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RESUMO

RESENDE, Daniela de Melo M.S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2003. Resposta celular em linfonodos de bovinos inoculados com
Anaplasma marginale. Orientador: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo.
Conselheiros: Marlene Isabel Vargas Viloria e Jackson Victor de Aratjo.

Foi avaliada a resposta imune contra o patogeno Anaplasma
marginale através da inoculagdo, em bezerros, da amostra AUFV1 2° passagem.
Para tanto, foram realizadas técnicas de coloragdo de rotina ¢ técnicas
imunohistoquimicas em cortes de linfonodos superficiais. Inicialmente, foi
observada uma resposta proliferativa na area paracortical e, a partir da terceira
semana poés-inoculagdo, grande reatividade de centros germinais. Através da
técnica de TUNEL, foram observadas inimeras células em apoptose, em nimero
estatisticamente significativo aos seis e 13 dias pds-inoculacido. Antigenos de A.
marginale apresentados por células dendriticas foram detectados pela técnica da
Imunoperoxidase Indireta ja aos seis dias pos-inoculagdo, nao sendo observados
no linfonodo do animal controle negativo. A técnica da Imunoperoxidase Indireta
também foi utilizada para a deteccdo de antigenos CD4, CD8 ¢ WCI, sendo
observado um pequeno aumento apenas de linfécitos CD4+. Paralelamente a
estes estudos, foram isoladas células mononucleares de sangue periférico

(PBMCs), nos mesmos dias em que eram feitas as coletas de linfonodos, para
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estudos de proliferacdo e de producdo de citocinas apos reestimulagdo ex vivo.
Como controle positivo, foi utilizado o mitégeno celular Concanavalina A, além
de corptisculos iniciais de A. marginale. As PBMCs foram estimuladas com dois
peptideos sintéticos baseados na estrutura da proteina de superficie de A.
marginale MSP-2, os peptideos 13590 e 13591. Também foi feito um controle
negativo, onde era adicionado apenas meio de cultivo incompleto. Nos testes
proliferativos, apenas aos seis dias pos-inoculagdo os peptideos tiveram
desempenho melhor, estatisticamente significativo (p<0,05), com relacdo ao
controle negativo. Dessa forma, pode-se concluir que os animais inoculados
desenvolveram uma resposta imune adaptativa contra o A. marginale,
provavelmente envolvendo células T auxiliares. Quanto aos peptideos sintéticos
testados, serdo necessarios mais estudos, podendo-se afirmar apenas que eles sao

candidatos ao desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o 4. marginale.



ABSTRACT

RESENDE, Daniela de Melo M.S., Universidade Federal de Vigosa, February
2003. Cellular response in bovine limph nodes inoculated with
Anaplasma marginale. Adviser: Joaquin Herndn Patarroyo Salcedo.
Committee members: Marlene Isabel Vargas Viloria and Jackson Victor de
Aratjo.

The immune response against the pathogen Anaplasma marginale
was evaluated after the inoculation, in calves, with the strain AUFV 1 2™ passage.
For this, routine coloration techniques and immunohistochemistry techniques
were performed in slides of superficial limph nodes. In the first week post
inoculation, a proliferative response was observed in the paracortical areas and,
in the third week, a great number of germinal centers. With the TUNEL
technique, many cells in apoptosis were observed, in a number statistically
significant six and 13 days post inoculation. Antigens of 4. marginale presented
by dendritic cells were detected with the Indirect Immunoperoxidase technique
six days post inoculation, and these were not observed in the limph node of the
negative control animal. The same technique was also performed wiht the
purpose of identifying the surface antigens CD4, CD8 and WCI, and a little
augment was observed only on the population of lymphocytes CD4+. Another

experiment evolved the isolation of peripheral blood mononuclear cells
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(PBMC:s), wich were isolated in the same days the limph nodes were coleted, for
studies of proliferation and production of cytokines after reestimulation ex vivo.
The mitogen Con A and initial bodies of A. marginale were utilized as positive
controls. The PBMCs were estimulated wiht two synthetic peptides based on the
structure of the surface protein of 4. marginale MSP-2, named 13590 and 13591.
A negative control was also utilized, were was added incomplete medium only.
On the proliferative tests, only six days post inoculation the peptides were better
than the negative control, with numbers statistically significants (p<0,05). On this
way, we could conclude that the inoculated animals developed an adaptative
immune response against A. marginale, probably evolving T helper cells. In
relation to the synthetic peptides tested, we can only afirm that they are good
candidates for the development of a vaccine against bovine anaplasmosis, but

more studies have to be performed in this area.
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1- INTRODUCAO

O Anaplasma marginale, ricketsia causadora da anaplasmose, o
patégeno de bovinos transmitido por artropodes hematdfagos mais prevalente no
mundo, ¢ responsavel por altas morbidade e mortalidade em regides de clima
temperado, subtropical e tropical (Palmer et al., 2000), sendo especialmente
importante em paises em desenvolvimento (Patarroyo et al., 1994). Inicialmente
descrito como um estagio intraeritrocitario do protozoario Babesia bigemina, o
A. marginale foi identificado pela primeira vez por Arnold Theiler, em 1908,
como um patodgeno intraeritrocitario distinto (Palmer et al., 2000).

A doenga inicia-se com a inoculagdo de formas infectantes de A.
marginale em bovinos susceptiveis, que pode ser feita tanto por carrapatos
(vetores bioldgicos) quanto por moscas hematdfagas (vetores mecanicos), sendo
as ultimas importantes vetores na América Latina (Leal et al., 2000; de la Fuente
et al., 2001b). A transmissdao também pode ser feita através de fomites
contaminados (de la Fuente et al., 2001b).

A anaplasmose ¢ uma doenga economicamente importante na
América do Sul, pois leva a perdas econdmicas tanto em bovinos de leite quanto
em bovinos de corte, podendo causar perdas massivas em bovinos importados e
ndo vacinados (Guglielmone, 1995). Prova disso sdo os prejuizos econdOmicos

causados pelas doencas transmitidas por carrapatos aos bovinos, que foram



avaliados em mais de um bilhdo de ddlares por ano no Brasil (Kessler, 1999). A
doenga faz parte do complexo conhecido como Tristeza Parasitaria Bovina, que ¢
relacionada, no Brasil, aos protozoarios Babesia bovis e Babesia bigemina e a
ricketsia A. marginale (Souza, 2000).

Demonstrou-se que a transferéncia de soro imune, proveniente de
bovinos previamente infectados ou vacinados, a bovinos susceptiveis ndo confere
nenhuma protecao contra a infec¢do com A. marginale. Outras evidéncias de que
apenas os anticorpos nio sdo capazes de proteger contra a anaplasmose bovina
sdo dadas pela observagdo de que bezerros nao sdo protegidos por anticorpos
colostrais, e bovinos portadores t€ém recaidas graves apos esplenectomia, apesar
de altos niveis de anticorpos circulantes anti-4Anaplasma estarem presentes. Logo,
¢ provavel que a imunidade contra 4. marginale envolva mecanismos mediados
por células, como a ativacdo de macrofagos mediada por células T, que sdo
importantes na resolu¢do de outras infecgdes bacterianas intracelulares. Neste
sentido demonstraram-se, em um experimento, altos niveis de interferon-y (IFN-
v) em sobrenadante de cultivo apds estimulo com antigenos de A. marginale,
associados com a proliferagcdo de linfocitos periféricos, o que € consistente com o
provavel envolvimento de resposta imune mediada por células na imunidade
contra A. marginale (Gale et al., 1996a).

Também tem-se sugerido que a imunidade protetora contra A.
marginale requer a inducdo de IgG2 contra proteinas de membrana e a ativagdo
de macrofagos, com aumento da atividade fagocitica; embora a transferéncia
passiva de anticorpos ndo seja capaz de proteger contra infeccdo experimental.
Assim, tanto a imunidade humoral quanto a imunidade celular estdao associadas
com a protecdo apos a vacinagdo com A. marginale vivo ou inativado. Em
bovinos, o IFN-y é responsavel pelo aumento na producao de IgG2 e ativagdo de
macrdofagos (Brown et al., 1998a), levando a especificidade na fagocitose, por
opsonizagdo, € ao aumento na produgdo de 6xido nitrico por estas células. Este
modelo ¢ a base para uma imunidade mediada por células especifica para um
patogeno intraeritrocitario obrigatorio, que ndo pode, conseqiientemente, ser

atingido por linfocitos citotoxicos restritos ao complexo de histocompatibilidade
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maior (MHC) da classe I (Palmer et al., 1999).

A anaplasmose pode ser controlada pelo uso de acaricidas para o
controle do vetor ou pela vacinagdo. Entretanto, no mundo inteiro, procuram-se
meios para diminuir a utilizagdo de acaricidas devido ao aumento do custo desses
produtos, ao desenvolvimento de resisténcia, aos residuos em produtos de origem
animal e ao impacto ambiental (Molloy et al., 2001). Por outro lado, a utilizagao
de vacinas vivas, apesar de ser o método mais utilizado atualmente, também tem
graves problemas. Por requerer a utilizacdo de bovinos para a purificacdo do
patdégeno, os custos dessa vacina sdo muito altos. Além disto, pode haver
contaminagdo por membrana de eritrocitos € por outros patdégenos, levando a
riscos para os animais vacinados e a variagdes na eficiéncia da vacina (Blouin et
al., 2000). Na verdade, o termo "vacinas" ¢ utilizado pela maioria dos autores,
apesar de ela ndo ser considerada realmente uma vacina, devido aos problemas
que ocorrem durante a sua atenuagdo e durante o cultivo de 4. marginale.

Por esses motivos, pesquisas tém sido desenvolvidas buscando o
reconhecimento de antigenos conservados em diferentes amostras de A.
marginale, para o desenvolvimento de vacinas de peptideos sintéticos
padronizadas e de eficiéncia constante. Neste sentido, a proteina de superficie
MSP-2 (Major Surface Protein 2) tem sido apontada como possivel candidata
para o desenvolvimento de vacinas sintéticas, sendo comprovadamente
importante na imunidade natural contra A. marginale. O desenvolvimento de
vacinas sintéticas visa a diminui¢do nos custos de producgdo da vacina, tornando-
a mais acessivel aos pecuaristas, e a diminuicdo do impacto da anaplasmose na
pecudria.

No Laboratorio de Biologia e Controle de
Hematozoarios/BIOAGRO/DVT/UFV, existe a MSP-2, clone 11.2, sintetizada
em 10 peptideos, tendo sido feito anteriormente o mapeamento de epitopos B. Ha
também no Laboratorio dois peptideos hibridos (13590 e 13591), que
correspondem aos clones 11.2 e DF.5 da MSP-2.

Desta forma, torna-se importante o estudo da resposta imune contra

0 A. marginale ex vivo, mediante re-estimulagdo com os peptideos sintéticos
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citados, para uma possivel caracterizacdo destes peptideos como imundgenos

contra este patdogeno.



2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral

Estudar os eventos da resposta imune celular em linfonodos de bovinos
Bos taurus taurus inoculados com a amostra de Anaplasma marginale AUFV1 e
a memoria imunologica pos-vacinal induzida mediante estimula¢do ex vivo de
c¢lulas mononucleares de sangue periférico (PBMC) com peptideos sintéticos
provenientes da proteina de superficie MSP-2 de Anaplasma marginale, clones

11.2 e DF.5.

2.2 — Objetivos especificos

- Estudar a dinamica das alteragdes microscopicas em foliculos linfoides e
centros germinais de linfonodos periféricos.

- Realizar testes imunohistoquimicos para deteccdo de apoptose e
fenotipagem celular.

- Verificar a resposta imune celular ex vivo aos peptideos sintéticos
hibridos provenientes da proteina de superficie MSP-2 através da mensuragao de

citocinas.



3-REVISAO DE LITERATURA

3.1 — Anaplasmose bovina

As espécies com importancia patogénica que afetam os bovinos sao
0 Anaplasma marginale e o Anaplasma centrale, sendo o ultimo responséavel por
uma forma mais branda da doenca. O A. marginale, que provoca uma forma mais
grave de anaplasmose, também ¢ capaz de parasitar cervos e diversos outros
ruminantes silvestres, tornando o controle da doenga mais dificil (Jones et al.,
2000).

No atual esquema de classificacdo, os microrganismos causadores
da anaplasmose estao incluidos na ordem Rickettsiales, familia Anaplasmataceae,
género Anaplasma (Jones et al., 2000), sendo que apenas recentemente o género
Anaplasma foi reconhecido como um membro da tribo Ehrlichieae, apds a
andlise de seqiiéncias de rRNA 16S (Palmer et al., 2000), confirmado pela
analise de seqiiéncias do gene g/t4 (Inokuma et al., 2001). Entretanto, Dumler et
al. (2001) sugerem a eliminacdo da estrutura de tribos, através do estudo de
seqiiéncias de nucleotideos do gene groESL, sugerindo que todos os membros
das tribos Ehrlichiecae e Wolbachieae sejam transferidos para a familia
Anaplasmataceae.

Segundo essa nova classificacdo, a familia Anaplasmataceae



incluiria as espécies contidas atualmente nos géneros Ehrlichia, Anaplasma,
Cowdria, Wolbachia e Neorickettsia, além do género Aegyptianella, designado
como genus incertae sedis por ter fortes semelhangas fenotipicas com as espécies
de Anaplasma. Além disso, também ¢ proposto que o género Anaplasma seja
expandido, incluindo as novas espécies Anaplasma (Ehrlichia) bovis comb. nov.,
Anaplasma  (Ehrlichia) platys comb. nov. e Anaplasma (Ehrlichia)
phagocytophila comb. nov., esta ultima sendo considerada como sinénimo da
espécie atualmente conhecidas como Ehrlichia equi e do agente da erliquiose
granulocitica humana (Dumler et al., 2001).

A infecgdo inicia-se com a inoculagdo das formas infectantes na
corrente sangiiinea, que pode ser feita por carrapatos (vetores bioldgicos), moscas
hematofagas (vetores mecanicos) ou fomites contaminados (Leal et al., 2000).
Em condig¢des experimentais, cerca de 20 espécies de carrapatos sdo capazes de
transmitir a anaplasmose, mas sdo considerados de importancia na transmissao
natural da doenga os géneros Dermacentor € Boophilus (Searcy, 1995).

Apos o contato inicial com a superficie eritrocitaria, o A. marginale
¢ internalizado por eritrofagocitose e se divide por fissdo binaria dentro de um
vacuolo, produzindo de dois a oito corpusculos iniciais, que sdo envoltos por
uma membrana. As ricketsias infectantes sdo entdo liberadas pelo eritrocito sem
dano aparente a célula, indo infectar eritrocitos vizinhos (Leal et al., 2000).

Apd6s um periodo de incubagdo de 20 a 40 dias, ocorre um aumento
na ricketsemia (Arulkanthan et al., 1999). A infeccdo, em sua fase aguda, ¢
caracterizada por febre, depressdo, anorexia e anemia aguda, coincidindo com o
aparecimento de corpusculos iniciais periféricos no interior dos eritrdcitos (Leal
et al., 2000), levando & morte em aproximadamente 36% dos casos clinicos
(Palmer et al.,, 1999). Também ocorrem abortamentos ou nascimentos de
bezerros infectados (Wanduragala & Ristic, 1993), além de perda de peso, com
diminui¢do na producao de leite e carne (Barbet, 1995; Blouin et al., 2000; de la
Fuente et al., 2001b).

A severidade da doenga varia muito de acordo com a idade do

animal. Bezerros sofrem infecgdes suaves, com pouca mortalidade, ¢ novilhos
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normalmente se recuperam, apesar da gravidade da doencga. Porém, em bovinos
adultos, a doenga ¢ mais grave, com mortalidade variando de 20 a 50% (Fraser,
1996). Os sinais sdo febre de curta duragdo e anemia, que ¢ o principal efeito
produzido pelo microrganismo. A anemia ¢ caracterizada por debilidade, palidez
das mucosas, respiracdo acelerada, ictericia, queda na contagem das hemadcias e
diminuicdo do nivel de hemoglobina. Ocasionalmente, ocorrem tremores
musculares, depressdo, anorexia ¢ salivagdo excessiva. Nao se observa
hemoglobinuria, j4 que a anemia ndo ocorre por hemolise intravascular, mas por
um aumento na fagocitose de eritrocitos parasitados e ndo parasitados pelo
sistema reticuloendotelial, indicando o envolvimento de mecanismos imunes na
fisiopatologia da doenca (Jones et al., 2000). Também ocorre a diminui¢do na
producdo de leite e abortamentos sdo comuns na fase final de gestagdo
(Wanduragala & Ristic, 1993). A esplenectomia de animais portadores resulta em
aumento da parasitemia e anemia aguda (Searcy, 1995).

Os animais que morrem de anaplasmose aguda apresentam os sinais
inespecificos de anemia aguda, com baixa viscosidade do sangue, tecidos palidos
a ictéricos, bago aumentado e figado ictérico com vesicula biliar distendida
(Searcy, 1995).

O tratamento recomendado € a aplicacdo, por via intramuscular, de
oxitetraciclinas de longa agdo, na dose de 20mg/Kg. Recomenda-se que o
tratamento seja repetido trés vezes, com intervalo de 48 horas (Fraser, 1996).

Com corantes derivados do Romanowsky, como o Giemsa, estes
microrganismos sao visualizados como estruturas redondas, homogéneas, densas,
de cor purpura-azulada, situadas no interior dos eritrocitos e localizadas
excentricamente. Com o microscopio eletronico, pode-se ver que essas estruturas
sdo separadas do citoplasma do eritrocito por uma membrana que envolve entre
um e oito corpusculos iniciais, que sdo as unidades infectantes. Os
microrganismos tém, cada um, de 0,3 a 0,4um de didmetro (Jones et al., 2000).
Em algumas amostras de 4. marginale, incluindo uma isolada em Para de Minas
(MQ), identificou-se um apéndice apds analise em microscopio eletronico, porém

a funcdo deste ainda nao foi definida (Ribeiro et al., 1997).
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A anaplasmose bovina ¢ uma doenga importante na Australia, nos
Estados Unidos, na América do Sul e na Russia (Searcy, 1995), sendo, portanto,
amplamente distribuida e ocorrendo, inclusive, em muitas regides com clima
temperado (Uilenberg, 1995). As perdas atribuidas a anaplasmose bovina nos
Estados Unidos chegam a 100 milhdes de dolares por ano, e calcula-se que meio
bilhdo de bovinos estdo sob risco no mundo (Allred et al., 1990). Entretanto, na
maioria das regides em que a anaplasmose ¢ endémica, torna-se dificil determinar
as perdas econdmicas, principalmente devido a inabilidade em quantificar
aquelas decorrentes de queda na produgdo, ou as infecgdes concorrentes com

outros hemoparasitas (Wanduragala & Ristic, 1993).

3.2 — Controle da anaplasmose bovina

O controle da anaplasmose tem sido feito por reducdo do vetor, por
tratamento profildtico com tetraciclina e por vacinagdo, realizada com vacinas
vivas de Anaplasma marginale ou de Anaplasma centrale, ou com vacinas
inativadas (Gale et al., 1996b). A vacina¢ao ¢ o melhor método de controle, mas
requer o uso de bovinos para a producdo de antigenos, o que aumenta o custo de
producdo da vacina. Além disso, antigenos produzidos a partir de eritrécitos
bovinos estdo freqiientemente contaminados por membranas eritrocitarias ou por
patdgenos (Blouin et al., 2000). Por esse motivo, tém sido realizadas pesquisas
que buscam o reconhecimento de epitopos para células T e B, relevantes na
imunidade contra a anaplasmose, para o desenvolvimento de uma vacina sintética
eficaz (Palmer & McElwain, 1995).

Os bovinos que sobrevivem a parasitemia inicial normalmente
permanecem como portadores, com infeccdo subclinica, servindo como
reservatorios para a doenga e sendo imunes por muitos anos a infeccoes
subseqiientes (French et al., 1998; Rurangirwa et al., 2000). Essa imunidade
permanece pelo menos por oito meses apOs a eliminacdo do agente através de
quimioterapia. A imunidade protetora contra a anaplasmose pode ser induzida

por vacinagdo com parasitas inativados ou pela infecgdo com a espécie menos
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patogénica, A. centrale (Gale et al., 1996a). Entretanto, o uso dessas formas de
prevencao tem sido limitado pela falta de padronizagdo das "vacinas", com
grande variacdo na infectividade e morbidade, e pelo risco de contaminagdo com
outros patogenos (Cox, 1997).

Desta forma, vacinas ideais contra a anaplasmose devem ter as
seguintes propriedades: serem capazes de prevenir a doenga clinica em condicdes
de campo; serem efetivas contra amostras diferentes do patdgeno; ndo conterem
organismos ou antigenos contaminantes; induzirem protecao duradoura com uma
ou duas doses; estarem disponiveis em grandes quantidades; terem baixo custo ¢
ndo terem efeitos colaterais. Assim, imundgenos sintéticos com epitopos para
células T e B reativos sdo uma possibilidade para o desenvolvimento de vacinas
seguras e efetivas contra a anaplasmose, ja que vacinas de subunidade sdo
problematicas pela dificuldade na obtengdo de grandes quantidades de antigeno
(Montenegro-James et al., 1995). Esse problema poderia ser solucionado pelo
sucesso no cultivo de A. marginale, mas atualmente so se consegue cultiva-lo por

poucas passagens (Waghela et al., 2000).

3.2.1 — Infeccio persistente: proteinas de superficie

Na membrana de 4. marginale existem pelo menos seis proteinas
de superficie (MSPs): MSP-la, MSP-1b, MSP-2, MSP-3, MSP-4 ¢ MSP-5
(Brown et al., 1998a). Destas proteinas, MSP-1b, MSP-2 e MSP-3 sao
codificadas por familias multigénicas, resultando na expressao de coOpias
polimérficas; enquanto MSP-1a, MSP-4 e MSP-5 sdo codificadas por um unico
gene, sendo conservadas entre diferentes amostras do agente (Palmer et al.,
1999).

A recuperacdo apos a fase aguda de uma infeccdo com patdogenos
da ordem Rickettsiales freqiientemente resulta em uma infeccdo persistente do
hospedeiro (Kieser et al., 1990). A persisténcia que se observa apos a fase aguda
da anaplasmose, e que ¢ fundamental para a continua transmissdo da infecgao,

ocorre durante uma resposta imune protetora. Bovinos persistentemente

10



infectados e desafiados com 10" 4. marginale de uma amostra homologa foram
totalmente protegidos contra a ricketsemia e a anemia quando comparados a
bovinos nunca infectados com A. marginale. Esse paradoxo — no qual a resposta
imune controla efetivamente o desafio, mas ndo ¢ capaz de eliminar um nivel
baixo de infec¢do — sugere que a persisténcia envolve um mecanismo de escape
imunologico (Palmer et al., 1999).

E interessante notar que os baixos niveis de parasitemia durante a
infeccdo persistente ndo sao estaticos, € sim aumentam e diminuem em ciclos,
sugerindo que variantes antigénicas sao responsaveis pelo aumento da
parasitemia. Desta forma, a ricketsemia persistente ¢ caracterizada pela
emergéncia seqiiencial e replicagdo de A. marginale expressando variantes
antigénicas de MSP-2, seguida pelo desenvolvimento de uma resposta imune
especifica e controle da ricketsimia (Palmer et al., 1999).

Em contraste com a transmissdo mecanica, na qual variantes
antigénicas emergentes sao transferidas diretamente para um novo hospedeiro, a
complexidade do desenvolvimento do A. marginale no carrapato levanta a
possibilidade de que o estdgio infectante na glandula salivar pode ser
antigenicamente distinto do organismo adquirido através de infecgdes
persistentes em bovinos. Assim, na glandula salivar de Dermacentor andersoni
(amostra South Idaho), apenas duas variantes de MSP-2, denominadas de SGV-1
(Salivar Gland Variant 1) e SGV-2, sdo expressas, apesar da enorme variedade
presente no sangue durante a alimentagdo do carrapato (Palmer et al., 1999).
Assim, a ricketsemia aguda que ocorre apos a transmissdo pelo carrapato ¢
caracterizada pela expressdao de duas variantes de MSP-2, denominadas ARV-1
(Acute Rickettsemia Variant 1) e ARV-2. Porém, ap6s o controle dessas variantes
pelo sistema imune, ocorre a persisténcia da infec¢do através do surgimento de
novas variantes, chamadas de PRV (Persistent Rickettsemia Variants), tipos 1 a
5, na amostra South Idaho (Palmer et al., 2000). A proteina MSP-2 também ¢
expressa no intestino do carrapato, nas primeiras 48 horas apos o inicio da
alimentacdo (Lohr et al., 2002). A caracterizagdo imunologica desses estagios nas

glandulas salivares ¢ necessaria para assegurar que os epitopos relevantes sejam
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incluidos nas vacinas (Palmer et al., 1999). A restri¢do das variantes de MSP-2
transmitidas pelo carrapato, em contraste com a grande diversidade presente nos
animais persistentemente infectados, suporta o desenvolvimento de vacinas com
a proteina MSP-2 para prevenir a ricketsemia aguda (Rurangirwa et al., 1999).

Em um outro estudo, Palmer et al. (2001) sugerem que a
diversidade genotipica ndo ¢ gerada rapidamente em um animal, ja que um Unico
genotipo foi identificado em um mesmo animal durante um periodo de dois anos
apos infecgdo experimental. Porém, ressaltam que, em um rebanho localizado em
uma regido endémica, ha grande variedade antigénica entre os animais.

As proteinas de superficie do Anaplasma marginale sdo candidatas
para o desenvolvimento de vacinas (Brown et al., 1998b). A prote¢dao contra o
desafio homologo em bovinos imunizados com membranas purificadas de A.
marginale ocorre em cerca de 70% dos casos e esta ligada a titulos de anticorpos
contra epitopos das MSPs expostos na membrana. A prote¢do, nestes casos,
também estd ligada a inducio de células T CD4" que secretam IFN-y e a
polarizacdo da resposta para a produgdao de IgG2 (Palmer et al., 1999). Além
disso, a imunizacdo com MSP-1 ou MSP-2 purificadas induz protecdo contra o
desafio experimental, e a imunizagdo com MSP-3 induz protecao parcial contra o
desafio (Brown et al., 1998a); a protecdo dada pela imunizagdo com MSP-1
purificada ¢ mostrada pela significativa redugdo na ricketsemia e na anemia apos
desafio com amostra homoéloga ou heterdloga (Brown et al., 2001a).

Imunizagdes com o gene que codifica a proteina de superficie
MAP-1 em Cowdria ruminantium foram capazes de induzir imunidade protetora
de células T auxiliares 1 (Th1) contra desafio letal em camundongos. Da mesma
forma, homodlogos de MAP-1 em organismos relacionados filogeneticamente e
antigenicamente, como a proteina MSP-2 de A. marginale, também sdo alvos de
respostas protetoras e, por causa da similaridade antigénica destes agentes,
estratégias comuns para o desenvolvimento de vacinas poderiam ser aplicadas
(Mahan et al., 1999).

Apesar disso, as proteinas de membrana de 4. marginale, incluindo

MSP-1, MSP-2 e MSP-3, variam tanto estruturalmente quanto antigenicamente
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em amostras diferentes. Conseqiientemente, o reconhecimento de epitopos
responsaveis pela resposta imune protetora e conservados entre amostras
diferentes ¢ a maior dificuldade para o desenvolvimento de vacinas eficazes e
seguras contra a anaplasmose (Brown et al., 1998a). Nesse sentido, clones de
células T, obtidos de animais imunizados com proteinas de membrana
purificadas, reconheceram diversos antigenos, incluindo MSP-2, MSP-3 e
epitopos aparentemente divididos por essas duas proteinas, dando a base para a
identificacdo de epitopos de células T nessas proteinas (Brown et al., 1998b).

Forte candidata ao desenvolvimento de vacinas, a MSP-2 possui
um dominio hipervaridavel central ancorado por aminodcidos conservados e
regides carboxi-terminais. Essa estrutura ¢ semelhante nas duas espécies de
Anaplasma que afetam bovinos, o Anaplasma marginale € o Anaplasma centrale.
A regido central hipervaridvel contém epitopos de células B variantes no dominio
extracelular, enquanto os dominios transmembrana sdo ricos em epitopos de
células T (Shkap et al., 2002).

Os antigenos imunodominantes encontrados na amostra brasileira
AUFVI1 foram identificados pela técnica de Western blot, baseando-se na
reatividade com anticorpos obtidos de origens diferentes. As analises revelaram
algumas proteinas comuns e outras Unicas entre amostras diferentes de A.
marginale. Desta forma, as proteinas de superficie MSP-1, MSP-2 e MSP-3 estao
presentes na amostra AUFV1 e na amostra do Centro Nacional de Pesquisa de
Gado de Corte — MS, assim como na amostra Illinois (Estados Unidos). A partir
destas analises, pode-se concluir que existe a possibilidade de protecdo cruzada
entre amostras diferentes, ja que as principais proteinas de superficie da amostra

AUFV1 sao encontradas em populagdes distintas de A. marginale (Patarroyo et

al., 1994).

3.3 — Imunidade contra o A. marginale

O A. marginale é capaz de sobreviver e replicar em um hospedeiro

imunocompetente por pelo menos sete anos. Um bovino persistentemente

13



infectado ¢ capaz de montar uma resposta imune adaptativa, o que ¢ indicado por
altos titulos de anticorpos, responsividade de células T e habilidade em prevenir
altos niveis de ricketsemia e doenga clinica frente a um desafio com espécie
homologa. Apesar disso, o hospedeiro ¢ incapaz de eliminar a infeccao (Palmer,
2002).

A imunidade contra as erliquias inclui tanto a resposta inflamatdria,
através de macrofagos ativados e neutrofilos, quanto o desenvolvimento de
anticorpos neutralizantes (Brown et al., 2001b). O desenvolvimento de respostas
especificas de IgG2 a cada ciclo durante a infecgdo persistente com Anaplasma
marginale indica a participagdo de linfocitios T auxiliares (Th), especificamente
de linfocitos T secretando interferon-y (IFN-y). Assim, como em outras espécies,
nos bovinos o IFN-y ¢ capaz de ativar macrofagos, ativando a produgao por estes
de moléculas toxicas, como o 6xido nitrico (NO) e seus derivados. Além disso, o
IFN-y aumenta a produgdo de 1gG2, imunoglobulina opsonizante (Brown et al.,
2001a).

O envolvimento de anticorpos na imunidade contra o 4. marginale
tem sido investigado, e ja foi demonstrada uma correlacdo entre altos titulos de
anticorpos contra as MSPs e protecdo contra a doenca (Wyatt et al., 1996).
Entretanto, os problemas determinados pela variagdo antigénica e pela auséncia
de protecdo contra o desafio apds administracdo de soro imune enfatizam a
importancia de células T CD4" na resposta imune contra o 4. marginele (Brown
et al., 1998b), sendo essas as cé€lulas de ligacdo entre a resposta imune inata e a
resposta imune adaptativa.

Em um estudo conduzido por Brown et al. (1998b), um ou mais
clones de células T de bovinos imunizados com MSPs e protegidos contra
desafio, responderam a reestimulacdo in vitro com MSP-2, confirmando a
natureza imunodominante dessa proteina, que foi alvo da resposta de anticorpos
predominante nesses bovinos.

Nesse mesmo estudo, clones especificos de células T contra 4.
marginale expressaram uma mistura de citocinas, a maioria co-expressando

interleucina 4 (IL-4) e IFN-y. Segundo Brown et al. (1998b), esses dados sao
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consistentes com respostas de citocinas nao polarizadas observadas em clones de
células Th isolados de bovinos imunes a espécies de Babesia e Fasciola. Dessa
forma, a expressao conjunta de IL-4 e IFN-y em células Th especificas contra A.
marginale ¢ compativel com seu papel potencial como células auxiliares no
aumento de respostas especificas de IgGl e IgG2, embora ensaios funcionais
com essas cé¢lulas ainda nao tenham sido feitos. Além disso, também foi
observada a expressao conjunta de IFN-y e fator de necrose tumoral o (TNF-a),
0 que ¢ consistente com a provavel funcdo dessas células na ativagdo de
macrofagos (Brown et al., 1998b).

Nesse sentido, foi demonstrado que a IL-12 aumenta
significativamente a secrecao de IFN-y em bovinos por células mononucleares de
sangue periférico (PBMC) estimuladas pelo virus sincicial respiratorio bovino
(BRSV) e ovoalbumina (Collins et al., 1999), o que sugere que essa citocina
também tenha papel importante na imunidade contra o A. marginale. Por esse
motivo, um estudo utilizou a IL-12 como adjuvante em uma vacina de MSP-2 em
aluminio, mostrando aumento significativo na produgdo de IFN-y por células de
linfonodos de bovinos imunizados apds reestimulagdo com A. marginale.
Também foi observado aumento nas respostas proliferativas de PBMCs, ainda
evidente nove meses apOs a imunizagdo, ¢ aumento nos niveis de IgG sérica,

predominantemente devido a um aumento nos niveis de IgG1 (Tuo et al., 2000).

3.4 — Linfonodos

O sistema imune ¢ funcionalmente dividido em orgaos linfoides
primdrios, responsaveis pelo desenvolvimento de linfocitos naive; e tecidos
linfoides secunddrios, responsaveis pela captura de antigenos estranhos, e, por
isso mesmo, localizados em pontos estratégicos. Esses tecidos linfoides incluem
os linfonodos, o bago, as tonsilas e as placas de Peyer (Fu & Chaplin, 1999).

Os linfonodos sdo estruturas encapsuladas, localizadas ao longo de
vasos do sistema vascular linfatico (Freitas, 2001), responsaveis por filtrar a linfa

e gerar resposta imunologica a antigenos estranhos provenientes dos tecidos

15



corporais. Para o desempenho dessa fungdo, a estrutura dos linfonodos ¢
organizada de tal forma que os linfocitos T e B sdo separados em
compartimentos anatomicos diferentes (Roitt, 1997), otimizando as interacdes
celulares (Fu & Chaplin, 1999).

Quanto a sua organizagado estrutural, o linfonodo pode ser dividido
em cortex externo ou superficial, cortex profundo ou paracortex e medula. A
regido cortical externa ¢ constituida principalmente por células B, organizadas
em foliculos primarios, e também por células dendriticas foliculares (FDCs),
sendo essa estrutura responsavel pela formacao dos centros germinais (CGs) apos
contato com antigenos T-dependentes. J4 a regido paracortical é constituida
principalmente por células T, e sua unidade funcional sdo os corddes
paracorticais, local que possibilita o encontro das FDCs com linfocitos T
antigeno-especificos, favorecendo sua ativacdo e subseqiiente maturagao.
Finalmente, a regido medular, formada pelos corddes medulares, ¢ ocupada
principalmente por macréfagos e plasmocitos (Fu & Chaplin, 1999).

Os linfonodos sdo alimentados por dois sistemas vasculares
distintos, a vasculatura linfitica e a vasculatura sangiiinea. A primeira ¢
responsavel pelo transporte de antigenos e células transportadoras de antigenos
dos tecidos periféricos para o linfonodo, a0 mesmo tempo em que devolve
células e fluido para a circulagdo; enquanto a segunda transporta linfocitos
circulantes para o nddulo linfatico. Os vasos linfaticos aferentes chegam ao
linfonodo atravessando sua capsula, com os chamados seios marginais, ¢ a
drenagem ¢ feita através dos seios medulares, no vaso linfatico eferente (Fu &

Chaplin, 1999).

3.4.1 — Centros germinais e resposta imunologica

O microambiente derivado da organizagdo estrutural dos CGs

promove a geracdo de respostas imunes de alta afinidade por antigenos

especificos (Roitt, 1997).
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Em linfonodos de bezerros, os CGs sdo observados a partir da
primeira semana de vida; e em bovinos adultos saudaveis, cerca de 30 a 70% dos
nddulos linfoides apresentam CGs, o que demonstra a alta atividade dos
linfonodos também nesses animais (Morrison et al., 1986).

Os CGs podem ser divididos em duas regides distintas: a zona
clara, preenchida principalmente por células ndo linfociticas, especialmente por
FDCs; e a zona escura, ocupada por linfocitos B em rapida proliferacao para
geracao de linfoblastos (Thorbecke et al., 1994).

Durante a resposta imune primaria, as c¢lulas B sdo ativadas fora
do foliculo, migrando posteriormente para a rede FDCs, quando se inicia a
formagao do CG. A principal fun¢ao dos CGs ¢ a geragdo de linfocitos B com
alta afinidade pelo antigeno, levando a formacdo de plasmocitos e células B de
memoria (Tarlinton, 1998). As células B ativadas crescem exponencialmente na
rede de FDCs. O ciclo celular dessas células se completa em um periodo de 6 a 7
horas; dessa forma, cada trés células B blasticas originam entre 10*a 1,5 x 10*
células nos CGs em um periodo de trés dias (Liu et al., 1991).

Embora os linfécitos T sejam menos abundantes nos CGs, estd
claro que essas células tém um papel importante na sua formacao (Gulbranson-
Judge et al., 1997), estando localizadas, principalmente, na zona clara dos CGs
(Hardie et al., 1993; Gulbranson-Judge et al., 1997). Estudos recentes em
camundongos demonstraram atividade proliferativa de células T antigeno-
especificas em regides intrafoliculares dos CGs (Zheng et al., 1996) e diversos
estudos mostraram que a auséncia de células T acarreta a ndo formacao dos CGs
(Linton et al., 1992; Tsiagbe et al., 1992; Nossal et al., 1993). Os mecanismos de
interacao entre células T ¢ B nos CGs ainda ndo estdo totalmente esclarecidos,
mas os linfocitos T parecem ser essenciais na troca de classe de imunoglobulinas
(Igs), assim como na geracdo de linfocitos B de memoria. Entretanto, sabe-se
que o epitopo reconhecido por células T durante o processo de ativagdo nao ¢&,
necessariamente, o mesmo que ¢ reconhecido por linfécitos B (Fuller et al.,

1993).
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Dessa forma, ha poucas células T nos foliculos linfoéides primarios,
que comegam a proliferar cerca de quatro dias apos o estimulo, atingindo o &pice
aos sete dias pos-imunizagdo. A partir dai, seu nimero comeca a diminuir,
chegando a niveis basais 10 dias ap6s o estimulo. Entretanto, seu numero volta a
aumentar durante a resposta imune secunddria, sendo seu crescimento de cerca de
10% do observado durante a resposta imune primaria. Esse trabalho foi realizado
por Gulbranson-Judge & MacLennan (1996) em um estudo com camundongos, e
os autores acreditam que esse fato pode estar associado ao reconhecimento
antigénico de células T de memoria geradas durante a primeira exposi¢ao ao
antigeno.

Acredita-se que grande parte das funcdes dos CGs esteja associada
as FDCs. Essas células expressam varios receptores de superficie, incluindo
receptores para o fator C3 do complemento e receptores para a por¢do Fc de
imunoglobulinas da classe G (IgG). Assim, provavelmente, essas moléculas
facilitam a captura do complexo antigeno-anticorpo, que pode ser mantido no CG
durante varios meses (Kelsoe, 1995).

A proliferagdo e sobrevivéncia das células B nos CGs esta
associada a estimulagdo antigénica, a interacdo com as FDCs e a fatores soluveis
produzidos por essas células, a interacdo com células T, particularmente a
sinalizacdo CD40-CD40L, e a producao e liberagdo de citocinas, incluindo IL-2,
IL-4, IL-5 e IL-10. Entretanto, a importancia relativa e a interagao desses fatores

in vivo ainda nao esta esclarecida (Hollowood & Goodlad, 1998).

3.4.2 — Morte celular programada

Durante a formagdo dos CGs, as células B podem seguir varios
caminhos. Inicialmente, apds a ativagdo, essas células podem sofrer o processo
de apoptose ou sobreviver. Isso ¢ determinado apds a hipermutacdo somatica de
genes que codificam a regido IgVy das imunoglobulinas, que proporcionam
alteracdes na afinidade dos receptores antigénicos de linfocitos B. Dessa forma,

apds esse processo, ocorrem selecdes positivas ou negativas, que garantem que
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células B com alta afinidade pelo antigeno sobrevivam, ao mesmo tempo em que
as de baixa afinidade e as auto-reativas sejam eliminadas. Nesse momento, as
células sobreviventes ainda podem seguir dois caminhos distintos, tornando-se
células produtoras de anticorpos especificos contra o antigeno indutor; ou
tornando-se células de memoria, capazes de produzir uma resposta secunddria
mais rapida, intensa e qualitativamente distinta da resposta imune primdria (Liu
etal., 1997).

Apesar de véarios estudos e muitos avangos nessa area, muitas
questdes ainda permanecem sem resposta. Assim, ainda ndo se sabe exatamente
que sinais levam as células B ativadas a se diferenciarem em plasmocitos ou em
cé¢lulas de memoria, mas acredita-se que o ligante de CD40 seja um sinal
negativo que previne as células B a entrar em sua diferenciagdo terminal,
favorecendo sua sobrevivéncia (Liu et al., 1997).

A apoptose, ou morte celular programada, ¢ atualmente considerada
como um mecanismo essencial para a remocao de células supérfluas, velhas ou
danificadas, tanto no sitema imune quanto em 6rgdos nao relacionados a essa
funcdo. Dessa forma, a apoptose ¢ fundamental durante a embriogénese e a
organogénese, incluindo interacdes sinapticas entre os neurdnios, assim como na
selecdo do repertorio de linfocitos (Penninger & Kroemer, 1998).

A morte celular programada tem sido muito estudada por
imunologistas, visto que os linfocitos estdo sob constante risco de suicidio
durante os processos de selecdes positivas e negativas. Além disso, falhas
adquiridas ou genéticas no processo de apoptose em linfocitos t€m um grande
impacto patologico, podendo levar ao desenvolvimento de linfocitos auto-
reativos, tumores e imunodeficiéncias, reafirmando a importancia da apoptose
para o funcionamento normal do sistema imune (Penninger & Kroemer, 1998).

Assim, ap0s a fase de expansdo, aproximadamente 95% das células
T e B antigeno-especificas sofrem o processo de morte celular programada,
conhecido também como morte celular induzida por ativagao (AICD), que pode
ocorrer devido a uma grande variedade de sinais (Ahmed & Gray, 1996), entre

eles a interacdo Fas/FasL e a apoptose induzida pelo Receptor de Célula B (BCR)
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ou pelo Receptor de Célula T (TCR) . E importante lembrar que a apoptose é
essencial para a homeostase do sistema imune, assim como para a eliminagdo de
linfocitos auto-reativos (Scaffidi et al., 1999).

A expansao de células T CD4+ em camundongos esté4 relacionada,
segundo Vella et al. (1997) a ligagdao do TCR ao antigeno, por meio de APCs,
vinculada, portanto, a um aumento de afinidade; e a sinalizacdo através do
receptor de superficie CD28. A unido desses dois fatores teria, segundo os
autores, a funcdo de estimular a proliferagdo e promover a sobrevivéncia dessas
c¢lulas. Entretanto, apenas esses dois fatores ndo sdo necessarios para manter a
sobrevivéncia dos linfocitos, sendo necessarios fatores pro-inflamatérios nao
definidos para sustentar essa sobrevivéncia, evitando a apoptose. As células B,
paralelamente, sdo selecionadas de acordo com sua capacidade de se ligar ao
antigeno, sendo selecionadas negativamente quando a ligagdo ¢ de baixa
afinidade ou quando, apds o processo de mutagdo somatica, perdem sua afinidade
pelo antigeno (Liu et al., 1989).

A prevengdo da apoptose pode estar ligada a geracdo da memoria
imunologica. Nesse sentido, existem algumas evidéncias mostrando que as
citocinas que agem via cadeia-y do receptor para IL-2 (IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15)
induzem genes anti-apoptoticos (bcl-2 e o bcl-X;) a expressar determinadas
proteinas que podem contribuir para a sobrevivéncia celular (Scaffidi et al.,
1999). Outra questdo que continua sem uma resposta definitiva, gerando muita
controvérsia, ¢ a necessidade ou ndo de permanente contato com o antigeno,
talvez proporcionado pelas FDCs, para a sobrevivéncia das células de memoria,
j& que ainda sdo desconhecidos os estimulos que promovem essa sobrevivéncia.
Apesar disso, provavelmente fatores soluveis também estdo envolvidos (Sprent
& Tough, 1994).

O esclarecimento dos mecanismos que levam os linfécitos T ¢ B
para o caminho da morte celular programada ou para a geracdo de células de
memoria sera de grande importancia para a compreensdao das repostas imunes
celular e humoral, assim como para a compreensdo dos mecanismos de acao dos

imunogenos.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1- Animais utilizados no experimento

Foram utilizados quatro bezerros Bos taurus taurus, machos, da
raca Holandesa, sorologica e parasitologicamente negativos para Anaplasma
marginale. Estes animais, originais do estdbulo da Universidade Federal de
Vigosa (UFV), foram mantidos em isolamento a prova de artropodes desde a
primeira semana de idade, pelo Laboratério de Biologia e Controle de
Hematozoarios/Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecudria/Departamento de Veterindria (LBCH/BIOAGRO/DVT) da UFV.

Os bovinos receberam leite in natura até os dois meses de idade,
duas vezes ao dia. Apos o desmame, passaram a receber racao balanceada, com
20% de proteina e quantidade definida de volumoso, oferecida as sete e as 15

horas, e agua ad libitum.

4.2 - Esquema de inoculacio

Dos quatro animais selecionados, trés (B1, B2 e B3) foram

utilizados para inoculagdao experimental com a amostra de A. marginale AUFV-1
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2% passagem (grupo inoculado) ¢ o quarto animal (B4) foi utilizado como
controle negativo.

Cada animal do grupo inoculado foi inoculado, por via intravenosa,
com 1,0x10° parasitas. A inoculacdo foi feita no dia zero, e os animais foram
tratados no dia 38 ap0s a inoculagdo, com 20mg/Kg de oxitetraciclina (Oxitrat”).

O animal controle negativo recebeu 1ml de dgua bidestilada por via
intravenosa, seguindo o mesmo cronograma de inoculacao do grupo inoculado.

Exames clinicos dos animais para observar possiveis sinais de
manifestacdo da anaplasmose eram realizados diariamente, durante os 52 dias do
experimento. Também eram realizados esfregacos sangiiineos para deteccdo do

parasita e hematocrito para deteccao de anemia.

4.3 — Coletas dos linfonodos

Coletas de linfonodos superficiais (pré-escapulares direitos e
esquerdos) foram realizadas com o objetivo de avaliar a resposta imune ex vivo
ao A. marginale.

As coletas foram realizadas semanalmente, aos 6, 13, 20, 27 ¢ 34
dias pos-inoculagdo e no dia 14 apds o tratamento (52 dias pds inoculagdo).
Também foi coletado um linfonodo do animal controle. Para a realizagcdo das
cirurgias, os animais foram previamente tricotomizados e mantidos em jejum
durante 12 horas. Foi feita anestesia local com 10ml de lidocaina e, apds a
retirada total do linfonodo e sutura da pele foi aplicada solu¢do de pentabidtico

(Penfort®), por via intramuscular.

4.4 Histopatologia dos linfonodos bovinos

Os linfonodos foram fixados, durante 24 horas, em formol 10%
tamponado pH 7,2 (100ml de aldeido formico, 4g de fosfato monobasico de
sodio, 4,5g de fosfato dibasico de sodio e agua destilada qg.s.p. 1000ml). Entao,

os linfonodos foram cortados em cinco fragmentos, os quais foram fixados por
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mais 24 horas em uma solu¢do nova de formol tamponado pH 7,2. Apds fixagdo,
os fragmentos foram desidratados em solugdes alcoolicas crescentes (70%, 80%,
90% e 100% I e II), permanecendo durante 24 horas em cada solugdo alcoolica.
Posteriormente, os fragmentos foram diafanizados em xilol e incluidos em
Paraplast (SIGMA®; Prophet et al., 1992).

Realizaram-se cortes histologicos seriados de Sum de espessura em
micrétomo de rotagdo SPENCER — American Optical Company, os quais foram
corados de acordo com as técnicas de Hematoxilina-Eosina ¢ Verde Metil-
Pironina.

As laminas foram analisadas com auxilio de microscopio Optico

binocular ECLIPSE E600'.

4.5 — Pesquisa de antigenos de A. marginale em linfonodos bovinos através

da técnica de Imunoperoxidase Indireta

Os cortes histologicos foram inicialmente deixados em estufa a
56°C overnight, sendo posteriormente desparafinados em xilol através de duas
passagens de 30 minutos cada e hidratados em solugdes alcdolicas decrescentes
(100% I e 11, 90%, 80% e 70%) e PBS pH 7,4 (1,48g de fosfato de sodio dibasico
anidro, 0,494¢g de fosfato de s6dio monobasico monohidratado, 7,2g de cloreto de
sodio e dgua bidestilada q.s.p. 1000ml), trocando-se de solucdo a cada 5 minutos.
A peroxidase endogena foi bloqueada com perdxido de hidrogénio metandlico
3% durante 30 minutos em temperatura ambiente.

Os cortes foram lavados durante 5 minutos com PBS pH 7,4. Em
seguida, os cortes foram cobertos com soro normal de cabra diluido 1:10 em PBS
pH 7.4 e incubados em camara umida durante 45 minutos em temperatura
ambiente. Apos a incubagdo, enxugou-se o excesso de soro e, sem deixar secar
os cortes, colocou-se anticorpo primario especifico (IgG de coelho anti-

Anaplasma marginale), produzido pelo Laboratério de Biologia e Controle de

! Microscopio Optico — Eclipse E600 — Nikkon — Japan
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Hematozoarios (LBCH), diluido 1:20 em PBS pH 7,4; entdo, os cortes foram
incubados durante 18 horas em camara umida a 4°C. Posteriormente, os cortes
foram lavados trés vezes com PBS pH 7,4 durante cinco minutos cada, e em
seguida cobertos com o anticorpo secundario (IgG de cabra anti-IgG de coelho,
marcado com peroxidase; SIGMA®), diluido 1:300 em PBS 7,4. Ap6s incubagdo
em camara umida, durante 50 minutos a 37°C, os cortes foram lavados duas
vezes, durante 5 minutos cada, com PBS pH 7.4.

Os cortes foram entdo colocados em solucao reveladora recém
preparada [25mg de diaminobenzidina (DAB) e 200ul de H,O, 30 volumes em
100ml de PBS pH 7,4] durante 15 minutos. Finalmente, os cortes foram lavados
durante 5 minutos em PBS pH 7,4 e foi feita a contracoloragdo com
Hematoxilina de Harris 1:9 em 4gua bidestilada durante 4 minutos, sendo em
seguida desidratados em alcool, diafanizados em xilol e montados com Entellan

entre lamina e laminula.

4.6 — Pesquisa de antigenos CD4, CD8 e WC1 em linfonodos bovinos através

da técnica de Imunoperoxidase Indireta

Para a pesquisa de antigenos CD4, CD8 e WCI, foram utilizados os
mesmos procedimentos descritos no item 4.5. Porém, os anticorpos primarios
utilizados foram obtidos de sobrenadantes integros do cultivo dos hibridomas IL-
All (anti-CD4), IL-AS51 (anti-CD8) e IL-A29 (anti-WC1), todos provenientes da
ATCC. Para os trés antigenos, € com o intuito de bloquear os possiveis sitios de
ligacdo inespecifica, foi utilizado soro normal de coelho apds o bloqueio da
peroxidase enddgena; e o anticorpo secundario utilizado foi IgG de coelho anti-

IgG de camundongo (SIGMA®).
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4.7 — Hibridizacao in situ para deteccao de apoptose pela técnica de TUNEL

em linfonodos bovinos

Para detec¢do de apoptose nos cortes histologicos de linfonodos
bovinos, empregou-se a técnica de TUNEL (7dT-mediated dUTP nick and
labeling), através da utilizagdo do kit de Detec¢ao de Morte Celular in situ, POD
(Boehringer Mannheim®).

Ap6s desparafinizagdo e hidratacdo dos cortes, de acordo com
protocolo descrito no item 4.5, os cortes foram incubados durante 20 minutos a
37°C com proteinase K (20pug/ml em Tris/HCI 10mM, pH 7.,4), sendo
posteriormente lavados duas vezes com PBS pH 7,4 durante 5 minutos cada. Foi
feito, entdo, o bloqueio da peroxidase endogena com perdxido de hidrogénio
metanolico 0,3% durante 30 minutos em temperatura ambiente.

Os cortes foram novamente lavados com PBS pH 7,4 durante 5
minutos. As células foram, entdo, colocadas sobre gelo, e as células foram
permeabilizadas com 0,1% de Triton X-100 em citrato de sodio 0,1% durante
dois minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas duas vezes com PBS 7,4
durante cinco minutos cada.

Os cortes foram enxugados levemente, cobertos com 50ul da
mistura TUNEL (5ul da enzima terminal desoxirribonucleotidil transferase e
45ul de nucleotideos marcados com fluoresceina) e cobertos com laminula, para
propiciar uma reacdo homogénea e evitar evaporagdo. Apos incubagdo durante
60 minutos em camara tmida a 37°C, os cortes foram lavados trés vezes com
PBS pH 7.4, durante 5 minutos cada, e foram adicionados 50ul de Converter-
POD (anticorpo anti-fluoresceina conjugado com peroxidase) sobre cada corte,
que foram imediatamente cobertos com laminula. As laminas foram incubadas
em camara Umida a 37°C durante 30 minutos e, em seguida, foram novamente
lavadas com PBS pH 7,4, por trés vezes, durante 5 minutos cada.

A revelagdo foi feita com solucao de DAB (20mg de DAB em 20ml
de Tris 0,1M pH 7,4 e 20ul de H,O, 30 volumes), durante 10 minutos em

temperatura ambiente, repetindo-se, em seguida, as lavagens com PBS pH 7.4.
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Os cortes foram contracorados com Hematoxilina de Harris 1:9 durante 4
minutos, sendo, entdo, desidratados em alcool, diafanizados em xilol € montados

com Entellan® entre 1dmina e laminula.

4.8 — Contagem de células TUNEL positivas em linfonodos bovinos

As células TUNEL positivas foram contadas com auxilio de
microscopio Olympus BH-2 — RFCA e do software Image SXM, no Laboratorio
de Citogenética do Departamento de Biologia Geral (DBG) da Universidade
Federal de Vigosa (UFV). Foram contadas as células dos linfonodos coletados
aos 6, 13, 20, 34 e 55 dias apdés a inoculagdo, sendo esses linfonodos
denominados L1, L2, L3, L5 e L6, respectivamente. Dessa forma, foram
contados cinco campos nos centros germinais (CG), cinco na regido paracortical
(PC) e cinco nos corddoes medulares (CM) de cada linfonodo. O mesmo
procedimento foi adotado para a contagem das células do linfonodo coletado do
animal controle, denominado L7. Cada um dos campos contados correspondia a

3967um?’, e as células foram contadas com aumento de 1000x.

4.9 — Coleta de sangue para obtencio de soro

Coletou-se sangue dos animais para obtencao de soro um dia antes
da inoculacdo (dia —1) e semanalmente durante todo o experimento.

O sangue foi coletado através da pungdo jugular em frascos
coletores de 5ml (BD Vacutainer™), sem anticoagulante. O sangue foi mantido
em repouso a 4°C durante toda a noite e, na manhd seguinte, realizou-se a
retirada do coagulo e a centrifugagcdo das amostras, a 300g, durante 5 minutos. O
soro obtido de cada amostra foi, entdo, recolhido com micropipeta e colocado em

tubos tipo Eppendorf, armazenados a —20°C.
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4.10 — Teste de ELISA para pesquisa de anticorpos anti-A. marginale

Para confirmar a infeccdo dos animais, foi realizada pesquisa de
anticorpos anti-Anaplasma marginale no soro através do teste imunoenzimatico-
ELISA, seguindo protocolo de rotina do LBCH. Foi utilizado, para tanto, o soro
coletado no dia —1 e 13 dias pos-inoculagdo. Os testes foram feitos em triplicatas.

As placas de ELISA Hemobag®* foram sensibilizadas a 4°C durante
18 horas com antigeno de A. marginale (Spg/well) produzido pelo LBCH e
diluido em Tampao Carbonato pH 9,6 (0,159g de Na,CO;, 0,293g de NaHCO; e
agua destilada g.s.p. 100ml). Apds o periodo de sensibilizacdo, as placas foram
lavadas duas vezes com Tampao de Lavagem (9,0g de cloreto de sddio; 500ul de
Tween 20 e agua destilada q.s.p. 1000ml), e o bloqueio foi feito com solugao
de caseina 2% em PBS pH 7,6 (8,5g de NaCl, 1,28g de Na, HPO,, 0,16g de
NaH,P0O,.2H,0 e 4gua destilada q.s.p. 1000ml) durante 60 minutos em
temperatura ambiente. Foram feitas mais duas lavagens e os soros dos animais
foram adicionados, diluidos 1:100 em Tampao de Incubagdo (100ml de PBS pH
7,6, caseina 0,25% e Tween 20 0,05%). Apos incuba¢do de 2 horas em
temperatura ambiente, as placas foram lavadas 6 vezes com Tampao de Lavagem
e, em seguida, foi adicionado o anticorpo secundario (IgG de coelho anti-IgG
bovina, conjugada com peroxidase; SIGMA®), diluido 1:20000 em Tampio de
Incubacdo. As placas foram mantidas em temperatura ambiente por 2 horas e,
apos esse periodo, foram feitas mais seis lavagens com Tampao de Lavagem

Em seguida, foi feita a revelagdo do teste, através da adi¢do do
substrato, composto por 4mg de OPD (0 - fenildiaminobenzeno), 2,5ul de H,0O, e
20ml de Tampao de Substrato pH 5,0 (7,19g de Na,HPO,, 5,19¢g de acido citrico
e agua destilada g.s.p. 1000ml). As placas foram, entdo, incubadas durante 20
minutos na auséncia de luz ¢ a reagdo foi interrompida com 30ul de acido
sulfurico 1:20. Finalmente, as placas foram lidas em leitor de microplacas a um

comprimento de onda de 492nm (Titertek Multiskan® PLUS).

? Placas de ELISA de 96 wells — Hemobag Produtos Cirtirgicos Ltda. - SP
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4.11 — Isolamento de células mononucleares de sangue periférico (PBMC)

Foi feito o isolamento de células mononucleares de sangue
periférico (PBMC) com o objetivo de reestimular as células ex vivo com os
peptideos sintéticos 13.590 e 13.591. O sangue dos animais foi coletado
assepticamente em frascos coletores de 5ml com vacuo e solugdo de
anticoagulante (heparina; BD Vacutainer' ™) através de pungdo jugular. As
coletas de sangue foram realizadas de acordo com o seguinte cronograma: dia —
le aos 6, 13, 20, 27, 34 ¢ 55 dias pods-inoculagdao, sendo esta ultima coleta
realizada aos 14 dias ap6s o tratamento dos animais.

Adotou-se o método de separacdao por gradiente de densidade
celular utilizando-se Ficoll-Paque (Bittar, 2002). O material foi, inicialmente,
mantido em temperatura ambiente. Verteram-se cuidadosamente e em condigdes
de esterelidade 15ml de sangue sobre 15ml de Ficoll-Paque em tubos de
centrifuga de 50ml estéreis. O material foi centrifugado a 300g por um periodo
de 40 minutos a 18°C.

Apds a centrifugacdo, todo o material foi mantido em gelo até o
final do procedimento. A interface esbranquicada contendo células
mononucleares periféricas foi retirada cuidadosamente, com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur, e foi entdo transferida para novos tubos de centrifuga de 50ml
contendo Solugdo Balanceada de Sais de Hank — HBSS pH 7,2 (0,4g de KCI,
0,06g de KH,PO,, 8,0g de NaCl, 0,35g de NaHCOs, 0,048g de Na,HPO,, 1,0g de
D-glucose, 0,01g de vermelho de fenol e agua bidestilada q.s.p. 1000ml)
suficiente para um volume final de 40ml. As células foram lavadas por
centrifugacdo com HBSS pH 7,2 a 300g durante 10 minutos a 4°C, sendo o
sobrenadante descartado apds a lavagem. Ressuspendeu-se o pellet celular em
4ml de Solugao de Lise (0,829g de NH4Cl, 0,1g de KHCOs, 0,0037g de EDTA ¢
agua bidestilada g.s.p. 100ml), com a finalidade de hemolisar as hemacias
restantes. As células foram deixadas em repouso em temperatura ambiente por 8

minutos, sendo, em seguida, centrifugadas a 300g durante 10 minutos a 4°C.
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Apos descarte do sobrenadante, as células foram lavadas duas vezes
por um periodo de 10 minutos cada com HBSS e o pellet celular foi
ressuspendido em meio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM - SIGMA®), suplementado com D-glucose (4,0g/1), 4cido folico (6mg/1),
L-arginina (116mg/l), L-asparagina (36mg/l), NaHCO; (2,0g/1), solugdo
antibidtica e antimicotica 100X SIGMA® (10ml/l). Antes do uso, foram
adicionados ao meio de cultivo 10% de Soro Fetal Bovino, L-glutamina 2mM e

2-mercaptoetanol (50uM).

4.12 — Isolamento de corpusculos iniciais de A. marginale a partir de sangue

congelado

Para utilizacdo como controle positivo no estimulo das células
mononucleares de sangue periférico, foi feito o isolamento de corpusculos
iniciais de 4. marginale. A amostra de sangue, contendo 4,98 x 10® parasitas/ml,
que se encontrava congedada em nitrogénio liquido, foi aquecida a 37°C. Apos o
descongelamento, o sangue foi lavado com meio RPMI incompleto, por
centrifugagdo, a 500g por 5 minutos, para retirada do DMSO. Nao houve a
formacdo de pellet, indicando hemolise, ¢ o material foi entdo lavado com
tampao de lavagem (0,6055g de Tris, 8,1816 g de NaCl, 0,3722g de EDTA,
0,0174g de PMSF, 0,2g de Timerosal e agua destilada q.s.p. 1000ml; mantido
sob agita¢do a 4°C durante 12 horas) por 3 vezes, a 500g e 4°C.

A lise das hemacias foi finalizada através de sonicacao, em banho
de gelo, com uma poténcia de 30 watts durante 30 segundos, por 4 vezes. O
material foi entdo centrifugado a 48400g durante 20 minutos a 4°C, removendo-
se o sobrenadante. Em seguida, foram feitas 4 lavagens, observando-se a
propor¢ao aproximada de uma parte de lisado para cinco partes de tampao de
lavagem, e centrifugando-se a 48400g durante 15 minutos a 4°C. O pellet foi,
entdo, ressuspendido em solu¢do de NaCl 0,85% com antibioticos, na propor¢ao

de 1:5.
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O material foi novamente sonicado, em banho de gelo, a 30 watts
por 20 segundos e, depois, centrifugado a 48400g durante 20 minutos a 4°C.
ApOs essa etapa, foi retirado o sobrenadante e, cuidadosamente, a "gelatina"
formada acima do pellet, que foi ressuspendido, em uma propor¢ao de 4%, em
solugdo salina-antibidtico. Foi feita nova sonicacdo, em banho de gelo, a 30 watts
por 10 segundos. O material foi entdo centrifugado a 27200g durante 30 minutos
a 4°C e ressuspendido em solug¢do salina-antibidtico, conforme descrito
anteriormente. Finalmente, os corpisculos iniciais foram sonicados, em banho de
gelo, a 30 watts por 20 segundos, para uma melhor homogeinizagao.

O material foi aliquotado ¢ estocado a —70°C e, posteriormente, foi
feita a dosagem de proteina utilizando-se a técnica do acido bicinconinico. Para a
caracterizagdo da amostra, foi feito um gel de poliacrilamida, comparando os

resultados da amostra com corpusculos iniciais produzidos pelo LBCH.

4.13 — Desenho dos peptideos sintéticos

Os peptideos utilizados no experimento, baseados na estrutura da
proteina  MSP-2, foram sintetizados de acordo com técnica descrita por
Merrifield em 1963. Foram utilizados dois peptideos sintéticos, o 13590 e o
13591, hibridos de peptideos oriundos dos clones 11.2 ¢ DF.5 da proteina MSP-
2.

A construcdo dos peptideos sintéticos foi baseada em estudos
computacionais de sitios imunogénicos da proteina MSP-2, de acordo com suas
propriedades antigénicas (HOOP e WOODS, 1981); potencialidade de alfa e beta
hélice e Beta Sheet (CHOU e FASMAN, 1978); hidrofobicidade e hidrofilicidade
(KYTE e DOOLITTLE, 1982). As duas seqiiéncias aminoacidicas foram
desenhadas no LBCH/BIOAGRO/DVT da Universidade Federal de Vigosa e
sintetizadas no “Instituto de Inmunologia del Hospital San Juan de Dios” em

Bogota, Colombia. A metodologia adotada foi a Good Manufacture Proceeding

(GMP).
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4.14 — Estimulacdo ex vivo de células mononucleares periféricas com

peptideos sintéticos

As células sangiiineas mononucleares periféricas foram estimuladas
ex vivo com os peptideos sintéticos 13590 e 13591 para avaliacdo da capacidade
imunogénica dos mesmos através da produgao de citocinas.

Apo0s o isolamento, as células foram contadas e semeadas em placas
de cultivo celular de 24 wells NUNCLON™ em 2ml de meio de cultivo DMEM
completo em cada well, com uma densidade de 2,0 x 10° células.

Anteriormente ao estimulo, as células foram mantidas em estufa
com 5% de CO, a 37°C por um periodo de 4 horas com o objetivo de promover a
adaptacao as condigdes de cultivo ex vivo. As células provenientes de cada coleta
sangiliinea foram estimuladas com os peptideos 13590 e 13591, sendo os
estimulos feitos em duplicatas. Além disso, foram feitos dois controles positivos,
um com corpusculos iniciais de Anaplasma marginale e outro com
Concanavalina A (SIGMA®); e um controle negativo, que nao recebeu nenhum
estimulo. Todos os estimulos foram realizados com concentracao de 2,5ug/ml.

A contagem celular e a verificagdo da viabilidade foram realizadas

no 3° e no 5° dia ap0s o estimulo.

4.15 — Analise estatistica

Os dados de nimero de células em apoptose foram submetidos a
analise de variancia utilizando-se o teste F e os efeitos da interacdo Regido X
Dias foram comparados pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Os dados de proliferagao celular foram submetidos a andlise de
variancia utilizando-se o teste F e os efeitos da interacdo Estimulo X Dias pos-
inoculacdo também foram comparados pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Exame clinico dos animais e teste ELISA para deteccao de anticorpos

anti-A. marginale

Ao exame clinico, apenas um dos animais inoculados demonstrou
sinais da doenga, apresentando febre e anorexia. Os demais animais
permaneceram clinicamente normais, embora aos 25 dias pos-inoculagdo todos
apresentassem corpusculos iniciais detectdveis nos esfregacos sangiiineos.
Nenhum dos animais desenvolveu anemia, detectada através de hematocrito.
Esses achados confirmarm as observacdes de Gale et al. (1996), que afirmam que
o periodo de incubacdo da doenca pode variar entre 20 e 40 dias, dependendo da
dose de inoculagdo. Wyatt et al. (1996) observaram um pico de parasitemia aos
32 dias pos-inoculacdo, quando, segundo Palmer et al. (2000), esta pode atingir
mais de 10 eritrécitos parasitados/ml, detectaveis microscopicamente.

O teste ELISA, realizado com soro coletado um dia antes da
inoculacdo e 13 dias pds-inoculagdo, revelou que os animais eram negativos
inicialmente, tornando-se positivos apos a inoculacdo. Nao foram detectados
anticorpos no soro do animal controle negativo. Em um estudo realizado por
Brown et al. (1998a), anticorpos anti-A. marginale foram detectados apenas apds

a segunda inoculagdo, provavelmente porque a pesquisa era dirigida
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especificamente contra IgG1 e 1gG2, imunoglobulinas tipicas da resposta imune
secunddria, e que aparecem tardiamente na resposta primaria (Tizard, 2000). No
presente trabalho, o teste ELISA foi realizado para a detec¢do de anticorpos
totais, o que pode explicar o aparecimento de reatividade positiva j& aos 13 dias
pos-inoculagdo. Além disso, como afirmam Kosco-Vilbois et al. (1997),
imunoglobulinas de baixa afinidade sdo produzidas ja na primeira semana apos o
estimulo, com o objetivo de formar complexos com o antigeno, complexos estes
que serdo posteriormente capturados pelas células apresentadoras de antigenos

(APCs).

5.2 — Identificacdo dos corpusculos iniciais de A. marginale isolados

A dosagem protéica dos corpusculos iniciais isolados revelou um
total de 3,54mg/ml de proteina. Foram identificadas as seis principais proteinas
de superficie do A. marginale, de acordo com o padrdo de peso molecular,
caracterizando o sucesso do isolamento. Outro fato que comprova o isolamento
dos corptsculos iniciais ¢ o teste ELISA realizado, j4 que a placa foi
sensibilizada com essa amostra, obtendo-se alta absorvancia optica quando foi

utilizado um soro comprovadamente positivo para 4. marginale.

5.3 — Avaliacio histopatologica de linfonodos de bovinos inoculados com a

amostra de A. marginale AUFV-1

Nos cortes de linfonodos corados com Hematoxilina/Eosina, aos
seis dias pos-inoculagdo ja € possivel observar a formagdo de alguns centros
germinais, mas a principal caracteristica nas laminas ¢ a proliferacao celular na
area paracortical (Figuras 1A e 1B).

Esses resultados indicam que uma resposta imune adaptativa foi
dirigida contra o indculo, caracterizando-se por hiperplasia de areas paracorticais
e aparecimento de CGs, o que sugere uma resposta do tipo T-dependente, ja que

a formagdo de CGs ocorre em todos os orgaos linfoides periféricos quando
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Figura 1 — Alteracdes histopatologicas em cortes de linfonodos de bovinos inoculados
com a amostra de Anaplasma marginale AUFV1, coloragdo H&E. A. Seis
dias poés-inoculagdo, mostrando reatividade positiva, com formagao de
centros germinais (cg) na regido cortical externa (c) e hiperplasia da regido
paracortical (p), 40X. B. Proliferacdo celular nos corddes medulares (cm)
seis dias pos-inoculacdo, 100X. C. Regressdo dos centros germinais (cg) 55
dias pds-inoculacdo, 100X.
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antigenos ndo soltveis sao utilizados como imunogenos; embora alguns tipos de
antigenos T-independentes possam gerar reacdes semelhantes a CGs, como
lipopolissacarideos ligados a haptenos e alguns surfactantes (Kelsoe, 1995).
Dessa forma, pode-se reafirmar que o antigeno utilizado induziu uma resposta
imune T-dependente, j4 que nenhuma dessas substincias estava presente no
indculo ou no veiculo utilizado.

Aos 13 dias pos-inoculacdo, ja podem ser observados plasmocitos,
corados em vermelho pelo Verde Metil Pironina nos cordoes medulares (Figura
2); predomina a hiperplasia de areas paracorticais e corddes medulares, sendo
que a grande formacao de CGs ¢ observada apenas a partir dos 20 dias. Aos 34
dias ha uma diminui¢do na reatividade dos CGs, mas essas estruturas ainda
podem ser observadas nas laminas. Finalmente, aos 55 dias observa-se o
esvaziamento dos CGs, podendo-se visualizar a regressdo dessas estruturas
(Figura 1C).

De acordo com vdarios autores, ao utilizarem antigenos T-
dependentes, na resposta imune primaria os CGs aparecem ao redor do quarto dia
pés-imunizagdo, chegando ao seu maximo nimero ao redor de 10 dias e
declinando a partir da terceira semana (Gulbranson-Judge et al., 1997; Han et al.,
1997; Smith et al., 1997; Camacho et al., 1998; Freitas, 2002). A cinética de
formacao dos CGs observada neste trabalho concorda parcialmente com o que foi
descrito por esses autores, ja que no sexto dia pés-inoculagdo ja é observada a
formacao de CGs. Entretanto, o nimero maximo dessas estruturas foi observado
aos 20 dias, e o inicio de seu declinio s6 foi observado aos 34 dias. Talvez isso
possa ser explicado pelo periodo de incubagdo da doenca, que pode variar entre
20 e 40 dias, quando ocorre o pico de parasitemia (Arulkanthan et al., 1999), o
que continuaria estimulando o sistema imunologico e a formacao de CGs. Apods
esse periodo, iniciou-se o declinio, que se confirmou apdés o tratamento
quimioterdpico dos animais. Resultados semelhantes foram observados por
Reardon & Pierce (1981) em linfonodos de caes inoculados com Ehrlichia canis,

com CGs tipicos sendo observados at¢é os 42 dias pos-inoculagdo.
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Figura 2 — Hiperplasia da regido medular em bovinos 13 dias depois da inoculagdo com
a amostra de Anaplasma marginale AUFV1. A coloracdo avermelhada
indica a alta atividade de sintese proteica nos corddes medulares (cm),
interpostos aos seios medulares (sm). Plasmocitos (setas) com grande
quantidade de rRNA no citoplasma. Coloragdo Verde Metil Pironina,
100X.
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Os CGs observados ao longo de todo o experimento eram CGs
tipicos, contendo uma zona escura, constituida por célula basais eosinofilicas, e
uma zona clara, sobreposta a essa, constituida por células menores e
homogeéneas, além de células dendriticas e macrofagos, de acordo com o descrito
por varios autores (MacLennan et al., 1994; Gulbranson-Judge et al., 1997; Han
et al.,, 1997; Camacho et al., 1998; Freitas, 2001). As caracteristicas histologicas
observadas também tém sido descritas em diversos tecidos linféides secundarios
de humanos, tais como placas de Payer, tonsilas, baco e linfonodos. Segundo
Gulbranson-Judge et al. (1997), os CGs se desenvolvem em resposta a estimulo
com antigenos T-dependentes em foliculos primarios, localizados em todos os
orgaos linfoides periféricos. Igualmente, Reardon & Pierce (1981), em trabalho
experimental com Ehrlichia canis, descreveram alteracdes histologicas dos CGs
e das areas paracorticais semelhantes no baco e nos linfonodos.

Dessa forma, baseado no anteriormente exposto, pode-se considerar
que as alteracdes observadas nos linfonodos dos animais inoculados sdo eventos
celulares tipicos de uma resposta imune primaria que podem ser observados em
todos os 6rgdos linféides periféricos em resposta a antigenos T-dependentes.

Segundo Smith et al. (1997), durante a primeira semana as células
formadoras de anticorpos localizadas nas d&reas extrafoliculares produzem
anticorpos de baixa afinidade, codificados por segmentos do gene V que ainda
nao sofreram hipermutagcdo somatica. Isso poderia explicar a hiperplasia de
corddoes medulares, observada ja no sexto dia pods-inoculacdo e, em maior
nimero, a partir do dia 13. Essas areas sdo compostas por numerosas células,
facilmente caracterizadas como plasmdcitos quando coradas pelo Verde Metil
Pironina devido a afinidade da Pironina pelo RNA ribossdmico. Assim, essas
células corresponderiam a linfécitos B, que migraram para os corddes medulares
e se transformaram em plasmocitos, o que segundo Zheng et al. (1996) e
Tarlinton (1998) ocorre durante a resposta imune humoral.

No linfonodo do animal ndo inoculado observam-se alguns
foliculos secundarios, entretanto ndo ¢ observada hiperplasia de areas

paracorticais e corddes medulares, indicando, possivelmente, uma resposta nao
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especifica. Essa afirmagao ¢ baseada nas observacdes de Morrison et al. (1986),
que constataram, em linfonodos de animais saudaveis, 30 a 70% de foliculos
linféides contendo CGs, o que demonstra que, mesmo em animais saudaveis, o0s
linfonodos sdo extremamente ativos. Em trabalho experimental com Babesia
bovis, Freitas (2001) também observou reatividade de CGs no linfonodo do
animal ndo inoculado, que foi atribuida, como no presente trabalho, a respostas
inespecificas.

Esses resultados também indicam que, embora o indculo
utilizado ndo tenha produzido um quadro clinico de doenca, exceto em um dos
animais, foi capaz de produzir uma resposta imune com geragdo de células de
memoria, ja que, segundo Morrison et al. (1986), as duas principais fungdes dos
CGs formados durante um desafio com antigenos estranhos sdo a produgdo de

células de memoria e a regulacdo da resposta de anticorpos.

5.4 — Avaliacao imunohistoquimica de linfonodos de bovinos inoculados com

a amostra de A. marginale AUFV-1

O exame dos cortes histoldégicos corados pelo método da
Imunoperoxidase Indireta para deteccdo de antigenos de A. marginale nos
linfonodos revela que aos seis dias pos-inoculagdo ja ha reatividade fortemente
positiva nas células dendriticas dos CGs (Figura 3A), observada ao longo de todo
o experimento, até os 34 dias pds-inoculagdo (Figura 3B). Ja no linfonodo do
animal controle negativo, ndo ha reacdo positiva (Figura 3C).

Esses resultados vém confirmar que houve geragdo de resposta
imune, com o antigeno sendo processado por células dendriticas ja no sexto dia
pos-inoculagao.

De acordo com Kosco-Vilbois et al. (1997), a funcdo das
imunoglobulinas de baixa afinidade, que antecedem a producdo de
imunoglobulinas de alta afinidade e que ja estdo presentes na primeira semana
apos o estimulo, ¢ formar complexos com antigenos circulantes, que serdo

capturados pelas células dendriticas foliculares para serem apresentados as
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Figura 3 — Resultados do teste de Imunoperoxidase Indireta (Ipx) para deteccdo de
antigenos de Anaplasma marginale em linfonodos de bovinos, Ipx. A.
Forte reatividade positiva em células dendriticas foliculares (setas) aos seis
dias apos a inoculagdo com a amostra AUFV1; antigenos de 4. marginale
(setas) sendo apresentados a linfocitos (*), 1000X. B. Antigenos de A.
marginale sendo apresentados a linfocitos (*) aos 34 dias pos-inoculagdo,
1000X. C. Auséncia de reatividade positiva no linfonodo do bovino
negativo, 100X.
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células Th durante a formagdo dos CGs. A formacgdo desses complexos na
primeira semana pos-inoculacdo poderia explicar a reatividade positiva ja aos
seis dias no presente estudo, aumentando progressivamente devido ao processo
de maturagdo das células dendriticas. Por outro lado, os achados de Freitas
(2001) concordam apenas parcialmente com os deste trabalho, ja que so foi
encontrada reatividade positiva contra antigenos de B. bovis aos 12 dias pos-
inoculagdo, talvez por se tratar de uma amostra atenuada ou por ser este um
protozoario, com metabolismo diferente de uma ricketsia.

Os resultados encontrados em nosso estudo com relagdo a
reatividade de CGs, aos eventos proliferativos e a presenca de antigenos de A.
marginale nos cortes de linfonodos dos animais inoculados confirmam que, de
fato, houve o desenvolvimento de uma resposta imune tipica nesses animais,
confirmando assim, com uma amostra brasileira, o que foi sugerido por Palmer et
al. (2000), quando defenderam que a persisténcia da infeccdo em animais
imunocompetentes era devida, provavelmente, a variacdo antigé€nica da proteina
de superficie MSP-2, e ndo a auséncia de uma resposta imune eficaz.

Por outro lado, a constante presenca do antigeno processado nas
células dendriticas poderia levar a uma pressao sobre a ricketsia, obrigando esta a
expressar variantes ja codificadas em seu genoma.

Os testes de Imunoperoxidase Indireta realizados para detectar a
fenotipagem celular revelam um pequeno aumento no nimero de linfocitos T
CD4+ nos cortes histologicos dos animais inoculados (Figuras 4A e 4B) com
relacdo ao observado no animal controle negativo. Entretanto, nos testes para
detectar linfocitos T CD8+ e linfocitos T yd, ndo foi observada nenhuma
diferenga importante entre os animais inoculados e o animal controle negativo
(Figuras 4C e 4D).

Embora o aumento de células CD4+ por nds observado seja
pequeno, ¢ importante lembrar que as células Th s3o indispensaveis para a
formagao de um CG tipico (Thorbecke et al., 1994; Kelsoe, 1995; Gulbranson-
Judge et al., 1997; Fu & Chaplin, 1999), como os vistos nos cortes de linfonodos

dos animais inoculados. Sendo as células T CD4+ uma via importante na
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Figura 4 — Resultados do Teste de Imunoperoxidase Indireta (Ipx) para detecg¢do da
fenotipagem celular em cortes de linfonodos de bovinos inoculados com a
amostra de Anaplasma marginale AUFV 1, seis dias ap6s a inoculagdo. A.
Detecgdo de grupos de linfocitos CD4+ (setas), Ipx, 100X. B. Linfocitos
CD4+ (seta), Ipx, 400X. C. Detecgao de poucos linfocitos CD8+ (setas),
Ipx, 200X. D. Deteccao de poucos linfocitos WC1+ (seta), Ipx, 100X.

41



imunidade contra o 4. marginale, explicaria-se esse aumento. Dessa forma, pelo
exposto anteriormente, o presente estudo vem confirmar a participacdo dos
linfocitos T CD4+ na resposta imune contra o A. marginale, como ja foi sugerido
por outros autores (Brown et al., 1998b; Tuo et al., 2000). E provavel que o
aumento de células CD4+ detectado nos linfonodos dos animais inoculados seja
devido a uma colaboragdo entre células T e B na formagao de CGs, ¢ que essas
células sejam responsaveis pela secrecao de [FN-y para a ativacdo de macrofagos
e para a produgdo de IgG2, imunoglobulina opsonizante. Além disso, sabe-se que
0 A. marginale nao pode ser atingido por células CD8+ citotoxicas por se tratar
de um patogeno intraeritrocitario obrigatorio, ja que estas células ndo possuem o
MHC de classe I, essencial para esse tipo de resposta (Tizard, 2000).

No entanto, Valdez et al. (2002), em um trabalho com infec¢ao
experimental de bovinos com A. marginale timectomizados e tratados com
anticorpo monoclonal anti-CD4, ndo observaram diferencas significativas no
desenvolvimento da doenga entre os animais tratados e o animal controle, sendo
que todos os animais foram capazes de controlar a fase aguda da doenga. Tendo
em vista a contradicdo, os mesmos autores argumentam que, talvez, o nivel de
deplecdo de linfocitos T CD4+ ndo tenha sido suficiente para bloquear a resposta
imune contra o A. marginale ¢ a subseqiiente producao de anticorpos das classes
IgG1 e IgG2, como era esperado.

Embora o papel dos linfocitos T yd ainda ndo esteja totalmente
esclarecido, sabe-se que essas células estdo presentes em grande nimero no
sangue periférico de bovinos, especialmente em animais jovens (Howard et al.,
1999). Segundo Hermosilla et al. (1999), o nimero dessas células pode chegar a
75% do total de células T em neonatos e, mesmo em animais adultos, a
proporcao chega a 15-18%, enquanto em camundongos € no homem esse total
nao passa de 5%. Ainda de acordo com os autores, os linfocitos T yd sdo capazes
de secretar tanto citocinas atribuidas as células Thl quanto as células Th2,
possuem capacidade citolitica e tém efeito regulador do sistema imune; além de
terem capacidade de ligar antigenos independentemente de moléculas MHC e

funcionar, provavelmente, como "sentinelas", acumuladas em tecidos epiteliais.
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Dessa forma, essas células parecem desempenhar papel importante em infecgoes
com Plasmodium falciparum e Toxoplasma gondii, mas nao em infecgdes com
Eimeria vermiformis.

No presente estudo, ndo foram detectadas diferengas no nimero de
linfocitos T yd entre os linfonodos dos animais inoculados com relagcdo ao
linfonodo do animal controle. Os resultados poderiam indicar que essas células
ndo tém um papel significativo na resposta imune contra o A. marginale;
entretanto, ndo se pode afirmar que essas células ndo tenham importancia na
imunidade contra esse patdgeno, sendo necessarios mais estudos para esclarecer
essa questdo, como estudos de proliferagdo com células de sangue periférico e
estudos de deplecdo dessas células durante uma infeccdo experimental de A.

marginale.

5.5 — Apoptose em linfonodos de bovinos inoculados com a amostra de A.

marginale AUFV-1

Os resultados da analise de variancia mostraram a existéncia de
diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos (p<0,01). Entretanto,
ndo houve diferenca significativa entre as regides analisadas, mas sim entre os
dias de coleta dos linfonodos. Como nao foi possivel adaptar um modelo de
regressao, as médias da interacdo Regido X Dias foram comparadas pelo teste
Tukey a 5%, e os resultados estdo expostos no Quadro 1.

Ao se analisarem as amostras de linfonodos dos animais inoculados
coradas pela técnica de TUNEL (TdT), sdo observadas diversas células TUNEL+
aos seis (L1) e 13 (L2) dias pds-inoculacdo, localizadas tanto nos centros
germinais (CGs) quanto na regido paracortical (PC) e nos corddes medulares
(CM), formando, muitas vezes, grupos de células TUNEL+ (Figuras 5A e 5B).
Apenas nos CGs o nimero de células em apoptose foi estatisticamente diferente
ao seis dias; nas outras regides, o numero de células TUNEL+ foi

estatisticamente igual aos seis e 13 dias.
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Quadro 1 — Médias do numero de células em apoptose encontradas em cada
regido dos linfonodos de bovinos inoculados com a amostra de 4.
marginale AUFV1. Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra
minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem entre si por

Tukey a 5%.
REGIAO
DIAS CG PC CM
n° de células---------------—--

0 1,40 cA 0,80 cA 2,00 bA
6 12,20 aA 12,00 aA 8,80 aB
13 5,00 bB 8,60 aA 8,20 aA
27 5,00 bA 4,60 bA 3,60 bA
34 2,80 bcA 4,00 bA 3,60 bA
55 2,80 bcA 2,40 bA 2,40 bA

DMS linha= 2,82; DMS coluna= 3,43
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Figura 5 — Resultados do Teste de Hibridizacao /n Situ pela técnica de TUNEL em
linfonodos de bovinos para deteccdo de apoptose. A. Numerosas células
TUNEL+ (setas) 13 dias apo6s a inoculagdo da amostra de Anaplasma
marginale AUFV1, TUNEL, 100X. B. Em aumento maior, reagdo positiva
(seta) 13 dias pos-inoculagdo, TUNEL, 400X. C. Menor niimero de células
TUNEL+ (setas) aos 55 dias pos-inoculagdo, porém ainda um ntimero
maior com relagdo ao animal negativo, TUNEL, 200X. D. Linfonodo do
animal negativo, mostrando células TUNEL+ difusas, TUNEL, 100X.
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Aos 20 (L3), 34 (L5) e 55 (L6) dias pos-inoculagdo, as células
TUNEL+ se apresentam em menor quantidade quando comparadas aos dias
anteriores, mas ainda se apresentam agrupadas (Figura 5C).

Ao contrario, no animal nao inoculado (L7), as células TUNEL+
observadas sdo isoladas, localizadas difusamente no linfonodo (Figura 5D).

A apoptose observada nos dias 6 e 13 pos-inoculagdo,
estatisticamente significativa com relagdo aos outros dias de coleta, demonstra a
cinética da apoptose em respostas contra o 4. marginale, que ¢ semelhante a que
ocorre com outros antigenos T-dependentes. Apds a ativagdo e expansao clonal,
células T e B entram em processo de morte celular programada, visando a
manuten¢do da homeostasia. Esses resultados mostram, portanto, que houve
reconhecimento do 4. marginale pelas células do sistema imune, com geragdo de
uma resposta imune tipica, demonstrando claramente tratar-se de um antigeno T-
dependente. O aparecimento de células apoptdticas nos tecidos linfoides
secundarios apds imunizacdo com antigenos T-dependentes ja foi descrito por
varios autores (Liu et al., 1989; Thorbecke et al., 1994; Kelsoe, 1995; Ahmed &
Gray, 1996; Liu et al., 1996; Liu et al., 1997; Hollowood & Goodlad, 1998).

As células TUNEL+ observadas nos CGs sdo conseqiiéncia da
rapida prolifera¢do de células B que ocorre durante a formacao dessas estruturas,
¢ de sua interagdo com as FDCs e com as células T auxiliares. Ao serem
selecionadas negativamente, essas células sofreriam o processo de apoptose,
eliminando clones auto-reativos e mutantes que foram incapazes de interagir
satisfatoriamente com o antigeno que gerou a resposta. Essa afirmagdo ¢
confirmada por Liu et al. (1997), que dizem que a hipermuta¢do somatica nos
CGs ¢ um perigo potencial, através da geracdo de mutantes auto-reativos, e que
um mecanismo de sele¢do negativa € essencial nesse caso. Esse mecanismo seria
mediado, segundo os autores, por sinalizacdes de células T e de FDCs. Da
mesma forma, Thorbecke et al. (1994) afirmam que a alta taxa de apoptose
observada em tecidos linfoides secundarios ¢ devida a alta taxa de proliferacao
das células B, e que essa apoptose ocorre em fungdo do reconhecimento do

antigeno apresentado pelas FDCs e do reconhecimento, pelas células T
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auxiliares, do antigeno processado pelos linfocitos B. Os autores acrescentam
que, a semelhanca do que ocorre no timo e na medula Ossea, haveria dois
processos de selecdo: a primeira seria a selecdo negativa dos centroblastos na
zona escura, na auséncia de sinais de sobrevivéncia; e a segunda, a sele¢do
positiva dos centrocitos na zona clara, quando a interagdo com as FDCs e os
linfocitos T auxiliares protegeriam as células B da morte celular programada.

Liu et al. (1997) consideram que os mecanismos de selecdo se
inicilam antes mesmo que ocorra a mutacdo somatica, o que levaria a trés
conseqliéncias funcionais, assegurando um processo eficiente de maturagdo de
afinidade: primeiro, apenas as células B com alta afinidade pelo antigeno sdo
selecionadas para sofrer a hipermutagdo somatica; segundo, ao entrarem no CG,
essas células devem aumentar sua afinidade pelo antigeno para sobreviver;
finalmente, a mutacdo somadtica deve ser imediatamente seguida por selegdo.
Hollowood & Goodlad (1998) afirmam que a morte das células B ndo
selecionadas anteriormente & mutagdo somatica produz um aumento massivo de
apoptose no sétimo dia da resposta imune primdria, € que esse alto nivel de
apoptose ¢ mantido por pelo menos mais uma semana, o que € confirmado por
nosso estudo, j& que as maiores taxas de apoptose encontradas foram aos 6 e
treze dias ap6s a inoculagao.

Ahmed & Gray (1996) afirmam que a resposta de células T CD4+ e
CDS8+ apds exposicdo a um antigeno estranho também possui trés fases, a
ativacdo e expansao, a morte e a geracdo de células de memoria. Segundo os
autores, a primeira fase, durante a qual se observa grande proliferacao das células
T, tem duragdo de uma semana. Essa fase ¢ seguida pela morte por apoptose de
cerca de 95% das células produzidas, entre sete e 30 dias apds o contato com o
antigeno, servindo como um mecanismo de regulacdo do numero de células e
para a manuten¢do da homeostase. Finalmente, a terceira fase ¢ caracterizada
pela geracdo de células de memoria, que pode persistir por muitos anos. Essas
afirmagdes sdo confirmadas pela grande quantidade de apoptose observada nas

regides paracorticais dos linfonodos, especialmente aos seis e 13 dias pOs-
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inoculacdo, mas que continuou ocorrendo, nos dias subseqiientes, em menor
intensidade, reafirmando que o A. marginale ¢ um antigeno T-dependente.
Kelsoe (1995) afirma que, aos dois dias ap6s o primeiro contato
com o antigeno, células B sdo ativadas em dareas extrafoliculares, podendo
continuar nesse local ou migrar, para a formagdo dos CGs. As células que
permanecem, segundo o autor, sdo responsaveis pela producdo de anticorpos nos
primeiros 12 dias da resposta. Nesse sentido, Smith et al. (1997) observaram que,
durante a segunda semana da resposta imune, os focos extrafoliculares de
produgdo de anticorpos involuem, com altas taxas de apoptose ocorrendo nessas
areas. Dessa forma, a grande quantidade de células TUNEL+ encontradas neste
estudo nos corddes medulares dos linfonodos dos animais inoculados seriam
conseqiiéncia da involugdo dessas regides. Porém, em nosso estudo, as células
apoptdticas apareceram mais precocemente, aos seis dias pds-inoculagao. Freitas
(2001), apos inoculacdo de bovinos com amostra atenuada de Babesia bovis e
utilizando o mesmo kit de morte celular in situ utilizado neste trabalho, observou
numerosas células TUNEL+ aos trés e seis dias pds-inoculagdo nos corddes
medulares dos linfonodos, embora essas células fossem mais numerosas a partir

do nono dia poés-inoculagao.

5.6 — Proliferacao de PBMCs isoladas de bovinos inoculados com a amostra
de A. marginale AUFV-1 apés estimulo com os peptideos sintéticos 13590 e
13591

Os resultados da andlise de variancia para os testes proliferativos
mostraram que houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,01) entre os
tratamentos e na interagdo Estimulo X Dias Pos-inoculacdo. Como nao foi
possivel a aplicacdo de modelos de regressao, essa interacdo foi avaliada pelo
teste Tukey a 5%, e os resultados encontram-se expostos no Quadro 2.

De acordo com esses resultados, a Concanavalina A mostrou-se, na
diluicdo utilizada no presente trabalho, um bom controle positivo para

proliferacdo celular. Entretanto, os corptsculos iniciais de 4. marginale
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Quadro 2 — Médias do numero de células em apoptose encontradas nos centros
germinais (CG), regido paracortical (PC) e corddes medulares (CM)
dos linfonodos de bovinos inoculados com a amostra de A.
marginale AUFV1. Médias seguidas de pelo menos uma mesma
letra minuscula na coluna e maiuscula na linha nao diferem entre si

por Tukey a 5%.
REGIAO
DIAS CG PC CM
n° de células---------------—--
0 1,40 cA 0,80 cA 2,00 bA
6 12,20 aA 12,00 aA 8,80 aB
13 5,00 bB 8,60 aA 8,20 aA
27 5,00 bA 4,60 bA 3,60 bA
34 2,80 bcA 4,00 bA 3,60 bA
55 2,80 bcA 2,40 bA 2,40 bA

DMS linha= 2,82; DMS coluna= 3,43
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utilizados mostraram-se superiores ao controle negativo 20 dias pos-inoculagao,
sendo igual nos demais dias. Quanto ao desempenho dos peptideos sintéticos
testados, ambos se mostraram superiores ao controle negativo somente no sexto
dia pos-inoculagdo, quando o peptideo sintético 13590 apresentou melhor
desempenho. Em ensaios proliferativos, apds imuniza¢do de bovinos com a
proteina de superficie MSP-1, Brown et al. (2001a) observaram forte resposta
proliferativa de PBMCs, quando estimuladas com corpusculos iniciais, ja na
primeira semana apds a Ultima imunizagdo, permanecendo por um periodo de até
seis meses apos o estimulo. Esses achados estdo parcialmente de acordo com os
observados neste trabalho, em que foi observada uma resposta proliferativa nas
trés primeiras semanas pos-inoculacdo. Entretanto, se esses resultados forem
comparados com o nivel de proliferacdo nas areas paracorticais e medulares dos
linfonodos dos animais inoculados, percebe-se que, nos mesmos dias em que
houve maior proliferacdo celular nos linfonodos, houve também maior
proliferacdo ex vivo, indicando que houve reconhecimento dos peptideos por

células de memoria.
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6 — CONCLUSOES

- A amostra de 4. marginale AUFV1 foi capaz de elicitar uma resposta imune do
tipo adaptativa, observando-se nos linfonodos dos animais inoculados
proliferacdo celular, seguida de apoptose em grande numero, necessaria a
manuten¢ao da homeostase, eliminando clones auto-reativos e clones que nao

foram capazes de aumentar sua afinidade pelo antigeno.

- A amostra de 4. marginale AUFV-1 ¢ capaz de estimular o sistema imune de
bovinos, através do reconhecimento por células do tipo Th, e gerar resposta
imune, o que ¢ evidenciado através da formacdo de CGs tipicos e pelo
aparecimento de antigenos de 4. marginale em células dendritricas nos

linfonodos dos bovinos inoculados.

- Com a confirmacdo de uma resposta imune dos tipos celular e humoral dirigida
contra a amostra de 4. marginale AUFV1, pode-se afirmar que os ciclos de
ricketsemia observados durante a anaplasmose bovina ocorrem diante de uma
resposta imunolédgica incapaz de eliminar o patdégeno, provavelmente devido a

variagdes antigénicas na proteina de superficie MSP-2.

- O desenvolvimento de ricketsemia persistente ocorre diante de uma resposta
imune tipica, atestada pela proliferacdo de células e formacdo de CGs nos

linfonodos dos animais inoculados, além da proliferagdo de células T CD4+ e da
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grande quantidade de apoptose detectada nesses linfonodos. Porém, essa resposta
imune ¢ incapaz de eliminar o patdgeno, provavelmente devido a um mecanismo

de escape imunologico.
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