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RESUMO 

ALBUQUERQUE, Jéssica Lobo, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 
2019. Interação de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis com células 
espermáticas bovina e a correlação com proteínas de membrana do complexo 
85. Orientadora: Maria Aparecida Scatamburlo Moreira. Coorientadores: Abelardo 
Silva Junior, David Germano Gonçalves Schwarz e Sanely Lourenço da Costa 
Caliman. 
 

A bactéria Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) é o agente 

responsável pela doença de Johne ou paratuberculose caracterizada por uma enterite 

crônica, levando à diminuição da produção, descarte de animais, desordens 

reprodutivas e susceptibilidade a outras doenças, principalmente em ruminantes. 

Possui o complexo de antígenos 85, constituída por três proteínas 85A, 85B e 85C, 

presentes no envelope externo, responsável por ligar-se a fibronectina da célula 

hospedeira. MAP consegue sobreviver às baixas temperaturas da criopreservação, 

no entanto pouco se sabe da sua viabilidade e sua interação com os espermatozoides, 

de como esta bacteria pode alterar a viabilidade do material genético antes e pós-

congelamento. Assim, este estudo propôs determinar características do 

espermatozoide bovino na presença de MAP e sua viabilidade pós congelamento bem 

como estudar esta interação. Foi utilizado um bovino apto para a reprodução para 

coleta de sêmen e foi inoculado concentrações de baixa e alta carga bacteriana de 

MAP, avaliando-se quanto a motilidade e vigor, potencial da atividade mitocondrial 

antes e pós congelamento, e interação de MAP com as células espermáticas através 

de microscopia de varredura. Além disso foi avaliado a viabilidade de diferentes 

concentrações de MAP pós congelamento. Foram produzidos anticorpos a partir de 

proteínas do complexo 85 de MAP (85A e 85B) e utilizados nestas análises. Foi 

possível determinar a viabilidade de MAP após a criopreservação em amostras de 

concentrações maiores, o que demonstra o potencial de transmissão deste patógeno 

através da inseminação artificial (IA). Observou-se que o sêmen bovino na presença 

de MAP apresenta diminuição na motilidade e vigor proporcional a concentração de 

MAP e que proteínas de membrana de MAP, 85A e 85B, podem estar relacionados a 

interação/adesão com as células espermáticas, que ocorre na cauda do 

espermatozoide principalmente na peça intermediaria. 
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ABSTRACT 
 

ALBUQUERQUE, Jéssica Lobo, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 
2019. Interaction of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis with bovine 
sperm cells and correlation with complex 85 membrane proteins. Adviser: Maria 
Aparecida Scatamburlo Moreira. Co-Advisers: Abelardo Silva Junior, David Germano 
Gonçalves Schwarz and Sanely Lourenço da Costa Caliman. 
 

The bacteria Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) is Johne's disease 

or paratuberculosis agent characterized by chronic enteritis, leading to decreased 

production, animal discard, reproductive disorders and susceptibility to other diseases, 

especially in ruminants. It has the complex 85 antigen, consisting of three proteins 85A, 

85B and 85C, present in the external envelope, responsible for binding to fibronectin 

of the host cell. MAP can survive the low temperatures of cryopreservation, however 

little is known about its viability and its interaction with sperm, how this bacterium can 

alter the viability of the genetic material before and after freezing. Thus, this study 

proposed to determine characteristics of bovine spermatozoa in the presence of MAP 

and its viability after freezing as well as to study this interaction. A bovine was used for 

semen collection and low and high bacterial MAP concentrations were inoculated, 

evaluating the motility and vigor, potential mitochondrial activity before and after 

freezing, and MAP interaction with the cells spermatozoa by scanning microscopy. In 

addition, the viability of different concentrations of MAP after freezing was evaluated. 

Antibodies were produced from MAP complex 85 (85A and 85B) proteins and used in 

this analyzes. It was possible to determine the viability of MAP after cryopreservation 

in samples of higher concentrations, which demonstrates the potential of transmission 

of this pathogen through AI. It was observed that bovine semen in the presence of 

MAP shows decrease in motility and vigor proportional to MAP concentration and that 

MAP membrane proteins, 85A and 85B, may be related to the interaction / adhesion 

with sperm cells, which occurs in spermatozoa intermediate piece. 

 

 

 

 

 

 



1 

1. INTRODUÇÃO 

A bactéria Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) é o agente 

responsável pela Doença de Johne ou paratuberculose, caracterizada por uma 

enterite crônica que afeta principalmente os ruminantes. Por possuir uma parede 

celular rica em lipídios, característica das micobactérias, apresenta a capacidade de 

permanecer no ambiente mesmo quando estes são hostis.  Sua transmissão acontece 

principalmente pela via fecal-oral, ocorrendo geralmente pela ingestão do agente no 

aleitamento pela cria, ou em outras fases da vida do animal ao ingerir alimento 

contaminado com fezes, sendo relatada também a possível transmissão venérea. É 

uma doença de distribuição mundial, que causa prejuízos econômicos grandes 

principalmente na indústria leiteira levando à diminuição da produção, descarte de 

animais, redução na fertilidade, susceptibilidade a outras doenças, além de causar 

uma preocupação sanitária por seu possível potencial zoonótico. 

Possui importância socio-econômica no cenário internacional, pertencendo a 

lista da Organização Mundial de Saúde Animal (OIE) de enfermidades notificáveis em 

casos confirmados, cujo controle é imprescindível para o comércio de animais e 

alimentos de origem animal, além da exportação de material genético. Nas últimas 

décadas trabalhos demonstraram a distribuição do MAP em várias regiões brasileiras, 

sendo uma enfermidade preocupante também no panorama nacional, sendo incluída 

na lista de doenças que requerem notificação imediata de qualquer caso confirmado. 

O Brasil ao longo dos últimos anos vem apresentando um expressivo 

crescimento na tecnificação dos rebanhos bovinos com aumento nas vendas de 

sêmen e utilização da inseminação artificial (IA), visando melhorar a genética dos 

rebanhos, diminuir custos com manutenção de reprodutores, bem como reduzir os 

riscos de disseminação de patógenos por contato sexual. Além disso houve também 

um aumento na exportação de material genético. Nesse contexto a inocuidade desse 

material é uma exigência que deve ser observada. 

Alguns patógenos conseguem sobreviver às baixas temperaturas da 

criopreservação, dentre eles MAP. No entanto pouco se sabe da sua viabilidade nesse 

ambiente, da sua interação com os espermatozoides, e de como este pode alterar a 

viabilidade do material genético antes e pós-congelamento. Assim, este trabalho 

propõe-se trazer esclarecimentos a este respeito. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Paratuberculose 
A doença de Johne ou paratuberculose é causada por Mycobacterium avium 

subsp. paratuberculosis, um bastonete intracelular facultativo, de aproximadamente 

0,5 x 1,5 m, Gram positivo, imóvel, não esporulado, aeróbico e fortemente álcool-

ácido-resistente - BAAR (Castro e Trabulsi, 1999). A doença foi descrita pela primeira 

vez na Alemanha, em 1895, por Johne e Frothingam como uma forma atípica da 

tuberculose em um bovino com seis anos de idade, que apresentava perda de peso e 

diarreia crônica. Esta enfermidade é caracterizada por uma diarreia crônica profusa 

com excreção de bacilos nas fezes, possui várias fases até as manifestações clínicas 

podendo levar anos para que estas apareçam (Olsen et al., 2001). Dentre os sinais 

clínicos, os animais podem apresentar diarreia, edema submandibular, perda de peso 

apesar de apetite normal, desnutrição, emagrecimento, letargia e até morte (Gonda et 

al., 2007; Garcia e Shaloo, 2015). 

A contaminação ocorre principalmente em animais jovens através de um 

ambiente de parto ou colostro/leite contaminado e raramente no útero. Bezerros 

dificilmente mostram sinais clínicos durante os primeiros dois anos de idade, ao passo 

que os sinais clínicos começam a aparecer em 2 a 6 anos de idade (OIE 2008).  

A paratuberculose é descrita como uma enfermidade contagiosa, crônica e 

granulomatosa progressiva. Afeta principalmente o intestino delgado e outros órgãos 

como os linfonodos mesentéricos e hepáticos. Progride através de três fases: (i) os 

animais estão infectados mas não possuem qualquer sintomatologia clínica e sem 

excreção de bacilos; (ii) há excreção bacteriana intermitente, sem sinais clínicos 

característicos porém com perda da produtividade do rebanho, baixa fertilidade e 

mastite; (iii) apresentam diarreia grave, não responsiva a tratamentos, má absorção 

de nutrientes, perda de peso e em casos graves a morte (Cocito et al., 1994; Garcia e 

Shaloo, 2015). No entanto segundo Nielsen e Toft (2008) as manifestações clínicas 

estão relacionadas a diversos fatores, tais quais, dose infectante de MAP ingerida, 

susceptibilidade do hospedeiro e idade do animal quando este obteve o contato com 

o patógeno. 

 A fase subclínica pode durar de dois até cinco anos, dificultando a detecção dos 

animais infectados no rebanho, com proliferação de MAP no intestino e linfonodos 

mesentéricos, podendo se espalhar por todo o corpo, sendo em ruminantes a junção 

ileocecal o foco da patologia e geralmente há a formação de granulomas, enterite 
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granulomatosa difusa com espessamento das mucosas devido a um grande número 

de macrófagos que se infiltram. Estima-se que cerca de 30 a 50% do rebanho mundial 

está infectado (Allen, 1998; Behr e Collins, 2010). 

A epidemiologia da doença tem sido descrita em vários países, afetando os 

ruminantes domésticos (bovinos, ovinos, caprinos e búfalos) e os ruminantes 

silvestres (camelos, veados, lhamas, alces, renas, alpacas). No entanto já foi descrita 

em outros mamíferos como cavalos, porcos, coelhos, furões, lebres, texugos, raposas 

e doninhas (Behr e Collins, 2010; Garcia e Shaloo, 2015). Vem sendo estudado o seu 

potencial zoonótico, que não está totalmente estabelecido, porém relacionado com a 

etiologia da doença de Chron como seu agente causador, ou um dos fatores de uma 

síndrome multietiológica (Hermon-Taylor, 2000), levantando preocupações sobre a 

segurança de produtos lácteos, priorizando o controle da enfermidade em ruminantes, 

principalmente gado leiteiro (Ghadiali et al., 2004; Naser et al.,2004). 

Os testes mais utilizados para a identificação de animais infectados, empregados 

para estimar a prevalência e em programas de controle de doenças são a cultura fecal 

(individual e amostras fecais combinadas), ELISA sérico e de leite (Barrett et al.,2011). 

O PCR fecal pode ser utilizado como teste confirmatório (Clark et al., 2008). Em geral, 

em relação a sensibilidade, a cultura fecal e PCR são superiores ao teste de ELISA 

para a identificação de animais infectados por MAP (Garcia e Shaloo, 2015), no entato 

o cultivo é uma técnica demorada para obtenção de resultados. 

O grande entrave no controle e possível erradicação da paratuberculose é a 

dificuldade de identificar os animais que estão contaminados com MAP em fases 

iniciais da infecção. Isto ocorre por causa do período pré-patente prolongado da 

infecção, a natureza predominantemente subclínica da doença e falta de testes para 

a detecção precoce e precisa de animais sub-clinicamente infectados (OIE 2008). 

Segundo Whitlock e Buergelt (1996), um animal em estágio clínico tem potencial para 

infectar mais 25 animais, no entanto a transmissão irá depender de vários fatores, 

como o contato próximo de animais. 

Rebanhos leiteiros são os mais afetados, pois o ambiente de confinamento 

oferece estas condições favoráveis para a propagação do patógeno entre os animais, 

além destes possuírem um tempo de vida maior, em comparação ao gado de corte, e 

a paratuberculose possuir uma natureza lentamente progressiva (Nielsen e Toft, 2008; 

OIE, 2008).   
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As perdas econômicas provocadas pela paratuberculose são grandiosas, 

principalmente como resultado o aumento de abate prematuro, diminuição da 

produção de leite, redução na eficiência da conversão alimentar, problemas de 

fertilidade, redução dos valores de abate e maior susceptibilidade a outras doenças 

(Garcia e Shaloo, 2015). O prejuízo anual da paratuberculose no Canadá, por 

exemplo, foi de cerca de 15 milhões de dólares quando a prevalência era de 7% e de 

cerca de 250 milhões de dólares nos Estados Unidos quando a prevalência foi de 

aproximadamente 22% (Cho et al. 2013). 

A paratuberculose já foi descrita em vários estados do Brasil, sendo encontrada 

em bovinos, bubalinos e pequenos ruminantes (Yamasaki et al, 2013), mas as perdas 

produtivas não são quantificadas oficialmente e não há um programa de controle 

voltado para a paratuberculose no Brasil, embora esteja enfrentando nos últimos anos 

obstáculos para exportação de produtos, inclusive sêmen  e embriões bovinos1. Em 

2013, a paratuberculose entrou para a lista de doenças que requerem notificação 

imediata de qualquer caso confirmado (Brasil, 2013), demonstrando assim a sua 

importância nos rebanhos brasileiros. 

 

2.2 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis e desordens reprodutivas 

O bacilo de MAP já foi detectado em órgãos genitais e no sêmen dos touros 

infectados através de cultura ou PCR, sendo que este micro-organismo sobrevive aos 

antibióticos utilizados na congelação do sêmen bem como a baixas temperaturas em 

nitrogênio líquido. Assim a exposição à contaminação intrauterina pode ocorrer 

(Larsen et al., 1981; Ayele et al 2004).  

Merkal et al. (1981), relatam que uma pequena quantidade de MAP no sêmen 

de um touro pode ser suficiente para causar hipersensibilidade em uma vaca 

receptora, pois há  infiltração de células inflamatórias e  lesões no endométrio  quando 

observado em vacas e cobaias que foram inoculadas intrauterinas com MAP, 

representando uma resposta inflamatória à bactéria, podendo resultar em abortos e 

diminuição da fertilidade. 

Khol et al. (2010) avaliando um animal clinicamente com paratuberculose, 

conseguiu detectar MAP através de PCR em todas as amostras de sêmen coletadas 

 
1 MOREIRA, M.A.S., comunicação pessoal. 
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e recuperar através de cultivo em amostras de biopsia do epidídimo e glândulas 

vesiculares. 

Barrett et al. (2006) observaram um aumento significativo nas taxas de abate 

devido à infertilidade em um rebanho irlandês com paratuberculose. O abate 

prematuro e o aumento da mortalidade por causa da paratuberculose, incorre em 

custos associados ao aumento de substituições, a perda de animais e a perda do 

potencial da genética nos rebanhos (Sorge et al., 2010). 

A IA é uma biotécnica bastante difundida mundialmente por possuir vantagens 

principalmente quando associada à nutrição e sanidade adequadas, trazendo vários 

benefícios ao produtor, como o melhoramento genético e melhor controle e previsão 

de partos (Hafez e Hafez, 2004). Assim para que ocorra a exportação de células 

germinativas (sêmen e embriões), estes devem ser livres de patógenos, dentre eles 

MAP (Eppleston e Whittington, 2001) embora não entre na lista de doenças a serem 

obrigatoriamente diagnosticadas.  

Em estudo pioneiro realizado anteriormente no Laboratório de Doenças 

Bacterianas – UFV, Faria, (2017) constatou que a interação do MAP com o 

espermatozoide ocorre na porção da peça intermediária, levando a procurar neste 

trabalho sobre os possíveis motivos para que a interação ocorra. 

A membrana plasmática do espermatozoide é contínua em toda sua superfície, 

no entanto sua natureza difere regionalmente sendo formada por proteínas e lipídios 

(Khosro Beygi e Zarghami, 2007). A membrana plasmática da cabeça do 

espermatozoide é separada da membrana plasmática da peça intermediária pelo anel 

posterior, e a membrana da peça intermediária é separada da membrana do flagelo 

pelo anel anular. Estes diferentes domínios contêm variadas concentrações e 

distribuições de partículas intramembranosas (Flesch e Gadella, 2000). 

Na peça intermediária estão localizadas as mitocôndrias que é uma organela 

presente em todos os tipos celulares que geralmente apresenta-se em formato 

esférico ou helicoidal (no caso do espermatozoide), e está localizada nas regiões 

celulares onde a demanda energética é maior (Alberts et al., 1999). As mitocôndrias 

são as principais células produtoras de energia oxidativa através da produção de ATP 

via cadeia de transporte de elétrons ou via glicólise sendo o ATP o suplemento 

energético para os batimentos flagelares, a hiper-ativação e a penetração do 

espermatozoide no oócito (Connell et al., 2002; Silva e Gadella, 2006). Além disso, 
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um dos compontentes da membrana externa destas células é a fibronectina (Fn), 

sendo que em maior quantidade na cauda do espermatozoide (Pinke et al., 1997). 

 

2.3 Proteínas do complexo 85 de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 

Assim como Mycobacterium tuberculosis, MAP secreta proteínas relevantes 

com potencial antigênico. Entre os produtos secretados, está o complexo de antígenos 

85, uma família de 30 – 32 kDa, constituída por três proteínas 85A, 85B, 85C, 

presentes também na composição transmembranar. Este complexo constitiui de 14 - 

60% das proteínas secretadas pelas micobactérias. São responsáveis por ligar-se a 

fibronectina da célula hospedeira e capazes de estimular a fagocitose mediada pelo 

complemento através de seus sítios de ligação à fibronectina (Roche et al., 1994; 

Schorey et al., 1996; Rosseels et al., 2006) 

Em ensaios de ligação do complexo 85 com fibronectina (FN), Kuo et al. (2011), 

constataram que há uma diminuição de 44,6% na ligação do Ag85B quando as células 

hospedeiras possuíam um nível reduzido de fibronectina. Além disso, Midleton et al., 

(2002) em um estudo de pré-incubação de cultura da mucosa respiratória humana 

cultivada com proteínas de ligação a FN, relataram que Mycobacterium avium e / ou 

a proteína Ag85B de Mycobacterium bovis reduziram significativamente o número de 

bactérias aderentes ao tecido, confirmando sua importância como molécula de 

adesão.  

O complexo 85 possui atividade mycolyltransferase e catalisam a síntese do 

glicolipídeo mais abundante da parede celular das micobactérias, 6,6-dimicolato de 

trealose (TDM), sendo estes antígenos imunodominantes (Nagai et al, 1991; Wiker et 

al, 1992; Viale et al, 2014). Embora todos pertencentes ao complexo 85 tenham 

atividade de mycolyltransferase, há evidências de que a eficiência na qual essa reação 

é realizada difere entre as três proteínas (Belisle et al., 1997). 

 Estas proteínas de ligação à FN são antígenos importantes das micobactérias 

por induzirem fortes respostas imunes em ensaios realizados contra tuberculose e 

hanseníase tanto em camundongos quanto em humanos (Huygen et al., 1988; Wiker 

e Harboe, 1992). Leid et al., (2002) em estudos com bisontes americanos 

experimentalmente infectados com MAP, mostraram que o Ag85, era o maior antígeno 

produzido durante a infecção, detectado no soro em Western blot com anticorpos 

monoclonais específicos para Ag85 (MAbs).  
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Em comparação com as sequências das proteínas de M. bovis, as proteínas de 

MAP, 85A (MAP0216) possui 82% de similaridade, 85B (MAP1609c) 86% de 

similaridade e 85C (MAP3531c) 87% de similaridade (Dheenadhayalan et al., 2002). 

O desenvolvimento de novos fármacos para paratuberculose dirigidos ao sítio 

catalítico do complexo 85 (Ronning et al., 2000) ou o desenvolvimento de uma vacina 

baseada em um minigene das regiões de ligação à FN pode ser promissor para o 

controle da Doença de Johne (Dheenadhayalan et al., 2002). 

Estudos em modelo experimental em camundongos demonstraram que a 

proteína 85A induziu respostas imunológicas do tipo Th1 contra a tuberculose 

(Huygen et al., 1996) e que a proteína 85B de MAP pode servir como antígeno eficaz 

por estimular resposta imune do tipo Th1 e Th2 (Mullerad et al, 2002). 

Dheenadhayalan et al. (2002) demonstraram através de análises de Western 

imunoblot do antígeno 85A, forte reatividade com soro de animais acometidos por 

paratuberculose, sugerindo assim que proteínas do complexo 85 podem ser liberadas 

no curso inicial da infecção, podendo ser responsáveis pelo estabelecimento da 

doença. 

Ohara et al. (1997) relatam que a proteína 85B é a mais abundante proteína 

secretada pelo complexo 85 de MAP.  O gene que expressa a proteína 85B têm sido 

utilizado em ensaios ou como vacina de DNA, vacinando com sucesso ratos e cobaias 

contra a tuberculose (Horwitz et al, 1995; Velaz-Faircloth et al., 1999; Hess et al., 

2000), sugerindo assim que o 85B possa ser um candidato em potencial também 

contra a paratuberculose. 

O estudo de membros individuais desse complexo ajudará a determinar os 

papéis individuais dessas proteínas na patogênese e na imunologia de infecções por 

micobactérias, bem como na síntese da parede celular das micobactérias (Armitige et 

al., 2000). 

Assim, este trabalho tem por finalidade também estudar a interação das 

proteínas de membrana 85A e 85B frente as células espermáticas, visando 

compreender a interação entre MAP e estas células. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

 Determinar características do espermatozoide bovino na presença de 

Mycobacterium avium subs. paratuberculosis e sua viabilidade pós congelamento bem 

como estudar esta interação. 

 

3.2 Específicos 

-  Realizar análises espermáticas na presença de diferentes concentrações de MAP 

em intervalos pré-estabelecidos antes e pós congelamento do sêmen. 

- Avaliar a viabilidade de MAP em diferentes concentrações presente no sêmen pós-

congelamento. 

- Verificar a ação de proteínas de membrana de MAP na interação com as células 

espermáticas.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

As análises foram desenvolvidas no Laboratório de Doenças Bacterianas 

(LDBAC) e Laboratório de Imunobiologia Veterinária (IMUNOVET) localizados no 

Departamento de Veterinária – DVT, Laboratório de Microscopia de Varredura 

localizado no Departamento de Física  - DPF, Laboratório de Imunoquimica e 

Glicobiologia localizado no Departamento de Biologia - DBG (parecer CTNBio 

4775/2015, anexo 1) e no Núcleo de Microscopia e Microanálises - NMM, todos 

localizados no campus da Universidade Federal de Viçosa (UFV), Viçosa, MG. 

Este projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da UFV 

(CEUA) sob processo 78/2017 (Anexo 2). 

 

4.1. Cultivo de Mycobaterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) e viabilidade 

4.1.1.  Diluições de MAP 

Foi utilizada a cepa padrão MAP K10 que estava congelada a -80°C em estoque 

na bacterioteca do LDBAC. Em tubo de propileno novo e estéril de 50mL contendo 

5mL de meio líquido Middlebrok 7H9 (MD7H9) suplementado com Micobactina J (2 

µg/mL)  e 10 % de Oleic Acid Dextrose-Catalase (OADC), foi adicionado uma alíquota 

de 120µL da cultura estoque e o tubo foi mantido sob agitação constante de 1200xg 

a 37°C até a obtenção da turbidez do meio por aproximadamente 30 dias. Todo o 

conteúdo foi transferido para um frasco graduado de 250mL contendo 50mL do 

mesmo meio citado acima e incubado novamente a 37°C sob agitação constante até 

nova turbidez do meio visando obter um maior volume de cultura para utilização no 

experimento.  

Foi utilizado como referência a densidade optica de 0,5 (equivalente a 106 

UFC/mL) a 600nm em leitura no espectofotometro, previamente quantificado. Uma 

diluição seriada foi realizada para obter as concentrações 103 a 108 UFC/mL em meio 

líquido MD7H9, suplementado com Micobactina J e OADC. Foram utilizadas estas 

diluições, pois Eamens et al. (2008) classificaram os animais portadores da 

paratuberculose de acordo com a carga de MAP liberada nas fezes, sendo as 

concentrações 103-105 UFC/mL baixa carga bacteriana e 106-108 UFC/mL alta carga. 

Para confirmar a presença de MAP na cultura foi realizado esfregaço em lâmina 

e coloração de Ziehl-Neelsen (ZN), utilizando kit comercial, conforme manual de 

instruções do fabricante. 
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4.1.2. Viabilidade de MAP pós congelamento de sêmen 

 Transcorridos os 30 dias de congelamento, uma palheta contendo cada diluição 

de MAP inoculada ao sêmen (103 a 108 UFC/mL) foram descongeladas em banho-

maria a 37°C por 7 segundos e transferidas para dois microtubos estéril de 1.5 mL. 

Um microtubo foi destinado para o plaqueamento imediato o outro foi submetido a 

centrifugação por 15 min a 2.500×g, e o sedimento ressuspendido em 150 µl de 

cloridrato de hexadecil pyridinium (HPC) a 0,75% durante 5 h, centrifugado novamente 

e ressuspendido em 150 µl de água destilada autoclavada e por fim plaqueada. Essa 

metodologia foi adaptada de Ayele et al. (2005) a fim de diminuir a multiplicação de 

bactérias de crescimento rápido. 

Após, 60 µL de cada diluição foi espalhada na superfície das placas, contendo 

meio sólido Middlebrook 7H11 Agar (MD7H11) suplementadas com Micobactina J 

(2µg/mL) e 10% de OADC, com o auxílio de alça de Drigalski. 

As amostras foram plaqueadas em duplicata e incubadas em estufa microbiológica 

a 37°C até o surgimento das colônias características de MAP. 

 

4.2. Produção de anticorpos policlonais de proteínas do complexo 85 de 

Mycobacterium avium subsp paratuberculosis  

4.2.1. Expressão e purificação de proteínas recombinantes 85A e 85B 

Os clones utilizados neste trabalho foram gentilmente cedidos pelo prof. Yung-Fu 

Chang, Cornell University, e sua caracterização previamente descrita por 

Dheenadhayalan et al (2002).  

Foram utilizadas células competentes BL21, cultivadas em meio líquido Lúria 

Bertani com ampicilina (50 μg / mL) acrescido do mix composto por 20 μl de KCM 5X 

buffer, 60μl de água destilada autoclavada e 20μl de DNA, preparado com o DNA das 

proteínas 85A e 85B separadamente.  Quando obtido a DO600 = 0,6 foi realizado a 

adição de 0,5 mM de isopropil-b-Dthiogalactopyranoside (IPTG). As culturas foram 

incubadas por 3 horas, 37 ° C a 180 rpm. As células foram centrifugadas a 4.500 rpm 

por 10 minutos a 4° C, descartanto o sobrenadante.  Depois foram lisadas através de 

ciclos de sonicação durante 3 minutos, centrifugadas a 4.500 rpm por 15 minutos 

separando fração solúvel e corpo de inclusão. (Mullerad et al., 2002; Cho et al., 2007).  

Estas foram purificadas no sistema de cromatografia de fase líquida (ÄKTA PURE 

L.). A diálise foi realizada em Cassetes de diálise (Thermo Scientific™ Slide-A-Lyzer™ 

3.5K) submetidos a soluções seriadas de uréia, PBS (pH 7,0) e glicerol a 20%, sob 
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agitação constante em agitador magnético. Todas as etapas foram acompanhadas 

através de SDS-PAGE 12% e Western blot. 

 

4.2.1.1 SDS-PAGE e Western blot 

As amostras de proteínas foram submetidas a separação através de gel de SDS-

poliacrilamida a 12% em cuba de eletroforese vertical, usando o intervalo de voltagem 

de 80 – 90v para o gel de entrada e 120 – 140v para o gel de separação. Após a 

corrida, os géis foram corados por Cromassie Brilliant Blue ou transferidos 

eletroforeticamene para uma membrana de nitrocelulose para realização do Western 

blot. O tamanho esperado das proteínas é de 30 – 32 kDa (Rosseels et al., 2006). 

Após a transferência, a membrana foi bloqueada em solução de leite desnatado 

(Molico) a 5% e PBST (solução de fosfato salino adicionado de tween 20) overnight. 

Em seguida a membrana foi lavada três vezes com PBST e então incubada com 

anticorpo primário de coelho anti-His (1:6000) durante 3 horas, seguido de lavagem 

em PBST três vezes.  A membrana então foi incubada com anticorpo secundário anti-

IgG de coelho conjugado com peroxidase (1:10000), conforme a instrução do 

fabricante, durante 3 horas. Após esse período, a membrana foi lavada novamente 

com PBST e revelado com kit Diaminobenzidine (Invitrogen – Thermo Fisher®) de 

acordo com as intruções do fabricante.  

 

4.2.2.  Imunização dos animais  

Foram utilizados seis coelhos divididos em dois grupos distintos, A e B. Os animais 

estavam acomodados no Coelhário experimental – DVT, em gaiolas individuais, com 

água e alimentação à vontade. 

Seguiu-se recomendações de Burakova et. al, (2018) para escolha de adjuvantes 

e foi preparado 20 mL de cada solução para vacinação, cada uma na concentração 

de 150 μg de proteína purificada (85A e 85B) adicionadas a 10% de hidróxido de 

alumínio e 150 μg de saponina por mL.   

O grupo A foi hiperimunizado com 1 mL da solução contendo 85A e o grupo B 

com 1 mL da solução 85B. Cada coelho foi imunizado três vezes, por via subcutânea, 

com intervalos de 15 dias. As amostras de sangue foram coletadas duas semanas 

após a última aplicação, com a eutanásia dos animais e o soro foi obtido mediante a 

centrifugação (Cho et al., 2007). As amostras de soro controle foram obtidas pré-

imunização, através da coleta de 3 a 5 mL de sangue da veia auricular. 
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Para a análise do anti-soro, as proteínas purificadas foram separadas por SDS-

PAGE a 12% e transferidas eletroforeticamente para uma membrana de nitrocelulose. 

O Western blot foi realizado como descrito anteriormente, usando os anti-soro de 

coelho como anticorpo primário e anticorpo anti-IgG de coelho produzido em cabra 

conjugado com peroxidase (Sigma - Alderich®) como anticorpo secundário. (Peng et 

al., 2016) 

 

4.3. Análise espermática e congelamento seminal 

4.3.1. Coleta e características do sêmen 

Um touro reprodutor da raça Nelore, com 1 ano de idade, pesando 

aproximadamente 500kg, o qual passou por exame clínico, físico e andrológico, foi 

utilizado como doador de sêmen para este experimento. Foram coletadas as fezes 

deste para realizar cultura microbiológica para MAP.  

O animal foi mantido em tronco de contenção durante a coleta e foi realizada a 

tosa dos pêlos do prepúcio e higienização completa da região (prepúcio e pênis) com 

água destilada autoclavada e solução desinfetante de baixa toxicidade Kilol®-L 

(Quinabra, Brasil).  

O sêmen foi obitido através de massagem das ampolas e vesículas seminais 

por palpação transretal. O ejaculado foi acondicionado em tubo de propileno estéril de 

15mL devidamente protegido da luz com papel laminado e mantido a uma temperatura 

constante de 37°C em banho-maria. Uma gota de aproximadamente 10µL do sêmen 

foi colocada em uma lâmina previamente aquecidas em mesa aquecedora a 37°C 

para a avaliação das características de turbilhonamento, motilidade espermática 

progressiva retilínea e vigor espermático, segundo o Manual para Exame Andrológico 

e Avaliação do Sêmen (CBRA, 1998). 

Após a verificação das características citadas, o sêmen foi diluído em uma 

solução crioprotetora comercial TRIS-gema Botu-Bov® (Botupharma, Brasil) na 

proporção de 1:1. O material seguiu para o laboratório LDBAC em recipiente térmico 

a fim de manter a temperatura de 37°C. A solução crioprotetora foi utilizada na mesma 

temperatura do sêmen para evitar choque térmico nas células espermáticas. 

 

4.3.2.  Inoculação de MAP no sêmen e congelamento 

Com a chegada do sêmen no LDBAC, o mesmo foi mantido em banho-maria a 

37° C e distribuído em microtubos de 1,5 mL adicionados de 50µL de cada diluição de 
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MAP (103-108 UFC/mL), além dos anticorpos 85A e 85B em titulação definida por 

Western blot. As soluções permaneceram cerca de 30 minutos em banho-maria a 37° 

C para que pudesse ocorrer algum tipo de interação antes do congelamento. Como 

controle foi utilizado a diluição padrão de sêmen e crioprotetor submetido as mesmas 

condições das outras amostras.  

Em seguida as amostras foram envasadas em palhetas de 0,25mL 

devidamente identificadas, lacradas por meio de calor e mantidas a 4°C em geladeira 

por 4 horas. Após a fase de equilíbrio térmico, as palhetas foram colocadas em caixa 

de isopor contendo uma lâmina de nitrogênio liquido em uma plataforma de metal a 

5cm acima do nível do nitrogênio e permanecendo no vapor por 15 minutos. Ao final 

deste processo, as palhetas foram imersas no nitrogênio liquido, acondicionadas em 

raques e colocadas em canisters permanecendo em botijão criobiológico por 30 dias 

a -196°C. Este período de 30 dias foi utilizado segundo Larsen et al (1970) que avaliou 

o efeito de antibióticos e da criopreservação sobre a viabilidade de MAP.   

Após este período, uma palheta de sêmen foi descongelada em banho-maria a 

37°C para o teste de termo-resistência, avaliando a motilidade progressiva e o vigor 

espermático. 

 

4.3.3. Teste de Termo-resistência (TTR) antes e pós congelamento 

Microtubos contendo sêmen na diluição de MAP a 106 UFC/mL permaneceram 

em banho-maria a 37°C para realização do TTR lento antes do congelamento. Uma 

alíquota de 10µL de cada amostra foi retirada e colocada em lâmina pré-aquecida e 

observada em microscópio optico nos tempos de 30 minutos, 1, 3 e 5 horas. Foram 

avaliadas quanto a motilidade espermártica progressiva retilínea (0 a 100%) e vigor 

espermático (0 a 5) (Dimitropoulos, 1967; Arruda et al., 1992). 

Após o congelamento uma palheta de cada concentração (103 – 108 UFC/mL) e 

controle foi retirada do botijão de nitrogênio e colocada em banho-maria a 37° C e 

transferidas para microtubos para realização do TTR.  

 

4.3.4. Avaliação do potencial mitocondrial espermático 

A análise do potencial mitocondrial foi determinada de acordo com protocolo 

proposto por Ortega-Ferrusola et al. (2009) modificado. Uma alíquota de 500 µL de 

cada palheta foi descongelada e previamente diluída em meio PBS (5 x 106 

espermatozoides/mL) foi incubada com 0,5 µL da sonda fluorescente JC-1, na 
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concentração de 153 µM, por 40 minutos em banho-maria a 37 ºC. Após esse período, 

a amostra foi destinada à leitura no aparelho de citometria de fluxo. Nesta avaliação 

foram analisadas 10.000 células por amostra, com taxa de aproximadamente 200 

células/segundo, com os filtros FL1 (JC-1 monômeros) e FL2 (JC-1 agregados) e 

excitação de 488nm. 

 

4.4. Interação de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis com células 

espermáticas  

Uma palheta contendo apenas o sêmen diluído (concentração de 30x106 

espermatozoides por palheta) foi utilizada. Foram inoculados MAP a 106 UFC/mL em 

240uL de sêmen, divididos em três microtubos. Em um microtubo foi colocado o Ac 

85A e em outro o Ac 85B, ambos na concentração determinada pelo Western blot. As 

amostras foram centrifugadas a 600x g por 8 minutos, lavadas em tampão fosfato-

salino (PBS pH 7,0) e centrifugadas novamente após a lavagem. Foram adicionados 

500µL de meio líquido Middlebrok 7H9 (MD7H9), suplementado com Micobactina J 

(2µg/ mL) e 10 % de OADC, e incubadas a 37°C por 1, 4 e 6 horas em agitação 

constante a 200 rpm. A metodologia utilizada foi adaptada de Benchimol et al. (2008); 

Fraczek et al. (2011). 

Para a realização da Microscopia eletrônica de varredura, aproximadamente 

10µL de cada amostra inoculadas nos períodos pré-determinados de 1, 4 e 6 horas 

de interação foram adicionadas em lamínulas circulares e previamente preparadas 

com solução de albumina a 1%. Após a secagem do material, as amostras foram 

lavadas em solução glutaraldeído 2,5% e em tampão cacodilato de sódio 0,05M. Uma 

série de desidratação em álcool 30, 50, 70, 80 e 90% por 10 minutos foi realizada, 

sendo a desidratação final em etanol 100% por 10 minutos repetidas três vezes. As 

lamínulas foram levadas ao secador de ponto crítico Balzers CPD 020, montagem em 

suporte de alumínio e cobertura com ouro em “sputtercoater” (Balzers SCA 010). O 

material foi analisado em microscópio eletrônico de varredura JEOL - JSM-6010LA 

em diferentes magnitudes de aumento. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Cultivo de Mycobaterium avium subsp. paratuberculosis e viabilidade  

Os esfregaços do cultivo, corados com coloração de Ziehl-Neelsen, 

confirmaram a presença de MAP, demonstrando bacilos Álcool - Ácido Resistente 

(BAAR) na figura 1. A obtenção da turbidez no volume utilizado neste trabalho, foi 

alcançada após aproximadamente 4 meses de cultivo, relembrando assim a 

natureza fastidiosa desta bactéria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Das amostras provenientes de palhetas descongeladas plaqueadas para 

avaliação da viabilidade de MAP, as que não passaram por descontaminação com 

HPC 0,75%, apresentaram contaminações nas placas. O sêmen de animais 

clinicamente saudáveis não é estéreis, podendo conter bactérias de vários gêneros, 

como Mycoplasma, Pseudomonas, Proteus, Corynebacterium, Staphylococcus, 

Streptococcus, Bacillus e Escherichia coli, em baixas concentrações (Wierzbowski 

1981; Hare 1985). Em estudo realizado com sêmen in natura e congelado de touros e 

búfalos, Sannat et al. (2015) relataram a concentração de carga bacterinas entre 1,00 

× 10 a 2,36 × 10 4 UFC/mL nas amostras analisadas.  

Figura 1.  Aglomerados e bacilos de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, 
corados através de coloração de Ziehl-Neelsen observados em microscópio optico. 
Aumento 200x. 



16 

Foram observadas colônias características de MAP após 15 semanas de 

incubação apenas no controle positivo, e em duas placas contendo maiores diluições 

(107 e 108 UFC/mL) de amostras tratadas com HPC a 0,75%. 

O uso de HPC pode afetar diretamente a viabilidade de MAP em 70 - 99%, 

mesmo estando em diferentes concentrações de uso e diferentes concentrações de 

MAP, causando danos a célula bacteriana e diminuindo sua viabilidade (Grant et al., 

2002; Whittington et al., 2003; Bradner et al., em 2013), podendo explicar a baixa 

recuperação de viabilidade de MAP observada no presente estudo. Embora com baixa 

recuperação, esse dado é importante pois MAP se torna um potencial patógeno a ser 

transmitido através de inseminação artificial. 

 

5.2. Produção de anticorpos policlonais de proteínas do complexo 85 de 

Mycobacterium avium subsp paratuberculosis 

Para obtenção das proteínas 85A e 85B, o plasmídeo pET 32a foi induzido por 

IPTG e expresso em E.coli, com uma média de expressão de 0,42 mg/mL da proteína 

85A e 2 mg/mL da proteína 85B. 

Os resultados do SDS-PAGE confirmaram que as proteínas foram expressas 

estando presentes em corpos de inclusão das células transformadas, com os 

tamanhos entre 30 - 32 kDa (Figura 2) como o esperado segundo Rosseels et al., 

(2006). O sistema de expressão de proteínas em E. coli tem-se demonstrado como 

primeira escolha para análises de proteínas recombinantes, sendo o sistema de 

expressão pET um dos sistemas mais utilizados para a clonagem e expressão destas 

proteínas (Liu e Naismith, 2009). 

Não foi observada nenhum tipo de reação adversa nos animais submetidos a 

vacinação, apresentando-se saudáveis e sem mudanças de comportamento. 

Foi obtido o título por meio de Western blot utilizando os soros dos animais 

como anticorpo primário, chegando na titulação de 1:3000 para ambas as proteínas, 

sendo aquele em que se visualizou com maior nitidez as reações, e o anticorpo anti-

IgG de coelho marcado com peroxidase como anticorpo secundário. Foi observada as 

bandas características marcadas, demonstrando assim que a imunização foi 

satisfatória, como observado na figura 3. 
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Os sais de alumínio são bastante utilizados em formulações de vacinas aos 

longos dos anos por sua facilidade e segurança na utilização, podendo induzir altos 

títulos de IgG, com uma resposta imune relativamente duradoura. Os adjuvantes de 

alumínio promovem a secreção de interleucina 4 (IL- 4) que estimula a resposta T 

helper 2 (Th2), resultando na produção de IgG1 e IgE e eosinófilos, sendo 

considerados assim bons candidatos para vacinas anti-bacterianas e anti-parasitárias 

(Gupta, 1998; Ulanova et al., 2000; HogenEsch, 2002). 

Para melhorar a eficácia da resposta imune dos compostos de alumínio, uma 

das estratégias é utilizar uma coadministração com adjuvantes que estimulem as 

respostas mediadas por células Th1 (Burakova et al., 2018). Frações purificadas de 

Quillaja saponaria, as saponinas, são utilizadas em ensaios clínicos contra células 

cancerígenas humana e em vacinas. Estudos demonstram que as saponinas podem 

estimular a resposta mediada por células do tipo Th1 e linfócitos citotóxicos (Marciani 

Figura 2. Análise da expressão, purificação e diálise de proteínas do complexo 85 
separadas por gel de SDS-poliacrilamida a 12% corado com Coomassie blue (A) ou 
imunotransferidos com realização de western blot (B).  1. Marcador de peso molecular 10 – 
250 kDa. 2. Corpo de inclusão contendo a proteína 85A 3. 85A presente na eluição. 4. 85A 
após purificação 5. 85A após diálise 6. Corpo de inclusão contendo a proteína 85B 7. 85B 
presente na eluição 8. 85B após purificação 9. 85B após diálise. 



18 

et al., 1991; Kensil, 1996; Zhu et al., 2015). Em camudongos, podem induzir a 

produção de IgG1 e IgG2 (Katayama et al., 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Assim no presente estudo, a combinação de adjuvantes de sais de alumínio e 

saponinas demonstraram uma boa capacidade de auxiliar nas respostas 

imunológicas, obtendo os anticorpos necessários para os ensaios posteriores. 

 

5.3.  Avaliação do sêmen antes e pós congelamento 

O touro utilizado neste trabalho apresentou-se saudável aos exames clínicos e 

andrológicos e negativo para MAP na realização do cultivo fecal.  

O ejaculado apresentava concentração de 3,2 x 109 de espermatozoides 

viáveis, com aspecto leitoso, e os testes físicos e morfológicos estavam dentro dos 

padrões exigidos para seleção de reprodutores pelo Colégio Brasilleiro de 

Reprodução Animal - CBRA (1998), mostrado na tabela 1. 

 

 

Figura 3. Proteína 85A através de gel de SDS-poliacrilamida a 12% corado com Coomassie 
blue e western blot realizado com soro dos coelhos imunizados com antígeno 85A como 
anticorpo primário (A) e proteína 85B através de gel de SDS-poliacrilamida a 12% corado 
com Coomassie blue e western blot realizado com soro dos coelhos imunizados com 
antígeno 85B como anticorpo primário (B).  1. Marcador de peso molecular 10 – 250 kDa. 2. 
Célula BL21 não induzida 3 e 4. Proteínas 85A / 85B expressas e marcadas no western blot.  
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Teste (escore padrão) 
Microscópio óptico 

Aumento X 
Sêmen CBRA* 

Turbilhonamento (0-5) 100 2 - 

Motilidade  100 85% ≥70% 

Vigor (0-5) 400 3,5 ≥3 

Morfologia: sptz normais 100 94% ≥30% 

*Colégio Brasileiro de Reprodução Animal. Manual para Exame Andrológico e de Sêmen 
animal. 2ª edição., 1998. 
 

 Segundo Meyers (2007) parametros convencionais de sêmen como 

concentração, vitalidade, motilidade e morfologia, analisados por microscopia optica, 

revelam de maneira parcial, a capacidade funcional do espermatozoide de fertilizar o 

oocito, sendo o sêmen utilizado neste estudo viável para o congelamento.  

Para avaliação do comportamento do espermatozoide bovino frente a interação 

deste com MAP, foi avaliado quanto a motilidade espermática progressiva retilínea e 

vigor espermático em um período pré-estabelecido antes do congelamento pelo TTR. 

Observou-se um comportamento de diminuição destes parâmetros quando MAP 

estava presente interagindo com o sêmen e em contrapartida uma otimização da 

motilidade e vigor quando os anticorpos estavam presentes (Figura 4). 

A motilidade espermática é fundamental para que os espermatozoides 

alcancem o ambiente uterino e o local de fertilização, sendo o critério mais usado na 

avaliação de sêmen (Siqueira et al., 2007).  

Estudos com a interação de bactérias e espermatozoides vem sendo descritos 

ao longo do tempo na literatura, sendo  Escherichia coli a com mais estudos, 

possuindo efeito espermicida através da produção de toxinas, além de causar um 

decréscimo na motilidade das células espermáticas, de aumentar a aglutinação 

dessas células, como também interferir na longevidade espermática e fertilidade do 

rebanho (Althouse et al., 2000). 

 

 

 

 

Tabela 1. Resultados dos testes físicos e morfológico realizados no sêmen do touro após 
coleta. 
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Estudo utilizando cepas uropatogênicas em humanos de E. coli, 

Staphylococcus haemolyticus e Bacteroides ureolyticus, levaram a alterações na 

estrutura da membrana plasmática dos espermatozoides e alterações em sua 

atividade mitocondrial. Estes microrganismos podem ser tóxicos à célula espermática 

levando a alterações morfológicas severas e consequências degenerativas graves. 

(Fraczek et al., 2011). 

É importante ressaltar que de acordo com Peña-Martinez (2004), a presença 

de espermatozoides imóveis na amostra não implica que estejam mortos, pois alguns 

Figura 4. Avaliação da motilidade e vigor, através do tempo, de sêmen bovino na presença 
de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (106 UFC/mL) e anticorpos das proteínas 
85A e 85B antes do congelamento. 

(%
) 
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estudos já indicaram a presença de células espermáticas imóveis após 

descongelação embora possuíssem sua estrutura intacta. Assim, apesar da 

motilidade não ser um parâmetro indicativo preciso de mensuração de 

espermatozoides vivos ou mortos, fornece informação de um fator necessário para a 

capacidade fertilizante do espermatozoide, pois a motilidade é a manifestação de sua 

competência estrutural e funcional. 

Imediatamente após a criopreservação, uma palheta de sêmen controle foi 

descongelada apresentando motilidade de 45% e vigor espermático 3, estando dentro 

dos padrões pós congelamento que são de ≥ 30% de motilidade e ≥ 3 de vigor exigidos 

pelo CBRA (1998), demonstrando assim que o processo de congelamento realizado 

no experimento foi satisfatório. 

Transcorridos os 30 dias de congelamento, uma palheta de cada diluição foi 

submetida ao TTR onde demostrou-se, embora com diferenças pequenas, que quanto 

maiores as concentrações de MAP, menores os parametros de motilidade e vigor 

(figura 5).  

Pinart et al.,(2016) estudando alterações causadas em espermatozoides de 

javali por bactérias  E. coli e Clostridium perfringens  relataram que, dentre vários 

fatores, o grau de alteração dos parâmetros espermáticos depende das espécies 

bacterianas e da dose infecciosa, sugerindo que existe um limiar de concentração de 

107 UFC/mL em ambas bactérias, de modo que doses infecciosas iguais ou superiores 

comprometem grandemente a viabilidade espermática e a motilidade dos 

espermatozoides. 

Foi possível observar no presente estudo que em altas concentrações 

bacterianas de MAP (106 a 108 UFC/mL) a motilidade do espermatozoide era de 

apenas de 5% caindo para 0% aos 60 minutos do TTR. Enquanto o controle negativo 

apresentava 45% no início caindo para 0% apenas após transcorridos 3 horas de 

teste. Observou-se que em baixas cargas bacterianas (103 a 105 UFC/mL) os 

espermatozoides apresentavam 10% de motilidade chegando à nulidade em uma hora 

de teste (Figura 5). Não existem trabalhos na literatura que estudaram a interação de 

MAP em diferentes concentrações no sêmen bovino, sendo esse um trabalho pioneiro. 

A diminuição do vigor e da quantidade de células móveis ocorre pois estruturas 

que garantem sua sobrevivência, como flagelo e membrana plasmática, estão 

lesionadas podendo ser causada pelo próprio processo de criopreservação 
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(Coleghine et al., 2008) ou por presença de micro-organismos (Khol et al., 2010; 

Fraczek et al.,  2012; Pinart et al.,2016), processo este observado no presente estudo. 

Khol et al. (2010) estudando um animal em estágio clínico de paratuberculose, 

observou  que a qualidade geral das amostras de sêmen coletadas eram ruins, a 

densidade do sêmen era baixa, a motilidade do sêmen diminuiu de 72 para 49% e a 

integridade da membrana diminuiu de 67 para 39%, nas ultimas duas coletas 

respectivamente. Pode- se inferir que em estágios de paratuberculose, com maiores 

cargas bacterianas sendo excretadas, as alterações nos parâmetros dos 

espermatozoides são acentuadas devido a interação com MAP, resultando em 

alterações e danos na estrutura do espermatozoide. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quando avaliado pós congelamento os parâmetros do sêmen na presença dos 

anticorpos 85A e 85B, foi observado um aumento destes parâmetros próximos ao 

controle negativo quando a concentração de MAP era menor, decrescendo à medida 

que aumentava a concentração de bactérias (figuras 6 e 7). 

As proteínas de membrana do complexo 85, dentre elas 85A e 85B são 

responsáveis por ligar-se a fibronectina da célula hospedeira (Schorey et al., 1996; 
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Figura 5. Avaliação de motilidade e vigor pós congelamento, através do tempo, em sêmen 
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Rosseels et al., 2006; Kuo et al., 2011). Em um estudo realizado por Pinke et al., 

(1997) visando estudar a localização da fibronectina (FN) no esperamatozoide 

humano, relatou que no teste de imunorreatividade a coloração na cauda do 

espermatozoide foi consistentemente mais alta, enquanto a imunorreatividade de FN 

ao longo do acrossomo e da banda equatorial foi consistentemente mais baixa. Logo, 

infere-se que de acordo com os resultados obtidos essas proteínas estão estritamente 

relacionadas a adesão/interação de MAP com as células espermáticas. 

 

 

 

 

 

Figura 6. Avaliação de motilidade e vigor pós congelamento, através do tempo, em sêmen 
bovino na presença de diferentes concentrações (UFC/mL) de Mycobacterium avium 

subsp. paratuberculosis e anticorpo 85A. 

*UFC/mL 

*UFC/mL 



24 

 

 

 

O potencial de membrana mitocondrial (MMP ou Δψ) é o parâmetro que melhor 

reflete a função mitocondrial e é um indicador do estado energético celular. Pode ser 

usado para avaliar a atividade da cadeia respiratória e do sistema de transporte de 

elétrons (Paoli et al., 2011). 

Ao avaliar o potencial mitocondrial através da citometria de fluxo neste estudo, 

não foi possível observar diferenças significativas entre o controle, as amostras 

contendo MAP, independente da concentração avaliada, na ausência ou na presença 

dos anticorpos (figuras 8, 9 e 10).  

Na presença de patógenos no sêmen, é esperado que a a porcentagem de 

espermatozoides com potencial de membrana mitocondrial íntegro diminua, como 

acontece após a incubação com E. coli, além da diminuição da viabilidade e a 

motilidade dos espermatozoides ( Schul et al., 2010). Fraczek et al. (2011) também 

demonstraram que a porcentagem de espermatozoides com alto ΔΨm foi 

significativamente menor no grupo de células tratadas com E. coli ou com B. 

ureolyticus em relação ao controle. 

Figura 7. Avaliação de motilidade e vigor pós congelamento, através do tempo, em sêmen 
bovino na presença de diferentes concentrações de Mycobcterium avium subsp. 
paratuberculosis e anticorpo 85B. 

 

*UFC/mL 

*UFC/mL 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0015028209002623#!
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A 

Figura 8. Avaliação da atividade mitocondrial através de citometria de fluxo na presença 
de diferentes concentrações de Mycobcterium avium subsp. paratuberculosis. (A) 103 
UFC/mL. (B) 104 UFC/mL. (C) 105 UFC/mL. (D) 106 UFC/mL. (E) 107 UFC/mL. (F) 108 
UFC/mL. 

 

B C 

D 
E F 

Figura 9. Avaliação da atividade mitocondrial através de citometria de fluxo na presença de 
diferentes concentrações de Mycobcterium avium subsp. paratuberculosis e anticorpo 85A. 
(A) Controle negativo (B) 103 UFC/mL. (C) 104 UFC/mL. (D) 105 UFC/mL. (E) 107 UFC/mL. 
(F) 108 UFC/mL. 
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Todas as amostras, inclusive controle, apresentaram entre 85% a 99% de baixo 

potencial mitocondrial.  No entanto, isto pode ter ocorrido devido a baixa motilidade 

que as amostras apresentavam no momento do descongelamento para a realização 

da citometria, sendo que há uma correlação positiva entre a motilidade total e Δψ 

(Paoli et al., 2011).  

Vale ressaltar que durante o processo de congelação ocorrem vários danos às 

células espermáticas devido as baixas temperaturas a que são submetidas como 

formação de cristais de gelo intracelulares, aumento da concentração intracelular de 

solutos e outras modificações resultantes da desidratação celular. Danos celulares 

podem ser causados diretamente, afetando estruturalmente as organelas (ruptura de 

membranas), ou indiretamente, alterando as funções celulares através do processo 

metabólico (Holt, 2000). O que pode explicar o resultado obtido nesta análise do 

potencial mitocondrial pois o manuseio do material é delicado e há uma grande 

oscilação de temperatura para que ele seja realizado, mesmo sendo tomadas todas 

as precauções necessárias. 

 

Figura 10. Avaliação da atividade mitocondrial através de citometria de fluxo na presença 
de diferentes concentrações de Mycobcterium avium subsp. paratuberculosis e anticorpo 
85B. (A)Controle negativo (B) 103 UFC/mL. (C) 104 UFC/mL. (D) 105 UFC/mL. (E) 107 
UFC/mL. (F) 108 UFC/mL. 

 

A B C 
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5.4. Interação de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis com células 

espermáticas  

A figura 8 mostra o controle positivo das bactérias na microscopia eletrônica de 

varredura, na qual podemos observar os bacilos formando aglomeração característica 

das micobactérias (Thorel et al., 1990). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em estudo realizado anteriormente, Faria (2017) constatou que MAP adere-se 

preferencialmente a cauda do espermatozoide, peça intermediária, o que foi 

confirmado no presente estudo (Figura 9), em todos os três períodos pré-

determinados de 1, 4 e 6 horas.  

A ligação a fibronectina (FN), é um fator significativo na virulência de 

micobactérias, representando um potencial primeiro passo na ligação e entrada de 

micobactérias nas células hospedeiras (Kuo et al., 2011). A região da cauda do 

espermatozoide, possui em sua membrana plasmática a presença abundante de Fn 

(Pinke et al., 1997), o que pode explicar a predileção de MAP para esta localização. 

A presença de patógenos aderidos ao espermatozoide afeta diretamente seu 

desempenho, como motilidade e vigor, o que pode estar realacionado com fenômenos 

desencadeados pela adesão ou devido a fatores solúveis liberados pelas bactérias 

(Yániz et al., 2010, Berktas et al ., 2008 ). No presente estudo, foi observado que a 

presença de MAP afeta os parâmetros de motilidade e vigor, ficando estes muito 

abaixo quando comparados ao controle negativo. 

Figura 11. Aglomerado de bacilos de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, 
controle positivo. Microscopia eletrônica de varredura. Magnitude 10.000 x. 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1439-0272.2012.01283.x#and1283-bib-0006
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Fraczek et al., (2011) demonstrou através tanto de microscopia eletrônica de 

varredura, um contato direto de E. coli, Staphylococcus haemolyticus e Bacteroides 

ureolyticus com espermatozoides, sendo fixados na superfície da cabeça do 

espermatozoide e do flagelo (peça intermediária e peça principal). Eles sugeriram que 

a adesão bacteriana e a aglutinação espermática, que apareceram na presença de E. 

coli, foram causadas por interações entre fímbrias e interações dependentes de 

receptores. Benchimol et al., (2008) constataram que Tritrichomonas foetus e 

Trichomonas vaginalis aderem tanto na cabeça e na cauda dos espermatozoides 

humanos e bovinos e são capazes de causar danos às células espermáticas, morte e 

aglutinação espermática. 

A presença de bactérias no sêmen pode levar à imobilização espermática e a 

alterações nas membranas interna e externa do acrossomo,  (Diemer et al ., 2000 ; 

Berktas et al ., 2008), diminuição significativa de potencial mitocondrial e viabilidade, 

incapacitando muitas das vezes o espermatozoide a prosseguir para a fecundação 

(Schulz et al., 2010; Fraczek et al. 2011). A diminuição do potencial mitocondrial era 

esperado no presente estudo, pois o MAP adere-se fortemente a peça intermediária 

da célula espermática, no entanto não foi possível observar alterações no potencial 

mitocondrial, pois ao descongelarmos as palhetas para a realização da análise, os 

espermatozoides apresentavam baixa motilidade, refletindo assim em baixo potencial 

mitocondrial em todas as amostras testadas, sem diferenças entre elas. 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1439-0272.2012.01283.x#and1283-bib-0014
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1439-0272.2012.01283.x#and1283-bib-0006
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Figura 12. Interação de Mycobacterium avium subsp paratuberculosis e espermatozoides 
bovinos em 1, 4 e 6 horas (setas brancas). Microscopia de varredura. Diferentes 
magnitudes. 

v 
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Quando observado a interação de MAP com a célula espermática na presença 

dos anticorpos 85A e 85B, notou-se a formação de fortes aglomerados de MAP, e não 

foram encontradas bactérias ligadas ao espermatozoide nos campos analisados 

(figuras 10 e 11). 

Em estudo realizado por Abou-Zeid et al. (1988), ao produzirem anticorpos 

policlonais contra o complexo antígeno 85 de M. bovis, dos antígenos purificados 85A 

e 85B, conseguiram bloquear a adesão da bactéria às superfícies revestidas com Fn. 

O que pode ser constatado no presente estudo, onde não observou-se a adesão de 

MAP com as células espermáticas, nos campos analisados, quando os anticorpos 85A 

e 85B estavam presentes. 

Kuo et al. (2011) caracterizaram as afinidades de ligação do antigeno 85 (85A, 

85B e 85C) à Fn e demonstraram que as interações são diferentes entre eles,  pois o 

mecanismo de interação entre as proteínas Ag85 e Fn depende da carga residual e 

das interações hidrofóbicas, havendo variação na sequencia dos aminoácidos que as 

compõem, sendo o Ag85B com maior afinidade de ligação a Fn. Isto pode ser 

correlacionado com o encontrado no presente estudo, onde foi possível observar que 

espermatozoides na presença anticorpo 85B (Figuras 4, 6 e 7), mantinham a 

motilidade e vigor mais próximos do controle negativo, podendo inferir que houve um 

melhor bloqueio de interação de MAP. 

O mecanismo mais simples pelo qual os anticorpos podem prevenir doenças é 

através da neutralização direta de um patógeno ou toxina. Anticorpos podem se ligar 

diretamente a patógenos e impedir sua entrada nas células, restringindo assim a 

replicação, disseminação, progressão de doenças impedindo as interações 

microbianas com os receptores da célula hospedeira (Lu et al., 2018). 

Bannantine (2015), relatou forte formações de imunocomplexos devido a 

anticorpos monoclonais que se ligam seletivamente a Mycobacterium avium subsp. 

paratuberculosis. Assim a formação de fortes aglutinados no presente estudo, podem 

estar correlacionados a formação de imunocomplexos entre o MAP e os anticorpos 

testados (Figuras 10 e 11), demonstrando uma afinidade entre antígeno e anticorpo. 

Assim, é importante ressaltar que este trabalho é o ponto inicial para o 

entendimento de como ocorre a interação de MAP e células espermáticas, bem como 

os danos que pode acarretar a estas células e de como pode interferir nos parâmetros 

reprodutivos, tendo em vista que não há nada relacionado na literatura até o momento.  



31 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Interação de Mycobacterium avium subsp paratuberculosis e 
espermatozoides bovinos em 1, 4 e 6 horas, na presença de anticorpo 85A. Observa-se 
a formação de fortes aglomerações da bactéria (setas brancas), mas estas não estão 
aderidas ao espermatozoide. Microscopia de varredura. Diferentes magnitudes.  
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Figura 14. Interação de Mycobacterium avium subsp paratuberculosis e 
espermatozoides bovinos em 1, 4 e 6 horas, na presença de anticorpo 85B. Observa-se 
a formação de fortes aglomerações e bactérias soltas (setas brancas) sem estarem 
aderidas ao espermatozoide. Microscopia de varredura. Diferentes magnitudes.  
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6. CONCLUSÃO 

O sêmen bovino na presença de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 

apresenta diminuição na motilidade e vigor proporcional a concentração de MAP, 

quanto maior a concentração de bactéria, menores parametros eram visualizados. 

Foi possível determinar a viabilidade de MAP após a criopreservação apenas 

em concentrações maiores. 

Proteínas de membrana de MAP, 85A e 85B, podem estar relacionados a 

interação/adesão com as células espermáticas, que ocorre na cauda do 

espermatozoide principalmente na peça intermediária. 
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7. PERSPECTIVAS 

Este trabalho é o ponto incial para explicação da interação de MAP e 

espermatozoides. Investigação de outros danos causados ao espermatozoide 

resultantes desta interação, são importantes para definir o grau de lesões e 

consequentemente a interferência na fertilização. Realização futuras de imunoensaios 

com marcação fluorescente, irão esclarecer o local exato aonde está ocorrendo a 

ligação antígeno-anticorpo trazendo maiores esclarecimentos. 
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