2011).
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PCR teve uma consideravel contribuicao na identificacdo, caracterizacio e diagnostico
molecular de tripanosomas em diversos niveis taxondmicos com precisao e confiabilidade
(DESQUESNES; DAVILA, 2002). Esta técnica, assim como a LAMP, utiliza primers que
possuem um gene alvo, permitindo amplificar o DNA. Para a identificag¢do do 7. vivax, podem
ser utilizados primers direcionados no gene do mini-exon (spliced leader) e na regido
intergénica, com amplificagdo produto de 210pb (VENTURA et al., 2001). Embora tenham
excelentes resultados, os testes por PCR nao sdo satisfatorios quando héa baixa ou nenhuma
parasitemia, além do uso em larga escala dificil a campo, exige alto custo em laboratérios
equipados, pessoal treinado e reagentes adequados (DAVILA et al., 2003; OSORIO et al.,
2008).

2.4.4 Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica utiliza anticorpos como reagentes, os quais se ligam a
marcadores especificos (epitopos), permitindo detectar a localizacdo do epitopo desejado
(RAMOS, 2005). O método pode ser utilizado para diagnodstico de doengas parasitarias
utilizando marcadores especificos para o agente patologico como se observa na detec¢do de
trypanossoma cruzi em alguns trabalhos (MATA et al., 2010; PEREIRA et al., 2021). O uso
desta técnica obteve sucesso no diagnotico de 7 evansi em tecidos presentes no encéfalo de
cavalos (RODRIGUES et al., 2009), no encéfalo de Cervus porcinus (TUNTASUVAN et al.,
2000). As lesdes teciduais geradas pela infeccdo sdo evidentes na histologia. Em ovinos
experimentalmente infectados foi verificado degeneracao testicular, epididimite multifocal e
hiperplasia do epitélio epididimario. Em bovinos verificou-se necrose hepatica com infiltrado
de células , hiperplasia da polpa branca no baco 4reas ultifocais de hemorragia no coracao
(ABRAO et al., 2009). No que diz respeito a detecgio de 7. vivax niio se encontra na literatura
trabalhos que utilizem esta técnica para o diagnéstico. A auséncia de trabalhos publicados que
relacionem diagnostico de 7. vivax e imuno-histoquimica provavelmente esta relacionada a

auséncia de epitopos especificos para o parasito (RUIZ et al., 2005).

2.5 IDENTIFICACAO DE PROTEINAS DE INTERESSE DIAGNOSTICO

Para a busca de novos alvos de diagnostico de uma doenga, a analise do perfil protéico
de uma espécie ¢ fundamental para a determinagdo de potenciais antigenos especificos. Para

isto duas metodologias complementares podem ser empregadas, a geracao de perfis de
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eletroforese bidimensionais (2D) associada a identificagdo de proteinas por Espectrometria de
Massa (MS) (LI, LERICHE et al., 2002; LEE, KIM et al., 2004; HESS, BLAZER et al., 2005;
KAMOUN-ESSGHAIER, GUIZANI et al., 2005; CHENG, CHANG et al., 2007).

Entretanto esta metodologia apresenta limitacdes metodologicas, especialmente na
identificacdo de proteinas pouco expressas ou de dificil solubilizacdo (LU, MCCLATCHY et
al., 2008; NAGARAJ, LU et al., 2008; WALTERS E MOBLEY, 2009; YATES, RUSE et al.,
2009, LEROY et al., 2010). Desta forma outras metodologias t€ém surgido para contornar este
problema, como por exemplo, as andlises do proteoma por shotgun, através de uma metodologia
conhecida como MudPit (multidimensional protein identification technology) MOTOYAMA,
YATES, 2008).

Esta tecnologia visa a identificagdo das proteinas sem a necessidade de separagao em
gel, onde um extrato complexo de proteina ¢ digerido por uma protease (usualmente a tripsina),
os peptideos sdo separados em cromatografia liquida (LC) utilizando duas ou mais colunas, e
cada fragdo ¢ submetida diretamente a espectrometria de massa. Isto possibilita a identifica¢ao
de um maior niimero de peptideos do que as metodologias que empregam a separacdo em gel
(MOTOYAMA, YATES, 2008).

Esta metodologia vem sendo empregada para a busca de biomarcadores sanguineos para
determinadas doengcas (RANDALL, MCKAY et al.,, 2010), tanto para a identificagdo de
marcadores de neoplasias ou doencas autoimunes (PITTERI, JEBAILEY et al., 2009;
SCHAUB, JONES et al., 2009; GOO, GOODLETT, 2010), quanto para doencas infecciosas.
(SETH, LAMONT et al., 2009; MARROCCO, RINALDUCCI et al., 2010; NIU, FENG et al.,
2010; ZHONG, TAYLOR et al., 2010). Neste caso, o perfil protedmico do plasma de individuos
saudaveis ¢ comparado com de individuos infectados obtendo assim potenciais peptideos para
o diagndstico destas patogenias.

Em tripanossomatideos de interesse veterinario ainda ndo se tem desenvolvido este tipo
de metodologia, apesar de haver alguns trabalhos que visam a identificacdo de antigenos para
diagnostico utilizando as metodologias tradicionais de protedmica associadas ao imunoblot
(AGRANOFF, STICH et al, 2005; CUERVO, DOMONT et al, 2010, MANFUL,
MULINDWA et al., 2010). Em um estudo do proteoma de 7. evansi a proteina HSP70 foi
identificada em soro equino e apresentou-se como um marcador promissor para o parasito
(KUMAR et al., 2015). Outro estudo do proteomico de 7. brucei identificou 73 proteinas a
partir do liquido céfalo-raquidiano de pacientes portadores da infecgao (TIBERTI et al., 2010).

Contudo, na literatura, ndo ha relatos de analise protedmica para 7.vivax.
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A maioria destes estudos busca marcadores para diagndstico analisando os antigenos
totais destes parasitos, o que remete a problemas acentuados de sororeatividade com outros
organismos ou com proteinas do proprio hospedeiro (UMEZAWA, SILVEIRA, 1999;
PEREIRA, NAKAZAWA et al., 2000; REID E COPEMAN, 2003; CABALLERO, SOUSA et
al., 2007; DESQUESNES, BOSSENO et al., 2007; AQUINO, MACHADO et al., 2010). Assim
vem se empregando com maior énfase a analise de proteinas da superficie destes parasitos,
analisando tanto proteinas ancoradas a GPI (ANEZROJAS, GARCIALUGO et al., 2006;
CORDERO, NAKAYASU et al, 2009; MEHLERT E FERGUSON, 2009), proteinas da
membrana (BRIDGES, PITT et al., 2008; LITTLETON, DREGER et al., 2009) ou proteinas
secretadas pelos parasitos (MATSUMOTO, COTRIM et al., 2002; SILVEIRA-LACERDA,
SILVA et al., 2004), pois estes antigenos sdo importantes nos processos de interagdo parasito-
hospedeiro gerando resposta imune ou sdo fatores utilizados pelos parasitos para a invasao das

células hospedeiras (HERNANDEZ-MUNAIN, DIEGO et al., 1992).

2.6 TRATAMENTO E CONTROLE DA INFECCAO POR Trypanosoma vivax

Para tratamento dessa enfermidade em bovinos, o aceturato de dimenazeno (Ganaseg®)
¢ utilizado como droga de elei¢do, pois apresenta maior indice terapéutico e reduz altas
parasitemias, pois, interage com o DNA dos tripomastigotas (PEREGRINE; MAMMAM,
1993; GONZALEZ et al., 1999; REDDY; SONDHI; LOWN, 1999; SILVA et al., 2004).

Estudos revelaram que a droga e seus analogos se ligam, preferencialmente, ao DNA
provocando um enrijecimento local das hélices do DNA, alterando as curvas das hélices
intrinsecas, ou mesmo a flexdo do DNA, resultando-se na morte das tripomastigotas
(REINERT, 1999). Segundo o fabricante, a posologia indicada para tratamento das
tripanossomiases € de 3,5 mg/kg peso corporal, uma inje¢do ¢ normalmente suficiente para um
tratamento efetivo. Se o animal ndo responder a aplicacao dentro de 48 a 72 horas, um segundo
tratamento pode ser administrado.

Segundo Bengaly et al. (2001) o tratamento precoce com aceturato de diminazeno,
durante altas parasitemias ¢ importante, pois reduzem os sinais clinicos, melhora o quadro de
anemia e evita a transmissdo mecanica por moscas hematofagas. O aceturato de diminazeno
nao causa efeitos parassimpaticométicos, tampouco danos hepaticos, desde que admininstrados
nas doses recomendadas (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 201 1).

Batista et al. (2007) mostraram que animais com sinais neurologicos decorrentes da

infeccdo por 7. vivax vem a morte, mesmo apds o tratamento com aceturato de diminazeno.
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Posteriormente, em um outro estudo, Batista et al., (2008) observaram recidiva clinica apos
aplicagdes de aceturato de diminazeno, caracterizando resisténcia do parasita a droga.

O cloreto de isometamideo (Vivedium®) pode reduzir as parasitemias, e promover a
cura dos animais, aumentando o volume globular (CADIOLI et al., 2012), além de atuar
também na profilaxia por um periodo de 2 a 22 semanas (SIVA et al., 2002). A agdo deste
medicamento ocorre por meio da ligacdo do mesmo ao DNA, o composto se intercala entre os
pare de base e inibindo a DNA polimerase e RNA polimerase, afetando diretamente a producao
de 4cidos nucléicos (KINABO e BOGAN, 1988). Entretanto, essa droga tem alta toxicidade
no local de aplicagdo, acarretando perdas econdmicas a pecudria. Note-se que outras drogas
como suramina ¢ melarsomina sdo ineficazes contra 7. vivax (GIORDANI et al, 2016).

Estima-se que 35 milhdes de doses de tripanocidas sdao usadas anualmente somente na
Africa Subsaariana (HOLMES, 2013), o que representa um niimero adequado para tratar apenas
cerca de um ter¢o do gado em risco (SWALLOW, 2000). Na América Latina e em especial no
Brasil tal informagao ¢ inexistente devido a sub-notificagao e a falta de dados publicados Apesar
da necessaria demanda, os altos custos no desenvolvimento de medicamentos ¢ a baixa
expectativa de lucros da venda de quimioterapicos nos paises em desenvolvimento
desencorajaram investimentos farmacéuticos nesse campo (CONNOR, 1992). Nos ultimos
anos, uma parceria publico-privada, surgiu para preencher a lacuna e se comprometeu com o
desenvolvimento de novos medicamentos tripanocidas, terap€uticos e profilaticos (GIORDANI
ET AL, 2016). No entanto, mesmo no melhor cenario ¢ improvavel que um novo composto
esteja disponivel nos proéximos anos, assim o uso racional e correto dos tripanocidas ja

disponiveis sdo a unica saida.
2.7 TRIPANOSSOMOSE BOVINA: IMPACTO FINANCEIRO

As tripanossomiases causadas por 7. vivax e outros tripanossomatideos como T.
congolense ocasionam cerca de trés milhdes de mortes de ruminantes anualmente e tem um
impacto significativo sobre a agricultura na Africa Subsariana e em paises endémicos da
América do Sul, levando as perdas na produgio cerca de 1,2 bilhdes dolares (OZORIO et al.,
2008). No Brasil, o custo anual do tratamento preventivo de tripanossomose bovina com cloreto
de isometamidium estimado até o ano de 2008, é de até RS 135,00 por animal (OZORIO etal.,
2008; CADIOLI et al., 2012) valor pode ser atualizado. Os impactos econdmicos causados por
T. vivax na producdo se devem ao amplo espectro de vetores ¢ hospedeiros susceptiveis e a

imunodeficiéncia dos animais, em sua maioria subnutrida (GARCIA et al., 2006).
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1°. Proteinas imunodominates do 7. vivax podem ser potenciais biomarcadores para diagndstico

2°. A imuno-histoquimica pode ser usada para diagnostico post-mortem.

3 HIPOTESES
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4 OBJETIVOS

Desenvolver nova técnica diagndstica para 7.vivax a partir de anélises do proteoma e

desenvolvimento de anticorpos policlonais para padroniza¢ao de imuno-histoquimica.
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5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter e purificar 7. vivax do sangue de ovinos experimentamente infectadas.
Determinar o perfil eletroforético das proteinas de 7. vivax.

Analisar as proteinas por LC-MS/MS.

Identificar e analisar as proteinas por bioinformatica.

Obter anticorpos policlonais contra 7. vivax.

Padronizar a técnica de imuno-histoquimica.

Realizar pesquisas de similaridade entre o 7.vivax foram realizadas nos genomas comparado

com T. brucei, T. b. gambiense, T. evansi, T. rangeli e T. Equiperdum
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6 CAPITULO I: CARATERIZACAO DO PROTEOMA PRELIMINAR DO
TRYPANOSOMA VIVAX FRENTE A OUTROS TRIPANOSSOMAS DE
INTERESSE VETERINARIO POR BIOINFORMATICA

RESUMO

As tripanossomiases sao doencas provocadas por protozoarios do género Trypanosoma. Na
Africa a transmissdo ocorre por meio de seu vetor bioldgico, a mosca tsé tsé. Na América
Central ocorre através de insetos hematofagos. A doenga a presenta alto impacto econdmico.
Seus sintomas incluem anemia, febre, letargia, perda de peso, queda de fertilidade e morte. O
diagndstico pode ser realizado por meio de exames parasitoldgicos ou testes sorologicos. Este
estudo teve como objetivo a caracterizagdo antigénica de antigenos de 7. vivax associado a
abordagem protedmica através de analise por bioinformatica buscando identificar novos
biomarcadores eficientes para deteccdo de 7. vivax. Os resultados deste trabalho revelaram um
total de 35 epitopos especificos para 7. vivax localizados em 22 proteinas. Em conclusao o
presente trabalho obteve sucesso em identificar novos possiveis biomarcadores especificos para

T. vivax.

ABSTRACT

Trypanosomiasis are diseases caused by protozoa of the genus Trypanosoma. In Africa,
transmission occurs through its biological vector, the tsetse fly. In Central America it occurs
through hematophagous insects. The disease has a high economic impact. Its symptoms include
anemia, fever, lethargy, weight loss, decreased fertility and death. The diagnosis can be made
through parasitological exams or serological tests. This study aimed to identify new efficient
biomarkers for the detection of T. vivax. The results of this work revealed are a total of 35
models of T. vivax, original in 22 proteins. In conclusion, the present work was successful in

new possible specific biomarkers to identify T. vivax.

6.1 INTRODUCAO

As tripanossomoses sdo doencas provocadas por protozoarios patogénicos do género
Trypanosoma, que tém larga distribui¢do e importancia econdomica na Africa, principalmente
em areas ocupadas pelo seu vetor bioldgico, a mosca tsé-ts¢. No oeste da Africa, o Trypanosoma

vivax (T.vivax) é considerado o mais importante tripanosoma de bovinos. A adaptagdo a
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transmissdo mecanica por insetos hematdfagos, tais como Tabanideos e Stomoxys spp. permitiu
a expansao de 7T.vivax para América Central, América do Sul e Caribe (BATISTA et al., 2008).

Os impactos econdmicos causados por esta enfermidade estao relacionados com a queda
na producdo, associada ao amplo espectro de vetores e hospedeiros suscetiveis, e a
imunodeficiéncia dos animais, em sua maioria subnutrida. Os sinais clinicos incluem anemia,
febre, letargia, perda progressiva de peso, queda de fertilidade e producao de leite e de carne,
aborto, agalaxia e, eventualmente, morte (CARVALHO et al., 2008).

O diagnostico pode ser feito através de exames parasitologicos como esfregaco
sanguineo, método do microhematécrito, aspirado de linfonodo e inoculagdo em pequenos
ruminantes com o intuito de visualizar o protozodrio e observar as caracteristicas mais
importantes das formas sanguineas. E também os testes sorologicos como RIFI, ELISA que
consistem na pesquisa de anticorpos circulantes contra o 7.vivax, esses testes tem como
desvantagem a ndo identificagdo da fase aguda (animais doentes) da fase cronica ou
assintomatica, dificultando a acuracia dos resultados. No mercado existem oS ensaios
moleculares que também sdo muito utilizados como, por exemplo, a PCR para identificar o
DNA do parasito na circulagdo dos animais infectados, porém em animais com baixa e/ou
nenhuma parasitemia a técnica torna-se menos sensivel e resulta em diagnosticos falhos (falsos
negativos) (REBESKI et al., 1999). Por essas razdes, a caracterizagdo antigénica de antigenos
de T. vivax associado a abordagem protedmica pode revelar mais proteinas que podem ser
empregadas como possiveis biomarcadores eficientes para deteccao de 7. vivax e também para

o direcionamento de drogas e vacinas.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Normas Eticas

Este trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade do Estado de Santa Catarina sob o numero de processo 6926160818 (Anexo A).

6.2.2 Local de realizacio dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Bioquimica de Hemoparasitas e
Veteros (LABHEV) e Hospital de Clinica Veterindria situados no Centro de Ciéncias
Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina (CAV/UDESC).

AN

U1 P4g. 42 de 78 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00012541/2022 e o c6digo 2PN5Q7G2.



43

Obtengdo do Trypanosoma vivax

Trés ovinos machos, raca crioula, higidos, com idade superior a quatro meses € peso
acima de 40 kg, negativos para 7. vivax (PCR), foram esplenectomizados e inoculados por via
intramuscular e subcutanea com 4 mL da amostra de 7. vivax criopreservada contendo
aproximadamente 2x10° parasitos/mL, cedida pela Universidade de Uberaba (UNIUBE). Os
animais foram mantidos e isolados em cercado contendo tela antimosquitos no setor de
ovinocultura da Universidade do Estado de Santa Catarina — Lages, alimentados com silagem
de milho ad libitum e acompanhados diariamente, no periodo matutino e vespertino, por
afericdo da temperatura retal e pesquisa parasitoldgica (sangue fresco em lamina/laminula
determinagdo da parasitemia), técnica de WOO e Buffy Coat). Apds atingirem o pico de
parasitemia ente 10° e 12° dias apds a inoculacdo, os ovinos foram eutanasiados conforme
prescrito pelo CEUA e posteriormente necropsiados pelo Laboratério de Patologia Animal

CAV/UDESC.

6.2.3 Coleta e armazenamento do material biologico

No pico de parasitemia (cada ovino) (2,24 x 10° tripomastigotas/mL de sangue) 400 mL
de sangue foram colhidos em tubos vacutainer contendo EDTA. A obtengao dos parasitas foi
realizada conforme protocolo descrito por Cuglovici et al., (2010) com modificagdes. O sangue
foi entdo misturado com igual propor¢do da solugdo de Percoll (Sigma®) tamponado com
HEPES, pH 7,4, contendo 8,5% de sacarose e¢ 2,5% de glicose na proporcao de 1:1 e
centrifugado a 17.500g por 25 minutos a 4°C. A banda de parasitos formada proxima ao topo
do gradiente foi colhida e ressuspensa em Solu¢cao Tampao Fosfato Salina (PBS) (NaH,PO, 40
mM pH 7,5 e NaCl 150 mM) na propor¢do de 1:3 e centrifugados a 6000g por 10 minutos em
4°C. Ap6s esse procedimento os precipitados de parasitas sofreram trés lavagens com (PBS) e
foram ressuspendido em 5mL de PBS(60%) com glicose (2%). Os parasitos parcialmente
purificados foram cromatografados em coluna de DEAE celulose e equilibrada com PBS
/glicose, conforme descrito por Laham, (1970). As fragdes eluidas da coluna foram avaliadas
ao microscopio e aquelas que apresentaram os parasitos foram reunidas e centrifugadas a 6000g
por 10 minutos em 4°C. Durante a purificagdo foi realizado o acompanhamento das fragdes
purificadas, através da visualizagdo ao microscopio optico. Cada coluna de DEAE produzida
foi utilizada apenas uma vez para evitar o desperdicio das amostras, pois as colunas nao

apresentam a mesma atividade quando sdo reaproveitadas.
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Segundo metodologia descrita por Gonzalez et al., (2005) os tripanosomas purificados
foram mantidos em solu¢do salina estéril tamponada com fosfatos a 0,01M (PBS, pH 7,2) e
adicionado inibidor de proteases SIGMA® na proporcdo de 1:300 e armazenados a -80 °C. A
lise das tripomastigotas foi realizada através de dez ciclos de congelamento (-80°C) e de
descongelamento (37°C). A concentracdo final de proteinas, de todas as amostras dos ovinos
foi mensurada utilizando o equipamento Nanodrop (Eppendorf®). Aliquotas de antigenos foram

conservadas a -80°C até a utilizagao.

6.2.4 Determinacao do perfil eletroforético por SDS-PAGE

As preparacdes do antigeno de 7. vivax foram submetidas a eletroforese de acordo com
a metodologia descrita por Laemmli (1970), com modificagdes. As proteinas obtidas foram
dosadas através da técnica de espectrofotometria (Nanodrop 2000®) e estipulado a concentragio
de 80pg de cada amostra e submetido a técnica de SDS-PAGE (12% corrida, 4% concentracao,
220V, 70A). Os géis foram montados entre placas de vidro (160 x 180 mm), separadas por
espagadores de 0,75 mm de espessura (GE HEALTHCARE®) e coradas com o corante FastBlue
(Scienco Biotech - Lages, Brasil) conforme orientagdes do fabricante.

Em todas as eletroforeses, foram incluidos marcadores padrdes com as respectivas

massas moleculares (Spectra™).

6.2.5 Espectrometria de massas

Preparo das amostras

Para andlise de EM 30ug de amostras do extrato total de proteinas de 7. vivax foram
separados por SDS-PAGE (12% corrida, 4% concentracao, 220V, 70A), sendo cada gel
composto de controle negativo (PBS) e a triplicata técinica separadas por 1 (um) poco de
distancia umas das outras. A corrida das proteinas foi de cerca de 2cm de gel em seguida o gel
foi corado com FastBlue (Scienco Biotech- Lages, Brasil) conforme orientagdes do fabricante
para visualizagao das bandas. Foram realizadas duas incisdes de aproximadamente 1 cm x 0,5
cm com bisturi estéril e descartavel, no sentido da esquerda para a direita (iniciando no controle
negativo) separando cada amostra em partes. As partes cortadas dos géis foram acomodadas

em microtubos individuais e congeladas em -20°C para realizagdo do processo posterior.
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6.2.6 Digestao e extracdo de peptideos

Descoloracdo

Foi adicionado 500uL de solu¢dao de descoloragao (20ml de 0.5M AMBIC, 50ml de
acetonitrila a 100% e 30ml de dgua ultrapura) em cada amostra feita no processo anterior, em
seguida as amostras foram incubadas em estufa a 37°C com agitacao por 30 minutos, a solugao
foi descartada e o processo foi repetido. Em seguida as amostras foram secas em concentrador

a vacuo (Concentrator plus® — Eppendorf) por 30 minutos a 37°C.

Reducdo, alquilacdo e digestdo

As proteinas foram reduzidas com ditiotreitol 100 mM, alquiladas com iodoacetamida
55 mM e digeridas com tampao de digestao (50 mM AMBIC - NH;HCO; MW = 79,06 -/ImM
CaCl,—MW=110,98 -, pH 8,5) e Tripsina (Sequencing Grade 0,5 pg) (Promega, Madison, WI).
A extracdo dos peptideos do gel foi feita com solugdo de extracdo (4gua, acido trifluoracético
3%, acetonitrila 30%) por sonicacdo em banho por 15 minutos. Por fim os peptideos obtidos
foram transferidos para uma placa de 96 pogos, contendo 200uL de cada amostra, onde foram
secos em concentrador a vacuo (Concentrator plus® — Eppendorf) a 37°C durante
aproximadamente 4 horas (tempo de secagem total das amostras), vedados e enviados para a
analise de espectrometria de massas no Center of Disease Control and Prevention (CDC) nos

EUA.

6.2.7 Analise de espectrometria de massas

As amostras foram submetidas a analise de espectrometria em um sistema de
cromatografia liquida (UHPLC; ultra-high performance liquid chromatography - Nano
Acquiring) acoplado a um espectrometro de massa Thermo LTQ Orbitrap Elite (Thermo, San
Jose, CA). As misturas peptidicas foram separadas em uma coluna de fase reversa (75 um i.d.,
15 cm de comprimento) com um fluxo de 500 nL/min. Foi utilizado como solvente acetonitrila
com os gradientes de 5% - 10% em 5 minutos, 10% - 40% em 10 minutos, 40% - 95% em 10
segundos, permanecendo a 95% durante 3 minutos e finalizando com recondicionamento da
coluna a 5% por 7 minutos.

Os ions foram adquiridos de modo positivo (ions 2%, 3" e 4%) com faixa de m/z de 400-
1400m/z com resolugao de 30.000m/z, sendo feito 11 eventos de varredura com aquisi¢cao de
10ms entre cada evento. Os 11 ions precursores mais intensos foram submetidos a camara de

colisdo CID em ambiente de argonio com energia de 35V.

AN
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Os processos de preparo das amostras e andlise de espectrometria de massas foram

baseados no trabalho de Wagner et al. (2013).

6.2.8 Analise por bioinformatica

A caracterizacdo protedmica de T. vivax foi baseada em sua localizacdo subcelular
(DeepLoc-1.0, WoLF PSORT e ProtComp) e na presenga de um peptideo sinal através do
software SignalP-5.0 (ARMENTEROS et al., 2019), que permitiu a identificagdo do possivel
mecanismo cldssico de sua ocorréncia. Para predi¢do de proteinas secretadas por via nao-
classica, foi utilizado o software Secretome P-1.0 (BENDTEN et al., 2004). Além disso, foi
analisada a presen¢a de dominios transmembranares utilizando o programa TMHMM v. 2.0
(MOLLER et al., 2001) e a 4ncora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) utilizando o software
PredGPI (PIERLEONI et al., 2008) que indica a presenga de proteinas da membrana. Por fim

foram estimadas as suas massas moleculares e pontos isoelétricos.

6.2.9 Antigenicidade

A presenga do epitopo das células B foi prevista para medir a antigenicidade da proteina
usando o software BepiPred 2.0 e E-mini. Foram considerados elegiveis epitopos contendo
entre 5 e 40 aminodcidos, sem o dominio N-glicosilagdo (Asn-Xaa-Ser / Thr) e com um limiar
de 0,5 para BepiPred 2.0 e um valor padrdo para E-mini. A presenca do dominio da N-

glicosilagdo foi determinada usando um software interno personalizado.

6.2.10 Ontologia genética

Os dados da ontologia genética (GO) para a identificacdo do processo bioldgico (P) e
da funcao molecular (F) de T. vivax (Y486) foram obtidos usando a ferramenta InterPro
incorporada no software Blast2GO, utilizando o servico da web EMBL-EBI InterPro optou-se

por valores padrdo. Esta etapa foi realizada utilizando as linhagens de 7. vivax.

6.2.11 Pesquisa de similaridade

As sequéncias identificadas através da andlise de EM foram submetidas a pesquisas de

similaridade para identificacdo de proteinas potencialmente exclusivas de 7. vivax e aquelas

N
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comuns a outras espécies. Pesquisas semelhantes foram realizadas nos genomas de 7. brucei
(TREU927), T. b. gambiense (DAL972), T. evansi (STIB80S), T. rangeli (SC58) e T.
equiperdum (taxid5694) usando BLASTp (valor E 1.0E-5).

6.3 RESULTADOS

6.3.1 Avaliacio parasitologica

Para verificar a efetividade da infeccdo experimental, foi realizada a avaliagdo
parasitologica por meio de analise do soro sanguineo dos ovinos infectados. Na avaliacdo
parasitologica do ovino 1 infectado experimentalmente com 7. vivax pode-se observar
tripomastigotas no sangue a partir do 10° dpi (2,0 x 10° tripomastigotas/mL) e pico de
parasitemia no 12° dpi (2,24 x 10'° tripomastigotas/mL) (Fiura 3 A). No ovino 2 foi verificada
a presenga do protozoario no soro sanguineo a partir do 7° dpi (1,0 x 10'° tripomastigotas/ul) e
pico de parasitemia no 12° dpi (2,12 x 10° tripomastigotas/ul) (Figura 3 B). Por fim no ovino 3
a parasitemia foi detecdada a partir do 5° dpi (2,0 x 10° tripomastigotas/ul) atingindo seu pico
no 10° dpi (2,08 x 10'° tripomastigotas/ul) (Figura 3 C. As temperaturas aferidas e o nivel de

parasitemia dos ovinos podem ser observadas na (Figura 3).

al

O P4g. 47 de 78 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00012541/2022 e o c6digo 2PN5Q7G2.



48

Figura 3. Analise da atividade parasitémica durante a infec¢ao experimental por Trypanosoma

vivax em ovinos.
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6.3.2 Perfil eletroforético de proteinas de Trypanosoma vivax

A analise do perfil eletroforético dos lisados celulares de Trypanosoma vivax dos ovinos
infectados experimentalmente revelou bandas de proteinas de massa molecular variando de
260,0 kDa a 14,0 kDa como apresentado na Figura 4. Foi verificado que as bandas de proteinas

dos lisados totais de T.vivax dos trés ovinos concentram-se entre 75 kDa a 66 kda.

Figura 4. Perfil eletroforético dos lisados celulares de Trypanosoma vivax dos ovinos
infectados.
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M- marcador de massa molecular; 1- 7.vivax purificado ovino 1; 2- T.vivax purificado ovino 2; 3- T.vivax

purificado ovino 3. Fonte: Proprio autor, 2022
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6.3.3 Proteinas identificadas por espectrometria de massas e bioinformatica

O total de proteinas identificadas neste estudo preliminar foi de 55, sendo 21 hipotéticas

(Tabela 1).

Tabela 1. Proteinas de Trypanosoma vivax encontradas na analise do proteoma

LOCALIZACAO EPITOPOS

GENE PRODUTO SUBCELULAR PREDITOS
hypothetical protein,

TvY486 0014530 conserved in 7. vivax Peroxisome 1
hypothetical protein,

TvY486_ 1101150 conserved Nucleus 4

TvY486_1010270 histone H2B, putative Cytoplasm NULL
kinetoplastid kinetochore

TvY486 0600720 protein 6, putative Plastid NULL

TvY486_0101140 beta tubulin, putative Cytoplasm 8
WD40/YVTN  repeat-like-

TvY486_1105000 containing protein Cytoplasm 1
hypothetical protein,

TvY486_0301460 conserved Cytoplasm 2
T-complex protein 1, theta

TvY486 1008070 subunit, putative (fragment)  Cytoplasm 1

TvY486 0101130 alpha tubulin, putative Cytoplasm 3
adenosine transporter,

TvY486 0014570 putative Endoplasmic_reticulum 5
ser/thr protein phosphatase,

TvY486 0101800 putative Cytoplasm 11
pyruvate kinase 1, putative,

TvY486 1013590 (fragment) Cytoplasm 1
btb/poz domain containing

TvY486 1013520 protein, putative Cytoplasm 4

TvY486 0807220 Flagellar Member 4 Cytoplasm 4
Mitochondrial N(5)-
glutamine methyltransferase

TvY486_1009720 MTQI, putative Mitochondrion 2
serine/threonine-protein

TvY486 0604410 kinase, putative, (fragment)  Cytoplasm 7
ATP-dependent  DEAD/H

TvY486 0702830 RNA helicase, putative Cytoplasm 4
intraflagellar transport
protein 140, putative

TvY486 1013910 (fragment) Cytoplasm 3
hypothetical protein,

TvY486 0900540 conserved (fragment) Nucleus 6
hypothetical protein,
conserved in 7. vivax

TvY486 0002110 (fragment) Nucleus NULL

[
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(Continuagdo) Tabela 1. Proteinas de Trypanosoma vivax encontradas na analise do

proteoma
LOCALIZACAO EPITOPOS

GENE PRODUTO SUBCELULAR PREDITOS
prolyl-tRNA synthetase,

TvY486 1012540 putative Mitochondrion 10
hypothetical protein,
conserved in 7. vivax

TvY486 0003350 (fragment) Cytoplasm NULL
hypothetical protein,

TvY486 0041270 conserved in 7. vivax Nucleus NULL

TvY486 1002910 enolase, putative Cytoplasm 7
hypothetical protein,

TvY486 0806710 conserved Nucleus NULL
PSP1 C-terminal conserved

TvY486 1011290 region, putative Cytoplasm 2
vesicle-associated membrane

TvY486 1011590 protein, putative Cytoplasm 4
hypothetical protein,

TvY486_1006830 conserved Endoplasmic_reticulum 1
phosphoglycerate kinase,

TvY486 0100150 putative, (fragment) Cytoplasm 1
glyceraldehyde 3-phosphate

TvY486 0603710 dehydrogenase, putative Peroxisome 1
hypothetical protein,

TvY486 1102990 conserved Mitochondrion NULL
hypothetical protein,

TvY486 0038430 conserved in 7. vivax Nucleus NULL
kinesin, putative

TvY486 0704900 (pseudogene) Cytoplasm 3

TvY486 0500090 methyltransferase, putative Extracellular 6
hypothetical protein,

TvY486 0019950 conserved in 7. vivax Nucleus NULL
WD domain, G-beta repeat,

TvY486 0700270 putative Nucleus 3
Stress responsive A/B Barrel

TvY486 1101300 Domain, putative Cytoplasm 1
hypothetical protein,
conserved in T vivax,

TvY486 0043720 (pseudogene) Extracellular NULL
receptor-type adenylate

TvY486 0001060 cyclase GRESAG, putative Cell_membrane 6
hypothetical protein,

TvY486 0045310 conserved in 7. vivax Nucleus 1
C-terminal motor kinesin,

TvY486_ 1109630 putative Cytoplasm 2
hypothetical protein,

TvY486 1014460 conserved (pseudogene) Nucleus 4
U3 small nucleolar RNA-

TvY486 0907560 associated protein 6, putative Cytoplasm 1

62
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(Continuagdo) Tabela 1. Proteinas de Trypanosoma vivax encontradas na analise do

proteoma
LOCALIZACAO EPITOPOS

GENE PRODUTO SUBCELULAR PREDITOS
elongation factor 1-alpha,

TvY486 1002100 putative Cytoplasm 5

TvY486 0900680 PQ loop repeat, putative Lysosome/Vacuole NULL
hypothetical protein,

TvY486 1103910 conserved Nucleus 6
hypothetical protein,

TvY486 1109160 conserved Cytoplasm 3
hypothetical protein,

TvY486 0303780 conserved (fragment) Mitochondrion 4
hexokinase, putative,

TvY486 1002000 (fragment) Mitochondrion NULL
hypothetical protein,

TvY486 0027630 conserved in 7. vivax Cell_membrane NULL
heat shock protein 85,

TvY486 0035480 putative Nucleus 2

TvY486 1111670 kinesin-D Cytoplasm 4
hypothetical protein,

TvY486 0020970 conserved (fragment) Golgi_apparatus NULL
microtubule-associated

TvY486 1010185 protein, putative, (fragment) Cytoplasm 5
hypothetical protein,

TvY486 1104950 conserved Mitochondrion 4
vesicle-associated membrane

TvY486 1011590 protein, putative Cytoplasm 4

Fonte: Proprio autor, 2022

O ponto isoelétrico médio aferido foi de pH 7,28 e a massa média molecular média

59.65 kDa. Em sua maioria foram identificadas proteinas com regides de ponto isoelétrico

entre 5 e 6 e abaixo de 100 kDa (Grafico 1).

Das proteinas identificadas, 47% (26) se encontravam no citoplasma, sendo maioria,

uma quantidade significativa foi observada também no nucleo, cerca de 21% (12), observou-se

ainda 12% (7) proteinas com dominios transmembranares, sendo que nenhum foi referido como

Glicosilfosfatidilinositol (GPI). 10% (6) das proteinas foram localizadas nas mitocondrias

enquanto as demais proteinas se distribuiram em menores quantidades entre complexo de Golgi

1,81% (1), reticulo endoplasmatico 3,63% (2), lisossomos/vactiolos 1,81% (1), peroxissomos
3,63% (2), plastideos 1,81%(1), meio extracelular 3,63% (2), membrana celular 3,63%(2),
membrana celular 3,63%(2) (Grafico 2).
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Grafico 1. Relagdo massa molecular e ponto isoelétrico do proteoma
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Grafico 2. Localizagdo subcelular das proteinas secretadas de 7. vivax
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A andlise ontologica revelou significativo destaque para atividade catalitica
(catalytic activity) e ligacao (binding), ambos dentro do parametro “Molecular function”. Em
processos biologicos (Biological process) verifica-se maior porcentagem de genes para os

grupos processo metabolico (metabollic process) e (celular process) (Grafico 3).

Grafico 3. Distribuicao do gene ontology (GO) do proteoma de 7. vivax
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

A analise por bioinformatica identificou 35 epitopos localizados em 22 proteinas, sendo
todos especificos de 7. vivax, uma vez que os mesmos ndo foram encontrados em T. evansi, T.

equiperdum e B. taurus. Dos 35 epitopos, 4 possuem sitio de N-glicosilagdo (Tabela2).
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Tabela 2. Lista com epitopos especificos para 7. vivax identificados através da analise por bioinformatica

1D Produto Localizaciio na proteina Sequéncia do epitopo N-Glyc
TvY486_1109160 hypothetical protein, conserved 2470483-2473266 (+) RKRQRSEPHVP N
TvY486_1006830 hypothetical protein, conserved 1721867-1722997(+) NNYKGDKNTTYNPNEKRDKCDGK Y
TvY486 1014460 hypothetical protein, conserved (pseudogene) 3727067-3731708 (+) NNSGRDRGSAT Y
TvY486 0014570 adenosine transporter, putative 105-1226 (-) DTMKDTDQVEDTTNAE N
TvY486_0038430 hypothetical protein, conserved in 7. vivax 1095-1991(-) GNGTNTQNTTPEQPG Y
TvY486_1011290 PSP1 C-terminal conserved region, putative 2829174-2831054(+) QHSVDSKNPNQRFNS N
TvY486_0604410 serine/threonine-protein kinase, putative, (fragment) 1205945-1208350(+) PSQNGGRDSAR N
TvY486 0500090 methyltransferase, putative 12001-13911(-) ERQVKYDSGKASGD N
TvY486_1011290 PSP1 C-terminal conserved region, putative 2829174-2831054(+) RQPEENFDSST N
TvY486_1011590 vesicle-associated membrane protein, putative 2909872-2910774(+) DENGNPRQKIR N
TvY486_0027630 hypothetical protein, conserved in 7. vivax 3171-4652(-) QDEAQGGGATQQNKQGGH N
TvY486 0301460 hypothetical protein, conserved 421809-423014(-) SKDSNTLPSV N
TvY486_0045310 hypothetical protein, conserved in 7. vivax 343-1233(+) ERQTEPQPQT N
TvY486_0900680 PQ loop repeat, putative 169562-170638(-) GESDLNLVRDEDEETGTVKE N
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(Continuagdo) Tabela 2. Lista com epitopos especificos para 7. vivax identificados através da andlise por bioinformatica

1D Produto Localizaciio na proteina Sequéncia do epitopo N-Glyc
TvY486_1011290 PSP1 C-terminal conserved region, putative 2829174-2831054(+) VSADKKAISNTRSNSQST N
TvY486_0500090 methyltransferase, putative 12001-13911(-) GTKGAVDNHP N
TvY486_0014570 adenosine transporter, putative 105-1226(-) EPVNDGDQAQPVVRSVLD N
TvY486 0900680 PQ loop repeat, putative 169562-170638(-) LNRLVRNRVQTAVQD N
TvY486_1009720 Mitochondrial N(5)-glutamine methyltransferase MTQ1, putative = 2436359-2437627(+) CGDGAGGRGKRRLSDS N
TvY486_0807220 Flagellar Member 4 2188996-2194170(+) SGDSRPSRAVPM N
TvY486_0301460 hypothetical protein, conserved 421809-423014(-) VPDTSGASAG N
TvY486 0038430 hypothetical protein, conserved in 7. vivax 1095-1991(-) LTKDQHRKPL N
TvY486_1109630 C-terminal motor kinesin, putative 2638872-2640884(+) PTGGEGTDASGATGRREPSVTTNGA N
TvY486_0900540 hypothetical protein, conserved (fragment) 129714-131819(-) TSSSRTSGQGRGGSS N
TvY486 1014460 hypothetical protein, conserved (pseudogene) 3727067-3731708(+) LSKIRPSLQSQKRTTT N
TvY486_0301460 hypothetical protein, conserved 421809-423014(-) RRSSLQRTSV N
TvY486_1014460 hypothetical protein, conserved (pseudogene) 2006084-2008681(+) DRSSSFSISSLGGDS N
TvY486 1104950 hypothetical protein, conserved 1425192-1426532(+) AEGQVNVSDA Y
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(Continuagdo) Tabela 2. Lista com epitopos especificos para 7. vivax identificados através da andlise por bioinformatica

ID Produto Localizacio na proteina Sequéncia do epitopo N-Glye
TvY486_1013910 intraflagellar transport protein 140, putative (fragment) 3566359-3571149(-) FAEKNCQEDNAD N
TvY486 0101800 ser/thr protein phosphatase, putative 619024-622883(+) DFETQQLVDLGD N
TvY486_1012540 prolyl-tRNA synthetase, putative 3129074-3131497(-) LANTQQTARRIS N
TvY486_0604410 serine/threonine-protein kinase, putative, (fragment) 1205945-1208350(+) NEQDTAEVRGLNN N
TvY486_1011590 vesicle-associated membrane protein, putative 2909872-2910774(+) AETQSNGRRVQMR N

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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6.4 DISCUSSAO

Com o isolado de 7. vivax utilizado na infeccdo experimental dos ovinos, o pico de
parasitemia foi observado entre o 10° a 12°. Esses resultados corroboram com o estudo de
infeccdo experimental em ovinos por 7 vivax realizado por Batista et al (2006), que observou
pico da parasitemia entre o 7 ¢ o 13 dias pos infec¢do. Paiva (2009), também observou
resultados semelhantes em formas do parasita no sangue periférico de ovinos
experimentalmente infectados por 7. vivax entre o 5° e 9° dia apos a infeccdo e pico da
parasitemia em torno do 12° e 20° (dpi). Em bovinos, um estudo realizado por Fidelis et al.
(2016), o qual induziu infec¢@o experimental em 3 animais da raca girolanda, também relata
resultados similares, com o pico da infec¢ao ocorrendo entre o 12° ¢ o 13° dpi. Contudo, achados
divergentes podem ser encontrados na literatura, como o trabalho descrito por Adamu et al.
(2007), que identificaram o pico aos seis dias pos-infec¢ao nos touros zebus experimentalmente
infectados; e por Schenk et al. (2001), que observaram 7. vivax na circulagdo sanguinea a partir
do 3° (dpi), pico no 5° (dpi) e persisténcia de parasitemia até o 30° (dpi) em todos os bezerros
infectados experimentalmente, sugerindo que podem haver variagdes neste parametro.

Estas variagdes da presenca das formas tripomastigotas na circulacdo podem estar
relacionadas as espécies animais envolvidos, raca, idade, alimentacdo, fatores ambientais, que
podem influenciar na resposta do hospedeiro ao parasita, demonstrando que uma mesma
amostra de 7. vivax pode apresentar patogenicidade diferente em decorréncia dos fatores
supracitados (SCHENK et al., 2001; ALMEIDA et al., 2008; BATISTA et al., 2006). Além do
mais, o sistema imunologico do animal influencia de maneira significativa na variacdo da
parasitemia estabelecida (SILVA et al., 2002), tornando dificil reconhecer um padrao ja que
organismo de cada animal pode responder de maneira distinta a infecgao.

Na forma aguda, os animais morrem dentro de cinco semanas e apresentam alta
temperatura, letargia, fraqueza, anemia e leve perda na condicdo fisica (SILVA et. al., 1996).
Na América Latina, os ruminantes parasitados geralmente apresentam febre, perda de peso,
apatia, anorexia, entre outras manifestacdes como anemia, palidez de mucosas,
linfoadenomegalia, frequéncias respiratéria e cardiaca aumentadas, diminui¢do da produgao de
leite, aborto, hemorragia visceral principalmente no trato gastrointestinal, e morte (SILVA et
al. 2002; SILVA et al., 2004;: BATISTA et al., 2007; OSORIO et al., 2008). Neste estudo notou-
se a presenga dos sinais clinicos como: apatia, mucosas hipocroradas (anemia), secre¢ao ocular,
secrecdo nasal, opacidade de cornea, diarreia, porém ndo se observou correlagdo entre o

aumento de temperatura no ovino 2 e 3 com o nivel de parasitemia.
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A andlise do perfil eletroforético dos lisados celulares de Trypanosoma vivax dos ovinos
infectados revelou um conjunto de proteinas que concentram ente 66 a 75 kDa que podem
abrigar possiveis biomarcadores. Em trabalho realizado com 7. evansi, Yadav et al., (2013)
identificaram antigenos imunodominantes para 7.evansi em equinos, de 62 a 66 kDa, 52 a 55
kDa e 41 a 43 kDa através do imunoblot.

Os resultados observados por espectrometria de massas neste trabalho identificaram
preferencialmente proteinas abaixo de 100 kDa o que corrobora com a massa molecular das
proteinas identificadas por SDS-PAGE. A analise da massa molecular e ponto isoelétrico por
meio da espectrometria de massas fornece informag¢des de maior confiabilidade em relagdo ao
gel de eletroforese uma vez que este ultimo apresenta problemas técnicos como por exemplo
dificuldade no processamento de moléculas muito grandes, muito pequenas, muito acidas ou
muito bésicas (KOZLOWSKI, 2016).

O experimento identificou 55 proteinas, sendo 21 hipotéticas. Proteinas hipotéticas sdo
aquelas que ndo tem sua fung¢do caracterizada devido a auséncia de informagdes nos bancos de
dados ou mesmo informacdes erradas (GALPERIN, 2001). Apenas 4 proteinas apresentaram
peptideo sinal, das quais 1 ¢ secretado pela via nao classica. Resultado similar foi observado
por Geiger et al. (2010), que verificou quantidade reduzida de proteinas que apresentavam
peptideo sinal em andlise do proteoma de T brucei, o autor entdo sugere que had uma via
alternativa de secrecao dos parasitos ainda nao estudada. Tal hipotese se valida uma vez que a
funcdo do peptideo sinal ¢ direcionar a proteina para secre¢ao. Sendo assim, os resultados
observados sugerem que as proteinas identificadas também sdo secretadas por vias alternativas.

Verificou-se 7 (12%) proteinas com dominios transmembranares. Tal resultado ¢
superior ao encontrado por Geiger et al. (2010) em uma andlise do proteoma de 7. evansi, a
qual revelou um total de 5% de proteinas transmembranares associando-as com a formagao de
vesiculas extracelulares. Portanto nossos resultados sugerem a formacgdo de vesiculas por
exocitose no proteoma de 7 vivax. Este resultado de grande importancia, fornecendo mais
informacdes sobre a fisiologia da infec¢do ocasionada pelo parasita a uma vez que as proteinas
membranares mediam a interacdo da célula com os componentes do meio extracelular,
reconhecem antigenos, transportam nutrientes, sendo relacionadas com a fagocitose (BUTT;
RASOOL; KHAN, 2017).

Algumas das proteinas encontradas desempenham papel importante para o metabolismo
do parasito e apresentam potencial para serem utilizadas como biomarcadores. O transportador
de adenosina identificado no parasito, por exemplo, pode ser dividido em P1, o qual transporta

purinas com ampla especificidade, e P2, responsavel pelo transporte de adenina e adenosina
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(GEISER et al, 2005). Sabe-se que P2 apresenta participacdo ativa no transporte dos
medicamentos melarsoprol e pentamidina para o interior do parasito, os quais sao amplamente
utilizados no tratamento de Tripanossomose humana africana (HAT) causadas por 7. brucei
apresentando alta efetividade (BAKER et al., 2013).

Foram identificadas também as tubulinas alfa e beta, ambas constituintes dos
microtubulos que por sua vez compde citoesqueleto, o qual mantém a estrutura e formato
celular, além de ter participagdo ativa em estagios da divisdo celular, movimentacao de
vesiculas e organelas (NOGALES, 2000). Inoue et al. (2015), identificaram em um estudo a
presenga da quinase AKBI1, a qual estd co-localizada em grande parte com a alfa tubulina, o
estudo sugere que esta quinase esta diretamente relacionada a citocinese e divisdo celular
intrinseca ao parasito. Um estudo recente identificou as proteinas CAP50, CAP52 ¢ CAP42
associadas ao microtibulo, essenciais para a citocinese e morfologia celular do parasito
(SCHOCK etal.,2021). Tais achados sugerem que as tubulinas alfa e beta apresentam potencial
significativo como marcadores biologicos para tratamentos. Corroborando com tal hipdtese, um
estudo realizou a imunizacdo de camundongos com beta tubulina recombinante de 7. evansi
obtendo sucesso na profilaxia de 7. evansi, T. brucei e T. equiperdum (LI et al., 2007).

A cinesina C-terminal motora pertence as familias das cinesinas, as quais apresentam
ampla diversidade e podem desempenhar diversos papeis no metabolismo celular, como
transducdo de sinais, divisdo celular (GOLDSTEIN e PHILP, 1999), trafego de vesiculas
sinapticas (HURD et al., 1995) entre outros. Em um estudo realizado a partir de analise de cepas
transgénicas de 7. brucei uma proteina C-terminal motora identificada como 7bh KIFCI
apresentou papel crucial para a biogénese de acidocalcissomas, os quais em tripanossomatideos
apresentam uma quantidade significativa de Ca?" e consequentemente participando da
homeostase de Ca*" (DUTOYA et al., 2001).

O fator de alongamento de traducdo de proteina- 1 alfa foi descrito em 7. brucei como
um ligante da calmodulina, esta, por sua vez, estd relacionada a transducdo de sinais de célcio
para este parasito. Esta interacao sugere um efeito modulador do calcio sobre a enzima (KAUR
e RUBEN, 1994). A interrupgao deste gene pode levar a morte do parasita, o qual ainda pode
permanecer vivo devido a isoformas desta enzima presente na célula (RIDGLEY et al., 1996).

A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase ¢ uma enzima glicolitica associada ao
fornecimento de energia do parasito € se encontra presente no glicossomo e sendo este uma
organela semelhante a um peroxissomo, a qual confere ao parasito a capacidade de adaptar suas
reacOes metabolicas a novos ambientes, permitindo sua transi¢do entre diferentes organismos

durante seu ciclo de vida. Alguns estudos relatam o uso desta enzima como potencial alvo para
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tratamento farmacoldgico, como em um estudo recente realizado por Gusmao et al. (2021), o
qual verificou atividade tripanocida significativa de lactonas produzidas por fungo endofitico
de Euphorbia umbelatta por meio da inibicao da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase em 7.
brucei. Um estudo in silico avaliou diversos compostos naturais com potencial de inibigao
desta enzima, dos quais 69% apresentaram atividade tripanocida significativa (HERRMANN
et al., 2015), corroborando com a afirmativa de que esta enzima glicolitica apresenta potencial
promissor como alvo terapéutico.

As fosfoglicerato quinase (PGK) sdo proteinas pertencentes a familia das quinases,
participa ativamente de reacdes metabolicas como na via glicolitica, sendo uma das 2 etapas
geradoras de ATP. Devido a isso essas proteinas sdo fundamentais para a sobrevivéncia de
parasitos tripanossomicos como 7 cruzi e T brucei (MISSET, OPPERDOES, 1987; PIRELA et
al., 2018). Um estudo guiado por Bressi et al. (2000) obteve sucesso utilizando analogos da
adenosina como potenciais inibidores da PGK em 7. brucei demonstrando o potencial da PGK
como marcador biolodgico para tratamentos. A analise de gene ontology identificou significativa
expressao de genes de funcao molecular relacionados a analise catalitica, isso ocorre
principalmente pela presenca abundante de enzimas intracelulares que atuam como
catalizadoras de reagdes quimicas, as quais ocorrem constantemente e consequentemente
acarretando em producao constante de tais enzimas (NELSON, COX, 2011).

Também foi observada alta expressao de genes no parametro: ligacao (binding), estes genes
estdo relacionados a possiveis ligagcdes que podem ocorrer entre as moléculas do parasito ou
mesmo com moléculas externas como drogas e carboidratos (DESSIMOZ, 2016), explorar os
mecanismos dessas ligagdes pode também revelar possibilidades de intervengdes terapéuticas,
inibindo receptores ou mesmo com drogas ligantes. A expressdo significativa de genes
verificada em processo metabolico (metabollic process) e (celular process) ja era esperada,
uma vez que ambos os parametros estdo relacionados com o funcionamento e a manutencao
dos organismos, incluindo processos como sintese e¢ degradacdo de moléculas, além de
crescimento, manutengao e comunicacao celular (SMITH, et al., 2000)

A andlise por bioinformatica identificou 35 epitopos identificados em 22 proteinas,
sendo todos especificos de 7. vivax, uma vez que os mesmos ndo foram encontrados em T.
evansi, T. equiperdum e B. taurus. Dos 35 epitopos, 4 possuem sitio de N-glicosilagdo, gerando
ainda mais especificidade para estes possiveis antigenos. Esse resultado podera teoricamente
facilitar o encontro de alvos especificos, o que, entretanto, necessita ainda de andlises
subsequentes de outras amostras, haja vista que até o presente momento nao possuem trabalhos

mostrando o proteoma total do 7.vivax.
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6.5 CONCLUSAO

Assim, o presente trabalho obteve sucesso em mapear através da analise de
bioinformatica 22 proteinas que apresentaram 35 epitopos exclusivos do T.vivax, o que os torna
excelentes candidatos a biomarcadores da doenca apds andlise completa do secretoma.
Ressalta-se a importancia desses resultados para a padronizacdo de técnicas de imuno-
histoquimica e sua aplicabilidade no diagndstico de T7.vivax em rebanhos bovinos,
possibilitando resultados mais precisos e amenizando os impactos econdmicos causados pela
infeccdo. Entretanto, para que essas proteinas possam ser empregadas em testes de
imunodiagnosticos e/ou alvos terapéuticos necessita-se de mais estudos referentes a bioquimica

e estrutura proteica.
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7 CAPITULO II: PADRONIZACAO DA TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA
PARA DIAGNOSTICO DE Trypanosoma vivax

RESUMO

A tripanossomose bovina € causada por um protozodario flagelado intitulado Trypanossoma. Os
sinais clinicos apresentados por essa doenca sdo diversos e inespecificos. O diagnostico pode
ser realizado por testes parasitologicos, soroldgicos ¢ moleculares. A técnica de imuno-
histoquimica tem apresentado bons resultados para diagndstico de tripanossomose, contudo, a
auséncia de anticorpos especificos para 7.vivax impede sua utilizagdo como método diagnodstico
para este parasito. Portanto, o objetivo deste trabalho foi a padronizagdo e producdo de
anticorpos policlonais anti-7 vivax para realizacdo de exame imunohistoquimico. A obtengao
dos anticorpos policlonais a partir de ratos Wistar machos imunizados com o antigeno (7 vivax)
purificado permitiu, utilizando a imuno-histoquimica, a marca¢do do parasito de maneira

eficiente.

ABSTRACT

Bovine trypanosomiasis is caused by a flagellated protozoan called Trypanosoma. The clinical
signs presented by this disease are diverse and nonspecific. The diagnosis can be made by
parasitological, serological and molecular tests. The immunohistochemistry technique has
shown good results for the diagnosis of trypanosomosis, however, the absence of specific
antibodies for T.vivax prevents its use as a diagnostic method for this parasite. Therefore, the
objective of this work was the standardization and production of anti-T vivax polyclonal
antibodies for immunohistochemical examination. Obtaining polyclonal antibodies from male
Wistar rats immunized with the purified antigen (T vivax) allowed, using

immunohistochemistry, to efficiently label the parasite.

7.1 INTRODUCAO

A tripanossomose bovina ¢ causada por um protozoario flagelado intitulado
Trypanossoma (BATISTA et al., 2008). Os sinais clinicos apresentados por essa doenca siao
diversos e inespecificos. E possivel encontrar queda na produgio de leite, repeticdes de cio,
ocorréncia de abortos, caquexia, anemia e anorexia (ABRAO 2009). Por niio apresentar sinais
patognomonicos, o diagndstico da tripanossomiase ndo ocorre somente na inspecao € exame

clinico, necessitando de exames complementares (CASTILHO NETO et al., 2021).
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Para execu¢do do diagnostico € necessario compreender a fase da doenca. Testes
parasitoldgicos, soroldgicos e moleculares podem ser associados ao exame clinico ou até
mesmo confirmar uma suspeita quando usados em conjunto (MENESES, 2016). As técnicas
parasitoldgicas apresentam maior facilidade para execugdo, porém tém menor sensibilidade. Os
testes sorologicos apresentam maior sensibilidade e podem confrontar o exame parasitologico
negativo (CASTILHO NETO et al., 2021).

Dentre as técnicas parasitologicas mais adotadas para diagndstico da tripanossomiase
listam-se a o microhematdcrito ou Técnica de Woo, o Buffy coat e a gota espessa. A técnica de
imuno-histoquimica ja vem sendo utilizada como método diagnostico para alguns
tripanossomideos, como 7. evansi (SUDARTO et al., 2000). Sabe-se que animais portadores
da doencga apresentam alteracdes morfologicas em diversos tecidos (ALMEIDA et al., 2010),
contudo, ndo ha até o presente momento anticorpos especificos para 7. vivax que possibitem a
identificagdo do parasita nos tecidos, fora dos vasos sanguineos. Portanto, o presente trabalho
tem por objetivo a padronizagdo e producdo de anticorpos policlonais anti-7 vivax para

realiza¢do de exame imunohistoquimico.

7.2 MATERIAL E METODOS

7.2.1 Producio de anticorpo policlonal de Trypanosoma vivax

Para producdo do anticorpo, foram usados quatro ratos Wistar machos com idade
superior a dois meses, sendo que trés foram utilizados para a producao do anticorpo € um como
controle negativo. O antigeno (7.vivax purificado no Capitulo I) foi fixado com formol a 4% e
os ratos foram submetidos ao processo de imunizacdo conforme metodologia descrita por
Batista, 2016. Trés ratos foram imunizados com 100pL de antigeno (7. vivax fixado em formol
4%) + 100uL de adjuvante de Freund completo e um rato como controle negativo (inoculado
100pL de PBS + 100 pL adjuvante de Freund completo). O procedimento de imunizagao foi
estendido por 52 dias, envolvendo 4 injecOes (uma dose preparatoria de imundgeno em
adjuvante de Freund completo e 3 doses com imundgeno em adjuvante de Freund incompleto,
sendo realizadas no intervalo de 13 dias). Ao término desse periodo foi realizada a colheita do
sangue dos animais. Para o exsanguinagdo os animais foram anestesiados, conforme protocolo
aprovado pelo CEUA/UDESC. O sangue colhido foi centrifugado a 3.000g por cinco minutos

para obtencao do soro contendo anticorpos anti-7. vivax.
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A titulacdo dos anticorpos foi avaliada pela técnica de Imunofluorescéncia Indireta
conforme descrito por Cuglovici et al., (2010) com modificacdes. Inicialmente, os soros dos
ratos foram diluidos na razao dois a partir de 40 até¢ 2560. As laminas contendo o antigeno

(tripomastigotas de 7. vivax) foram cedidas pela Universidade de Uberaba (UNIUBE).

Reacgao de Imunofluorescéncia Indireta para Trypanosoma vivax

Inicialmente as 1aminas contendo o antigeno fixado (7.vivax) foram retiradas do freezer,
secas a temperatura ambiente e as delimitagdes foram feitas com esmalte. Os soros controles
positivos (bovinos naturalmente infectados com 7.vivax e negativos oriundos da UNIUBE)
foram diluidos em PBS nas diluicdes de 1:80 sendo o ponto de corte para determinar a
reatividade. E para as amostras de soro dos ratos, foram diluidos em PBS nas dilui¢gdes de 1:40,
1:80, 1:160, 1:320; 1:640; 1:1280 ¢ 1:2560 e distribuidos 20 pl nas ldminas contendo o antigeno
de T. vivax. As Laminas foram incubadas por 30 minutos em cdmara umida a 37° C e
posteriormente lavadas com PBS por trés vezes de cinco minutos. Em seguida acrescentou-se
o conjugado anti-bovino marcado com FITC (SIGMA®) na dilui¢do 1:300 e conjugado anti-
rato marcado com FITC (SIGMA®) na diluigdo 1:32 respectivamente. As laminas foram
novamente incubadas por 30 minutos e lavadas com PBS como descrito previamente. Apos a

secagem da lamina a leitura foi realizada em microscopio epifluorescente Nikon®.

7.2.2 Reac¢ao de imuno-histoquimica (IHQ)

Durante a necropsia dos ovinos experimentalmente infectados com 7. vivax no citado

no estudo anterior como CAPITULO I, durante o pico de parasitemia foram coletados

fragmentos de cérebro, coragdo, pulmoes, rins, bago, figado, musculo esquelético, abomaso,
rimen, reticulo, omaso, intestinos delgado e grosso, bexiga, esdfago, traqueia e testiculos e
armazenados em solucdo de formaldeido 10% (pH 7,0) por um periodo de 72 horas a 37°C em
estufa. Os cortes desses 0rgaos foram processados para histologia e incluidos em parafina para
a posterior confeccdo de cortes histologicos de 3 um e coloragdo usando o protocolo de
Hematoxilina e Eosina (HE). Além disso, foi feito um corte histologico de cada bloco e
colocado em laminas de vidro positivas (ImmunoSlide®, Easypath diagnésticos, Indaiatuba,
Brasil) para a realizagdo da imuno-histoquimica (IHQ) anti-7. vivax.

Para avaliagdo histopatoldgica, as laminas foram previamente desparafinadas em estufa
a 65°C, diafanizadas em Xilol P.A., reidratadas em bateria de alcoois com concentragao

decrescente (100% a 70%) e coradas com Hematoxilina e Eosina de Harris 3%. Em seguida,
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coloragdo, desidratacdo em bateria de alcoois com concentragdo crescente (80% a 100%) e
diafaniza¢do em Xilol P.A. foram realizados. Finalmente, uma lamina foi montada usando um
meio de montagem hidrofébico (balsamo do Canada).

Os cortes submetidos a ITHQ foram previamente desparafinados em estufa a 65°C,
diafanizados em Xilol durante 4 minutos, banhado duas vezes em metanol por dois minutos e
reidratado em bateria de alcool com concentracdo decrescente (100% a 70%). Para a
recuperagao antigénica, os cortes foram incubados em banho-maria a 100°C por 25 minutos em
tampdo citrato (pH 6,0). Para bloquear reagdes inespecificas, o leite em p6 (Molico®) desnatado
foi diluido em solugdo salina tamponada com fosfato a 5% e Tris (PBS-Tris) por 20 minutos
em temperatura ambiente. O anticorpo primario anti-7. vivax foi diluido 1:100 em PBS-Tris e
incubado em camara iimida a 38°C por 1 hora e 45 minutos em estufa de temperatura controlada
a 37°C.

Posteriormente, os tecidos foram incubados com o anticorpo secundario,
respectivamente uma IgG anti-rato conjugado com fosfatase alcalina (1:500) (Sigma-Aldrich®,
Merck KGaA, Darmstadt, Germany), por 60 minutos. Em seguida, os cortes foram revelados
com o cromégeno Warp RedTM (Biocare Medical®, Pacheco, California, EUA) e corados com
hematoxilina por aproximadamente 1 minuto. O controle negativo foi inserido simultaneamente
nas laminas testadas. A mesma se¢@o do controle positivo foi usada; no entanto, o negativo foi

incubado com PBS em vez do anticorpo primario.

7.3 RESULTADOS

7.3.1 Produciao de anticorpo policlonal de Trypanosoma vivax

Os soros dos trés ratos imunizados com antigeno de Trypanosoma vivax foram avaliados
pela técnica de RIFI, onde se obteve a titulacdo de 1:40, podendo visualizar parasitos

fluorescentes até a diluicdo de 1:2560 (Figura 5).

7.3.2. Imuno-histoquimica

Trypanossoma vivax foi prontamente reconhecido em tecidos de ovinos infectadas
experimentalmente corados por hematoxilina e eosina. Fragmentos de tripomastigotas, bem
como tripomastigotas inteiros, foram observados dentro de varios vasos pequenos € médios de

varios 6rgaos, incluindo figado, rins, cérebro, pulmdes e pancreas. Os tripomastigotas de 7.
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vivax tinham uma média de 18 micrometros, com citoplasma eosinofilico palido e um nucleo

alongado e predominantemente basofilico central e oval com nucléolo imperceptivel.

Figura 5. Titulagdo dos anticorpos contra Trypanosoma vivax por imunofluorescéncia.

A — Titulagdo de 1:40; B — Titulagdo de 1:80; C - Titulagdo de 1:160; D — Titulacdo de 1:320; E — Titulacdo
de 1:640; F — Titulago de 1:1.280; G — Titulagdo de 1:2.560; H — Controle negativo e I — Controle positivo.
Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Devido a intensa coesdo entre os parasitas, ndo foi possivel observar o cinetoplasto e
delimitar com precisio a membrana ondulante. Na IHQ anti-7. vivax, imunomarcagao
moderada foi observada em multiplos tripomastigotas intravasculares, predominantemente ao
redor dos eritrdcitos e adjacentes ao endotélio. Esta imunomarcacao foi evidenciada em um
vermelho cereja intenso e foi comumente observada nas veias centrolobulares do figado (Figura
6B), capilares pulmonares (Figura 6C), em vasos de calibre pequeno a médio do cérebro (Fig.
6. D) e em menor quantidade nos capilares peritubulares dos rins (Figura 6E). O controle

negativo ndo mostrou qualquer tipo de imunomarcagao vermelho-cereja (Figura 6F).
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Figura 6. Avaliagao histoldgica e imuno-histoquimica do 7rypanosoma vivax em tecidos de
ovinos. (A) Fotomicrografia dos rins com multiplos tripomastigotas intravasculares de 7.
vivax (ponta de seta), corados em eosinofilico palido com nucleo arredondado basofilico

evidente (Hematoxilina e eosina, x1000). Avaliacao imuno-histoquimica de 7. vivax

mostrando coloragdo intravascular moderada em (B) figado, (C) pulmao, (D) cérebro e (E)

rins (pontas de seta), evidenciada com intensa coloragdao vermelho-cereja (fosfatase alcalina

ligada a técnica de polimero, Cromogeno Red Warp® e contracoloragdo com hematoxilina,
x1000). (F) Controle negativo feito com o mesmo corte de rim que a imagem a esquerda,
demonstrando tripomastigotas sem marca¢ao imuno-histoquimica (PBS em vez de anticorpo

primario, x1000).
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7.4 DISCUSSAO

A produgdo de anticorpos policlonal observou niveis de anticorpos satisfatorios
utilizando a técnica RIFI, atingindo a titulagdo de 1: 2.560, sendo maior quando comparados
com o trabalho realizado por Miletti et al., (2011) os quais avaliaram a produgdo de anticorpos
em ratos inoculados com Trypanosoma evansi fixados em formol a 4% utilizando a técnica de
imunofluorescéncia onde obteve titulagdo maxima de 1:64. Sendo assim, este resultado sugere
que foi obtido éxito na padronizacdo da técnica de producao de anticorpos policlonais  anti-
T.vivax. Contudo, uma das principais desvantagens da imunofluorescéncia indireta, e também
para o ELISA, ¢ o uso de atigenos brutos, o qual acarreta em baixa especificidade da técnica
para a espécie (PILLAY et al., 2008; SILVA et al., 2002). Tal desvantagem ¢ relatada ja em
um antigo estudo conduzido por Ferenc et al (1990) que relatou em teste RIFI para deteccao de
T. vivax, reatividade cruzada fraca com soro de um novilho infectado com 7. brucei e reagao
cruzada moderada com o soro de um novilho infectado com 7. evansi.

Alguns estudos com foco no desenvolvimento de antigenos mais especificos para 7.
vivax podem ser encontrados na literatura, como por exemplo o desenvolvimento do antigeno
GMB6 relatado por Pillay et al (2008), contudo o antigeno apresentou reacao cruzada com 7.
congolense em teste de ELISA, um estudo posterior relatou que o antigeno apresenta
sensibilidade para T.evansi e T. brucei NGUYEN et al.,2015). Em outro estudo, cujo objetivo
era o desenvolvimento de um antigeno especifico para 7T.vivax, foi verificada reagao cruzada
por RIFI com Babesia e Anaplasma marginale, além de reacdo cruzada com 7. evansi
observada em teste de ELISA em 3 dos 5 bezerros utilizados no experimento, confirmando a
inespecificade do anticorpo (MADRUGA, et al., 2006).

O diagnéstico da tripanossomose apresenta peculiaridades, de acordo com a técnica
utilizada. Normalmente a associacdo de técnicas parasitoldgicas, moleculares e sorologicas ¢
necessaria para o diagnostico correto com a identificagdo do agente e/ou anticorpos especificos
(MENEZES, 2016). Técnicas de diagnodstico direto sdo de facil execucdo e de baixo custo,
todavia tém apresentado menor sensibilidade (PEREIRA et. al., 2018).

A imuno-histoquimica tem se mostrado eficaz no diagnéstico de Tripanossoma evansi,
sua utilizagdo como método diagndstico permitiu a identificagdo de tripanossomas em ratos e
bufalos (SUDARTO et al., 1990), equinos (RODRIGUES et al. 2005) e até mesmo em cervos
(TUNTASUVAN et al., 2000). Contudo, para T.vivax nao ha relatos do uso de tal técnica para
diagnostico da infecgdo. O presente trabalho comprovou a presenga de 7. vivax no figado, rins,

cérebro, pulmdes e pancreas de ovinos experimentalmente infectados por meio da imuno-
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histoquimica utilizando o anticorpo policlonal desenvolvido neste trabalho, o parasito se
encontrava principalmente em vasos sanguineos de pequeno e médio calibre. Tal resultado
corrobora com o estudo conduzido por o qual verificou na analise histopatologica de ovinos
experimentalmente infectados com T.vivax, alteragcdes morfoldgicas e lesdes no figado, rins,
cérebro além de bago linfonodos e testiculos os quais ndo foram avaliados no presente trabalho
(ALMEIDA et al., 2010).

Sendo assim tal resultado reforca a relagdo entre a presencga de 7. vivax e a ocorréncia
de lesdes em diversos o0rgaos, o que pode ser observado em diferentes animais além de ovinos,
como: bovinos (ABRAO et al., 2009), cabras (RODRIGUES et al., 2013) e equinos
(RODRIGUES et al., 2005). Tal fato se justifica pela capacidade do protozodrio migrar da
corrente sanguinea e se alojar em diferentes 6rgdos e sistemas acarretando em dano tecidual
(SILVA ET. al., 2002). Assim, nossos resultados sugerem que utilizacdo de anticorpos
policlonais produzidos no presente estudo para a técnica de imuno-histoquimica apresenta

grande eficiéncia e se encontra de acordo com o descrito na literatura.

7.5 CONCLUSAO

Conclui-se, a partir dos resultados apresentados no presente estudo, que os anticorpos
policlonais produzidos neste trabalho sdo eficazes para a realizagdo do diagnostico de 7. vivax

por meio da imuno-histoquimica.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel mapear através da analise de bioinformatica 22 proteinas que apresentaram 35
epitopos exclusivos do T.vivax, o que os torna excelentes candidatos a biomarcadores da

doenga apds analise completa do proteoma.

Em virtude da atual situagdo do mundo (pandemia), ndo foi possivel finalizar as amostras.

Entretanto, para que essas proteinas possam ser empregadas em testes de
imunodiagnosticos e/ou alvos terapéuticos necessita-se de mais estudos referentes a

bioquimica e estrutura proteica.

Os anticorpos policlonais produzidos nos ratos com o T.vivax purificado e fixado em
formol a 4% sdo eficazes para utilizacdo em diagnostico por meio da imuno-histoquimica.

A imuno-histoquimica foi padronizada com sucesso e colaborara com o diagnostico para
T.vivax (post mortem).
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APENDICE A

Comprovante de aprovagio no Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA).

78

L“ UDESC | LAGES

IERS TADE Comissdo de Etica no

CENTRO DE CIENCIAS & -
DO ESTADO DE o
'.1 SANTA CATARINA | AGROVETERINARIAS Uso de Animais

Lages, 14 de setembro de 2018
CEUA N 6926160818

COMPROVANTE DE SUBMISSAO DE PROPOSTA A COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CPF: 146.478.518-00

Titulo do projeto: ESTUDO PROTEOMICO PARA IDENTIFICACAO DE ANTIGENOS IMUNODOMINANTES DE Trypanosoma vivax

Responsavel: Luiz Claudio Miletti
Equipe: Luiz Flavio Nepomuceno do Nascimento
Telefone: 049 999167617 e-mail: Icmilett@yahoo.com.br

A Comisséao de Etica no Uso de Animais da Universidade do Estado de Santa Catarina, avaliard os documentos seguindo calendério de
reunides vigentes. Todo o processo poderad ser acompanhado no sistema (https://ceua.sistemas.udesc.br/) por meio da sua senha de
acesso.

o

Ubirajara Maciel da Costa em aberto
Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comiss&o de Etica no Uso de Animais

Universidade do Estado de Santa Catarina Universidade do Estado de Santa Catarina

Av. Luis de Cambes, 2090 - Centro Agroveterinario - Bairro Conta Dinheiro Lages/SC CEP: 88520-000 - tel: 55 (49) 32899129
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8h as 18h : e-mail: cetea@cav.udesc.br

CEUA N 6926160818 - 11/03/2020 14:30:37
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Caddigo para verificacdo: 2PN5Q7G2

Este documento foi assinado digitalmente pelos seguintes signatarios nas datas indicadas:

LUIZ CLAUDIO MILETTI (CPF: 146.XXX.518-XX) em 29/03/2022 as 08:21:13
Emitido por: "SGP-e", emitido em 30/03/2018 - 12:39:46 e valido até 30/03/2118 - 12:39:46.
(Assinatura do sistema)

Para verificar a autenticidade desta coOpia, acesse o link https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo/conferencia-
documento/VURFUONTMTIWMjJIMDAWMTIINDFMTI1N]jIfMjAYMI8YyUE41UTdHMg== ou o site
https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00012541/2022 e 0 c6digo
2PN5Q7G2 ou aponte a camera para o QR Code presente nesta pagina para realizar a conferéncia.




