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RESUMO

OLIVEIRA, Diogo Coelho de Padua, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
dezembro de 2006. Avaliacdo da cinética leucocitaria sangliinea em bovinos
apo6s a aplicacdo simultanea dos imundgenos sintéticos anti-Babesia bovis
(SBb023290) e anti-Ripicephalus (Boophilus) microplus (SBm7462).
Orientador: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo. Co-orientadores: Marlene Isabel
Vargas Viloria e Jackson Victor de Araujo.

Dezesseis bovinos pertencentes a espécie Bos taurus taurus, negativos
sorologicamente e parasitologicamente a hemoparasitas foram divididos em quatro
grupos de inoculagao: grupo Controle, grupo adjuvante Saponina, grupo Tratamento
| e grupo com Tratamento Il. O presente estudo teve como objetivo avaliar a
resposta imune celular e a protegcdao conferida aos bovinos, pela vacinacao
simultdnea com os imunodgenos sintéticos SBm 7462 e SBbo 23290 em lados
opostos (Tratamento I) e pela vacinagdo dos mesmos imunégenos SBm 7462 +
SBbo 23290 na mesma dose (Tratamento Il). Todos os animais foram inoculados
trés vezes, via subcutédnea, com intervalos de trinta dias. O desafio foi feito 30 e 34
dias apos a terceira inoculagdo, colocando-se 2000 larvas de Ripicephalus
Boophilus microplus, livres de hemoparasitas, e posteriormente inoculando a cepa
de Babesia bovis UFV1 - 92 passagem, na concentragdo de 1x 10° Babesias/mL,
respectivamente. Os resultados demonstraram que, ao longo do estudo, os animais
vacinados das duas formas desenvolveram uma modificacdo das sub-populagdes de
linfécitos presentes no sangue periférico. Dentre as populagdes de linfécitos
estudadas houve um maior aumento para as sub-populacdes de células B CD21".
Por meio de um estudo da cinética de producdo de Interleucina-4 avaliou-se a
ativagcao de células sanguineas mononucleares periféricas (PBMC) cultivadas apds a
vacinagao dos animais e previamente estimuladas juntamente com os peptideos
sintéticos SBbo 23290 e SBm 7462 .Os resultados da producédo de IL-4

apresentaram baixos niveis para os grupos Tratamento |, Tramento Il e Saponina.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Diogo Coelho de Padua, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
December of 2006. Avaliation of the blood lymphocytes kynetics in bovines
after simultaneous application with the synthetics immunogenics anti-
Babesia bovis (Sbbo23290) and anti-Ripicephalus (Boophilus) microplus
(Bm7462). Adviser: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo. Co-Advisers: Marlene
Isabel Vargas Viloria and Jackson Victor de Araujo.

Sixteen bovines belonged to Bos taurus taurus species, serumly and parasitically
negatives to hemoparasites, were divided in four groups of inoculation: Control
groups, Saponine group, Treatment group | and Treatment group Il. The following
study had the objective to evaluate and measure the cellular immune response and
the protection given to bovines, through simultaneous vaccination of synthetics
immunogenics SBbo 23290 in opposite sides (Treatment I) and through vaccination
of the same immunogenics SBm 7462 + SB 23290 in the same dose (Treatment Il).
All animals were inoculated three times, through subcutaneous, with intermissions of
thirty days. The challenges were done thirty and thirty-four days after third
inoculation, placing 2000 grubs of Ripicephalus Boophilus miroplus, out of
hemoparasites, and lately inoculating the strain of Babesia bovis UFV1 — ninth
passing, in the concentration of 1 x 10° Babesias/ml, respectively. The results show
that, along the study, animals vaccinated in two forms related obtained an alteration
of the sub population of lymphocytes present in the peripheral blood. Among the
population of lymphocytes studied, a bigger increase for the sub population of cells B
CD21" was seen. Through the study of kinetic production of interleukin 4, was
valued the activation of blood peripheral mononuclear cells (PBMC) cultivated after
vaccination of animals and beforehand stimulated together with synthetic peptides
SBbo 23290 e SBm 7462. The quantification of IL-4 production showed low levels for

Treatment group |, Treatment group Il and Saponine group.
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1. INTRODUCAO

O carrapato Ripicephalus (Boophilus) microplus e o hemoparasito Babesia
bovis sdo considerados na atualidade as espécies de parasitas que causam o maior
impacto econdmico na produg¢ao bovina do Brasil. Varios estudos ao longo dos anos
vém mostrando o prejuizo causado por estes parasitos. HORN & ARTECHE (1985)
afirmam que s6 no Brasil os prejuizos causados pelo Ripicephalus (Boophilus)
microplus atinge a cifra de 1 bilhdo de ddlares anuais. De acordo com estudos de
MONTENEGRO-JAMES, (1992) na América Latina, a babesiose causa prejuizos de
mais 1.3 bilhdes de ddlares por ano. Estudos realizados por GRISI et.al (2002) onde
foi feito um levantamento estatistico no Brasil indicaram prejuizos de 2 bilhdes de
ddlares causados pelo Ripicephalus (Boophilus) microplus.

No Brasil esta situagdo se agrava ainda mais quando € levada em conta a
grande populagdo de bovinos do pais. De acordo com dados do IBGE (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica) o Brasil possuia em 2003 aproximadamente
195 milhdes de bovinos, sendo que a grande maioria dos animais estdo expostos ao
Ripicephalus (Boophilus) microplus e conseqlientemente podem vir a se infectar com
a Babesia bovis.

Frente a este problema a maioria das estratégias é direcionada ao controle
dos carrapatos com farmacos como: piretrinas, organofosforados, piretréides
sintéticos, e lactonas macrociclicas, neonicotinoides. No entanto, com o tempo, as
populacdes de carrapatos desenvolvem resisténcia, em consequéncia da selecao
das populagdes submetidas a doses que em condigcdes normais seriam capazes de
eliminar a maioria dos individuos de uma populagdo parasitaria (PATARROYO &
SOSSAI, 2004).

Atualmente ndo existem métodos de controle de hemoparasitos,que sejam
totalmente eficazes contra a babesiose bovina. A prevencdo da babesiose bovina

pode ser realizada tanto pelo combate direto ou imunidade protetora contra seu



vetor, o carrapato Ripicephalus (Boophilus) microplus e/ou através da estimulagéo
imunoldgica contra o hematozoario.

As vacinas quando analisadas em sua eficacia sdo consideradas como uma
grande possibilidade viavel para enfrentar problemas de saude relacionados a
microorganismos. Considerando, em Medicina Veterinaria, que sao seguras e
permitem a producado de alimentos (carne e leite) sem residuos quimicos. Isto
favorece a protecdo do meio ambiente e dos animais (FREITAS, 2001). Devido a
este fato, as atuais vacinas sintéticas para carrapatos SBm 7462 e para Babesia
bovis SBbo 23290 sdo uma evidente e promissora oportunidade para melhorar o
rendimento produtivo dos animais e potencializar a produgdo bovina do Brasil
afetada por estas doencas.

O conhecimento do ambiente imunoldgico, no qual a resposta imune é
processada € de vital importancia no aprimoramento da eficiéncia de uma vacina,
uma vez que as vias de inoculagdo, os adjuvantes e as doses escolhidas, séo
dependentes deste conhecimento.

Ao contrario das vacinas tradicionais, as peptidicas apresentam grandes
vantagens, tais como: alto grau de pureza, completa segurangca quanto a
caracterizagdo quimica, auséncia de contaminantes, reprodutibilidade fiel na
producao, fim da manipulagdo de cultivo celular em biorreatores, alta estabilidade,
baixo custo da produ¢cdo em grande escala, a manipulagao da resposta imunoldgica,
pois 0s imundgenos sintéticos podem ser desenhados de tal forma que estimulem
uma resposta imune apropriada (NEURATH & KENT, 1986), a auséncia de
mecanismos supressores alérgicos e/ou autoimunes (PATARROYO et al., 1995).

Portanto, o uso de peptideos sintéticos como vacinas possui boas vantagens
e deve ser melhor estudado para uma maior compreensdo de como estes atuam e

ativam o sistema imune.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar e mensurar a resposta imune celular no sangue periférico e a protegéo
conferida em bovinos frente a vacinagdo com os imunogenos sintéticos SBm 7462 e
SBbo 23290 aplicados separadamente e pela vacinacdo com 0SS mesmos

imundgenos porém aplicados simultaneamente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o perfil celular da resposta imune anti-imunégeno de células T CD4", T CD8",
T v8 (WC1") e B CD21%, em diferentes grupos (Controle, Saponina, Tratamento | e

Tratamento Il); e em diferentes tempos.

Avaliar o perfil celular da resposta imune anti-imunégeno de células T CD4", T CD8",
T v8 (WC1%) e B CD21", apos o desafio com amostras de Ripicephalus (Boophilus)

microplus e amostras virulentas de Babesia bovis;

Determinar a cinética da citocina IL-4 no sobrenadante de cultura celular de bovinos,
proveniente do sangue periférico, apds estimulacdo com os peptideos sintéticos
SBm 7462 e SBbo 23290.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Ripicephalus (Boophilus) microplus

O carrapato Ripicephalus (Boophilus) microplus (CANESTRINI, 1887) é
considerado o principal ectoparasito de importancia econémica, ndo so pela sua
capacidade de causar danos sobre o hospedeiro, devido hematofagia, inoculagao de
toxinas, depreciacdo do couro e transmissdao de multiplos patégenos como
hemoparasitas (PATARROYO, 1994; GUIMARAES et al., 1998), causando taxas
elevadas de morbidade e mortalidade.O problema em relagdo a este ectoparasito
aumenta ainda mais se for levada em conta sua ampla distribuicdo geografica sendo
encontrado praticamente em todas as regides tropicais e subtropicais. Parasita
principalmente bovinos por ser extremamente especifico, mas pode parasitar
esporadicamente outros animais tais como equinos e ovinos GONZALES (1974).
Cerca de 80% da populagao mundial de gado bovino esta exposta a este parasita e
as enfermidades por ele transmitidas. Estima-se que os custos com seu controle e
as perdas de produtividade tem aumentado consideravelmente com o tempo (HORN
& ARTECHE, 1985). De fato muitas pesquisas ao longo dos anos tém sido
elaboradas para avaliar as perdas econdmicas no mundo por este parasito. Tem
sido estimado uma perda de US$ 7 animal/ano (MC COSKER, 1979). No Brasil as
perdas causadas pelo Ripicephalus (Boophilus) microplus atingem a cifra de 1 bilhdo
de dodlares se forem considerados danos diretos e indiretos (HORN & ARTECHE,
1985). No entanto, mais recentemente, estudos realizados por GRISI et.al (2002)
indicaram prejuizos de 2 bilhdes de ddlares causados pelo Ripicephalus (Boophilus)
microplus.

Taxonomicamente, o Ripicephalus (Boophilus) microplus é classificado como
sendo do Filo Arthropoda, Classe Arachnida, Ordem Acari, Familia Ixodidae, Género
Ripicephalus, Subgénero Boophilus e Espécie Ripicephalus (Boophilus) microplus.

Este carrapato é conhecido como “de um sé hospedeiro” e seu ciclo evolutivo

pode ser estudado em dois tempos ou fases: parasitaria e ndo parasitaria. A primeira



fase compreende desde o inicio da fixagao das larvas ate o termino (desprendimento
do hospedeiro). Os adultos, incluindo as fémeas ingurgitadas e fecundadas, caem
desse hospedeiro onde se inicia a segunda fase. O préximo tempo, ou seja, a fase
nao parasitaria comeca apos a soltura do artrépode do hospedeiro caindo no chao.
A partir desse momento pode seguir-se de duas formas. Na primeira, a fémea bota
seus ovos e em seguida as larvas eclodem e posteriormente alcangcam um
hospedeiro iniciando a fase parasitaria. Na segunda, a fémea morre sem botar seus
ovos ou estes sdo inférteis ou as larvas ndo conseguem alcangar um hospedeiro
adequado e acabam morrendo PEREIRA (1982).

3.2 Babesia bovis

A babesiose bovina, também conhecida como piroplasmose, tem ocorréncia em
vérias regibes tropicais e subtropicais como América Central e do Sul, Norte da Africa,
Asia e Australia; sendo sua distribuicdo geogréafica correlacionada a presenca de
carrapatos. No Brasil de acordo com FARIAS (1995) a babesiose bovina € transmitida
por um unico vetor, o carrapato Ripicephalus (Boophilus) microplus (CANESTRINI,
1887).

Nas Américas incluindo o Brasil, a babesiose bovina, € uma enfermidade
causada por duas espécies: Babesia bovis (BABES, 1888), que causa os maiores
danos ao animal devido a severidade da doencga e, portanto, causando os maiores
prejuizos econdmicos no Brasil (FREITAS, 2001) e Babesia bigemina (SMITH &
KILBOURNE, 1893). No entanto, no mundo existem mais de 100 espécies de Babesia
identificadas (HOMER et. al.,2000). Esses protozoarios sdo pertencentes ao Sub-reino
Protozoa, Filo Apicomplexa, Classe Aconoidasida, Ordem Piroplasmida, Familia
Babesiidae e Género Babesia.

O ciclo de vida da Babesia bovis envolve tecidos do carrapato Ripicephalus
(Boophilus) microplus como o intestino, o ovario e a glandula salivar e células
sanguineas do hospedeiro vertebrado (MEHLHORN & SCHEIN, 1984).

No intestino do carrapato os eritrocitos infectados com merozoitos ingeridos
pela teledbgena permanecem por algumas horas e posteriormente comegam a se
desenvolver em gametocitos que se diferenciam em estagios uninucleados chamados
corpos radiados e se fundem originando o zigoto (MEHLHORN & SCHEIN, 1984). O



zigoto evolui para uma célula chamada oocineto que invade as células epiteliais do
intestino do carrapato e inicia a divisdo assexuada com a formacgao dos cinetos que
irdo invadir hemocitos, e outros 6rgdos como ovarios e consequentemente os oocitos.

Os cinetos que invadem os odcitos permanecem em dorméncia durante o
desenvolvimento da larva dentro do ovo. Quando estas eclodem e comegam a se
alimentar do hospedeiro ocorre novo processo de esporogonia € 0s cinetos invadem
as ceélulas da glandula salivar, multiplicam e originam os esporozoitos que sdo as
formas infectantes para o hospedeiro vertebrado (FRIEDHOFF, 1988). E importante
ressaltar que a transmissao de Babesia bovis para o vertebrado ocorre somente na
fase de larva do Ripicephalus (Boophilus) microplus (MAHONEY & MIRRE, 1977).

A transmissao bioldgica do parasito inicia no hospedeiro vertebrado através da
hematofagia por artrépodes infectados. Apds ser inoculado na corrente sanglinea a
Babesia bovis sob a forma infectante de esporozoitos penetram nas hemacias,
desenvolvendo-se rapidamente, originando os trofozoitos que evoluem para
merozoitos. Na saida, estes rompem a célula infectada, embora em alguns casos
possa permanecer intacta infectando novas hemacias. O ciclo de vida da Babesia
bovis no hospedeiro vertebrado é de aproximadamente oito horas.

O ciclo assexuado no hospedeiro vertebrado continua até que o animal morra
ou elimine o parasito por meio de resposta imune eficaz e passe a ser portador sadio
(MAHONEY, 1969).

A infeccéo por Babesia bovis € caracterizada por hipertermia, anemia, anorexia,
caquexia, hemoglobinuria e pela sindrome do choque hipotensivo, acarretando um

alto indice de mortalidade entre animais susceptiveis.

3.3 Recirculacéao de linfoécitos

A integracdo e o controle das respostas imunes sistémicas dependem do
trafego regulado dos linfécitos (BUTCHER & PICKER, 1996). A migragao do sangue
para dentro dos tecidos periféricos e linféides é determinada por eventos complexos
e combinados, envolvendo multiplas moléculas que, juntas regulam o acesso
tecidual de subtipos especializados de linfocitos (DEBES et.al., 2005). A recirculagéo
continua dos linfécitos entre o sangue, tecidos e linfa é essencial para a

coordenacao e disseminagao das respostas imunes.



A saida dos linfocitos dos tecidos e a migracéo via linfa aferente dentro dos
linfonodos drenantes € um mecanismo de migragao homeostatica critico para células
T de memoria e efetoras (DEBES et.al., 2005). Um ‘pool’ de células de memoria
originadas do sangue tem a capacidade de entrar em multiplos tecidos, ambos
linféides e néao linféides, e essa entrada é diferentemente regulada (KLONOWSKI
et.al., 2004).

A maioria dos linfocitos recirculam continuamente do sangue aos tecidos
linfoides secundarios e retornam a este aproximadamente duas vezes por dia, a
circulagdo nao ¢é aleatdria, j4& que é regulada por mecanismos ativos de
reconhecimento entre as células endoteliais e os linfécitos, permitido posteriormente,
cruzar através da parede vascular. Este processo de circulagdo € fundamental no
sistema imune, controlando o acesso de populacdes de linfocitos especializados a
um tecido em particular e por tanto influenciando a natureza da resposta imune local
elou a resposta inflamatéria. (GONZALEZ 2002)

Existe uma dicotomia significativa no trafego de linfécitos no que concerne a
distribuicdo diferencial de populagcées de células virgens versus efetoras ou de
memoria (MACKAY et al.,, 1992). Em geral os linfécitos ndo primados sao
programados a recircular através de tecidos linféides secundarios onde encontram
um microambiente linféide especializado que pode, dependendo do estimulo
encontrado, induzir a sua diferenciacdo ou morte no caso das células auto reativas.
Diferentemente, as células de memodria e efetoras apresentam uma notavel
heterogeneidade dentro de cada classe de linfécitos sejam B ou T com diferentes
populacdes que expressam padrdes seletivos a tecidos (WOODLAND & DUTTON,
2003).

De fato, uma vez iniciada a resposta imune primaria em linfonodos drenantes
ao sitio de exposi¢ao antigénica, as células T de memodria resultantes permanecem
no sitio, e quando o antigeno é introduzido de novo, sé as células ativadas tém a
capacidade de se relocalizarem nos sitios de exposi¢cdo antigénica enquanto que as
de células de memoria continuam sendo recrutadas (BRADLEY et al., 1999).

No entanto, a regulagao de receptores de residéncia durante a diferenciagao
de células T de memodria e efetoras € analoga a produgao de citocinas efetoras, na
qual envolvem-se citocinas imunoreguladoras e sinais co-estimuladores que

dependem da natureza antigénica. (PICKER 1994).



3.4 Resposta imune contra Babesia bovis

Segundo HEMMER et al., (2000), embora a imunidade humoral adquirida seja
importante no controle da infeccdo por Babesia, numa infecgao primaria as células
do sistema imune inato sdo mais importantes para interromper ou controlar o
desenvolvimento dos parasitos. Isso porque na auséncia de macréfagos e células
NK observa-se um aumento da parasitemia em um curto periodo de tempo. Esse
contexto sugere que os fatores imunes inatos podem estar envolvidos na destruigéo
dos parasitos antecipadamente em relagéo a produgao de anticorpos.

Neste contexto as células NK estédo relacionadas a resisténcia dos animais
para Babesia, conforme apresentado no trabalho de EUGUI & ALLISON (1980)
estas células seriam responsaveis pela protegdo dos animais em estagios precoces
da infeccdo com o controle da multiplicagdo da Babesia no pico de parasitemia
(JAMES, 1988). Evidéncias sobre a atividade das células NK também foram obtidas
em estudos relacionados a babesiose humana, em que se observou aumento da
populagao de células NK em pacientes com babesiose aguda (SHAIO & LIN, 1998).

Outros estudos também demonstram a importancia das células NK uma vez
que células NK do bago produzem IFN-y na presenca de IL-12 e IL-18 e na presenca
de fagécitos mononucleares expostos a B. bovis (GOFF et al., 2006). Outros estudos
in vivo estdo em progresso para mostrar que estas células sao a fonte de IFN-y
durante a infecg&o por B. bovis em bovinos (BROWN et al., 2006).

A protecéo contra a infecgdo aguda de Babesia envolve além das células NK,
macréfagos ativados (BROWN & PALMER, 1999) e neutrofilos (COURT et al.,
2001). Mondcitos e macréfagos exercem um papel central na resposta imune como
células apresentadoras de antigeno, células imunorreguladoras e efetoras (GOFF et
al., 2002).

A imunidade contra a Babesia spp. requer ndo s6 a resposta imune inata mas
também a adaptativa. Pelo fato da Babesia ser um parasito intra-eritrocitario
obrigatério e nao infectar células nucleadas como os parasitos das espécies
Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax que também parasitam eritrocitos. Esta
célula sem nucleo do sangue ndo possui complexo principal de histocompatibilidade

(MHC). Este fato demonstra a importancia das células T CD4" restritas ao MHC classe



Il como ligagdo entre a resposta imune inata e adaptativa e ndo as células T CD8"
restritas ao MHC de classe | (BROWN & PALMER, 1999, BROWN, 2001, 2006).

As células T s&o os linfocitos predominantes no sangue (até 80% dos
linfécitos do sangue periférico em bovinos), que deixam o sangue por duas vias; as
células T que ndo se encontraram com o antigeno anteriormente (células virgens) se
conjugam com vénulas especializadas localizadas no paracértex dos linfonodos
(vénulas endoteliais altas), e as células T de memoria deixam a corrente sanguinea
através dos vasos sanglineos convencionais nos tecidos e s&do depois
transportadas para os linfonodos através da linfa aferente (TYZARD, 1998). Em
bovinos, além dos "clusters" CD (CD4 e CD8), ha os WC "workshop clusters",
segundo HOWARD et al. (1999b)

De acordo com (HOMER et. al., 2000), as células T s&o criticas na resisténcia
a babesiose, e os mecanismos mediados por células T ocorrem no estagio de
resolugcao, sendo que as células T também tém sido implicadas na protecédo contra
especies letais de Babesia.

O padrdao de citocinas produzido pela populagdo de células efetoras ao
encontro antigénico regula a ativagao e o influxo de outros tipos celulares. De fato, as
populacdes de células T CD4" de memoria e ativadas correntemente secretam uma
ampla variedade de citocinas e se encontram diferentemente distribuidas nos
compartimentos do sistema imune fazendo parte de estruturas que dependem dos
fatores soluveis por elas produzidos. Em 6érgéos linféides secundarios, as células T
CD4" expressam propriedades caracteristicas de células T auxiliares mostrando
elaborar fatores de crescimento para células T e B (BALDWIN et al.,1987) necessarios
para a formacdo do microambiente em resposta a antigenos T-dependentes que
desencadeiam respostas especificas e consequentemente protetoras.

As células T CD4" sdo importantes para coordenar a produgéo de anticorpos da
classe IgG de alta afinidade e para ativar macréfagos por meio da producdo de IFN-y.
Segundo KUMARATILAKE & FERRANTE (1992), FELL et al., (1994), BROWN &
RICE-FICHET (1994) e BROWN et al., (1995), a imunidade adaptativa é dependente
de linfocitos T CD4" pois estes possuem papel fundamental na producéo de citocinas
inflamatorias como IFN-y e TNF «, 3, que por sua vez contribuem para a estimulacéo
de linfécitos B, com consequente produgao de imunoglobulinas de alta afinidade (IgG1
e 1gG2), o que é importante para o controle da parasitemia durante a persisténcia da

infeccdo da Babesia bovis. Além disso, as células T CD4" também atuam na ativacao



de neutréfilos e macrofagos responsaveis pela fagocitose e na producédo de
intermediarios do nitrogénio reativo e de 6xido nitrico (NO), que sao téxicos para o
parasito.

Os linfocitos T CD4™ exercem um papel importante no controle da maturacdo da
resposta imune humoral pela sintese seletiva de citocinas que regulam a mudancga de
subclasses de IgG, durante a infecgdo. A producao de IgG1 por linfécitos B € induzida
pela interleucina 4 (IL-4) enquanto que o IFN-y estimula a producao de IgG2 (ESTES
et al., 1995). Esses resultados foram confirmados por BROWN et al., (1995), quando
observaram que clones de células T CD4" produtores de IFN-y especificos para RAP-
1 de B. bigemina, induziam aumento nos niveis de 1gG2 produzidos por linfocitos B e
que células T com padrao misto de citocinas do tipo zero, capazes de co-expressar IL-
4 e IFN-y forneciam sinais co-estimuladores necessarios para o aumento da sintese
de IgG1 e 1gG2 por ceélulas B. Em bovinos, tanto a IgG1 quanto a IgG2 fixam
complemento, sendo que a IgG2 tem maior atividade opsonizante em relagao a IgG1,
(McGUIRE et al., 1979).

O paradigma da resposta imune do Tipo 1 ou do Tipo 2, postulado por
MOSMANN et al., (1986) em camundongos, de que a protegdo imunoldgica esta
relacionada a resposta do tipo celular ou humoral, € na verdade uma simplificacao
de uma complexa rede de mecanismos imunorreguladores. A imunorregulagao de
infecgcdes difere em relacdo aos tipos celulares envolvidos, as citocinas e
mediadores secretados, assim como seus efeitos supressores ou indutores sobre
respostas imunes do tipo 1 e do tipo 2 (COX., 1997; BROWN et al., 1998).

Em estudos in vitro com diversos clones de células T helper, estimuladas com
antigenos de B. bovis, analisou-se o efeito da IL-12 e da IL-4 na modulagcéo da
expressao de citocinas por células T helper de memdéria. Assim, quando se
adicionou a IL-12 houve um aumento na produgdo de IFN-y em todos os clones
estudados, embora sem aumento significativo na taxa de proliferacdo celular ou na
expressdo de mRNA de IL-12. Além disto, ndo houve efeitos significativos na
inducédo da expressao de transcritos de IL-4. Por outro lado, a producédo de IFN-y
nao foi afetada pela adi¢ao de IL-4 recombinante (TUO et al., 1999). Estudos prévios
em bovinos ja haviam demonstrado que um dos efeitos biologicos da IL-4 &

aumentar a expressdo de marcadores de superficie em linfécitos B, tais como:
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CD23, IgM e MHC II, além de aumentar a producao de IgG1 e IgE (ESTES et al.,
1995).

De acordo com FIKRI et.al., (2000), em bovinos, as células T yd constituem
uma populagao proeminente das células mononucleares periféricas bovinas (PBMC),
atingindo de 20 a 30% em bovinos jovens. No entanto, existe uma queda desta
populacdo em bovinos adultos formando cerca de 10 a 15% da populacéao circulante
(WYATT et al., 1994; WILSON et al., 1996).

Analises da distribuicdo tecidual da populacdo WC1" de células T y8 por
citometria de fluxo revelaram que estas células estavam presentes em altas
concentragbes no sangue periférico e baixas concentragbes nos 6rgaos linféides
secundarios (PARK et al., 2000). Varias analises de expressao génica sugerem que
as células Tys WC1" de bovinos representam a populagao inflamatéria caracterizada

pela produgdo de IFN-y. Estas células T WC1* promovem meios para a estimulagéo
da resposta imune do tipo 1. Por outro lado, as Tyd WC1 s&o consideradas células
reguladoras, podendo ser encontradas principalmente em 6rgdos como o bago.
Essas células Tyd WC1 dividem caracteristicas com células da linhagem mieléide

(HEDGES et al., 2003; MEISSNER et al., 2003).

Nos ruminantes segundo TYZARD (1998), as células T yd respondem
predominantemente na reacao linfocitaria mista, sugerindo que possam reconhecer
antigenos do MHC estranhos e que também possam ser citotoxicas.

As células Ty de ruminantes possuem diversas fungdes, dentre elas o efeito
regulador sobre o sistema imune (HOWARD et al., 1999a), atividade citotdxica
(WELSH et al., 1997), a capacidade de reconhecer antigenos protéicos (WELSH et
al., 2002), apresentarem antigenos as células T CD4" e induzirem a sua proliferagéo
(COLLINS et al., 1998) e de participarem na maturacdo de células dendriticas
(LESLIE et al., 2002; CIPRIANI et al., 2000). Isto sugere que os linfécitos Tyd podem
ter uma ligagcdo com a resposta imune adquirida ja que foi demonstrado que células
Tyd humanas estimuladas adequadamente produziam p-quimiocinas, tais como MIP-
1o € MIP-1B e quimiocinas que induzem a migracao de células T. Outros estudos
demonstram que o aumento da resisténcia a infeccdo por B. bovis pode estar
relacionado a abundéancia de células Tyd (CLARK & JACOBSEN, 1998). Além

disso, estudos de infeccdo por Mycobacterium bovis em bovinos exauridos de
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células T yd& WC1" através de anticorpo monoclonal mostrou que essas células
poderiam estar associadas a uma polarizagdo da reposta do tipo 1 , com isso,
acredita-se no papel das células T y§ WC1" como uma ligagédo entre a imunidade
inata e adquirida, o que é fundamental para uma resposta imune apropriada.
(POLLOK & WELSH, 2002).

Varios estudos tém mostrado o potencial das células Tyd WC1* de murinos e
bovinos na secrecao de IFN-y (NAIMAN et al., 2001; WHITE et al., 2002). As células
Tyd WC1* podem favorecer uma resposta inflamatoria em animais jovens pelo efeito
direto de IFN-y sobre macréfagos, bem como, no desenvolvimento de resposta do
tipo 1 (ROGERS et al., 2005).

3.5 Resposta imune contra Ripicephalus (Boophilus) microplus

RIEK (1962) relata que a resisténcia a carrapatos por bovinos pode ser
descrita de duas formas: resisténcia inata e adquirida, sendo a primeira aquela que
ndo necessariamente depende do contato prévio do bovino com o Ripicephalus
(Boophilus) microplus, mas de alguns fatores inatos como o comprimento dos pélos
(pélos curtos favorecem a resisténcia), espessura e dureza da pele e habitos do
animal. Por outro lado, a resisténcia adquirida comecga a se evidenciar depois que o
animal foi exposto a algumas infesta¢des por carrapatos.

As reagbes imunoldégicas do hospedeiro que se seguem a repetidas
infestacbes de carrapatos sdo produzidas a partir de antigenos das glandulas
salivares ou das pecas bucais do parasito que entram em contato com a pele do
hospedeiro. Essa imunidade que outorga resisténcia pode ser expressa como uma
reducao no numero de fémeas ingurgitadas, peso, fecundidade, e prolongamento no
tempo de alimentagdo do parasito. Especulacbes sao feitas tentando relacionar
alguns fatores como possiveis anticorpos especificos contra glandulas salivares
(WILLADSEN et al., 1978), reagdes celulares (WILLADSEN, 1980) e reagdes de
hipersensibilidade (LEMOS, 1986) ao fenbmeno de imunidade adquirida, embora as
citagcdes presentes nao se refiram, especificamente, a carrapatos de um hospedeiro,
como Ripicephalus (Boophilus) microplus. BROSSARD e WIKEL (1989) citaram que

o desenvolvimento de resisténcia a carrapatos, apds diversas infestacbes
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sucessivas, € um fenbmeno tipicamente imunoldgico, no qual estariam envolvidas
todas as células e fatores intermediarios do sistema imune. FIVAZ & NORVAL
(1990) e USHIO et al., (1993) constaram uma elevagao dos niveis de IgM, 1gG e IgE,
um quadro tipico de reacédo de hipersensibilidade do tipo 1. Porém SONENSHINE
(1991) diz estar envolvida uma reacgao de hipersensibilidade do tipo 1 ou do tipo 2.

No entanto, existe um fato importante a considerar neste tipo de imunidade
adquirida naturalmente. Os antigenos do carrapato s&o moléculas expostas
continuamente ao hospedeiro durante a interacdo parasito-hospedeiro. E provavel que
essa exposicao gere uma compatibilidade seletiva entre parasito e hospedeiro na
evolugdo. De fato, varios autores concordam em afirmar que as infestagdes com
carrapatos medeiam imunossupressao na maioria dos mecanismos relacionados a
resisténcia adquirida, inibindo a atividade de moléculas biologicamente ativas, das
células efetoras (NK, macréfagos) e das respostas proliferativas de linfocitos T que
estdo envolvidas com a resposta imune do Tipo 1 (WIKEL et al., 1996; 1997).

Nesse sentido FERREIRA & SILVA (1998) constataram que a saliva de
Rhipicephalus sanguineus inibiu a resposta proliferativa de células T provenientes de
camundongos repetidamente infestados tanto a antigeno-especificos quanto a
mitégenos embora nao teve efeitos sobre a apresentacao antigénica.

Corroborando a estes dados, KASHINO et al., 2005 estudando ragas de
bovinos susceptiveis (Holstein, Bos taurus taurus) e resistentes (Nelore, Bos taurus
indicus) a B.microplus observou uma diferenga significativa na resposta humoral a
antigenos da saliva do carrapato entre estas ragas. A raga susceptivel apresentou
niveis relevantes do isotipo IgG1 saliva-especifica, que estdo associados com uma
resposta imune do tipo 2 em bovinos (ESTES & BROWN, 2002; MULCAHY et al.,
1998).

A imunidade induzida por antigenos protéicos ocultos provenientes de
Ripicephalus (Boophilus) microplus, seja naturais, recombinantes ou sintéticos, tem
gerado uma variavel eficacia em um grande numero de experimentos em campo e
controlados (MASSARD et al.,, 1995; RODRIGUEZ et al., 1995; CANALES et al.,
1997; DE LA FUENTE et al., 1998; PORTELA, 2000; PIMENTEL, 2002).

Varios autores coincidem em afirmar que os mecanismos de acao
envolvidos nesta eficacia sao mediados por anticorpos especificos com
envolvimento do complemento e outros mecanismos efetores. (CANALES et al.,,
1997; DE LA FUENTE et al, 1998). De fato trabalhos anteriores a estes
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estabeleceram uma correlagao significativa entre complemento, niveis de anticorpos
especificos para antigenos de membrana de células de intestino de carrapatos e
protecao (JACKSON & OPDEBEECK, 1989; 1990; WONG & OPDEBEECK, 1990)

KEMP (1996) indica que a imunidade efetora de animais imunizados com
antigenos ocultos confere protegdo com efeitos diretos sobre as células intestinais
do carrapato e que esta protecédo esta associada a agao de anticorpos especificos
produzidos apdés a imunizagéo.

Mais recentemente, trabalhos com imundgenos sintéticos, desenvolvidos por
PORTELA (2000), PIMENTEL (2002) e PATARROYO et al. (2002), demonstraram
um efeito protetor em animais imunizados relacionando os niveis de imunoglobulinas
especificas em soro com a eficacia dos imunogenos, além destes dados,
PATARROYO et al. (2002) evidenciaram o reconhecimento in situ desses

anticorpos.

3.6 Resposta imune em tecido linfoide

Nos o6rgaos linfoéides secundarios, a resposta imune a peptideos, caracteriza-
se por ser T-dependente, requerendo estritamente a interagdo cognata de células
apresentadoras de antigenos (APC), T e B.

A interacdo entre células T e B antigeno-especifico ativadas progride com a
proliferacdo de células B, algumas, prematuramente, se diferenciam em plasmécitos
nas zonas parafoliculares, com a consequente produgao de anticorpos de vida curta
n&o diversificados somaticamente, enquanto outras, junto com as células TCD4" séo
induzidas a migrarem aos foliculos linféides primarios, estimulando a formacéo de
centros germinais (CGs) antigeno-especificos altamente reativos.

WALKER et al. (2000), destacam o papel que tem a presenga do linfécito
TCD4" na geragdo de uma resposta imune de memoria e notavelmente antigeno-
especifica e a participagédo da célula dendritica na migracao da célula T ao foliculo.

A formacao dos CGs frequentemente é caracterizada pela estratificagcao de
subpopulagdes linfociticas em regides proliferativas e n&o proliferativas bem
conhecidas como zonas escura e clara respectivamente (MACLENNAN, 1994;

CAMACHO et al., 1998). Em bovinos essa formacéo tém sido claramente observada
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e o tempo de aparecimento dos mesmos parece depender do imundgeno utilizado
(FREITAS, 2000 e RESENDE 2003).

A importancia da formagdo 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 alta afinidade, ou segundo MATSUMOTO
et al. (1996), embora produzam IgGs precisa-se de doses imunogénicas altas para

gerar tal afinidade.

3.7 Adjuvantes

A palavra adjuvante deriva latim adjuvare que significa auxiliar. Atualmente é
0 nome genérico que se aplica as substancias usadas em associagcéo a antigenos.
Nos dia atuais tem como objetivo principal auxiliar ou potencializar a resposta
imunoldgica que seria de menor intensidade se o antigeno tivesse sido ministrado
isoladamente (ELDEMAM, 1998). H& mais de sessenta anos os adjuvantes vém
sendo utilizados na imunologia experimental, onde seu uso adequado dispensa
doses elevadas, bem como aplicagcbes freqlientes do antigeno sensibilizante
(AUCOUTURIER, et. al., 2001).

Os adjuvantes podem ser classificados baseados em cinco potenciais
modelos de acgao:
1- Imunomodulagéo (modificacdo da rede de citocinas).
2- Apresentagao sem mudanga na conformacgao do antigeno.
3- Inducéo de citotoxidade.
4- Indugao de células especificas.
5- Servindo como depdsitos de antigenos.

A natureza quimica dos adjuvantes até o momento € bastante variada e os
mais citados s&o: Sais de aluminio, bacterianos como lipopolissarideo (LPS) e
(MDP), 6leos minerais, 6leos vegetais e a utilizagdo do extrato da saponina, que

como foi utilizada no presente estudo sera enfatizada (MITCHELL, et al.,2001).
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3.8 Saponina

As saponinas s&o um grupo heterogéneo de produtos naturais caracterizados
quimicamente por serem: esterdis glicosideos e triterpenoides glicosideos, onde s&o
encontrados principalmente nas raizes de plantas, mas também podem ser
encontrados nas folhas, no tronco e em flores (OAKENFULL, 1981; REZNICEK &
JURESNITSCH., 1991).

Existem muitas espécies de plantas onde se pode obter o extrato de
saponina. Dentre estas espécies podemos citar: Quillaja saponins, Smilax
aristolochiifolia e em diversas plantas representadas pelo género Panax
(DALSGAARD, 1974; SOLYOM et al.,1980).

Como capacidade e potencial imunolégico € descrito na literatura que a
saponina quando aplicada de forma subcutadnea tem a capacidade de atrair no local
da infecgao linfocitos T via quimiocinas produzido por células locais (BOMFORD,
1978). No entanto a aplicagdo subcutanea de extrato saponina a partir da planta
Quillaja spp. tem demonstrado um aumento de anticorpos com uma resposta T-
independente, indicando que saponina pode ativar diretamente linfécitos B (WHITE
et al.,, 1991; FLEBBE & BRALEY-MULLEN, 1986a; FLEBBE & BRALEY-MULLEN,
1986b).

Em estudo com diferentes linhagens de camundongos foi observado que
saponina aumentou a populacéo de células CD 8" citotoxicas no local da aplicac&o.
Também foi observado que saponina induziu o aumento da produgao de IFN-
vy (HEATH, et al., 1991).

3.9 Vacinacéo

A palavra vacina vem do latim vaccina e significa “da natureza da vaca”, no
qual se referia inicialmente a uma doenga infecto-contagiosa formadora de pustulas
no gado. Vacum, e posteriormente, aplicada ao recurso medico contra prevencéo de
certas moléstias, porque foi pelo contagio daquela doenga a humanos que se verificou
0 aparecimento de imunidade contra variola (SOARES,1993).

A vacinagdo € o maior sucesso médico e veterinario. A vacina proporciona
salvar mais vidas através da imunizagdo e uma maior protecdo e consequentemente

maior producdo animal. Vacinas tém sido utilizadas antes mesmo da protecdo por
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mecanismos imunes terem sido descritos. Hoje, a disciplina vacinologia adquiriu um
status cientifico préprio como uma area de pesquisa interdisciplinar que emerge da
microbiologia e imunologia. Devido as vacinas “fazerem dinheiro” — para os
veterinarios e industrias farmacéuticas — muito dinheiro tem sido investido na pesquisa
com vacinas. Isto tem resultado em um progresso impressionante.

Atualmente a importancia da vacinagao profilatica contra doengas infecciosas é
bem mais ilustrada pelo fato de que os programas mundiais de vacinagao induziram
uma completa ou quase completa erradicacdo dessas doengas em paises
desenvolvidos.

As vacinas induzem proteg¢ao contra a infec¢ao estimulando o desenvolvimento
das células efetoras de vida longa e das células de memoéria. A maioria das vacinas
em uso de rotina funciona através da imunidade humoral. (ABBAS, 2003).

As vacinas em medicina veterinaria tém, classicamente, enorme importancia
para a protecdo de animais de companhia e em saude publica, controlando doengas
como febre aftosa em bovinos, parvovirose em céaes, rinotraqueite em gatos,
pseudoraiva em suinos e a raiva em praticamente todas as espécies domésticas
(MARTINOD, 1999).

O desenvolvimento de vacinas anti-carrapato representam uma das mais
promissoras alternativas de controle ao Ripicephalus (Boophilus) microplus e tem a
vantagem de ser espécie alvo especifica, apresentar seguranga ambiental e a saude
humana, bem como a animal, facil administragdo e custo acessivel. Avangos no
entendimento da imunologia bovina, biologia molecular e biotecnologia tém feito da
pesquisa com vacinas anti Ripicephalus (Boophilus) microplus uma realidade
(SOSSAI, 2004).

3.10 Peptideos sintéticos

Os peptideos sintéticos sado sequéncias de aminoacidos construidas e
derivadas de uma ou varias proteinas com caracteristicas claramente imunogénicas.

O grande interesse na utilizacdo de peptideos sintéticos decorre da capacidade
de simulagdo dos sitios antigénicos ou dos receptores protéicos, da qual provém a
sequéncia aminoacidica do peptideo (PATARROYO & GUZMAN, 2004).
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A opcéao por peptideos sintéticos deve-se as caracteristicas intrinsecas dessa
técnica como a possibilidade de sintese de peptideos minimos, com estrutura
antigénica bem definida capaz de estimular resposta imune especifica e efetiva, além
de oferecer vantagens sobre as preparagdes antigénicas como alto grau de pureza,
auséncia de contaminantes, alta estabilidade, entre outras (NEURATH & KENT, 1986;
BEM-YEDIDIA & ARNON, 1997).

3.11 Peptideo SBbo 23290

O Laboratério de Biologia e Controle de hematozoarios e Vetores — BIOAGRO
da Universidade Federal de Vigosa associado ao FIDIC — Fundacion Instituto de
Imunologia da Colédmbia confeccionaram alguns peptideos sintéticos baseados na
estrutura da proteina de roptria de B. bovis (RAP-1 de B. bovis). Um conjunto de dez
peptideos sintéticos baseados na estrutura integra da proteina RAP-1 foi testado em
ensaios de imunogenicidade. Para essa avaliagdo utilizaram células mononucleares
do sangue periférico (PBMC) com amostra atenuada e com exoantigenos de B. bovis.
Essas células foram estimuladas in vitro com peptideos sintéticos para a identificacao
dos peptideos estimuladores da resposta imune celular e/ou humoral. Dos dez
peptideos testados, trés estimularam linfécitos T e outros trés estimularam linfécitos B
(PATARROYO et al., 1999).

Para um peptideo ser um bom imunégeno é necessario a unidao de epitopos T e
B reativos em sua estrutura (JACKSON et al., 2000). Com base neste estudo, os
peptideos 5084 e 5081, que apresentaram maior estimulo para células T e B,
respectivamente, foram hibridizados e originaram o peptideo 23290.

Os resultados obtidos por FREITAS (2001) em experimento com células ex vivo
mostram que a resposta ao peptideo hibrido 23290 foi caracterizada pelas maiores
taxas de producdo IFN-y, TNF-a e IL-12 por PBMC, sendo entdao o peptideo que
apresentou maior reconhecimento celular.

CASTRO (2005) em seus estudos contatou que o peptideo sintético SBbo
23290 utilizando saponina como adjuvante foi eficaz estimulando a resposta imune
dos animais. Os animais vacinados com o peptideo SBbo 23290 desenvolveram uma
resposta imune celular satisfatéria nas sub-populagcdes de linfocitos. Principalmente

nas sub-populagbes de linfécitos B CD 21" e T v5 WCI1". Alem disto foi demonstrado
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que houve formacdo de estruturas que conferiram especificidade e memoria nos
tecidos linféides apds as vacinagoes.

Os resultados apresentados no paragrafo anterior juntamente com os dados de
FREITAS (2001) demonstram que o peptideo SBbo 23290 possui caracteristicas

adequadas para o controle da Babesiose em bovinos.

3.12 Peptideo SBm 7462

WILLADSEN et al.,, (1989), isolaram e purificaram uma proteina que
mimetizava as alteragdes bioldgicas no Ripicephalus (Boophilus) microplus induzida
pelas inoculagbes com extratos brutos de carrapatos bovinos. Essa glicoproteina foi
denominada Bm86, com um peso estimado de 89 KD e ponto isoelétrico 5,5.
Posteriormente, determinou-se a sequéncia aminoacidica desta proteina, constando-
se por 650 aminoacidos e que se encontrava em pequena quantidade no intestino
do carrapato adulto.

A partir da sequéncia da Bm86, escolheram-se alguns peptideos com possiveis
caracteristicas antigénicas. A escolha de tais peptideos dentro da estrutura integra da
proteina se baseou em estudos de predicdo computacional de sitios imunogénicos,
com base nas propriedades de proteinas, tais como, antigenicidade (HOOP &
WOODS, 1981), potencialidade de alfa e beta hélice e beta sheet (CHOU & FASMAN,
1978), hidrofobicidade e hidrofilicidade (KYTE & DOOLITTLE, 1982).

A partir destas analises, pesquisadores do Laboratério de Biologia e Controle
de hematozoarios e Vetores — BIOAGRO da Universidade Federal de Vigosa
desenharam trés sequUéncias peptidicas denominadas 4822, 4823 e 4824,
provenientes de Bm86. Os numeros dos peptideos foram dados de acordo com a sua
catalogagao no livro de sequéncias do Instituto de Imunologia da Colémbia, onde
foram sintetizados.

A juncédo das sequéncias de aminoacidos dos trés peptideos 4822 — 4824 —
4823, nesta ordem, deu origem ao antigeno vacinal SBm 7462 cuja tecnologia ja tem
sido repassada a industria de medicamentos. O peptideo sintético SBm 7462 foi

testado em experimentos distintos.
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De acordo com os achados de PIMENTEL (2002) e PATARROYO et al., (2002)
o peptideo SBm 7462 produz uma resposta imune protetora contra Ripicephalus
(Boophilus) microplus, mesmo sob condigdes de estresse, devido ao manejo.

Na avaliagdo da resposta imune pelo SBm 7462, GONZALEZ (2003)
demonstrou que o peptideo estimulou a produgdo de imunoglobulinas antigeno-
especificas, com predominancia estatisticamente diferente do isotipo IgG1 sobre o
isotipo 1gG2. De acordo com seus resultados, considera-se que o peptideo sintético
SBm 7462 induz eficientemente uma resposta imune antigeno-especifica que envolve
mecanismos do sistema imune tanto celulares quanto humorais.

De acordo com pesquisas realizadas no LBCHV/BIOAGRO utilizando peptideos
sintéticos conclui-se que quando bem desenhados e convenientemente testados tais
peptideos comportam-se como uma proteina nativa; portanto esse trabalho tem por
intuito realizar estudos sobre os mecanismos envolvidos na resposta imunolégica

celular aos imundgenos sintéticos SBbo 23290 e SBm 7462.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Local de realizacao do experimento

A coleta de sangue periférico foi realizada no Isolamento contra Artrépodes e
Vetores de Hematozoarios para Bovinos, localizado no Departamento de Veterinaria
(DVT) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vicosa — MG. Os experimentos
foram realizados no Laboratorio de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores
(LBCHV) do Departamento de Veterinaria (DVT), localizado no Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), e no Laboratério de Doencga de
Chagas (LADOC) do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ.

4.2 Animais

Foram utilizados em todos os ensaios de imunizagdo, dezesseis bovinos
machos Bos taurus taurus da raca holandesa com idade de 7 meses. Os animais
foram submetidos a condi¢cao de isolamento desde o nascimento até o final de todo
0 experimento.

Durante a realizagado do experimento os animais receberam ragao balanceada
com 17% de proteina e capim Mapier Pennisetum purpureum, duas vezes
totalizando 30 quilos em cada cocho por dia. Todos os animais receberam agua ad-

libitum.
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4.3 Grupo de Experimentacéo

Os dezesseis animais foram divididos em quatro grupos iguais para a
vacinagao. Todos os grupos foram mantidos em condigdes ambientais semelhantes.
Os animais foram vacinados por via subcutidnea (sc) na regidao do pescogo de
acordo com a Tabela 1.

O presente trabalho possuia dois grupos experimentais que foram vacinados
com os peptideos SBbo 23290 anti Babesia bovis e SBm 7462 anti Ripicephalus
(Boophilus) microplus. Os dois grupos citados acima foram vacinados de diferentes
formas. No primeiro grupo os animais foram vacinados com o peptideo SBbo 23290
de um lado da regido do pescog¢o e com o peptideo SBm 7462 no lado oposto. Este
grupo foi denominado de tratamento I. No outro grupo os animais foram vacinados
na mesma regido do grupo acima, porém com um coquetel contendo os dois
peptideos. Este grupo foi denominado de tratamento Il. Ao longo de todo o
experimento as vacinagdes foram injetadas sempre no mesmo local.

Foi utilizado saponina como adjuvante (Saponine®) na dose

1,5mg/animal/dose de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1. Grupos de Experimentacao

Nome do Numero de Vacinacao Intervalo Produto Utilizado
grupo animais (n.°doses/via) de tempo em cada vacinagao

2 mg SBbo 23.290

3X 30dias 2mg SBm 7462
Tratamento | 04 Subcuténeo(SC)
2 mL H2O destilada

1,5 mg saponina
(Em cada lado)
2 mg SBbo 23.290

3X 30dias 2 mg SBm 7462
Tratamento Il 04 Subcutaneo(SC)
2 mL H2O destilada

1,5 mg saponina
(Localizado)

3X 1,5 mg saponina
Saponina 04 Subcuténeo(SC) 30 dias
2 mL H,O destilada
3X
Controle 04 Subcuténeo(SC) 30 dias 2 mL HO destilada
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4.4 Desafio

4.4.1 Desafio com Ripicephalus (Boophilus) microplus

Amostras de larvas de Ripicephalus (Boophilus) microplus provenientes da
UFRS (cepa Porto Alegre), comprovadamente livres de hematozoarios, foram
utilizadas no desafio. Foram colocadas 4000 larvas de carrapato em cada animal.
Todos os bezerros permaneceram imobilizados durante 8 horas para garantir que
um maior numero de larvas de Ripicephalus (Boophilus) microplus fixa-se no corpo

dos animais. O desafio ocorreu trinta dias apos a ultima vacinagao (Tabela 2).

4.4.2 Desafio com Babesia bovis

Uma amostra comprovadamente virulenta de Babesia bovis da cepa Bbo
UFV1, nona passagem, mantida sob criopreservagdo em nitrogénio liquido no
Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores (LBCH) localizado
no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO)-UFV, foi
descongelada para o desafio. Apds o descongelamento, o parasito foi inoculado em
um bezerro para reativacdo do mesmo. Quando a parasitemia alcangou 1,4%

coletou-se 0 sangue para ser usado como inoculo nos animais do experimento.

Todos os animais receberam 1,0ml de sangue por via endovenosa, contendo
aproximadamente 1,0 x 10° hemacias infectadas por ml. O desafio foi realizado trinta

e cinco dias ap6ds a ultima vacinagao (Tabela 2).

4.5 Isolamento e estimulacéo de linfocitos de sangue periférico (PBL) bovino

O isolamento de linfocitos do sangue periférico (PBL) dos animais vacinados
foi realizado com o objetivo de avaliar a cinética dos linfécitos T e B ao longo de todo

o experimento. O PBL foi obtido assepticamente no isolamento de bovinos. Foi
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coletado sangue em dois tubos de 5 ml com anticoagulante (EDTA) através de
puncao jugular, totalizando 8 ml de sangue por animal. Apds a coleta o material foi
enviado para o LBCH/BIOAGRO para ser processado. Foi realizada uma rigorosa
assepsia com alcool 70% em todos os tubos para evitar contaminagdes. Os tubos
foram abertos em capela de fluxo laminar e o sangue foi vertido em tubos de
centrifuga de 15 ml. O sangue foi centrifugado a 300g por 15 minutos a 18°C com o
objetivo de isolar os leucécitos.

Apos o isolamento dos linfocitos periféricos as células foram criopreservadas
com solugdo de congelamento (30% de albumina sérica bovina SIGMA® a 20%, 60%
de solucdo crioprotetora FARMOTERAPICA, 10% de solugdo de dimethilsulfoxido
(DMSO) SIGMA® e 2UI de heparina sédica SIGMA® por mL) em nitrogénio liquido
até o descongelamento para posteriores experimentos com citometria de fluxo no
Centro de Pesquisas René Rachou CPgRR no laboratério de Doenga de Chagas

LADOC em Belo Horizonte — MG. O sangue foi coletado como descrito na Tabela 2.

Tabela 2 - Dias referentes a coleta de PBL e Desafio

1avacinacdo 2avacinacdo 32vacinagéo l D1* l D2*

1 30 35 60 63 70 90 95 98
l l J 4acoleta de PBL l
1acoleta de PBL 2acoleta de PBL 3acoleta de PBL 52 coleta de PBL

* D1 = Desafio com Ripicephalus (Boophilus) microplus

* D2 = Desafio com Babesia bovis

Os linfécitos foram analisados por citometria de fluxo com o auxilio de
marcadores de superficie. Foram utilizados anticorpos monoclonais, especificos
para antigenos de superficie celular bovina CD4, CD8, CD21 e WC1 das células T
dy.(Tabela 3).
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Tabela 3 - Anticorpos usados para Citometria de Fluxo

Especificidade Diluigao Isotipo Origem
Anti-CD 4 Camundongo
conjugado com 1:20 IgG 2a Serotec
FITC
Anti-CD8 Camundongo
conjugado com 1:20 IgG 2a Serotec
FITC
Anti-CD21 Camundongo
conjugado com 1:20 IgG2a Serotec
FITC
Anti-WCA1 Camundongo
conjugado com 1:4 IgG2a Serotec
FITC

As células foram retiradas do nitrogénio liquido e descongeladas em banho Maria a
37°C por 2 minutos. Foi retirado todo o PBL do criotubo e colocado em tubos de
centrifugas de 10 ml. As células foram lavadas por centrifugacdo a 300g durante 10
minutos a 4°C em 2 ml de RPMI suplementado com 0,5% de albumina serica bovina
a 7,5% e 2UI de Heparina/ml. Apds a centrifugagdo o sobrenadante foi aspirado com
o auxilio de pipetas. O “pellet” foi ressuspendido em 1 ml de RPMI. Foi coletado
30uL dessa suspensdo e colocado em 150 pL de RPMI (diluicdo1:6). As células
foram levadas ao citbmetro de fluxo e ajustadas a 800 eventos/segundos que
equivale a aproximadamente 8 x 10° células por mL.

Apods o ajuste 30 pL da suspenséo celular o PBL foi incubada com 15 uL de
anticorpos monoclonais anti-CD4, anti-CD8, anti-CD21 (diluicao 1/20) e anti-WC1
(diluicao 1:4) marcados com isotiocianato de fluoresceina (FITC). Os linfécitos foram
incubados por 30 minutos ao abrigo da luz a temperatura ambiente. Ao final da
incubacéao as células foram acrescentadas com 2ml de solugdo de lise e incubadas
por mais 10 minutos. Os linfécitos foram entdo centrifugados a 300g por 7 minutos a
4°C e por fim o sobrenadante foi vertido. Foi adicionado 200uL de RPMI em cada
amostra e analisado imediatamente no citbmetro de fluxo FACScan (Becton
Dickinson). A identificagdo das populagcbes celulares de interesse, bem como a
determinacao do valor percentual destas populacdes e sub-populagdes, foram feitas
através do “software” Cell Quest que esta instalado em um computador acoplado ao

citbmetro. Primeiramente foi selecionada a populacdo de linfocitos totais,
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denominada R1, baseada em gréaficos de distribuicdo pontual de tamanho
(determinado pela difragdo do raio laser — “Foward Scatter” - FSC) versus
granulosidade (determinada pela refragéo e reflexdo do raio laser — “Side Scatter” -
SSC) (Figura 1). Em seguida, graficos de intensidade relativa de fluorescéncia - FL1
(CD4", CD8"*, WC1" ou CD21%) versus FL2 foram construidos para identificar as sub-
populagdes de linfécitos T e a populagao de linfocito B, respectivamente (Figura 2).
Estas caracteristicas sdo detectadas, utilizando-se um sistema éptico — eletrdnico
acoplados, que avaliam a emissdao de fluorescéncia e a dispersdo do raio laser
incidente sobre uma célula, suspensa em meio liquido (hidrodinamicamente
focalizada) (MARTINS-FILHO, 1992).

400 GO0 00 1000
P 1 1

Granulosidade (SSC)
200
P

n

w00 1000

Tamanho (FSC) >

Figura 1. Perfil dos leucécitos periféricos bovinos (PBL) analisado pelo tamanho

versus a granulosidade. O “gate” R1 representa a populagao de linfocitos totais.
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Figura 2. Representagao grafica do percentual das sub-populagdes de linfécitos T e
da populagao de linfécitos B de PBL bovino obtido através da fluorescéncia FL1 por
fluorescéncia FL2. A) Isotipo controle, B) Populagdo marcada com anticorpos
especificos para linfocitos T CD4*, C) T CD8", D) T WC1* e E) B CD21"

27



4.6 Estimulacao de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)
bovino

Amostras de sangue foram coletadas dos animais em tubos com heparina
sédica abrangendo um volume total de aproximadamente 15ml por bovino. A
estimulacao de PBMC foi realizada sempre sete e catorze dias apds cada vacinagao
e também no dia do desafio com Ripicephalus (Boophilus) microplus.

Para a obtencao do PBMC foi adotado o método de separagao por gradiente
de densidade celular utilizando-se Ficoll-Paque ja usado rotineiramente no LBCH-V
(BROWN et al, 1991). O sangue foi centrifugado na proporgao de 1/1 em Ficoll-
Paque em tubos de centrifuga de 50 ml estéreis, a 300g por 40 minutos a 18°C.

A interfase esbranquicada contendo as células mononucleares periféricas foi
retirada cuidadosamente, sendo em sua grande maioria linfocitos. Estes foram
transferidos para novos tubos de centrifuga de 50 ml contendo solugdo balanceada
de sais de Hank-HBSS pH 7,2 (0,4 g de KCL; 0,06 g de KH2PO4; 8,0 g de NaCl;
0,35 g de NaHCO3; 0,048g de Na2HPO4; 1,0 g de D-glucose; 0,01 g de vermelho
de fenol e agua milliQ g.s.p. 1000 ml) suficiente para um volume final equivalente a
30 ml. As células entdo foram lavadas por centrifugacdo com HBSS a 300g durante
15 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante descartado apds a lavagem. O “pellet”
celular foi ressuspendido em 3 ml de Acetato Tris — Aménia (ACK) pH 7,2 (0,759 de
NH4CL; 0,23g de Tris e agua Milli-Q qg.s.p 100 ml) com a finalidade de hemolisar as
hemacias restantes e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente. Apos a
incubagdo o PBMC foi centrifugado a 300g durante 10 minutos a 4° C. O
sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas novamente por um periodo
de 10 minutos com HBSS. O “pellet”’ celular foi ressuspendido em 5ml em meio de
cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM —SIGMA®) suplementado com
D- glucose (4,0g/1), acido folico (6mg/l), L-arginina (116 mg/l), L- asparagina (36mg/l)
HEPES (2,38 g/l), NaHCO3 (2,0g/l), solucéo antibiética e antimictica 100 X SIGMA®
(10ml/l). Imediatamente antes do uso no meio de cultivo foi acrescentado 10 % de
Soro Fetal Bovino, L-glutamina 2 mM e 2 —mercaptoetanol (50uM). As células foram
contadas com o auxilio de uma camara de Neubawer.

O PBMC foi transferido para placas de 24 wells (Costar Cambridge, Mass.) a

uma concentracdo de 2 x 10° células por ml com um volume final de 2 ml/well. As
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placas de 24 wells foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO,. E importante
ressaltar que este experimento foi realizado em duplicata.

O PBMC foi estimulado apdés dezoito horas de cultura com os peptideos
sintéticos SBm7462 (1ug/ml) e SBbo 23290 (1ug/ml) para avaliar a capacidade de
ativacao proliferativa dos mesmos sob os linfécitos. Alem disso, foram feitos
controles negativos e positivos, sem estimulo e com 12,5 ug/ml de Concavalina A,
respectivamente. As placas foram incubadas novamente e o sobrenadante foi

recolhido apos 120 horas e congelados em eppendorfs a -30°C.

4.7 Dosagem de IL-4 a partir de sobrenadante de cultivo de PBMC através do
teste de ELISA

Os testes de ELISA foram realizados no Laboratério de Biologia e Controle de
Hematozoarios e Vetores situado no BIOAGRO da Universidade Federal de Vigosa.
Através do teste de ELISA de captura foram dosados os niveis da citocina IL-4
produzida e secretada em sobrenadante de cultivo de PBMC. Todos os anticorpos
monoclonais e reagentes utilizados no teste foram gentilmente cedidos pelo Dr.
Jayne Hope do Instituto de Saude Animal (Institute for Animal Health) na Inglaterra.

As placas Maxisorp (cat.n® 439454A) foram sensibilizadas em temperatura
ambiente overnight com o anticorpo primario CC314 (6ug/ml), especifico para IL-4
bovina, diluido em agua destilada.

Apods sensibilizagdo as placas foram lavadas cinco vezes com PBS (0.05%
Tween 20) e bloqueadas por no minimo uma hora com 200ul /well de tampao de
bloqueio (2% de Caseina, PBS pH = 7,6, 8,5 g de NaCl 1,28g de N,HPO,4, 0,16g de
Na;HPO, 2H,0 e agua destilada q.s.p. 1000ml). Posteriormente, as placas foram
lavadas cinco vezes novamente com PBS (0.05% Tween 20) e foi adicionado 100
ul/well de cada amostra testada, em duplicata. As amostras foram incubadas uma
hora a temperatura ambiente e os passos de lavagem foram repetidos.

As placas foram adicionados 100 pl/well do anticorpo biotinilado CC313 (2
mg/ml) diluido no tampéo de bloqueio. As placas foram incubadas por no minimo

uma hora a temperatura ambiente e os passos de lavagem foram repetidos.

29



Foram adicionados as placas 100 pl/ well de estreptoavidina — HRP diluida
1:500 em tampéo de bloqueio e 0.05% Tween 20. Posteriormente as placas foram
incubadas por quarenta e cinco minutos a temperatura ambiente e os passos de
lavagem repetidos.

Finalmente, foram adicionados 100 pl/well do substrato TMB e a reagéao foi
bloqueada com 50 pl/well de acido sulfurico (H,SO4)1M. As placas foram lidas em
leitor de microplacas a um comprimento de onda de 492nm (TiterTek Multiskan®
PLUS).

4.8 Andlise estatistica

No presente trabalho foi usado o teste ndo paramétrico pareado de Wilcoxon
para comparagao de cada grupo de bovinos em diferentes coletas de sangue
periférico. E o teste ndo paramétrico ndo pareado de Kruskal-Walliis seguido de
Dunn’s para uma comparagao entre todos os grupos de bovinos na mesma coleta de
sangue periférico. Em ambos os casos foram usados 5% de probabilidade. Todas as
analises foram realizadas utilizando-se o Software GraphPad Prism 3.0 (San Diego,
CA). E importante ressaltar que as figuras no formato de barra ndo estatisticamente

significativas foram adicionadas no item Anexo do presente trabalho.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Imunofenotipagem dos linfécitos T CD4*, T CD8*, TWC1" e B CD21" em

sangue periférico de bovinos

Considerando o grande numero de informagdes geradas neste estudo e com
0 objetivo de facilitar a identificacdo do cronograma proposto para os estudos com
PBL, segue abaixo novamente a Tabela 2 referente aos dias de coleta e realizagéo

do desafio, como descrita no item Material e Métodos.

Tabela 2 - Dias referentes a coleta de PBL e Desafio

1avacinagéo 2avyacinacio 3avacinagéo 1 D1* l D2*

1 30 35 60 63 70 90 95 98
l l J 4acoleta de PBL l
1acoleta de PBL 2acoleta de PBL 3acoleta de PBL 52 coleta de PBL

* D1 = Desafio com Ripicephalus (Boophilus) microplus

* D2 = Desafio com Babesia bovis

5.1.1 Linf6citos periféricos T CD4"

O linfécito T CD4" auxiliar controla a resposta imune do organismo de um
modo geral. Essa célula proporciona estimulos que sao importantes para a
proliferacéo e diferencia¢éo dos linfécitos T CD8" e B CD21" (ABBAS, 2003). APPAY
(2004) afirma que os linfocitos T helper desempenham uma variedade de fungdes
auxiliares para montar uma resposta adaptativa eficiente contra B. bovis, visto que

esse parasito intracelular obrigatério de eritrocito onde este ndo possui MHC.
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A maior média do percentual de linfocitos T CD4" foi do grupo controle foi
19,00 (£8,66) no dia um e o menor valor para este grupo foi de 5,04 (+x1,21) no dia
sessenta e trés (Tabela 4 e Figura 3).

Para o grupo saponina a maior e menor média do percentual de T CD4" foi de
14,13 (x4,02) no dia trinta e cinco e 7,38 (¥2,09) no dia noventa e oito,
respectivamente (Tabela 4 e Figura 3)

O grupo tratamento | apresentou sua maior média do percentual de
25,40(£9,19) no dia trinta e cinco e seu menor valor foi 6,41 (£1,42) no dia setenta. O
grupo tratamento Il apresentou seu maior e menor valor de 7,26 (x7,23) no dia um e
3,66 (x2,63) no dia trinta e cinco, respectivamente (Tabela 4 e Figura 3).

Quando analisado o percentual de linfocitos T CD4" somente no dia trinta e
cinco entre os grupos observou-se uma diferenga estatisticamente significativa do
grupo tratamento |l em relagéo ao grupo tratamento | (Figura 4).

A média do percentual de linfécitos T CD4" nos grupos saponina, tratamento |
e tratamento Il no dia um apresentou-se menor em comparagdo com O grupo
controle (Tabela 4). Este resultado, onde o controle obteve maiores valores na média
do percentual de T CD4" em relagdo aos estimulos, provavelmente ocorreu uma
adaptacdo ao ambiente de isolamento, isso talvez possibilitou um maior aumento de
algumas populagdes celulares do sistema imune nos primeiros dias de experimento.
No dia trinta e cinco, observou-se que tanto o grupo saponina quanto o tratamento |
apresentaram uma maior média do percentual de linfocitos T CD4" comparados com
o controle, entretanto, a vacina tratamento Il apresentou uma diminuicdo em relacéao
ao controle. Esses dados sugerem que a ativagédo do sistema imune com saponina e
tratamento | induziram um envolvimento de linfécitos T CD4" cinco dias apds a
segunda vacinagédo (dia trinta e cinco), mas com recrutamento tecidual destas
células tardia. Ja a vacina tratamento Il induziu um envolvimento de linfocitos T CD4"
com recrutamento tecidual precoce. Nos tempos posteriores dia setenta e noventa e
oito, apdés uma cronicidade de estimulagdo antigénica, ambas as vacinas
apresentaram a mesma dindmica de recrutamento tecidual de linfécitos TCD4".

Sustentando o argumento anterior ABBAS (2003) afirma que o movimento
continuo dos linfocitos via corrente sanguinea e linfatica, de um tecido linfoide
periférico (secundario) para outro, e entdo para os sitios inflamatorios, € essencial
para respostas imunes contra os antigenos estranhos. O que sugere que apdés um

processo de ativacéo tardio, as células T CD4" dos animais do grupo tratamento |
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migraram do sangue periférico para o local onde foi aplicada a vacina (sitio
inflamatdrio) saindo, portanto, de circulagado. Isso explicaria a queda no percentual
de T CD4" do sangue periférico do grupo tratamento |. A ativagéo precoce de T CD4"
no grupo tratamento |l poderia estar associada a causas bioquimicas como, por
exemplo, a concentracdo da dose da vacina e ou competicio de ambos os
peptideos na ativacédo de T CD4".

CASTRO (2005) ao testar o peptideo sintético anti Babesia bovis SBbo 23290
encontrou um perfil de linfocitos T CD4" semelhante ao do presente trabalho para o
grupo tratamento I. A autora observou um aumento destas células no dia trinta e
sete e apos esse periodo constatou uma queda na média do percentual destes
linfécitos até o final do experimento no grupo vacinado com o peptideo. Esses

resultados reafirmam o processo bioldgico descrito acima.
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Media do percentual de linfécitos periféricos T CD4*

Grupo Dia 01 Dia 35 Dia 63 Dia 70 Dia 98
Controle 19,00 11,92 5,04 7,03 8,28
+8,66 +5,21 +1,21 +2,59 +2,88
Saponina 9,73 14,13 11,90 9,10 7,38
4,72 +4,02 +2,45 14,45 +2,09
Trat.| 16,13 25,40 9,65 6,41 7,66
15,81 +9,19 15,12 1,42 +1,34
Trat.Il 7,26 3,66 3,95 4,62 4,95
+7,23 +2,63 +2,19 4,58 +3,74

Tabela 4- Média do percentual de linfécito T CD4" obtidos de leucdcitos do sangue

periférico (PBL). As vacinacdes foram realizadas nos dias 1, 30, e 60.

Média do percentual de linfécitos periféricos T CD4+

30 +

—e— Controle
—a— Saponina
Trat.l

—eo— Trat.ll

% células
—
(6]
Il

Dia 01 Dia 35 Dia 63 Dia 70 Dia 98

Dias apds 12 vacinagéo

Figura 3- Cinética de T CD4" dos grupos Controle, Saponina, Tratamento | e

Tratamento Il durante as coletas de PBL.

34



T CD4*

IS
o
1

% de células
S
1

TI Tl

Figura 4 -Percentual de linfocitos T CD4" obtidos de leucdcitos do sangue periférico
(PBL) nos grupos Controle (C), Saponina (S), Tratamento | (Tl) e Tratamento Il (TII)
no dia trinta e cinco. A letra ¢ representa diferenga significativa no percentual de

células T CD4+ no grupo Tratamento Il em relagao ao grupo Tratamento I.
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5.1.2 Linfocitos periféricos T CD8"

Na imunidade adquirida, os linfécitos T CD8" estdo relacionados ao combate
de virus, parasitas intracelulares, ou antigenos citosélicos. Estas formas bioldgicas
sdo apresentadas pelo Complexo Maior de Histocompatibilidade | (MHC 1) (ABBAS,
2003). As propriedades destes linfécitos tém sido estudadas mais em nivel de
citotoxidade do que como células efetoras (CERWENKA et al., 1999).

Neste trabalho a maior média do percentual de células T CD8" para o grupo
controle foi 13,26 (x11,02) no dia um e o seu menor valor foi 3,36 (x1,23) no dia
sessenta e trés. Apos esta ultima data citada este grupo obteve um aumento da
populagédo de T CD8" até o final do experimento (Tabela 5 e Figura 5).

O grupo saponina apresentou uma média do percentual de 9,00 (+ 0,73) no
dia trinta e cinco, sendo este o maior percentual apresentado pelo grupo. Em
contrapartida a menor média do percentual para grupo saponina foi de 3,10 (£ 1,71)
no dia setenta. Apos esta data até o final do experimento o grupo saponina
praticamente nao variou (Tabela 5 e Figura 5).

Da mesma forma que o grupo saponina a maior média do percentual do grupo
tratamento | foi 12,18 (+x4,27) no dia trinta e cinco. Enquanto a sua menor média do
percentual foi de 3,77 (+ 0,86) no dia setenta (Tabela 5 e Figura 5).

Contraditoriamente com o grupo saponina e tratamento | o grupo tratamento |l
apresentou sua menor média do percentual no dia trinta e cinco, onde o valor para
este grupo foi de 4,24 (+ 1,42). Ja a maior média do percentual para o grupo foi de
8,45 (+1,58) no dia noventa e oito (Tabela 5 e Figura 5). E importante ressaltar
ainda que o grupo tratamento Il foi 0 que menos variou ao longo do experimento,
sendo, portanto o grupo mais estavel.

Quando analisado o percentual de linfocitos T CD8" no dia trinta e cinco entre
0s grupos observou-se uma diferenga estatisticamente significativa do grupo
tratamento Il em relagdo ao grupo tratamento | (Figura 6) e no dia noventa e oito
observou-se uma diferencga estatisticamente significativa do grupo tratamento Il em
relacdo ao grupo saponina (Figura 7).

As células T CD8" de todos os grupos com excec¢édo do grupo tratamento I
estiveram mais baixas ao longo do experimento em relagdo as células T CD4"
(Tabela 4 e 5). Fato este observado também por CASTRO (2005), GONZALEZ
(2003), e BITTAR (2002). Isto sugere que os peptideos presentes na vacina
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tratamento | ndo estariam sendo processados pelo MHC | e consequentemente
apresentados para T CD8" e sim apresentados via MHC |l levando a ativagdo de T
CD4". De acordo com BROWN & PALMER (1999) as hemacias ndo possuem
complexo de MHC isto estaria limitando a apresentagdo de antigenos a outras
células como APCs e células T ativadas. Portanto a resposta imune desenvolvida

contra Babesia bovis é pouco provavel que esteja ligada aos linfocitos T CD8".
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Média do percentual de linfécitos periféricos T CD8+

Grupo

Controle
Saponina
Trat.|

Trat.ll

Dia 01 Dia 35 Dia 63 Dia 70 Dia 98
13,26 5,01 3,36 5,21 6,82
11,02 2,18 1,23 3,13 +1,51
8,52 9,00 4,55 3,10 4,61
+7,94 +0,73 +1,41 1,71 +0,17
9,14 12,18 5,13 3,77 5,33
14,51 4,27 +2,83 +0,86 10,77
7,94 4,24 5,31 6,78 8,45
4,44 +1,42 +2,34 +3,20 +1,58

Tabela 5- Média do percentual de linfécito T CD8" obtidos de leucocitos do sangue

periférico (PBL). As vacinagbes foram realizadas nos dias 1, 30, e 60.

Média do percentual de linfécitos periféricos T CD8+

14 -
" \ —e— Controle
@
E —a— Saponina
T [
o / Trat.|
> —o—Trat.ll

0 T T T T 1

Dia 35 Dia 70 Dia 98

Dias ap0s 12 vacinacéao

Dia 01 Dia 63

Figura 5- Cinética de T CD8" dos grupos Controle, Saponina, Tratamento | e

Tratamento Il durante as coletas de PBL.
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Figura 6- Percentual de linfocitos T CD8" obtidos de leucdcitos do sangue periférico
(PBL) nos grupos Controle (C), Saponina (S), Tratamento | (Tl) e Tratamento Il (TII)
no dia trinta e cinco. A letra ¢ representa diferenga significativa no percentual de

células T CD8" no grupo Tratamento Il em relagéo ao grupo Tratamento |.
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Figura 7-Percentual de linfocitos T CD8" obtidos de leucdcitos do sangue periférico
(PBL) nos grupos Controle (C), Saponina (S), Tratamento | (Tl) e Tratamento Il (TII)
no dia noventa e oito. A letra b representa diferenga significativa no percentual de

células T CD8" no grupo Tratamento Il em relagéo ao grupo Saponina.
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5.1.3 Linfécitos periféricos Tyd WC1*

Os linfocitos T WC1" apresentaram uma variagdo nos diferentes grupos
estudados.

O grupo controle obteve uma queda ao longo de quase todo o experimento. A
maior média do percentual para este grupo foi 22,81 (x 20,36) no dia um do
experimento. Enquanto a menor média do percentual para o grupo foi 12,50 (x4,78)
no dia noventa e oito (Tabela 6 e Figura 8).

O grupo saponina apresentou um aumento na média do percentual de
linfocitos T WC1" ao longo de quase todo o experimento. O maior e o menor valor
foram 23,46 (£9,42) no dia setenta e 9,05 (x4,66) no dia um,respectivamente (Tabela
6).

O grupo tratamento | variou em sua média do percentual de linfocitos T WC1*
sendo o maior valor para este grupo de 17,01 (x8,79) no dia setenta e o menor valor
9,51 (£5,03) no dia um do experimento (Tabela 6).

O grupo tratamento |l variou em sua média do percentual de linfécitos T WC1*
de 21,03 (£10,65) no dia trinta e cinco sendo este o maior valor e 13,02 (+4,36) no
dia setenta (Tabela 6).

Os resultados do presente trabalho mostram que houve um aumento na
média do percentual de linfocitos T WC1* de forma quase linear no grupo tratamento
| (Tabela 6 e Figura 8). Estes dados correlacionam com CASTRO (2005) que utilizou
o peptideo SBbo 23290. No trabalho da autora a populacdo vacinada com o
peptideo possui valores elevados na média do percentual de linfocitos T WC1™,

As células T WC1" possuem grande importdncia no sistema imune dos
bovinos. Elas possuem diversas funcdes, dentre elas a capacidade citolitica, o efeito
regulador sobre o sistema imune (HOWARD et al., 1999a), a capacidade de
reconhecer antigenos protéicos (WELSH et al., 2002), apresentarem antigenos as
células T CD4" e induzirem a sua proliferagdo (COLLINS et al., 1998) e de
participarem na maturagcéo das células dendriticas (LESLIE et al., 2002).

Além disso, em estudo realizado por VALDEZ et al., (2002), observou-se que
bezerros timectomizados tratados com anticorpos monoclonal anti-CD4 foram
capazes de controlar a anaplasmose aguda induzida, em contraste com a predi¢céo

de que uma depressao significativa de linfocitos T CD4" entre os grupos tratados
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pudesse anular a resisténcia a uma infecgdo aguda. Isso sugere um possivel papel
para os linfocitos Tyd no controle da anaplasmose aguda.

No presente trabalho também se observou um papel importante destas
células na infecgcao por Babesia bovis, uma vez que no grupo tratamento | mesmo
com o decréscimo das células T CD4" a partir do dia trinta e cinco, as células Tyd
continuaram aumentando apos esse periodo (Figura 8). Esses dados corroboram
com o autor citado acima, onde as células Tys WC1* podem exercer sua fungéo
efetora independente das células T CD4".

Ja no grupo tratamento Il observou-se uma constante oscilagado da populagao
de células Tyd durante o experimento, porém seus valores sempre estdo elevados.
Isso sugere que essas células neste grupo também possuem um papel fundamental
para controlar a infeccdo. Observou-se também que as células T CD4" estdo sempre
em niveis inferiores que as células Ty3, nao ocorrendo uma relagao na cinética entre
ambas. Esses dados mais uma vez afirmam a hipétese de VALDEZ et al., (2002)
que demonstra uma independéncia da fungado das células Tyd em relagdo aos
linfocitos T CD4*. De acordo com os resultados do presente trabalho e
provavelmente o que pode ter acontecido com o0s animais vacinados com o
tratamento Il foi a permanéncia das Tyd WC1 no sangue periférico enquanto as

células T CD4" migravam precocemente para o tecido.

41



Tabela 6- Média do percentual de linfocito Tyd WC1" obtidos de leucdécitos do

sangue periférico (PBL). As vacinagdes foram realizadas nos dias 1, 30, e 60.

Média do percentual de linfécitos periféricos T WC1+

Grupo Dia 01 Dia 35 Dia 63 Dia 70 Dia 98
Controle 13,17 22,81 19,37 13,92 12,50
+9,06 +20,36 +8,81 15,78 4,78
Saponina 9,05 19,23 20,91 23,46 21,80
14,66 110,21 +10,71 19,42 16,82
Trat.| 9,51 10,63 15,08 17,01 15,62
5,03 +3,69 15,80 18,79 +7,68
Trat.ll 19,94 21,03 14,31 13,02 18,41
+14,90 +10,65 +4,91 14,36 19,04

% células

Média do percentual de linfocitos periféricos T WC1+
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Figura 8- Cinética de Tys WC1" dos grupos Controle, Saponina, Tratamento | e

Tratamento Il durante as coletas de PBL.
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5.1.4 Linf6citos periféricos B CD21"

As células B CD21" apresentaram a maior média do percentual de todo o
estudo quando comparadas com outros tipos celulares ja citados acima. De fato
estas células tiveram um percentual muito elevado e variado nos grupos tratamento
I, saponina e controle. No entanto, apesar de também apresentar um percentual
muito elevado, o grupo tratamento |l se apresentou como o grupo mais estavel
(Tabela 7 e Figura 9).

No grupo controle foi observado um aumento na média do percentual de
células B CD21" que ocorreu durante quase todo experimento. No dia sessenta trés
ocorreu a maior média do percentual onde este valor foi de 53,29 (+9,66) e 14,45
(£9,14) no dia um, onde este grupo apresentou seu menor valor (Tabela 7 Figura 9).

O grupo saponina obteve sua maior média do percentual de linfécito B CD21"
no dia noventa e oito onde foi observada uma média do percentual de 38,87
(£10,49) sendo este o maior valor observado para o grupo. O menor valor foi
observado no dia um igual a 11,30 (+6,02). Esse grupo ao longo experimento
apresentou no geral um aumento da populagéo de células CD21" (Tabela 7 Figura
9).

Os dados do presente trabalho corroboram com o trabalho de DALSGAARD
et al.,, (1999). O referido autor afirma que as saponinas sdo estimuladores de
linfocitos B “in vitro“ e podem também ter efeito imunoestimulatério inespecifico para
linfécito B “in vivo“. Sustentando o argumento anterior as saponinas também tém a
habilidade de aumentar a produgcdo de anticorpos (BAR et al., 1998). De fato, a
capacidade de estimular o sistema imune inespecificamente € uma propriedade das
saponinas, como ocorreu no presente trabalho. Outros estudos mostram que a
administragcdo oral de saponina em cobaios elicitou efeito imunoestimulatorio
inespecifico, assim como cobaios vacinados intraperitonealmente contra raiva
mostraram maior resisténcia a desafios apds administracdo oral de saponina
(CHAVALI & CAMPBELL, 1987).

No grupo tratamento | houve uma variagdo muito grande no percentual de
células CD21". No dia setenta a média do percentual foi de 52,33 (¥11,18), sendo
este o maior valor para este grupo. No entanto a menor média do percentual foi
12,76 (£6,41) no dia um (Tabela 7 Figura 9).
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O grupo tratamento Il apresentou a maior média do percentual de células
CD21" ao longo do experimento e a menor variagdo quando comparado aos outros
grupos. O maior valor foi de 54,39 (x7,54) no dia setenta e o menor valor foi de
44,36 (+8,62) no dia noventa e oito (Tabela 7 Figura 9). Esses dados mostram que o
grupo tratamento Il apresentou um maior percentual de células CD21" em relagéo ao
grupo tratamento |. Quando analisado o percentual de linfocitos CD21" no dia
setenta entre os grupos observou-se uma diferenga estatisticamente significativa do
grupo tratamento | e tratamento Il em relagdo ao grupo saponina (Figura 10).

Ao contrario do presente trabalho, BENAVIDEZ, (2006) ao estudar a produgéao
de IgG antigeno-especifico para os peptideos SBbo 23290 (anti - Babesia bovis) e
SBm 7462 (anti — Ripicephalus (Boophilus) microplus) com os mesmos animais
usados no presente estudo, observou que tanto o grupo tratamento | como o
tratamento Il apresentou niveis satisfatérios desta imunoglobulina. Porém, o grupo
tratamento | apresentou niveis mais elevados do anticorpo-especifico para o
peptideo SBm 7462 em relagdo ao grupo tratamento |I.

Estudos realizados com o peptideo SBm 7462 que foram sintetizados a partir
da proteina Bm86 situada no intestino do carrapato adulto e que tem potencial de
agir como antigeno oculto demonstram que a maior protegcao conferida contra este
artropode € humoral e nao celular (PORTELA, 2000; PIMENTEL, 2002;
GONZALEZ, 2002).

De fato como afirma CASADEVALL & PIROFSKI (2003) nem sempre a
imunologia (Imunofenotipagem) e a vacinologia apresentam o mesmo resultado. A
imunofenotipagem no presente trabalho foi uma ferramenta para auxiliar na
determinacao do perfil celular desenvolvido pelos animais frente a uma vacina, mas
nem sempre esses dados corroboram com os dados sorolégicos. Isso sugere que a
imunofenotipagem apesar de ser uma tecnologia de ponta e extremamente pratica
ela nao determina por si s6 o que ocorre frente a uma vacina e sim pode auxiliar em
uma maior compreensao desta. Para complementar o entendimento da eficacia de
uma vacina é necessario o estudo da resposta imune humoral uma vez que
anticorpos tém a funcdao de impedir a invasdao dos parasitos nas hemacias e
aumentar a fagocitose de parasitos livres e de células infectadas (TAYLOR-
ROBINSON, 1995).

No trabalho de CASTRO (2005), ndo foi observada uma grande variagédo no

percentual de células CD21" entre os trés grupos estudados pela autora: peptideo
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SBbo 23290 (anti Babesia Bovis), saponina e controle ao longo do experimento. No
entanto, CASTRO (2005) trabalhando em conjunto com JARDIM (2005) observou
que a producédo IgG foi muito superior no grupo peptideo em relagdo aos demais
grupos durante todo o experimento. JARDIM (2005) ainda afirma em seu trabalho
gue observou uma curva classica de IgG, mostrando uma resposta intensa.

Esses dados reafirmam a hipotese de que a imunofenotipagem nem sempre

apresentam os mesmos resultados da sorologia.
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Tabela 7- Média do percentual de linfocito B CD21" obtidos de leucdcitos do sangue

Média do percentual de linfocitos periféricos B CD21+

Grupo

Controle
Saponina
Trat.|

Trat.ll

Dia 01 Dia 35 Dia 63 Dia 70 Dia 98
14,45 29,11 53,29 46,92 45,40
9,14 18,96 19,66 4,47 +7,76
11,30 25,71 20,21 35,47 38,87
+6,02 +14,34 19,14 11,73 +10,49
12,76 34,95 38,96 52,33 51,42
16,41 14,65 +18,38 +11,18 13,01
48,35 46,42 53,41 54,39 44,36
9,19 +12,38 18,94 +7,54 +8,62

periférico (PBL). As vacinagdes foram realizadas nos dias 1, 30, e 60.

Média do percentual de linfocitos periféricos B CD21+

60 -
9 ‘m —e— Controle
= —a— Saponina
ED’ 307 TraT.I
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Dia 01 Dia 35 Dia 63 Dia70  Dia 98

Dias ap0s 12 vacinacao

Figura 9- Cinética de linfocitos B CD21" dos grupos Controle, Saponina, Tratamento

| e Tratamento Il durante as coletas de PBL.
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Figura 10- Percentual de linfocitos B CD21" obtidos de leucdcitos do sangue
periférico (PBL) nos grupos Controle (C), Saponina (S), Tratamento | (TI) e
Tratamento Il (TIl) no dia setenta. A letra b representa diferenga significativa no

percentual de células B CD21" nos grupos Tratamento | e Tratamento |l em relagéo

ao grupo Saponina.
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5.1.5 Imunofenotipagem da soma dos linfécitos T CD4*, TCD8" e T WC1*
(T Total)

A maior média do percentual de linfocitos T totais no grupo controle foi de
45,44 (£+20,40) no dia um e o menor valor foi de 26,16 (x2,22) no dia setenta. O
grupo saponina apresentou seu maior e menor valor de linfécitos T totais
respectivamente de 42,37 (+7,32) no dia trinta e cinco e de 27,60 (£15,81) no dia
um. O grupo tratamento | obteve seu maior percentual de 48,23 (+12,80) no dia trinta
cinco e seu menor valor foi 27,18 (£8,29) no dia setenta. J4 o grupo tratamento Il
apresentou seu maior e menor percentual respectivamente de 35,14 (£26,09) no dia
um e 23,59 (£3,74) no dia sessenta e trés (Tabela 8 e Figura 11).

Da mesma forma do presente estudo CASTRO (2005) e GONZALEZ (2003)
observaram a maior média do percentual de linfécitos T totais, pelos peptideos
estudados pelas autoras, no dia trinta e sete e trinta e cinco respectivamente. Estas
duas datas correspondem ao periodo mais proximo apos a segunda vacinagéo e
indicam que ocorreu uma maior ativacao do sistema imune adquirido na data acima
ja mencionada. Isto sugere de um modo geral que houve uma maior ativagéo de

células T tardiamente.
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Média do percentual de linfécitos T totais

Grupo Dia 01 Dia 35 Dia 63 Dia 70 Dia 98
Controle 45,44 39,74 27,76 26,16 27,60
+20,40 +20,94 +6,68 +2,22 +5,91
Saponina 27,60 42,37 37,37 35,67 33,82
+15,81 +7,32 18,44 +14,4 18,57
Trat.| 34,77 48,23 29,87 27,18 28,62
7,13 +12,80 19,32 18,29 19,34
Trat.ll 35,14 28,94 23,59 24,42 31,81
+26,09 +11,67 +3,74 +7,17 17,25

Tabela 8- Média do percentual de linfocitos T CD4" + CD8" + WC1™ (T total) obtidos
de leucécitos do sangue periférico (PBL). As vacinagdes foram realizadas nos dias 1,
30, e 60.

Média do percentual de linfocitos T totais
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Figura 11- Cinética de linfécitos T totais dos grupos Controle, Saponina, Tratamento

| e Tratamento Il durante as coletas de PBL.
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5.1.6 Células ndo T e ndo B (NTNB) do sangue periférico de bovinos

O grupo controle obteve sua maior média do percentual de células NTNB de
40,12 (x23,92) no dia um e seu menor valor foi de 18,95 (£10,46) no dia sessenta e
trés (Tabela 9 e Figura 12).

O grupo saponina obteve a maior média de células NTNB durante
praticamente todo o experimento quando comparado com os outros grupos. A maior
média do percentual para este grupo foi 61,11 (x21,05) no dia um. No entanto o
menor percentual de células observado foi de 27,30 (£9,14) no dia noventa e oito
(Tabela 9 e Figura 12).

O grupo tratamento | obteve sua maior media do percentual de células NTNB,
Como no grupo saponina, no dia um onde o seu valor foi de 52,47 (x12,55). Porém
este grupo atingiu o menor percentual médio de células NTNB no dia trinta e cinco
de 16,81 (£14,95) (Tabela 9 e Figura 12).

O grupo tratamento Il foi o grupo mais estavel quando comparado a media do
percentual com os outros grupos. Seu menor valor foi de 21,19 (x10,99) no dia
setenta. Porém, no dia trinta e cinco observou-se o maior valor de células NTNB
onde o grupo atingiu uma média do percentual de 24,63 (+16,21) (Tabela 9 e Figura
12).

As células ndo T e ndo B (NTNB) correspondem a todos os linfocitos que n&o
se encontram nas sub-populagdes seguintes: T CD4", T CD8", Tys WC1", CD21".
Portanto as células NTNB estariam relacionadas a célula matadora natural (NK). O
que para o presente trabalho é uma ferramenta valiosa. De acordo com ABBAS
(2003) em infeccdes virais onde o patégeno inibe a expressdo de MHC | nas células
infectadas, o receptor inibidor das células NK n&o é engajado, e consequentemente,
as fungdes destas células ocorrem adequadamente. Sustentando o argumento
anterior, ANFOSSI et al., (2006) e GOFF et al., (2006) afirmam que os linfécitos NK
quando encontram com células com expressdo diminuida de moléculas de MCH |
elas ndo permanecem muito tempo submetidas a acédo de sinais inibitorios iniciados
pelo engajamento com receptores especificos de MHC |, podendo assim promover
sua funcado de citotoxidade e producdo de citocinas. Esses dados oferecem um
suporte para a hipétese de que estas células possam ter papel importante no
controle da infeccdo por Babesia bovis, uma vez que esses parasitos infectam

hemacias que conhecidamente ndo expressam moléculas de MHC |.
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GONZALEZ (2003) observou ao vacinar seus animais com o peptideo SBm
7462 anti-carrapato Ripicephalus (Boophilus) microplus uma queda de células
NTNB nos animais imunizados. Segundo a autora, esta diferenga no percentual
destas células fica mais evidente no dia trinta e cinco. Esse resultado também foi
observado no presente trabalho com os grupos saponina e tratamento I, sendo que
no ultimo grupo citado o decréscimo de células NTNB ficou mais evidente. A autora
sugere que a diminuicdo destas células estaria ligada ao aumento de outros tipos
celulares como, por exemplo, linfécitos B e sub-populagdes de linfocitos T.

BITTAR (2002) em seu trabalho também observou uma diminuicdo no
percentual das células NTNB. De acordo com JAMES (1988) as células NK sao
responsaveis pela protecdo dos animais em estagios precoces de infecgdo, por
controlarem a multiplicagdo da Babesia bovis no pico de parasitemia. Portanto, a
autora acredita que a reducado destas células em seu estudo esta relacionada,

provavelmente, a auséncia de B. bovis.
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Média do percentual de células ndo T e ndo B (NTNB)

Grupo Dia 01 Dia 35 Dia 63 Dia 70 Dia 98
Controle 40,12 31,15 18,85 26,92 26,99
+23,92 +16,59 +10,46 +3,29 9,61
Saponina 61,11 31,92 42.41 28,87 27,30
+21,08 13,75 +7,46 18,52 19,14
Trat.| 52,47 16,81 31,17 20,50 19,96
+12,55 114,95 +10,6 14,03 14,74
Trat.Il 21,34 24,63 23,00 21,19 23,82
+11,37 +16,21 +11,03 +10,99 +8,11

Tabela 9- Média do percentual de linfécitos ndo T e ndo B (NTNB) obtidos de
leucécitos do sangue periférico (PBL). As vacinagdes foram realizadas nos dias 1,
30, e 60.

Média do percentual de células NTNB
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Figura 12- Cinética de linfécitos NTNB dos grupos Controle, Saponina, Tratamento |

e Tratamento Il durante as coletas de PBL.

52



5.1.7 Média do Percentual da razdo de T CD4*/T CD8"

O grupo controle apresentou o maior percentual médio na razdo CD4'/CD8"
quando comparado com os outros grupos em todo o experimento. A maior média do
percentual para este grupo foi 3,88 (+4,67) no dia trinta e cinco e o menor percentual
de CD4'/CD8" para este grupo foi 1,21 (+0,33) no dia noventa e oito (Tabela 10 e
Figura 13).

O grupo saponina obteve um aumento no percentual médio da razdo de
CD4*/CD8" ao longo de quase todo experimento. A maior e a menor média do
percentual para este grupo foi de 3,17 (x1,06) no dia setenta e 1,53 (£1,16) no dia
um (Tabela 10 e Figura 13).

O grupo tratamento | obteve uma queda na média do percentual da razéo de
CD4"/CD8", do inicio ao fim do experimento. O maior valor para este grupo foi 2,55
(x2,34) no dia um do experimento enquanto o menor valor foi 1,45 (+0,26) no dia
noventa e oito (Tabela 10 e Figura 13).

No grupo tratamento Il a maior média do percentual de CD4"/CD8" foi 0,99
(£0,73) no dia trinta e cinco. A partir desta data foi observado um decréscimo na
média do percentual de CD4"/CD8", onde este grupo terminou o experimento com o
valor 0,54 (+0,38) no dia noventa e oito (Tabela 10 e Figura 13). Quando analisado a
razdo do percentual de linfocitos T CD4*/TCD8" no dia sessenta e trés e no dia
setenta entre os grupos observou-se uma diferenga estatisticamente significativa do
grupo tratamento Il em relagdo ao grupo saponina (Figura 14 e 15).

A razdo de CD4"/CD8" nos indica a proporc¢éo das duas células durante toda
a coleta de PBL. A partir desses dados fica claro que houve uma maior participacao
de células T CD4" em relagdo a T CD8" no grupo tratamento | ao longo de todo o
experimento. De fato T CD4" tem uma maior importancia no controle da babesiose
do que T CD8" como ja citado anteriormente. Além disso, RHODES et al., (2000)
afirma a populacdo de T CD4" é considerada uma das populacbes mais envolvidas
nas respostas imunes adquiridas na maioria dos antigenos protéicos. Os dados do
presente trabalho para o grupo tratamento | corroboram com os dados de CASTRO
(2005), GONZALEZ (2003), e BITTAR (2002) que também observaram em seus
respectivos estudos uma maior proporcdo de T CD4" em relagcdo a T CD8". No
entanto, quando se observa a razdo de T CD4" em relacdo a T CD8", no grupo

tratamento I, é notado que esta ultima populacdo esteve maior durante todo o
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experimento (Figura 3 e 5). Na verdade essa propor¢cao se deve por uma ativagao
precoce de T CD4" no grupo tratamento |, como ja discutido anteriormente.

Quando comparado o percentual das populagbes de T CD8" do grupo
tratamento | com o grupo tratamento Il observa-se um menor percentual de células T

CD8" para o ultimo grupo citado ao longo de quase todo o experimento.
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Média do percentual da razdo T CD4+/CD8+

Grupo Dia 01 Dia 35 Dia 63 Dia 70 Dia 98
Controle 2,30 3,88 1,61 1,83 1,21
+1,99 4,67 +0,40 +1,09 +0,33
Saponina 1,53 1,58 2,83 3,17 1,61
+1,16 +0,49 +1,01 +1,06 +0,48
Trat.| 2,55 2,20 2,01 1,71 1,45
12,34 +0,80 10,84 +0,19 10,26
Trat.l 0,78 0,99 0,78 0,61 0,54
+0,50 +0,73 +0,35 10,63 +0,38

Tabela 10- Média do percentual da razdo de T CD4"/CD8" obtidos de leucdcitos do

sangue periférico (PBL). As vacinacdes foram realizadas nos dias 1, 30, e 60.

Média do percentual darazdo T CD4+/CD8+

6 _
0 —e— Controle
©
E —a— Saponina
o 3
o o Trat.|
i e D G S
0 T T T T 1

Dia 01 Dia 35 Dia 63 Dia 70 Dia 98

Dias apds 1% vacinacéo

Figura 13- Cinética de linfocitos T CD4"/T CD8" dos grupos Controle, Saponina

Tratamento | e Tratamento Il durante as coletas de PBL.
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Figura 14 —Raz&o do percentual de linfocitos TCD4*/TCD8" obtidos de leucdcitos do
sangue periférico (PBL) nos grupos Controle (C), Saponina (S), Tratamento | (Tl) e
Tratamento Il (Tll) no dia sessenta e trés. A letra b representa diferenga significativa
da razéo do percentual de células TCD4*/TCD8" no grupo Tratamento Il em relagéo

ao grupo Saponina
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Figura 15 —Raz&o do percentual de linfocitos TCD4*/TCD8" obtidos de leucdcitos do
sangue periférico (PBL) nos grupos Controle (C), Saponina (S), Tratamento | (TI) e
Tratamento Il (Tll) no dia setenta. A letra b representa diferenga significativa da

razao do percentual de células TCD4"/TCD8" no grupo Tratamento Il em relagdo ao

grupo Saponina.
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5.1.8 Percentual médio da razao de T/B

O grupo controle foi 0 que mais variou ao longo do experimento. A maior
média do percentual foi 5,16 (+ 4,26) enquanto seu menor valor foi 0,55 (+0,20).
Estes resultados ocorreram nos dias um e sessenta e trés respectivamente (Tabela
11 e Figura 16).

Para o grupo saponina observou-se uma queda ao longo de todo o
experimento em relagcado a sua média do percentual de T/B. O maior valor para este
grupo foi 2,78 (£1,03) no dia trinta e cinco enquanto seu menor valor foi 0,93 (+0,37)
no dia noventa e oito (Tabela 11 e Figura 16).

O grupo tratamento | obteve uma queda ao longo de quase todo experimento
na média do percentual de T/B. No dia um do experimento este grupo obteve seu
maior valor 3,62 (£2,48), e no dia setenta este grupo obteve seu menor valor 0,57
(£0,33) (Tabela 11 e Figura 16).

O grupo tratamento Il praticamente nao variou, sendo este o grupo mais
estavel. Sua maior média do percentual de T/B foi 0,82 (x0,80) no dia um antes da
primeira vacinagdo e seu menor valor ocorreu em duas coletas de PBL seguidas
0,45 (£0,07) e 0,45 (x0,14) no dia sessenta e trés e setenta, respectivamente
(Tabela 11 e Figura 16).

Ambos os grupos vacinados com peptideo sintético mostraram um aumento
da populagao de linfécitos B em relagao aos linfécitos T ao longo do experimento.
Esse aumento da populagao de linfocitos B em relacdo a T fica muito mais evidente
no grupo tratamento I. Isto se deve ao fato da populagdo de células B ja se
apresentarem extremamente altas desde o inicio do experimento. Este aumento na
populacao de linfécitos B em relagdo a T e no aumento de IgG ja citado no tépico
pertinente as células CD21" sugere que as células B sdo importantes no controle da
fase crénica da infec¢ao por Babesia bovis.

WELSH et al. (2002) sustentado o argumento anterior em seus estudos ja
demonstrava que a imunidade humoral também € considerada importante na
avaliacdo da resposta a imundégenos peptidicos do tipo sintético. A importancia dos
linfécitos B também é descrita por BROWN et al (1998) quando a autora afirma que
uma otima protegcdo imune contra as infecgdes pela babesia esta relacionada ao

requerimento do complemento, anticorpos opsonizados e ativagao de macréfagos.
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GONZALEZ (2003) ao longo do seu trabalho também observou como no
presente estudo um aumento da populacdo de ceélulas B em relagdo a T.
Sustentando mais uma vez a importancia das células B no controle da fase crénica

da infecgcao por Babesia bovis.
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Média do percentual da razdo T/B

Grupo Dia 01 Dia 35 Dia 63 Dia 70 Dia 98
Controle 5,16 1,56 0,55 0,56 0,63
14,26 1,14 10,20 +0,10 +0,18
Saponina 2,62 2,78 2,30 1,20 0,93
+1,03 +2,96 1,18 10,89 +0,37
Trat.| 3,62 1,39 1,15 0,57 0,64
+2,48 10,33 10,84 0,33 +0,45
Trat.ll 0,82 0,65 0,45 0,45 0,77
+0,80 +0,27 +0,07 +0,14 +0,33

Tabela 11- Média do percentual da razdo de T/B obtidos de leucécitos do sangue

periférico (PBL). As vacinacdes foram realizadas nos dias 1, 30, e 60.

Média do percentual darazédo T/B

6 _
0 —e— Controle
©
E 3 —a— Saponina
sl — Trat.|
> a —o— Trat.ll

0 T T T

Dia 01 Dia 35 Dia63 Dia70 Dia 98

Dias ap0s 12 vacinacao

Figura 16- Cinética de linfocitos T/B dos grupos Controle, Saponina, Tratamento | e

Tratamento |l durante as coletas de PBL.
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5.2 Avaliacédo da producéao da citocina IL-4 por células mononucleares do

sangue periférico (PBMC)

Os resultados obtidos neste experimento demonstraram que 0s grupos
saponina, tratamento |, tratamento Il apresentaram uma resposta similar quando
comparados entre si. Nos trés grupos citados acima observou-se que o PBMC
estimulado apds dezoito horas de cultura e coletado apds 5 dias de cultivo com os
peptideos sintéticos SBm7462 e SBbo 23290 apresentou a menor producao de IL-4
quando comparado aos controles negativos (sem estimulo) e positivos (Concavalina
A) (Figuras 18, 19 e 20)

No entanto, no grupo controle observou-se que o PBMC estimulado apos
dezoito horas de cultura e coletado apds 5 dias de cultivo com os peptideos
sintéticos SBm7462 e SBbo 23290 apresentou maior producido de IL-4 quando
comparado aos controles negativos (sem estimulo) e positivos (Concavalina A)
(Figura 17).

Varios parametros podem ser analisados em testes de memoria imunoldgica,
sendo um deles a producdo de determinadas citocinas envolvidas com a protecao
do hospedeiro (BROWN et al., 1993; RODRIGUEZ et al., 1996). Segundo TANCHOT
e ROCHA (1998), a producao e secrecao de citocinas qualificam uma célula como
efetora, sendo que, a quantificacdo destas proteinas constitui-se em um método
eficaz de estudo dos mecanismos efetores envolvidos na resposta imune.

BALDWIN et al., (2002) trabalhando com sangue periférico bovino de animais
que foram vacinados contra Leptospira borgpetersenii e reestimulados com
antigenos do mesmo microorganismo em cultura de PBMC constatou pela técnica
de imunofluorescencia e citometria de fluxo que quando analisado a secrecéo de
citocinas do tipo 1 e do tipo 2 pelas células Tyd foi somente observado a secrecéo
de IFNy. ROGERS et al., (2005) afirma que as células Tyd WC1.1" apds a vacinagéo
secretam IFNy e estimulam uma resposta imune do tipo 1. Principalmente se a
vacina for contra bactérias intracelular, protozoarios patogénicos e virus.

Além das hipdteses ja citadas anteriormente envolvendo e provando mais
uma vez a importancia das células Tyd na resposta imune de bovinos, as células T
CD4", de acordo com BROWN et al., (1998), tem um papel crucial na imunidade

contra a Babesiose. As células T CD4" secretam IFNy que ativa mondcitos/
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macrofagos a fagocitarem o agente agressor (Babesia) e produzir NO. Este
fendbmeno é uma forte evidencia da correlagédo positiva entre a produgao de IFN y e
IgG2a.

No presente trabalho houve uma ativacdo de células T CD4" no tratamento |
juntamente com um aumento de células T CD8" e T WC1". Isto sugere que
provavelmente tenha ocorrido uma ativagao destas populagdes através da secrecao
de IFNy, proporcionando o aumento destas células no sangue periférico dos animais
submetidos ao tratamento | (Figura 3, Figura 5, Figura 8). No entanto para o
presente trabalho existem trés possibilidades plausiveis para a secrecdao do
IFNy. Primeira hipotese: as células NK apos a vacinagédo estariam entrando em
contato com os peptideos e estes estariam induzindo este linfocito a secretar
primariamente INFy "in vivo “ e “in vitro* (GOFF et al., 2006; BROWN et al., 2006).
Em uma segunda hipdtese, as células T y§ WC1" concomitantemente com as
células T CD4" ao entrarem em contato com os peptideos seriam induzidas a
secretar primariamente INFy como parte de uma resposta do tipo 1 (ROGERS et al.,
2005; BROWN et al., 2006). Em uma terceira hipotese, as células T yd WC1*
estariam apresentando antigenos para T CD4" e induzindo que esta célula
proliferasse também com o auxilio do IFNy (COLLINS et al., 1998).

Estudos realizados por FREITAS (2001) com o peptideo SBbo 23290
demonstraram niveis elevados de citocinas do tipo 1 com por exemplo IFNy, TNFa e
IL-12. GONZALEZ (2003) trabalhando com peptideo SBm7462 observou auséncia
de citocinas do tipo 1 e resposta polarizada do tipo 2. Com base nestes estudos
torna-se plausivel a hipétese de que no presente trabalho o peptideo SBbo23290
possui uma predominancia sobre o peptideo SBm7462 mas nao necessariamente
excluindo a agao da citocina IL-4.

Outra hipotese importante adicionando as anteriores é que ambas as
citocinas poderiam agir juntas sem uma estar prejudicando totalmente a acédo da
citocina antagbnica. No entanto mais estudos devem ser desenvolvidos para que

ocorra uma maior compreensao do assunto.
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Figura 17-Dosagem da citocina IL-4 para o grupo Controle. Controle Positivo (T1);
Controle Negativo (T2); Grupo estimulado com os peptideos SBbo 23290 SBm 7462
(T3). As setas representam os dias das trés vacinagbes e dos desafios com
Ripicephalus (Boophilus) microplus (D1) e Babesia bovis (D2). As datas representam

o dia da coleta do sobrenadante.
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Figura 18- Dosagem da citocina IL-4 para o grupo Saponina. Controle Positivo (T1);
Controle Negativo (T2); Grupo estimulado com os peptideos SBbo 23290 SBm 7462
(T3). As setas representam os dias das trés vacinagbes e dos desafios com
Ripicephalus (Boophilus) microplus (D1) e Babesia bovis (D2). As datas representam

o dia da coleta do sobrenadante.
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Figura 19-Mensuragdo da citocina IL-4 para o grupo de animais submetidos ao
Tratamento I. Controle Positivo (T1); Controle Negativo (T2); Grupo estimulado com
os peptideos SBbo 23290 SBm 7462 (T3). As setas representam os dias das trés
vacinagdes e dos desafios com Ripicephalus (Boophilus) microplus (D1) e Babesia

bovis (D2). As datas representam o dia da coleta do sobrenadante.
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Figura 20- Dosagem da citocina IL-4 para o grupo de animais submetidos ao
Tratamento Il. Controle Positivo (T1); Controle Negativo (T2); Grupo estimulado com
os peptideos SBbo 23290 SBm 7462 (T3). As setas representam os dias das trés
vacinagdes e dos desafios com Ripicephalus (Boophilus) microplus (D1) e Babesia

bovis (D2). As datas representam o dia da coleta do sobrenadante.
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6. CONCLUSOES

Os peptideos sintéticos SBbo 23290 e SBm 7462 no Tratamento | e Il utilizando
saponina como adjuvante, provocaram alteragdes no perfil de linfécitos do sangue

periférico.

Houve oscilacdes nas sub-populacdes de linfocitos T CD4*, T CD8", T WC1" e B
CD21" do sangue periférico dos bovinos ao longo de todo estudo com a utilizagéo

dos tratamentos | e Il.

A sub-populacéo de linfocito B CD21" foi a que mais aumentou ao longo do estudo
nos grupos, Tratamento | e Saponina e a que esteve mais alta durante todo o estudo

no tratamento Il.

O adjuvante saponina provocou oscilagbes ao estimular as sub-populacbes de
linfocitos T CD4*, T CD8*, T WC1" e B CD21" do sangue periférico dos bovinos ao

longo de todo estudo.

Na comparagdo somente da resposta imune celular entre os grupos que se utilizou
os peptideos sintéticos SBbo 23290 e SBm 7462 o Tratamento | se destacou em
relacdo ao Tratamento Il no inicio do estudo com um maior aumento das sub-
populacdes de linfocitos T CD4" e T CD8".

Os Tratamentos |, |l e o adjuvante saponina induziram baixos niveis da produgéo de
IL-4.

Mais estudos serdo necessarios para uma melhor compreensao dos mecanismos da
resposta imune celular utilizando os peptideos sintéticos SBbo 23290 e SBm 7462

simultaneamente como imundgenos.
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7. ANEXOS

Como descrito anteriormente todos os graficos que ndo foram
estatisticamente significativos foram adicionados neste item. Eles sdo de grande
importancia, pois ilustram e tornam a compreensdo do presente mais didatico e

completo.

Tabela 2 - Dias referentes a coleta de PBL e Desafio

1avacinagéo 2avyacinacio 3avacinagéo 1 D1* l D2*

1 30 35 60 63 70 90 95 98
l l J 4acoleta de PBL l
1acoleta de PBL 2acoleta de PBL 3acoleta de PBL 52 coleta de PBL

* D1 = Desafio com Ripicephalus (Boophilus) microplus

* D2 = Desafio com Babesia bovis
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7.1 Comparacdo de cada grupo de bovinos em diferentes coleta (Tempo) do

sangue periférico

T CD4* T CD8*
30 7 20 -

% de células
% de células
)
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™ T4 ™ T4 T1 T4 T T4

™ T4 T T4 T T4 T T4

T wC1t B CD21*
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Figura 21: Média do percentual de células das populagdes T CD4", T CD8", T WC1*
e B CD21" respectivamente, no tempo 1(T1) e tempo 4(T4). Controle (Azul);
Saponina (Vermelho); Tratamento | (Laranja); Tratamento Il (Verde). As analises

foram realizadas através do teste estatistico de Wilcoxon.

66



T total NT NB

80 70 =
8 3
3 3
g 407 T 351
3 3
’ I [ ’ [
0 04
™ T4 ™ T4 ™ T4 ™ T4 T T4 T T4 T T4 T T4
T CD4*/T CD8* T/B
5.0 7 10 1
3 3
3 =]
o) O
(5] - (&) -
S 25 S 5
© ©
® I ®
0 i 0 | i ] -
T T4 T T4 T1 T4

T1 T4 T T4 ™ T4 ™ T4 ™ T4

Figura 22: Média do percentual de células das populagdes T total, NTNB e das
razdes TCD4'/ CD8+ e T/B respectivamente, no tempo 1(T1) e tempo 4(T4).

Controle (Azul); Saponina (Vermelho); Tratamento | (Laranja); Tratamento Il (Verde).

As analises foram realizadas através do teste estatistico de Wilcoxon.
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Figura 23: Média do percentual de células das populagdes T CD4*, T CD8", T WC1*

e B CD21" respectivamente, no tempo 1(T1) e tempo 5(T5). Controle (Azul);

Saponina (Vermelho); Tratamento | (Laranja); Tratamento |l (Verde). As analises

foram realizadas através do teste estatistico de Wilcoxon.

68



T total NT NB

80 1 70
8 3
S E
‘® 40 Qg 354
3 3
= R I
T T5 T1 T5 T1 T5 T1 T5 0 T1 T5 T1 T5 T1 T5 T1 T5
T CD4*/T CD8* T/B
8-
50 17
] 1))
8 &
=] = _
® 25 A g 4
[0] [0)]
o he)
O\o i I I O\Q
N Jm B @ m

™ T5 ™ T5 ™ T5 ™ T5 T1 T5 T1 T5 T T5 T T5

Figura 24: Média do percentual de células das populagdes T total, NTNB e das
razbes TCD4'/ CD8+ e T/B respectivamente, no tempo 1(T1) e tempo 5(T5).
Controle (Azul); Saponina (Vermelho); Tratamento | (Laranja); Tratamento Il (Verde).

As analises foram realizadas através do teste estatistico de Wilcoxon.
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Figura 25: Média do percentual de células das populagdes T CD4*, T CD8*, T WC1*
e B CD21" respectivamente, no tempo 4(T4) e tempo 5(T5). Controle (Azul);
Saponina (Vermelho); Tratamento | (Laranja); Tratamento Il (Verde). As anadlises

foram realizadas através do teste estatistico de Wilcoxon.
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Figura 26: Média do percentual de células das populagdes T total, NTNB e das
razbes TCD4'/ CD8" e T/B respectivamente, no tempo 4(T4) e tempo 5(T5).
Controle (Azul); Saponina (Vermelho); Tratamento | (Laranja); Tratamento Il (Verde).

As analises foram realizadas através do teste estatistico de Wilcoxon.
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7.2 Comparacado entre todos os grupos de bovinos na mesma coleta (Tempo)

de sangue periférico
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Figura 27: Média do percentual de células das populagbes T CD4", T CD8", B
CD21" e T WC1" respectivamente, no tempo 1. (C) Controle; (S) Saponina; (Tl)

Tratamento | e (TIl) Tratamento Il. As analises foram realizadas através do teste

estatistico Mann-Whitney. .
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Figura 28: Média do percentual de células das populagdes T total, NTNB e da razao
T/B respectivamente, no tempo 1. (C) Controle; (S) Saponina; (Tl) Tratamento | e

(TH) Tratamento Il. As analises foram realizadas através do teste estatistico Mann-

Whitney. .
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Figura 29: Média do percentual de células das populagdes B CD21*, T WC1* , T
total e NTNB respectivamente, no tempo 2. (C) Controle; (S) Saponina; (TI)

Tratamento | e (TIl) Tratamento Il. As analises foram realizadas através do teste

estatistico Mann-Whitney.
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Figura 30: Média do percentual de células das razdes T/B e TCD4'/CD8+
respectivamente, no tempo 2. (C) Controle; (S) Saponina; (Tl) Tratamento | e (TlI)

Tratamento Il. As analises foram realizadas através do teste estatistico Mann-

Whitney.
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Figura 31: Média do percentual de células das populagbes T CD4", T CD8", B
CD21" e T WC1" respectivamente, no tempo 3. (C) Controle; (S) Saponina; (TI)

Tratamento | e (TIl) Tratamento Il. As analises foram realizadas através do teste

estatistico Mann-Whitney. .
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Figura 32: Média do percentual de células das populacdes T total, NTNB e da razéo
T/B respectivamente, no tempo 3. (C) Controle; (S) Saponina; (Tl) Tratamento | e

(TH) Tratamento Il. As analises foram realizadas através do teste estatistico Mann-

Whitney. .
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Figura 33: Média do percentual de células das populacdes T CD4*, T CD8*, T WC1*
e T total respectivamente, no tempo 4. (C) Controle; (S) Saponina; (T1) Tratamento |

e (TIl) Tratamento Il. As analises foram realizadas através do teste estatistico Mann-

Whitney. .
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Figura 34: Média do percentual de células da populagdo NTNB e da razdo T/B
respectivamente, no tempo 4. (C) Controle; (S) Saponina; (Tl1) Tratamento | e (TlI)

Tratamento Il. As analises foram realizadas através do teste estatistico Mann-

Whitney. .
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Figura 35: Média do percentual de células das populagdes T CD4*, B CD21", T
WC1" e T total respectivamente, no tempo 5. (C) Controle; (S) Saponina; (TI)
Tratamento | e (TIl) Tratamento Il. As analises foram realizadas através do teste

estatistico Mann-Whitney. .
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Figura 36: Média do percentual de células da populagdo NTNB e da razdo T/B
respectivamente, no tempo 5. (C) Controle; (S) Saponina; (TI) Tratamento | e (TlI)

Tratamento Il. As analises foram realizadas através do teste estatistico Mann-

Whitney. .
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