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RESUMO

JAVIER, ANTONIO BENAVIDES MONTANO, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
Dezembro de 2006. Avaliacdo dos peptideos sintéticos SBb023290 e SBm7462 na
forma monovalente e polivalente em bovinos desafiados com Riphicephalus
(Boophilus) microplus (CANESTRINI, 1887) e Babesia bovis (BABES, 1888;
STARCOVICI, 1888). Orientador: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo. Co-
orientadores: Marlene Isabel Vargas Viloria e Jackson Victor de Araujo

Avaliou-se a resposta imunologica conferida pelos peptideos SBbo23290 e
SBm7462 para o controle de Babesia bovis e Riphicephalus (Boophilus) microplus, ao
serem aplicados simultaneamente na apresentacdo individual (Group I) e em associacio
(Group II). Foram realizadas trés aplicagdes em cada grupo, via subcutanea, com
intervalos de 30 dias. O desafio foi feito 30° e 34° dias ap6s a 3% inoculacao, colocando-se
4000 larvas de R. (B.) microplus, cepa livre de hemoparasitas, ¢ inoculando-se a cepa de
B. bovis UFV1 — 9* passagem numa concentragdo de 1x10° parasitas/mL, respectivamente.
De acordo com os resultados obtidos, os animais do Grupo II, apresentaram uma melhor
resposta clinica frente ao desafio, acompanhado de altos niveis de IgG total especificos
para o peptideo SBb023290, a partir da 1* semana ap6s a inoculagdo, com titulos de 1,06 +
0,2486. Os titulos de IgG total especificos para SBm7462 estiveram presentes a partir da
8* semana com niveis de 1,75 +0,1849 e 1,13 + 0,2819 para Grupo I e II, respectivamente.
Ambos os tratamentos apresentaram maiores niveis de isotipos IgGl sobre I1gG2
especificos para SBbo23290. O Grupo I, apresentou titulos de IgG total e IgG1 especificos
para SBm7462 e baixa eficacia (EF) no controle dos carrapatos, diferente do obtido no
Grupo II, onde encontrou-se altos titulos de IgG total, niveis baixos do IgG1 ¢ uma EF de
46,80 %. Sugere-se que estes resultados foram determinados por competi¢do intraclonal
em populacdes apds a apresentacio por APCs (DC ou WC1.1")a CD4" e linfocitos B nos
centros germinais, com maior afinidade por clones especificos para SBbo23290 sobre

SBm7462, talvez determinado por solubilidade antigénica.



ABSTRACT

JAVIER, ANTONIO BENAVIDES MONTANO, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
December 2006. Evaluation of synthetic peptides SBb023290 and SBm7462 at
monovalent and polyvalent presentations in challenged cattle with Riphicephalus
(Boophilus) microplus (CANESTRINI, 1887) and Babesia bovis (BABES, 1888;
STARCOVICI, 1888). Advisor: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo. Co-advisors.
Marlene Isabel Vargas Viloria and Jackson Victor de Araujo.

It was evaluated the immunology response given by the SBbo23290 and SBm7462
synthetic peptides to the control of Babesia bovis and Riphicephalus (Boophilus)
microplus, inoculated by subcutaneous route, individually and simultaneously (Group I)
and in a cocktail of both peptides (Group II). Each inoculation was done with intervals of
30 days. In the 30™ and 34™ days after the 3" inoculation, it was applied in each animal,
4000 larvaes of R. (B.) microplus, free of blood parasites and also, it was inoculated a
sample of Babesia bovis UFV1 — 9™ passage with a concentration of 1x10° babesias/mL,
respectively. According to the results, the animals inoculated with the Group II obtained
greater clinic response after challenging with both parasites. Besides, these animals
showed high levels of total IgG specific to the SBb023290, beginning one week after 1st
inoculation, with titles of 1,06 + 0,2486. The titles with high affinity of total IgG to
SBm7462 was presented from the 8" week, with levels of 1,75 + 0,1849 and 1,13 +
0,2819 to Groups I and II, respectively. Both Group showed high levels of IgG1 over IgG2
isotopes with high affinity to SBb023290. The Group I showed titles of total IgG and IgG1
with high affinity to SBm7462 and low efficiency (EF) to control the ticks, different of the
obtained in the Group II, where it was found high titles of total IgG, low levels of IgG1
and EF of 46,80 %. These results suggest that, intraclonal competition was present after
presentation by APCs (DC or WC1.1") to CD4" and lymphocytes B in the germinal
centers, with major affinity by specific clones to SBb023290 over SBm7462. It is possible

that these changes were determined by antigen solubility.

xi



INTRODUCAO GERAL

Riphicephalus (Boophilus) microplus e Babesia bovis sao parasitas que causam um
alto impacto econdémico na produgdo bovina (WRIGHT et al., 1989; SOLORIO et al.,
1999; PATARROYO et al., 2002). A presenca destes agentes no organismo, desencadeia
respostas imunoldgicas com alto gasto compensatdrio em detrimento da produtividade do
rebanho, devido a anemia, anorexia e perda de peso (JONSSON, 2006).

Na atualidade, terapias com produtos quimicos provocam perdas na qualidade do
leite e da carne, grande impacto ambiental e resisténcia dos patégenos devido a pressao de
selecdo, porém vacinas sintéticas podem contribuir na solucdo desta problematica.

O peptideo sintético SBb023290, desenhado a partir das proteinas de roptria de B.
bovis, foi obtido da unidao dos peptideos 5084 e 5081 apos testes realizados por FREITAS
(2001), BEDOR JARDIM (2005), (FIGUEIREDO, 2002), mostrando eficiéncia na
protecdo de animais vacinados.

Para o controle de R. (B.) microplus, as principais vacinas sdo feitas de antigenos
do carrapato que nao se apresentam ao hospedeiro durante o periodo da alimentacao
(SOSSAL et al., 2005). O peptideo SBm7462 foi desenvolvido a partir da proteina Bm86
por meio de predi¢ao computacional de sitios imunogénicos, (PATARROYO et al., 2002).

Esses imundgenos evitam a utilizagao desnecessaria de produtos quimicos, tém boa
eficiéncia, alta seguranca, diminui a transmissao de patégenos, protegem o meio ambiente
e os animais, chegando produtos sem residuos quimicos ao consumidor final (FREITAS,
2001; PATARROYO et al., 2002).

Avaliou-se a resposta imunoldgica conferida pelos peptideos SBbo23290 e
SBm7462 para o controle de Babesia bovis e R (B) microplus, ao serem aplicados na
forma monovalente (Grupo I) e polivalente (Grupo II).

O presente trabalho contribui para o entendimento do complexo sistema
imunolégico dos bovinos e para desenvolvimento de vacinas bivalentes de alto valor
pratico, diminuindo tempo, custo do tratamento, conferindo adequada protecao clinica

gerando uma resposta protetora simultinea contra Babesia bovis e R(B) microplus.



CAPITULOI

AVALIACAO DOS PEPTIDEOS SBb023290 E SBm7462 AO SEREM APLICADOS
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DESAFIADOS COM Riphicephalus (Boophilus) microplus (CANESTRINI, 1887) E
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Resumo

O peptideo sintéticos SBbo23290 e uma importante possibilidade para o controle
de Babesia bovis. No presente trabalho apresenta-se a avaliagdo humoral ¢ clinica apds
aplicagdo de este peptideo junto com SBm7462 na apresentacdo individual (Grupo I) e em
doses associadas (Grupo II). Cada tratamento foi feito trés vezes, com intervalos de 30
dias via subcutanea. O desafio foi feito 30 e 34 dias apds a terceira inoculagdo, colocando-
se 4000 larvas de R. (B.) microplus, cepa livre de hemoparasitas, e inoculando a cepa de B.
bovis UFV1 — 9 passagem numa concentra¢io de 1x10° babesias/mL, respectivamente.
Animais inoculados com o Grupo II apresentaram uma melhor resposta clinica frente ao
desafio com B. bovis e R. (B.) microplus, acompanhado de altos niveis de IgG total
especificos para o peptideo SBb023290 a partir da 1* semana ap6s inoculagdo, com titulos
de 1,06 = 0,2486. Os titulos de IgG total especificos para SBm7462 estiverem presentes a
partir da 8" semana com niveis de 1,75 + 0,1849 para o Grupo I e 1,13 + 0,2819 para
Grupo II. A resposta humoral para ambos tratamentos esteve associada com maiores

niveis de isotipos IgG1 sobre IgG2 especificos para SBbo23290.

Palavras — chave: R(B) microplus, Babesia bovis; peptideos sintéticos



Abstract

The synthetic peptides SBb023290 is an important possibility to the control of
Babesia bovis. In the present work, it was showed the humoral and clinical evaluation of
this peptide joined SBm7462 after their simultaneous and individual application (Group I)
and mixed application (Group II). Each treatment was applied three times by subcutaneous
route and with interval of 30 days. The challenge was maden 30 and 34 days after the third
inoculation with 4000 larvaes of R. (B.) microplus put in each animal, samples free of
blood parasites, and with B. bovis UFV1 — 9™ passage in concentration of 1x10°
babesias/mL Animals inoculated with the Group II showed greater clinical response after
challenged with B. bovis e R. (B.) microplus, with high levels of IgG with affinity by
SBb023290, beginning from 1™ week after inoculation, with titles of 1,06 £ 0,2486. The
titles of total IgG to SBm7462 showed increasing from 8" week, with levels of 1,75 +
0,1849 to Group I and 1,13 £ 0,2819 to Group II. The humoral response to both Groups
was associated with high levels of isotopes IgG1 over IgG2 specific to SBb023290.

Key-Words: Riphicephalus (Boophilus) microplus; Babesia bovis; synthetics peptides



2. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Aproximadamente 400 milhdes de cabecas de gado, nas regides tropical e
subtropical do mundo, estdo sob o risco de infecgdo com Babesia bovis e B. bigemina,
(WRIGHT et al.,1989) e na América Latina, a babesiose causa prejuizos de mais de US$
1.365 milhdes por ano (MONTEALEGRE, 1992).

No passado, diferentes métodos profildticos com vacinas vivas e mortas t€ém sido
empregados para o controle destes parasitos. Na atualidade, o uso de peptideos sintéticos
adquire vital interesse, principalmente considerando que estes evitam a utilizacao
desnecessaria de produtos quimicos, tem uma boa eficiéncia, alta seguranca, protegem o
meio ambiente e os animais, além de que carne e leite chegam ao consumidor final sem
residuos quimicos (FREITAS, 2001; PATARROYO et al., 2002).

O peptideo sintético SBbo23290 desenhado a partir das proteinas de roptria de B
bovis foi obtido da unido dos peptideos 5084 e 5081 (FREITAS, 2001),. Mostrou
eficiéncia protetora nos animais vacinados apos desafio com amostra virulenta de B. bovis.
(FIGUEIREDO, 2002 ¢ BEDOR JARDIM, 2005).

Avaliou-se a resposta humoral conferida pelo peptideo sintético SBbo23290 para o
controle de Babesia bovis ao ser aplicado junto com o peptideo SBm7462 na forma

monovalente e polivalente.

2.1. Anemia por Babesia bovis.

O volume globular (VG) ¢ definido como a concentragdo de hemacies/mL de
sangue, sendo expresso na forma de porcentagem, o qual ¢ dependente da idade, tipo do
animal e condi¢des de manejo. Normalmente, um animal ¢ considerado anémico quando
ocorrem perdas maiores que 40 %. A redugdo do VG deve ser expresso como a média
maxima comparada com o valor anterior a pré-infeccao. (JONSSON, 2006)

A anemia por Babesia ocorre rapidamente e ¢ causada pela destrui¢cdo intravascular
de eritrécitos e pela liberacdo de merozoitos apds a multiplicagdo 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 eritrocitos normais

contribuindo para a anemia (MAHONEY, 1977).



Estudos realizados por PATARROYO (1990) desafiando animais vacinados com
exoantigenos de B. bovis, relatam redu¢ao do VG, com duragdo de 3 dias ¢ 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
recuperagdo rapida dos animais vacinados. Apresentou-se um Obito no grupo saponina, no
11° dia PD, sem presenga do parasito e com redugdes superiores a 60% nos pardmetros
hematologicos.

Em outro trabalho, vacinando animais com peptideo sintético de RAP-1,
FIGUEIREDO (2002) encontrou uma reducdo do VG nos grupos peptideo, saponina e
controle no 12° dia ap6s desafio, com uma répida recuperacao 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. (B.) microplus infectados com
amostra virulenta B. bovis (T2-Bo) encontrou redugdes de 46, 54 ¢ 62 % do VG, embora
com curta duragao.

A anemia causada por B. bovis ¢é caracterizada pela presenca de pouco niimero de
parasitas na sangue periférico, dificultando a avalia¢ao da doenga. (SHKAP et al., 2005).
Nao obstante, no trabalho de FIGUEIREDO (2002) foi evidente a presenca do parasito nos
grupos saponina e controle apartir do 10° dia pos-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
duracdo de 9 dias e nos animais vacinados as parasitemias foram de menor intensidade
com duragdo entre 5 e 7 dias.

BEDOR JARDIM (2005) detectou parasitemia em todos os animais dos grupos
controle e saponina a partir do 8° dia PD, com 10 dias de durag¢dao. No tratamento com o

peptideo ndo observou a presenga do agente.

2.2. Resposta febril - Babesia bovis - pirogénios enddgenos e exdgenos.

A febre ¢ um aumento fisiolégico da temperatura corporea ndo dependente da

temperatura ambiental, a qual acontece como resposta 4 agentes patdogenos, degradagdo



dos tecidos, produto do metabolismo de bacterias, parasitas ou proteinas estranhas ao
organismo (KOLB, 1980; IUPS GLOSSARY, 2002; BLATTEIS, 2006). O hospedeiro
responde a invasdo de agentes patdgenos mediante a chamada “resposta de fase aguda”
que envolve a ativag@o de fatores imunoldgicos ¢ endocrinos (BICEGO et al., 2006).

A entrada de um microorganismo se apresenta uma reagdo local “inflamagdo”,
entendida como um processo homeostatico que se torna patologico sé quando ocorre um
defeito na imunorregulagdo ou como processo cronico. Como resultado sdo liberadas
substancias vasoativas e mediadores quimicos (BLATTEIS, 2006).

Fagocitos mononucleares ativados por uma infecgdo induzem liberacdo de
citocinas pirdgenas, especificamente TNF, IL-1, IL-6 as quais sdo transportadas a area
predptica anterior do hipotalamo. No cérebro lugar onde se encontra o centro termo
regulador (ELMQUIST et al., 1996, BOULANT, 2000) é onde atua a prostraglandina
PGE2 que ¢ considerada o mediador final da febre (BLATTEIS, 2006).

Hé duas categorias gerais de pirogénios com base em suas origens. Os pirogénios
exogenos e os enddgenos. Os leucdcitos liberam pirogénios endogenos em resposta a
pirogénios circulantes produzidos pelos parasitos. Assim, parece que o pirogénio exdgeno
causa aumento na temperatura corporal indiretamente pela estimulacdo da libera¢do dos
pirogénios enddgenos que agem diretamente sobre o centro hipotalamico (RANDALL,
2000).

Até agora, diversos pirogénios endogenos foram identificados, dos quais a
Interleucina-1 (IL-1) € o mais potente mediador de febre (SWENSON, 1996; RANDALL,
2000; ROTH, 2006).

Dentre os beneficios outorgados a febre encontram-se redugdo da proliferagdao
bacteriana, em associagdo com a privacao de ferro (ROTH, 2006). A febre também pode
atuar como um adjuvante frente a uma gama de fungdes 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 ¢ a
hemopexina. (TIZARD, 2002; PETERSEN, 2004)..

A haptoglobina e a hemopexina fixam moléculas de ferro e deste jeito diminui a
invasdo e proliferacdo bacteriana. Paralelamente, reduz a disponibilidade de ferro para a
produgdo de eritrocitos, razdo pela qual nas infecgdes graves e cronicas 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 hemdcias devido a
multiplicagdo do parasito no interior das mesmas. A febre também pode dever-se a
resposta inflamatoria gerada em fungdo da anoxia tecidual resultante da obstrugcdo dos
vasos 0 que acarreta necrose e liberagdo local de fatores pro-inflamatorios 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
heterdlogas encontrou, em média, periodos febris com duragdo de 8,6 dias para o grupo
controle, 6,5 dias para o grupo saponina e 1 dia para o grupo vacinado.

FIGUEIREDO (2002), quando desafiou animais com sangue contendo 5x10°
hemacias parasitadas com B. bovis (amostra virulenta Bbo UFV1, 7* passagem) e que
tinham sido imunizados com o peptideo sintético SBbo23290, encontrou aumentos de
temperatura a partir do 8* dia até o 15* dia nos grupos controle (39,5°C) e saponina
(38,5°C).

Ja BEDOR JARDIM (2005) quando avaliou o peptideo SBb023290 e desafiou os
animais com sangue contendo 1,2x10° hemécias infectadas com a mesma amostra
virulenta de Babesia bovis, observou uma duragdo média da febre de sete 7 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.

2.3. Mecanismos de Imunidade nos bovinos contra a B. bovis

Bezerros jovens s3o mais resistentes frente a infeccdo aguda com B bovis
(imunidade inata) que animais velhos (GOFF et al., 2003). Uma explicac@o a resisténcia
de animais jovens ¢ a abundancia de células T yo, as quais correspondem a 70% das
células circulantes em ruminantes. Por isso, bezerros com menos de 6 meses de idade,
infectados com Babesia bovis, mostram uma melhor resposta imune no controle da

parasitemia, do que os animais adultos (HEIN e MACKAY, 1991).



Bovinos que sobrevivem a infec¢do com B bovis de forma natural ou depois do
tratamento permanecem infectados e resistentes a doenga clinica, desenvolvendo uma
imunidade concomitante. Porém, a resposta imune adaptativa ¢ depende da apresentagdo
dos antigenos parasitarios por células apresentadoras de antigenos a linfécitos CD4"
(BROWN et al., 2006).

O controle da infec¢do ¢ mediado pela destruicdo de eritrocitos infectados por
ativacdo de macrofagos esplénicos e por neutralizacdo de anticorpos diretamente contra
merozoitos extracelulares e antigenos de superficie definidos como VESA 1 sobre
eritrocitos infetados (ALLRED, 2004; BROWN et al., 2006).

Em animais persistentemente infectados com controle da parasitemia ou em
animais imunizados, as células T CD4+ desenpenham um papel importante na resposta
imune adaptativa por meio da producdo de IFN — v, citocina esta que regula a sinteses de
anticorpos IgG2 com capacidade opzonizante (ESTES E BROWN, 2002; GOFF, 2006).

Em bovinos, tanto IgG1 quanto IgG2 fixam complemento, sendo que a IgG2 tem
maior atividade opzonizante em relacdo a IgGl (MCGUIRE et al., 1979). A produgdo de
IgG1 por linfocitos B € induzida pela IL-4 enquanto que o IFN -y estimula a produgado de
IgG2 (ESTES et al., 1995; ESTES E BROWN, 2002; GOFF, 2006).

O estudo da cinética de producao de IgG1 e IgG2 ¢ uma valiosa ferramenta para
avaliar a resposta imune protetora contra B bovis, uma vez que estas imunoglobulinas sdo
importantes no controle da infec¢do devido a sua capacidade opsonizante, além de que

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

2.4. Estratégias do controle - vacinas para babesia

Dentre as estratégias para o controle de B. bovis, encontram-se os métodos
profilaticos com vacinas vivas e mortas, proteinas imunogénicas de exoantigenos de
cultura celular, vacinas anti-idiotipicas, recombinantes, quiméricas, vacinas de acidos
nucléicos, vivas recombinantes, gendmicas, protedmicas e sintéticas.

As primeiras vacinas para o controle de Babesia foram desenvolvidas mediante a
reducdo de sua viruléncia por passagens em animais esplenectomizados de sangue

infectado ou pela atenuagao por irradiagdo in vitro dos parasitos.

Entretanto, a disseminagdo de patdgenos, alto custo de producdo em escala,

dificuldade de estocagem, distribuicdo, modificagdo da viruléncia dos parasitos



sobreviventes a irradiacdo e baixa imunidade protetora foram algun dos problemas
encontrados no periodo de desenvolvimento desse tipo de vacina (CALLOW E
MELLORS, 1966; TAYLOR, 1989; IRVIN et al.,1979, WRIGHT et al.1982;
JORGENSEN et al.,1992).

Com a expressdo antigénica de Babesia e a produgdo de anticorpos monoclonais
permitiu-se a identificagdo de antigenos estruturais do parasita (MCELWALIN et al.,1991,
DALRYMPLE, 1993a; PALMER E MCELWAIN, 1995).

Dentre as proteinas de B. bovis identificadas como antigénicas estam RAP-1,
Antigeno-1, MAS-1 ¢ MAS-2 (BROWN et al.,1991).

RAP-1 por ser altamente antigénica e possuir epitopos para células T CD4"
(STICH et al.,1999) foi considerada um bom imundgeno para o desenvolvimento de uma
vacina para o controle da B. bovis.

Proteinas associadas a rhoptrias sdo promissoras para o desenvolvimento de
vacinas por sua importancia na adesao e invasao do parasito na hemacia (BROWN et
al.,1996a). COOPER et al (1991); FIGUEROA et al (1991); DOURY et al (1994)
demonstraram em estudos in Vvitro que os anticorpos produzidos contra estas proteinas
inibiam a a invasdo eritrocitaria pelo parasito.

O peptideo sintético denominado SBbo23290 foi desenhado a partir da estrutura
integra da proteina de B bovis. Ele foi obtido da unido dos peptideos 5084 ¢ 5081, os quais
induziram maiores estimulos sobre células T e B (PATARROYO, 1999).

Estudos realizados por JACKSON et al (2000) demonstram que para um peptideo
ser considerado um bom imunogeno € necessaria a unido de epitopos T e B reativos em
sua estrutura. Contudo, o uso de seqiiéncias curtas de peptideos sintéticos no
desenvolvimento de uma resposta imunoldgica, favorece o reconhecimento de estruturas
antigénicas pelos linfocitos T (BERZOFSKY et al.,1987).

O peptideo sintético SBbo23290 foi desenhado e sintetizado em parceria com o
Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores (LBCHV), Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa
(UFV) e a Fundagdo Instituto de Imunologia de Coléombia (FIDIC) (PATARROYO et
al.,1999), possuindo uma conformagdo distinta das apresentadas pelos peptideos de
origem, além de possuir um maior nimero de aminoacidos em sua estrutura.

Provavelmente, apresente novos epitopos em sua estrutura confirindo—lhe uma alta

antigenicidade.
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Trabalhos desenvolvidos por FIGUEIREDO et al.,2002 ¢ BEDOR JARDIM,
2005 com o peptideo sintético SBb023290 mostraram que se reduzia a taxa de mortalidade
apos desafio com a amostra patogénica dos animais imunizados. Os autores concluem que
a eficacia da vacinacdo com este peptideo estaria associada ao desenvolvimento precoce

de uma resposta imune especifica envolvendo células B e linfocitos T CD4 +.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados 16 animais da raca Holandesa 7/8, negativos sorologica e
parasitologicamente a hemoparasitas (B. bovis, Babesia bigemina e Anaplasma marginale)
e mantidos em condi¢des de isolamento no DVT/UFV a partir de 4 dias de nascidos
evitando-se assim, o contato com artrépodes ou vetores. Eles foram alimentados com leite
de substitui¢io (Bioleite)” e a partir do 14 dia de idade até os 48 dias, além do leite de
substitui¢do, também recebiam feno, ensilagem e agua ad libitum. Posteriormente, os
animais foram alimentados com ragdo (17 % de proteina) e quantidade definida de

volumoso.

3.2. Preparagdo dos imundgenos

A dose monovalente de SBb023290 (Grupo I) era composta de 2 mg do peptideo
sintético SBb023290, 1,5mg saponina e 2mL de 4gua milli q, fazendo-se homogeneizacao
em vortex durante 5 minutos. Para a monovalente SBm7462 (Grupo I) também se
utilizaram 2mg do peptideo SBm7462, 1,5mg saponina e 2mL de 4gua milli . Como o
peptideo sintético SBm7462 apresenta uma caracteristica de baixa solubilidade, antes de
diluir foi realizado sonicagdo (Gerador ultrasonico Lab-Line® modelo 9100) a 20 watts
durante cinco segundos.

Na preparagao da Polivalente (Grupo II) adicionaram-se 2mg de SBm7462, 2 mg
de SBb023290 e 1,5mg de saponina em 4mL de 4gua milli q, sendo homogeneizados em
vortex por 5 minutos. A sonicagdo do peptideo sintético SBm7462 descrita anteriormente
foi realizada antes da mistura com o SBb023290.

Tanto os imundgenos monovalentes quanto os polivalentes foram preparados antes

da inoculacdo e mantidos a temperatura ambiente.

3.3. Esquema de imunizacao nos bovinos

Os animais foram aleatoriamente divididos em 4 grupos experimentais, cada um
com quatro animais: Grupo I (monovalente), Grupo II (polivalente), Grupo III (controle) e

Grupo IV (saponina). Os animais do Grupo I e do Grupo II receberam trés doses a cada 30
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dias por via subcutanea dos imunogenos monovalente e polivalente, respectivamente. No
Grupo I, as monovalentes eram aplicadas na regido cervical, direita e esquerda, para cada
um dos peptideos. Os animais do Grupo III receberam 2mL de 4gua milli g, via
subcutanea, por trés vezes a cada 30 dias. Os animais do Grupo IV receberam 1,5mg
Grupo IV' diluido em 2mL de 4gua milli q., no mesmo esquema de trés vezes, via

subcutanea e a cada 30 dias (Tabela 1).

Tabela 1. Desenho do experimento. Grupos, replicagdes, classe de imunogeno, doses e

via de aplicagao.

Quantidade

Grupos Animais Imunogeno . VA
/ animal
SBm7462 2 mg
Saponina 1,5 mg SC
Monovalente Agua milli g 2mL
I 25,52,27,24
Grupo 352,27, SBb023290 2 mg
Saponina 1,5 mg SC
Agua milli q 2 mL
SBm7462 2 mg
Grupo II Polivalente 53,42, 54, 21 SBbo23290 2 mg 3C
Saponina 1,5 mg
Agua milli q SmL
Grupo I1I Controle 41, 28, 22, 46 Agua milli q 2 mL SC
Saponina 1,5 mg
Grupo IV Grupo IV 45, 29, 20, 23 Agua milli q Al SC

Via de aplicacdo (VA); Subcutanea (SC).

3.4. Desafio.

O desafio com carrapatos foi realizado 30 dias ap6s a 3* inoculag@o e com B. bovis
no dia 35 ap6s a 3* inoculagdo. Para o desafio com carrapatos utilizaram-se larvas de R.
(B.) microplus cepa livre de parasitas (UFRGS) de Porto Alegre—RG. As aliquotas eram
constituidas por £ 2000 larvas, que foram mantidas em seringas de 5 ml em estufa BOD a
28°C ¢ 80 % de umidade relativa.

Cada animal foi desafiado com um total de + 4000 larvas/dia que foram colocadas,
a cada 24 horas, nas regides do peito e barbela, entre os membros anteriores ¢ posteriores,

dorso e regido perianal, durante o inicio da manha. Colocaram-se cabrestos e as caudas

! Saponina 5012 sample No SOSO8064 Quantity 100 g (Kerry Bio- Science) Ireland.
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foram amarradas durante 6 horas para evitar a perda das larvas. Para a coleta das fémeas
ingurgitadas (teledginas), procedeu-se ao recolhimento das amostras as 9:00 horas e as
16:00 horas de todos os animais durante todo o periodo do desafio.

No 35° dia, ap0s a terceira imunizagdo, todos os animais dos 4 Grupos foram
inoculados com a cepa de B. bovis UFV1-9* passagem, mantida sob crio preservagdo em
nitrogénio liquido no LBCH/BIOAGRO a qual foi diluida a uma concentragio de 1x10°

Babesias/mL e inoculada via intravenosa.

3.5. Avaliacao clinica dos animais

Todos os animais foram diariamente avaliados, considerando-se alteracdo no
comportamento, consumo de alimento/dia, mensuragdo da temperatura, preenchimento
capilar, nivel de hidratacdo, freqiiéncia cardiaca e respiratoria.

Durante a fase de imunizacdo foi feita avaliagdo clinica laboratorial de todos os
animas mediante a coleta de sangue semanal, a partir da primeira inoculagdo e durante um
periodo de 18 semanas. O volume de células vermelhas foi medido usando o método de
micro hematdcrito e a contagem de células brancas e vermelhas foi obtida usando camara
de Newbauer. A concentragdo de hemoglobina foi determinada colorimetricamente
(espectrofotometro digital, SMART PM 3000) e posteriormente foi feita a conversdo a
cianometa hemoglobina.

Para avaliar o efeito do desafio foram considerados alguns pardmetros como: periodo pré-
patente; parasitemia; periodo febril (PF), volume globular (VG); hemoglobina e duracao
da anemia. A medicao da temperatura retal foi realizada entre as 8-9 horas da manh4, antes

que os animais recebessem sua alimentacao.

3.6. Coleta de sangue dos animais para obtencéo de soro

Esta foi realizada semanalmente, durante 18 semanas, sendo a primeira coleta (dia
zero), trés dias antes da primeira imunizagao.

O sangue foi coletado por pun¢do na veia jugular em tubos de SmL (Venoject®),
sem anti-coagulante e mantido em geladeira por aproximadamente 12 horas, no

LBCHV/BIOAGRO/DVT/UFV. Apés este periodo, o sangue foi centrifugado a 1.500 rpm
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por 5 minutos, sendo o soro recolhido e dividido em aliquotas e armazenadas a —20°C até

a sua utilizacgao.

3.7. ELISA.

3.7.1. Mensuracdo de IgGTotal com afinidade pelo peptideo SBb023290

A resposta imunologica de IgG total, IgG1 e IgG2 foi avaliada mediante o teste
imunoenzimatico de ELISA. As placas MaxSorp Nunc” foram sensibilizadas a 4°C com
peptideo sintético SBbo23290 (1pg/pogo) durante 18 horas, o qual foi diluido em ImL de
Tampao Carbonato pH 9,6 (0,159 g de NaCl; 0293 g de NaHCOs e agua destilada q.s.p.
100 mL).

Apos o periodo de sensibilizacdo, as placas foram lavadas duas vezes com Tampao
de Lavagem (9,0g NaCL; 500ul de Tween 20 e agua destilada q.s.p. 1000 ml), e
bloqueadas com solucdo de caseina 2 % diluida em PBS pH 7,6 (8,5g de NaCl; 1,28¢g de
Na,HPOy; 0,16 g de NaH,PO4.2H,0 e 4gua destilada g.s.p. 1000 mL) durante 60 minutos
a temperatura ambiente. Repetiram-se as lavagens e adicionaram-se os soros dos animais
diluidos 1:400 em Tampao de incubagao (100 ml de PBS pH 7,6; caseina 0,25 % e Tween
20 a 0,05%) por duplicata.

Apds incubagdo de 2 horas a temperatura ambiente, as placas foram lavadas 6
vezes com Tampao de lavagem e em seguida adicionou-se o anticorpo secundario, IgG de
coelho anti IgG bovina marcado com peroxidase, o qual foi diluido 1:20000 (SIGMA) em
Tampao de incubacdo. As placas foram mantidas 4 temperatura ambiente por 2 horas e
logo apos se realizaram 6 lavagens com tampao de Lavagem. Para a revelacdo do teste
adicionou-se o substrato composto de uma solu¢do contendo 4mg de OPD (-)
fenildiaminobenzeno, 2,5ul de H,O; e 20ml de Tampao de Substrato pH 5,0 (7,19g de
Na,HPO4; 5,19¢g de acido citrico e agua destilada g.s.p. 1000 ml) e incubou-se na auséncia
de luz durante 20 minutos. A reacdo foi interrompida com 30pL de &cido sulfurico
1:20/pogo e as placas foram lidas imediatamente em leitor de ELISA (Titertek Multiskan

®PLUS), a um comprimento de onda de 492 nm.

3.7.2. Mensuracao da 1gG1 e 1gG2 com afinidade pelo peptideo SBb023290
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A cinética de producdo de IgGl e IgG2 foi avaliada através do teste de ELISA
desenvolvido pela BETHYL Laboratorios, de acordo com técnica recomendada pelo
fabricante. Os testes foram realizados em duplicatas.

A sensibilizacao das placas foi feita para SBbo23290 com 1 pg/pogo em tampao de
cobertura pH 9.6 (0.53g Na,Cos, 100 mL de H,0).

Uma vez sensibilizadas as placas Max Sorp Nunc® estas foram lavadas duas vezes
com tampdo de lavagem [(6.055g de Tris (Trizma) “SIGMA; 8,18g NaCl; 500ul de Tween
20; 1000 mL de 4gua milli q 200 pL/pogo)]. Posteriormente, foi feito o bloqueio com
tampao de lavagem (Idem tampao solucdo de bloqueio) por 30 minutos a temperatura
ambiente.

Depois de lavar mais trés vezes com tampao de lavagem, adicionaram-se 0s soros
dos animais diluidos 1:400 em tampao de diluicdo (Idem tampao de lavagem) e incubados
por uma hora a temperatura ambiente, logo apos lavando mas duas vezes com tampao de
lavagem.

Na identificagdo de IgG1 e IgG2 com alta afinidade para o peptideo SBb023290
foi empregado o conjugado ovelha anti IgG1 e anti [gG2 bovina marcado com peroxidase
(BETHYL, diluidos 1:30000 em tampao de incubagdo (Idem Tampao de lavagem).

Depois de incubar por 60 minutos a temperatura ambiente, as placas foram lavadas
mais trés vezes e incubadas por um periodo de 30 minutos na auséncia de luz a
temperatura de 28 °C com solugdo reveladora (4mg de OPD. 6-fenildiaminabenzeno,
2,5ul de H>O, e 20mL de tampdo de substrato pH 5.0).

Finalmente a reagdo foi interrompida com 30ul de H,SO4 3M/pogo e as placas
foram lidas em leitor de ELISA (Titertek Multiskan “PLUS), a um comprimento de onda
de 492 nm.

3.8. Andlise Estatistica

A andlise dos dados se realizou utilizando o programa SAS (Statistical Analysis
System) V. 7.0. Os dados de temperatura, volume globular ¢ Hemoglobina foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de media de Dunnet,

mediante o programa SAS.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a fase de imunizacao nao houve alteragdo dos parametros clinicos: volume
globular, hemoglobina e contagem de hemacies e células brancas em nenhum dos animais
dos 4 Grupos.

J& durante a fase de desafio apenas um animal do Grupo I (monovalente)
apresentou manifestagdo clinica da doenga, tendo sido medicado com diaceturato de 4,4
diazoaminobenzamidina (Ganaseg”™) na dosagem de 3,5 mg/Kg de peso vivo, por via
intramuscular, em dose tnica.

Para efeito de avaliagdo do periodo febril, considerou-se a temperatura retal de
39°C
como limite maximo.

As 24 horas apds a primeira inoculagdo houve aumento na média da temperatura
em todos os animais dos Grupos I, II e IV, com diferenga significativa em relagdo ao
Grupo III (p<0,05) (Figura 1A).

Ap6s a segunda imunizagdo, ocorreu um periodo febril com duracdo de 72 horas
nos animais dos Grupos I ¢ II, com uma temperatura media maxima (T,;max) de 40,1°C e
40,2 °C, respectivamente, apresentando diferencas significativas de (p<0,05) em relagdo
ao Grupo III (p<0,05). A temperatura normalizou no 4° dia apos inocula¢do (Figura 1B).

Os animais do Grupo IV também manifestaram um leve aumento de temperatura
no 2° dia ap0s a segunda imunizagdo, com T,;max de 39.3°C, com diferenga significativa
em relacao ao Grupo III (p<0,05).

Ap0s a terceira imunizagdo, nos animais dos Grupos I e II a média de temperaturas
foi 40,2 € 39,7 °C, respectivamente, 24 horas ap0s inoculagdo, com diferenga significativa
em relacdo ao Grupo III (p<0,05). A temperatura normalizou-se depois de 72 horas
(Figura 1C).

Durante esta fase ndo se apresentaram diferencas significativas nas varidveis
hematologicas. Os animais em geral tiverem boas condigdes de saude e consumo normal

de alimento.
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Figura 1. Médias (SD+) avaliagao clinica. Temperatura retal. Figura 1-A. apos
primeira inoculagao; Figura 1-B Segunda inoculagdo; Figura 1-C Terceira inoculagao.
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Tabela 2. Indicadores de prote¢cao em bovinos imunizados com peptideos sintéticos
na forma monovalente e polivalente.

Grupol  GrupoIl GrupoIll GrupoIV  Significancia

Mensuragdes (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
Parasitemia 1 0 4 4
Mortalidade 0 0 0 0
Animais tratados 1 0 0 0
Periodo pré-patente (dias) 11 12 10 11
Média Temperatura maxima 39,7 40,1 40,3 39,8
Periodo febril (dias) 6** 10** 15 12 p<0.01
VG % reducdo maxima 48,61%*  4598%** 54,6 42,36 p<0.01
Duragdo da anemia (dias) 3% 4* 5 1 p<0.01
Duragdo da parasitemia [ 0 5 4 p<0.01
(dias)
D%minuigﬁo consumo de 0 0 4 4 p<0.01
alimento.

* Diferenca significativa em relagdo ao controle.
** Diferenga significativa em relagdo ao adjuvante e controle.
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Figura. 2. Porcentagem (%) de reducao do VG apds desafio. A seta indica o
desafio com Babesia bovis.
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Esses dados referentes ao aumento de temperatura corporal durante a fase de
imunizagdo, parecem indicar que os peptideos sintéticos SBb0o23290 e SBm7462 sao
capazes de desencadear a liberagdo de pirogé€nios enddgenos, diferentemente do que foi
mencionado por PATARROYO et. al. (1990); FIGUEIREDO (2002) e BEDOR JARDIM
(2005).

A identificagdo de merozoitos de B. bovis foi realizada no 10° dia ap6s desafio
(PD), através de exame direto em esfregago sangiiineo fino de ponta de orelha e/ou jugular
nos Grupos III e IV, permanecendo detectavel até o 17° dia apds desafio. Os animais
mostraram parasitemia com duragdo de 5 e 4 dias respectivamente (Tabela 2), sendo que
todos eles apresentaram sintomas clinicos da doenca, tais como: diminui¢do de
movimentos ruminais, mucosas palidas, preenchimento capilar de 4 segundos e
diminui¢do no consumo do alimento. Apenas um animal do Grupo I adoeceu no 14° dia
PD, sem que fosse constatada a presenca do parasito.

Enquanto ao PF, nos animais dos Grupos I e II, este teve uma duragdo de 6 ¢ 10
dias, respectivamente, a partir do 9° dia pos-desafio. Estes resultados mostraram diferenca
significativa com o Grupo III e IV, nos quais o PF teve uma duracdo de 15 e 12 dias,
respectivamente, iniciando-se a partir do 3° dia apos desafio (Tabela 2). Além disto, estes
animais tiveram uma reducao de 80 % no consumo de alimento.

Nos Grupos III e IV houve uma redugdo maxima de 54,6 % e 42,36 % do VG,
respectivamente, a partir do 9° dia, com duragdo de 5 dias. Nos animais do Grupo I a
redu¢do do VG foi de 48,61 % e no do Grupo II foi de 45.98 %, com duracao de 3 ¢ 4
dias, respectivamente (Tabela. 2 e Figura. 2).

Quanto a hemoglobina, o menor valor médio ocorreu no 15° dia apds desafio, 6,3
g/dL e 7,8 g/dL, nos animais dos Grupos III e IV, respectivamente, permanecendo com
niveis baixos durante 9 dias. Nos animais dos Grupos I e II, também se encontrou reducao
da hemoglobina no 15° dia poés-desafio, com média de 5,7 g/dL e 7,3 g/dL,
respectivamente.

O animal do Grupo I, que adoeceu, teve reducio de 72% do VG e hemoglobina de
3g/dL.

O rapido retorno aos valores normais, dos parametros hematologicos avaliados nos
animais dos grupos imunizados (I e II) sdo semelhantes aqueles relatados por
FIGUEIREDO (2002), BEDOR JARDIM (2005) ¢ PATARROYO (1990). Entretanto,

apesar de se encontrar diferenca significativa no PF dos animais imunizados em relagao
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aos dos Grupos III e IV, esta foi diferente da observada por PATARROYO (1990), que
encontrou PF de 3,5 e 7 dias, respectivamente.

Os baixos PF nos animais dos Grupos I e II em relacdo aos dos Grupos III e IV,
associados com menor dura¢do da anemia e redugdo do VG (Tabela 2), demonstram que
ambos imundgenos foram capazes de induzir uma resposta imunolédgica que foi capaz de
proteger os animais durante o desafio, parecendo que o imundégeno monovalente (Grupo I)
teve uma a¢ao mais eficaz.

A diferenga do que foi observado por BEDOR JARDIM (2005) ¢ FIGUEIREDO
(2002), nao houve morte de animais no Grupo IV, embora eles tivessem redugdo do VG
menor que o constatado nos animais dos Grupos I e II (Tabela 2).

A anemia que foi constatada nos animais dos Grupos I e II, associada a febre e sem
a presenca do agente em esfregacos sanguineos, pode estar ligada a produgdo de antigenos
residuais citofilicos do parasito, os quais quando adsorvidos sobre as hemacies sdo
removidos pelas células do Sistema Monocitico Fagocitario (MONTENEGRO, 1992;
PATARROYO, 1990).

J& nos animais dos Grupos III e IV a anemia foi conseqiiéncia, principalmente, da
multiplicagdo intra-eritrocitaria das babesias, resultando em hemdlise intravascular
(MAHONEY, 1977; WRIGTH, 1989). Além disto, houve liberacdo de pirogénios
endogenos que provocam incremento da temperatura corporal (RANDALL, 2000) e
supressao do apetite (TIZARD, 2002; PETERSEN, 2004), sintomas estes que foram mais
relevantes nos animais do Grupo III.

Esses resultados justificam o PF que acompanhou a anemia (Tabela 2), o qual foi
maior que aquele constatado nos animais imunizados (Grupos I e II) e semelhantes aos
que foram obtidos por FIGUEIREDO (2002) ¢ BEDOR JARDIM (2005). Entretanto,
pequenas diferengas com outros trabalhos podem estar determinadas pelo tipo de cepa e
quantidade de imunogeno empregado, os quais sdo fatores determinantes na redugdo do
VG apos multiplicagdo e liberagdo de parasitos e merozoitos ao nivel intravascular
(MAHONEY, 1977; WRIGHT, 1989)

A redugdo do VG nos animais dos Grupos I e II (Tabela 2) foi menor que aquela
relatada por Goff et. al (2003), quem encontrou 46,54 e 62 % em bezerros de 16 semanas
de idade desafiados com carrapatos R. (B.) microplus infectados com uma cepa virulenta
de Babesia bovis (T2- Bo). Segundo esses mesmos autores, bezerros jovens sdo mais
resistentes a infeccdo aguda com B bovis (imunidade inata) que animais velhos.

Entretanto, como os animais que foram utilizados na presente pesquisa tinham 10 meses
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de idade, pode-se inferir que a resposta apos desafio estava diretamente relacionada com
uma resposta imune adaptativa induzida pelo uso do imunégeno SBbo23290.

Ainda, como o controle da infeccdo ¢ mediado pela destrui¢do de eritrocitos
infectados via ativagdo de macréfagos do SMF e por anticorpos neutralizantes contra
merozoitos extracelulares e antigenos de superficie definidos como VESA 1 (BROWN et
al., 2006), pode-se reafirmar que houve protegao dos animais imunizados apds desafio.

A pouca redugdo do VG nos animais do Grupo IV (Tabela 2) provavelmente foi
determinada pela ativagdo e sintese de moléculas imunorreguladoras por parte do
hospedeiro. No caso da saponina, a molécula QS21 ¢ responsavel pela atividade adjuvante
e indutora de imunoglobulinas IgG2a e de citocinas Thl como IFNy e IL-2 (KENSIL,
1996; FRANCO, 2004).

A presenca de anemia em todos os grupos experimentais pode estar relacionada
com a produ¢do de proteinas de fase aguda, provavelmente haptoglobina e hemopexina
que fixam ferro, bloqueando assim o uso deste ion nas demandas de energia do parasito
(BREMNER,1964; TIZARD, 2002). Isto também explica a diminuicio do VG e o
aumento de temperatura nos animais imunizados sem presenca de parasitas nos esfregacos
sanguineos. Talvez a prote¢do conferida pelos peptideos esteja relacionada mais com
incremento nos niveis de IL-6 sobre niveis de IL-1. Considerando que IL-6 ao induzir
liberagcdo de haptoglobina estaria protegendo os animais contra o agente, por um periodo
maior, explicar-se-ia a ndo perda de apetite nos animais vacinados (BREMNER,1964;
TIZARD, 2002; PETERSEN, 2004).

A reducao do VG, nos dias 15° 16° e 17° ap6s o desafio (Figura 2), observada nos
animais do Grupo III coincide com a maxima ingurgitacdo das fémeas, as quais aumentam
entre 100— 200 vezes o seu tamanho pela ingestao de sangue (JONSSON, 2006).

Os resultados sobre parasitemia nos animais dos Grupos I, III e IV s@o similares
aos observados por FIGUEIREDO (2002), quem encontrou uma baixa parasitemia no
grupo vacinado e maior nos grupos controle e adjuvante. O tempo de duragdo da
parasitemia (Tabela 2) constatada no presente trabalho ¢ diferente da que foi descrita por
PATARROYO (1990), o qual foi de 5, 7 ¢ 9 dias nos animais vacinados, adjuvante e
controle, respectivamente, podendo ser decorrente do tipo de cepa utilizada no desafio.

Os resultados obtidos nesta pesquisa confirmam trabalhos anteriores
(FIGUEIREDO, 2002; BEDOR JARDIM, 2005), demonstrando que o imunégeno

SBb023290 ¢ capaz de conferir protecdo frente ao desafio com o parasito, uma vez que
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evitou a entrada e replicagdo dentro dos eritrécitos, ativando mecanismos de defesa que
levaram a rapida recuperacao e moderados efeitos colaterais.

Os animais dos Grupos I e II apresentaram uma cinética de resposta cldssica do
tipo IgG (Figura. 3), com anticorpos especificos para SBb0o23290 e nivel basal de
reatividade especifica anti- SBb023290 para o Grupo III.

Pode-se observar que a partir da 2* semana ap6s a 1* imunizacdo define-se um forte
aumento nos titulos de anticorpos (p<0.05) nos animais dos Grupos I e II, com niveis de
1,14 £ 0,29 e 1,06 = 0,2486, respectivamente, diminuindo a partir da 3* semana (Figura 3).

Na primeira semana ap6s a 2* imunizagao, também nos animais dos Grupos I e II,
houve aumento no titulo de anticorpos, alcangando o maximo nivel na 4* semana (1,53 =
0,1397 e 1,46 + 0,20, respectivamente). Estes mesmos valores se mantiveram durante
quatro semanas apds a 3* imunizacao e primeira semana apds o desafio (Figura 3).

J& durante a etapa de desafio (Figura 3) os titulos de anticorpos dos animais
imunizados (Grupos I e II), diminuiram significativamente (p<0.05) a niveis de 1,28 =+
0,1034 e 1,22 + 0,035, respectivamente (p<0.05).

Os animais dos Grupos III e IV ndo apresentaram diferenca significativa entre eles
Além disso, durante o desafio os titulos permaneceram baixos 0,53 = 0,0885 ¢ 0,6015 +
0,034, respectivamente, apresentando diferenca significativa apenas com relacdo aos
Grupos I e IT (p<0.05). (Figura 3).

Os altos titulos de anticorpos IgG anti SBb023290 especificos, encontrados nos
animais dos Grupos I e II, a partir da 2* semana apos cada imunizag¢do sdo similares aos
resultados obtidos por PATARROYO (1995), BEDOR JARDIM (2005) e FIGUEIREDO
(2002) quando testavam o potencial imunogénico desse peptideo. Isto indica que o mesmo
foi capaz de induzir uma reposta imunoldgica, cuja resposta secundaria foi répida e
duradoura, caracterizada pela producao de altos niveis de anticorpos antigeno especificos,
conforme afirma TIZZARD (2000).

Neste estudo, a cinética de producdo de anticorpos do isotipo IgGl especifica
contra o peptideo SBbo23290, nos animais dos Grupos I e II, foi caracterizada por
aumento a partir da 2* semana ap6s a 1* imunizag¢@o, com um alto titulo na 3* semana de
(0.47+ 0.307 e 0.33+ 0.1813, respectivamente), apresentando valores mais baixos na 4*
semana apds 1* imunizacdo. Este resultado foi diferente (p<0.05) em relacdo ao Grupo III,
no qual se apresentaram valores de 0.0521 + 0.005 (Figuras 4* e 5A).

Apds a 2* imunizacdo, os animais dos Grupos I e II apresentaram um aumento

significativo a partir da 5* semana, alcangando o valor mais alto na 6* semana, com titulos
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de 0,9541 £+ 0,3837 e 1,025 + 0,6104, respectivamente (p<0,05). Estes titulos se
mantiveram, com pequenas oscilagdes, at¢é a 7* semana, comeg¢ando a diminuir na §*
semana (Figuras 4A, 5A, 5B).

Na 1* semana apos a 3* imunizacdo houve aumento dos titulos de anticorpos nos
animais dos Grupos I e II, com diminui¢do na 11* semana. Posteriormente, ocorreu um
aumento constante a partir da 12* até a 14® semanas, com titulos de 1,46 + 0,6322 e 1,2756
+ 0,6855, respectivamente, tendo-se observado diminuicdo significativa na 15* semana
(1,05 £0,47 e 1,064 + 0,6756) (Figura 4A).

Entre os animais dos Grupos III e IV ndo houve diferenga significativa. Mais se
observou diferenca significativa com relagdo aos animais do Grupo II, apos a 2°
imunizacao e apos o desafio (p<0,05).

Nas cinco primeiras semanas, apos a 1* e 2* imunizagdes, a producdo de IgG2
apresentou niveis baixos, sem diferenciacdo entre os diferentes grupos experimentais. A
partir da 6* semana os titulos de anticorpos aumentaram nos animais dos Grupos I e II,
com titulos de 0,3967 + 0,3753 e 0,275 + 0,1575, respectivamente, mantendo-se estaveis

e sem maiores variacdes até o final do experimento (Figura 4B)

24



Abs 492 nm

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Semanas

—e— Grupo | —=— Grupo I —a— Grupo I —><— Grupo IV

Figura. 3 Cinética da producao de IgGs, média das absorvancias de IgGs antigeno -
especificos para SBbo23290 em animais imunizados e controles. As setas
correspondem as imunizagdes € dia de desafio (D).
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Figura 4-A Cinética da producdo de IgGl; Figura 4-B. Cinética da producao de IgG2.
Média das absorvancias de IgGs antigeno - especificos para SBbo23290 em animais
imunizados e controles.As setas correspondem as imunizagdes e dia de desafio. As barras
em T representam os desvios padrdes para mais e para menos. As setas indicam as
inoculagdes ¢ a letra (D) o tempo de desafio.
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Figura. 5-A. Grupo [; Figura 5-B Grupo II. Cinética da produgdo de IgG1,IgG2, IgGTotal.
Média das absorvancias de IgGs antigeno - especificos para SBbo23290. As setas
correspondem as imunizagdes e dia de desafio (D). As barras em T representam os desvios

padrdes para mais.
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O estudo da cinética de produgao de IgG1 e IgG2 ¢ uma valiosa ferramenta para
avaliagdo da resposta imune protetora contra B. bovis, principalmente pelo fato de que
estas imunoglobulinas sdo importantes no controle da infec¢ao devido a sua capacidade
opsonizante (BROWN et al., 1999). Entdo, considerando o perfil de producdo de I1gG1 e
IgG2 observado nos animais dos Grupos I e II pode-se inferir que a resposta adaptativa
induzida pelo peptideo sintético SBbo23290 foi suficiente para proteger os animais apos o
desafio.

Segundo BROWN et al (1999), discutindo o papel das citocinas na infec¢do por
hematozoérios afirmam que altas concentragdes de IgGl estdo relacionadas com a
produgdo de IL-4, a qual induz o aumento de producdo desta imunoglobulina pelas células
B reativas. Baseado nessas informagdes € provavel que nos animais dos Grupos I e II
tenha ocorrido um aumento na produgdo de citocinas que caracterizam a resposta Th2, do
tipo humoral, tais como a IL-4 e IL-5, j& que esses mesmos autores afirmam que o IFN-y

atua estimulando a producao de IgG2.

Mais recentemente, trabalhos realizados por ESTES & BROWN (2002) sugerem
que a resposta dominada pela producdo de IgG1 € consistente com uma resposta tipo Th2,
uma vez que este isotipo se encontra associado a estimulacao de clones de linfocitos B.
Desta forma, os niveis aumentados de IgG1 e a presenca de IgG2 observados no presente
experimento, indicam que houve ativagdo e seleg@o clonal de células T CD4+ especificas
contra o imundégeno SBbo23290, as quais mediaram a produgdo e secre¢do de

imunoglobulinas por células B.

Os altos niveis de IgG1 anti SBb023290 em relag@o aos niveis de IgG2 constatados
durante todo o experimento sio similares aos encontrados por BEDOR JARDIM (2002).
Igualmente, FREITAS (2001) relata niveis altos de IgGl em bovinos inoculados com

amostra atenuada de Babesia bovis.

Imunoglobulinas do tipo IgG1 e IgG2 fixam complemento, embora a IgG2 tem
maior atividade neutralizante contra Babesia sp em relagdo a IgGl (MCGUIRE et al.,
1979; MAHONEY, 1986). Entretanto, pelos altos niveis de IgG1 que foram encontrados
neste trabalho, ¢ possivel que a atividade opsonizante tenha sido determinada mais por
esse isotipo do que por IgG2, embora, ndo deve ser descartada a sua participacao,

principalmente, porque em animais imunizados as células TCD4+ desempenham um papel
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central na resposta imune adaptativa através da produgao de IFNy, citocina esta que regula

a sinteses de anticorpos IgG2 (ESTES & BROWN, 2002; GOFF, 2006).
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5. CONCLUSOES

Os imundgenos SBbo23290 e SBm7462 sdao peptideos sintéticos altamente
imunégenicos que desencadeiam uma liberagdo de pirogénios endogenos 24 a 48 horas
apos sua aplicacao.

Considerando a avaliagdo clinica dos animais e os altos niveis de anticorpos IgG,
IgG1 com alta afinidad pelo peptideo SBb023290. Este confirio uma boa resposta imune

protetora ao ser aplicado junto com o peptideo SBm7462 no Grupo I e II.
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CAPITULO 11

AVALIACAO DO PEPTIDEO SBm7462 AO SER APLICADO JUNTO COM
SBb023290 NA FORMA MONOVALENTE E POLIVALENTE EM BOVINOS
DESAFIADOS COM Riphicephalus (Boophilus) microplus (CANESTRINI, 1887) E
Babesia bovis (BABES, 1888;STARCOVICI, 1888)
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Resumo

O carrapato Riphicephalus (Boophilus) microplus causa um grande impacto
econdmico na produgdao bovina do Brasil ¢ do mundo. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar os pardmetros bioldgicos dos carrapatos coletados nos animais da raca
Holandesa 7/8, tratados com os imunogenos sintéticos SBbo23290 e SBm7462 para o
Controle de Babesia bovis e R. (B.) microplus, respectivamente. Os peptideos foram
preparados individualmente, utilizando Saponina como adjuvante, sendo aplicados
simultaneamente em locais anatomicamente distintos (Grupo I) e em doses associadas
(Grupo II). Cada tratamento foi aplicado trés vezes, com intervalos de 30 dias, via
subcutanea. O desafio foi realizado 30 e 34 dias apds a terceira inoculacdo, colocando-se
4000 larvas de R. (B.) microplus, cepa livre de hemoparasitas, e inoculando a cepa com B.
bovis UFV1 — 9* passagem na concentracio de 1x10° babesias/mL. As teledginas foram
coletadas a partir do 21° dia apds o desafio, pesadas individualmente em balanca de
precisdo, e mantidas adequadamente em estufa B.O.D. a 28°C e umidade relativa de 80%.
Os ovos foram coletados nos 15 primeiros dias para posterior pesagem. Os dados obtidos
foram submetidos a andlise de variancia e comparagdo entre médias pelo Teste de Dunnet
e teste t de student. Ao comparar os parametros bioldgicos encontrados com o nivel de
anticorpos, observamos que o Grupo I apresentou altos titulos de IgG total e IgGl
especificos para SBm7462 com uma deficiente efetividade no controle dos carrapatos,
diferente ao Grupo II, onde altos titulos de IgG total, baixos niveis de IgG1 e uma DF de
46,80 % foram prevalentes. Estes resultados indicam que existe uma importante
diminuicdo na eficacia do imunogeno SBm?7462 quando ¢ administrado simultaneamente
com SBbo023290. Sugere-se a presenga de competicdo intraclonal apds apresentagdo por
APCs (DC ou WC1.1") a CD4" e linfocitos B nos centros germinais, com maior afinidade

por clones SBb023290 sobre SBm7462, talvez determinado por solubilidade antigénica.

Palavras — Chave: R(B) microplus, Babesia bovis; peptideos sintéticos
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Abstract

The tick Riphicephalus (Boophilus) microplus causes a great economic impact in the
cattle production of the Brazil and the world. The objective of the present work was to
evaluate the biology parameters of ticks collected in 7/8 European race animals, treated
with the synthetic immunogens SBb023290 and SBm7462 to the control of Babesia bovis
and R. (B.) microplus, respectively. Each peptide was prepared with saponin as adjuvant,
being applied simultaneously in different anatomic places (Group I) and their association
(Group II). Each treatment was applied three times, with interval of 30 days, by
subcutaneous route. The challenge was made 30 and 34 days after the third inoculation
with 4000 larvaes of R. (B.) microplus, samples free of blood parasites, and with B. bovis
UFV1 — 9th passage in the concentration of 1x10° babesias/mL. The ticks full up of blood

were collected from 21%"

day after the challenging, weighted each one in balance of
precision and kept in temperature of 28°C and relative humidity of 80%. The eggs were
obtained in the first 15 days and weighted. The obtained dates were analyzed by statistical
analyses (Variance Analysis and Test of Dunnet and T - student). The Group I presented
high titles of IgG and IgG1 with affinity by SBm7462 with a low efficient in the control of
ticks, differently to the Group II, where the high tittles of IgG, low levels of IgG1 and DF
of 46,80 % were prevalent. These results suggest that there is a considerable decrease in
the efficacy of the immunogen SBm7462, when both are administrated simultaneously in
relation to the use of their association. It is possible that intraclonal competition was
present after the presentation by APCs (DC or WC1.1") to CD4" and lymphocytes B in the
germinal centers, with major affinity by specific clones SBbo23290 over SBm7462.

Beside, it is possible that these changes were determined by antigen solubility.

Key—Words: R.(B.) microplus, Babesia bovis; synthetics peptides
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2. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

R. (B.) microplus (CANESTRINI, 1888) CANESTRINI (1890).Syn. B. microplus
(CANESTRINI, 1888) LAHILLE (1905) (BARKER & MURREL, 2002; MURELL,
2003), é o mais importante vetor da babesiose bovina (Babesia bigemina ¢ B. bovis)
(GARCIA, 1991). Estes parasitos desencadeiam grandes perdas na producdo bovina da
América Central, América do Sul ¢ Australia (PATARROYO et al.,2002; WRIGHT et al.,
1989; SOLORIO et al., 1999). Apenas R. (B.) microplus causa perdas estimadas em US$ 8
bilhdes por ano (RECHAV, 1992; SOSSALI et al., 2005). No Brasil, com uma populagio
de 170 milhdes de bovinos, calcula-se um prejuizo de US $11,76 por bovino/ano, US$ 2
bilhdes anuais devido ao fato de R. (B.) microplus transmitir hemoparasitas, diminuir o
valor dos animais, e pelo custo dos tratamentos (PATARROYO e SOSSAI, 2004; GRISI
et al.,2002).

Este carrapato que afeta especialmente bovinos, tem um ciclo monoxeno com uma
fases parasitaria de aproximadamente 21 dias, a qual passa pelos instares de larva, ninfa e
adulto, tudo em um unico hospedeiro. A fase adulta ¢ dependente das condigdes oferecidas
pelo hospedeiro e pouco afetada pelas condig¢des climaticas (RIEK, 1965; TUNIN, 2004).

Entre os fatores que determinam a viabilidade das larvas de carrapatos encontra-se
a espécie do hospedeiro, resisténcia aos carrapatos, espessura e area topografica da pele
com relacdo ao nivel de capilarizacdo e a atividade de asseio realizada pelos animais ou
individuos da mesma ou outra espécie (CORDOVES, 1997).

No caso da fase ndo parasitaria, esta sofre enorme influéncia das condigdes
ambientais (FURLONG, 1998). O periodo de pré-postura ¢ influenciado pela baixa
temperatura, mas nao pela umidade, podendo ser atrasado alguns dias (LONDT,1974).

As larvas sdao mais vulneraveis que os ovos as baixas temperaturas e a duragdo da
fase larval ¢ influenciada pelas condi¢cdes de temperatura e umidade relativa as quais o
embrido ¢ submetido (HITCHCOCK, 1955a). O mesmo autor relata que as larvas de R.
(B.) microplus em condi¢des 6timas em laboratorio podem sobreviver até 8 meses.

Em relacdo as condicoes oferecidas pelo hospedeiro, elas estdo ligadas fatores de
resisténcia dos bovinos ao R. (B.) microplus, entendido como a dificuldade que os
carrapatos tém para alcangar a idade adulta (WHARTON et al., 1971).

Os animais tém diferentes graus de resisténcia entre ragas (LEMOS, 1986), sendo

que alguns animais se infestam mais que outros (FURLONG,1998). Estas variagdes estao
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relacionadas a caracteristica polimorfica dos genes que codificam o Complexo Maior de
Histocompatibilidade (MHC), o qual ¢ primordial na apresentagdo de antigenos e
comunicagdo entre células do sistema imune (STEAR et al.,1989; HUGHES & YAGER,
1998).

As estratégias encaminhadas ao controle dos carrapatos com produtos quimicos
apresentam limitantes como: toxicidade, contaminagdo de produtos alimenticios, risco
para a saude humana, polui¢do ambiental e aparecimento do fendmeno de resisténcia,
conseqiiente a alta pressdo de selecio (PATARROYO e GUZMAN, 2004; LI et al., 2005).

Na atualidade sdo amplamente estudadas vacinas feitas com antigenos expostos,
proteinas secretadas por glandula salivar e antigenos ocultos descobertos em parede do
intestino dos carrapatos (NUTALL et al.,2006). A principal vantagem dos antigenos
ocultos esta em sua evasdo da imunossupressdo salivar. Problema das vacinas com
antigenos expostos (NUTALL et al.,2006).

No controle de R. (B.) microplus, o peptideo SBm7462 ¢ uma vacina sintética,
quimicamente definida para a protecdo dos animais contra a afeccdo de carrapatos que foi
desenvolvido a partir da proteina BmS86, por predicdo computacional de sitios
imunogénicos. Quando testado em bovinos contra R. (B.) microplus mostrou uma eficacia

de 81,05 % (PORTELA, 2000; PATARROYO et al., 2002; COUTO, 2002).

Estas vacinas induzem a produ¢do de anticorpos que interagem na superficie do
intestino, causando ruptura da parede intestinal, ingressando a cavidade corporal ou
hemolinfa do carrapato e afetando muitas fungdes vitais. (NUTALL et al., 2006). Seu
mecanismo de acdo ainda ¢ desconhecido, parecendo estar associado a processos de
endocitose (SOSSAI et al., 2005).

Os anticorpos causam lise das células intestinais, o que leva a um reduzido numero
de fémeas ingurgitadas, redu¢ao na produgéo ¢ viabilidade dos ovos (KEMP et al., 1989).

Avaliagoes realizadas com SBm7462 mostraram imunizagao efetiva contra R. (B.)
microplus, em que os parametros avaliados, tais como: nimero de teledginas desprendidas
(DT%), redugdo do peso (DR%), reducdo da ovoposi¢ao (DO%) e fertilidade (DF%)
foram significantes (PATARROYO et al., 2002; PATARROYO et al., 2004).

COUTO, (2002) avaliando SBm7462 com doses de 1.0 mg e 2 mg, encontrou
eficacias de 10.58% e 50.86 % respectivamente.

Considerando a resposta imune conferida pelo peptideo SBm7462, GONZALES et

al. (2003) constataram a presenca de altos niveis de IgG1, indicando uma resposta do tipo
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Th2. Com aumentos significativos de IgG1 a partir da 3* imunizagdo, com absorvancias de
1.1185 + 0.0565 na 12* semana. A IgG2 mostrou niveis préximos aos apresentados pelos
grupos Controle e Saponina.

Trabalhos indicam que o niimero de células TCD4+ recrutadas esta determinado
pela dose antigénica (YANG et al., 2006; DUFFY et al.,2006). Estes estimulos podem
determinar a geracdo de células B de memoria e sintese de anticorpos, embora seja pouco
conhecido quais os sinais necessarios para esta transformag¢do. Os estudos indicam que a
sintese de IgG1 por células B poderia acontecer por duas vias, uma envolvendo IL-2 e
outra envolvendo IL-4 ¢ IL-5 (LEE & VITETTA, 1991; DUFFY et al, 2006).

Modelos animais utilizando camundongos SCID mostram que apés transferéncia
de células B “naive” junto com células T KJ* e imunizando com ap-OVApep, os animais
desenvolverem predominantemente anticorpos IgG1, com resposta tipo Th2 (YANG et al.,
2006).

CREUSOT et. al. (2003), investigando em camundongos a intera¢do entre células
TCD4" apés estimulo antigénico com ovoalbumina (OVA) na presenca ou auséncia de
ativacdo concomitante com PCC, encontrou que existe uma regulacdo das células T
antigeno-especificas mediante uma competi¢do intraclonal. A presenga de um alto numero
de células PCC-especificas ndo inibe, mas aumenta a resposta OV A-especifica. Os autores
sugerem que no caso de apresentacdo de dois antigenos por células dendriticas similares
ou diferentes pode haver cooperacdo ou competi¢cdo entre duas populagdes de células
TCD4+

A competicdo intraclonal ocorre entre populagdes de células TCD4" (SMITH et al.,
2000; LAOUAR et al., 2000), em populagdes de células TCD8" (KEDL et al., 2000) ou
entre populagdes de células B. (HERMANN et al., 2006) No caso de competigdo
interclonal, refere-se a uma competi¢io cruzada entre populagdes de células TCD4 TCDS"
(KEDL et al., 2003).

ANDERTON & WRAITH (1998) relatam que células TCD4+ podem prevenir a
ativacdo de células “naive” com afinidade hierarquica, isto €, as células com uma
afinidade particular s6 podem suprimir células com baixa afinidade.

No caso dos anticorpos, estes envolvem ligagdes com incremento da afinidade a
antigenos. Este fenomeno termina com a afinidade de maduracdo, fundamentado em
multiplos caminhos de hiper-mutagdo somatica, marcadores de genes de anticorpos e

subseqiiente sele¢do por incremento da afinidade de ligagao (MACLENNAN et al., 2000).
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Trabalhos experimentais sugerem que as células B sdo selecionadas por
competicdo clonal, onde células B de baixa afinidade podem persistir nos centros
germinais quando a competicdo é reduzida (DAL PORTO et al., 2002; SHIH et al; 2002;
HERMANN et al., 20006).

CREUSOT et al., (2003) encontraram que quando mais de um antigeno sdo
apresentados sobre diferentes moléculas de MHC pelas mesmas células dendriticas, a
resposta de células TCD4" endégenas ndo é inibida, mas aumentada em resposta a um
grande niumero de células TCD4+ especificas contra os outros antigenos.

A auséncia de competi¢io entre células TCD4 © e TCD8" pode estar mascarada
pela sua propriedade cooperativa. A apresentacdo de ligagdes determinantes por células
dendriticas ¢ mais pronunciada intraclonalmente que interclonalmente sugerindo que a
competicao nao ¢ pelo conglomerado, mas pela habilidade dos complexos MHC-peptideo
(Figura 6). Os autores indicam que esses resultados de competi¢do intraclonal podem
explicar porque as vacinas multivalentes podem trazer beneficios individuais em
detrimento da reducdo da resposta em outros individuos (CREUSOT et al., 2003).

No presente trabalho, se pretendeu contribuir para desenvolvimento de vacinas
polivalentes que brindem uma resposta protetora simultanea ante a presenga de Babesia
bovis e R(B) microplus, sem detrimento da imunidade protetora. Avaliando a hipoteses
que SBm7462 em dose associada ao peptideo sintético SBbo23290 para o controle de
Babesia bovis, podendo conferir uma resposta protetora ao serem aplicados a0 mesmo

tempo na forma monovalente e na forma polivalente.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados 16 animais da raca Holandesa 7/8, negativos sorologica e
parasitologicamente a hemoparasitas (B. bovis, Babesia bigemina e Anaplasma marginale)
e mantidos em condi¢des de isolamento no DVT/UFV a partir de 4 dias de nascidos
evitando-se assim, o contato com artropodes ou vetores. Eles foram alimentados com leite
de substitui¢do (Bioleite)® ¢ a partir do 14 dia de idade até os 48 dias, além do leite de
substituicdo, também recebiam feno, ensilagem ¢ agua ad libitum. Posteriormente, os
animais foram alimentados com ragdo (17 % de proteina) e quantidade definida de

volumoso.

3.2. Preparagdo dos imundgenos

A dose monovalente de SBb023290 (Grupo I) era composta de 2 mg do
peptideo sintético SBbo23290, 1,5mg saponina ¢ 2mL de agua milli g, fazendo-se
homogeneizagdo em vortex durante 5 minutos. Para a monovalente SBm7462 (Grupo I)
também se utilizaram 2mg do peptideo SBm7462, 1,5mg saponina e 2mL de agua milli q.
Como o peptideo sintético SBm7462 apresenta uma caracteristica de baixa solubilidade,
antes de diluir foi realizado sonicagdo (Gerador ultrasénico Lab-Line® modelo 9100) a 20
watts durante cinco segundos.

Na preparacdo da Polivalente (Grupo II) adicionaram-se 2mg de SBm7462, 2 mg
de SBb023290 e 1,5mg de saponina em 4mL de 4gua milli q, sendo homogeneizados em
vortex por 5 minutos. A sonicacao do peptideo sintético SBm7462 descrita anteriormente
foi realizada antes da mistura com o SBb023290.

Tanto os imundgenos monovalentes quanto os polivalentes foram preparados antes

da inoculagdo e mantidos a temperatura ambiente.

3.3. Esquema de imunizag&o nos bovinos

Os animais foram aleatoriamente divididos em 4 grupos experimentais, cada um
com quatro animais: Grupo I (monovalente), Grupo II (polivalente), Grupo III (controle) e

Grupo IV (saponina). Os animais do Grupo I e do Grupo II receberam trés doses a cada 30
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dias por via subcutanea dos imunogenos monovalente e polivalente, respectivamente. No
Grupo I, as monovalentes eram aplicadas na regido cervical, direita e esquerda, para cada
um dos peptideos. Os animais do Grupo III receberam 2mL de 4gua milli g, via
subcutanea, por trés vezes a cada 30 dias. Os animais do Grupo IV receberam 1,5mg de
saponina’ diluida em 2mL de 4gua milli q, no mesmo esquema de trés vezes, via

subcutanea e a cada 30 dias (Tabela 1).

Tabela 1. Desenho do experimento. Grupos, replicagdes, classe de imunogeno, doses e

via de aplicagao.

Quantidade

Grupos Animais Imunogeno . VA
/ animal
SBm7462 2 mg
Saponina 1,5 mg SC
Monovalente Agua milli g 2mL
I 25,52,27,24
Grupo 352,27, SBb023290 2 mg
Saponina 1,5 mg SC
Agua milli q 2 mL
SBm7462 2 mg
Grupo II Polivalente 53,42, 54, 21 SBbo23290 2 mg 3C
Saponina 1,5 mg
Agua milli q SmL
Grupo I1I Controle 41, 28, 22, 46 Agua milli q 2 mL SC
Saponina 1,5 mg
Grupo IV Grupo IV 45, 29, 20, 23 Agua milli q Al SC

Via de aplicacdo (VA); Subcutanea (SC).

3.4. Desafio.

O desafio com carrapatos foi realizado 30 dias ap6s a 3* inoculag@o e com B. bovis
no dia 35 ap6s a 3* inoculagdo. Para o desafio com carrapatos utilizaram-se larvas de R.
(B.) microplus cepa livre de parasitas (UFRGS) de Porto Alegre—RG. As aliquotas eram
constituidas por £ 2000 larvas, que foram mantidas em seringas de 5 ml em estufa BOD a
28°C ¢ 80 % de umidade relativa.

Cada animal foi desafiado com um total de + 4000 larvas/dia que foram colocadas,
a cada 24 horas, nas regides do peito e barbela, entre os membros anteriores ¢ posteriores,

dorso e regido perianal, durante o inicio da manha. Colocaram-se cabrestos e as caudas

* Saponina 5012 sample No SOS08064 Quantity 100 g (Kerry Bio- Science) Ireland.
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foram amarradas durante 6 horas para evitar a perda das larvas. Para a coleta das fémeas
ingurgitadas (teledginas), procedeu-se ao recolhimento das amostras as 9:00 horas e as
16:00 horas de todos os animais durante todo o periodo do desafio.

No 35° dia, apos a terceira imunizagdo, todos os animais dos 4 Grupos foram
inoculados com a cepa de B. bovis UFV1-9* passagem, mantida sob crio preservagdo em
nitrogénio liquido no LBCH/BIOAGRO a qual foi diluida a uma concentragio de 1x10°

Babesias/mL e inoculada via intravenosa.

3.5 Avaliacéo dos parametros bioldgicos dos carrapatos.

3.5.1. Estimativa do numero de carrapatos.

Semanalmente, a partir do 14° dia apos o desafio foi realizada a contagem de
carrapatos em todos os animais, os quais foram colocados em brete de contengdo. A
contagem foi feita em um antimero e o valor resultante foi multiplicado por dois (MORA
Hetal., 1988). A contagem foi realizada até o inicio do desprendimento das teledginas.

Além disso, foi feita a coleta manual de todas as teledginas que se desprenderam
naturalmente dos animais e aquelas que foram encontradas no chdo e nos cochos. A coleta
sempre foi iniciada antes da limpeza diaria das baias. Foram feitas trés coletas durante a
manha e uma quarta coleta no inicio da tarde. A coleta terminou quando nao havia mais

carrapatos para se desprender.

3.5.2. Ovoposicao

As fémeas coletadas a cada dia foram pesadas individualmente em balanga de
precisdo e acondicionadas cada uma em placas de cultura de 24 pocos. As teledginas
foram colocadas em estufa B.O.D., a 28 °C ¢ 80 % de umidade relativa para postura
durante 15 dias. Logo depois, foi realizada a pesagem dos ovos, seguindo as técnicas

preconizadas por MASSARD et. al., (1995).
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3.5.3. Formulas para avaliagdo dos parametros bioldgicos relacionados com o0s
carrapatos (DE LA FUENTE, 1995)

DT (%) =100 [1-(NTV/NTC)]

DT(%) = % de redu¢do do numero de teledginas
NTV = N° teledginas para cada grupo vacinal
NTC = N° teledginas para cada grupo Controle

DO(%) =100 [1-(PMOV/PMOC)]

DO(%) = % redugao do peso médio dos ovos

PMOYV = Peso médio dos ovos para cada grupo vacinal
PMOC = Peso médio dos ovos grupo Controle

DR(%) =100 [1 — (PMTV/PMTC)]

DR (%) =Porcentagem de reducdo do peso médio das
teledginas.

PMTV= Peso médio das teledginas para cada grupo vacinal
PMTC — peso médio das teledginas grupo Controle

DF(%) =100 [1 - PPLOV/PPLOC]

DF (%) — reducdo na fertilidade dos ovos

PPLOV — peso médio das larvas por gramo de ovos em cada
grupo vacinal

PPLOC = Peso médio larvas/ grama de ovos no grupo Controle.

EF (%) = 100 [CRTxCROxCRF]

EF(%) — Eficacia do imundgeno

CRT — Redugdo no numero de fémeas adultas
CRO — Redugao na captura de ovipostura
CRF — Redugao na fertilidade

3.6. ELISA.

3.6.1 Mensuracao de IgGTotal com alta afinidade pelo peptideo SBm7462

A resposta imunologica de IgG total, IgG1 e IgG2 foi avaliada mediante o teste
imunoenzimatico de ELISA. As placas MaxSorp Nunc” foram sensibilizadas a 4°C com
peptideo sintético SBm7462 (2 ug/poco) durante 18 horas, o qual foi diluido em 1mL de

agua milli q sendo depois sénicado (Generador ultrasénico Lab-Line® modelo 9100) a 20
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watts durante 5 segundos, até¢ se obter uma amostra homogénea e posteriormente foi
diluida em Tampdo Carbonato pH 9,6 (0,159 g de NaCl; 0293 g de NaHCO; e 4gua
destilada g.s.p. 100 mL).

Apds o periodo de sensibilizacado, as placas foram lavadas duas vezes com Tampao
de Lavagem (9,0g NaCL; 500ul de Tween 20 e 4agua destilada q.s.p. 1000 ml), e
bloqueadas com solugdo de caseina 2 % diluida em PBS pH 7,6 (8,5g de NaCl; 1,28g de
Na,HPOy; 0,16 g de NaH,PO4.2H,0 e 4gua destilada g.s.p. 1000 mL) durante 60 minutos
a temperatura ambiente. Repetiram-se as lavagens e adicionaram-se os soros dos animais
diluidos 1:400 em Tampao de incubagao (100 ml de PBS pH 7,6; caseina 0,25 % e Tween
20 a 0,05%) por duplicata.

Apds incubagdo de 2 horas a temperatura ambiente, as placas foram lavadas 6
vezes com Tampao de lavagem e em seguida adicionou-se o anticorpo secundario, IgG de
coelho anti IgG bovina marcado com peroxidase, o qual foi diluido 1:20000 (SIGMA) em
Tampao de incubacdo. As placas foram mantidas 4 temperatura ambiente por 2 horas e
logo apos se realizaram 6 lavagens com tampao de Lavagem. Para a revelacdo do teste
adicionou-se o substrato composto de uma solu¢do contendo 4mg de OPD (-)
fenildiaminobenzeno, 2,5ul de H,O; e 20ml de Tampao de Substrato pH 5,0 (7,19g de
Na,HPO4; 5,19¢g de acido citrico e agua destilada g.s.p. 1000 ml) e incubou-se na auséncia
de luz durante 20 minutos. A reacdo foi interrompida com 30pL de &cido sulfurico
1:20/poco e as placas foram lidas imediatamente em leitor de ELISA (Titertek Multiskan

®PLUS), a um comprimento de onda de 492 nm.

3.6.2. Mensuracdo da resposta imune humoral 1gGl e 1gG2, com alta
afinidade pelo peptideo SBm7462

A cinética de producdo de IgG1 e IgG2 foi avaliada através do teste de ELISA
desenvolvido pela BETHYL Laboratérios, de acordo com técnica recomendada pelo
fabricante. Os testes foram realizados em duplicatas.

A sensibilizacdo das placas foi feita para SBm7462 com 2 pg/pogo diluido em agua
milli g, sendo depois sénicado (Generador ultrasénico Lab-Line™ modelo 9100) a 20 watts
durante 5 segundos, até se obter uma amostra homogénea e posteriormente foi diluida em

tampao de cobertura pH 9.6 (0.53g Na,Cos;, 100 mL de H,O).
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Uma vez sensibilizadas as placas Max Sorp Nunc® estas foram lavadas duas vezes
com tampdo de lavagem [(6.055g de Tris (Trizma) “SIGMA; 8,18g NaCl; 500ul de Tween
20; 1000 mL de 4gua milli q 200 pL/pog¢o)]. Posteriormente, foi feito o bloqueio com
tampao de lavagem (Idem tampao solucdo de bloqueio) por 30 minutos a temperatura
ambiente.

Depois de lavar mais trés vezes com tampao de lavagem, adicionaram-se 0s soros
dos animais diluidos 1:400 em tampao de diluicao (Idem tampao de lavagem) e incubados
por uma hora a temperatura ambiente, logo apds lavando mas duas vezes com tampao de
lavagem.

Na identificacao de IgG1 e IgG2 com alta afinidade pelo peptideo SBm7462 foi
utilizado o conjugado ovelha anti IgGl e anti IgG2 bovina marcado com peroxidase
[(BETHYL, diluidos 1:30000 em tampao de incubac¢ao (idem tampao de lavagem)].

Depois de incubar por 60 minutos a temperatura ambiente, as placas foram lavadas
mais trés vezes e incubadas por um periodo de 30 minutos na auséncia de luz a
temperatura de 28 °C com solugdo reveladora (4mg de OPD. O-fenildiaminabenzeno,
2,5ul de H,O; e 20mL de tampao de substrato pH 5.0).

Finalmente a reacdo foi interrompida com 30ul de H,SO4 3M/pogo e as placas
foram imediatamente lidas em leitor de ELISA (Titertek Multiskan “PLUS), a um

comprimento de onda de 492 nm.

3.7. Analise estatistica

As varidveis quantitativas foram submetidas aos testes de Normalidade (Lilliefors)
e Homocedasticidade (Cochran) e posteriormente a andlise de varidncia. Com o0s

resultados significantes foi realizado o teste de Duncan e Test t student.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo dos parametros bioldgicos, considerando os valores de: niimero de
teledginas desprendidas (DT%); reducdo do peso das fémeas (DR%), reducao do peso dos
ovos (DO%) e fertilidade (DF%) (Tabela. 2), se encontrou que a eficacia (EF) do
tratamento realizado no Grupo I foi de -32.90% e de 46,80% para o Grupo II, com efeitos
perceptiveis dos imundgenos sobre a ovoposi¢do € o metabolismo do carrapato (Figuras
1D, 1E).

Comparando os valores de EF do Grupo I com os trabalhos de PATARROYO et
al, (2002) e COUTO, (2002), que avaliaram apenas o peptideo SBm7462, encontraram
eficacia de 81.05% e 50.86%, respectivamente, diferentemente do que foi constatado no
presente trabalho, ja que nos animais do Grupo I ndo houve eficacia significativa no
controle do carrapato R. (B.) microplus, provavelmente por competigdo intraclonal dos
imundgenos.

O alto niimero de carrapatos que foram encontrados nos animais do Grupo I parece
estar relacionado a susceptibilidade ao carrapato R. (B.) microplus, o que segundo STEAR
et al. (1989); HUGHES & YAGER (1998) e ELLIS (2004) ¢ uma caracteristica
determinada pelo polimorfismo dos genes que codificam o Complexo Maior de
Histocompatibilidade, existindo variagdes primordiais entre ragas e populacdes na
apresentacao de antigenos e bem como na comunicagao entre células do sistema imune.

No caso do Grupo II, sua eficacia (46.80 %) foi menor que aquela obtida por
PATARROYO et al. (2002), porém foi maior que o constatado (10.58%) por COUTO
(2002) quando testou SBm7462 usando dose de Img do peptideo.
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Tabela 2. Parametros biologicos nas populagdes de carrapatos R. (B.) microplus

nos Grupos I, I e IV em relagdo ao Grupo III.

Parametros Biologicos GRUPOS

Grupo | Grupo II Grupo [I1 Grupo IV
Numero de carrapatos 406° 189° 282° 260°
Peso médio teledginas (g) 0.2690* 0.2543° 0.2621* 0,2601*
Peso médio ovoposicio (g) 0.1069°  0.1002° 0.1097 0,1136*
Peso Larvas/grama ovos (g) 0.6323° 0.5723° 0.6674* 0,65268"
Redugdo peso teledginas (DR)  -2.6215* 2.9776"
Reducdo peso ovos (DO) 2.552° 8.863°
Redugio teledginas (DT) -29.71° 32.98"
Reducao fertilidade (DF) 5.270° 14.249°
Eficacia (EF) -32.90? 46.80°

As letras diferentes (a,b,c) indicam diferenca significativa entre as colunas (tratamentos)
(p< 0,01). Eficacia (%) = 100 [1-(CRT x CRO x CRF)]. CRT: Redugdo de fémeas
ingurgitadas; CRO Reducdo da capacidade de emulsdo dos ovos; CRF: Reducdo da

fertilidade.

Figura 1. Efeito das vacinas sobre as populagdes de carrapatos. Carrapatos do Grupo II. A
e D: Nao apresentando ovoposi¢ao. D: Carrapato de cor negra indica altera¢ao nas fungdes
metabolicas, apresentando hemorragia. B e C: observa-se ovos escuros, secos € invidveis,

perda de vitelogenina.
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Os titulos de anticorpos IgG anti-SBm7462 nos animais dos Grupos I e II
aumentaram a partir da 4* semana apds a primeira imunizagdo (Figura 2.) com titulos no
Grupo I, na 8 e 11? semana de 1.75 £ 0.1849 e 1.98+ 0.07054, diferengas significativas
(p<0.05) em relagao ao Grupo II o qual apresentou nessa mesma semana titulos de 1.1306
+ 0.2819 e 1.34 + 0.2936, respectivamente.

A cinética de IgG1 anti-SBm7462 nos animais do Grupo I mostra um aumento na
6* ¢ 10* semanas com niveis de 0.602 + 0.1180 e 0,558 + 0,1624, respectivamente,
diminuindo ap6s o desafio. Nos animais do Grupo II os titulos de IgG1 especificos para
SBm7462 foram baixos durante todo o experimento com uma média geral de 0.1 +
0.0262, sem diferengas significativas com os Grupos III e IV (Figuras 3 ¢ 4).

A presencga de IgG2 especifica para o peptideo SBm7462 nao foi evidente durante
todo o experimento (Figuras 4 ¢ 5).

Ao se comparar os parametros bioldgicos encontrados com o nivel de anticorpos
presentes constata-se que os animais do Grupo I apresentaram altos titulos de IgG total e
niveis de IgG1 anti-SBm7462, porém efetividade baixa. O anterior difere com os dados
obtidos no Grupo II onde se tem altos titulos de IgG total e baixos niveis de IgG1 com

uma efetividade de 46.80 % (Figura 5).
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Figura 2. Cinética da producdo de IgGs, média das absorvancias de IgGs antigeno -
especificos para SBm7462 em animais imunizados, Grupo III e IV. As barras em T
representam os desvios padrdes para mais As setas correspondem as imunizacdes e dia de

desafio (D).
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Figura 3. Cinética da produgdo de IgG1, média das absorvancias de IgGs antigeno -
especificos para SBm7462 em animais imunizados, Grupo IIl e IV. As setas
correspondem as imunizagdes e dia de desafio (D). As barras em T representam os

desvios padrdes para mais.
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Figura 4. Cinética da producao de IgGl, 1gG2, 1gG Total. Média das absorvancias de
IgGs antigeno - especificos para SBm7462 em animais imunizados com Grupo I. As
setas correspondem as imunizagdes e dia de desafio. As barras em T representam os

desvios padrdes para mais.
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Figura 5. Cinética da produ¢do de IgG1,IgG2, IgG Total. Média das absorvancias de
IgGs antigeno - especificos para SBm7462 em animais imunizados com Grupo II . As
setas correspondem as imunizagdes ¢ dia de desafio. As barras em T representam os
desvios padrdes para mais. As setas indicam as inoculagdes e a letra (D) o tempo de

desafio.
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Os niveis de anticorpos IgG total anti-SBm7462 nos animais do Grupo I foram
maiores que no Grupo II, especialmente na 10* e 11* semana apds a terceira imunizagao,
concordando com os trabalhos de PATARROYO et al. (2000). Estes resultados também
sdo similares aos obtidos por PATARROYO et al. (2002) e GONZALES (2003) nos quais
o pico de produgdao de IgG total para o mesmo peptideo aconteceu apos a terceira
imunizagao.

Estes niveis altos de anticorpos indicam resposta imune secundaria (Figura 1).
Portanto, podo-se inferir que no Grupo II existe uma relagdo direita entre o nivel de
anticorpos IgG total e a efetividade no controle do carrapato, coincidindo com outros
trabalhos que testaram o peptideco SBm7462 sozinho (PATARROYO et al., 2002;
SALES-JUNIOR et al., 2005), mas diferindo do Grupo I, onde ndo apresentou-se relagao
entre o nivel de anticorpos totais e a prote¢do contra o carrapato.

A efetividade no controle do carrapato observada nos animais do Grupo II,
provavelmente, foi determinada por processos de competi¢ao intraclonal tanto de células
B e T apds apresentagdo por células apresentadoras de antigeno ao incorporar SBb023290
e SBm7462 interagindo simultaneamente. Estou concorda com o que foi descrito por
CREUSOT et al., (2003), quando afirmam que no caso de apresentagdo de dois antigenos
por células dendriticas similares ou diferentes pode haver cooperagao ou competicdo entre
duas populagdes de células TCD4+.

No trabalho realizado por OLIVEIRA, (2006), testando esses mesmos imundgenos
na forma monovalente e polivalente (dados ndo publicados), encontrou que a populagido
predominante foi de células TCD4 " sobre CD8" confirmando que a competicio intraclonal
esteve determinada por células TCD4" de acordo ao relatado por SMITH et al. (2000);
LAOUAR et al. (2000) e também por células B (HERMANN et al., 2006). E possivel que
a competi¢ao foi por maior afinidade com o peptideo SBb023290 “habilidade hierarquica”
(ANDERTON E WRAITH; 1998), devido a maior dificuldade ao processar SBm7462.

Entdo, sugere-se que a melhor apresentacdo do peptideo SBb023290 sobre
SBm7462 pode estar associada ao grau de solubilidade mais que a dose antigénica,
semelhante ao modelo descrito por CREUSOT et al. (2003) em que antigenos eram
excluidos da rede de células dendriticas foliculares dos linfonodos em beneficio de células
T antigeno-especificas.

O anterior pode explicar os menores niveis de anticorpos IgG total especificos para

o peptideo SBbo7462 obtidos nos animais do Grupo Il em comparagdo ao Grupo I,
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levando a produgdo de IgGl.1 especificas para o peptideo SBbo23290 com pontos de
ligagdo IgG1.2 anti SBm7462.

Finalmente, ainda considerando os niveis de resisténcia a R. (B.) microplus e baixo
nivel de anticorpos IgG1 antigeno-especifico para SBm7462 apresenta-se um marcado
efeito do peptideo no Grupo II que indica talvez respostas cruzadas apds competicao
clonal (IgGT e IgG1 SBbo23290-SBm 7462).

Ainda, considerando o modelo de CREUSOT et al. (2003) (Figura. 6) tem-se que
durante a competi¢do por sitios antigénicos as células dendriticas favorecem a competi¢cdo
intraclonal sobre a competi¢ao interclones.

Entdo, uma vez as células dendriticas expressam no caso do Grupo II, dois
peptideos diferentes SBbo23290 e SBm7462, esta sinapse estaria com um excesso de
células T TCR-Tg especificas para SBbo23290, onde complexos MHC-SBm7462
poderiam estar confinados a uma pequena e localizada area da superficie das células
dendriticas. Sob estas circunstancias, cé¢lulas T enddgenas especificas poderiam ter acesso
a esses compartimentos restritos sobre as células dendriticas permitindo maior afinidade

por um dos peptideos.

(a)

@ MHC — Complexo SBbo 23290
@ MHC — Complexo SBm 7462

(b)
Adaptado de
CREUSOT, 2003.
TRENDS in Reordena mento complexo peptideo MHC
immunology sobre a superficie.

CélTg esp Cél T enddgena esp CélTg esp Cél T enddgena esp
SBbo 23290 SBbo 23290 SBm 7462 SBm 7462

Figura 6 a. Em condicdo de limitado numero de células dendriticas, a competi¢cdo
intraclonal esta caracterizada por uma reduzida expansdo clonal, notavelmente a alta
freqiiéncia de células TCR-Tg também inibe a ativacao de células T enddgenas.
b.Células dendriticas expressando dois antigenos ou mais, estas sdo rodeadas por
células T, complexos peptideo MHC entdo reordenar-se  sobre sua superficie,
resultando em areas de 6tima sinapses, sitios onde clones de células T de diferente
especificidade podem ligar-se.
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5. CONCLUSOES

Respostas cruzadas determinadas por competi¢cdes intraclonais determinaram o
efeito imunologico dos Grupos I e II em deterimento da eficacia protetora do peptideo

SBm 74622 no controle do carrapato Riphicephalus (Boophilus) microplus.

O Grupo II apresentou uma maior reducdo no numero das teledginas (DT) 32.98%,

diminuicdo na fertilidade (DF) de 14.24% e uma eficécia final (EF) de 46.80%.
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