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RESUMO

CASTRO, Carolina Cruz Murta de, M.S., Universidade Federal de Vigosa,
novembro de 2005. Estudo experimental da resposta imune celular de
bovinos vacinados com o peptideo sintético sbbo23290 no controle da
babesiose por Babesia bovis (Babes, 1888). Orientador: Joaquin Hernan
Patarroyo Salcedo. Conselheiros: Marlene Isabel Vargas Viléria e Jackson
Victor de Aradujo.

Bovinos da raga holandesa entre 3-4 meses de idade receberam quatro
imunizagdes subcutaneas com o peptideo sintético SBbo23290 anti-Babesia bovis
mais saponina, e foram desafiados com amostra virulenta de B. bovis, sendo
avaliados quanto ao desenvolvimento da resposta imune celular. Para isso, foi
determinado o perfil de linfocitos circulantes (CD4*, CD8", CD21" e WC1") por
citometria de fluxo e seguimento dos eventos microscopicos ocorridos em
linfonodos através de técnicas diferenciais (Hematoxilina & Eosina e Verde Metil
Pironina) e de imunohistoquimica (Peroxidase anti-peroxidase). Os estudos
histologicos mostraram reatividade evidente de centros germinativos a partir do
quinto dia apés a primeira imunizacdo. A hiperplasia dos corddes medulares foi
mais evidente aos trés dias apds a terceira imunizacdo. O antigeno SBbo23290
foi detectado em células SBbo23290 positivas durante todo o experimento,
concomitantemente as alteracdes histologicas em o6rgaos linféides. Quando foi
determinada a composicdo fenotipica dos linfocitos de sangue periférico
circulantes, observou-se no grupo peptideo um aumento progressivo de linfocitos
WC1+ até os sete dias apds a segunda coleta, que decaiu ligeiramente apés a
terceira inoculacdo, aumentando novamente apos o desafio com a amostra
virulenta de B. bovis, o que ndo aconteceu com 0s demais grupos experimentais,
havendo diferenca estatistica entre os grupos. Os linfocitos CD4" e CD21"

decresceram ap0s a primeira inoculacdo, aumentando ap0s a segunda

Xiii



inoculagéo, e decaindo nas demais coletas, havendo diferenca estatistica entre os
grupos. A porcentagem de linfocitos T totais no grupo peptideo foi superior aos
demais grupos durante quase todo o experimento, sendo que a maior
porcentagem foi obtida apés a segunda coleta, ndo havendo diferenca estatistica
entre 0s grupos nas diferentes coletas. Sendo assim, pode-se concluir que o
peptideo sintético induz de maneira eficaz uma resposta imunolégica antigeno-

especifica, na qual encontram-se envolvidos mecanismos celulares e humorais.
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ABSTRACT

CASTRO, Carolina Cruz Murta de, M.S., Universidade Federal de Vigosa,
November, 2005. Experimental study of cellular immune response of
bovines immunizated with synthetic peptide sbbo23290 to the control
of babesia bovis’s (babes, 1888) babesiosis. Advisor: Joaquin Hernan
Patarroyo Salcedo. Committee members: Marlene Isabel Vargas Viloria
and Jackson Victor de Araujo.

Tree-four month old bovines of the Holstein Freesan breed received four
under—skin immunization of the synthetic peptideo 23290 anti-Babesia bovis plus
saponina. They were challenged with an virulent sample of B. bovis and they were
evaluated considering the development of the cellular immune answer through
identification of CD4*, CD8", CD21", and WC1" T lymphocytes by flow citometry
and microscopic evaluation of lymph nodes using the techniques H&E and Pironin
Methil Green, such as PAP. The lymphonodes analysis demonstrated germinal
centers reactivity at the 5" day after the first immunization. Medullars cords
hyperplasia was more evident three days after the third immunization. SBbo32290
antigen was detected in SBb023290 positive cells during whole experiment, and
simultaneous to the histology alterations in lymphonodes. Evaluating phenotypic
composition of the peripheral blood lymphocytes, a progressive increase of WC1”
lymphocytes was detected, which decreased after third immunization, and an
increment was observed again after the challenge. It was not observed in the
another experimental groups. The CD4" and CD21" lymphocytes decreased after
first immunization, increased after the second immunization, and decreased again
in the following immunizations; the variation was statistically significant between
the groups. The variation in total number of lymphocytes wasn't statistically

significant, although an increment of this cells was observed in the peptide group
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almost whole experiment, comparing with the another groups. We can conclude
that the syntetic peptideo induct an effective immunological specific-antigen

answer, in with cellular and humoral mechanisms were involved.
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1-INTRODUCAO

No Brasil, existem aproximadamente 160 milhdes de bovinos, dos quais 80%
estdo expostos ao parasitismo pelo carrgpato comum dos bovinos, o Boophilus

microplus, e as doencas por €ele transmitidas.

A Babesia bovis, transmitida pelo carrapato Boophilus microplus, é um parasita
apicomplexo dos bovinos transmitido por carrapatos, e junto com a Babesia divergens e
a Babesia bigemina, é responsavel pelas maiores perdas na industria dos bovinos em
todo o mundo (FASILA, 2004), pois uma vez com babesiose, 0s bovinos sofrem uma
grave anemia hemolitica, gerando perdas na produtividade e morte dos animais
(BOMFIM et.al., 2004).

A babesiose € uma doenca causada pela infeccdo intra-eritrocitaria de
protozoarios do género Babesia (CARLTON E MCGAVIN, 1998), sendo considerada
uma das doencas mais importantes que afeta 0 gado em regides tropicais e subtropicais
do mundo (LEVY et. al., 1982), além disso, vem ganhando crescente interesse como
uma zoonose emergente em humanos (HOMER et. al., 2000). No Brasil, a babesiose foi

relatada em bovinos pela primeira vez por Fajardo em 1901 (SILVA, 1981).

Aproximadamente 300 milhfes de cabecas de gado nas regides tropica e
subtropical do mundo est&o sob o risco de infeccdo com Babesia bovis e B. bigemina,
(WRIGHT, 1991).

A babesiose bovina, especialmente a que € causada pela B. bovis, continua sendo

a de maior importancia patol 6gica e econdmica ho mercado agropecuario do Brasil.

1



Na América Latina, a babesiose causa prejuizos de mais de US$ 1.365 milhdes
por ano (MONTENEGRO-JAMES, 1992).

Casos clinicos de babesiose ocorrem gquando, por diversas razdes, a barreira da
estabilidade enzodtica é quebrada (ZINTL et. al., 2005).

Existe uma grande variedade de sinais clinicos da babesiose, que se deve a
variagbes na patogenicidade dos microorganismos e na susceptibilidade dos animais
(CARLTON E MCGAVIN, 1998).

De acordo com BROWN E PALMER (1999), os bovinos acometidos por
Babesia bovis podem desenvolver uma babesiose severa, que ocorre quando eritrocitos
parasitados sdo sequestrados dos capilares do cérebro e pulmdes, resultando numa baixa
parasitemia periférica, babesiose cerebra e Sindrome Respiratoria associada a uma
infiltragdo massiva de neutrofilos dentro dos capilares dos pulmdes, permeabilidade e

edemavascular.

O controle da babesiose bovina pode ser realizado tanto pelo combate direto ou
imunidade protetora contra seu vetor, o carrapato Boophilus microplus, como através da

estimul agéo imunol 0gica contra 0 hematozoério.

No entanto, as limitagbes da quimioterapia tém levado ao estudo vacinal e

melhorado o entendimento da respostaimune a Babesia spp (ZINTL et. al., 2005).

A vacinagdo constitui um método de imunizagdo ativa com o intuito de estimular
0s mecanismos de defesa de um hospedeiro, de forma a proteger o animal de futuras

infecgdes ou de manifestacdes clinicas, aém de ativar células de memodrias.

A imunidade contra a Babesia spp requer ndo apenas a resposta imune inata, mas
também a adaptativa. Esta tem sido induzida apés a inoculagdo com antigenos,
atenuados, ou sintéticos, assim como por sobrenadantes de cultura do parasito que

contem antigenos solGveis.

Devido as limitages das vacinas que empregam parasitos vivos, novas fontes de
imunogenos tém sido pesquisadas e as vacinas constituidas por parasitos mortos, as
confeccionadas a partir de extratos de parasitos ou sobrenadante de cultura, e as vacinas

sintéticas e recombinantes tém sido consideradas as mais promissoras (BITTAR, 2002).



As proteinas produzidas em organelas do complexo apica tém grande
importancia no processo de invasdo do parasita na célula hospedeira (BROWN et al.,
1996). Sabendo disso, foram realizados diversos estudos que puderam comprovar que a
familia multigénica que codifica proteinas de 58-60kDa, denominadas RAP, que estéo
associadas tanto a superficie dos merozoitos quanto as roptrias do complexo apical de B.
bovis e B. bigemina, tém capacidade de estimular a resposta imune adaptativa dos tipos

humoral e celular.

Tendo em vista a importancia da proteina RAP-1, o Laboratério de Biologia e
Controle de Hematozoérios (LBCH) da Universidade Federal de Vigosa, associado ao
FIDIC — “Fundacion Instituto de Imunologia de Colombia’ desenharam e sintetizaram
peptideos sintéticos baseados na estrutura integra dessa proteina (PATARROYO et al.,
1999).

A utilizagcdo de vacinas se destaca como uma tecnologia promissora alternativa
a0 método de controle tradicional, premunicéo, devido ao fato de apresentar memaria

imunol 6gica, eficiéncia e seguranca.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar e mensurar a resposta imune celular e a protegéo conferida "ex vivo" a
bovinos (Bos taurus taurus) pela "vacinacdo” com o imunégeno sintético SBbo23290 e

desafio com cepa virulenta de B. bovis.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar a dindmica das alteragdes microscopicas dos foliculos linfoides e centros

germinais de linfonodos periféricos dos animais imunizados e desafiados,

- Andisar a resposta a0 SBbo23290 em PBL do sangue de animais submetidos a
imunizagdo e ao desafio;

- ldentificar cronologicamente o desenvolvimento da resposta imune em linfonodos de

bovinos imunizados com o peptideo SBbo23290 e desafiados com cepa patogénica;

- |dentificar a presenga de antigeno em linfonodos de animai s imunizados e desafiados.



3-REVISAO DE LITERATURA

3.1 — Babesiose bovina

As infecgdes por parasitas do género Babesia provavelmente tém complicado a
vida dos humanos desde a antiguidade, primeiramente atraves das infecgdes dos animais
domeésticos, mas sO recentemente, na metade deste século, essas infeccdes se tornaram
uma ameaca documentada a saude humana, adquirindo o titulo de uma zoonose
emergente (HOMER et. al., 2000).

De acordo com o referido autor, a praga do gado egipcio é descrita como
‘Grievous Murrain’, pode ter sido a ‘Febre da Agua Vermelha dos Bovinos (causada

pela Babesia bovis) e pode ter incluido a hematuria como sinal prevalente.

A babesiose bovina € causada por varias espécies de Babesia, entretanto, no
Brasil os bovinos sdo acometidos por duas espécies. B. bovis (BABES, 1888), que causa
maiores prejuizos no Brasil devido a severidade da doenca (FREITAS, 2001), e B.
bigemina (SMITH & KILBORNE, 1893), sendo que ambas, em condi¢des naturais, séo
transmitidas pelo carrapato Boophilus microplus (CANESTRINI, 1887).

A distribuicdo de todas as espécies diferentes de Babesia se da de acordo com a
distribuicdo geogréfica dos carrapatos, que sdo os vetores que a transmitem (GAFFAR,
2004).



Segundo BUSHELL et al. (1991), a babesiose tem ampla distribuicdo
geogréfica, que corresponde a area de existéncia do seu vetor bioldgico — carrapato,
Boophilus microplus, a qual se estende entre as latitudes 32° Sul e 40° Norte da linha do
Equador, constituindo um problema para os paises tropicais e subtropicais como o

Brasil.

No Brasil, a babesiose foi descrita primeira vez por Fajardo em 1901 (SILVA,
1981). Das duas espécies B. bovis e B. bigemina, a B. bovis € considerada a mais
virulenta (ZAUGG, 1993).

A dindmica da infeccdo por Babesia spp é dependente de fatores como
populacdo de carrapatos infestantes, capacidade de transmissdo do carrapato,
susceptibilidade dos bovinos, a qual varia com a raga, idade, sexo, estado fisioldgico e
imunitério (SOARES et. al ., 2000; SOUZA et al., 2000).

A babesiose é considerada um dos maiores impedimentos de uma produgdo
eficiente em criagbes nos paises menos desenvolvidos, que estdo localizados
principamente em regides tropicais e subtropicais (RAMIREZ-CRUZ et.al., 1997;
ALARCON et.al., 2003), visto que nessas regies o programa de controle do carrapato é
aparentemente impossivel de ser mantido devido a aguns fatores climéticos e

geogréficos.

A Babesia bovis, de acordo com McCOSKER (1981), causa perdas econémicas
devido aos efeitos diretos da doenga, como mortalidade dos animais, queda da producdo
dos animais doentes, e gastos com medicamentos para tratamentos, e aos efeitos
indiretos, como elevados custos de medidas profiléticas e de controle da doenca, e
dificuldade de expansdo de bacias leiteiras de alta produtividade devido a restricdo ao
fluxo de animais provenientes de areas instaveis. A patogenicidade é varidvel de acordo
com a cepa de Babesia bovis, mais ha maioria dos casos, apresenta uma alta mortalidade
nos animais ndo tratados (GAFFAR, 2004).

Em trabalho realizado por BOMFIM et.al. (2004), foi observado que bezerros
gerados por fémeas que passaram pela doenca clinica durante a gestacdo, nasceram mais
leves, confirmando a influéncia da infeccdo por Babesia sp. em vacas prenhes sobre o

peso dos bezerros ao nascer.



No Brasil, os prejuizos totais na produtividade da bovinocultura, causados
direta e indiretamente pelo Boophilus microplus, foram calculados na cifra de dois
bilhdes de ddlares anuais sendo quinhentos milhdes devido as doencas transmitidas por
estes (MADRUGA, 2003).

3.2 —Biologia da Babesia bovis

A Babesia bovis é classificada taxonomicamente no Filo Apicomplexa, Classe
Aconoidasida, Ordem Piroplasmida, Familia Babesiidae e Género Babesa
(LEVINE,1973).

Embora sgjam capazes de infectar uma ampla variedade de vertebrados, os
parasitas do género Babesia requerem um vertebrado competente e um hospedeiro
invertebrado para manter o ciclo transmissor (HOMER et. al., 2000). A babesiose
acomete mamiferos domésticos e silvestres, sabe-se que atualmente existem
aproximadamente 73 espécies animais como possiveis hospedeiros (BARREIRA et.al.,
2004). Em 2000, HOMER afirmou existir mais de 100 espécies de Babesia

identificadas.

Segundo GAFFAR (2004), apos testes de invasdo in vitro, foi observado que
merozoitos da Babesia bovis sdo capazes de invadir e se desenvolver em células
vermelhas de multiplas espécies, em contraste com a especificidade de hospedeiros

observada na natureza.

No hospedeiro vertebrado, apds serem inoculados pelo vetor no momento da
alimentagdo, 0s esporozoitos entram na corrente sangliinea e penetram nas hemacias,
desenvolvendo-se rapidamente, originando os trofozoitos que evoluem para merozoitos.

A saida do merozoito rompe a célula infectada, embora possa permanecer intacta.

Um ciclo de divisdo de B. bovis é de aproximadamente 8 horas; esse € um
processo continuo que depende fundamentalmente das condi¢des imunolégicas do
hospedeiro (MAHONEY, 1975; RISTIC, 1983; MEHLHORN & SCHEIN, 1984). A

invasdo das hemécias pelo parasita € um processo ativo que envolve organelas do



complexo apical como roptrias, granulos densos e micronemas, aém de corpos
esféricos, condide e anel polar (SAM-Y ELLOWE, 1996).

A fase sexuada do ciclo se da quando o carrapato ao se alimentar, ingere 0s
eritrocitos infectados com merozoitos, os quais irdo se desenvolver no intestino do vetor.
A partir do intestino do carrapato, via hemolinfa, estas formas sexuadas — gametas
podem invadir os ovarios, Tubos de Malpighi, e células musculares, onde iréo evoluir
para zigoto. No ovario, os odcitos infectados sdo responsaveis pela transmissdo vertical
da Babesia. Depois da postura, o zigoto infectado da origem a um cineto movel
(uninucleado) que ird se multiplicar assexuadamente no nuicleo do ovo e as células-filhas
invadem o epitélio intestinal em desenvolvimento da larva, produzindo esporocinetos,
gue irdo invadir as glandulas salivares, transformando-se em esporozoitos (RISTIC,
1988).

A transmissdo da forma infectante (esporozoito) ocorre até trés dias apds a
fixac&o do carrapato no hospedeiro. No caso da B. bovis, a transmissdo ocorre apenas na
fase larval (MAHONEY, 1975). Tais larvas se tornam negativas para B. bovis ap6s a
transmissdo, e a maior fonte de reinfeccdo pode ocorrer no fina do periodo de
ingurgitamento da fémea adulta (KESSLER et al., 2000). A transmissdo em bovinos
pode ser adquirida via transplacentaria (raramente) (NEW et al.,, 1997) ou

iatrogenicamente, através de fomites contaminados (ZAUGG, 1993).

Em estudo realizado por OLIVEIRA-SEQUEIRA et.al. (2005), com o intuito
de avdiar a fregiéncia da infeccdo de fémeas ingurgitadas e ovos de Boophilus
microplus com Babesia bovis e B. bigemina, foi observado que a maioria das fémeas
ingurgitadas 60,8% nd& mostraram estar infectadas com Babesia spp., sendo que a
freguéncia de infeccdo com B. bovis foi de 15,9%, e de B. bigemina foi de 17,6%. Em
relacdo a porcentagem de ovos infectados, 0s autores supracitados observaram que as
fémeas ingurgitadas infectadas com B. bovis produziram 47,3% de ovos infectados,
enquanto as fémeas infectadas com B. bigemina produziram 76,6% de ovos infectados.
Segundo KIEMTRUP & CONRAD (2000), a co-infeccdo da babesiose com outros
agentes transmitidos por carrapatos tém confundido o entendimento dessas doencas.

YOSHINARI et.al. (2003) demonstraram a existéncia de co-infeccdo entre o agente



etiologico da denominada Doenca de Lyme “ like” e a Babesia bovis na populacéo

brasileira

3.3 - Patofisiologia da Babesiose

A patogenia da babesiose, caracterizada por um envolvimento cerebral, tem
sido comparada com a do Plasmodium falciparum em humanos. Essa descoberta
permitiu inimeros avangos no estudo da imunidade contra Babesia bovis, bem como dos

mecanismos de protecdo a mesma (NEVILS et. al., 2000).

Clinicamente, na babesiose causada pela B. bovis 0os hospedeiros apresentam
febre (40°-42°C), depressdo, ictericia, anorexia, taquicardia, taquipnéia, anemia,
hemoglobinemia, hemoglobindria — menos frequente (WRIGHT, 1981; ZINTL et. al.,
2005), sidorréia, depressdo, disturbios neurolégicos e tremores mimetizando, muitas
vezes, os sintomas de outras enfermidades, como a raiva dos bovinos, e intoxicagdes por
plantas causadoras de doencas neuroldgicas (SOARES et. al., 2000). Também foram
reportados sinais como caguexia, e Sindrome do choque hipotensivo, acarretando um
alto indice de mortalidade entre animais susceptiveis (FREITAS, 2001).

A anemia é causada pela destruicdo intravascular de eritrécitos, pela liberacdo
de merozoitos ap0ds a reproducdo intra-eritrocitaria das babesias. Ademais, a fragilidade
osmotica de toda a populacdo eritrocit&ria aumenta terminalmente de tal modo que

ocorre macica lise, ainda que a parasitemia possa ser inferior a1% (WRIGHT, 1981).

FRANSSEN et.al. (2003), avaliando a caracterizagdo da invasdo eritrocitaria
pela Babesia bovis, notaram que a invasdo ocorre rapidamente (0,91% de parasitemia

aos 15 minutos pés infecgdo), atingindo um pico de 2,20% apos 60 minutos.

A morte pode ser causada por uma sindrome similar a0 choque, associado a
liberagdo de substancias vasoativas e anOxia anémica. Entretanto, a mortalidade é
extremamente variavel, dependendo da espécie de Babesia envolvida, da
susceptibilidade do hospedeiro, dos fatores de mangjo e de tensdo ambiental (ZAUGG,
1993).



Lesbes macro e microscopicas, causada por B. bovis, foram reportadas por
PATARROYO et.al. (1982), tais como membranas mucosas palidas e ictéricas, tecidos
subcutaneos levemente amarelados, 6rgaos abdominais como 0s rins, congestos e com
hemorragia subcapsular; vesicula urinaria com urina vermelho escura e petéguias na
mucosa. Os pulmdes também se mostraram congestos, levemente edemaciados com
algumas éreas hemorragicas. O endocardio se mostrou com petéquias e hemorragias. No
cérebro, foi observada uma distensdo de moderada a marcada dos capilares por
eritrocitos, bem como uma dilatagcéo dos espacos perivasculares. O figado mostrou uma
evidente degeneragdo das células parenquimatosas, e os canaliculos biliares distendidos
com bile. No baco, foi verificada congestdo e uma hiperplasia marcada das fibras
reticulares;, os centros germinais contendo poucas células, um grande nimero de
macréfagos continha hemossiderina e congestéo de capilares principal mente do cérebro,

rins e coracao.

Em outros paises também se evidenciou congesto do bago, encéfalo, pulmdes e
musculos esqueléticos, demonstrando também a presenca de ictericia, hemoglobindria,
hemorragias sub-epicardicas e sub-endocardicas; os rins se mostraram tumefeitos, a
vesicula biliar estava distendida e com bile espessa; no cérebro havia congestdo da
substancia cinzenta de todo o encéfalo CARLTON & MCGAVIN (1998).

Uma caracteristica clinica da babesiose € a chamada ‘babesiose cerebral’,
caracterizada por entupimento da microvasculatura cerebral com eritrécitos infectados e
reacOes inflamatérias associadas (GAFFAR, 2004). Segundo ZAUGG (1993), a
babesiose cerebral € caracterizada por hiperexcitabilidade, convul sdes, opistétono, coma
e morte, sendo os sintomas neurolégicos, causados pela andxia cerebral resultante da
anemia grave e/ou blogqueio dos capilares cerebrais pelos eritrécitos. O dano causado
pelo bloqueio dos capilares pode levar a uma condicdo conhecida como babesiose
cerebral (VALEIRON ,1998).

Trabalhos realizados por CAETANO (2001), mostram que a adesdo resulta da
interacdo entre antigenos de B. bovis na superficie dos eritrocitos e receptores endoteliais
complementares. Variagdes na composicdo de aminoécidos e estrutura dos antigenos

podem aterar a afinidade de ligaghes com receptores expressos nas células endoteliais.
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Assm, mesmo que amostras diferentes de B. bovis sgam capazes de produzir a
sensibilizacdo de hemacias com antigenos, apenas havera adesdo se estes antigenos
apresentarem afinidade pelos receptores endoteliais. HERNANDEZ (2002) demonstrou
gue o aumento da adesdo de eritrocitos provenientes de animais inoculados com uma
amostra patogénica de B. bovis (BbovUFV — 72 passagem) € devido a maior expressdo

de moléculas de adesdo na superficie das células endoteliais.

E importante relatar que NEVILS et.al. (2000), ao observarem que clones que
cresceram vagarosamente in vitro se mostraram menos virulentos, puderam comprovar
gue existem subpopulagbes de Babesia bovis que apresentam graus varidvels de

viruléncia.

3.4 —Mecanismos de | munidade dos bovinos contra a Babesia bovis

A imunidade contra Babesia spp envolve os dois tipos de resposta imune, a
inata e a adaptativa (BROWN & PALMER, 1999). As células do sistema imune inato
S80 responsaveis por controlar a taxa de crescimento do parasita e em parte da
parasitemia (HOMER et. al., 2000). A imunidade inata, de acordo com GOFF et. al.
(2001), pode ser suficiente na prevencdo da doenca severa em bezerros, em contraste

com 0s animais adultos que foram sucumbidos ao mesmo desafio com B. bovis.

Segundo BROWN (2001), os eventos que ocorrem a partir do momento em que
0 parasito invade o hospedeiro vertebrado e entra em contato com a imunidade inata é
gue determinardo a magnitude da resposta imune especifica. Os hospedeiros mamiferos
a desenvolvem apds um episodio de infeccdo natural, ou posterior a uma imunizagéo
profilatica (HOMER et al., 2000).

Ambos fatores, humoral e celular estdo envolvidos na imunidade contra
babesiose; o componente humoral do sistema imune € atualmente considerado de
importancia limitada na protecéo contra infecgdes por parasitas do género Babesia, visto
gue estes podem subverter a resposta imune humoral e manipulé-la para sua vantagem
(HOMER et. al., 2000).
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3.4.1 - CélulasNK e Macro6fagos

AHMED (2002), afirma gue existe uma crescente evidéncia de que a imunidade
protetora aos carrapatos e as doencas transmitidas por eles depende da mobilizacdo de

ambas, imunidade inata e adaptativa.

Mondcitos e macrofagos exercem um papel central nas respostas imunes como
células apresentadoras de antigeno, células imuno-regulatdrias e efetoras (GOFF et. al.,
2002).

Alguns linfécitos sangtiineos ndo demonstram propriedades nem de células T
nem de células B (NTNB), constituindo uma terceira populacdo distinta de linfécitos,
encontrada em pequeno nUmero no sangue e se distribuem largamente por todos os
orgdos linféides, sdo as chamadas células natural killer (NK), ou exterminadoras
naturais, que originam a partir das mesmas células precursoras que as células T, mas ndo

sofrem o processamento timico (TYZARD, 1998).

Uma caracteristica definida dos macréfagos e células NK é que eles sdo capazes
de produzir mediadores solUveis em resposta a uma variedade de estimulos infecciosos
inespecificos (HOMER et. al., 2000).

De acordo com JAMES (1988), especificamente células NK e macréfagos,
estdo envolvidas na atividade anti-babesias, pois na auséncia destas, observa-se um
aumento da parasitemia em curto periodo de tempo, sugerindo que os fatores imunes
inatos podem estar envolvidos na destruicdo dos parasitas antecipadamente a producdo
de anticorpos. Na auséncia de macréfagos e células NK, uma alta parasitemia se
desenvolve em um curto periodo de tempo (HOMER €. al., 2000).

De acordo com BITTAR (2002) os macrofagos e outras células como as NK e
neutréfilos, produzem oxido nitrico e citocinas pré-inflamatérias, que auxiliam no

controle da parasitemia e na recuperacéo do animal na fase aguda da doenca.

A producdo de dxido nitrico (NO) em macréfagos de bovinos, estimulados in

vitro com antigenos de membrana de Babesia bovis e com sobrenadante de cultura de
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células Th antigeno-especificas contendo IFN-g e TNF-a enddgenos, parecem sugerir
gue o aumento da expressdo da enzima éxido nitrico sintetase induzida (iNOS) em
macrofagos pode ser indicativo do potencial babesicida do NO (STICH et al., 1998). De
acordo com GOFF et.al. (2001), o éxido nitrico tem sido conhecido por seu poder
babesicida in vitro, porém sua efetividade in vivo tem sido questionada devido a sua

habilidade de diminuir aregulacéo darespostaimune do tipo I.

Todavia, a superproducéo de NO, também, pode estar associada a mecanismos
patogénicos da infeccdo, incluindo a babesiose cerebral, jA4 que varias disfuncdes
orgéanicas, observadas durante a evolucdo da malaria e da babesiose, podem ser
mediadas pela producéo exacerbada de citocinas proé-inflamatérias (GRAU et al., 1989).

No entanto, GOFF et. al. (2001) obtiveram resultados consistentes com a
hipétese de que o 6xido nitrico exerce um papel no controle da infecgdo por B. bovisem
bezerros jovens no primeiro contato com o parasita, durante uma resposta imune inata
no baco.

342 —-CélulasT

As células T sdo os linfécitos predominantes no sangue (até 80% dos linfocitos
do sangue periférico), que deixam o sangue por duas vias; as células T gque ndo se
encontraram com 0 antigeno anteriormente (células virgens) se conjugam com vénulas
especializadas localizadas no paracértex dos linfonodos (vénulas endoteliais atas), e as
células T de memodria deixam a corrente sangliinea através dos vasos sanguineos
convencionais nos tecidos e sao depois transportadas para os linfonodos através da linfa
aferente (TYZARD, 1998).

As células T exercem um papel crucial orquestrando as defesas do hospedeiro
contra patégenos intra e extra-celulares (FLYNN et. al., 1998).

De acordo com HOMER et. al. (2000), as células T sdo criticas naresisténcia a

babesiose, e os mecanismos mediados por células T ocorrem no estégio de resolucéo,
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sendo que as células T também tém sido implicadas na protecéo contra espécies letais de
Babesia.

As células T CD4" desempenham uma variedade de fungBes auxiliares,
necessérias para montar uma eficiente resposta imune adaptativa (APPAY, 2004). Visto
que a Babesia bovis é um parasita intra-eritrocitario obrigatério, as células T CD4"
representam a ligagcdo entre os dois tipos de resposta, inata e adaptativa, uma vez que o
eritrocito ndo possui Complexo Maior de Histocompatibilidade - MHC (BROWN &
PALMER, 1999).

As células bovinas positivas para CD4 usua mente representam entre 15 e 35%
das células mononucleares do sangue periférico, dependendo da idade dos animais,
enguanto no timo, CD4 é expresso em 60-80% dos timdcitos, sendo que uma grande
populacdo dessas células (75-88% delas) também expressam CD8 (BENSAID &
HADAM, 1991).

A morte intra-eritrocitaria nos estagios de resolucdo requerem linfécitos T,
especificamente a subpopulagio de células CD4" produtoras de IFN-g (HOMER et. al.,
2000). No entanto, é importante salientar que apesar das células T CD4 serem
consideradas unicamente auxiliares, novos subtipos e novas fungbes tém sido

relacionadas as células T CD4".

Foi reportado por APPAY (2004) a existéncia de linfdcitos T CD4" citotoxicos,
que s30 células T, CD4" (células T citotdxicas CD4") atamente diferenciadas que ja
tiveram contato com antigeno, levadas a esse estagio através de uma ativacdo, no
entanto, ainda ndo existe evidéncia que sugira que essas células T, CD4" sdo derivadas
das células T CD8" ou pertencem a alguma familia de células semelhantes a NK ou

células T regulatorias.

Muitos estudos tém reportado a presenca de células T.CD4" detectadas
diretamente do sangue periférico, in vivo, em diversas patologias humanas. Individuos
saudaveis mostraram possuir poucas dessas células (ndo mais de 2% de toda a populacéo
de células T CD4"), no entanto, essas células corresponderam a mais de 50% das células
T CD4" em aguns portadores do virus HIV, podendo claramente exibir potencial

citotoxico.
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Pode-se dizer que a resposta imune resultante da infeccdo por Babesia é
consequéncia de um somatério de fatores e que o controle do padréo de resposta dos
linfécitos T CD4" representa um ponto central no desenvolvimento de uma imunidade
protetora (BITTAR, 2002).

As células T CD4" produzem IL-2, que também é essencial para a expansio
clonal das células T CD8" (AHMED, 2002). Segundo COX (1997) e BROWN et al.
(1998), existem evidéncias de que muitas infecgdes sdo controladas por mecanismos
humorais e celulares, sendo que a imunorregulacéo das infecgbes difere em relagdo aos
tipos celulares envolvidos, as citocinas e mediadores secretados, bem como 0s seus

efeitos supressores ou indutores sobre respostas imunes do tipo Thl e Th2.

As células Th apresentam um papel duplo; suprem as citocinas necessérias para
a maturacdo de isétipos de imunoglobulinas de ata afinidade, e producéo e ativacdo de
macrofagos (BROWN & PALMER, 1999).

Existem dois subgrupos distintos de células Th, que sdo diferenciados pelas
citocinas que secretam: as células Thl, que secretam caracteristicamente interleucina 2
(IL-2), interferon g (IFN-g), e a linfotoxina fator de necrose tumora a (TNF- a) dentro
de poucas horas apos o estimulo por um antigeno, e as células Th2, que secretam IL-4,
IL-5, IL-10 e IL-13 vérios dias apds a exposi¢do a um antigeno (TYZARD, 1998).

Como suposto por ZINTL et. al. (2005), animais adultos e jovens responderiam
com uma resposta imune Thl ainfeccdo primaria com Babesia bovis, caracterizada pela

producdo de IL-12, bem como estimulac&o de citocinas pro-inflamatorias no bago.

A composicdo final da resposta das células Th ao antigeno, pode determinar se
as respostas inflamatérias e auto-imunes serdo favoraveis ou ndo (MURPHY &
REINER, 2002).

GOFF et. al. (2001), apds inocular eritrocitos infectados com B. bovis em
bovinos jovens constatou que a resposta imune inata protetora de bezerros frente a
babesiose possui atributos tipo I, com uma inducéo precoce de IL-12 esplénica e a
expressdo de RNAm IFN-g seguido por um periodo curto de expressdo de 6xido nitrico

sintetase induzivel (iNOS).
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Na metade dos anos 80, caracterizaram-se células T humanas e murinas
contendo TCR (receptor de células T) composto de heterodimeros g/d, que levou a um
grande interesse no papel das células Tgd nas respostas imunes (POLLOCK & WELSH,
2002).

Cerca de 1 a 3% dos linfécitos do sangue periférico nos humanos e nos
camundongos e até 60% nos ruminantes possuem TCRs gque consistem em cadeias [ e
[J; essas células em humanos e nos camundongos possuem uma diversidade limitada, no
entanto, nos ruminantes essas células constituem uma alta propor¢do da populagdo de
células T e so capazes de se conjugar com uma larga variedade de antigenos, sugerindo

gue possuam uma importancia funcional maior (TYZARD, 1998).

De acordo com FIKRI et.al. (2000), em bovinos, as células Tgd constituem uma
populagdo proeminente das células mononucleares periféricas bovinas (PBMC),
atingindo mais de 20 — 30% em bovinos jovens. ROGERS et.al. (2005) constataram que
embora as células Tgd WC1.1" tenham sido as células predominantemente expressas em
bezerros jovens, devido ao declinio precoce e rapido deste tipo celular, as células Tgd
WC1.2" demonstraram uma quantidade semelhante de 1 a 2 anos de idade, indicando

gue também possuem papel importante em animais adultos.

Os bovinos possuem subpopulaces de células Tgd que diferem no fendtipo
celular e podem ter diferentes distribuicdes teciduais, e um dos antigenos de
diferenciagdo mais estudados das células Tgd bovinas é uma molécula de superficie de
215 kDa denominada ‘Workshop Cluster 1' (WC1), que € expressa na maioria das
células Tgd na circulacdo periférica (POLLOCK & WELSH, 2002). WC1 é uma
glicoproteina transmembréanica, membro da familia do Receptor Scavenger Rico em
Cisteina (SRCR), sendo unicamente expressa has células Tgd. Uma grande proporcéo,
freqlentemente a maioria das células Tgd do sangue periférico em animais jovens
expressam WC1, tendo sido identificada somente em ruminantes e suinos (ROGERS
et.al., 2005).

Duas populacdes de células Tgd tém sido identificadas no sangue periférico
bovino; uma delas é descrita como WC1'/CD2/CD4/CDS8, e a outra é WCI1
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/CD2'/CD8", sendo que quando comparamos células Tgd WC1/CD2", uma ampla
proporcdo de células Tgd WC1'/CD2 s30 encontradas no sangue periférico, enquanto
existe uma ampla propor¢do de células Tgd WC1/CD2" no bago (VESOSKY et.al.,
2003).

Além das células Tgd possuirem duas populacfes distintas, existem também
trés isoformas de WCL, referidas como WC1.1, WC1.2 e WCL1.3, que S80 expressas em
células Tgd, sendo que WC1.1 e WC1.2 sdo expressas na maioria das populacfes de
células Tgd, enquanto WC1.3 € expressa em uma pequena subpopulacdo de células Tgd
com caracteristicade WC1.1.

Andlises da distribuicdo tecidual de duas populagbes de células T gd por
citometria de fluxo revelaram que a populagdo WC1" estava presente em altas
concentragdes no sangue periférico (30-60% em animais jovens) e baixas nos 0rgaos
linféides secundérios (5-10%) e que a populagdo WCL foi baixa no sangue periférico
(3-5%) e dta no baco, glandula maméria, e epitélio mucoso do intestino (20-60%)
(PARK et. al., 2000).

Estudos tém mostrado que as células T gd sdo ativadas e proliferam através da
EXPosicao a organismos patogénicos e parasitas. A atividade reguladora e efetora das
subpopulagdes das células T gd, de acordo com as pesquisas realizadas por PARK et. al.
(2000), sdo moduladas através de mecanismos diretos e indiretos: reconhecimento de
antigeno através dos TCRs, e ativacdo através das citocinas produzidas pelas células
apresentadoras de antigenos e citocinas ‘ crossregulatory’ produzidas por células T gd e
ab.

Nos ruminantes, segundo TYZARD (1998), as células Tgd respondem
predominantemente na reacdo linfocitica mista, sugerindo que possam reconhecer
antigenos estranhos do MHC e gue também possam ser citotoxicas. Além disso, essas
células também podem ser exigidas para proporcionar uma resposta imune precoce

mediada por células nos animais cujas |gs falhem em atravessar a placenta.

As células Tgd possuem diversas fungdes, dentre elas a capacidade de secretar

citocinas tanto do tipo 1 quanto do tipo 2, a capacidade citolitica, o efeito regulador
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sobre o sistema imune (HOWARD et al., 1999), a capacidade de reconhecerem
antigenos protéicos (WELSH et al., 2002), apresentarem antigenos as células T CD4+ e
induzirem a sua proliferacéo (COLLINS et al., 1998) e de participarem na maturacéo
das células dendriticas (LESLIE et al., 2002).

Estudos de infeccdo por Mycobacterium bovis em bovinos exauridos de células
Tgd WC1" através de anticorpo monoclonal sugeriram que a presenca dessas células esta
associada com o desenvolvimento de uma resposta imune adquirida com polarizacéo
Thl, com isso, acredita-se no papel das células Tgd WC1" como uma ligac&o entre a
imunidade inata e adquirida, o que é fundamental para uma resposta imune apropriada
(POLLOCK & WELSH, 2002).

Quanto a localizacdo, em estudos realizados por PARK et.al. (2000), foi
observado que as células WC1 estavam abundantes na polpa vermelha do baco,
enquanto as células WC1" estavam predominantemente presentes na regido periarteriolar
e zona margina; enquanto no linfonodo, ambas populagdes de céulas estavam
localizadas nos selos subcapsulares da regido cortical e medular. Neste mesmo trabal ho,
notou-se que as células WC1" estavam muito distribuidas no timo, em pouco niimero no
cortex, e em maior concentragdo na regido medular, em grupos proximos aos
corpusculos de Hassall. Quanto a idade, enquanto 0 decréscimo na porcentagem no
sangue no primeiro ano de vida foi notado ser decrescente para células Tgd WC1.1%, o
mesmo n&o aconteceu com as células WC1.2" (ROGERS et.al., 2005).

3.4.3-CéulasB

A protecdo contra a infeccdo aguda de Babesia envolve macréfagos ativados
(BROWN & PALMER,1999), neutrofilos, células NK (COURT et al., 2001), entre
outros, no entanto, o controle da parasitemia durante a persisténcia da infec¢do ou apos a
infeccdo por Babesia envolve também anticorpos (BROWN & PALMER, 1999).

As células B atuam como células efetoras primariamente, através da expansao
clonal antigeno-especifica e diferenciacéo celular (MCHEY ZER-WILLIAMS, 2003).
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FLYNN et. al. (1998) sugerem que as células B antigeno-ativadas promovem
um mecanismo de diferenciacdo das células Th e seu recrutamento para foliculos B,

onde o centro germinal se desenvolve.

Respostas de células B reguladas por células Th fazem uso das células B
foliculares como precursoras e dependem de padrdes qualitativamente diferentes da
formacdo da singpse imune para regular o destino das células B (MCHEY ZER-
WILLIAMS, 2003).

Células B antigeno-especificas possivelmente continuam a chegar no linfonodo
por alguns dias apés a imunizagdo, e provavelmente fazem uma interagdo cognata com
as células T ativadas no linfonodo drenante do sitio de imunizacdo (TOELLNER et. al,
1998).

Apés a re-exposicdo a mesma proteina antigénica, células B de memoria séo
estimuladas para se diferenciar rapidamente em células plasméticas que secretam
anticorpos de alta afinidade, com mudanca de isotipo como células efetoras de longo
prazo naimunidade adaptativa (MCHEY ZER-WILLIAMS, 2003).

Ainda, estes autores afirmam que células B de memodria, geralmente expressam
isotipo mudado e Igs de membrana maturadas por afinidade, e requer regulacdo da
memoria cognata de células Th para sua resposta a um antigeno ja conhecido
(MCHEY ZER-WILLIAMS, 2003).

3.4.4 —Resposta em Tecidos Linféides

O sistema linfide € muito mais do que um acumulo de orgéos linféides como
baco, timo, medula Gssea, tecido linfoide associado ao intestino, e linfonodos; nos
organismos Vvivos, existe uma troca dinmica e uma reorganizacdo das subpopul aces de
linfGcitos entre esses 0rgdos linfoides, e até mesmo na maioria dos tecidos (HAY &
ANDRADE, 1998).

A resisténcia inata a B. bovis parece depender de uma resposta precoce tipo |

gue é amplamente limitada aos 6rgéos linfoides, particularmente o bagco. O baco € um
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grande 6rgéo linféide que possui células T, B, NK e macréfagos (HOMER et. al., 2000),
e seu papel central no controle da babesiose bovina em animais jovens € suportado pelo
fato conhecido de que bezerros esplenectomizados séo téo susceptivels quanto bovinos
adultos infectados pela primeiravez por Babesia (ZINTL et. al., 2005).

Os linfonodos sdo o0s Orgdos aonde a resposta imune inata conduz a uma
imunidade adquirida; € onde alguns dos patdgenos mais devastadores evadem a resposta
imune, e linfécitos auto-reativos encontram pela primeira vez antigenos proprios tecido-
especificos e sdo tolerados ou ativados. Os principais papéis dos linfonodos dependem
da migragcdo coordenada de seus constituintes celulares; os linfonodos possuem diversas
funcbes importantes no sistema imune: recrutar grande nimero de linfocitos virgens do
sangue; coletar antigenos e células dendriticas dos tecidos periféricos; suprir o ambiente
para tolerdncia antigeno-especifica ou promover respostas efetoras primarias e
secundarias; modular as caracteristicas orientadoras das células T de memoria, levando-
as aos tecidos que contém os antigenos cognatos; e promover o ‘look out’ para as células
centrais de meméria (VON ANDRIAN & MEMPEL, 2003).

Nos linfonodos estimulados por um antigeno, algumas das células dentro desses
nodulos se expandem para formar estruturas caracteristicas, conhecidas como centros
germinais (CGs), onde as células B sofrem o processo de mutacdo somatica, e onde
ocorre a mudanca de classe imunoglobulinica e a formacdo de células de memaria
(TYZARD, 1998).

A importancia daformacdo do CG nas respostas a antigenos protéicos é descrita
por LANE et al. (1994) ao demonstrar que camundongos carentes de CGs foram
incapazes de produzir anticorpos de ata afinidade, ou segundo MATSUMOTO et al.
(1996), embora produzam IgGs precisa-se de doses imunogénicas atas para gerar ta
afinidade.

De fato, as Unicas estruturas capacitadas para conferir a especificidade
necessaria para uma resposta imune bem sucedida séo os CGs, uma vez que neles 0s
genes varidveis Ig nas células B sofrem hipermutacdo somética e troca de isotipos ao se

diferenciarem em centroblastos, que convertem-se em centrocitos ndo proliferativos
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(L1U et al.,1992) que expressam |gs de membrana que ficam expostas aos complexos

imunes nas FDC.

Duas regides principais podem ser distinguidas histol ogicamente nos linfonodos
- 0 cortex e a medula, sendo o cortex dividido em paracortex (&rea das células T), e a
area mais superficial das células B, que consiste de foliculos primarios e (apos desafio
antigénico), centros germinais. Os foliculos das células B sd0 os principais sitios das
respostas humorais, enquanto a paracortex é o sitio onde os linfécitos circulantes entram
nos linfonodos, e onde as células T interagem com as células dendriticas. A medula é um
‘labirinto’ de seios drenantes que sdo separados pelos corddes medulares, que contém
muitas células plasmaticas e alguns macrofagos e células T de memodria (VON
ANDRIAN & MEMPEL, 2003).

A diferenciacéo de células B reguladas por linfocitos T comega com a ativacdo
e migracdo de células dendriticas as zonas T dos linfonodos que drenam as areas do
tecido exposto ao antigeno protéico. A captacdo do antigeno, processamento e sua
apresentacdo dentro do contexto MHC I, permitem a interacdo da célula dendritica
ativada e a célula T auxiliar ndo marcada e o posterior inicio de uma sinapse imune, a
gual gera a expansdo de clones antigeno-especificos tanto de células T quanto B
(GULBRANSON-JUDGE & MACLENNEN, 1996).

As células T sdo ativadas pela apresentacdo do antigeno apropriado, e
subsequientemente influenciam a proliferacdo, a troca de isotipo, a sobrevivéncia, e/ou a
mutagdo somética das células B do centro germina pelo contato e/ou producdo de
citocinas. No entanto, os requerimentos das células T para a formacdo do centro
germinal sdo diferentes para a troca de isotipos e para secrecéo de Igs (SECORD et. al.,
1996).

As interagdes células B e T, desencadeiam uma reacdo no centro germinal,
ocorrendo hipermutacdo somética, selecdo antigeno-especifica, preservando as células
plasméticas de ata afinidade com longevidade e células B de memdria como células
precursoras sensibilizadas por um antigeno ja conhecido (MCHEY ZER-WILLIAMS,
2003).
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Ainda, de acordo com SECORD et. al. (1996), a interacdo entre células T e B
antigeno-especificas ativadas progride com a proliferacdo de células B; algumas se
diferenciam prematuramente em plasmocitos nas zonas parafoliculares, com a
consequente producdo de anticorpos de vida curta ndo diversificados somaticamente,
enquanto outras, junto com as células T CD4" sdo induzidas a migrarem aos foliculos
linféides priméarios, estimulando a formagdo de centros germinais (CGs) antigeno-
especificos altamente reativos. Segundo VON ANDRIAN & MEMPEL (2003), as
células T sdo iniciamente ativadas na area de células T, especialmente no paracortex
superficial, enquanto as células B antigeno-especificas sdo dispersas através dos
foliculos de células B. Depois, as células T CD4" se localizam ao redor dos foliculos,
onde véo auxiliar as células B antigeno-especificas promovendo a formagdo de centros

germinais.

Essas respostas T-dependentes induzem uma diferenciacdo de céulas
plasméticas de vida curta e o desenvolvimento do centro germinal com células
plasméticas maduras de vidalonga e c8ulas B (MCHEY ZER-WILLIAMS, 2003).

A formacdo dos CGs freqlentemente € caracterizada pela estratificagdo de
subpopulagdes linfociticas em regides proliferativas e ndo proliferativas bem conhecidas
como zonas escura e clara respectivamente (MACLENNAN, 1994; CAMACHO et al.,
1998). Em bovinos formagéo tem sido claramente observada e o tempo de
aparecimento dos mesmos parece depender do imundgeno utilizado (FREITAS, 2000;
RESENDE 2003).

3.4.5 —Recirculacdo de linfocitos

A integracdo e o controle das respostas imunes sistémicas dependem do trafego
regulado dos linfocitos (BUTCHER & PICKER, 1996). A migracdo dos linfocitos do
sangue para dentro dos tecidos periféricos e linfoides € determinada por eventos

complexos e combinados, envolvendo multiplas moléculas que, juntas regulam o acesso

22



tecidual de subtipos especializados de linfocitos (DEBES et.al., 2005). A recirculacéo
continua dos linfécitos entre o0 sangue, tecidos e linfa € essencia para a coordenagéo e
disseminacdo das respostas imunes. O sangue contém ‘pools’ distintos de linfocitos que

diferem na sua competéncia de recirculacéo (YOUNG et.al., 1997).

O processo de recirculacdo dispersa o repertério imunolégico, direciona os
subtipos de linfécitos para os microambientes especializados que controlam sua
diferenciacdo e regulam sua sobrevivéncia, além de direcionar células imunes efetoras
aos sitios de invasdo antigénica ou microbiana (BUTCHER & PICKER, 1996).

A saida dos linfécitos dos tecidos e a migragdo via linfa aferente dentro dos
linfonodos drenantes é um mecanismo de migracdo homeostética critico para células T
de memodria e efetoras (DEBES et.al.,, 2005). Um ‘pool’ de células de memdria
originadas do sangue tem a capacidade de entrar em multiplos tecidos, ambos linféides e
ndo linfoides, e entrada € diferentemente regulada (KLONOWSKI et.al., 2004).

DEBES et.al (2005) demonstraram que a saida dos linfécitos dos tecidos pela
linfa € um processo seletivo e ativo, e que o receptor de quimiocina CCR7 € a chave

desse processo.

A expressdo de alguns receptores de adesdo de superficie celular nas células
linféticas esté correlacionada com a sua presenca na linfa drenante especifica do tecido,
sugerindo que eles podem ser ‘pools fenotipicamente definidos de linfécitos que
preferencialmente migram através dos tecidos distintos, sendo que os PBL S representam
todos esses ‘pools’ (YOUNG et.al., 1997).

O ‘pool’ de linfécitos que recirculam ativamente pelo organismo tem sido
estimado ser dez vezes maior do que o ‘pool’ sanglineo; mesmo assim, essas células
ativamente recirculantes representam somente 10% do numero total de linfocitos. A
maioria dos linfocitos dentro do timo € incapaz de recircular, ou sgja, talvez a massa
timica ndo segja incluida no total, além do que, o ‘pool’ de linfécitos recirculantes néo
pode ser considerado homogéneo, visto que € composto de multiplas populagdes com
comportamentos diferentes. A caracteristica fenotipica dos subtipos de linfécitos no
sangue € similar ao do baco e diferente dos linfonodos, linfa pds-nodal e pré-nodal
(HAY & ANDRADE, 1998).
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Os experimentos de KLONOWSKI et.al. (2004) demonstraram que um *pool’
de células de memodria originadas do sangue foram capazes de entrar na maioria dos
tecidos ndo linféides e que essas células migratérias foram funcionamente ativas,
sugerindo um mecanismo capaz de conferir rapidamente uma ampla protegdo frente a
uma infeccdo secundéaria. No entanto, apesar deste experimento ter sido capaz de
demonstrar a capacidade migratéria das células T de memoéria, ele ndo foi capaz de

demonstrar o movimento das células T CD8 de meméria ao longo dos tecidos.

Segundo HAY & ANDRADE (1998), tem sido demonstrado que as células
derivadas das linfas possuem diferentes capacidades migratorias em relacdo aos
linfocitos derivados do sangue, e que um desafio antigénico de um Unico linfonodo pode
primeiramente reduzir a producdo de linfécitos e entdo, aumentar marcadamente o

recrutamento do sangue e subsequientemente a producgéo dentro da linfa eferente.

3.5. Métodos de controle da babesiose

Considerando-se as peculiaridades da babesiose, incluindo sua caracteristica
aguda, na maioria das vezes, intensos esforcos tém sido feitos para desenvolver métodos
ou produtos capazes de controlala (ALARCON et.al., 2003).

RAMIREZ-CRUZ et.al. (1997) afirmam que ndo existe um procedimento que
por si mesmo constitua um controle real da babesiose no mundo, visto que ha diferentes

aspectos gque determinam e condicionam a presenca da enfermidade.

A reducdo da transmissdo da babesiose na atualidade € favorecida pelo controle
dos carrapatos que € realizado de maneira estratégica por meio de aplicagdo de drogas
acaricidas em determinados periodos do ano, baseados em dados de levantamento
epidemiol dgico, estas medidas reduzem os niveis populacionais dos carrapatos (NARI,
1990).

Esforcos significativos tém sido investidos no desenvolvimento de vacinas para
bovinos e outros animais, de qualquer forma, devem eventualmente se mostrar

utilizaveis para o desenvolvimento de uma vacina humana (HOMER et. al., 2000).
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A imunizac&o, sob o ponto de vista de RAMIREZ-CRUZ et.al. (1997), parece
ser 0 procedimento que oferece as melhores perspectivas, pois este método de prevencéo
e controle é considerado uma das alternativas primordiais para resolver o complexo

problema da babesiose bovina.

E preciso sdientar que embora as vacinas sejam desenvolvidas para proteger 0s
animais contra um amplo nimero de patdgenos importantes, fregiientemente elas sdo
apenas parcialmente efetivas, sgja pela sua ineficiéncia em gerar uma resposta imune

celular (ELLIS, 2004), seja pela possibilidade de transmitir doengas.

DE VOS & BOCK (2000), estudando a eficiéncia de vacinas contra babesi oses,
cita que umavacina ideal deve apresentar as seguintes caracteristicas: prevenir a doenca,
proteger contra as diferentes cepas, induzir imunidade de longa duracdo, ser livre de
antigenos contaminantes, conservar a poténcia durante o armazenamento e transporte, de

facil administracéo.

3.5.1. Premunicdo

A premunicdo consiste na inoculagdo de sangue de um anima portador
(doador) em um animal susceptivel (receptor), esta teve origem no inicio do século XX,
na Austrdlia, por C. J. Pound (CALLOW et al., 1997); apesar de ser o método mais
antigo, atualmente, esta prética continua sendo amplamente utilizada no controle da

babesiose em plantéis de bovinos leiteiros no Brasil.

PATARROYO (1979) destaca as limitacBes desse método ja que o inoculo €
desconhecido tanto qualitativa como quantitativamente. A necessidade de medicacéo
dos animais que apresentam a doenca na forma aguda interrompe 0 mecanismo de
desenvolvimento da imunidade, necessitando-se, por isso, de repetidas inoculactes.
Como o volume de sangue inoculado é relativamente grande (em geral 5 mL), ocorrera a
sensibilizac8o do receptor para grupos sanglineos, o que podera conduzir a doenca de
incompatibilidade de sangue entre o bezerro e a vaca. DIMMOCK & BELL (1970),
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afirmam que isto ocorre devido a formagdo de anticorpos polireativos contra as
hemécias.

Outra desvantagem € a necessidade de suporte veterinario mesmo apés a fase de
premunicdo (SOUZA et al, 2000). Pois, os doadores podem ser portadores de outras
doencas infecciosas como brucelose, tuberculose, leucose, diarréia bovina a virus
(BVD), rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), lingua azul, erlichiose, tripanossomose,
etc., as quais podem ser disseminadas por este método. Aliados a isto, estdo o alto custo

do processo e a dificuldade de imunizar grande nimero de animais simultaneamente.

3.5.2. Vacinagao

A primeira vacina contra B. bovis desenvolvida por pesquisadores australianos;
trata-se de uma vacina viva atenuada, que a principio foi utilizada em areas endémicas
do pais e posteriormante exportada (CALLOW & MELLORS, 1966; CALLOW
et.al.,1979). Entretanto, por causa da variabilidade antigénica destes parasitos ndo tem
sido possivel obter, até o momento, uma vacina efetiva e economicamente viavel
(WRIGHT et al., 1992; BROWN et al., 1995, PALMER & McELWAIN, 1995;
PATARROYO et al., 1995b). Apesar de efetiva, a vacina apresenta agumas
desvantagens no que diz respeito ao curto periodo de validade (5-7 dias a 5°C), a
transmissdo de agentes infecciosos como o da leucose bovina, e a protecdo parcial dos
animais vacinados (BOCK et al , 1992).

A presenca de reagOes pos-vacinais intensas, e a necessidade de tratamento
terapéutico levaram a investigagdo de atenuacado de cepas de Babesia capazes de manter
a sua imunogenicidade, através de passagens rapidas em bezerros esplenectomizados e a
radiacdo, afim de ndo ser patogénicos aos hospedeiros (RAMIREZ-CRUZ et al., 1997).

No entanto, pode-se dizer que as vacinas vivas atenuadas apresentam
desvantagens, como dificuldades de estocagem, risco de transmisséo de outras infecgoes,

protecdo parcial dos animais vacinados, isoeritrolise fetal, competicdo antigénica devido
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a utilizacdo de amostras vivas, além do risco de inocular enzimas e outras proteinas
oriundas do animal do qual a amostra foi multiplicada. Considerando-se que o intuito de
desenvolver uma vacina contra B. bovis € evitar a morte e diminuir gastos com
tratamento de animais e com funcionérios para monitorar 0s animais apos a vacinagao,
entdo, as vacinas vivas atenuadas oferecem desvantagens que ndo justificam sua
utilizagao.

Na atualidade ainda ndo ha vacinas inativadas no mercado, apesar das tentativas
gue tém sido realizadas. A imunogenecidade de parasitas mortos provenientes de
eritrocitos infectados com B. bovis foi primeiramente abordada por MAHONEY &
WRIGHT (1976), no entanto, os animais vacinados mostraram protecéo parcia quando
desafiados com organismos heterdlogos,; desenvolvendo a infeccéo, apenas de forma

sub-clinica.

3.5.3. Controle com exoantigenos

O desenvolvimento e aprimoramento de técnicas que propiciaram a manutencéo
in vitro de B. bovis geraram um grande interesse no cultivo deste parasita, como fonte de
vacinas babesiais a partir de antigenos presentes no sobrenadante de cultura (LEVY &
RISTIC, 1980).

Exoantigenos presentes em sobrenadante de cultivo de amostra atenuada de B.
bovis foram capazes de induzir uma resposta imune protetora contra amostras virulentas
heter6logas quando desafiados, indicando que a vacina com antigenos solUveis de B.
bovis sGo capazes de €licitar tanto a resposta imune humoral quanto a celular
(PATARROYO et al., 19953).

BROWN et al. (1995), bem como TUO et al. (1999), realizaram pesguisas com
0 intuito de indentificar proteinas de B. bovis que fossem imunogénicas e pudessem ser

utilizadas na producéo de vacinas formadas por subunidades protéicas.
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3.5.4. Proteina Associada as Roptrias (RAP)

Com o passar dos anos, notou-se a importancia de se identificar epitopos
universais de células T que sdo reconhecidos por individuos com multiplos hapl 6tipos
do MHC para promover a melhor protecdo possivel a nivel populacional (NORIMINE
et.al., 2002).

Em 1995, foi observado em estudos realizados por PALMER & MCELWAIN,
gue anticorpos monoclonais contra merozoitos integros ou organelas do complexo apical
(tails como as roptrias, 0S micronemas, 0s corpos esféricos e os granulos densos)

permitiam a identificagdo de proteinas requeridas para a sobrevivéncia do parasita.

A familia multigénica que codifica proteinas de 58-60 kDa, denominadas RAP,
gue estdo associadas tanto a superficie dos merozditos quanto as roptrias do complexo
apical de B. bovis e B. bigemina, demonstram capacidade de estimular a resposta imune
adaptativa tanto do tipo humoral quanto celular. As proteinas produzidas em organelas
do complexo apical tém grande importancia no processo de invasdo do parasitana célula
hospedeira (BROWN et al., 1996).

A proteina associada a roptriasl (RAP-1) familia gene homdlogo inclui:
Babesia bovis, B. caballi, B. canis, B. divergens e a B. ovis (SKUCE et al., 1996).
Segundo WRIGHT et al. (1992), a proteina RAP-1 é responsavel pelo estabel ecimento
do parasitismo intra-eritrocit&rio e é conservada em vé&ios isolados de espécies
geograficamente diferentes, além de apresentar epitopos altamente imunogénicas para
linfocitos B e células T-CD4" (PALMER et al., 1991; SUAREZ et al., 1991).

Embora alguns estudos mostrem que 0s epitopos para células B mais
antigénicos da proteina RAP-1, normalmente ndo sdo conservados entre espécies
diferentes e que segiiéncias atamente conservadas sdo pouco imunogénicas (SUAREZ
et al., 1993), BROWN et al. (1996) demonstraram ndo apenas que a proteina RAP-1 de
B. bovis é atamente imunogénica, como também que os epitopos para células Th sdo

conservados entre isolados geograficamente diferentes de B. bovis.
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A significancia imunolégica de RAP-1 € indicada pela inibicdo do
desenvolvimento in vitro de Babesia utilizando anticorpo monoclonal especifico contra
RAP-1 e a habilidade deste em imunizar contra alteragbes do parasitismo no gado
(FIGUEROA & BUENING, 1991; McCELWAIN et al., 1991). Entdo, uma vacina contra
B. bovis constituida de subunidades protéicas deve conter epitopos T e B reativos, ndo
sujeitos a variagdo antigénica, devendo ser reconhecidos por uma grande variedade de
moléculas MHC-1I, o que coloca a proteina RAP-1 como forte candidata para producdo
devacina(BROWN & PALMER, 1999).

A resposta imune de bovinos imunizados com roptrias purificadas de Babesia
bigemina foi observada por MACHADO et.al. (2004), que constataram que as células B

estavam em nimero maior naregido medular dos linfonodos das vacas imunizadas.

3.5.5. Peptideos sintéticos

Os peptideos sintéticos sdo sequiéncias de aminoécidos construidas e derivadas
de uma ou varias proteinas. O grande interesse na utilizacdo de peptideos sintéticos na
producdo de vacinas decorre da capacidade de simulag&o dos sitios antigénicos ou dos
receptores protéicos, da qual provém a seqiéncia aminoacidica do peptideo
(PATARROYO & GUZMAN, 2004).

Ao contrario das vacinas tradicionais, as peptidicas apresentam grandes
vantagens, tais como: alto grau de pureza e completa seguranca quanto a caracterizacdo
guimica e a auséncia de contaminantes, reprodutibilidade na producdo, fim da
manipulagcdo de cultivo celular em biorreatores, alta estabilidade e baixo custo da
producdo em escala, permite, também, a manipulagdo da resposta imunoldgica, pois 0s
imundgenos sintéticos podem ser desenhados de tal forma gque estimulem uma resposta
imune apropriada (NEURATH & KENT, 1986), bem como auséncia de mecanismos
supressores, aérgicos e/ou, autoimunes (PATARROYO et al., 1995b). Portanto, 0 uso
de peptideos sintéticos como vacinas teriam a vantagem de ser mais um produto quimico
que biolégico (PATARROY O & GUZMAN, 2004).
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Atuamente ha um interesse crescente pelo uso de peptideos sintéticos no
campo da medicina preventiva, diagnéstico e controle, assim como na terapéutica tem
sido alavancada com diferentes comprovacfes e a aprovacdo de outros farmacos pela
FDA. Assim, existem peptideos em fase de teste clinico com adjuvante para imunizagéo
contra o P. falciparum, o B. microplus, o S. mansoni, entre outros para o diagnéstico de
maléria, doenga de Chagas, leishmanioses, fascioloses, hidatidoses e cistercercoses,
sendo 0 mais recente avanco a liberagd do Fuzeon™ para o controle da AIDS
(PATARROYO & GONZALEZ, 2004); isto, também, se da devido ao fato dos
peptideos poderem ser sintetizados e serem muito estavels a temperatura ambiente, a
utilizac@o destes pode melhorar a padronizacéo e reprodutibilidade dos diferentes testes
para sorodiagnostico (PATARROY O et.al., 1999b).

Os resultados obtidos por FREITAS (2001) em experimento com células ex
vivo permitiram constatar que a resposta ao peptideo hibrido 23.290 foi caracterizada
pelas maiores taxas de producéo de IFN-g, TNF-a e IL-12 por PBMC, sendo entéo o
peptideo que apresentou maior imunogenicidade e reconhecimento celular em relagcdo

a0s outros peptideos testados.

A intervencdo vacinal com o peptideo sintético SBbo23290 derivado de RAP-1
de B. bovis, reduz a taxa de mortalidade de animais imunizados ap0s 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 linfocitos TCD4" (BITTAR, 2002).

De acordo com pesquisas realizadas no LBCHV/BIOAGRO, utilizando
peptideos sintéticos, concluiu-se gque quando bem desenhados e convenientemente
testados, tais peptideos comportam-se como uma proteina nativa, portanto, este trabalho
tem como intuito realizar estudos sobre os mecanismos envolvidos na resposta

imunol 6gica ao imunogéno sintético SBbo23290.
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4, MATERIAL E METODOS

4.1. Local derealizacdo do experimento

O experimento foi realizado no Laboratorio de Biologia e Controle de
Hematozoérios e Vetores (LBCHV) do Departamento de Veterinaria (DVT), localizado
no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) e no Isolamento
contra Artrépodes e Vetores de Hematozoarios para Bovinos, localizado no
Departamento de Veterindria (DVT) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vigosa -
MG.

4.2. Animais

Foram utilizados nos ensaios de imunizagdo, 12 bovinos Bos taurus taurus da
raga holandesa, machos, com idade entre 4-5 meses; os quais foram identificados

sorol 6gica e hematol ogi camente como negativos para hemoparasitas.

Os bovinos foram confinados no isolamento a prova de artrOpodes e vetores de
hematozoérios. Durante a realizagdo da pesquisa, 0S mesmos receberam diariamente
racdo balanceada com 17% de proteina e Capim Napier picado proveniente de arealivre
de carrapato, duas vezes por dia, além de suplemento mineral. Durante todas as fases, 0s

bovinos receberam agua a vontade.
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4.3. Peptideo sintético

A proteina RAP possui P.M. de 64,97 kDa e é composta de 565 aa. Esta foi
sintetizada em 31 peptideos diferentes, alguns com "overlap" entre uma seqiéncia e
outra. Os peptideos foram catalogados no livro de seqiiéncias de 5.067 até 5.097. Apbs o
mapeamento de epitopos B e T de todos os peptideos, utilizando experimentos "in vitro"
e "ex vivo", redizou-se a hibridizacdo dos peptideos SBbo5084 (epitopo B) e do
SBbo5081 (epitopo T) com adicdo de cisteina no N- e C- terminal, originando o
peptideo sintético SBbo23290 (PATARROYO et al., 1999a), sendo o SBbo23290 o
peptideo mais imunogénico de acordo com os estudos de FREITAS (2001).

Este peptideo foi desenvolvido e produzido pelo LBCHV/BIOAGRO/DVT/
UFV, em parceria com a Fundacion Instituto de Imunologia de Colémbia (FIDIC). O
peptideo sintético SBbo23290 foi sintetizado de acordo com a metodologia descrita por
MERRIFIELD (1963).

4.4. Esquema de imunizagdo

Os 12 animais utilizados no experimento foram agrupados, através de sorteio,
em dois grupos de quatro animais e um de trés, mantidos em iguais condicoes
ambientais. Esses animais foram inoculados por via subcutanea (sc) de acordo com a
tabela 1.

Como adjuvante, utilizou-se saponina (Saponine®) na dose de 1,5

mg/animal/dose.
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Tabela 1- Esquema de I munizagdo

N.°grupo N.°animais  Inoculagéo Intervalo Produto
(n.°doses/via)
01 (Peptideo) 04 4x/sc 30d 2 mg SBbo 23.290
2mL Hy0 destilada
1,5 mg saponina
02 (Saponina) 04 4Ax/sc 30d 1,5 mg saponina
2 mL H,0 destilada
03 (Controle) 04 4x/sc 30d 2 mL H0 destilada

4.5. Infeccdo — Desafio

Uma amostra virulenta de Bbo UFV1, sétima passagem, mantida sob
criopreservacdo em nitrogénio liquido no LBCH/BIOAGRO, foi descongelada para o
experimento. ApOs o0 descongelamento, a amostra foi inoculada em um bezerro para
reativagdo da mesma. Quando a parasitemia alcancou 1,4% coletou-se 0 sangue total

para ser usado como inoculo nos animais do experimento.

Os animais dos grupos 1, 2 e 3 receberam 1,0 mL de sangue contendo
aproximadamente 1,2x10° hemécias infectadas por mL, como inoculo de desafio por via

endovenosa. O desafio foi realizado 60 dias apds a ultima imunizagéo.

4.6. Imunofenctipagem dos linfécitos do sangue periférico (PBL)

Foram realizadas cinco coletas de sangue completo a vacuo, com anticoagulante
EDTA nosdias—7, 7, 37, 65 e 172, conforme descrito na tabela 2.

Os leucocitos foram isolados por centrifugacdo (300g, por 15 minutos a 18° C) e

criopreservados (40% de abumina sérica bovina a 20%, 60% de solucgéo crioprotetora
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FARMOTERAPICA, 10 % da solucdo final de dimethilsulfoxido (DMSO) e 2UI de

heparina sodica por mL) em nitrogénio liquido.

Os marcadores de diferenciagdo de linfocitos foram analisados por citometria de
fluxo. Os anticorpos utilizados, especificos para antigenos de superficie celular bovina
CD21, CD4, CD8 e o antigeno de superficie WC1 das células Tgd, ambos utilizados em
citometria de fluxo e produzidos pela Serotec® descritos no tabela 3, foram previamente

padronizados utilizando-se sangue total bovino e amostras congeladas de PBL bovino.

A titulacBo especifica para cada anticorpo foi determinada por citometria de
fluxo, empregando-se quantidades especificas (1,5; 0,75; 0,37 e 0,50 niL) para cada
anticorpo diluido em 15 ni. de PBS.

Tabela 2 - Diasreferentes as coletas de PBL

Coleta Dias Dias correspondentes
C1 -7 7 diasantesda 1’
inoculagdo
C2 7 7 diasapés a1 inoculagio
C3 37 7 dias apés a2’ inoculagdo
c4 65 5 dias apés a3’ inoculagdo
C5 172 15 dias apos o desafio

O criotubo de PBL com volume de 350 ni foi retirado do freezer e colocado
diretamente no banho-maria a 37° C. Ap0s ser descongelado, o sangue foi transferido
para um tubo Falcon de 15 mL fundo em V, sendo entdo adicionado 5 mL de meio
RPMI incompleto. O sangue foi centrifugado a 300g por 10 minutos, a 4°C. ApGs
descartar cuidadosamente o sobrenadante e ressuspender o sedimento, retirou-se 30
(correspondendo a aproximadamente 2x10° células por mL) de PBL que foram
colocados em tubos Falcon de 5 mL (n°352052) contendo 15 ni dos anticorpos

monoclonais especificos. Depois de homogeneizar, o tubo Falcon contendo o PBL e o0s
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anticorpos foram incubados por 30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Ap6s a incubagdo, foram adicionados 2 mL de solucdio de lise (FACS™ Lysing
Solution, na diluicdo 1:10) sob agitacdo. Os leucdcitos totais, apds incubacdo de 10
minutos, foram centrifugados a 300g por 10 minutos, a 18° C. O PBL foi lavado duas
vezes da seguinte maneira: 0 sobrenadante foi descartado, adicionou-se 1 mL de PBS, o
tubo foi homogeneizado com o auxilio de um Vortex e centrifugou-se a 300g por 10
minutos a 18°C. Depois de descartar o sobrenadante, foram adicionados 200 i de
solucdo fixadora (paraformaldeido 1% em tampéao cacodilato de sodio 10g/L, pH 7,2) e
analisados no citdmetro de fluxo FACScan — BENCTON DICKINSON.

Tabela 3: Anticor pos Monaoclonais utilizados

Nome Especificidade Diluicdo | sétipo
Mabs CC8 Anti-CD4 conjugado 1:240 Camundongo 1gG2a
comFITC
MabsCC63  Anti-CD8 conjugado 1:120 Camundongo 1gG2a
comFITC
MabsCC21  Anti-CD21 conjugado 1:200 Camundongo 1gG1
comFITC
MabsCC101  Anti-WC1 conjugado 1:10 Camundongo 1gG2a
comFITC

A identificacBo das populagdes celulares de interesse, bem como a
determinagdo do valor percentua de populagbes e subpopulagdes celulares, foram
realizadas utilizando-se o programa Cell-Quest. A cada etapa do experimento, foi
analisado iniciadlmente o controle de células (controle negativo), importante na
padronizacdo da qualidade do perfil celular.

Para a andlise da expressdo dos antigenos de superficie linfocitéria, o primeiro
passo consistiu na identificacdo da populagdo de linfocitos. Para isso, foram utilizados
gréficos de distribuicdo pontual nos quais a populagdo de interesse ocupa uma regido

caracteristica apos g ustes de ganhos de seu tamanho (FSC) e granulosidade (SSC).
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Apbs a selecdo da regido de interesse (R1) o percentual de subpopulacdes
celulares dentro da populacdo selecionada foi obtido em graficos bidimensionais de
distribuicdo pontual com coordenadas de fluorescéncia 1 (FL1) versus fluorescéncia 2
(FL2). Este grafico tipo “dot-plot” permite identificar o percentual de células
fluorescentes para um determinado fendtipo de marcacdo, quantificado através da

estatistica de quadrantes incluida no programa.

O corte foi posicionado considerando-se a populagcdo celular positiva para os
marcadores CD4, CD8, CD21 e WC1, o que permitiu obter o percentual equivalente a

populacdo de linfécitos reativos dentro da populacéo de leucdcitos totais.

Também foram avaliados alguns marcadores que se expressam de forma
congtitutiva na superficie celular. Para isto foi utilizada a estratégia de andlise por meio
de Cana Médio de Fluorescéncia (CMF), que representa a intensidade total de luz
emitida pela excitagdo do fluorocromo indiretamente ligado a superficie celular. Esta
estratégia objetiva ampliar a sensibilidade na deteccdo das possiveis variagbes na
expressdo durante as diferentes fases do experimento. A intensidade de fluorescénciafoi
avaliada através de histogramas unidimensionais para os marcadores CD4", CDS§',
CD21" eWC1".

4.7. Histologia dos linfonodos bovinos

Linfonodos pré-escapulares foram cirurgicamente removidos nos dias —1, 5, 34,
63 e 160 (tabela 4). Os fragmentos de linfonodos seccionados foram fixados durante 4
horas em paraformaldeido a 4% (pH 7,2), e desidratados por 24 horas em solucdes
alcoolicas crescentes (70%, 80%, 90% e 100% | e 1), e posteriormente os fragmentos
foram diafanizados em xilol e incluidos em Paraplast Plus ° (Sigma O) (PROPHET et

al., 1992). Os linfonodos foram coletados do mesmo lado que aimunizacéo.

Realizaram-se cortes histoldgicos seriados de 5mm de espessura em micrétomo
de rotagdo SPENCER — American Optical Company, os quais foram corados segundo as

técnicas de Hematoxilina & Eosina e Verde Metil Pironina.
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As laminas foram analisadas com auxilio de microscépio 6ptico binocular
ECLIPSE E600".

Tabela 4 — Diasreferentes as coletas de linfonodos bovinos

Coleta Dias Dias correspondentes
c1 -1 1 dias antes da 1" inocul agio
c2 5 5 dias apds a1 inoculagdo
C3 34 4 dias apés a2’ inoculagdo
C4 63 3 dias apés a3 inoculagdo
C5 160 3 dias apbs o desafio

4.8. Hematoxilina & Eosina

Os cortes foram desparafinados em xilol por 5 minutos, sendo hidratados em
solucdes alcoolicas decrescentes (100% por trés minutos, 90%, 80% e 70% por um
minuto cada), e lavados em agua comum por trés minutos. Entdo, os cortes foram
corados em Hematoxilina por um minuto e meio, lavados em &gua comum por cinco
minutos, e corados com Eosina por trés minutos e lavados em agua comum novamente
por cinco minutos. Posteriormente, os cortes foram desidratados em solucfes alcodlicas
crescentes por dois minutos cada, desparafinados em xilol por cinco minutos, e

montados entre |amina e laminula com Entellan®.

4.9. Verde Metil Pironina

Os cortes foram desparafinados em xilol por cinco minutos, lavados em agua

destilada por quinze minutos, e corados com Verde Metil Pironina por seis minutos.

! Microscépio Optico — Eclipse E600 — Nikon — Japan
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Entdo os cortes foram lavados duas vezes em butanol por cinco minutos cada,
desparafinados em xilol por cinco minutos e montados entre [amina e laminula com
Entellan®.

4.10. Pesquisa de antigenos de Babesia bovis em linfonodos bovinos atravées da
técnica de Per oxidase-anti-Per oxidase — PAP (PROPHET et al. 1992)

Os cortes histolégicos foram desparafinados em xilol, duas passagens de 30
minutos cada, sendo hidratados em solugdes alcoolicas decrescentes (100% | e |1, 90%,
80% e 70%) trocando-se de solugdo a cada 5 minutos. A peroxidase endogena foi
bloqueada com perdxido de hidrogénio metandlico 3% durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Apos lavagem em PBS pH 7,4 (1,48g de fosfato de sodio dibasico anidro,
0,439 de fosfato de sddio monobasico anidro, 7,2g de cloreto de sddio e agua deionizada
g.s.p. 1000ml), foi feita a digestdo enzimatica dos cortes utilizando-se tripsina 1mg/ml
em PBS pH 7,4 durante 15 minutos a 37°C.

Os cortes foram lavados duas vezes, durante 5 minutos cada, com PBS pH 7,4.
Em seguida, cobriram-se os cortes com soro normal de cabra diluido 1:10 em PBS pH
7,4 e incubaram-se em camara Umida durante 45 minutos a temperatura ambiente. Apos
a incubagdo, enxugou-se o0 excesso de soro e sem deixar secar 0s cortes colocou-se
anticorpo  primario especifico (IgG de coelho anti-Babesia bovis), produzido pelo
LBCH, diluido 1:20 em PBS pH 7,4; os cortes foram incubados durante 18 horas em
camara Umida a 4°C. Posteriormente, os cortes foram lavados trés vezes com PBS pH
7,4 durante cinco minutos cada e em seguida cobertos com o anticorpo secundario (1gG
de cabra anti-lgG de coelho), produzidos pelo LBCH, diluido 1:10 em PBS 7,4. ApGs
incubacdo em camara Umida, durante 45 minutos a 37°C, os cortes foram lavados trés
vezes, 5 minutos cada, com PBS pH 7,4 e posteriormente cobertos com o complexo
PAP produzido em coelho (SIGMAO), diluido 1:200 de acordo com especificacio do
fabricante, e imediatamente incubados em camara Umida, durante 45 minutos a 37°C.
Lavaram-se os cortes novamente em PBS pH 7,4 durante 10 minutos e imediatamente

foram colocados em solucéo reveladora recém preparada [25mg de diaminobenzidina
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(DAB), 200m de H,0O, 30 volumes em 100ml de PBS pH 7,4] durante 5 minutos.
Finalmente, lavaram-se os cortes durante 5 minutos em PBS pH 7,4 e contra corou-se
com Hematoxilina de Harris 1:10 em PBS pH 7,4 durante 20 segundos, sendo em
seguida desidratados em & cool, diafanizados em xilol e montados com Entellan® entre

lamina e laminula.

4.11. Andlise Estatistica

A andlise edtatistica dos resultados foi feita por intermédio da andise de
variancia (ANOVA), seguido do Teste de Tukey, nivel de 5% de probabilidade. Os
célculos estatisticos foram realizados com o apoio instrumental do software Graph Pad

Prismaversdo 4.03.
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5. RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1. Avaliacao histopatol6gica de linfonodos pr é-escapular es bovinos

O exame microscopico dos linfonodos dos animais inoculados com o peptideo
SBb023290, corados com Hematoxilina & Eosina (H&E) demonstrou que a partir dos
cinco dias apOs a primeira inoculacdo foi possivel constatar reatividade de centros
germinais - CGs (Figura 1C e D) e de areas paracorticais, diferente dos do grupo
controle (Figura 1A e B). Igualmente constatou-se que algumas regides interfoliculares
estavam levemente hiperplasicas. Quatro dias ap0s a segunda inoculagdo a formagéo de
CGs se mostrou mais evidente, igualmente os corddes medulares estavam nitidamente
hiperplasicos (Figura 2B).

Esse resultado pode ser explicado pelo fato de que quando se usam antigenos T-
dependentes, a resposta de células T apds um segundo desafio geralmente € mais rapida
e efetiva em relagdo ao desafio antigénico inicial, como conseqiéncia do aumento no
numero de células antigeno-especificas e de memaoria que respondem mais eficazmente
do que as células virgens durante as repostas primérias, concordando com o constatado
por FREITAS (2001), quando trabalhou com uma amostra atenuada de Babesia bovis;
GONZALEZ (2003) e SALES JUNIOR (2003) ao trabalharem com o peptideo sintético
SBm7462; e BOUSSO & KOURILSKY (1999) utilizando tetrameros. Além disso, a
maior reatividade dos CGs, bem como a hiperplasia de corddes medulares e de areas T-

dependentes observada neste trabalho quatro dias apOs a segunda imunizacdo, trés dias
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apos a terceira inoculacdo, e trés dias apds o desafio com amostra virulenta de B. bovis
comprovase que a resposta imune secundaria é mais répida e efetiva em relaco a
primaria, isto devido a memariaimunol ogica.

Visto que foi possivel constatar uma reatividade dos linfonodos caracterizada
pela formacdo de CGs e hiperplasia das areas paracorticais, pode-se dizer que o
imunogeno sintético SBbo23290 utilizado neste estudo induziu uma resposta imune
adaptativa do tipo T-dependente, concordando com o que foi referido por LIU et al.
(1992). Assim, as particularidades histolégicas dos CGs também descritas por varios
autores em o6rgaos linféides periféricos de bovinos (FREITAS, 2001; SAKAMOTO &
CABRERA, 2003; RESENDE, 2003; GONZALEZ, 2003) sio caracteristicas de
resposta a antigenos T-dependentes. Estes achados também tém sido descritos por varios
autores em orgaos linfoides periféricos de humanos (CAMACHO et al., 1998) e
camundongos (SALES JUNIOR, 2003) tais como: bago, linfonodos (REARDON &
PIERCE, 1981), tonsilas (CAMACHO et al., 1998) e Placas de Payer (GULBRANSON-
JUDGE et.al., 1997).

Além disso, quando os cortes histolégicos foram corados com Verde Metil
Pironinafoi possivel observar que aos cinco dias apds a primeira inoculagéo (Figura 2 B
e D) haviam células intensamente coradas de vermelho principalmente nos corddes
medulares, enquanto nos seios medulares havia predominancia de células coradas de
azul em gquantidade elevada, sendo possivel notar a presenca de células dendriticas e
plasmécitos, sendo estes achados mais notéveis apos cada inoculagdo (Figura 2C).
Corroborando os resultados de FREITAS (2001) e RESENDE (2003), na regido cortical
notou-se a presenca de células fortemente coradas de vermelho e de azul, porém em
menor quantidade. A zona escura dos CGs apresentava células fortemente coradas de
vermelho, enquanto na zona clara havia uma nitida predominéancia de células coradas de

azul.

FREITAS (2001) e RESENDE (2003) constataram que durante a primeira
semana as células formadoras de anticorpos localizadas nas areas extrafoliculares
produziam anticorpos de baixa afinidade, células estas caracterizadas como plasmécitos

guando coradas pelo Verde Metil Pironina, o que também foi descrito por SMITH et al.
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(1997), ZHENG et al. (1996) e TARLINTON (1998). Nesta técnica de coloracdo, o
RNA é corado de vermelho e somente as células que estdo em divisdo sdo coradas, como
€ o caso dos linfocitos B; e o DNA é corado de verde ou azul acinzentado. Os achados
acima descritos corroboram os resultados do presente trabalho, visto que foi possivel
constatar a presenca de grande quantidade de células com caracteristicas de plasmdcitos
aos quatro dias apos a segunda imunizagdo, aos trés dias apos a terceira inoculagéo, e
aos trés dias apds o desafio. Nas regides interfoliculares foi possivel observar células
dendriticas, ao redor das quais agrupavam-se células cujo citoplasma corou-se
intensamente de vermelho com Verde Metil Pironina, semelhantes aguelas que se

encontram nos corddes medul ares.
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Figura 1- Linfonodos bovinos dos grupos controle, saponina e imunizados com o
peptideo sintético SBbo23290. A: Anima controle aos cinco dias ap0s a primeira
inoculagdo, coloragdo H&E, 20X. B: Animal controle aos cinco dias apds a primeira
inoculacdo, coloracdo Verde Metil Pironina, 20X. C: Anima do grupo saponina aos
cinco dias ap0s a primeira imunizagdo com formagdo de CG, coloracdo H&E, 20X. D:
Animal do grupo peptideo aos cinco dias apds a primeira imunizagdo com maior
formagdo CGs em relacdo aos demais grupos, coloracdo H& E, 10X.
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Figura 2— Linfonodos de bovinos dos grupos controle, saponina e imunizados com o
peptideo SBb023290. A: Anima do grupo saponina aos quatro dias apos a segunda
inoculagdo, coloracdo Verde Metil Pironina, 10X. B: Anima do grupo peptideo aos
cinco dias ap0s a primeira inoculagdo Verde Metil Pironina, 10X. C: Animal do grupo
peptideo aos quatro dias apds a segunda inoculagdo, coloragdo Verde Metil Pironina,
10X. D: Animal do grupo peptideo aos cinco dias ap0s a primeira inoculagdo, coloragdo
Verde Metil Pironina, 40X.



Ent&o, esses achados sugerem que o imunégeno sintético SBbo23290 foi capaz
de provocar uma resposta imune com producdo de células de memoria, ja que segundo
MORRISON et al. (1986) as duas principais funcdes dos CGs sdo a producdo de células
de memoria e a regulagdo do nivel e duracdo da resposta de anticorpos, fato este
comprovado por JARDIM (2005) quando avaliou o mesmo imundgeno sintético em
bovinos, visto que a autora observou aumento dos niveis de 1gG ap0s a segunda e a

terceirainocul agoes.

A cinética de formacdo dos CGs que foi observada nos linfonodos é semelhante
a0 que foi descrito por outros autores, quando utilizaram antigenos T-dependentes, uma
VEZ que na resposta imune primdria eles aparecem ao redor do quarto dia pos-
imunizagdo (JACOB et al., 1991; GULBRANSON-JUDGE et al., 1997; HAN et al.,
1997; KENNETH et al., 1997; FREITAS, 2001; GONZALEZ, 2003 ; SALES JUNIOR,
2003).

Assim, os resultados obtidos por GONZALEZ (2004) e SALES JUNIOR
(2003) ao imunizar bovinos e camundongos respectivamente, com o peptideo sintético
SBm7462 anti-carrapato Boophilus microplus, e de RESENDE (2003), que utilizou uma
amostra de Anaplasma marginale, sdo semelhantes aos obtidos com o peptideo sintético
SBb023290 utilizado neste trabalho j& que apds a primeira imunizacdo, houve pouca
reatividade de CGs, as areas paracorticas e agumas regifes interfoliculares
encontravam-se hiperplasicas, constatando-se uma ligeira hiperplasia de corddes
medulares, sendo essas caracteristicas mais evidentes e intensas apds cada inoculagéo

com os referidos imunbdgenos.

Entretanto, alguns antigenos T-independentes, tais como lipopolissacaridios
ligados a haptenos e a guns surfactantes, entre outros, podem induzir a formagéo de CGs
ou reagdes semelhantes a CGs (KELSOE, 1995). No entanto, visto que nenhuma das
substancias supracitadas estava presente no imundgeno ou no veiculo utilizados, pode-se
afirmar que a resposta imune T-dependente foi induzida pelo peptideo sintético
SBb023290.

No grupo controle observaram-se alguns foliculos secundarios, porém sem

reatividade e em menor nimero que os observados nos animais imunizados, com
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presenca de poucas células linfociticas. N&o houve hiperplasia de areas interfoliculares,
paracorticais e nem de cordbes medulares. Em trabalhos experimentais com Babesia
bovis e Anaplasma marginale, FREITAS (2001) e RESENDE (2003) respectivamente,
também observaram reatividade de CGs nos linfonodos dos animais ndo inoculados, fato

este atribuido, como no presente trabalho, a respostas inespecificas.

Os resultados do grupo saponina foram semelhantes aos resultados do grupo
peptideo, porém com menos reatividade de CGs e menos hiperplasia dos corddes
medulares. Essa diferenca de responsividade foi mais evidente apds a segunda e terceira

coleta

5.2. Avaliacdo imunohistoquimica de linfonodos pré-escapulares bovinos
inoculados através do método Per oxidase anti-per oxidase (PAP)

Ao examinar os cortes histologicos submetidos ao teste imunohistoquimico
Peroxidase anti-peroxidase (PAP), foi possivel observar que aos cinco dias apos a
primeira inoculacdo houve resposta positiva nas células dendriticas dos CGs. FREITAS
(2001), ao avaliar os fragmentos de linfonodos de animais imunizados com uma cepa
atenuada de Babesia bovis, detectou reatividade fracamente positiva em células
dendriticas dos CGs aos doze dias pds-inoculacdo em células dendriticas foliculares,

indicando a presenca do antigeno.

Aos quatro dias apdés a segunda imunizacdo observou-se células PAP
fortemente positivas nos corddes medulares, o que corrobora 0s achados de
GONZALEZ (2004), que observou o mesmo fato aos cinco dias apos a segunda
inoculacdo, e de FREITAS (2001), que constatou a reatividade fortemente positiva aos
trés dias apos a reinoculagdo. As células PAP positivas encontravam-se dispersas na
regido paracortical, corddes medulares e nos CGs, sendo que as células marcadas foram
claramente distinguiveis das células ndo marcadas. Algumas das células PAP positivas
apresentavam-se com abundante citoplasma e prolongagdes evidentes a semelhanca de
células dendriticas, enquanto outras apresentavam citoplasma escasso semelhante a

células linfociticas.
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Aostrés dias apbs aterceirainoculacdo (Figura 3) e aos trés dias apds o desafio,
observou-se um numero maior de células PAP positivas. Entdo, pode-se dizer que a
memoria gerada pelo imundégeno SBbo23290 estaria associada aos eventos observados
pela técnica de PAP; esta suposicdo se fundamenta na marcada presenca de células PAP
positivas verificadas neste experimento apds cada imunizacdo. Entretanto, de acordo
com GONZALEZ (2004), aintensidade e a velocidade da resposta ao antigeno detectada
pelo PAP na segunda imunizagcdo, também pode ser resultado do reconhecimento
antigénico por células B antigeno-especificas geradas na resposta imune priméria, ou ao
sequestro de imunoglobulinas ligadas a antigenos dentro das redes de células
dendriticas. Por outro lado, a intensidade e a velocidade da resposta ao antigeno,
detectada pela técnica de PAP na re-inoculagéo, também pode ser devido ao processo de
maturacéo das células dendriticas ocorrido entre a primeira e segunda inoculagéo, o que
seguramente foi devido a endocitose do peptideo. Segundo GRAY et al. (1996), a
reposicdo continua do antigeno pelas células que se visualizam como PAP positivas
estaria envolvida na geracéo de células B de memdria a partir de células ativadas logo

apos a selecdo de mutantes somaéticos com alta afinidade dentro dos CGs.

A presenca de grande quantidade de células dendriticas nos linfonodos pode ser
devido avia de inoculagdo visto que, geralmente, quando um antigeno € injetado atraves
da via subcuténea, as células dendriticas sG0 as mais provaveis carreadoras,
processadoras e apresentadoras do antigeno (HOWARD et al., 1999).

No presente trabalho foi observada a presenca de um tipo celular diferente, que
ndo células dendriticas, possivelmente envolvido na apresentacdo antigénica, ja que a
existéncia de células PAP positivas ndo caracterizadas morfologicamente como
dendriticas, poderiam ser linfocitos Tgd WC1 ou B capacitados na apresentacéo
antigénica. O fato anterior poderia corroborar o trabalho desenvolvido por COLLINS et
al. (1998), no qual foi demonstrado que as células Tgd WC1 sdo capazes de apresentar
antigenos protéicos as células CD4" einduzir a sua proliferacdo. Poderiamos dizer ainda,

gue o peptideo sintético se comporta como um verdadeiro antigeno/imundgeno protéico.
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Figura 3- Resultado do teste Peroxidase anti-peroxidase para deteccdo de antigenos.
Linfonodo pré-escapular. Observa-se célula dendritica (seta) contendo peptideo sintético
SBb023290 (coloracdo amarronzada) e apresentando a linfécitos aos trés dias apds a

terceirainoculacdo, PAP, 100X.
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5.3. Imunofenotipagem dos linfécitos T CD4", CD8", CD21" e WC1" em sangue

periférico

5.3.1. Linfocitos periféricos T CD4”

Tem sido demonstrado que a distribuicdo periférica de linfécitos T CD4"
depende da idade do animal, sendo que em condicdes fisiolégicas, pode variar de 15-
30% das células de sangue periférico em animais adultos. E importante salientar que os
linfocitos CD4" migram mais eficientemente do que os CD8" ou linfécitos B (DEBES
et.al., 2005).

A porcentagem de linfocitos T CD4" sete dias ap6s a primeira inoculagdo nos
animais do grupo peptideo, saponina e controle (figura 5) foi de 14,91 (+£12,07), 15,41
(£8,40) e 11,56 (+4,14) respectivamente, ndo havendo diferenca estatistica entre os
grupos. O grupo controle obteve diferenca estatistica entre as coletas dos dias sete antes
e sete apbds a primeira imunizacdo (p<0,05). Houve um aumento significativo da
porcentagem de linfécitos T CD4" sete dias apds a segunda imunizagio, como pode ser
observado na tabela 5, as médias foram de 21,04 (£1,97), 19,78 (£5,77) e 21,94 (£3,23)
nos grupos peptideo, saponina e controle, respectivamente. N& houve diferenca
estatistica entre os grupos. Os resultados do presente trabalho corroboram os achados de
GONZALEZ (2004), a0 avaiar a resposta de bezerros imunizados com o peptideo
sintético anti-carrapato Boophilus microplus SBm7462, visto que a referida autora notou
que a partir do quinto dia apos a segunda imunizagdo, as células T CD4™ mostraram um
sutil aumento, com média de 22,35 (+4,48), provavelmente devido & memdria
imunologica.

O trabalho anteriormente descrito mostrou que o grupo controle obteve médias
superiores em relacdo aos grupos imunizados durante todo o experimento, fato este ndo
observado no presente estudo. Apesar da referida autora também ter trabalhado com
peptideo sintético, pode ser que o carrapato B. microplus induza um perfil de resposta

imunol 6gica diferente do perfil induzido contra o parasita B. bovis. BITTAR (2002),
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também estudando a resposta imune frente a B. bovis utilizando peptideo sintético,
observou que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos durante a imunizagéo

corroborando o resultado do presente trabal ho.
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Figura 5- Porcentagem de Linfocitos T CD4"

Aos cinco dias apés a terceira inoculagdo, notou-se uma ligeira queda nas
porcentagens de LT CD4", visto que os animais do grupo peptideo apresentaram 16,55
(£4,90), o grupo saponina 14,80 (£5,78), e 0 grupo controle apresentou uma média de
15,30 (#4,75). Também foi possivel observar uma diminuicdo na média das
porcentagens de LT CD4" cinco dias apds o desafio com a amostra virulenta de B. bovis:
0 grupo peptideo apresentou 13,08 (+2,76), 0 grupo saponina 11,36 (+1,42) e 13,48
(+2,94) no grupo controle. Estes resultados diferem dos obtidos por GONZALEZ
(2004), visto que aos trés dias apos a terceira inoculagdo, foi observada uma média de
22,33 (£2,94) nos grupos imunizados, e 28,42 (+3,37) no grupo controle, valores estes,
muito proximos aos obtidos apds a segunda imunizagdo e apos o desafio. No trabalho de
BITTAR (2002), no qual foi testado o peptideo sintético anti-Babesia bovis SBb023290,
observou-se que a porcentagem de linfécitos T CD4" no sangue periférico dos bovinos

pertencentes aos grupos experimentais variou de 26,22 a 29,04 (x = 27,73 £ 1,42) na
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primeira imunizacdo, de 27,77 a 29,14 (x = 28,62 £ 0,73) na segunda imunizagédo e de
28,23 a 28,62 (x = 28,48 £ 0,21) na terceira imunizagdo, ndo havendo diferenca
estatistica da porcentagem de linfécitos T CD4" entre os grupos durante as intervencdes.
Apesar da porcentagem de linfocitos T CD4" terem sido inferiores em relagdo aos
trabalhos supracitados, pode-se dizer que o peptideo SBb023290 foi capaz de induzir
uma resposta imune efetiva, visto que embora a porcentagem de linfocitos T CD4" tenha
sido relativamente baixa, a porcentagem de linfocitos T gd WC1™ e B CD21" foram

altas, indicando um outro perfil de respostaimunolégica.

Tabela 5- M édia da Por centagem de linfocitos T CD4"

Grupo Dia-7 Dia7 Dia 37 Dia 65 Dia 172
Peptideo 20,62 14,91 21,04 16,55 13,08
(£5,53) (x12,07) (x1,97) (£4,90) (+2,76)
Saponina 22,34 15,41 19,78 14,80 11,36
(+2,07) (+8,40) (£5,77) (+5,78) (+1,42)
Controle 23,78 11,56 21,94 15,30 13,48
(£5,91) (24,14) (£3,23) (+4,75) (£2,94)

5.3.2. Linfécitos periféricos T CD8"

As células T CD8" se encontram relacionadas com respostas a parasitas
intracelulares, virus ou antigenos citosdlicos que induzem a expressao de moléculas
MHC da classe |. Suas propriedades tém sido estudadas quanto a sua citotoxicidade e
como células efetoras (CERWENKA et al., 1999), mais do que como indutoras de uma
resposta. Além disso, foi demonstrado que a protecéo que este tipo celular pode oferecer
a esses antigenos esta diretamente relacionada com a sua capacidade de migracéo e

efetividade citolitica aos locais ativos de infecgéo.

A porcentagem dos linfocitos T CD8" foi inferior em relagio aos outros

linfécitos e, em geral, foi decrescente no decorrer das imunizagdes nos animais do grupo
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peptideo e saponina (figura 6), exceto apods o desafio em que houve um ligeiro aumento,
enquanto no grupo dos animais controle houve um aumento gradativo no decorrer das
trés inoculacdes e um decréscimo apos o desafio, como pode ser observado no tabela 6.
Sete dias apos a primeira imunizacdo, a média foi de 13,89 (+10,47) e 12,31 (£1,07) nos
animais imunizados (grupos peptideo e saponina respectivamente), e de 8,02 (x2,05) no
grupo controle (tabela 6). Os grupos peptideo e controle apresentaram diferenca
estatistica entre as coletas, sendo o0 grupo peptideo entre o dia sete antes da primeira
imunizacdo e cinco apds a terceira imunizacdo (p<0,05), e o grupo controle entre o dia
sete antes da primeira imunizagdo e todas as outras coletas (p<0,01). O grupo peptideo
mostrou maiores porcentagens durante todo o experimento em relacdo aos demais

grupos.

Nos fendtipos CD8', GONZALEZ (2004) ndo evidenciou diferenca de
porcentagens entre periodos e entre animais imunizados e controles. Nestes as médias
apresentadas alcangaram 16,22% nos animais imunizados com o peptideo anti-carrapato
Boophilus microplus e de 17,88% no grupo controle. JA BITTAR (2002), notou que a
percentagem de linfécitos T CD8' no grupo peptideo foi discretamente mais elevada que
No grupo saponina e grupo controle por todo o periodo de imunizagdo, porém né&o houve

diferenca estatistica.
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Figura 6- Porcentagem de Linfocitos T CD8"
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No trabalho de BITTAR (2002) também foi possivel notar que a porcentagem de
LT CDS8" foi inferior & de LT CD4", variando de 18,24 (+3,69) a 22,78 (+9,46) na
primeira imunizagdo, de 18,34 (£22,44) a 22,44 (+10,24) na segunda imunizagdo, e de
16,84 (+1,85) a 23,58 (+13,45) naterceiraimunizacdo. O grupo peptideo obteve médias
superiores aos outros dois grupos, ndo havendo diferenca significativa entre eles, o que
corrobora com os resultados do presente trabalho. Os trabalhos de FIKRI et.al. (2000)
mostraram que nas PBMC, WC1", e células T CD4" e CD8" representaram 42%, 21% e
14% respectivamente, ou seja, € esperado que a porcentagem de linfocitos T CD8" sgjam

inferiores aos demais, 0 que corrobora os achados do presente estudo.

As células T CD8 virgens migram através do sangue, tecidos linféides
secundarios (linfonodos, baco, placas de Peyer), e retornam ao sangue via linfa eferente
até que a célula T encontre um antigeno apresentado pelas células dendriticas nos
tecidos linfoides secundérios; acélula T se torna entdo um linfocito T citotdxico, o qual
possui um padrdo de tréfego modificado semelhante as células efetoras, sendo
distribuidos aos multiplos tecidos ndo-linféides, enquanto nos tecidos terciarios, as
células T citotdxicas podem entrar em contato com células-alvo expressando antigeno,
dessa forma mediando a eliminacdo do tecido infectado pelo patégeno. Apds o pico
proliferativo da resposta, uma fase de contragdo apoptética ocorre em todos os sitios,
permanecendo uma pequena populacdo de células de memoria antigeno-especificas em
todos os tecidos (KLONOWSKI et.al., 2004).

A distribuicdo fenotipica dos subtipos de linfocitos ndo € a mesma no sangue,
linfa aferente e eferente, e experimentos tém demonstrado que os linfdcitos variam nas
suas propriedades migratorias (HAY & ANDRADE, 1998). Esse mecanismo de
recirculacdo talvez possa explicar a baixa porcentagem deste tipo celular no sangue
periférico, visto que assim que as células T CD8 forem capazes de entrar na circulacdo,
também serdo capazes de entrar em drgdos como pulméo, figado, medula Gssea, e
tecidos linféides com a mesma eficiéncia (KLONOWSKI et.al., 2004). O autor supra
citado afirma também gue parece possivel que os atributos funcionais das células de
memoria sggam modificados como resultado da migracdo do sangue para tecidos néo

linféides, devido as interagdes que ocorrem durante o extravasamento e/ou como

54



resultado dos fatores ambientais tecido-especificos. Linfécitos originados da linfa
migram através do mecanismo de recirculacdo linfética, sendo que mais de 1/3 de todos
os linfécitos periféricos sanglineos (PBLs) foram excluidos do circuito linfético e
migraram para o bago. Anadises fenotipicas mostraram gque a maioria dos PBLS nédo
circulantes eram células B (YOUNG et.al., 1997).

O fato acima descrito pode explicar as baixas porcentagens de linfécitos T CD8”,
visto que foram observados em cortes histol 6gicos uma grande quantidade de linfocitos
T CD8 nos linfonodos durante as coletas experimentais, sugerindo que este tipo celular
estivesse presente nos orgdos linféides em quantidade muito superior em relacéo ao
‘pool’ sanguineo. Outro fato que também deve ser levado em consideragcdo é a amostra
utilizada no presente trabalho, pois de acordo com HAY & ANDRADE (1998), o sangue
€ uma conveniente amostra, porém ainda questiona-se a sua validade ao determinar o
‘status’ imunologico de um individuo baseado na caracterizacdo de uma amostra de
linfocitos originados do sangue, pois as mudangas mais subitas da difusdo de linfécitos
associados a0 exercicio, sono, e perturbacbes endocrinas representam desafios
experimentais adicionais. Segundo o referido autor, se os linfécitos no sangue néo
refletirem adequadamente o resto do sistema imune, eles podem afetar a interpretacéo
dos experimentos envolvendo amostras de sangue, visto que a recirculagdo de linfocitos
€ um processo complexo que envolve um amplo nimero de células que se movem entre

uma variedade de ‘ pools'.

Ainda, visto que nem todos os linfocitos no sangue possuem uma probabilidade
igual de migragcdo, muitas estimativas prévias da taxa e do grau da recirculagdo de
linfocitos fora do sangue e dentro dos tecidos sdo provavel mente subestimadas, além do
gue, dada a importancia das mensuragdes do sangue periférico no contexto clinico, todo
cuidado € necessério ao interpretar a contagem de PBL como uma ‘janela no sistema
imune, especialmente nas condi¢des em que mudancgas nas proporgdes de PBL ndo séo

necessariamente refletidas nos tecidos linfoides periféricos (Y OUNG et.al., 1997).

Pode-se dizer que o peptideo SBbo23290 desenvolve uma resposta antigeno
especifica envolvendo céulas B, linfocitos T CD4" e linfécitos T gd WC1'. E

importante lembrar que os linfécitos T CD4" e WC1" também podem apresentar papel
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citotoxico, sendo um possivel motivo para a queda da porcentagem dos linfocitos T
CDs8".

Tabela 6 - M édia da Por centagem de linfocitos T CD8*

Grupo Dia-7 Dia7 Dia 37 Dia 65 Dia 172
Peptideo 20,61 13,89 10,33 8,56 9,55
(£3,97) (£10,47) (21,43) (x0,85) (£1,64)
Saponina 14,04 12,31 10,06 8,42 9,51
(+4,76) (1,07) (+2,63) (x1,72) (1,75)
Controle 21,30 8,02 8,20 8,40 8,28
(24,47) (+2,05) (+2,16) (+2,05) (+1,69)

5.3.3. Linfécitos periféricos B CD21"

A populagio de LB CD21" foi predominante neste estudo, como se pode
observar na tabela 7. Aos sete dias apds a primeira imunizacdo foi possivel observar um
grande niimero de LB CD21" (figura 7), com médias que variaram de 13,37 (+6,16) no
grupo controle, e 20,56 (+6,46) no grupo peptideo. Houve um aumento consideravel na
porcentagem de LB CD21" sete dias apds a segunda imunizagdo, sendo que 0 grupo
peptideo apresentou meédia de 28,28 (+5,35), 0 grupo saponina 27,71 (+8,63) e o0 grupo
controle 28,50 (+2,07). Houve diferenca estatistica entre as coletas em todos os grupos
experimentais, sendo o grupo peptideo entre a coleta apds a segunda imunizacdo e apos
o desafio (p<0,01); o grupo saponina entre os sete dias apds a primeira imunizacéo e
apos o desafio (p<0,05) e apds a segunda imunizagdo e apos o desafio (p<0,01); e o
grupo controle entre o dia zero e pds-desafio (p<0,05), entre os sete dias apds a primeira
e a segunda imunizacéo (p<0,05), e entre 0s sete dias apds a segunda imunizacdo e apds
o desafio (p<0,01).

JARDIM (2005) em conjunto com o presente trabalho observou que a producéo

de 1gG foi superior no grupo peptideo em relacdo aos demais grupos durante todo o
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experimento, havendo diferenca estatisticamente significativa entre o grupo imunizado
com o0 peptideo sintético SBbo23290 e os outros grupos experimentais, ndo havendo
diferenca entre o grupo saponina e controle. Sendo assim, foi possivel notar que a
cinética de resposta a0 peptideo SBbo23290 demonstrada no estudo supracitado
apresentou uma curva cléassica de resposta de 1gG, mostrando uma resposta intensa
alcancando a producdo méxima entre a 2° e a 3% semana apds cada inoculagdo e
declinando em seguida. Além disso, a referida autora concluiu que o peptideo sintético
SBb023290 induziu elevados niveis de 1gG e seus isdtipos IgGl e 1gG2, ambos
apresentaram diferenca estatisticamente significativa quando comparados aos grupos
controles, e a resposta imune humoral foi caracterizada pela predominancia de
anticorpos antigeno-especificos da classe 1gG1l. Os fatos anteriores corroboram os
achados do presente trabalho, se levarmos em conta a cinética da formacdo dos centros

germinais e aproducdo de células T e B.
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Figura 7— Porcentagem de Linfocitos B CD21"

Em relacdo aos linfdcitos B CD21*, GONZALEZ (2004) encontrou porcentagens
maiores no grupo controle do que nos animais imunizados, sendo 0 grupo controle com
porcentagens de linfécitos B CD21" inferiores a 24,28% enquanto os imunizados

obtiveram porcentagens de até 39,51%, o que em parte difere do presente trabalho, visto

57



gue no dia 7 o grupo controle apresentou média inferior aos demais grupos
experimentais, e nos dias 37, 65 e 172, a média do grupo controle se manteve
semelhante & média do grupo peptideo, e muito proxima do grupo saponina. Neste
estudo também foi constatado um aumento gradual na porcentagem de células dos
animais imunizados apds a primeiraimunizacdo. A queda da porcentagem dos linfécitos
B CD21" neste trabalho coincide com o aumento da populagdo de células T gd WC1",
indicando que este tipo celular pode ter sido mais atuante neste periodo do experimento

em relacdo aos linfocitos B.

No trabalho de BITTAR (2002), notou-se que os linfécitos B CD21" dos animais
do grupo peptideo possuiam as menores porcentagens de linfécitos B CD21" quando
comparados a0 grupo saponina e grupo controle. A porcentagem de linfécitos B CD21°
do grupo peptideo, no periodo das imunizagdes, variou de 14,71 a 17,30 (x = 15,23 +
1,86), no grupo saponina foi de 14,47 a 16,03 (x = 15,03 £+ 8,86) e no grupo controle
variou de 20,39 a 17,59 (x = 19,51 + 1,66), o que difere dos resultados do presente
trabalho, pois a porcentagem de LB CD21" do grupo peptideo ndo foi inferior aos
demais grupos em nenhuma das cinco coletas. Além disso, a referida autora obteve
menores porcentagens de LB CD21" do que de LT CD4" e CD8", visto que as médias de
LB CD21" variaram de 14,46 (+4,88) a 20,39 (+10,11) na primeiraimunizacdo, de 13,67
(x8,30) a 20,53 (+8,53) na segunda, e de 16,02 (+5,07) a 17,59 (+£8,64) na terceira,
enquanto neste trabalho, em geral, as médias de LB CD21" foram maiores do que as de
LT CD4" e LT CD8". Negste trabalho os linfécitos B CD21" ndo variaram
significativamente em nenhum dos grupos experimentais durante todo o periodo
analisado.

Tabela 7 - M édia da Por centagem de linfocitos B CD21*

Grupo Dia-7 Dia7 Dia 37 Dia 65 Dia 172
Peptideo 19,77 20,56 28,38 17,37 9,24
(£7,24) (£6,46) (25,35) (£2,94) (£5,47)
Saponina 19,50 20,55 27,71 16,56 8,18
(+1,83) (+1,45) (+8,63) (£3,20) (+1,92)
Controle 23,86 13,37 28,50 17,07 9,85
(£6,43) (¢6,16) (x2,07) (x2,12) (3,92
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5.3.4. Linfécitos periféricosT WC1"

A andlise dos linfocitos T WC1" demonstrou que a média das porcentagens
desses linfocitos aumentou desde a pré-imunizacdo até a segunda imunizacdo (figura 8),
e se manteve constante até depois do desafio. Na pré-imunizagdo, as médias variaram de
14,25 (£3,53) a 16,32 (+4,53), na primeira imunizacao variou de 17,48 (+1,36) a 21,08
(x2,37), e na segunda imunizacdo, variou de 17,36 (+0,67) a 23,19 (+2,62). Apos a
terceira imunizagdo e apés o desafio com a cepa virulenta de B. bovis, as médias se
mantiveram semelhantes, como mostra a tabela 8. Entre as coletas, houve diferenca
estatistica nos grupos peptideo e saponina; no grupo peptideo, ocorreu entre o dia zero e
apos a segunda imunizacdo (p<0,05), e no grupo saponina, entre o dia zero e apds a
terceira imunizacdo. Visto que o clone utilizado € CD2, CD4 e CD8, pode-se afirmar
que o tipo de célula avaliada foi célula Tgd WC1". Foi possivel notar que o aumento da

populacio de células Tgd WC1" coincidiu com a queda de outros tipos celulares.

No trabalho de YOUNG et.al. (1997), foi observado que a maioria dos PBLs
marcados que migraram dentro da linfa foram as células T ¢d, sugerindo que este
subtipo pode ser particularmente eficiente durante a recirculagéo de linfocitos, fato este,
gue pode explicar a porcentagem superior deste subtipo no presente trabalho. Ainda, em
ruminantes, as células T gd compreendem a populacdo de principal propor¢cdo nas

células mononucleares periféricas bovinas, de acordo com KENNEDY et.al. (2002).

Em estudo realizado por VALDEZ et.al. (2002), observou-se que bezerros
timectomizados tratados com anticorpo monoclonal anti-CD4 foram capazes de
controlar uma anaplasmose aguda induzida, em contraste com a predi¢céo de que uma
depressdo significativa de linfécitos T CD4" entre os grupos tratados pudesse anular a
resisténcia a uma infeccéo aguda, o que sugere um possivel papel para os linfécitos Tgd

no controle da anaplasmose aguda.

A ativagio sdletiva das células WC1.1", quando propicia a secre¢do de IFN-g
durante a vacinagdo, pode promover maneiras de estimular consistentemente respostas

imunes tipo 1 e pode ser especiadmente Util no desenvolvimento de vacinas para
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patdgenos intra-celulares bacterianos, protozoérios e virus, podendo permitir maneiras
de direcionar respostas imunes adaptativas mesmo quando vacinas de subunidade séo
utilizadas (ROGERS et.al., 2005). Animais WC1" -deprimidos exibiram decréscimo da
resposta proliferativa de linfécitos antigeno-especificos, aumento da producéo de IL-4
antigeno-especifica, e falta de 1gG2 especifica, sugerindo que células T gd WC1" TCR?
contribuem direta ou indiretamente, para polarizagdo Thl da resposta imune na
tuberculose bovina, sendo essa hipotese baseada no decréscimo da producéo inata de
IFN-g (KENNEDY et.al., 2002).
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Figur a 8- Porcentagem de Linfocitos T WC1*

GONZALEZ (2003), ao imunizar bovinos com o peptideo sintético SBm7462,
notou que os linfécitos T WC1" mostraram variagdes no decorrer do periodo, visto que a
populacdo aumentou cinco dias apds a segunda imunizacdo e diminuiu nos dias
subsequentes se comparados com as porcentagens da préimunizacdo, fato ndo
observado no presente estudo, talvez devido a diferenca no perfil de resposta entre os

dois peptideos.

Em trabalho com o parasita intracelular Theileria parva, foi observado que as

células Tgd bovinas sdo ativadas pelo parasita e lisam as células infectadas através do



reconhecimento induzido pelo parasita ou pelos antigenos derivados do parasita de
maneira MHC irrestrita (DAUBENBERGER et.al., 1999), o que também pode explicar
a porcentagem superior deste tipo celular em relagdo aos outros observado no presente

estudo, visto que a B. bovis também é um parasitaintracelular.

Foi observado por KENNEDY et.al. (2002) que a depressdo das células T ¢d
WC1" resultou em diferencas evidentes da resposta imune durante o curso da infecg&o
por M. bovis; evidenciou-se também que as células T gd WC1" exercem um papel no
direcionamento da resposta celular inicial a0 parasita, acompanhando a infeccdo do
hospedeiro natural. A principal observac&o foi que as células T gd WC1" sdo ativadas
apos a infecgdo com o aumento das células CD4”, e que a depressio imediatamente
resultou em uma menor producdo de IFN-g, uma diminuicdo da resposta proliferativa
tardia, aumento de IL-4, e niveis reduzidos de 1gG2, o que corrobora os resultados de
JARDIM (2005), em estudo conjunto com o presente trabalho, visto que foi observada
uma queda de 1gG2 e aumento dos niveis de 1gG1. Tudo isso sugere que a producdo
precoce de IFN-g pelas células T gd WC1", possivelmente como parte da resposta imune
inata, promove a ativagdo de linfocitos e influencia a polarizagdo de citocinas,
contribuindo para a producdo de citocinas pré-inflamatérias, podendo ser parte do
processo que resulta na polarizacdo Thl com resposta de anticorpo 1gG2. Uma outra
possibilidade é que as células T gd WC1" podem influenciar a produc&o inata de |FN-[]

através de uma segunda populacéo, como as células NK.

Tabela 8- Média da Por centagem de linfécitos T WC1*

Grupo Dia-7 Dia7 Dia 37 Dia 65 Dial172
Peptideo 16,27 18,27 23,19 18,61 21,35
(x2,41) (+4,04) (+2,62) (¢1,31) (x1,34)
Saponina 14,25 17,48 17,36 22,55 18,62
(£3,53) (+1,36) (x0,67) (+2,24) (+2,30)
Controle 16,32 21,08 17,71 19,62 18,92
(+4,53) (x2,37) (24,02 (+2,67) (¢5,18)
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5.3.5. Imunofenctipagem dos linfécitos T totais

O percentual dos linfécitos T totais no grupo peptideo foi maior por quase todo o
experimento exceto aos 5 dias apds a terceira inoculagdo, visto que o grupo saponina foi
discretamente maior do que os demais. Como pode ser observado no tabela 9, houve um
aumento de linfécitos T totais 7 dias ap0s a segunda inoculacdo, principamente no
grupo peptideo, havendo um decréscimo desta populagdo 5 dias apOs a terceira
inoculacdo, e 15 dias ap6s o desafio, no entanto, 0 grupo peptideo apresentou um
acréscimo quase insignificante apos o desafio (figura 9). N&o houve diferenca estatistica

entre 0S grupos.

No trabalho de BITTAR (2002), as porcentagens de células T totais nos grupos
experimentais ndo variou durante o periodo, sendo as médias do grupo peptideo,
saponina e controle, de 51,37 (0,58); 46,29 (0,92) e 47,52 (0,77) respectivamente. Pode-
se observar que 0s animais pertencentes ao grupo peptideo possuiam porcentagens de
linfocitos T totais maior do que o grupo controle e saponina, corroborando os resultados

obtidos no presente trabal ho.
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Figura 9— Porcentagem de Linfocitos T totais
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No entanto, no trabalho de GONZALEZ (2003), notou-se que 0s animais
imunizados apresentaram porcentagem de linfécitos T totais ligeiramente menores que 0
grupo controle, diferindo do presente trabalho. Observou-se ainda, que o percentual de
células T totais nos grupos experimentais ndo variou significativamente durante todo o
periodo nos animais imunizados, e nos animais controle os valores oscilaram em média
de 54,01 a 60,31% e 58,67 a 63,70% nos animais imunizados e controle,
respectivamente. Apesar da referida autora também ter trabalhado com peptideo
sintético, pode-se sugerir que os dois peptideos sintéticos em questdo (SBm7462 e

Sbbo23290) induzam perfis diferentes de resposta imune.

Tabela 9- M édia da Por centagem de linfécitos T totais

Grupo Dia-7 Dia7 Dia 37 Dia 65 Dia 172
Peptideo 57,50 47,07 54,56 43,72 43,98
(£5,44) (£26,23) (£2,89) (£3,80) (£3,16)
Saponina 50,63 45,20 47,20 45,77 39,49
(£3,93) (£9,03) (£8,63) (¢8,86) (5,24)
Controle 61,40 40,66 47,85 43,32 40,68
(+11,76) (£6,19) (7,07) (¢6,33) (¢8,14)

5.3.6. Imunofenotipagem de célulasNTNB

Em relacdo a porcentagem das células NTNB, houve maior porcentagem destas
células sete dias apds a primeira inoculagcdo e quinze dias apds o desafio (Figura 10).
Nenhum dos grupos se manteve constantemente com niveis maiores de células NTNB
em relacdo aos demais durante 0 experimento. A maior porcentagem destas células foi
observada apos o desafio, sendo que 0 grupo saponina obteve 52,33 (£11,85), o grupo
controle 49,47 (£14,69) e o grupo peptideo 46,78 (£10,12), o que pode ser observado na
tabela 10.
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Figura 10— Porcentagem de Células NTNB

De acordo com os resultados obtidos por BITTAR (2002), 0 grupo saponina
apresentou porcentagem maior do que os demais grupos durante todo o experimento, o
gue, em parte corrobora os achados do presente estudo, ja que o grupo saponina se
manteve com niveis semelhantes ou superiores. ApOs a primeira imunizagdo, a autora
observou porcentagens de 38,25 (£7,64) no grupo saponing, (34,57 £13,33) no grupo
peptideo e (32,97 +£9,47) no grupo controle. Essa média superior do grupo saponina em
relacdo aos demais grupos permaneceu por todo o periodo de imunizagdo. Apos a
terceira imunizacdo o grupo peptideo apresentou uma diminuicdo da percentagem das
células NTNB (30,90 +£14,33) enquanto o grupo controle apresentou uma elevacdo no
percentual celular (34,54 +9,85). As variagdes do percentual celular durante as
imunizacOes e entre os grupos ndo foram estatisticamente significativas. A cinética das
células NTNB no presente trabalho pode ser explicada levando-se em consideracéo o
aumento de outros tipos celulares em circulagdo, como algumas populagdes de células T
e células B. E importante salientar que no trabalho de BITTAR (2002) foi observada

uma porcentagem superior a observada no presente estudo porque neste a populagéo
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WC1 foi incluida como parte da populacdo total de linfécitos T, refletindo

consequentemente na porcentagem das células consideradas NTNB.

GONZALEZ (2003) em seu trabalho com B. microplus, notou que houve uma
gueda de porcentagens de células NTNB nos animais imunizados ap0s a primeira
imunizacdo e mantendo-se relativamente igual até a ultima amostragem, sendo que
diferenca foi mais evidente no dia 35, diferente dos resultados obtidos no presente
trabalho. Segundo a autora, estes resultados se devem ao aumento de outros tipos
celulares em circulagdio como as células CD21" e algumas outras subpopulagdes de
linfécitos T nos animais imunizados. Os animais controle apresentaram porcentagens
superiores em relacdo aos animais imunizados durante todo o experimento. As
porcentagens nos grupos imunizados variaram entre 5,57 (+4,44) cinco dias apds a

segunda imunizacdo e 7,48 (+6,46) aos dez dias apos a terceiraimunizagéo.

Tabela 10- M édia da Por centagem de célulasNTNB

Grupo Dia-7 Dia7 Dia 37 Dia 65 Dia 172

Peptideo 22,73 32,37 17,06 38,91 46,78
(£7,56) (¢11,86) (£10,48) (29,97) (¢10,12)

Saponina 29,87 34,25 25,09 37,67 52,33
(£9,47) (£9,98) (+8,46) (+12,36) (+11,85)

Controle 14,74 45,97 23,65 39,61 49,47
(£7,63) (#11,12) (£7,96) (£10,75) (+14,69)

5.3.7. Relagdo entre os linfécitos T CD4" e CD8"

Conforme o0 esperado, a subpopulagio de células T CD8" circulantes de bovinos
imunizados avaliada em relagdo a subpopulagdo de células T CD4" foi menor durante
todo o periodo. O grupo peptideo obteve as menores relagdes T CD4'/CD8" no inicio do
experimento (no dia zero e apoOs a primeira imunizacdo), apresentando a maior média

somente apés a terceira imunizagdo (figura 11). O grupo saponina so apresentou média
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superior em relacdo aos demais grupos no dia zero, enquanto o grupo controle obteve as
maiores médias apos a primeira e a segunda imunizacdo, e apos o desafio, como mostra
otabelall. A relagcdo T CD4'/CD8" diferiu estatisticamente somente no grupo peptideo,
entre o dia zero e apos a segunda imunizagdo (p<0,05) e entre as coletas apos a primeira

e a segunda imunizagdo (p<0,05).

Em média, as proporgdes CD4:.CD8 dos animais experimentais foram
semelhantes &s observadas por outros autores (GONZALEZ, 2003; BITTAR, 2002;
TUO, 1999; POLLOCK et. al.2001), exceto apOs a segunda inoculacdo, quando as

porcentagens foram superiores aos trabal hos citados.

No trabalho realizado por BITTAR (2002), 0 grupo peptideo apresentou a menor
relacio T CD4'/CD8" desde a primeira imunizagdo, corroborando os achados do
presente trabalho. O grupo saponina (1,61 + 0,08) apresentou durante maior parte do
experimento médias superiores ao grupo peptideo (x = 1,36 + 0,07) e grupo controle
(1,49 + 0,13), diferente do presente estudo, visto que o0 grupo controle apresentou médias
superiores na maior parte do experimento. A relagio T CD4'/CD8" ndo diferiu

estati sticamente entre os grupos (p > 0,05).
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Figura 11— Relacdo entre os linfécitos T CD4 e CD8
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Tem-se evidenciado relagbes CD4/CD8 iguais ou maiores as descritas neste
trabalho em animais apos infeccdo experimental com Micobacterium bovis, (POLLOCK
et al., 2001; RHODES et al., 2000; VANDEN BUSH & ROSENBUSCH, 2003), isto
pode de alguma maneira sugerir que 0 SBbo23290 induz uma resposta no sistema imune
com efeitos evidentes sobre a expansio da populagdio CD4" mais do que a CD8". De
fato, a populagdo CD4" é considerada a populagdo mais envolvida nas respostas imunes
adquiridas na maioria de antigenos protéicos (RHODES et al., 2000), pois a expansdo
celular inicial em respostas ao reconhecimento antigénico € principa mente, mediada por

uma via de crescimento autdcrino gerada a partir das células CD4".

Tabela 11- Média da Relagéo entre os linfocitos T CD4" e CD8"

Grupo Dia-7 Dia7 Dia 37 Dia 65 Dia 172
Peptideo 1,00 1,07 2,04 1,93 1,37
(x0,41) (20,31) (x0,19) (20,64) (20,29)
Saponina 1,59 1,25 1,96 1,76 1,19
(+0,56) (+0,78) (£0,19) (+0,44) (+0,15)
Controle 1,12 1,44 2,67 1,82 1,63
(x0,32) (20,31) (20,50) (20,59) (x0,49)

5.3.8. Relagéo entre os linfécitos T e B

A média darelacdo T/B se manteve muito semelhante entre os grupos durante o
experimento (figura 12). As menores médias foram obtidas apds a segunda imunizacéo,
variando de 1,70 (x0,94) a 1,92 (+0,33) (grupos saponina e peptideo respectivamente), e
as maiores médias foram observadas apés o desafio: 4,13 (£1,90) no grupo controle,
4,76 (£2,63) no grupo peptideo e 4,83 (£2,09) no grupo saponina (tabela 12). Somente
0S grupos peptideo e saponina apresentaram diferenca estatistica entre as coletas, sendo
essa diferenca notada entre as coletas apos a primeira e a segunda imunizagédo (p<0,05),

e entre a coleta apos a segunda imunizacdo e apds o desafio (p<0,05 para o grupo

67



saponina, e p<0,01 para o grupo peptideo). A média da relacéo T/B foi maior no grupo
peptideo durante as duas primeiras imunizacdes no trabalho de BITTAR (2002), porém
na terceira imunizagao relacdo diminuiu, mas ndo significativamente. Os grupos
controle e saponina permaneceram com médias inferiores as do grupo imunizado

durante todo o processo de imunizagdo, o que difere dos achados do presente estudo.
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Figura 12— Relacdo entre os linfocitos T e B

Foi evidenciada por GONZALEZ (2003) uma discreta diminuicdo darelacio T/B
nos animais imunizados ao longo do experimento e uma notavel diferenca quando
comparada com 0s animais controle, o que difere do presente trabalho. Além disso, a
média da relacdo T/B foi menor desde o comeco do experimento nos animais
imunizados do que nos controles, ndo havendo nenhuma variabilidade durante todo o
periodo, o que indica que houve um movimento diferente nas populagdes T/B somente
nos animais imunizados, 0 que ndo aconteceu no presente trabalho, visto que a relagéo
T/B se manteve muito semelhante entre 0s grupos experimentais durante quase todo o
experimento. No entanto o presente trabalho corrobora os resultados de GONZALEZ
(2003) e BITTAR (2002) no que diz respeito a estatistica, visto que em ambos estudos
foi observado que ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos durante

os experimentos. Pode-se dizer que a resposta frente ao peptideo SBbo23290 induz uma
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resposta caracterizada pela producéo superior de linfocitos T em relagdo aos linfécitos

B, resposta essa, que se manteve constante entre 0s grupos.

Tabela 12- Média da Relacdo entre os linfécitos T e B

Grupo Dia-7 Dia7 Dia 37 Dia 65 Dia 172
Peptideo 2,91 2,29 1,92 2,52 4,76
(20,79) (20,78) (20,33) (20,69) (£2,63)
Saponina 2,60 2,20 1,70 2,76 4,83
(x0,36) (20,41) (20,94) (x0,41) (£2,09)
Controle 2,57 3,04 1,68 2,54 4,13
(20,41) (22,20 (20,24) (20,28) (£1,90)

Encontra-se disposto na tabela 13 um resumo com todos os resultados obtidos

através da técnica de imunofenotipagem.
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Tabela 13 - Impacto diferencial entre as coletas de PBL

GRUPO
Peptideo

Saponina

Controle

Dia-7 Dia7

CD21: ¢
WCI1: 1
T/B: |
CD4/CDS8: |
T tot.: |
NTNB: T
CD4: |
CDS: |
CD21: ¢
WC1: 1
T/B: |
CD4/CDS: |
T tot.: |
NTNB:
CD4: |
CDS: |
CDh21: |
WC1: |
T/B: 1
CD4/CDS: 1
T tot.: |
NTNB: |

Dia 37
CD4: |
CDS: |
CD21: t
WC1: 1
T/B: |
CD4/CDS: 1
T tot.: |
NTNB: |
CD4:
CD8: |
CD21: |
WC1: |
T/B: |

WC1: |
T/B:
CD4/CDS: *
T tot.: |
NTNB: |

70

Dia 65
CD4: |
CDS: |
CD21: |
WC1: |
T/B: |
CD4/CDS: |
T tot.: |
NTNB: |
CD4: |
CDS: |
CD21: |
WC1:
T/B: t
CD4/CDS: |
T tot: |
NTNB: |
CD4: |

CD21: |
WCi: 1
T/B: 7
CD4/CD8: |
T tot.: |
NTNB: |

Dia 172
CD4: |
CDS: 1
CD21: |
WCl1: |
T/B: |
CD4/CDS: |
Ttot.: |
NTNB: |
CD4: |
CDS: |
CD21: |
WCl1: |
T/B: |
CD4/CDS: |
T tot.: |
NTNB: |
CD4: |
CDS: |
CD21: |
WC1: |
T/B: |
CD4/CD8: |
T tot.: |
NTNB: *



6. CONCLUSOES

- O peptideo sintético SBbo23290 utilizando saponina como adjuvante foi eficaz,
estimulando a resposta imune dos bovinos imunizados e submetidos ao desafio com a

amostra virulenta de Babesia bovis.

- Os animais imunizados com o peptideo SBbo23290 desenvolveram uma resposta
imune que promoveu mudangas nas populagdes circulantes de linfocitos T CD4 e TOO e
B CD21.

- A resposta imune induzida pelo SBbo23290 nos tecidos linféides demonstrou
formacdo tipica de estruturas que conferiram especificidade e memoria apds as
inoculacdes.

- Foi demonstrado através da imunohistoquimica que o peptideo em questdo €
eficientemente apresentado pelas células apresentadoras de antigeno (APCs) as células T

CD4", induzindo uma resposta T-dependente e de memdria.
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