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RESUMO

Tomando como base clones de Pichia pastoris transfretados com o gene desenhado
a partir do peptideo sintético SBbo23290, iniciou-se a produgdo do antigeno
recombinante em leveduras Pichia pastoris. O material recuperado foi filtrado e
concentrado em membranas de Amicon, com tamanho de filtro de 30 kDa e 3 kDa.
Para garantir o maximo de proteina antigénica purificada, para ser usada em teste
como candidato vacinal em Bovinos Bos taurus taurus com idade entre 8-12 meses,
0S quais receberam trés imunizagdes subcutaneas com intervalo de 30 dias do
peptideo recombinante rBbo23290 mais saponina, 30 dias apos da ultima
imunizacdo, os bovinos foram desafiados com amostra virulenta de B. bovis
avaliando-se parametros clinicos como; hematdcrito, parasitemia e temperatura,
além do acompanhamento do desenvolvimento da resposta imune humoral,
mediante quantificagdo de IgG total. Os parametros hematoldgicos e a temperatura
foram analisados semanalmente durante o periodo de imunizacao, e diariamente a
partir do 7° dia pos-desafio com o parasita. Os exames sorologicos foram realizados
semanalmente durante todo o experimento, os resultados deste experimento
demostraram que o peptideo recombinante tem atividade imunogénica que foi
comprovado com o incremento nos niveis de IgG total, mas na hora do desafio
bioldgico evidenciou-se alguma possivel falha na diluicdo do imundégeno ou uma alta
dose na inoculagdo do parasita patogénico, o qual desenvolveu uma resposta
diferente da esperada em alguns dos animais vacinados, mesmo assim conseguiu-
se demostrar que o peptideo recombinante possui atividade imunogénica, e pode
ser considerado como um potente candidato vacinal para o controle da doenca
causada pela B. bovis. Precisam-se estudos adicionais para medir e quantificar o
tipo de resposta produzida pela imunizagao, a dosificagao ideal para obter a melhor
resposta imune nos bovinos. Também, analise das variaveis fisicas quimicas e
bioldgicas do peptideo rBbo23290 para entender a influéncia do tipo e a intensidade
da resposta imunologica dos animais no momento da inoculagdo e no desafio
bioldgico.

Palavras-chave: Babesia bovis; peptideo recombinante; vacinagao.



ABSTRACT

Pichia pastoris clones expressing the synthetic peptide SBbo23290 were used to
produce this recombinant antigen. The recombinant peptide rBbo 23290 with saponin
was used to vaccinate bovines Bos taurus taurus. The animals were then challenged
with virulent strain Babesia bovis. As clinical parameters were monitored: hematocrit,
hemoglobine, parasitemy, and temperature. Furthermore, the IgG was quantified.
Our results showed that some of the vaccinated animals presented an unexpected
reaction. This could be due either to a mistake on the dilution of the peptide, or to an
unproved higher inoculation of the pathogen strain. Nevertheless, it was
demonstrated that our synthetic antigen was immunogenic, based on the increase
total levels of IgG. Therefore, it could be considered as a candidate to control bovine
babesiosis by B. bovis. Nonetheless, future research is needed to measure and
quantify the response activated by the immunization. Furthermore, a suitable dose
should be established, aiming to obtain an optimal immunological response.
Moreover, it will be worthy to analyze physical, chemical, and biological parameters
of this protein, which probably influence the immunological response of the animals.

Key word: Babesia bovis; recombinant technology; cattle vaccination.



INTRODUGAO GERAL

Conhecida comumente como piroplasmose, ou febre de Texas, a babesiose
bovina, € uma doenca muito comum nos paises de clima tropical e subtropical ao
redor do mundo. Na América esta doencga € causada por Babesia bovis (BABES,
1888) e Babesia bigemina (SMITH & KILBORME, 1893), os Hematozoarios do
género Babesia estdo amplamente distribuidos entre as latitudes 40° norte e 32° sul
da linha do equador e em condi¢des naturais estes parasitas séo transmitidos aos
bovinos a traves do processo de hematofagia dos artrépodes da familia Ixodidae,
sendo o Carrapato Rhipicephalus microplus (CANESTRINI, 1887) seu principal
vector bioldgico, (SMITH & KILBORME, 1893).

No Brasil, 0 agente de major importancia patolégica e econdbmica desta doencga € a
B. bovis, como expressado nos estudos de (PATARROYO et al, 1982), este
Hematozoarios infecta os eritrécitos, causando o desenvolvimento de sinais clinicas
que podem pdr em risco a vida do animal, tais como febre, anemia, hemoglobinuria,
caquexia e anorexia (WRIGHT et al.,, 1989). Na atualidade a babesiose continua
sendo um grande obstaculo para o desenvolvimento e crescimento da industria
bovina, o qual na década dos 90s gerava prejuizos estimados em mais de 1.365
milhdes por anos segundo (MONTENEGRO, 1992), cifra que continua crescendo
com 0s anos e o incremento do rebanho ganadero mundial, os custos sdo causados
por perdas na producdo de carne e leite, abortos e infertilidade temporaria em
machos, como também pelos custos de quarentena e controle de dispersdo da

doenca.

Devido ao grande impacto que a babesiose causa na bovinocultura, ha sido
necessario aprofundar na busca e aperfeicoamento de ferramentas e métodos mais
eficazes que minimizem as perdas econdmicas causadas por este flagelo. Ja na
década dos 70°s na Australia foi desenvolvida uma vacina viva atenuada que auxilio
no combate ao parasita, mas que apresentou alguns problemas, principalmente o

risco de transmissdo de outras infeccdes além do baixo nivel de protecdo aos
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animais vacinados. (BOCK et al., 1992), Outros tipos de imundgenos, baseados em
subunidades do parasito, proteinas recombinantes ou peptideos sintéticos estédo
sendo investigados, desenvolvidos e testados na procura do controle desta
enfermidade, todos eles visam desenvolver imunidade protetora nos animais a
traves do estabelecimento de uma resposta humoral e celular capaz de garantir
protecdo imediata ao contato e imunolégica perduravel que garanta a continuidade

no tempo de niveis de protegao.

O peptideo Sintético SBbo23290 desenhado a partir das proteinas de roptria de B.
bovis foi obtido da unidao dos peptideos 5084 e 5081, este foi usado em testes por
FREITAS (2001) nos quais demonstrou eficiéncia protetora nos animais vacinados
apos desafios com amostra de B. bovis, BENAVIDES (2006) BEDOR JARDIM,
(2005) FIGUEIREDO (2001). Os resultados destes trabalhos sugerem o peptideo
sintético como uma opg¢ao muito interessante para conferir protecdo ao rebanho,
sendo a via subcutdnea o método de eleicdo para inoculagdo nos testes como

bovinos.

No desenvolvimento deste estudo, pretendeu-se reproduzir o] peptideo
SBbo023290 de forma recombinante na levedura Pichia pastoris, tentando manter as
caracteristicas imunogénicas do peptideo sintético original, para uma vez isolado e
purificado ser testado em bovinos mantidos em condigdes de isolamento com o
intuito de avaliar a resposta imune, clinica e bioldgica conferida pelo peptideo aos

animais inoculados.
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CAPITULO |

PRODUGCAO E EXPRESAO DO PEPTIDEO RECOMBINANTE rBbo23290, EM
Pichia pastoris PARA USO COMO CANDIDATO VACINAL NO CONTROLE DE
Babesia bovis (BABES,1888; STARCOVICI, 1893)

RESUMO

Babesiose bovina e uma enfermidade de alto impacto na pecuaria brasileira e
mundial, para combater este parasito este estudo propds o desenvolvimento de um
peptideo recombinante usando como vector Pichia pastoris. Produziu-se de forma
recombinante o peptideo rBbo23290 como candidato vacinal recombinante que gere
imunidade protetora contra Babesia bovis. Finalmente o peptideo foi armazenado a -

20° C para ser usado depois como candidato vacinal em testes com bovinos.

ABSTRACT

Bovine babesiosis is a worldwide livestock high impact sickness. In order to fight this
parasite, a recombinant artifitial peptide was designed, the rBbo23290. Pichia
pastoris was used as artifitial vector to obtain the protein, which was used on

posterior vacinal tests.
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1. INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA.

1.1. Babesia bovis

A classificacéo taxonémica de Babesia spp. Segundo Levine N T (1971)

Tabela 1. LEVINE et al., 1971; HOMER et al., 2000; BOCK et al., 2004

REINO: Protista
SUB REINO: Protozoa
FILO: Apicomplexa
CLASE: Aconoidasida
ORDEN: Piroplasmida
FAMILIA: Babesiidae
GENERO: Babesia
ESPECIE: B. bovis

1.1.1. Ciclo biolégico

O ciclo biolégico da Babesia Bovis envolve diferentes tecidos do carrapato
Rhipicephalus microplus como o intestino, o ovario, a glandula salival e hemacias do

hospedeiro vertebrado.

No intestino do carrapato os eritrocitos infectados com merozoitos ingeridos pela
teleogina permanecem por algumas horas e posteriormente os merozoitos comegam
a se desenvolver em gametocitos que se diferencam em estagios uninucleados
chamados corpos raiados (Strahlnkorper) e se fundem originando o zigoto
(MEHLHOR & SCHEIN, 1984). O zigoto evolui para uma célula chamada oocineto
que invade as células epiteliais do intestino do carrapato e inicia a divisdo

14



assexuada com a formacéo de cinetos que irdo invadir hemocitos, e outros 6rgaos

como ovario e consequentemente os odcitos.

Os Cinetos que invadem o odcitos permanecem em estado de laténcia durante o
desenvolvimento da larva dentro do ovo. Quando estas larvas eclodem e comegam
se alimentar no hospedeiro ocorre um novo processo de esporogonia os cinetos
invadem as células da glandula salival, onde se multiplicam e originam os
esporozoitos que sao as formas infectantes para o hospedeiro vertebrado
(FRIEDHOFF, 1988).

Apos a transmisséo transovariana, os cinetos presentes nos odcitos contaminados
invadem varios 6rgaos no embrido, larva, ninfa, e carrapato adulto. Entretanto é
importante ressaltar que a B. bovis somente € transmitida na fase de larva do
Rhipicephalus microplus (MAHONEY & MIRRE, 1979).

Nas células sanguineas do hospedeiro vertebrado ocorre multiplicagdo assexuada,
denominada merogonia (MAHONEY & MIRRE, 1977), que origina os merozoitos que
sao parasitos piriformes possuidores do complexo apical tipico que invade os

eritrécitos.

No hospedeiro vertebrado o ciclo ocorre apds a penetragdo do merozoito na célula
sanguinea com formacdo de vacuolo parasitoforo que se perde apds da

transformacao do merozoito em trofozoito.

O trofozoito original, por merogonia, merozoito que vao parasitar novos eritrécitos,
apods ruptura da hemacia parasitada. O ciclo assexuado no hospedeiro vertebrado
continua até a morte do animal ou que consiga se estabilizar com o parasito a traves

da resposta imune e passe a ser portador sadio (MAHONEY, 1969).

15
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1.1.2. Mecanismos de imunidade dos bovinos contra babesiose bovina

A imunidade para Babesia spp envolve os dois tipos de resposta imune: inata
e adaptativa (pelo fato de ser um parasita intra-eritrocitario obrigatorio), as células
TCD4+ representam a ligagao entre estes dois tipos de resposta, uma vez que o
eritrocito ndo possui Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC) (BROWN e
PALMER, 1999); ainda concordando com BROWN (2001), os eventos que ocorrem
a partir do momento em que o parasito invade o hospedeiro vertebrado e entra em
contato com alguns elementos da imunidade inata € que determinardo a magnitude
da resposta imune especifica. Os hospedeiros mamiferos a desenvolvem apés um
episodio de infeccdo natural ou posterior a uma imunizagéao profilatica (HOMER et
al., 2000).

Nos bezerros jovens possuem uma forte imunidade inata a B. bovis no bago com

ativagdo de macrofagos via IFN Y e produtos derivados de parasitos resultando em

1 Fonte: L. Schnittger et al. / Infection, Genetics and Evolution 12 (2012) 1788—1809
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morte do parasita por fagocitose e produgdo de metabolito téxicos incluindo NO
(GOOF et al, 2000. 2003; BROWN et al 2006)

Outra explicagao a resisténcia de animais jovens é a abundancia de células T y0, as
quais correspondem a 70% das células circulantes em ruminantes. E por isso que
bezerros com menos de seis meses de idade, infectados com Babesia bovis,
mostram uma melhor resposta imune no controle da parasitemia, do que os animais
adultos (MACKAY e, HEIN 1991).

Bovinos que sobrevivem a infeccdo com B bovis de forma natural ou depois do
tratamento podem permanecer infectados e resistentes a doenca e sua expressao
clinica, desenvolvendo uma imunidade concomitante. Porém, a resposta imune
adaptativa depende da apresentacdo dos antigenos parasitarios por células
apresentadoras de antigenos a linfécitos CD4+ (BROWN et al., 2006).

O controle da infeccdo € mediado pela destruicao de eritrécitos infectados por
ativagdo de macrofagos esplénicos, e por neutralizagdo de merozoitos
extracelulares. (ALLRED, 1994; BROWN et al., 2006). Nos animais persistentemente
infectados com controle da parasitemia ou animais imunizados, as células T CD4+
desempenham um papel importante na resposta imune adaptativa por meio da
producao de IFN — vy, citocina esta que regula a sinteses de anticorpos IgG com
capacidade opsonizante (ESTES e BROWN, 2002; GOFF, 2006)

O estudo da cinética de producao de IgG é uma valiosa ferramenta para avaliar a
resposta imune protetora contra B bovis, uma vez que estas imunoglobulinas sao
importantes no controle da infecgdo devido a sua capacidade opsonizante, além de

que proteger o animal por longos periodos (BROWN et al., 1999).

1.1.3. Métodos de controle

Nas ultimas décadas tem-se avangado muito no conhecimento epidemiolégico
desta enfermidade e na busca por uma vacina eficaz. A reducido da transmissao da

babesiose na atualidade é favorecida pelo controle dos carrapatos, (NARI, 1990).
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Segundo BITTAR (2002), os processos de imunizagdo s&o 0os mais apropriados para
o controle dessa enfermidade, principalmente em animais importados, visto que as
infestagcbes por carrapatos acarretariam a morte do animal, quando introduzidos em
areas enzooticas. Considera-se como area de estabilidade enzodtica aqueles locais
onde a soro prevaléncia apresenta-se acima do limite de 75%. Sendo areas

instaveis aquelas onde a soro prevaléncia € inferior a este (MAHONEY, 1975).

De Vos et al. (1982), estudando sobre eficiéncia de vacina contra babesiose, cita
que uma vacina ideal deve apresentar as seguintes caracteristicas: prevenir a
doenca, proteger contra as diferentes cepas, induzir imunidade de longa duracgao,
ser livre de antigenos contaminantes, conservar a poténcia durante o

armazenamento e transporte, de facil administragao.

1.1.4. Premunigao

A premuni¢cdo consiste na inoculagdo de sangue de um animal portador
(doador) em um animal susceptivel (receptor), esta teve origem no inicio do século
XX, na Australia, por C. J. Pound (CALLOW et al., 1977); apesar de ser o método
mais antigo, atualmente, esta pratica continua sendo amplamente utilizada no
controle da babesiose em plantéis de bovinos leiteiros no Brasil, esta pratica visa
promover imunidade em casos de animais recém introduzidos nos rebanhos

(instabilidade enzodtica)

Patarroyo (1979) destacou as limitagcbes desse método ja que o inoculo é
desconhecido tanto qualitativamente como quantitativamente. A necessidade de
medicacdo dos animais que apresentam a doenga na forma aguda interrompe o
mecanismo de desenvolvimento da imunidade, necessitando-se, por isso, de
repetidas reinoculagdes. Como o volume de sangue inoculado € em geral de 5 ml, o
que podera conduzir a doenga de incompatibilidade de sangue do bezerro em
relagdo a vaca. Dimmock e Bele (1970), afirmam que isto ocorre devido a formagao

de anticorpos poli reativos contra as hemacias.
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Outra desvantagem é a necessidade de suporte veterinario mesmo apods a fase de
premunigao (SOUZA et al, 2000). Pois, os doadores podem ser portadores de outras
doencas infecciosas como brucelose, tuberculose, leucose, diarreia bovina a virus
(BVD), rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), lingua azul, erlichiose, tripanossomose,
as quais podem ser disseminadas por este método. Aliado a isto, estdo o alto custo
do processo e a dificuldade de imunizar grande numero de animais

simultaneamente.

1.1.5. Vacinagao

A primeira vacina contra B. bovis foi desenvolvida por pesquisadores
australianos trata-se de uma vacina viva atenuada, que a principio foi utilizada em
areas endémicas do pais e posteriormente exportada (CALLOW e MELLORS, 1966;
CALLOW,1979). Entretanto, por causa da variabilidade antigénica destes parasitos
nao tem sido possivel obter, até o0 momento, uma vacina efetiva e economicamente
viavel (WRIGHT et al., 1992; BROWN et al., 1995; PALMER e McELWAIN, 1995;
PATARROYO et al., 1995b) A apresentagdo de reagdes pos-vacinais intensas, e a
necessidade de tratamento terapéutico levou a pesquisas para atenuacado de cepas
de Babesia capazes de manter a sua imunogenicidade, através de passagens
rapidas em bezerros esplenectomizados e/ou uso de radiacdo, a fim de diminuir a

patogenicidade nos hospedeiros.

1.1.6. Controle com exoantigenos

Animais quando vacinados com exoantigenos presentes no sobrenadante de
culturas in vitro de B. bovis mostraram protecdo parcial apdés desafio com
organismos heterdlogos, enquanto que animais inoculados com vacina viva
mostram-se fortemente protegidos com altos niveis de anticorpos especificos por
mais de seis meses. Entretanto, os indices de estimulacao linfocitaria e a taxa de

proliferacdo celular, quando desafiados com amostras homologas foram maiores e

19



por periodos mais prolongados nos animais inoculados com exoantigenos de cultivo
de B. bovis (TIMMS et al., 1983; TIMMS e STEWARD, 1984).

Exoantigenos presentes em sobrenadante de cultivo de amostra atenuada de B.
bovis foram capazes de induzir uma resposta imune protetora contra amostras
virulentas heterélogas quando desafiados (PATARROYO et al.,, 1995a). Indicando
que a vacina com antigenos soluveis de B. bovis derivados destes cultivos sao
capazes de producir tanto a resposta imune humoral quanto a celular (PATARROYO
et al., 1995a; TIMMS e STEWARD, 1984).

Brown et al. (1995), bem como Tuo et al. (1999) realizaram pesquisas a fim de
identificarem proteinas de B. bovis que fossem imunogénicas e pudessem ser
utilizadas na producao de vacinas formadas por subunidades proteicas. A utilizacao
de exoantigenos em vacinas contra Babesiose € uma técnica promissora que tem
sido analisada por alguns pesquisadores nos EUA (MONTENEGRO-JAMES et al.,
1990) e no Brasil por Patarroyo et al. (1995a).

1.1.7. Peptideo sintético

Os peptideos sintéticos sao sequéncias de aminoacidos construidas e
derivadas de uma ou varias proteinas com caracteristicas claramente imunogénicas,
que tem ampla variabilidade de aplicagdes, O grande interesse na utilizagdo de
peptideos sintéticos decorre da capacidade de simulacédo dos sitios antigénicos ou
dos receptores protéicos, da qual provém a sequéncia aminoacidica do peptideo
(PATARROYO e GUZMAN, 2004).

Ao contrario das vacinas tradicionais, as peptidicas apresentam grandes vantagens,
tais como: alto grau de pureza e completa seguranga quanto a caracterizagéo
quimica e a auséncia de contaminantes, reprodutibilidade na producao, fim da
manipulagdo de cultivo celular em biorreatores, alta estabilidade e baixo custo na
producdo, permite, também, a manipulagdo da resposta imunolégica, pois o0s

imunégenos sintéticos podem ser desenhados de tal forma que estimulem uma
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resposta imune apropriada (NEURATH e KENT, 1986), bem como auséncia de
mecanismos supressores, alérgicos e/ou autoimunes (PATARROYO et al., 1995b).
Portanto, o uso de peptideos sintéticos como vacinas teria a vantagem de ser mais
um produto quimico que biolégico (PATARROYO e GUZMAN, 2004).

Esta geracdo de vacinas tem sido estimulada devido a estudos de predigéo
computacional, baseados na estrutura primaria e nas caracteristicas bioquimicas
das proteinas para identificacdo de possiveis sitios antigénicos em virus, bactérias,
parasitas e células neoplasicas (DELISI e BERZOFSKY, 1985; SPOUGE et al.,
1987).

Atualmente, existem peptideos em fases clinicas de teste como adjuvantes, para
imunizagao contra o Plasmodium falciparum, o Boophilus microplus, o Schistosoma
mansoni, entre outros para o diagnoéstico de malaria, doenca de Chagas,
leishmanioses, fascioloses, hidatioses e cistercercoses, sendo o mais recente
avanco a liberagdo do Fuzeon TM para o controle da AIDS (PATARROYO e
GONZALEZ, 2004); isto, também, se da devido ao fato dos peptideos poderem ser
sintetizados e serem muito estaveis a temperatura ambiente, a utilizagdo destes
pode melhorar a padronizacdo e reprodutibilidade dos diferentes testes para
sorodiagnostico (PATARROYO, 1999). Desenho de sequéncias com determinante
imunogénico de proteina de roptria de B. bovis (RAP-1 de B. bovis) foi desenvolvido
no Laboratorio de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores (LBCHV)
/Instituto de Biotecnologia Aplicado a Agropecuaria (BIOAGRO) /Departamento de
Veterinaria (DVT) da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

A proteina RAP1 tem Peso Molecular de 64,97 kDa e é composta de 565 a.a. foi
sintetizada em 31 peptideos diferentes, alguns com "overlap" entre uma sequéncia e
outra. Os peptideos foram catalogados no livro de sequéncias de 5.067 até 5.097.
Apos o0 mapeamento de epitopo B e T de todos os peptideos, utilizando
experimentos "in vitro" e "ex vivo", realizou-se a hibridizacdo dos peptideos SBbo
5.084 (epitopo B) e do SBbo 5.081 (epitopo T) com adi¢do de cisteina no N- e C-
terminal, originando o peptideo sintético SBbo23290 (PATARROYO et al., 1999).

Estudos realizados por Jackson et al. (2000), demonstram que para um peptideo ser
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considerado um bom imundgeno € necessaria a unido de epitopos T e B reativos em

sua estrutura.

Contudo, o uso de sequéncias curtas de peptideos sintéticos no desenvolvimento de
uma resposta imunoldgica para determinada proteina provém do mecanismo de
reconhecimento de estruturas antigénicas pelos linfocitos T do sistema imune. Este
processo nao € alcancado a partir da forma nativa da proteina, se faz necessario
algum tipo de processamento metabdlico no interior das células apresentadoras de
antigeno (BERZOFSKY et al.,2004).

O peptideo sintético SBbo23290 foi desenhado e sintetizado pelo Laboratério de
Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores (LBCHYV), Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), em
parceria com a Fundacioén Instituto de Imunologia de Colémbia (FIDIC), baseado na
estrutura integra da proteina RAP-1 (PATARROYO et al., 1999); possuindo uma
conformacao distinta das apresentadas pelos peptideos de origem, além de possuir
um menor numero de aminoacidos em sua estrutura, provavelmente apresentando
novos epitopos em sua estrutura, o qual resulta em uma alta antigénicidade. Os
resultados, obtidos por Freitas (2002), em experimento com células ex vivo,
corroboram estes dados, pois a resposta ao peptideo hibrido 23.290 foi
caracterizada pelas maiores taxas de producao de IFN-, TNF-a e IL-12 por PBMCs,

sendo entdo o peptideo que apresentou maior reconhecimento celular.

A intervencdo vacinal com o peptideo sintético 23290, derivado de RAP-1 de B.
bovis reduz a taxa de mortalidade de animais imunizados, ap6s o desafio com
amostra patogénica, bem como a eficacia desta vacinagdo, estar associada ao
desenvolvimento precoce da habilidade de desenvolver uma resposta antigeno
especifica envolvendo células B e linfécitos TCD4+ (BITTAR, 2002).

1.1.8. Peptideo recombinante

A expressao heteréloga de proteinas recombinantes possui uma grande
aplicabilidade, tanto biotecnolégica quanto medicinal. Nos ultimos anos, o numero de
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proteinas recombinantes utilizadas para estes fins tem aumentado

consideravelmente, com grande demanda no mercado (JANA e DEB, 2005).

Diversos sao os sistemas de expressao utilizados, incluindo Escherichia coli,
aculovirus, S. cerevisae, células de mamiferos, Schizosaccharomyces pombe e
Pichia pastoris. Dentre esses, P. pastoris tém-se mostrado um sistema altamente

eficaz na producao de varias proteinas (JANA e DEB, 2005).

As vacinas baseadas em imundgenos recombinantes ndo apresentam risco a saude,
sdo seguras para o ambiente e o desenvolvimento de resisténcia pelos carrapatos
por meio de adaptacéo seletiva € pouco provavel que indica grande viabilidade para
o desenvolvimento desta tecnologia para o controle de doengas (NUTTALL et al.,
2006).

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo geral

Desenvolver um antigeno recombinante, de epitopos antigénicos, baseado
no peptideo sintético SBbo23290, com o intuito de ser utilizado em testes como

candidato vacinal para o controle de Babesia bovis.

1.2.2. Objetivos especificos

o Expressar o gene sintético em leveduras P. pastoris em processo de

producao fermentativo a escala de laboratério;

o lIsolar o peptideo recombinante por meio de técnicas de filtracdo por

membranas de amicon.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Locais de Execugao

Todos os procedimentos laboratoriais foram executados no Laboratério de
Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores — LBCHV, do Instituto de
Biotecnologia aplicada a Agropecuaria — BIOAGRO, anexo ao departamento de
Veterinaria, sob Orientacdo da professora Marlene Isabel Vargas Viléria e co-

orientagao do Professor Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo.

Este experimento foi autorizado a ser executado segundo as normas do Comité de
Etica no uso de animais da Universidade Federal de Vigosa, com numero de
protocolo 630/2013 do dia 29 de julho de 2013.

2.2. Desenho do gene e vetores

A proteina recombinante foi obtida a partir de expressdo heterdloga em
leveduras P. pastoris transformadas com gene codificam-te da sequéncia
SBbo3290, baseada nesta sequéncia do gene sintético previamente testado pelos
pesquisadores do grupo de pesquisa do Laboratério de Biologia e Controle de

Hematozoarios e Vetores.

Foi utilizado o vetor pPICO9K para expressdao extracelular das proteinas
recombinantes na levedura P. pastoris (Invitrogen® USA). O vetor pPIC9K contém o
gene de resisténcia bacteriano kanamycin (kan Tn903) que confere resisténcia para
o Geneticin® em Pichia pastoris. O nivel de resisténcia ao geneticin® depende do
numero de cépias do gene kanamycin integrado ao genoma da levedura. Uma
simples coépia do pPIC9K integrada no genoma confere resisténcia ao Geneticin®
até ~0,25 mg/ml. Multiplas copias integradas podem aumentar o nivel de resisténcia

de 0,5 mg/ml (1 — 2 cépias) até 4 mg/ml (7 — 12 copias). Teoricamente, quanto maior
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o numero de coépias do gene integrado ao genoma da levedura, maior sera a

produgao da proteina recombinante.

2.3. Cepas de Pichia pastoris utilizadas

A cepa da levedura P. pastoris utilizada neste estudo foi a KM71. A utilizagao
desta cepa com o plasmideo pPIC9K gera recombinantes His+, capaz de sintetizar o
histidinol desidrogenase, enzima responsavel por sintetizar o aminoacido histidina.
Com esse procedimento, a levedura recombinante pode crescer em meio sem
histidina. Nessa cepa, KM71, houve a perda do gene AOX1, sendo que apenas o
AOX2 é funcional. Dessa forma, por natureza essa cepa € MutS, isto &, apresenta
consumo reduzido do metanol como indutor. Assim sendo, os transformantes

gerados na levedura KM71 com o vetor pPIC9K apresentam o fenétipo His+MutS.

2.4. Transformacao da levedura KM71 por recombinagao génica via
eletroporacao.

Os plasmideos linearizados podem gerar transformantes estaveis via
recombinacdo homodloga entre o DNA transformante e regides de homologia dentro
de genoma da levedura. Tais integrantes mostram extrema estabilidade na auséncia
de pressdes seletivas. O vetor utilizado neste estudo contém o gene his4 para

selecao.

O vetor foi desenhado para ser linearizado com uma enzima de restricdo (Sall ou
Sacl) tal que recombinantes His+ sdo gerados por recombinagéo no Iécus AOX17 ou
no lécus his4. Multiplas inser¢gdes ocorrem espontaneamente em cerca de 1 — 10%
dos casos de recombinacdo. Apds extracdo do DNA plasmidial das E. coli
transformadas com o cassete de expressdo, procedeu-se a transformacido das
leveduras P. pastoris por eletroporagao, utilizando células competentes conforme

recomendacao existente nos manuais da Invitrogen®.
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2.4.1. Expressao do peptideo recombinante

2.41.1. Extracao de DNA total de P. pastoris

A fim de confirmar a presenga dos genes no genoma da levedura P. pastoris
todos os clones selecionados foram crescidos em meio MD e submetidos a digestao
celular pelo Yeast Enzymatic Lysis Kit (SIGMA). A extragdo de DNA total se deu
utilizando cloroférmio segundo o método descrito a seguir: a colénia foi crescida a
30°C em agitacado constante de 250 rpm por cerca de 20 horas, entao transferiu-se
1,5 mL da cultura para microtubos de centrifuga e centrifugou-se por 5 minutos a
20.000 x g. Ao pellet foi adicionado 200 pL de Tampéao de lise (2% de Triton X-100,
1% SDS, 100 mMNacCl, 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA pH 8,0). Incubaram-se
os tubos em freezer a -70°C por 2 minutos (até estarem completamente

congelados), e foram entdo imersos em banho-maria a 95°C por 1 minuto.

O processo foi repetido uma vez e os tubos foram sometidos a agitagdo por vortex
vigorosamente por 30 segundos, em seguida 200 pL de cloroféormio foram
adicionados e os tubos pasarom pelo vortex novamente por 2 minutos. Em seguida
centrifugados por 3 minutos, a temperatura ambiente, a 20.000 x g. A fase aquosa

foi transferida para novo tubo contendo 400 pL de etanol 100% gelado.

Apds nova incubacdo a -20°C, 5 minutos para precipitacdo, procedeu-se
centrifugacao por 5 minutos, temperatura ambiente a 20.000 x g. O sobrenadante foi
aspirado e o pellet de DNA foi lavado com etanol 70% e realizado nova
centrifugacédo (5 minutos, temperatura ambiente, 20.000 x g). O pellet foi seco a
temperatura ambiente e ressuspenso em 30 uL de agua Milli-Q devimente auto-
clavada. Ele foi entdo submetido a temperatura de 4°C overnight, antes de ser

estocado no freezer a -20°C para uso posterior.

O DNA extraido de cada colbnia foi quantificado por visualizagdo em gel de agarose
1%, depois de corado com GelRedTM (Biotium), apds corrida eletroforética em cuba

apropriada a uma tenséo de 100V.
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2.4.1.2. Confirmagao dos transformantes

A confirmacdo da recombinagdo génica na P. pastoris KM71 e sua
transformacao foram realizadas através da técnica de reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR) do material genético extraido das colénias selecionadas seguindo
recomendagdes do manual de Pichia pastoris (Invitrogen®). A PCR foi realizada
utilizando os primers 5A0X1 e 3AOX1.

2.5. Produgao em escala de laboratério (fermentagao)

A producédo dos antigenos recombinantes, em escala laboratorial, foi realizada
por processos fermentativos em frascos “spinner” (fermentadores de bancada) de
500 ml, com injegcao continua de oxigénio, rotagdo garantida por um agitador
magnético e jaqueta de agua mantida a 30°C. Para isso uma colbnia foi inoculada
em 25 ml de meio BMG (100mM fosfato de potassio, 1,34% YNB, 4x10-5% biotina e
1% glicerol) em erlenmayer de 250 ml e crescida por cerca de18 horas a
temperatura de 30°C e sob agitacado orbital constante de 250 rpm. Essa cultura foi
posteriormente inoculada em 500 mL de meio B (13g KH2PO4; 8,75g (NH4)2S04;
4,5g MgS04; 0,5g CaCl2 . 2 H20; 2,5g Extrato de levedura e 40 mL de glicerol) e
transferidos para frascos “spinner” devidamente esterilizados. Foi mantida sob essas
condigbes por dois dias, apos este periodo foi alimentada com 40 mL de solugao de
glicerol 50% esterilizado em autoclave. Posteriormente a batelada foi induzida com
1% do volume de meio, de metanol diariamente, durante um periodo de 96 horas. O
pH foi mantido em 5 — 5,5 corrigido com hidréxido de aménia 50% diluido em agua

esteril.

2.5.1. Recuperagao das proteinas expressadas

Apos 96 horas de indugdo, a cultura foi centrifugada a 3000 x g por 15

minutos e o conteudo submetido a ultra-filtracdo em membranas de amicon com
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pontos de corte de 30 kDa, e 3 kDa. Posteriormente, a concentragcédo de proteinas foi
quantificada através da técnica de acido bicinconinico (BCA) e o perfil analisado em

SDS-page em géis de gradiente de 12% a 16%.

2.6. Quantificagao de Proteinas totais

Para a quantificacdo de proteinas totais obtidas na fermentacao foi utilizada a
metodologia do acido bicinconinico (BCA). Para obter os valores das concentracdes
de proteinas totais foi elaborada uma curva padrao de forma a obter uma relagéo
entre absorvancia e a concentragao proteica. Portanto, foram estabelecidos oito
pontos para curva, onde foram utilizadas solugbes de albumina sérica bovina (BSA),
diluidos em agua, com concentragdes conhecidas. Cada ponto foi determinado em

triplicata. A Solugao Stock foi feita com 2 mg/mL de albumina.

O reagente BCA foi preparado misturando-se 50 partes do Reagente A (1% BCA-
Na2; 2% Na2CO3H20; 0,16% de Tartarato de Sodio; 0,45% de NaOH; 0,95%
NaHCO3 e agua pra volume de 100 mL) com 1 parte do Reagente B (Solucéao de
CuS04.5H20 4%).

Placas de 96 pocos foram utilizadas para adicdo de 25 uyL de cada uma das
solugdes padrao de BSA em cada pocgo. Foi adicionado 25 ul de diluente para fazer
0 ponto zero da curva padrdo. Ao volume apropriado das amostras (< 25 pl) a
quantificar, foi adicionado o volume necessario de diluente para perfazer 25 pl.
Posteriormente, foi adicionado 200 pl do reagente BCA. A placa foi mantida num
agitador orbital durante 30 segundos. Em seguida incubada a 37°C durante 30

minutos. Posteriormente realizou-se a leitura em leitor de ELISA a 492 nm.

Com os valores de absorvancia foi construida a curva padrao, representando num
grafico cada uma das solugdes padrdo versus a sua concentracdo de proteina em
pg/ml. Usando a curva padrao, determinou-se a concentracao de proteinas totais da

amostra. A quantificagdo da proteina recombinante especifica, ainda nao pdde ser
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realizada, mas a literatura fornece parametros para estimativa de eficiéncia de

expressao.

2.6.1. SDS-Page

Esta técnica foi realizada com o intuito de identificar no produto fermentado, a
presenca de bandas no gel de poliacrilamida com a massa molecular igual a
esperada para o peptideo recombinante. Como primeira medida foram preparados
dois géis de poliacrilamida contendo 15% de Bis-Acrilamida, solu¢do tampao com
Tris, glicerol, persulfato de aménio 10% e TEMED para sua porgdo separadora e
para por¢do empilhadora os mesmos reagentes com exceg¢do do glicerol. As
amostras foram preparadas em tampdo de amostra (4X) na proporgao 4:1, sendo
posteriormente banhadas em agua fervente por 4 minutos. Feito isso, amostras
proteicas concentradas e ndao concentradas foram aplicadas em canaletas de cada
gel, sendo entdo, submetidas a corrida por eletroforeses a 100 volts por
aproximadamente de 3 horas, em cada gel foi aplicado um padrdo de massa
molecular. Apdés a corrida, os géis foram retirados da cuba de eletroforeses e

submetidos cada um a uma técnica de coloragao diferente.

Na coloracao que se utiliza o reagente Coomassie Blue G-250, o gel foi colocado na
solugéo corante por 12 horas (0,1% Coomassie Blue G-250, 25% metanol, 5% acido
aceético). Passado este periodo, o gel foi colocado em uma solugdo fixadora e
descorante (7,5% acido acético, 25% metanol) até que a visualizagdo das bandas

fosse possivel.

Para a coloragdo com prata, o gel foi incubado em solugéo fixadora (50% metanol,
12% acido acético) por 12 horas. Passado este passo, o gel foi lavado trés vezes
com solugao de etanol 50%. Em seguida, o gel foi sensibilizado com uma solugéo
contendo 0,02% de tiosulfato de sédio (Na2S203) por 1 minuto, e apds 3 lavagens
com agua ( 20 segundos cada) foi incubado com 0,2% AgNO3 por 40 minutos. Apods
novamente lavar com agua ultra pura foi adicionada a solugéo reveladora (0,025%
formaldeido, 4% carbonato de sddio e 1% de solugcdo de tiossulfato de sdédio a

0,02%) por 2 minutos. A reacao de revelagao foi paralisada com acido acético.
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2.6.2. Western blotting

Para esta técnica, um novo gel de SDS foi preparado como descrito
anteriormente, porém n&o foi corado por nenhuma das duas técnicas utilizadas
acima. Feito isso, o gel foi colocado em tampéo de transferéncia (25mM Tris, 192mM

glicina, 35%metanol) para equilibra-lo.

Uma membrana de PVDF (polyvinylidene fluoride, 0,2um) foi previamente
sensibilizada em metanol por 15 segundos. Posteriormente, a mesma foi lavada 2
vezes em agua ultra pura, sendo colocada em tampao de transferéncia em conjunto
com o aparato para transferéncia. Apés montagem da cuba, esta foi levada para
geladeira a 4°C onde foi deixada para a troca das proteinas do gel para a
membrana. Para isso, a fonte foi ajustada de forma a fornecer uma tensao de 30V
por 12 horas. Passado o tempo para transferéncia, a membrana foi fixada em
metanol por 20 segundos, sendo em seguida lavada em agua ultra pura durante 2

minutos por 2 vezes.

Para a imunodeteccéo do peptideo recombinante fixado na membrana foi utilizado o
SNAP i.d. ProteinDetection System (Millipore®). Neste sistema, a membrana é
colocada sobre um suporte apropriado onde ela primeiramente € bloqueada com
uma solugdo tampao (10 mMfofato de sédio, pH 7.2, 0.9% NaCl, 0.1% Tween-20)
contendo caseina 1%. Apos o despejo desta solugdo o sistema é ligado e por meio
da formacdao de vacuo a solugdo atravessa a membrana instantaneamente.
Posteriormente, soro equino anti- B. bovis diluidos em tampao fosfato na proporgao
1:100, pH7.2, foram acrescentados ao sistema. Passados 10 minutos para
incubacao, o sistema foi novamente ligado até a completa secagem da membrana.
Um passo de lavagem com o tampao fosfato foi entdo realizado, para posterior
adicdo da solugdo contendo o anticorpo secundario marcado com peroxidase anti-
anticorpo primario na proporc¢ado 1:5000 (anti-lgG equina). Apds a incubagéo por 10
minutos uma nova lavagem foi realizada. Entdo a membrana foi retirada do
maquinario para que se fosse colocada em banho com a solugao reveladora (10mg
DAB, 10mL Tris 0,05M pH 7,6, 1mL NiCI2 0,3% e 10uL H202 30%). A reacéao de
revelagao foi corrida até que a marcagao da banda esperada (11,2 kDa). A reagao

foi parada com a adigao de agua ultra pura.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliado peptideo recombinante que contém as sequéncias
de DNA relativo ao Peptideo sintético SBbo23290, que apresentou alto grau de
antigénicidade. A selecdo das regides que comporiam a proteina recombinante se
deu de acordo com os resultados de hidrofobicidade da sequéncia, estabilidade,
meia-vida e potencial para glicosilagdo. A hidrofobicidade nos fornece dados a
respeito da exposicao das sequéncias ao meio onde ocorre interagdo com moléculas
do sistema imune. A estabilidade e meia-vida, estdo relacionadas a durabilidade e
tempo de degradacédo da proteina que esta sendo desenhada. E o potencial de
glicosilagao, € importante ndo somente para imunidade, uma vez que pode melhorar

ou ocultar epitopos imunogénicos, mas também modular a atividade bioldgica.

A expressao em P. pastoris foi a escolha para sistema de expressido devido a sua
adequacao para grandes fermentadores e seus altos rendimentos de proteina. Ao
ser uma levedura unicelular, € de facil manipulacéo e cultura. No entanto, também é
um organismo eucarioto e tem a capacidade de realizar muitas das modificacbes
pos-traducionais realizadas por células eucaridticas superiores, tais como
processamento proteolitico, dobramento, formacdo de pontes dissulfeto e
glicosilagédo. Por isso, muitas das proteinas que acabam como corpos de incluséo
inativos em sistemas bacterianos s&o produzidos como moléculas biologicamente
ativas em P. pastoris (CREGG et al., 2000).

A utilizacao da cepa KM71 com o plasmidio pPIC9K gerou recombinantes His+, esto
quer dizer que sao capazes de sintetizar o histidinol desidrogenase, que a sua vez €
a enzima responsavel por sintetizar o aminoacido histidina. A marca de selegéao foi
conferida aos transformantes, que tiveram a capacidade de crescer em meio sem

histidina.
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3.1. Caracterizagao da expressao do peptideo recombinante

O processo de fermentacédo a escala de bancada de laboratério foi realizada
em fermentador “spinner”, utilizando uma das colbénias transformadas confirmadas
por PCR. O produto da fermentacdo foi filtrado para purificagdo e concentracéo,
posteriormente foi submetido a técnica colorimétrica de quantificacdo de proteinas
totais por Acido Bicinconinico (BCA). (Grafica 1) Para isso, foi construida uma curva
padrdo onde concentragdes conhecidas de albumina bovina foram relacionadas com
a absorvancia obtida para cada ponto da curva. Assim, foi estipulada a seguinte
equacao da reta, por meio do calculo de regresséo linear, para a curva padréo:
concentragéo proteica em ug/mL= 0,0008x + 0,2049. Onde o R2 foi igual a 0,9941, o
que indica que a proporgao da variabilidade nos valores da concentragao pode ser
explicada pelos valores das absorvancias. Um valor de R ao quadrado muito

préximo de um, indica uma forte relagcéo entre as duas variaveis (PEREIRA, 2004)

1,6000
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llustragao 2. Curva padrao de BCA

A absorvancia obtida para este teste de batelada foi de 1,0494, o que corresponde a
uma concentracdo proteica de 1146,625 upg/mL. Os niveis de expressao de
proteinas secretadas variam a partir de um mg / L até acima de 10 g/ L, embora as
mesmas estirpes, vetores de expressao e metodologia sejam usados. A eficiéncia na
secre¢ao nao é ditada somente por uma sequéncia de sinal, mas depende em parte
da natureza estrutural da proteina (CEREGHINO et al., 2002). Autores que
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produzem proteinas recombinantes em sistemas de expressdo em P. Pastoris
relatam eficiéncia de expressao da proteina de interesse entre 30% a 50% de

proteinas totais. Na hipotese de 30%, conseguimos cerca de 300 mg/L

A solugao de proteinas totais foi levada a eletroforeses SDS-Page. O objetivo deste
teste foi avaliar e demostrar visualmente bandas, no gel de poliacrilamida,
proporcionais a massa molecular tedrica esperada para o peptideo rBbo23290. O
qual permitiu observar a presenca de uma banda na regido entre 11 e 13 kDa, o que
coincide com o peso calculado para proteina com base em analise de bioinformatica.
Duas técnicas de coloragdo do gel foram aplicadas para a visualizagao do perfil
proteico, a metodologia que utiliza o corante Cromassie Blue (llustragéo 2) e a
coloragdo que utiliza Nitrato de prata (ilustracdo 3). A expressao do peptideo

recombinante foi ainda confirmada por ensaios de Western blotting. (llustragéo 4).

llustragao 3. Coloracdo de Cromassie Blue
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llustragao 4. Coloracao de Nitrato Prata
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llustragao 5. Wester blotting, presencia da proteina e sua atividade antigénica.



3.2. Avaliacao da afinidade de anticorpos ao peptideo recombinante

O uso de biotecnologia recombinante tem sido amplamente reconhecido
como uma opgéao efetiva e econdmica para a geragado de imunidade estéril visando
obter bons niveis de protegcdo ao rebanho e reduzindo custos de producdo em

comparagao com outras opg¢des do mercado.

A utilizacdo de peptideos sintéticos, vacinas de DNA e utilizacdo de proteinas
integras tem sido amplamente estudadas, ainda tendo bons resultados na geragao
de imunidade protetora em alguns casos e ndo tanta em outros, pode-se ressaltar
que a biotecnologia recombinante, esta se abrindo campo por ser uma tecnologia
limpa, amigavel com o médio ambiente, de baixo custo, e com eficiéncia igual a da
utilizacdo dos peptideos sintéticos, com o qual pode se concluir que as proteinas
recombinantes a partir de parasitas sdo necessarias para inumeras aplicacoes, tais
como desenvolvimento de ferramentas de diagndstico, imundégenos para a
vacinacgao, analise de estrutura e fungao das proteinas destes parasitas e triagem e
caracterizacdo de candidatos a drogas (FERNANDEZ-ROBLEDO et al., 2010), por

em é uma excelente opcao para analise e controle de doencgas.

4. Conclusoes

Foi desenvolvido satisfatoriamente o peptideo recombinante baseado no gene
desenhado a partir do peptideo sintético SBbo23290 que apresentou alto grau de
antigénicidade em estudos anteriores. A utilizacdo de P. Pastoris como vector de
expressao devi-o se principalmente a que por ser uma levedura unicelular, é de facil
manipulagédo e cultura que facilita sua adequagado e manejo na produgao industrial
de grandes proporgdes, também como o excelente rendimento demonstrado na

producao da proteina purificada.

Neste estudo as analises feitas para avaliar a capacidade antigénica demonstram

que o peptideo recombinante como era de se esperar também apresenta forte
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atividade antigénica ao ser testado com soro bovino exposto anteriormente aos
antigenos apresentados naturalmente na babesiose e os antigenos do peptideo

sintético.

No processo de fermentagao foi evidenciado que os a eficiéncia na secregdo da
proteina de interesse nado é ditada somente por uma sequéncia de sinal, mas
depende em parte da natureza estrutural da proteina concordando com o
expressado por CEREGHINO et al., em 2002. Para este processo a expressao da
proteina foi de 1,0494, o que corresponde a uma concentracao proteica de 1146,625
Mg/mL, o qual garante uma boa capacidade de expressdo por batelada,
demonstrando que a biotecnologia recombinante € uma 6tima alternativa para o

desenvolvimento da industria da prote¢cao imunologia estéril.
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CAPITULO I

DESAFIO BIOLOGICO DE BOVINOS VACINADOS COM O PEPTIDEO
RECOMBINANTE rBbo 23290 PARA O CONTROLE DE Babesia bovis
(BABES,1888; STARCOVICI, 1893): AVALIACAO DE PARAMETROS CLINICOS, E
IMUNOLOGICOS.

RESUMO

A vacinacido € um dos métodos que apresenta melhor relacdo custo-beneficio para
prevenir perdas econébmicas e aumentar a qualidade de vida tanto na saude animal
como na saude publica. Buscando analisar a eficacia vacinal do peptideo
recombinante rBbo23290, expresso em Pichia pastoris, se utilizaram 8 Bovinos Bos
taurus taurus com idade entre 8- 12 meses, distribuidos em 3 grupos. 15 dias apos
da ultima imunizagao, todos os animais foram desafiados com amostra virulenta de
B. bovis como o qual se avaliou quatro parametros clinicos; hematdcrito,
hemoglobina, parasitemia e temperatura.

Além do desenvolvimento da resposta imune humoral, mediante quantificacido de
IgG total, Como resultado, analises sorologicas demostraram aumento nos niveis de
IgG total compativeis com incremento nos niveis de protecdo, mas os parametros
biolégicos e hematolégicos como resposta al desafio demostrou pouca ou nula
diferengca entre as respostas dos 3 grupos, ainda quando os resultados dos
parametros clinicos ndo mostraram diferencia entre os 3 grupos, conseguiu-se
demostrar que o peptideo recombinante possui atividade imunogénica e gera
resposta imune nos animais vacinados, por em € necessario continuar com novos

estudos avaliar a eficacia vacinal deste peptideo.

ABSTRACT

Bos taurus taurus bovines were immunized with the designed recombinant peptide
rBbo23290. After 15 days, experimental animals were challenged with a virulent B.
bovis sample. As clinical parameters were evaluated: hematocrit, hemoglobin,

parasitemy and temperature. Moreover, humoral immune response was quantified as
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total IgG. Clinical parameters did not differ among test and control groups, while IgG
levels increased over time. Thus, this peptide possess immunological activity and
generates immune response. No differences on clinical parameters were possibly
due to miss-dosefication. Therefore, additional tests are still required to clarify this

point and furhter analyze the vacinal efficiency of the study peptide.

5. INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA

As principais espécies de Babesia que afetam os bovinos no mundo
considerando sua patogenicidade e impacto econdmico, sdo a Babesia bovis e a
Babesia bigemina, as quais pertencem a familia Babesidae e sao transmitidas na
natureza por carrapatos do género Rhipicephalus (Mc Cosker,1981). No caso
especifico de Babesia bovis, a transmissédo ocorre na fase larvaria do Rhipicephalus
microplus (RIEK, 1966), espécie considerada a mais patogénica e importante em
términos econdmicos (ROGERS, 1971; WRIGHT et al, 1982; BOCK et al, 1992).

Aproximadamente 300 milhdes de cabegas de gado nas regides tropical e
subtropical do mundo estdo sob o risco de infecgdo com Babesia bovis e Babesia
bigemina, (WRIGHT, 1990). A Babesiose bovina, especialmente a que é causada
pela B. bovis continua sendo a de maior importadncia patolégica e econédmica no
mercado agropecuario do Brasil. Na Ameérica Latina, a babesiose causava prejuizos
de mais de US$ 1.365 milhdes por ano na década dos noventas, (MONTENEGRO-
JAMES, 1992), hoje esta cifra € muito maior.

Evidente que a prevencdo da babesiose bovina pode ser realizada tanto pelo
combate direto ou imunidade protetora contra seu vetor, o carrapato Rhipicephalus
microplus elou, através da estimulagdo imunoldgica contra o hematozoario. A
imunidade contra a Babesia spp requer nao apenas a resposta imune inata, mas
também a adaptativa. Esta tem sido induzida apds a inoculagdo com antigenos,
atenuados, ou sintéticos, assim como por sobrenadantes de cultura do parasito que

contem antigenos soluveis.
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A vacinagéo constitui um método de imunizagédo ativa com o intuito de estimular os
mecanismos de defesa de um hospedeiro, de forma a proteger o animal de futuras
infecgcdes ou de manifestacdes clinicas, além de ativar células de memorias. A
imunidade inata interfere na infeccdo da Babesia spp. A utilizacdo de vacinas se
destaca como uma tecnologia promissora alternativa ao método de controle
tradicional, a premunig¢ao, devido a eficiéncia e seguranga, bem como pela indugéo

da memoria imunoldgica.

5.1. Patofisiologia da Babesiose Bovina

Na babesiose clinica, causada pela B. bovis, apresenta-se normalmente febre
(40°-42°C), depressao, ictericia, anorexia, taquicardia, taquipnéia, anemia,
hemoglobinemia, hemoglobinuria e morte. A anemia & causada pela destruicéo
intravascular de eritrécitos, devido a liberagdo de merozoitos apds a reprodugao
intra-eritrocitaria das babesias. Ademais, a fragilidade osmotica de toda populagao
eritrocitaria aumenta terminalmente de tal modo que ocorre maciga lise, ainda que a

parasitemia possa ser inferior a 1% (WRIGHT, 1982).

A morte pode ser causada por sindrome similar ao choque, associado a liberagcao de
substancias vasoativas e andxia anémica. Entretanto, a mortalidade é extremamente
variavel, dependendo da espécie de babesia envolvida, da susceptibilidade do

hospedeiro, dos fatores de manejo e de estresse (ZAUGG, 1993).

Os achados de necropsia nesse caso sao emaciagao da carcaga, palidez das
mucosas, espleno e hepatomegalia, vesicula biliar distendida, bexiga contendo urina
avermelhada, pulmdes levemente edemaciados e congestos, bem como congestéao
do cérebro, rins e coragdo (PATARROYO et al., 1982). Segundo Zaugg (1993), a
babesiose cerebral, caracterizada por hiperexcitabilidade, convulsdes, opistotono,
coma e morte pode ser observada em bovinos infectados por B. bovis.

Os sintomas neuroldgicos sao causados pela andxia cerebral resultante da anemia

grave e/ou bloqueio dos capilares cerebrais pelos eritrécitos. O dano causado pelo
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bloqueio dos capilares pode levar a uma condi¢do, conhecida como babesiose
cerebral (VALEIRON ,1998).

Trabalhos realizados por Caetano (2001) mostravam que a adesdo resulta da
interacdo entre antigenos de B. bovis na superficie dos eritrocitos e receptores
endoteliais complementares. Variacdes na estrutura da composicdo de aminoacidos
e dos antigenos podem alterar a afinidade de ligagdes com receptores expressos

nas células endoteliais.

Assim, mesmo que amostras diferentes de B. bovis sejam capazes de produzir
antigenos que se aderem as hemacias, apenas ocorrera adesao se estes antigenos
apresentarem afinidade pelos receptores endoteliais. Amostras patogénicas
diferentes possuem capacidade variada de produzir adesdo de eritrécitos nao
parasitados em células endoteliais bovinas. Hernandez (2002) demonstrou que o
aumento da adesao de eritrécitos provenientes de animais inoculados com B. bovis
€ devido a maior expressdao de moléculas de adesao na superficie das células

endoteliais.

5.2. Anemia por Babesia bovis.

O volume globular (VG) é definido como a concentragao de hemacies/mL de
sangue, sendo expresso na forma de porcentagem, o qual é dependente da idade,
tipo do animal e condigdes de manejo. Normalmente, um animal & considerado
anémico quando ocorrem perdas maiores que 40 %. A redugcdo do VG deve ser
expressa como a média maxima comparada com o valor anterior a pré-infecgao.
(JONSSON, 2006) A anemia por Babesia ocorre rapidamente e é causada pela
destruicdo intravascular de eritrécitos e pela liberagcdo de merozoitos apds a

multiplicagao intra-eritrocitaria das babesias (WRIGTH, 1989).

O baco e o figado aceleram a atividade fagocitaria do Sistema Monocitico
Fagocitario (SMF) na babesiose e eleva a taxa de retirada de eritrécitos normais
contribuindo para a anemia (MAHONEY, 1977). Estudos realizados por
PATARROYO (1999) desafiando animais vacinados com exoantigenos de B. bovis,
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relatam reducdo do VG, com duragao de trés dias e morte dos animais do grupo

controle e saponina, sem mortalidade no grupo vacinal.

BEDOR JARDIM (2005), imunizando animais com o peptideo sintético SBb023290
encontrou anemia 4 dias apds desafio em todos os tratamentos, porém com
recuperacdo rapida dos animais vacinados. Apresentou-se um Obito no grupo
saponina, no 11° dia apés desafio, sem presenca do parasito e com redugdes

superiores a 60% nos parametros hematoldgicos.

Em outro trabalho, vacinando animais com peptideo sintético de RAP-1,
FIGUEIREDO (2002) encontrou uma redugao do VG nos grupos peptideo, saponina
e controle no 12° dia apds desafio, com uma rapida recuperagao no grupo vacinal.
Todos os animais morreram no grupo controle e saponina e apenas um animal no

grupo peptideo.

No experimento realizado por GOFF (2003), onde bezerros de 16 semanas de idade
foram submetidos a infestagdo com carrapatos R. microplus infectados com amostra
virulenta B. bovis (T2-Bo) encontrou reduc¢des de 46, 54 e 62 % do VG, embora com

curta duracéo.

A anemia causada pela B. bovis é caracterizada pela presenga de pouco numero de
parasitas no sangue periférico, dificultando a avaliagdo da doenca Nao obstante, no
trabalho de FIGUEIREDO (2002) foi evidente a presenga do parasito nos grupos
saponina e controle a partir do 10° dia pds-desafio. No grupo peptideo a parasitemia

aconteceu desde o 2° dia até o 18° dia pos-desafio.

PATARROYO (1990) encontrou uma alta parasitemia no grupo controle com
duracao de nove dias e nos animais vacinados a parasitemia apresentou uma menor
intensidade com duracao entre cinco e sete dias.

BEDOR JARDIM (2005) detectou parasitemia em todos os animais dos grupos
controle e saponina a partir do 8° dia apds desafio, com 10 dias de duracdo. No

tratamento com o peptideo ndo observou a presenca do agente.
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5.3. Resposta febril - Babesia bovis - pirdbgenos enddégenos e exégenos.

A febre € um aumento fisioldgico da temperatura corporea ndo dependente da
temperatura ambiental, a qual acontece como resposta a agentes patogenos,
degradacdo dos tecidos, produto do metabolismo de bactérias, parasitas ou
proteinas estranhas ao organismo. O hospedeiro responde a invasao de agentes
patdogenos mediante a chamada “resposta de fase aguda” que envolve a ativacéo de

fatores imunologicos e enddcrinos (BICEGO et al., 2006).

A entrada de um micro-organismo se apresenta uma reacdo local “inflamagao’,
entendida como um processo homeostatico que se torna patologico sé quando
ocorre um defeito na imunorregulagdo ou como processo crénico. Como resultados
deste processo sao liberados substancias vasoativas e mediadores quimicos
(BLATTEIS, 2006).

Fagocitos mononucleares ativados por uma infecgdo induzem liberagdo de citocinas
pirogenas, especificamente TNF, IL-1, IL-6 as quais sdo transportadas a area
preoptica anterior do hipotalamo. No cérebro lugar onde se encontra o centro termo
regulador (BOULANT, 2000) € onde atua a prostraglandina PGE2 que € considerada
o mediador final da febre (BLATTEIS, 2006).

Dentre os beneficios outorgados a febre encontram-se reducdo da proliferagcao
bacteriana, em associagdo com a privagao de ferro (ROTH, 2006). A febre também
pode atuar como um adjuvante frente a uma gama de fung¢des imunoldgicas com a
possibilidade de modificar a expressao de citocinas (ROTH, 2006; TABAREAN,
2006).

A IL-1 também atua sobre o centro da fome e induz perda de apetite. Esta citocina
junto com TNFa e especialmente IL-6 sdo importantes na imunidade inata, uma vez
que medeiam o aumento e sinteses de proteinas de fase aguda, como a
haptoglobina e a hemopexina. (TIZARD, 2002).

A haptoglobina e a hemopexina fixam moléculas de ferro e deste jeito diminui a

invasdo e proliferagdo bacteriana. Paralelamente, reduz a disponibilidade de ferro
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para a produgao de eritrécitos, razdo pela qual nas infecgdes graves e crbnicas
aparece anemia (BREMNER,1964; TIZARD, 2002). O incremento dos niveis de
hemoglobina no soro esta determinado pela concentracdo de haptoglobina livre,
como ocorre em bovinos durante uma crise hemolitica aguda por Babesia
(BREMNER,1964).

No caso de Babesia a febre acontece depois do rompimento das hemacias devido a
multiplicagdo do parasito no interior das mesmas. A febre também pode dever-se a
resposta inflamatoria gerada em fungdo da andxia tecidual resultante da obstrugao
dos vasos o que acarreta necrose e liberagao local de fatores pré-inflamatérios que
induzem a quimiotaxia e diapedese de leucécitos (LOSOS, 1986; WRIGHT et al.,
1989), relatando- se aumento de temperatura de 41°C - 41,5°C com
incremento da parasitemia (MAHONEY,1977).

PATARROYO (1990), imunizando bezerros com exoantigenos de sobrenadantes de
cultura de uma amostra atenuada de Babesia bovis e desafiados com amostras
heter6logas encontrou, em média, periodos febris com duragéo de 8,6 dias para o

grupo controle, 6,5 dias para o grupo saponina e um dia para o grupo vacinado.

FIGUEIREDO (2002), quando desafiou animais com sangue contendo 5x108
hemacias parasitadas com B. bovis (amostra virulenta Bbo-UFV1, 72 passagem) e
que tinham sido imunizados com o peptideo sintético SBbo23290, encontrou
aumentos de temperatura a partir do 82 dia até o 152 dia nos grupos controle
(39,5°C) e saponina (38,5°C).

Ja BEDOR JARDIM (2005) quando avaliou o peptideo SBbo23290 e desafiou os
animais com sangue contendo 1,2x106 hemacias infectadas com a mesma
amostra virulenta de Babesia bovis, observou uma duracdo média da febre de sete
dias no grupo peptideo e de 11 dias para os grupos controle e saponina. As médias
das temperaturas maximas foram de 41° no grupo controle, 40,5°C no grupo

saponina e 40,1°C no grupo peptideo.
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5.4. OBJETIVOS

5.4.1. Objetivo geral

Avaliar o nivel de protecao conferida aos bovinos mesurando os parametros
clinicos, e imunoldgicos apds vacinagao experimental com o peptideo recombinante
rBbo23290 e determinar sua eficacia vacinal apds desafio com a amostra virulenta
Bbo-UFV1.

5.4.2. Objetivos especificos

o Avaliar a cinética de producéo das subclasses de IgG anti peptideo durante a

inoculagao e apos do desafio bioldgico;

o Analisar a resposta protetora do imunogeno mediante avaliagéo clinica dos

animais mensurando:

o Perfil celular do sangue periférico

o Perfil parasitolégico

o Perfil imunolégico

6. MATERIAIS E METODOS

6.1. Local de realizagao do experimento

A parte do experimento concernente a analise laboratorial de amostras foi
realizado no Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores
(LBCHV) Departamento de Veterinaria (DVT), localizado no Instituto de
Biotecnologia Aplicado a Agropecuaria (BIOAGRO). Os animais experimentais foram
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mantidos no isolamento contra artropodes e vetores de hematozoarios para bovinos,
localizado no Departamento de Veterinaria (DVT) da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), Vigosa-MG.

6.2. Animais

Foram utilizados, nos ensaios de imunizacdo, oito bovinos Bos ftaurus
taurus,(Jersey) machos, com idade entre 8-12 meses, provenientes da zona da mata
de Minas Gerais; os animais foram trazidos ao isolamento com 4 semanas de vida e
foram verificados sorolégica e hematologicamente como negativos para

hemoparasitos.

Os bovinos confinados no isolamento, durante a realizagdo da pesquisa receberam
diariamente ragao balanceada com 17% de proteina e feno, duas vezes por dia,
além de consumirem suplemento mineral. Durante todas as fases os bovinos

receberam agua a vontade.

6.3. Peptideo recombinante rBbo23290

O peptideo recombinante foi desenvolvido e expressado em Pichia pastoris a
partir do desenho de genes sintéticos baseados no peptideo sintético SBb023290,
que foi desenhado e sintetizado pelo Laboratério de Biologia e Controle de
Hematozoarios e Vetores (LBCHV), Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), em parceria
com a Fundacion Instituto de Imunologia de Colémbia (FIDIC), baseado na estrutura
integra da proteina RAP-1 (PATARROYO et al., 1999); possuindo uma conformagao
distinta das apresentadas pelos peptideos de origem, além de possuir um maior

numero de aminoacidos em sua estrutura.
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O gene que codifica para a o peptideo foi introduzido em Pichia pastoris KM 71

electro-competente, uma vez transformada a Pichia iniciou-se o0 processo de

fermentacao, e depois purificagao da proteina.

6.4. Adjuvante

Saponina na quantia de 1mg/ dose vacinal/animal.

6.5. Esquema de vacinagao

Grupo |.

Quatro animais inoculados com 1mg de saponina mais 1mg do

peptideo rBbo23290 em 2 ml de solugédo fisioldégica, administrada via

subcutanea nos dias zero trinta e sessenta.

Grupo Il Dois animais inoculados com 1mg de saponina em 2ml de solu¢do

fisiologica, administrada via subcutanea nos dias zero, trinta e sessenta.

Grupo Il (Controle agua): Dois animais inoculados com 2ml de solugao

fisiologica.
Tabela 2. Esquema de vacinagdo
Grupo Numero de Inoculgao Intervalo Material
animais (N°doses/ inoculado
via)
Peptideo 4 3x/sc 30 dias 1mg rBbo
23290 23290
1mg Saponina
Tml H20
destilada
Saponina 2 3x/sc 30 dias 1mg Saponina
1ml H20
destilada
Controle 2 3x/sc 30 dias 1ml H20
agua destilada
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6.6. Avalicao clinica dos animais

No isolamento, diariamente foram inspecionados clinicamente os animais do
experimento no momento da distribuicdo do alimento, antes de serem desafiados.
Apods o desafio, os animais foram avaliados, também, por exame fisico (afericdo da
temperatura) e laboratorial — determinagao do hematdcrito, esfregagos sanguineos e
mensuragao da hemoglobina, se tomardo amostras de sangue para obtencédo de
soro, com o0 qual se realizaram os testes imuno enzimaticos de ELISA para

pesquisar anticorpos anti peptideo.

Sendo tratados da babesiose, apenas os bovinos que apresentavam hematdcrito
inferior a 50% do original e cuja droga de eleigao foi o Diaceturato de diminazene, na

dosagem de 3,5 mg/kg/pv por via intramuscular em dose unica.

6.7. Infecgao — desafio

Uma amostra virulenta de Babesia bovis Bbo-UFV1, de oitava passagem,
mantida sob criopreservagdo em nitrogénio liquido no LBCHV/BIOAGRO, foi
descongelada para o experimento. Apdés o descongelamento, o parasito foi
inoculado em um bezerro para reativacdo do mesmo. Quando a parasitemia
alcangou 1,2% coletou-se o sangue para ser usado como inoculo nos animais do

experimento.

Os animais dos grupos 1, 2 e 3 receberam 1,0 mL de sangue contendo 2,4x108
hemacias infectadas por mL, como inoculo de desafio por via endovenosa na veia
jugular dos animais do experimento. O desafio foi realizado 30 dias apds a ultima

inoculagao, e foi levada a consideragao a condigcao corporal dos animais.

6.8. Avaliagao clinica dos animais

No isolamento, diariamente, os animais do experimento foram inspecionados

clinicamente no momento da distribuicdo do alimento, antes de serem desafiados.
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Apoés o desafio, os animais foram avaliados, também, por exame fisico (afericdo da
temperatura) e laboratorial — determinagdo do hematocrito, esfregagcos sanguineos e

mensuragao da hemoglobina.

O periodo de analise da péds-inoculagdo, com a cepa virulenta de B. bovis,
compreendeu 18 dias, nos quais a averiguagédo da temperatura dos animais ocorreu
diariamente (2 x /dia). Os dados obtidos foram analisados em conjunto, a fim de
avaliar a necessidade de intervir com medicamentos para cada animal, apds serem
comparados com os parametros normais da espécie bovina. Sendo tratados da
babesiose, apenas os bovinos que apresentavam hematdcrito inferior a 14% e/ou,

febre de 40°C ou mais.

6.9. Coleta de sangue dos animais para obtenc¢ao de soro

Esta foi realizada semanalmente, durante todo o experimento, sendo a

primeira coleta feita no dia zero, antes da primeira inoculagao.

O sangue foi coletado por pungao na veia jugular em tubos de cinco mL (Venoject®),
sem anticoagulante e mantido em geladeira por aproximadamente 12 horas, no
LBCHV/BIOAGRO/DVT/UFV e outro frasco com EDTA para realizagao das analises
Hematoldgicas quando for necessario. A obtengao do soro ocorreu por centrifugacao
do material (1.500 rpm) apds a retirada do coagulo, posteriormente aliquotado em

tubos "eppendorf" e armazenados a —200C até a sua utilizacao.

7. TESTE IMUNOENZIMATICO (ELISA)

7.1. Teste de ELISA para pesquisas de anticorpos anti-peptideo SBbo 23290

O teste imunoenzimatico — ELISA foi realizado de acordo com o protocolo de
rotina do LBCHYV para pesquisa de anticorpos anti-peptideo SBbo 23290 no soro dos

animais do experimento.
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Sensibilizou-se as placas de ELISA a 4°C por 12 horas com o peptideo SBbo 23290
(1 mg/cavidade) diluidos em Tampé&o Carbonato pH 9,6 (0,159 g de Na2CO3; 0,293
g de NaHCO3 e agua destilada g.s.p. 100 mL). Apds o periodo de sensibilizagao, as
placas foram lavadas duas vezes com Tampao de Lavagem (9,0 g de cloreto de
sodio; 500 mL de Tween 20 e agua destilada g.s.p. 1.000 mL), seguido por um
bloqueio com solugdo de caseina 2% em PBS pH 7,6 (8,5 g de NaCl; 1,28 g de
Na2HPO4; 0,16 g de NaH2P0O4x2H20 a agua destilada g.s.p. 1.000 mL) por 60
minutos em temperatura ambiente. Repetiram-se as lavagens e adicionou-se os
soros dos animais testados diluidos 1:400 em Tampao de Incubacdo (100 mL de
PBS pH 7,6; caseina 0,25% e Tween 20 0,05%). Ficou incubada por duas horas a
temperatura ambiente, as placas foram lavadas seis vezes com Tampao de
Lavagem e, em seguida, adicionou-se o anticorpo secundario conjugado com
peroxidase (IgG de coelho anti-IgG bovina-peroxidase) diluido de acordo com a
recomendacao do fabricante em Tampao de Incubacao. As placas foram mantidas a

temperatura ambiente por duas horas.

Realizaram-se mais seis lavagens das placas com Tampédo de Lavagem. Para
revelacdo do teste, adicionou-se o substrato composto de uma solugéo contendo 4
mg de OPD (g- fenildiaminobenzeno), 2,5 ml de H202 e 20 mL de Tamp&o de
Substrato pH 5,0 (7,19 g de Na2HPO4; 5,19 g de acido citrico e agua destilada
g.s.p. 1.000 mL) e incubou-se na auséncia da luz durante 20 minutos e, em seguida,

a placa foi lida em leitor de ELISA a um comprimento de onda de 492 nm.

8. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais do experimento mantiveram-se no isolamento bovino a
prova de hematozoarios e vetores da Universidade Federal de Vigosa, encontrando-
se livres de Babesia spp e seus vetores durante o decorrer da imunizagao; isto foi
comprovado mediante a elaboracdo de esfregagcos sanguineos para detectar a
presencia do parasita nos animais no dia que ingressaram nas instalagdes onde foi
levado a cabo o experimento. Além disso, os animais foram submetidos a tratamento

profilatico e de adaptacao as condi¢des de isolamento durante os primeiros meses.
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Durante a fase de imunizagdo n&do houve alteragcdo dos parametros clinicos: volume
globular, hemoglobina e contagem de hemacias e células brancas em nenhum dos
animais dos trés Grupos, mas a falta de isogenicidade dos animais mesmo dentro de
uma raga constitui outro obstaculo, pois as respostas ndo sido uniformes,
provavelmente devido a caracteristica polimorfica dos genes que codificam as
moléculas do Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC), o qual apresenta o
maior nivel de polimorfismo e heterozigocidade descrito para qualquer organismo
(HUGHES e YAGER, 1998). A fungédo das moléculas codificadas por esse complexo,
glicoproteinas expressas em superficies celulares, € a de apresentar peptideos
antigénicos a receptores de linfécitos T, passo essencial para a indugao da resposta
imune (ELLIS, 2004).

8.1. Febre

Considerando como limite febril minimo 39°C observou-se que a duragao
média da febre foi de sete dias para todos os animais do experimento,
diferenciando-se neste experimento com os reportados por Bittar (2002),
contrastando com os observados por Patarroyo (1991), que constatou 8,6 dias para
0 grupo controle, 6,5 dias para o grupo saponina e de um dia para o grupo vacinado,
o qual poderia se interpretar como que no processo de inoculagdo ou desafio
puderam presentar-se problemas de manejo do peptideo, a dosagem na hora de
inocular os animais ou também de sobre estimulagdo dos animais com hemacias

parasitadas na hora do desafio bioldgico.

Sendo que a média das temperaturas maximas observada nos trés grupos do
experimento foi acima de 40°C no 12° dia apos o desafio, Estes dados concordam
com Mahoney (1977), que relata a elevagdo da temperatura com aumento da
parasitemia alcangando o maximo de 41°C ate 41,5°C. Conforme Ristic (1988) a
elevacdo da temperatura ocorre em fungdo da liberagdo de antigenos soluveis
pirogénicos, apos o rompimento das hemacias devido a multiplicagdo do parasito no
interior das mesmas. A febre também ocorre como uma resposta inflamatéria gerada

em funcdo da andxia tecidual resultante da obstrucdo dos vasos que acarreta
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necrose e liberacdo local de algums fatores pro-inflamatorios que induzem a
quiomiotaxia e a diapedese de leucdcitos (LOSOS, 1986; WRIGHT et al., 1989). Na

(Gréfica 2) pode se apreciar a similitude no desenvolvimento febril dos trés grupos.

Logo na analise individual de cada um dos grupos pode-se observar claramente no
grupo vacinal um incremento paulatino da febre a partir do dia 8 apds do desafio
tendo como pico febril o dia 13 com temperaturas acima de 41°C (Grafico 3) no
grupo saponina o pico febril situasse no dia 12 apds a inoculagdo com 40.5°C como
demonstra o (Grafico 4). Ja no grupo controle agua é evidente que um dos animais
deste grupo ndo foi bem inoculado com as hemacias parasitadas no desafio
bioldgico devido a que a temperatura se manteve quase invariavel durante o desafio
e nao mostrou sinais clinicos de enfermidade nem signos de parasitemia. Por outro
lado o outro animal deste grupo apresentou pico febril de 41°C no dia 11 apds o

desafio biolégico como era de se esperar (llustragéo 5).

No terceiro dia seguido de febre todos os animais dos trés grupos foram tratados
com Diaceturato de diminazene, (Ganaseg®), resultando na recuperagao de quase
todos os animais. Dois animais do grupo vacinal foram a 6bito apos o desafio, e
anda tendo recebendo o tratamento com o Daceturato de diminazene, néo
conseguiram sobreviver. E possivel que isto tenha acontecimento por causa da
deficiente adaptacdo dos animais as condiciones de isolamento, pois em
comparagdo com os outros animais do experimento estes apresentaram um
crescimento mais lento e maior dificuldade durante o transcurso de todo o
experimento, além disso, a dose de hemacias parasitadas com Babesia bovis
utilizada para estes animais foi o dobro do utilizado nos experimentos anteriormente
relatados, por em presume-se que a somatodria destes fatores levou ao

desenvolvimento fatal destes dois animais.
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llustracao 7. Grupo vacinal- picos de febre
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llustragao 9. Grupo controle agua- picos de febre

8.2. Parasitemia

A identificacdo de merozoitos de B. bovis foi relatada no 8° dia apds do

desafio nos trés grupos do experimento, através de exame direto, em esfregaco
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sanguineo fino de sangue periférico, e/ou jugular. O parasita permanece detectavel

até o 17° dia apos o desafio no grupo controle (llustragcéo 3).

llustragao 10. Esfregaco sanguineo evidenciando parasitemia intra-eritrocitaria

O periodo pré-patente e de incubagao pode variar extremamente apos a inoculagao
do sangue infectado com B. bovis, pois dependem do numero de organismos viaveis
inoculados (ZAUGG, 1993) e da rota ou via de inoculagdo (MAHONEY, 1977).

O perfil da parasitemia observada apds o desafio com amostra virulenta de B. bovis
seguiu o curso tipico da doenga, ocorrendo entre o0 8° e 0 10° dia apds o desafio.
Estando de acordo com o relatado por Friedhoff (1999). A duragdo da parasitemia
observada nos trés grupos foi de aproximadamente nove dias, a presencia da
parasitemia tdo marcada pode ser explicada pela grande quantidade de hemacias
parasitadas por mL inoculadas nos animais do experimento (2.4X10°). Nos trabalhos
de Benavides (2005) e Bedor (2005) para o desafio biolégico foram usadas 1X10° e
1.2X108 hemacias parasitadas por mL, respectivamente da cepa patogénica Bbo-
UFV1 sétima passagem, o qual indica que neste trabalho a quantidade de parasitas
utilizados para desafiar os animais foi o dobro, o qual poderia sugerir que ainda
tendo estimulado o sistema imune do grupo vacinal, a exposi¢ao ao patdégeno foi tdo

forte que os parasitas conseguiram causar grande dano nos animais dos trés
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grupos, inclusive levando a morte dos dois animais do grupo vacinal, ainda quando
todos os animais foram tratados com Diaceturato de diminazene no terceiro dia de
febre, marcando temperatura superior a 39°C. Mas também tem que ver um pouco
como esta situagao a condigao corporal e a adaptagao dos animais as condigbes de
isolamento, porque mesmo submetidos a condi¢des iguais de tratamento no
isolamento bovino evidenciou-se que estes animais que morreram apresentaram
condicbes de adaptacdo menores que os outros, e sua condigdo corporal e
desenvolvimento fisico durante o experimento foi bem mais devagar que os outros

animais utilizados.

8.3. Anemia

Considerando-se como anemia a perda minima de 40% do volume globular
prédesafio, foi constatada a presenga da mesma em todos os grupos a partir do 2°
dia pos-desafio, porém com duracgéo e intensidade distintas. Anemia na babesiose
pode ocorrer muito rapidamente e €& causada pela destruicdo intravascular de
eritrocitos e pela liberagao de merozoitos apds a multiplicagédo intra-eritrocitaria das
babesias (WRIGTH, 1981). O bago e o figado aceleram a atividade fagocitaria do
sistema monocitico na babesiose e também eleva a taxa de retirada de eritrocitos
normais contribuindo para a anemia (MAHONEY, 1977). A depressado do volume
globular foi expressa como sendo a média maxima baseada no valor anterior a pré-
infeccdo. Losos (1986) sugere que a morte nessa condigdo ocorra devido a redugao
significativa do hematdcrito, traduzida e provocada pela estase sanguinea e
hipotensédo, além da anemia que dificulta o suprimento de oxigénio nos tecidos. A
imunizagdo com o peptideo recombinante rBbo23290, ndo apresentou muita
relevancia aos efeitos clinicos da babesiose, uma vez que atingiram um periodo de
baixa nos valores hematolégicos (hematdcrito) o grupo peptideo obteve uma

recuperagcao menor quando comparado aos demais grupos. (llustragéo 6).

A presenca de anemia em todos os grupos experimentais pode estar relacionada
com a producdo de proteinas de fase aguda, provavelmente haptoglobina e

hemopexina que fixam ferro, bloqueando assim o uso deste ion nas demandas de
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energia do parasito (BREMNER,1964; TIZARD, 2002). Isto também explica
diminuicdo do hematécrito e o aumento de temperatura nos animais desafiado sem
presenca de parasitas nos esfregacos sanguineos. Talvez a prote¢cao conferida
pelos peptideos esteja relacionada mais com incremento nos niveis de IL-6 sobre
niveis de IL-1. Considerando que IL-6 ao induzir liberagdo de haptoglobina estaria
protegendo os animais contra o agente, por um periodo maior, explicar-se-ia a ndo
perda de apetite nos animais vacinados e a perdida de apetite nos animais apds o

desafio.
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Dia 4 Dia5 Dia6 Dia7 Dia8 Dia9

llustragao 11. Hematdcrito dos 3 grupos experimentais.

8.4. Necropsia

O 6bito na babesiose geralmente ocorrer devido a anemia intensa (LOSOS,
1986), que nesse caso apresentava-se marcante (>60%) Além de ser detectada a
presenca do parasita no sangue circulante. Isto é facil de explicar devido a que
animais infectados com B. bovis podem apresentar problemas neuroldgicos, ataxia,
crises convulsivas, coma e morte subita (MAHONEY e MIRRE, 1997),

caracterizando o quadro de babesiose, fatal na maioria dos casos.

A necropsia dos animais mortos do grupo vacinal revelou varias alteragdes
caracteristicas da babesiose. Macroscopicamente observou-se que as mucosas e o

tecido subcutaneo encontravam-se amarelados e edemaciados além de hepato-
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esplenomegalia. O figado encontrava-se um pouco ictérico, com a vesicula repleta
de bile espessa e escura. Os rins se mostravam congestos e a bexiga distendida

contendo urina de coloragao vermelha-escura pelo menos num dos casos.

Alguns vasos sanguineos apresentavam-se congestos; tais dados condizem com
aqueles observados por Patarroyo (1991), Wrigth e Goodger (1988) e Zaugg (1999).
Microscopicamente, foi constatada a presenca de hemacias parasitadas por B. bovis
nos capilares. Mahoney (1977) relata que este parasita tem predile¢cao por capilares

do cérebro e do rim.

8.5. Resposta humoral dos animais experimentais

A técnica de ELISA empregada no experimento foi eficaz na identificacdo de
anticorpos especificos anti rBbo23290 mostrando uma cinética de resposta imune
IgG classica, bem como indicou a especificidade do teste ao se constatar que os
grupos controle mantiveram um nivel basal de reatividade especifica anti rBbo23290

semelhante aos soros pré-imunes.

Nao houve diferenga acentuada entre os grupos controle, saponina e peptideo até a
2° semana apoés a primeira inoculagao, a partir da qual foi observado um aumento
progressivo na Densidade Optica para os animais do grupo peptideo e sem soro-
conversao para os animais do grupo saponina e controle, mantendo-se assim por

todo experimento.

No grupo de animais imunizados o nivel de IgG elevou-se significativamente apds
cada inoculacdo, atingindo o maximo de Densidade Optica. 12 semanas apds a

primeira imunizagao; conforme pode ser observado na grafica 7.

Houve diferenga estatisticamente significativa entre o grupo vacinal (peptideo) com o
saponina, bem como o controle agua, que se encontra representada na grafica 7.
Entretanto, ndo ocorreu diferenga muito significativa entre o grupo controle inoculada

somente com a agua e o grupo controle de adjuvante inoculado com saponina,
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indicando que a mesma como adjuvante adaptavel para o tipo de imunizagao

aplicada.

Na primeira coleta apds a primeira imunizagdo nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre os valores de absorvancia entre o grupo controle, grupo saponina,
nem o grupo vacinado, possivelmente devido ao fato de que a resposta imune apods
a 12 inoculagédo corresponde a uma resposta primaria, onde se tem a estimulagao
dos clones de linfocitos B reativos aos epitopos dos peptideos, sendo pela primeira
vez mais lenta, e menos intensa com uma producdo baixa, ou até indetectavel de

imunoglobulinas da classe G.

Ao contrario, a resposta imune secundaria € mais rapida, duradoura e caracterizada
pela produgéo de altos niveis de anticorpos antigeno-especifico (TIZZARD, 2002).
Como pdde ser observado pelo incremento das IgG apds as imunizagdes

consequentes.

Uma semana apo6s a 2a inoculagao, houve resposta de memoaria rapida, na qual
houve aumento significativo a partir da 2a semana e na 32 inoculagéo, sendo a
resposta maior e mais persistente. Isso se deve basicamente ao rapido
processamento por parte das células apresentadoras de antigeno e a rapida
apresentacao as células TCD4+ (ABBAS et al, 2007). Sabendo-se que a B. bovis é
um parasito intracelular obrigatério dos glébulos vermelhos e que estes nao
possuem MHC, as células TCD4+ constituem o elo de ligagdo entre ambas as
respostas imunoldgicas. Segundo Bittar (2002), a eficacia da vacinacao,
empregando o peptideo sintético SBbo23290, esta associada ao desenvolvimento
precoce da habilidade de desenvolver uma resposta antigénica especifica
envolvendo células B e linfécitos TCD4+. Sendo assim a cinética de resposta ao
peptideo recombinante rBbo23290 demonstrada, apresentou uma curva classica de
resposta de IgG, mostrando uma resposta intensa alcangando a produgcao maxima

entre a 2a e a 3a semana ap6s cada inoculagao.

O estudo da cinética de IgG constitui-se em uma valiosa ferramenta para avaliagao

da resposta imune protetora contra a B. bovis, visto que, estas imunoglobulinas sao
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importantes no controle de infecgao devido a sua capacidade opsonizante além de
promoverem a fagocitose pelos macréfagos, e proteger o animal por longos periodos
apo6s o contato com o parasita (BROWN e PALMER, 1999).

SO no grupo vacinal ouve diferencia significativa na produc¢ao de I1gG anti rBbo23290
entre os animais do grupo, mas em termos gerais todo os animais apresentaram um
incremento significativo na producéo de IgG o qual sugere que que o peptideo tem
atividade imunogénica com forte capacidade de estimular a resposta imune dos

animais inoculados.

Neste trabalho a imunizagdo com o peptideo rBbo23290 utilizando saponina como
adjuvante, induziu um leve incrementado nivel de IgG antigeno-especifico;
pactuando com obtidos por Freitas (2001). Segundo Valle et al. (2001), a saponina
como adjuvante eleva a produgao de IgG; como pode ser evidenciado na grafica 8.
Tal desempenho foi manifestado levemente nessa pesquisa, demostrando que a

uma pequena diferencia entre o grupo controle agua e o grupo controle saponina.
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llustragao 12. IGg total dos animais do experimento
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llustragao 13. Média IGg total por grupos.

9. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

o A resposta imune humoral estimulada pelo rBbo23290 foi caracterizada pela

predominancia de anticorpos antigeno especifico de IgG.

o A intervencdo vacinal realizada com o rBbo23290, tendo como adjuvante a

saponina, foi capaz de estimular o sistema imune dos bovinos imunizados.

o A protecdo imune dos animais imunizados com o peptideo sintético rBbo23290
ocorreu de maneira pouco efetiva, e teve um impacto minimo na atividade
invasora do parasito sobre o hospedeiro, estes resultados podem ter correlagao
direita com problemas na dosificacdo do imundégeno vacinal inoculado nos
animais ou como excesso da quantidade de hemacias parasitadas com B.

Bovis no desafio Bioldgico.
o A vacinagao com peptideo recombinante rBbo23290 em bovinos precisa novos

estudos para ser testado com uma a dosagem maior, possivelmente de 1,5 a 2

mg por animal, por vez.
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o E necessario aprofundar estudos no analise dos mecanismos imunologicos
conferidos aos animais inoculados com o imundgeno recombinante rBbo23290
e desafiados com amostra virulenta de B. bovis fazendo mais énfase na

resposta celular.
o Novos estudos sdo necessarios para testar outros tipos de adjuvantes e outros

mecanismos de aplicagdo do imundégeno para avaliar a possibilidade de

aperfeigoar a efetividade protetora do candidato vacinal.
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