GABRIEL ANDRES TAFUR GOMEZ

IMUNIZACAO DE BOVINOS COM DOIS PEPTIDEOS RECOMBINANTES
DERIVADOS DO PEPTIDEO SBm7462°. RESPOSTA DE LINFONODOS E
ALTERACOES HISTOLOGICAS DO INTESTINO DO CARRAPATO
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887)

Dissertacao apresentada a
Universidade Federal de Vigosa,
como parte das exigéncias do
Programa de Pods-Graduacdo em
Medicina Veterinaria, para obtencao
do titulo de Magister Scientiae

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2011



Ficha catalogréfica preparada pela Se¢éo de Catalogacéo e

Classificacdo da Biblioteca Central da UFV

T124i
2011

Tafur Gdmez, Gabriel Andres, 1984-
Imunizacdo de bovinos com dois peptideos recombinates

derivados do peptideo SBm 7462®: resposta de linfonodos e

alteracdes histologicas do intestino do carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) /
Gabriel Andres Tafur Gomez. — Vigosa, MG, 2011.

xiv, 78f. : il. (algumas col.) ; 29cm.

Orientador: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo.
Dissertacao (mestrado) - Universidade Federal de Vicosa.
Referéncias bibliograficas: f. 69-78

1. Imunologia veterinéria. 2. Proteinas recombinates.
3. Vacinas. 4. Carrapato - Controle.
5. Rhipicephalus microplus. I. Universidade Federal de
Vicosa. Il. Titulo.

CDD 22. ed. 636.0896079




GABRIEL ANDRES TAFUR GOMEZ

IMUNIZACAO DE BOVINOS COM DOIS PEPTIDEOS RECOMBINANTES
DERIVADOS DO PEPTIDEO SBm7462°. RESPOSTA DE LINFONODOS E
ALTERAQC)ES HISTOLOGICAS DO INTESTINO DO CARRAPATO Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Canestrini, 1887)

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das exigéncias
do Programa de PoOs-Graduacdo em Medicina
Veterinaria, para obtencao do titulo de Magister
Scientiae

APROVADA: 21 de fevereiro de 2011.

Profa. Marlene Isabel Vargas Viloria Dr. Sidimar Sossi
(Co-orientadora) (Co-orientador)

Dr. John Furlong

Prof. Joaquin H. Patarroyo Salcedo
(Orientador)



A mi familia,
Mis padres: Gloria y José Uriel.
Mis Hermanos: Fabian y Marcela.

A todos mis comparfieros y amigos que han creido en mi.
Dedico este trabajo.



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais, por me apoiarem sempre, por acreditarem
em mim. Aos meus irmaos, por estarem sempre me apoiando de varias
maneiras.

A Universidade Federal de Vicosa, pelo ensino oferecido e
oportunidade de desenvolver este trabalho.

Aos professores Joaquin Patarroyo e Marlene, pela amizade,
confianga, paciéncia, colaboracdo e a importante orientacdo durante o
decorrer do meu mestrado.

A minha estagiaria Vanessa, pela disponibilidade e vontade de me
ajudar e trabalhar, inclusive nos momentos mais dificeis.

Aos funcionarios do Departamento de Veterinaria, que contribuiram
para o desenvolvimento deste trabalho, principalmente ao José de Oliveira,
Adéo, Claudio e Cauzinho.

Aos meus colegas do Laboratério de Biologia e controle de
hematozoarios e Vetores (BIOAGRO) Sidimar Sossai, Elizangela, Ana
Paula, Karlos, Stephany, Isabela, Leandro, Vitor e Marcinho, pela amizade e
ajuda em cada momento.

Também agradeco a todos 0s meus amigos e companheiros que
sempre acreditaram em mim, por sua presenca, fortaleza e apoio que

tornaram agradavel cada momento como também o trabalho realizado.

Muito obrigado!



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ...t tee et sesasses s aenas s s aenan s s s vi
LISTA DE GRAFICOS ......ovieeeeeeeeeeeeeeeee s eeeesees s ss s annas s viii
LISTA DE ABREVIATURAS .........ooiirieeeteeeeeeeeeeseeseese s sssessessessenssses s ssnsssessssesassassenes ix
RESUMO ..ottt sss s sns s s st enaeses s s sansssessansnennansanes xi
ABSTRACT ...ttt se s s nnaesan s neenannensans xiii
INTRODUGAQO GERAL.......ouiuitieeeeeeieeeeeeeeeetete st en s s st tesssssssasennans 1
CAPITULO Lottt 3

RESPOSTA IMUNE CELULAR EM LINFONODOS DE BOVINOS IMUNIZADOS
COM DOIS PEPTIDEOS RECOMBINANTES DERIVADOS DO PEPTIDEO

SINTETICO Sbm7462° EXPRESSOS EM Pichia Pastoris. ...........ccccvuvveeeveveeeeenenn. 3
1. INTRODUGAO ..ottt sttt es s 5
2. REVISAO DE LITERATURA.....cottittiieireiietietiessssessiseissis s ssessesssssssensanees 7

2.1. carrapato Rhipicephalus microplus e suas implicagfes.........c.ccceceeevueennen. 7
2.2.  Vacinas anti R. MICIOPIUS .......cccvieiiiieiiie ettt 9
2.3, Avacina Sintética SBM7462%...........ccovueeeevereeeeeeieeeeeeeeseeesieseves s 11
2.4. A vacinas recombinantes rBmseql € rBmsSeqd.........ccccecvveeevveercreeenveeennn, 14
2.5. Sitios de glicosilacao e resposta iMUNE .........ccceccvveevieeecvee s e 15
2.6. Papel dos agregados protéicos na resposta imune...........cccccveeveveeecnveenne. 16
2.7. Respostaimune em liNfonodoS.........ccccveeiiieiviie i 18
3. OBUIETIVOS ...ttt ettt et bt bt e et e e 21
T N @ o] 1= 11V o I o 1= - | PR 21
3.2.  ODbjetivos €SPECITICOS ....ccuuiiiieieciee et 21
4. MATERIAL E METODOS......co oottt es s 22
4.1, ANIMAIS ULINZAOS ......coueeiiiiieiiiic e 22
o 1 4101 0T To 1= o T 1 PRSP 22
4.3. Esquema de iMUNIZAGAD .......cccuevrueereerieeieeniee e esiee et seesee e sneeenes 23
4.4. Histologia dos linfonodos de boVvinNos ...........ccccveeeieeeciiicciee e 23
4.5. Imunohistoquimica para identificacdo do antigeno vacinal in situ........... 24
4.6.  ANAIISE ESLALISHICA ...cvevveereeiieieeieeee e 25



5. RESULTADOS E DISCUSSAO........cooiiteeeeeitieeeeteeeeerreeeeeeessessesesenn e 26
5.1. Avaliacao histoldgica dos linfonodos pré-escapulares .............ccccevueneee. 26

5.2. Imunohistoquimica para deteccéo dos peptideos rBmseql e rBm seq443

B. CONCLUSOES ..ottt ettt 49
(07N I 11U X L | P PP PPOPTPPR 50

ALTERAGOES HISTOLOGICAS DO CARRAPATO Rhipicephalus microplus
(Canestrini, 1887) INDUZIDAS POR DOIS PEPTIDEOS RECOMBINANTES

DERIVADOS DO PEPTIDEO SINTETICO SBM7462°........ccoooeeeeeeeeereeeeeenn, 50
1. INTRODUGAO .....oiiiceceeeeteteeeeeeet ettt s s s s 52
2. REVISAO DE LITERATURA.....cotttititieineiiesiesissississise s 54

3.1. Relacdo hospedeiro-parasital.........cccceeeeeirieeeiieeicie e e 54
3.2. Inducdo de alteracdes intestinais com antigenos ocultos......................... 56
3.3.  Avacina recombinante rSBM7462 ...........ccccceviiriinieenienieeneeneeeeeiee e 57
3. OBUIETIVOS ...ttt et e sttt e bt e sttt eeaeeas 58
I N @ o] (=1 1)V (o I o 1= - | PSR 58
3.5, ODbjetivos €SPECITICOS ....ccuvii ittt 58
4. MATERIAL E METODOS......coiieieieieeeeeeeeeeeeeeieie et 59
4.1, DESAMIO .t e 59
4.2. Histologia do intestino de carrapatos ........ccccceveeeeveeeciieeriee e 59

4.3. Imunoperoxidase Indireta para detec¢cao de anticorpos anti-proteina

Bm86 em cortes de intestino de teledginas .........cccvvvvveeeceeecciee e, 60
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ........ouueiirriirrerinsieeintiesenesesssesesesesesesssessnes 62
5.1. Alteracdes histolégicas no epitélio intestinal de R. micrplus.................... 62
5.2.  Imunoistoquimica para detec¢é@o de anticorpos in SitU.........cccceeeeveeveeennen. 65
B.  CONCLUSOES ......ocitiieiiireeieieeieieeseeieesesie ettt 68
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt 69



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

LISTA DE FIGURAS

Microfotografia de linfonodos de Bovinos. H&E. Barra de
escala de 50 pum. (A) Foliculos linféides 7 dias apos
imunizacdo com rBmseql. (B) CM 7 dias ap6s imunizagao
com rBmseql. (C) Centro germinal (CG) 15 dias ap0s
imunizacdo com rBmseql. (D) CM 15 dias apoés
imunizacdo com rBmseql. (E) Foliculos linféides sem
imunizagéo. (F) Corddes medulares (CM) sem imunizagao.

Microfotografia de linfonodos de Bovinos. H&E. Barra de
escala de 50 pum (A) regido paracortical 15 dias apos
imunizacdo com rBmseq4. (B) Corddes medulares (CM) 15
dias ap6s imunizacdo com rBmseqg4. (C) Centro Germinal
(CG) 35 dias ap6s imunizacdo com seqg4. (D) CM 35 dias
ap6s imunizacdo com seqd4. (E) CG 45 dias apés
imunizacdo com rBmseqg4. (F) CM 45 dias ap0s
imunizagdo com rBmseq4.

Microfotografia de linfonodos de Bovinos imunizados com
rBmseql. H&E. Barra de escala de 50 um. (A) Centro
germinal (CG) 35 dias ap6s imunizacdo. (B) Corddes
medulares (CM) 35 dias apds imunizacao. (C) Detalhe CG
35 dias apds imunizacdo. (D) Detalhe CM 35 dias apds
imunizacdo. (E) CG 45 dias apds imunizacéo, 320 um. (F)
CM 45 dias apds imunizacéo.

Microfotografia de linfonodos de Bovinos imunizados com
rBmseg4 . H&E. Barra de escala de 50 um. (A) Centro
Germinal (CG) 65 dias apds imunizacdo. (B) Cordbes
medulares (CM) 65 dias ap6s imunizacdo. (C) Centro
Germinal (CG) 75 dias ap0s imunizacdo. (D) CM 75 dias
apos imunizaga. (E) Detalhe CG 75 dias ap0s imunizagéo.
(F) Detalhe CM 75 dias ap0s imunizagao.

Microfotografia de linfonodos de Bovinos imunizados com
seql. H&E. H&E. Barra de escala de 50 pum. (A) Centro
germinal (CG) 65 dias apOs imunizagdo. (B) Corddes
medulares (CM) 65 dias apds imunizagéo, 320 um. (C) CG
72 dias apo6s imunizag&o. (D) CM 72 dias ap0s imunizagao.

Pagina.

27

33

35

38

42

vi



Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Microfotografia de linfonodos bovinos imunizados com
rBmseql pela técnica Peroxidase — Anti — Peroxidase
(PAP). Barra de escala de 50 um. (A) Células PAP em
Centro Germinal (CG) sete dias apdés imunizagdo. (B)
Células PAP em Cordbes Medulares (CM) sete dias apoés
imunizacdo. (C) Células PAP na regido Paracortical (PC)35
dias apés imunizacdo. (D) Células PAP na regido PC 65
dias apés imunizacdo. (E) Células PAP em (CM) 65 dias
apos imunizacéo. (F) Controle negativo.

Microfotografia de linfonodos bovinos imunizados com
rBmseq4 pela técnica Peroxidase — Anti — Peroxidase
(PAP). Barra de escala de 50 um. (A) Células PAP na regiao
paracortical 15 dias ap6s imunizagdo. (B) Células PAP em
Corddes Medulares (CM) 15 dias apds imunizacdo. (C)
Células PAP em Centro Germinal (CG) 35 dias ap0s
imunizacdo. (D) Células PAP na regido paracortical 65 dias
apos imunizacdo. (E) Células PAP em CM 35 dias apés
imunizacgéo. (F) Controle negativo.

Epitélio intestinal de Rhipicephalus microplus, coloracéo de
Giemsa lento. Barra de escala de 50 pm. (A) sem
decorréncia da resposta imune. (B) Células intestinais apos
imunizacdo com rBmseql. (C) Células intestinais apos
imunizacdo com seqg4. (D) Detalhe das células intestinais
apos imunizacdo com rBmseqg4. (1) Desprendimento de
nucleo. (2) Vacuolizacdo citoplasmatica. (3) Erosdo de
membrana basal. (4) Erosdo celular. (5) Perda de nucleo
celular. (6) Cromatélise (7) Debris celulares.

Epitélio intestinal de R. microplus pela técnica de H&E.
Barra de escala de 50 um. (A) sem decorréncia da resposta
imune. (B) células intestinais ap6s imunizacdo com
rBmseqgl. (C) Células intestinais apds imunizacdo com
rBmseg4. (1) Erosdo de membrana basal. (2) Erosdo
celular. (3) Desprendimento de nucleo.

Epitélio intestinal de R. microplus pela técnica de
Imunoperoxidase indirea. Barra de escala de 50 um. (A)
Células intestinais de R. microplus com soro de bovinos
sem imunizacdo. (B) Imunomarcacdo de células intestinais
de R. microplus com soro de bovinos imunizados com
rBmseql. (C) Imunomarcacdo de células intestinais de R.
microplus com soro de bovinos imunizados com rBmseqg4.

44

45

64

66

vii



Gréafico 1.

Gréfico 2.

Gréfico 3.

LISTA DE GRAFICOS

Histomorfometria de Centros Germinais (CG) com
campo de 640um de linfonodos de bovinos. Média
de didametros e desvios padrbes de CG apos
imunizacado com rBmseql..

Histomorfometria de Centros Germinais (CG) com
campo de 640um de linfonodos de bovinos. Média
de diametros e desvios padrbes de CG apos
imunizacado com rBmseqg4.

Histomorfometria de Centros Germinais (CG) com campo
de 640um de linfonodos de bovinos, apés segunda
imunizag@o com estrato bruto de Pichia pastoris.

Péagina

36

37

43

viii



LISTA DE ABREVIATURAS

Mg: Microgramas

ML: Microlitros

pm: Micrémetros

MM: Micromolar

APCs: Antigen presentation cells

B.O.D.: Estufa microprocessada

BIOAGRO: Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria
Bm86: Glicoproteina intestinal isolada de uma amostra de carrapato
Bm95: Proteinas similar a Bm86

CD: Cluster differentiation

CGs: centros germinativos

CM: Cordbes Medulares

DAB: Diaminobenzedina

DCs: Denditric cells

DNA: Acido desoxirribonucléico

DVT: Departamento de Veterinaria

EGF: fator de crescimento epidérmico

FAO: Food and Agriculture Organization

FRC: Celulas reticulares foliculares

g: gramas

H&E: Hematoxilina-eosina

H202: Perdxido de hidrogénio

HEV: Veia endotelial alta

IFN-y: Interferon gamma

IgG: Imunoglobulina G

IL-2, 4, 10: Interleucinas 2, 4 e 10, respectivamente
INF-y: Interferon gama

IPI: Imunoperoxidase indireta

kDa: Kilodaltons

LBCHV: Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores
mg: Miligrama

MgSO4: Sulfato de magnésio

MHC: Complexo principal de histocompatibilidade
Milli — Q: agua super purificada.

Na2HPO4: Fosfato de sédio monohidratado
Na2S203: Tiosulfato de sodio

NacCl: Cloreto de sodio

NaH2PO4: Fostato de sédio diidratado

NaHCO3: Bicarbonato de sodio

ng: Nanogramas

°C: Graus centigrados

PAP: Peroxidase-anti-peroxidase

pb: Pares de bases

PBs: células plasméaticas de curta duracéo

PBS: Tampao fosfato de sédio

PCs :células plasmaticas de longa duracgéo



pH: Potencial hidrogenidnico

pK: Ponto isoelétrico de proteinas

PLGA: Poliésteres derivados dos 4cidos latico e glicélico
pMHC: Peptido no complexo principal de histocompatibilidade
rBm7462: Peptideo recombinante derivado da SBm7462°
SBm7462®: Vacina sintética derivada da proteina Bm86
SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
T reg: Célula T reguladora

TCR: T cell receptor

TGF-B: Fator de Crescimento Tumoral Beta

Th: Células T ajudadoras

Tap: Célula T alfa - beta

Tyd: Célula T gamma - delta

UFV: Universidade Federal de Vicosa

WC: Workshop cluster


http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
http://en.wikipedia.org/wiki/Polyacrylamide_gel
http://en.wikipedia.org/wiki/Electrophoresis

RESUMO

TAFUR GOMEZ, Gabriel Andres M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2011. Imunizacdo de bovinos com dois peptideos
recombinantes derivados do peptideo sbm7462®. Resposta de
linfonodos e alteragbes histologicas do intestino do carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (canestrini, 1887) Orientador:
Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo. Co-orientadores: Marlene Isabel Vargas
Viloria e Sidimar Sossai.

Devido a sua capacidade de transmitir diversos agentes infecciosos, 0s
carrapatos sédo importantes para a saude publica e a producdo animal.
Dentre estes se destaca o carrapato Rhipicephalus microplus, responséavel
por perdas econdémicas nos paises das regifes tropicais e subtropicais.
Entre as medidas de controle deste ectoparasito, o controle imunolégico se
tornou uma alternativa viavel, que além de nao gerar populacbes de
carrapatos resistentes oferece inocuidade aos produtos de origem animal. A
vacina sintética SBm7462®, cuja eficacia ja foi demonstrada em bovinos,
contém trés epitopos imunogénicos (4822, 4824 e 4823) derivados da
proteina Bm86. Analises genéticas mostraram que o fragmento
correspondente ao peptideo SBm7462° esta conservado nas populacées do
R. microplus de diferentes regides da América do Sul. Para avaliar os
eventos de imunidade celular em bezerros e as alteracdes histoldégicas em
fémeas do R. microplus. Previamente foram desenhados e construidos dois
genes que se expressaram na levedura Pichia pastoris cepa Km71.
O gene rBmseql foi desenhado para produzir 0s epitopos imunogénicos em
tandem e o gene rBmseqg4 para produzir a sequéncia sem repeticbes. Os
peptideos expressos se recuperaram do meio extracelular e se
caracterizaram por SDS-PAGE e Western blotting. Esses peptideos
recombinantes foram inoculados trés vezes com intervalos de 30 dias em 4
bezerros Bos taurus taurus, na dose de 2 mg mais 1,5 mg de saponina. Em

seguida, os linfonodos foram coletados e processados para analise
Xi



histologica. Os cortes foram submetidos a coloracdo por Hematoxilina-
eosina (H&E) e imunoistoquimica por peroxidase - anti - peroxidase (PAP),
demonstrando que foi induzida uma resposta T- dependente, com
desenvolvimento da imunidade nos animais imunizados. Além disso, se
observaram claras estruturas que conferem afinidade e imunidade nos
animais inoculados com o rBmseg4. Aos 21 dias apdés a ultima imunizacéo,
foi feito o desafio com 4500 larvas de R. microplus por animal. Com o
comeco da caida das fémeas aos 21 dias, foram escolhidas, aleatoriamente,
teledginas de cada grupo. As fémeas do R. microplus, alimentadas em
bovinos do grupo rBmseql apresentaram conservagao da integridade do
epitélio intestinal, similar ao grupo controle. No entanto, alcas intestinais de
teledginas, alimentadas em bovinos do grupo rBmseg4 mostraram
desnudamento da membrana basal e erosado celular. Demonstrou-se que o
peptideo rBmseqg4 possui maior capacidade de gerar uma resposta imune

com habilidade para induzir reagdes adversas nos carrapatos R. microplus.
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ABSTRACT

TAFUR GOMEZ, Gabriel Andres M.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, February, 2011. Cattle immunization with two recombinant
peptides derived from peptide SBm7462®. Lymph node response and
gut histological changes of tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Canestrini, 1887). Adviser: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo. Co-
adviser: Marlene Isabel Vargas Viloria and Sidimar Sossai.

Ticks are important to public health and animal production because of
their ability to transmit various infectious agents. Among ticks, Rhipicephalus
microplus is responsible for economic losses in tropical and subtropical
countries. Among the ways to control this ectoparasite, the immune option is
viable, which doesn’t generate resistant tick populations and offers safety to
the animal products. The synthetic vaccine SBm7462® contains three
immunogenic epitopes (4822, 4824 and 4823) derived from the Bm86
protein. Genetic analysis showed that the fragement corresponding to the
SBm7462® is conserved in the population of R. microplus from different
regions on South America. To evaluate the events of cellular immunity in
calves and histology changesin female R. microplus. Previously were
designed and constructed two genes expressed in Pichia pastoris Km71
strain. The rBmseql gene was designed to express immunogenic epitopes in
tandem and rBmseqg4 gene designed expressed this without repetitions. The
recombinant peptides were recovered from the extracellular medium
and were characterized by SDS-PAGE and Western blotting. These
peptides were inoculated three times at intervals of thirty days in five Bos
taurus taurus calves at doses of 2 mg plus 1.5 mg saponin. Afterwards, the
lymph nodes were collected and processed histologically.  Histological

sections were stained by (H&E) and immunohistochemical staining for
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peroxidase-anti-peroxidase (PAP). It was shown that they developed a T-
dependent response with immunity induction in animals immunized. Hence,
showed clear structures whit confers immunity and affinity in animals
immunized whit rBmseq4. However, 21 days after the last immunization, the
challenge was made with R. microplus 4500 larvae per animal. At 21 days
with the beginning of fallen females, these were randomly selected from
each group. R. microplus females fed on animal’s rBmseql group showed
integrity of the intestinal epithelium, similar to control group. However, guts of
ticks fed on animal’s rBmseqg4 group showed denudation and erosion of
basal membrane cell. It demonstrates the peptide rBmseg4 peptide has a
great ability to generate immune responses which induce adverse reactions

in R. microplus.
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INTRODUCAO GERAL

Pela capacidade de transmitir agentes infecciosos, 0s carrapatos
merecem importancia tanto para a saude publica como para a producéo
animal. Dentre os artropodes de maior importancia na medicina veterinaria,
destaca-se o carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus, responsavel
por perdas econdmicas nos paises das regifes tropicais e subtropicais. A
dependéncia exclusiva de compostos quimicos para o controle do R. (B)
microplus tornou-se uma das maiores preocupacdes cientificas e
econdmicas da atualidade, como consequéncia, pesquisas para O

desenvolvimento de vacinas vém adquirido grande relevancia.

Buscando uma forma alternativa para o controle do parasito, foi
desenvolvida a vacina sintética anti R.(B.) microplus (SBm7462%). Esta
vacina contém determinantes imunogénicos da proteina do intestino do
carrapato, a Bm86. Quando usada em conjunto com saponina e testada
sobre bovinos de varias racas, este imunégeno alcancou uma eficacia de
81,05%, tendo como parametros reducdo no namero e do peso de fémeas
adultas, reducdo do peso meédio dos ovos e diminuicdo da fertilidade
(PATARROYO, et al. 2002).

Para diminuir os empecilhos da sintese quimica de peptideos, a producao
recombinante do peptideo SBm7462®, por fermentacéo em leveduras Pichia
pastoris, se apresenta como uma estratégia promissoria para garantir
grandes volumes vacinais por baixo custo. Com tudo, no presente estudo 0s
peptideos recombinantes dos clones rBmseql e rBmseg4 derivados do
peptideo SBm7462°, obtidos através de processos fermentativos em P.

pastoris, foram empregados para avaliar os eventos de resposta imune

1



induzidos em bovinos Bos taurus taurus. Depois, foram analisadas as
alteracdes histologicas em R. (B) microplus provocadas pela decorréncia da

resposta imune ao parasitar os bovinos imunizados.



CAPITULO |

RESPOSTA IMUNE CELULAR EM LINFONODOS DE BOVINOS
IMUNIZADOS COM DOIS PEPTIDEOS RECOMBINANTES DERIVADOS
DO PEPTIDEO SINTETICO Sbm7462° EXPRESSOS EM Pichia Pastoris.

TAFUR GOMEZ, Gabriel Andres M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2011. Imunizacdo de bovinos com dois peptideos
recombinantes derivados do peptideo sbm7462®: resposta de
linfonodos e alteragbes histologicas do intestino do carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (canestrini, 1887) Orientador:
Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo. Co-orientadores: Marlene Isabel Vargas
Viloria e Sidimar Sossai.

RESUMO- O Rhipicephalus microplus € o principal ectoparasito de
importancia medico veterinaria, estando aproximadamente 80% dos
rebanhos bovinos do mundo se encontram expostos ao artrépode. E
responsavel por perdas no mundo e no Brasil superiores aos oito e dois
bilhbes de doblares anuais, respectivamente. Com a descoberta dos
Concealed antigens, incluindo a glicoproteina Bm86, demonstrou-se que a
vacinacdo com estes antigenos podem gerar uma resposta imune protetora
em bovinos contra R. microplus. A vacina sintética SBm7462®, cuja eficacia
ja foi demonstrada em bovinos, contem trés epitopos imunogénicos (4822,
4824 e 4823) derivados da proteina Bm86. Analises genéticas mostraram
que o fragmento correspondente ao peptideo SBm7462° esta conservado
nas populacbes do R. microplus de diferentes regibes tropicais e
subtropicais da América do Sul. Para avaliar os eventos de imunidade
celular em bezerros foram construidos dois genes sintéticos com base na

sequéncia do peptideo SBm7462® que se expressaram na levedura Pichia



pastoris cepa Km71. O gene rBmseql foi desenhado com os epitopos
Imunogénicos repetidos trés vezese 0 generBmseg4 com a mesma
sequéncia sem repeticbes. Os peptideos expressos foram recuperados do
meio extracelular, sendo caracterizados por SDS-PAGE e Western blotting.
Esses peptideos recombinantes foram inoculados em quatro bezerros Bos
taurus taurus, na dose de 2 mg mais 1,5 mg de saponina por trés vezes com
intervalos de 30 dias. Os linfonodos foram coletados e processados
histologicamente, os respectivos cortes histolégicos foram submetidos a
coloracdo por Hematoxilina-eosina (H&E) e imunoistoquimica por
peroxidase-anti-peroxidase (PAP). Quinze dias apds a primeira imunizacgao,
0S grupos vacinais rBmseqgl e rBmseq4 se destacaram pela presenca de
hiperplasia nas regifes paracorticais e pouca formacao de centros germinais
(CGs). Aos 35 dias ap0Os a primeira imunizagdo, se evidencia nos grupos
vacinais, alta formacao de foliculos com CGs, os quais se diferenciaram em
regibes claras e escuras, obtendo-se maior reatividade do grupo rBmseq4.
Ao mesmo tempo foram observadas células PAP positivas em menor
preponderancia na regido paracortical e com maior marcacdo nos corddes
medulares, especialmente no grupo rBmseg4. Conclui-se, que existe uma
resposta T-dependente preponderante, com desenvolvimento da imunidade

nos animais inoculados com o produto da rBmseqg4.



1. INTRODUCAO

O processo de vacina¢gdo permanece como 0 método mais efetivo para
prevenir diferentes tipos de infeccOes, e representa a contribuicdo mais
proeminente da imunologia para a saude publica. As vacinacdes realizadas
com sucesso no decorrer da historia da humanidade, demonstram a
significancia desta ferramenta para aumentar a qualidade de vida, assim
como a oferta de proteina animal. Além disso, a vacinagao se coloca como
uma alternativa importante para prevenir parasitoses causadas por

protozoarios e ectoparasitos.

A idéia de que a imunidade naturalmente adquirida envolve diversos
mecanismos sem excluir o repertério de possibilidades imunes, fez com que
a pesquisa de antigenos vacinais contra R. microplus se voltasse para a
procura de antigenos ocultos (concealed antigens). A exposi¢cdo natural das
diferentes formas de interacdo carrapato-hospedeiro, além de ndo prevenir
as alteracdes sobre o hospedeiro, € incapaz de gerar imunidade adquirida.
Com base nessa idéia, foi possivel obter imunidade contra R. microplus apés
imunizacdo com antigenos provenientes do intestino médio do ectoparasito
(OPDEBEECK et al., 1988). Depois, varios antigenos ocultos derivados do
intestino de R. microplus foram identificados, dentre estes se destacam
Bm86, Bm91, Bm95 e BmPRM, que ja foram utilizados de maneira separada
ou conjunta (DE LA FUENTE & KOCAN, 2006; NUTTALL et al., 2006).

Os estudos vacinais contra R. microplus foram estabelecidos com base
nas glicoproteinas Bm86 e Bm95, as quais, foram produzidas em massa sob
sistemas de recombinacdo baseados tanto em Echerichia coli como em

Pichia pastoris. No entanto, diferentes graus de protecdo e eficacia com
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varias amostras de R. microplus foram reportados, a variabilidade na
sequéncia das proteinas entre diferentes amostras de carrapatos foi
relacionada com a eficacia variavel dessas vacinas (DE LA FUENTE et al.,
2000; SOSSAI et al., 2005).

Por meio da predicAo computacional de sitios imunogénicos da
proteina Bm86, PATARROYO et al. (2002), descreveram 0s epitopos 4822,
4824 e 4823, que levaram ao desenvolvimento do peptideo SBm7462°,
formado por 43 aminoacidos e massa molecular de 5,5 KDa, correspondente
ao 6,6% da proteina Bm86. Posteriores analises genéticas mostraram, que o
fragmento correspondente ao peptideo SBm7462® encontra-se conservado
nas diferentes populacbes de R. microplus das regides tropicais e
subtropicais da América do Sul (SOSSAI et al., 2005; PECONICK et al.,
2008). A capacidade imunogénica do peptideo SBm7462® foi demonstrada
em bovinos quando se geraram anticorpos protetores (IgG1l) com eficacia
vacinal variando, nos estudos realizados na espécie alvo, de 53% a 81%,
dependendo de como o experimento foi delineado (COUTO-PIMENTEL,
2002; PATARROYO et al., 2002).

Visando resolver as dificuldades da sintese quimica de proteinas,
foram construidos quatro genes sintéticos com base na sequéncia de
epitopos do peptideo SBm7462° (4822, 4824 e 4823). Esses genes foram
otimizados para a expressao protéica na levedura Pichia pastoris cepa
Km71. Os peptideos recombinantes produzidos por fermentacdo em P.
pastoris demonstraram capacidade de induzir eficientemente uma resposta
imune T-dependente em animais experimentais (SOSSAI, 2009; TAFUR,
2008), o que permite dar continuidade as analise da resposta imune em
bovinos. No presente estudo os peptideos recombinantes dos clones
rBmseql e rBmseqg4 derivados do peptideo SBm7462°, obtidos através de
processos fermentativos de P. pastoris, foram utilizados para avaliar os

eventos de imunidade celular envolvidos em bovinos Bos taurus taurus.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Carrapato Rhipicephalus microplus e suas implica¢cdes

Postula-se que o0s carrapatos membros da familia Ixodidae
desenvolveram-se como parasitos obrigatorios de répteis em climas quentes
e Umidos. Supbe-se que quando esses répteis ramificaram-se em
numerosas formas de vida, preenchendo nichos aquaticos e terrestres, seus
carrapatos mais primitivos evoluiram em duas principais familias, Argasidae
e Ixodidae (HOOGSTRAAL, 1985).

Mesmo o R. microplus ndo sendo de origem autoctone, ou seja, um
artréopode naturalmente originado do continente americano, 0s cinco séculos
gue tem transcorrido desde sua possivel chegada, com os primeiros animais
dos colonizadores europeus, permitiu desenvolver um alto grau de
adaptacdo ao ambiente, se tornando em pragas para muitos paises do
continente. Este esta amplamente distribuido no norte da Argentina,
Paraguai, Uruguai, leste da Bolivia, Coldmbia e Venezuela, além do Brasil,
com especial atencdo as regides Sudeste e Centro-Oeste e toda a costa
brasileira, obviamente pelas boas condicdes de umidade e temperatura e

pela exploracdo pecuéria mais intensa (ESTRADA — PENA, 1999).

O género Boophilus compreende carrapatos monoxenicos. E originario
do sudeste da Asia e, através do trafego de bovinos entre os continentes, foi
amplamente espalhado pelo mundo. Trabalhos moleculares para estudo de
filogenia tém demonstrado que o género Boophilus é parafilético com os
carrapatos do género Rhipicephalus, levando alguns autores a proporem a
mudanca de classificacdo, passando de Boophilus microplus para
Rhipicephalus microplus (MURREL et al., 2000; MURREL et al., 2001; OIE,



2007) e adotando a seguinte classificacdo taxonOmica, atualizada de
SONENSHINE (1991):

Filo: Arthropoda

Classe: Arachnida

Ordem: Parasitiformes
Subordem: Ixodida

Familia: Ixodidae
Subfamilia: Rhipicephalinae
Genero: Rhipicephalus
Sub-Genero: Boophilus

Especie: Rhipicephalus microplus

Levantamento, realizado pelo ministério da agricultura no ano de
1983, demonstrou que o carrapato R. microplus esta presente em 96% dos
municipios informantes (75,37% dos municipios brasileiros), sendo muito
frequente em 80% deles (BRASILIA, 1985).

Os prejuizos causados pelo R. microplus sdo evidenciados pela
ingestdo de fluidos corporais podendo ingerir entre 0,5 a 3,0 mL de sangue,
perdas na qualidade do couro, devido cicatrizes irreversiveis, ocasionadas
durante a alimentacéo e transmisséo de agentes patogénicos como Babesia
bovis e B. bigemina; tendo, também, a participacdo na epidemiologia de
Anaplasma marginale e da Theileria equi em equinos (PATARROYO, 1994,
GUIMARAES et al., 1998; GOMES, 2000).

Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization), 0S prejuizos
causados pela infestacdo por carrapatos e as doencas, por eles
transmitidas, ultrapassam 8 bilhdes de dolares anuais. No Brasil, estudos
realizados por GRISI et al. (2002), indicaram prejuizos da ordem de 2

bilhdes de ddlares anuais. Na Argentina, pais que adotou uma campanha
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nacional de erradicacdo do carrapato bovino, as perdas superam 100
milhdes de dodlares anuais (SIGNORINI, 1991). No México, calcularam em
30 kg de carne por animal/ano (WOODHAN et al. 1983). E estimado que
cada teledgina seja responséavel pela queda de producao diaria de 8,9 mL de
leite e de 1,0 g de peso corporal (JONSSON et al. 1998).

O controle do R. microplus se processa quase que exclusivamente,
pela utilizacdo de produtos quimicos durante a sua fase parasitaria, 0 que
corresponde a apenas a 5% do total da populacdo de carrapatos no
ambiente (FURLONG, 1998; FRISCH, 1999).

O uso de acaricidas sem critérios pré-estabelecidos tem levado a um
interminavel aparecimento de carrapatos resistentes a essas drogas. Com o
aparecimento de resisténcia para uma classe de acaricidas, tentou-se aliviar
0 problema com a introducédo no mercado de uma nova classe, havendo hoje
cepas de R. microplus resistentes a muitas classes de acaricidas, sendo isto

um dos principais limitacdes para a pecuaria bovina (GEORGE et al., 2009).

Dentre alternativas para o0 controle do carrapato R. microplus,
encontram-se a utilizacdo de pastagens que agem na fase nao parasitaria do
parasito (THOMPSON et al., 1978), emprego de predadores naturais (LIPA,
1971; DE LA VEGA et al., 1982; BRANCO et al.,, 1987), cruzamentos
interespecificos para geracdo de machos inférteis e vacinas (WILLADSEN et
al., 1996; RODRIGUEZ et al., 1994; GARCIA-GARCIA et al., 2000;
PATARROYO et al., 2002).

2.2. Vacinas anti R. microplus

Em 1989, foi isolada e purificada uma proteina intestinal da cepa
australiana Yeerongpilly que gerava as mesmas patologias no intestino de R.
microplus que 0s extratos brutos do parasito, quando estes artrOpodes se

alimentavam sobre bovinos imunizados (WILLADSEN et al.,1989). Essa



proteina foi denominada Bm86, com peso estimado de 89 kDa e p.l de 5,5.
Entre tanto, RAND et al. (1989) clonaram e sequenciaram 0 gene dessa
proteina, caracterizando as sequéncias nucleotidicas e aminoacidicas, além
disso, foi determinado que essa proteina estava composta por 650
aminoacidos (aa), revelando muitas similaridades entre algumas de suas
regibes com precursor do fator de crescimento epidérmico (EGF) e outras
repeticfes tipo EGF. Também, WILLADSEN et al. (1989) acrescenta que a
glicoproteina pode se encontrar em pequenas quantidades no intestino do

carrapato.

Com a finalidade de obter um antigeno mais seguro e de maneira
mais comoda, foi realizada a clonagem do gene bm86 em E. coli, em
Aspergilus nidulans e em Baculovirus (TURNBULL et al., 1990; TELLAM et
al.,, 1992). Em 1994 foi langcada a primeira vacina comercial contra
carrapatos denominada TickGard® (Hoeschst Animal Health, Australia), com
o clonagem do gene bm86 isolado da amostra Yeerongpilly em E. coli,

produzindo a proteina Bm86 recombinante (SMITH et al., 1995).

Nesse mesmo ano, foi desenvolvida a vacina cubana GAVAC®
(Heber Biotec AS, Havana, Cuba) através de recombinacdo do gene da
glicoproteina Bm86 (estoque cubano da amostra Yeerongpilly) na levedura
Pichia pastoris. Em experimentos a campo foi mostrado que este imundgeno
ndo apenas afetou a reducdo do numero de carrapatos, mas também a
reducdo do peso das teledginas ingurgitadas, diminuicdo da postura e
viabilidade dos ovos (RODRIGUEZ et al. 1994)

Andlises conduzidos com cepa Argentina de R. microplus, resultaram
em minima eficiéncia a vacina GAVAC®, o resultado levou ao isolamento da
amostra, permitindo o surgimento de uma nova proteina muito similar a
Bm86, denominada Bm95. Esta proteina foi expressa em P. pastoris e
utilizada como antigeno vacinal apresentando melhor eficacia na populacéo
insensivel & Bm86 recombinante (GARCIA-GARCIA et al., 2000). As
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vacinacbes de bovinos com a Bm95 recombinante (GAVAC- PLUS®), em
algumas populagdes de carrapatos no sul do Brasil apresentaram resultados
insignificantes. Somado isto, foi demonstrado que as populacdes de R.
microplus em “Sdo Gabriel” e “Butid”, ambas do Rio Grande do Sul, foram
altamente insensiveis a nova formulacdo recombinante. Nos estudos de
polimorfismo feitos por SOSSAI (2004), essas populagbes apresentaram
polimorfismos genéticos na expressdo de aminoacidos (aa) de 4,18% e
3,42% com referéncia a Bm86 e 1,9% e 1,14% com referéncia a Bm95,

respectivamente.

Alguns fatores podem ser responsaveis pelas falhas vacinais vistas
com 0 uso das vacinas recombinantes compostas por Bm86 e Bm95, tais
como: o alto numero de determinantes imunogénicos existentes na proteina
vacinal levando a uma “sobrecarga” de atuagdo dos MHC da classe Il no
momento do processamento e apresentacdo dos antigenos as ceélulas T
CD4". Isso levaria a uma alta producdo de anticorpos, porém com baixa
afinidade, ndo sendo capazes de causarem 0s danos necessarios para os
efeitos vacinais desejados. Outro fator de importancia seria o referente ao
tamanho da proteina, sendo que os determinantes imunogénicos mais
importantes da proteina estariam escondidos devido a conformacao
guaternaria adquirida pela proteina vacinal; e por ultimo, devido a
polimorfismos na proteina “in vivo” nas populagdes de R. microplus,
principalmente naquelas regidbes alvos dos anticorpos protetores, que
fatalmente diminuiriam os efeitos deletérios dessas moléculas nas proteinas
intestinais do carrapato (SOSSAI et al., 2005; PECONICK et al., 2008).

2.3. A vacina sintética SBm7462®

Baseando-se no fato de que a estrutura primaria determina a estrutura
terciaria, alguns pesquisadores desenvolveram modelos matematicos que
levam em consideracdo algumas propriedades das proteinas como
antigenicidade (HOOP e WOODS, 1981), potencialidade de alfa e beta
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hélice e Beta Sheet (CHOU & FASMAN, 1978), hidrofobicidade e
hidrofilicidade (KYTE & DOOLITTLE, 1982) para predicdo de possiveis sitios

imunogénicos da proteina integra.

Fazendo-se uso as ferramentas computacionais, pesquisadores do
Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores (BIOAGRO)
e do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigcosa — MG
desenharam trés sequencias peptidicas denominadas 4822 (aa. 398 — 411),
4823 (aa. 21 — 35) e 4824 (aa. 132 — 145). A juncdo das sequencias de
aminoacidos dos trés peptideos na ordem anterior, originou o antigeno
vacinal SBm 7462°.

PORTELA (2000) e PATARROYO et al. (2002) testaram trés
imundgenos derivados dos epitopos 4822, 4823 e 4824. Os peptideos
SBm4912 (c — 4822 — 4823 — 4824 — c), SBm 19733 (c — 4822 — KEK — 4823
— KEK — 4824-c) e 0 peptideo SBm7462 (c-4822 — 4824 — 4823- c). Entre
estes, 0 peptideo Sbm19733 possuia pontes lisina-acido glutamico-lisina
(KEK) cuja finalidade era aumentar a solubilidade em agua. Os peptideos
foram utilizados como imundégeno vacinal em bovinos mantidos em
isolamento a prova de ectoparasitos na dose de 2 mg, junto ao adjuvante
saponina® por trés doses. O desafio dos animais com 6000 larvas de R.
microplus apoOs a terceira inoculacdo revelou que o peptideo SBm7462
mostrou melhor eficacia (81,05%) quando comparado com o SBm19733
(35,87%) e SBm4912 (72,40%).

A partir deste estudo, o peptideo SBm7462° foi eleito como o
imundgeno a ser utilizado como candidato a uma vacina comercial contra o
carrapato R. microplus. Esse peptideo foi patenteado no México, EUA,

Australia e Comunidade européia.

COUTO PIMENTEL (2002) realizou o teste com o peptideo sintético

SBm746%® em condicbes extremamente diferentes que as anteriores e na
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concentragéo de 2,0 mg com o adjuvante saponina. Foram utilizados neste
trabalho 30 bovinos Bos taurus taurus, da raca Holandesa, mantidos em
pastagens previamente infestadas com larvas de R. microplus. Nesse estudo
foi alcancada uma eficacia final de 53,29% para o grupo vacinado com 2,0
mg do peptideo SBm7462°.

De acordo com os achados de COUTO-PIMENTEL (2002) e
PATARROYO et al. (2002), a eficacia do peptideo SBm7462°® em estabulo
se mostra superior a maioria dos testes realizados com rBm86 na mesma
situacdo e produz uma resposta imune protetora contra o R. microplus,
mesmo sob condi¢cBes de estresse, devido ao manejo, com uma eficacia
equiparada aos demais ensaios com rBm86 sob condicbes apenas de
estdbulo (RODRIGUEZ et al., 1994; PENICHET et al., 1994; FRAGOSO et
al., 1995; MASSARD et al., 1995).

SALES-JUNIOR (2005) estudando a resposta imune celular em
camundongos BALB/c inoculados com o peptideo sintético SBm7462°
associado ao adjuvante saponina e com o liberador lento PLGA
(polylactideco-glycolide) que séo polimeros biodegradaveis, mostrou que a
resposta celular a esses imundgenos se caracterizaram por hiperplasia
folicular com a formacdo de centros germinativos (CGs) associada a
hiperplasia dos corddes de Billrhot e das bainhas periarteriolares do baco. A
associacao peptideo/saponina apresentou resposta celular mais precoce
gue a associagdo com PLGA que mostrou resposta mais tardia. Na
avaliacdo da resposta imune induzida em bovinos pelo SBm7462°,
PATARROYO et al. (2009) demonstraram que o SBm7462° estimulou a
producdo de imunoglobulinas antigeno-especificas, com predominancia
estatisticamente diferente do isotipo IgG1l sobre o isotipo 1gG2. De acordo
com esses achados, se considerou que o peptideo sintético SBm7462°
induzia eficientemente uma resposta imune antigeno-especifica que envolvia
mecanismos imunes tanto celular quanto humoral. A resposta imune

induzida pelo SBm7462® se caracterizava nos tecidos linféides, pela
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formacéo tipica de estruturas que conferiam especificidade e memoria aos
quinze dias ap0s a primeira imunizacdo com a indugcdo de apoptose em

células linfociticas residentes em linfonodos.
2.4. As vacinas recombinantes rBmseql e rBmseq4

Diferente das vacinas que se derivaram da proteina Bm86, as quais
utiizavam a proteina integra (650 aminoacidos), a vacina sintética
SBm7462° caracterizou-se como um peptideo de 43 aminoacidos que
contem trés epitopos derivados da proteina Bm86 e polimerizados com
cisteinas nas extremidades C e N -terminais. Além disso, pesquisas
realizadas por PATARROYO et al. (2002), demonstraram que a porgao 4824
€ a mais hidrofilica do peptideo SBm7462, sendo responsavel pela maior
producédo dos anticorpos IgG1l protetores dessa vacina. Por conta disso,
SOSSAI et al. (2005) através de estudos de polimorfismos de DNA
determinou que a porcéo 4824 mostrava-se conservada entre populacdes de
R. microplus brasileiras, argentinas, colombianas, uruguaias e
venezuelanas, o que deixou 0 imunégeno SBm7462° em situacdo de ser
utilizado como imunogeno universal em populacbes de R. microplus. Apés
alinhamento entre as proteinas Bm86 e Bm95 foi observado que apenas
duas mudancas ocorrem dentro das sequencias que constituem a
SBm7462°. Acredita-se que essas sequencias se mantiveram conservadas
durante a evolucdo deste parasito (SOSSAI et al., 2005). Confirmando o
parecer de antigeno universal, PECONICK et al. (2008) demonstraram

conservagao nas por¢des 4822 e 4823 do peptideo SBm7462°.

Visando resolver as dificuldades que acarreta a producdo de
proteinas sintéticas em massa e propor uma alternativa a producdo do
peptideo sintético Sbm7462®, SOSSAI (2009) utilizou quatro genes que
foram desenhados tendo como base a sequéncia de aminoacidos do
peptideo sintético SBm7462®, otimizando-os para uso na levedura Pichia

pastoris km71. O gene rBmseql foi desenhado de tal forma que o peptideo
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SBm7462° foi repetido em tandem por trés vezes e o gene rBmseq4
desenhou-se com o intuito de amplificar a sequéncia original de 45
aminoacidos do peptideo SBm7462°. Os produtos desses genes foram
recuperados do meio extracelular para os ensaios laboratoriais e vacinais.
Na avaliacdo da resposta imune produzida pelos peptideos recombinantes
em camundongos BALB/c foi comprovada a estimulacdo da resposta imune
tanto humoral quanto celular, detectada através da analise cinética de
anticorpos (IgG) e pela formacdo de centros germinais apos a vacinacao
(TAFUR, 2008; SOSSAI, 2009).

Congruente com o determinado para SBm7462® os peptideos
recombinantes induziram producéo preferencial do isotipo 1gGl, que € o
isotipo protetor. Além disso, a resposta imune celular em linfonodos de
camundongos BALB/c se caracterizou pela formagcdo de estruturas tipicas
gue conferem alta afinidade e memaria imunologica, comprovando-se uma
resposta T-dependente com estruturas similares as observadas com o
peptideo sintético SBm7462° (TAFUR, 2008; SOSSAI, 2009).

2.5. Sitios de glicosilacéo e respostaimune

A glicosilacdo protéica proporciona um papel importante tanto na
biossintese como na atividade das glicoproteinas envolvidas no
reconhecimento antigénico, 0s acucares jogam um significativo rol,
controlando a qualidade do dobramento e ensamblagem das proteinas. Além
disso, os pontos de glicosilacdo ajudam ao dobramento correto de proteinas
no reticulo endoplasmatica, permitindo a montagem de peptideos no MHC |
e influenciando também aos peptideos gerados na via endosbmica para
apresentacao pelo MHC Il (RUDD et al., 2001).

Por virtude do seu tamanho, a glicosilacdo pode proteger grandes
regides das superficies das proteinas, permitindo assim, uma preservacao a

atividade das proteases nas moléculas imunes. Os sitios de glicosilacdo com
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grande peso molecular podem determinar a orientacdo e localizacdo da
ligagdo proteica (KUTTNER-KONDO et al.,1996). Além disso, os glicanos
podem prevenir as interacdes ndo especificas entre proteinas, restringindo

assim a formacéao de agregados na superficie celular (RUDD et al., 1997).

Na sinapse imunolégica, os oligossacarideos apresentam o papel de
transportar o peptideo ligado a MHC (pMHC) para o centro da articulacao
donde estdo confinados os TCR (GRAKOUI et al.,, 1999). O tamanho e
localizagdo dos glicanos evitam as interagbes nao especificas entre
proteinas, como também a agregacdo dos TCR na membrana, para
estabilizar as moléculas da sinapse imunolégica. Em glicoproteinas restritas
a MHC, os grandes numeros de glicanos mostraram uma diminuigdo para
reconhecer as células Tap, no entanto, apresentaram uma tendéncia a
inducdo de células Tyd com reconhecimento nominal do antigeno (RUDD et
al., 2001).

2.6. Papel dos agregados protéicos narespostaimune

Os medicamentos protéicos viraram de uso comum na pratica médica.
Por seus usos promissorios, muitos produtos biofarmacéuticos se encontram
em fase de desenvolvimento (JOGERSEN et al., 2006). Os produtos
biomédicos sdo suscetiveis a agregacdo em resposta a uma ampla
variedade de estresse que podem ocorrer durante sua producao,
conservacao e aplicacdo aos pacientes. Em consequéncia, os agregados de
proteinas terapéuticas podem comprometer a seguranca e eficacia dos
produtos biomédicos (ROSENBERG, 2006). Os agregados de proteinas
terapéuticas podem induzir respostas imunes com consequéncias que levam
tanto a diminuicdo da eficacia do produto como a morte do paciente, que
podem se considerar como caracteristicas negativas destes produtos
(FRADKIN et al., 2009).
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Durante as analises da expressao recombinante de dois imundgenos
anti R. microplus, se descreveu que uma possivel explicacdo para a
formagao de bandas adicionais resultantes no SDS-PAGE, era a formacéo
de aglomerados protéicos originarios das interacdes hidrofobicas,
principalmente, pelo elevado nimero de pontes dissulfetos formados entre
os residuos de cisteina das proteinas. Foi descrito que o peptideo rBmseql
possuia 19 residuos de cisteina, no entanto, o peptideo rBmseqg4 apresentou
apenas seis. As analises do perfil eletroforético dos peptideos demonstraram
gque a rBmseql apresentou trés bandas distintas (5,5, 15 e 50 kDa),

enquanto o perfil da rBmseg4 mostrou apenas uma banda (SOSSAI, 2009).

A formacado de pontes de dissulfetos provavelmente seja a principal via
guimica de inducdo de agregacao protéica. Os residuos de cisteinas livres
das proteinas podem ser facilmente oxidados para formar pontes dissulfetos,
unindo ou iniciando intercambios tio-dissulfietos, resultando em
polimerizacdo proteica. A troca tio-dissulfeto comeca a partir do anion tiolate
que formard um grupo tiol ionizado. A diversidade das interacdes tio-
dissulfeto depende do grau de ionizacdo do tiol nucleofilico, portanto, este
geralmente aumenta a medida que o pH da solucdo aumenta até que o pK
do grupo tiol nucleofilico é ultrapassado. Além disso, sem a existéncia de
cisteinas livres, as pontes dissulfetos das proteinas podem ainda sofrer

agregacao atraveés eliminacéo-f das mesmas (WANG, 2005).

Os agregados protéicos em muitos casos podem apresentar ou nao
atividade biolégica. Com respeito a resposta imune, os agregados protéicos
podem ser capturados facilmente pelas APCs, induzindo maduracdo das
anteriores e aumento da resposta T-dependentes. Além disso, esses podem
gerar um cross-linking dos receptores das células B para ativar a
proliferacdo destas células, levando a proteina pela via lisosomal e induzindo
uma eficiente ativacao das células Th, dando uma caracteristica positiva aos
agregados protéicos. (DE GROOT & SCOTT, 2007).
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Estudos voltados ao analise da capacidade de inducdo da resposta
imune pelos diferentes tipos de agregados protéicos, mostraram que é
possivel esperar que pequenas quantidades de agregados possam gerar
uma forte resposta imune as proteinas estranhas. Assim, os agregados de
proteinas com abundancia relativamente baixa, potencialmente podem
desencadear respostas imunes fortes, enquanto que os agregados protéicos
de alta abundéancia podem ter uma capacidade limitada para induzir
respostas imunes, explicando a questdo da dose resposta. (ROSENBERG,
2006).

2.7. Respostaimune em linfonodos

A formacédo de centros germinativos (CG) nos foliculos linfoides de
linfonodos constitui 0 berco dos linfécitos B de memoéria. Os CG séao
induzidos por antigenos, no marco de uma resposta imune celular de tipo T-
dependente e se originam a partir da rapida expansédo clonal de poucas
células formadoras (LIU & ARPIN, 1997). As respostas de anticorpos T-
dependentes comecam, quando algumas células T e B especificas para
determinado grupo antigénico interatuam entre a regidao de foliculos

celulares B e a zona de células T, em ligacBes cognatas (OKADA, 2005).

Varios estudos foram necessarios para sugerir que através dos
processos de proliferacdo clonal, hipermutacdo somatica e selecdo, e
maduracao de alta afinidade dos linfécitos B, se desenvolvem os centros
germinativos. No entanto, os CGs ndo se mostraram absolutamente
prescindiveis para a maturacdo de afinidade, porém eles sdo um local
especializado que suporta 0s eventos necessarios para uma eficiente
maduracao de afinidade (ALLEN et al., 2007b).

A organizacdo e cinética dos CGs sao induzidas por células B
especificas para um antigeno estranho poucos dias apds o0 comeco da

resposta imune, as células B ativadas se movimentam inicialmente ao centro
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do foliculo linféide dos orgdos linféides secundarios proliferando em
interacdo com as células apresentadoras de antigeno (KOLSCO-VILBOIS,
2003).

O modelo classico de funcédo e maturacdo de afinidade descreveu que
a maturacdo dos CGs ocorre em dois compartimentos principais, esses
compartimentos foram descritos como regido clara e escura com base nos
estudos histolégicos. Segundo esse modelo a regido clara é ocupada por
células apresentadoras de antigeno (APCs) em processo, estendendo-se
uma pequena parte do processo de apresentacdo antigénica a regido
escura, onde os linfocitos sédo encerrados num pacote (ALLEN et al., 2007b).

Neste modelo, os linfocitos B tanto da regido escura como da regiao
clara foram definidos historicamente como centroblastos e centrocitos
respectivamente. Foi sugerido que estas células podem sofrer um processo
de rapida proliferacdo e hipermutacdo somatica, atravessando um processo
de selecédo celular. Também, propds-se que os centroblastos saiam do ciclo
celular expressando anticorpos na sua superficie e se transformavam em
centrécitos que viajavam a zona clara, assim 0s centrgcitos adquiriam a
capacidade de interagir com as células apresentadoras de antigeno nesta
regido. Além disso, foi sugerido que o0s centrdcitos selecionados podem
apresentar antigeno as células Th na regido clara, aumentando assim a
supervivéncia e promocdo da diferenciacdo de células plasmaticas ou de
células B de memoria (ALLEN et al., 2007b).

No entanto, recentes evidéncias experimentais e simulacbes em
computador contradisseram aspectos que permaneceram em incognito do
modelo classico e o mecanismo pelo qual ocorre a selecdo nos CGs.
Utilizando essas metodologias foi possivel determinar movimento das
células B desde a regido clara para a regido escura, controvertendo a idéia
classica de migracdo celular unidirecional desde a regido escura para a

regido clara. Também, determinaram-se morfologias e velocidades iguais
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das células B tanto na regido clara como na escura. Além disso, imagens
em tempo real mostraram que a divisao, proliferagdo e morte celular ocorrem
tanto na regido clara como na escura, e hao apenas na regiao escura como
postulava o modelo classico, este modelo ajuda ao entendimento da
resposta imune em relacdo a dose resposta e as interagbes celulares
(ALLEN et al., 2004; ALLEN et al., 2007a,b).

Recentes estudos de anatomia dos foliculos linféides, que se basearam
tanto nas metodologias classicas como nas modernas técnicas moleculares
e de microscopia, descreveram que a zona clara se encontra
estrategicamente posicionada nos 6érgéos linféides secundarios em direcao a
fonte de antigenos estranhos. Esta zona se encontra posicionada perto ao
espaco subcapsular que recebe a drenagem linfatica aferente da pele,
mucosa ou viscera. Essa orientagcdo da zona clara concorda com as
evidéncias que os antigenos geralmente sao transportados rapidamente ao
CG na forma de complexos imunes e as células B foliculares talvez tenham
0 papel em esse processo de transporte (PHAN et al., 2007; ALLEN et al.,
2007a).

As vesiculas linfaticas aferentes podem coletar linfa de diferentes
lugares de drenagem, cada l|6bulo linféide € potencialmente exposto a
diferentes grupos de antigenos, assim, o0 resultado da estimulacéo
imunogénica é variavel. Os l6bulos de um linfonodo podem ter diferentes
niveis de atividade imunolégica e o compartimento cortical, paracortical e
medular ndo necessariamente devem ter uma aparéncia uniforme
(WILLARD-MACK, 2006). O que ajudara a entender os eventos imunes em
bovinos Bos taurus taurus que podem se produzir em resposta aos

peptideos rBmseql rBmse4.

20



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Estudar a resposta imune celular em bovinos imunizados com os
peptideos recombinantes rBmseql e rBmseqg4, derivados do peptideo
sintético SBm7462° expressos em Pichia pastoris.
3.2. Objetivos especificos
Identificar o desenvolvimento cronologico da resposta imune em
linfonodos de bovinos imunizados com o0s peptideos recombinantes

rBmseql e rBmseq4.

Estudar a dindmica das alteracdes microscoépicas dos foliculos linféides e

centros germinais nos linfonodos dos animais imunizados.

Identificar a presenca do antigeno nos linfonodos dos animais

imunizados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais Utilizados

Todos o0s procedimentos experimentais que envolveram a
manipulagdo dos animais utilizados, no experimento foram realizados
seguindo rigorosamente as Normas de Conduta para o Uso de Animais no
Ensino, Pesquisa e Extensdo do DVT/UFV, estando registrado e aprovado
no Comité de Etica da instituic&o.

Foram utilizados 17 bovinos Bos taurus taurus da raca Holandesa,
com idade entre 6 e 10 meses, oriundos de fazendas leiteiras do municipio
de Vicosa-MG e mantidos desde o nascimento no isolamento do Laboratoério
de Biologia e Controle de Hematozoarios do Instituto de Biotecnologia
Aplicada A  Agropecuaria do Departamento de  Veterinaria
(LBCHV/BIOAGRO/DVT) da Universidade Federal de Vicosa, livres da
infestacdo por carrapatos, moscas e outros ectoparasitos. Os animais foram
identificados por meio de brincos auriculares numerados A alimentacao foi
baseada em racéo balanceada e de volumoso (feno) com 17% de proteina,
com quantidade definida de volumem, oferecida as 7 horas da manha e as 3
horas da tarde, e agua ad libitum. Um animal macho Bos taurus taurus foi

utilizado para a manutencéo da col6nia de carrapatos R. microplus.

4.2. Imundégenos

Fundamentando-se na metodologia de vacinologia reversa, foram
desenhados dois genes sintéticos com base no peptideo SBm7462°. Esses

genes foram otimizados e sintetizados pela companhia Entelechon
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(Alemanha) para uso na levedura Pichia pastoris cepa km71. O gene seql
de 438 pb foi desenhado de tal forma que os epitopos imunogénicos foram
repetidos trés vezes e 0 gene rBmseg4 de 171pb foi desenhado com o
intuito de codificar a sequéncia original de 45 aa; posteriormente 0s genes
foram clonados no vetor de expressao extracelular pPic9 (Invitrogen USA).

Pela técnica de blotting de coldnia foram escolhidos dois clones de P.
pastoris. Depois de analisar varios clones. Foram selecionados os clones
9.1.8 (pPIC9-seql-clone 8) e 9.4.5 (pPIC9-seg4-clone 5) para expressao em
pequena escala dos peptideos recombinantes. Apdés o processo de
ultrafiltracdo das fermentacdes dos clones 9.4.5 (seg4) e 9.1.8 (seql), os
peptideos recombinantes foram caracterizados por SDS-PAGE. Apo0s isso,
as bandas observadas no SDS-PAGE foram confirmadas como peptideos

recombinantes rBmseql e rBmseq4 pela técnica de western blotting.

4.3. Esquema de imunizagéao

e Grupo I: Quatro animais inoculados com 1,5 mg de saponina mais 2
mg da proteina rBmseq 1 em 4 mL de agua agua milli Q estéril,
administrada via subcutanea nos dias zero, trinta e sessenta.

e Grupo II: Quatro animais inoculados com 1,5 mg de saponina mais 2
mg da proteina rBmseq 4 em 4 mL de agua agua milli Q estéril,
administrada via subcutanea nos dias zero, trinta e sessenta.

e Grupo lll: (Controle P. pastoris): Quatro animais inoculados com 2 mg
de extrato bruto de P. pastoris diluidos em 4 mL de agua agua milli Q

estéril.

4.4, Histologia dos linfonodos de bovinos

Os linfonodos pré-escapulares bovinos foram removidos
cirurgicamente com uma pequena incisdo da pele, os linfonodos dos animais
imunizados com o peptideo do rBmseq 1 foram coletados nos dias -1, 7, 15,

35, 45 65 e 72 apds a primeira inoculacdo, e os linfonodos dos animais
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imunizados com o peptideo do rBmseq 4 foram coletados dos dias -1, 15,
35, 45 65 e 72 apoOs a primeira inoculacdo. Os fragmentos secionados
longitudinalmente dos linfonodos foram fixados durante 8 h em
paraformaldeido a 4% pH 7,2, e desidratados por 24 horas em solucdes
alcoolicas crescentes (70%, 80%, 90% e 100% | e Il), posteriormente 0s
fragmentos foram diafanizados em xilol e incluidos em Paraplast Plus ©
(Sigma ©) (PROPHET et al., 1992).

Os cortes histolégicos foram realizados a 5 um de espessura em
micrétomo de rotacdo LEICA, os quais se coraram segundo as técnicas de
Hematoxilina-Eosina (H&E). As laminas se analisaram com auxilio de

microscépio 6ptico binocular ECLIPSE E600°,

4.5. Imunohistoquimica para identificagdo do antigeno vacinal

in situ

Para deteccdo de antigenos in situ foi utilizada a técnica de
Peroxidase-anti-Peroxidase (PAP) (PROPHET et al.,, 1992). O meio de
incluséo foi retirado por duas passagens em xilol de 30 minutos cada, sendo
hidratados em solucdes alcodlicas decrescentes (100% | e I, 90%, 80% e
70%) por 5 minutos. A peroxidase enddgena foi bloqueada com perdoxido de
hidrogénio metandlico 3%, durante 30 minutos a temperatura ambiente. Os
cortes foram lavados duas vezes, durante 5 minutos cada, com PBS pH 7,4
(1,48 g de Na,;HPO,, 0,43 g de NaH,PO,, 7,2 g de NaCl e 4gua deionizada
g.s.p. 1000 mL). Foi feita a digestdo enzimatica dos cortes utilizando-se

tripsina 1 mg/mL em PBS pH 7,4 durante 10 minutos a 37°C.

Em seguida, os cortes foram cobertos com soro normal de cabra
diluido a 1:10 em PBS pH 7,4 e incubados em camara Umida durante 45
minutos a temperatura ambiente. Apds a incubacéo, o excesso de soro foi
enxugado evitando a secagem dos cortes e se colocou o0 anticorpo primario
(soro de coelho anti-SBm7462), diluido a 1:20 em PBS pH 7,4, os cortes

foram incubados durante 24 horas em camara Umida a 4°C. Posteriormente,

24



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), diluido a 1:10 em PBS 7,4.

ApoOs incubagdo em camara Umida, durante 45 minutos a 37°C, os
cortes foram lavados trés vezes, 5 minutos cada, com PBS pH 7,4 e
posteriormente cobertos com o complexo PAP produzido em coelho
(SIGMA®), diluido a 1:200 de acordo com especificacdo do fabricante e
imediatamente incubados em camara Umida, durante 45 minutos a 37°C. Os
cortes foram lavados novamente em PBS pH 7,4 durante 10 minutos e
imediatamente colocados em solucdo reveladora recém preparada (25 mg
de diaminobenzidina (DAB), 200 uL de H>O, (30V) em 100 mL de PBS pH
7,4) durante 5 minutos. Finalmente os cortes foram lavados por mais 5
minutos em PBS pH 7,4 e contra corados com Hematoxilina de Harris diluida
a 1:10 em PBS pH 7,4 durante 20 segundos, sendo em seguida
desidratados em 4alcool, diafanizados em xilol e montados com Entellan®
entre lamina e laminula. As laminas foram analisadas por meio de

microscopio optico binocular.

4.6. Analise estatistica

As analises histomorfométricas, foram realizadas nos cortes de
linfonodos corados pela técnica H&E, os quais foram analisados com auxilio

do programa Micrometrics ™.

Os centros germinais (CGs) foram
mensurados pela ferramenta de diametro, tracando-se uma linha ao redor
dos mesmos. Foram selecionados os melhores cortes de cada coleta
mensurando-se vinte campos de 640 um por corte, apos isso, foram obtidas

as médias aritméticas e os desvios padrdes de cada amostra.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacao histolégica dos linfonodos pré-escapulares

Na histologia diferencial H&E, as observagdes dos cortes de linfonodos
de animais imunizados com a rBmseql, obtidos sete dias ap0s imunizacéo,
revelaram hiperplasia das regides paracorticais e interfoliculares com baixa
reacdo de centros germinais (CGs), além de uma ligeira hiperplasia da
regido medular (Figura 1A e 1B). Em concordancia com essas observacoes,
FU et al. (2000), afirmaram que em linfonodos sensibilizados a hiperplasia
das zonas T faz parte dos primeiros eventos observados. OKADA (2005)
menciona que as respostas T-dependentes comecam quando as células T e
B afins para um grupo antigénico interagem entre a regido de foliculos
celulares B e a zona de células T, em ligacdes cognatas, razdes que podem

explicar a hiperplasia das regides paracorticais e interfoliculares.

Esses achados, guardam estreita relacdo com as observacdes feitas
por PATARROYO et al. (2009) ao utilizar o peptideo sintético SBm7462°
sete dias apds a primeira imunizacdo, que de acordo com as descri¢cdes
feitas por BOUSSO (2009) sugere nos linfonodos, a possivel presenca de
interacOes entre as células T naive e as células apresentadoras de antigeno
(APCs) mediadas pelo TCR e o pMHC para o priming das células T.
Indicando que a sinapse imunolégica, pode-se desempenhar talvez de
forma similar com o peptideo recombinante rBmsegql e com o peptideo
sintético SBm7462°.
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Figura 1.

Microfotografia de linfonodos de Bovinos. H&E. Barra de escala de 50
pm. (A) Foliculos linféides 7 dias ap0s imunizacdo com rBmseql. (B)
CM 7 dias ap6s imunizagdo com rBmseql. (C) Centro germinal (CG)
15 dias apoOs imunizagdo com rBmseql. (D) CM 15 dias apos
imunizagdo com rBmseql. (E) Foliculos linféides sem imunizacéo. (F)
Corddes medulares (CM) sem imunizag&o.
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A ligeira hiperplasia dos corddes medulares pode se relacionar com
reacOes plasmositarias extrafoliculares, dependendo do estdgio da resposta
imune, nos cordfes medulares podem se encontrar células plasméaticas de
curta e longa duragédo (FOOKSMAN et al., 2010). Essas afirmagdes estao
em conformidade com LUTHER (2010), ao descrer que as células
plasmaticas finais de longa duracéo sao um produto importante de respostas
T- dependentes. O que em harmonia com GASPAL et al. (2004) quando se
caracterizou a resposta de centros germinais (CGs) em dependéncia das
células T-helper e CD 40, levanta a sugestdo do desenvolvimento de uma
amplificagao clonal de baixa afinidade, que pode estar relacionada com a
geracao de células plasmaticas de curta duracdo. Esses eventos imunes
podem estar presentes ao utilizar o peptideo recombinante rBmseql como
ao utilizar o peptideo sintético SBm7462® segundo as observacdes feitas por
PATARROYO et al. (2009).

Pela histologia diferencial H&E, quinze dias apdés a primeira
imunizacgao, os cortes de linfonodos dos animais imunizados com a rBmseql
apresentaram, alta reacédo de CGs delimitados por uma populacgéo linfocitica,
com diferenciacéo em regides clara e escura (Figura. 1C). No entanto, nesse
mesmo periodo, os tecidos dos animais imunizados com a rBmseqg4,
apresentaram hiperplasia da regido paracortical sem reacdo de CGs (Figura
2 A).

Esses achados em relacdo com estudios prévios mostram que a
formacdo dos CGs cronologicamente comeca desde os quatro e oito dias
apo6s imunizacdo (LIU & ARPIN, 1997; SMITH, 2000; WILLARD-MACK,
2006). Em conformidade com isso, PATARROYO et al. (2009)
demonstraram a formacdo de CGs quinze dias ap6s imunizacdo com o
peptideo sintético SBm7462®. Embora, observacées deste experimento ao
utilizar o peptideo rBmseql concordam com as observacdes anteriores,

discrepam das observacdes feitas com o imunégeno rBmseqg4.
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Para explicar os eventos que podem estar envolvidos nas diferentes
respostas induzidas pelos peptideos recombinantes, KOLSCO-VILBOIS
(2003) ilustra que a organizacdo dos CGs comeca depois que as B células
ativadas por um antigeno sdo movimentadas ao centro do foliculo linféide.
Em relacdo com isso, ALLEN et al. (2007b) demonstraram que ocorre uma
interacdo entre as células T e B nas bordas dos foliculos ap6s estimulacéo.
No entanto, para que ocorram as interacdes descritas anteriormente, €
necessario que ocorram interacées entre as células APCs e as células T

como foi mencionado anteriormente.

Pesquisas voltadas ao estudo do priming das células T demonstraram
gue houve reducéo da proliferacdo das células T com baixas concentracdes
de peptideo, isso se relacionou com a baixa probabilidade de ligagbes entre
as células T e os antigenos apresentados pelas DCs, assim, 0s encontros
entre as células T naive e DCs em oOtimas densidades de antigeno
resultaram em contactos estaveis (BOUSSO & ROBEY, 2003). Além disso,
SCHELLEKENS (2002) mencionou que a dose e quantidade total de uma
proteina de fines terapéuticos tém sido relacionadas com a imunidade. Em
relacdo com os relatos anteriores, as diferentes concentracdes dos
peptideos recombinantes com base na sequéncia original do SBm7462®, faz
relacdo com diferentes densidades antigénicas, o rBmseql possui a
sequéncia original repetida trés vezes com 133aa, e 0 rBmseg4 possui a
sequéncia original sem repeticdes com 45aa, isso indica maiores densidades
antigénicas para o rBmseql e menores para o rBmseqg4 ao utilizar 2 mg de
dose por cada imundégeno. Que em concordancia com o0s descritos
anteriores sugere uma menor proliferacdo das células T com o rBmseg4 e
uma maior proliferagcdo com o rBmseql, essas sugestdes se reforcam ainda,
guando se observou forte resposta de CGs com rBmseql e apenas

hiperplasia de regido cortical com o rBmseqg4.

Levando em conta que os diversos niveis de proliferacdo das células T

se devem a variabilidade na densidade antigénica, KIM et al, (2001)
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demonstrou que a presenca das células T nos CGs é importante para que as
células B recebam o0s sinais de progressdo apropriados para sua
diferenciacao. Além disso, os pesquisadores sugeriram que as células T dos
CGs auxiliam as células B e ajudam a revisdo dos receptores das células T
(TCR). Essas analises sugerem que 0s animais imunizados com rBmseql
podem induzir uma porte proliferacdo das células T que ao interagir no CGs
estimularam uma forte resposta deste, enquanto o rBmseqg4 induz uma baixa
proliferacdo das células T que ndo alcanca progredir na estimulacdo dos

CGs num primeiro momento imune.

Tendo em conta que neste experimento pode ocorrer uma relacado das
densidades antigénicas com as variacoes das ligacOes entre as células T
naive e APCs. Para elucidar essas afirmacfes, foram tidos em conta varios
estudos a fim de entender os sinais de ativagéo liberados durante o priming
células T em linfonodos. Esses estudos demonstraram, que 0s contatos
sucedidos entre as células T e as DCs, notavelmente exibem diferentes
duracOes e estabilidades. Foram descritos trés modelos prototipicos de
interacOes: interacdes transitérias, interacbes de longa duracdo e
amontoamento ou Swarming (BREART & BOUSSO, 2006). O que leva a
asseverar que o rBmseql induz interacdes de longa duracdo, enquanto o

rBmseg4 induz interacdes transitérias.

Em consonancia com os mecanismos de afinidade e maduracdo dos
CGs citados anteriormente, é importante denotar que o novo modelo de
afinidade e maduracdo dos CGs determinou que ha movimento das células
B desde a regido clara para a regido escura, controvertendo a idéia classica
de migracéao celular unidirecional desde a regido escura para a regiao clara.
Além disso, imagens em tempo real mostraram que ocorrem divisao,
proliferacdo e morte celular tanto na regido clara como na escura, € nao
apenas na regido escura como postulava o modelo classico (ALLEN et al.,
2004; ALLEN et al., 2007a,b). Fatos que podem esclarecer a forte reacéo de

CGs observados com o rBmseql neste periodo. No entanto, abrem a
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possibilidade da hipermutacdo somatica com rBmsegd4 em lugares

extrafoliculares.

Além das possiveis diferencas da densidade antigénica e das doses
utilizadas neste experimento, as plausiveis variagbes da estrutura protéica
dos imundgenos, podem auxiliar a explicacdo das variacbes da resposta
imune. Foi revelado que a estrutura da proteina afeta a imunogenicidade dos
farmacos protéicos (SCHELLEKENS, 2002). Adicionalmente, observacdes
feitas por SOSSAI (2009) durante as andlises da expressdo recombinante
dos imundégenos anti R. microplus sugeriram maior quantidade de interacdes
hidrofébicas com o rBmseql do que com o rBmseg4. O mesmo autor
descreveu ainda, que o peptideo rBmseql possuia dez e nove residuos de
cisteina, no entanto, o peptideo rBmseg4 apresentava apenas seis. Somado
isto, a formacdo de pontes dissulfetos provavelmente € a principal via

guimica de inducéo da agregacéao protéica (WANG, 2005).

A agregacéao protéica tem sido associada por décadas com aumento da
antigenicidade, inclui proteinas de alto peso molecular compostas de
multimetros de conformacdo nativa ou mondémeros desnaturados
(ROSEMBERG, 2006). Embora 0s mecanismos imunes nao sejam
entendidos cabalmente, se propus que a agregacdo protéica reforca a
resposta de células T- dependente, aumentando a ligacdo antigénica com 0s
receptores de células B. (ROSEMBERG, 2006). Esses fatos ajudam a
explicar a maior inducdo de CGs com rBmseql e baixa reatividade de CGs
com seg4 em relacdo aos potenciais niveis de agregacao protéica de cada

peptideo.

Em relacdo a resposta imune dos agregados protéicos, GROOT &
SCOTT (2007) sugeriram que estes podem se capturar facilmente pelas
APCs, induzindo maduracdo das anteriores e aumento da resposta T-
dependente. Além disso, os agregados de proteinas podem gerar um cross-

linking com os receptores das células B para ativar a proliferacdo destas
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células, levando a proteina pela via lisosomal e induzindo uma eficiente
ativacdo das células T helper (GROOT & SCOTT, 2007). Sugerindo que
além da densidade antigénica os plausiveis niveis de agregacdo podem
permitir o surgimento de interagcbes de longa duracdo para o rBmseql e
interacdes transitorias para o rBmseq4, que podem ter relacdo com a

hipermutacé@o somatica.

Além dos possiveis niveis de agregacdo protéica que podem estar
presentes nos imundgenos recombinantes, outra caracteristica que pode
influenciar os niveis de antigenicidade é a presenca de sitios de glicosilacéao.
Segundo CEREGHINO (2000) o sistema de expressdo protéico em Pichia
pastoris possui a capacidade de induzir pontes de glicosilacdo N e O. Além
disso, estudos de predicdo da expresséao protéica feitos por SOSSAI (2009),
revelaram que ao expressar peptideos recombinantes anti R. microplus em
P. pastoris, estes apresentariam trés sitios de N glicosilacédo para o rBmseql
e um sitio para o rBmseg4. Na sinapse imunoldgica, os oligosacarideos
apresentam o papel de transportar o peptideo ligado a MHC (pMHC) para o
centro da articulacdo onde estdo confinados os TCR (GRAKOUI et al.,
1999). O tamanho e localizacdo dos glicanos evitam as interacdes nao
especificas entre proteinas, como também a agregacdo dos TCR na
membrana, para estabilizar as moléculas da sinapse imunologica. Em
glicoproteinas restritas da MHC, os grandes numeros de glicanos mostraram
uma diminuigdo para reconhecer as células Tap, no entanto, apresentaram
uma tendéncia a indugao de células Tyd com reconhecimento nominal do
antigeno (RUDD et al., 2001). Isso pode levar a indicar que os sitios de
glicosilacdo estariam favorecendo a apresentacdo antigénica e talvez
estimulando outras células apresentadoras de antigeno como as Tyd de
importancia preponderante para o desenvolvimento da resposta imune
adaptativa em bovinos (PRICE et al., 2010).

32



Figura 2.

Microfotografia de linfonodos de Bovinos. H&E. Barra de escala de 50
pm (A) regido paracortical 15 dias apds imunizacdo com rBmseg4. (B)
Corddes medulares (CM) 15 dias ap6s imunizagdo com rBmseqg4. (C)
Centro Germinal (CG) 35 dias ap0s imunizagcdo com seg4. (D) CM 35
dias apos imunizagcdo com seg4. (E) CG 45 dias ap0s imunizagdo com
rBmseqg4. (F) CM 45 dias ap6s imunizagdo com rBmseq4.
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Pela coloracao diferencial de H&E, foram observados outros achados
relevantes aos quinze dias apds imunizagdo com o rBmseql. Foi possivel
determinar hiperplasia dos corddes medulares, com presenca evidente de
células plasmaticas (Figura 1D). No entanto, nesse mesmo periodo, 0s
tecidos dos animais imunizados com a rBmseq4, apresentaram baixa

hiperplasia da regidao medular (Figura 2 B).

Tendo em conta as observacdes anteriores, a proliferacdo das células
B locais (blasticas) nas respostas T-dependente, antes da diferenciacdo em
células plasmaticas de curta duracdo (PBs) e células plasmaticas de longa
duracédo (PCs), pode passar por duas vias de diferenciacao celular: a via
extrafolicular que fornece uma onda inicial de PCs (> 3 dias), e a via folicular
gue fornece uma onda tardia e bem sustentada de PCs (> 7 dias), que
tipicamente produz anticorpos de maior afinidade (MACLENNAN et al., 2003;
TARLINTON et al., 2008). Em concordancia com esses achados, ALLEN et
al. (2007b) demonstraram que apos a interacdo entra as células T e B na
zona T do linfonodo, algumas células se diferenciam em células de curta
duracédo formadoras de anticorpos, porém, outras células B ativadas junto
com algumas células T antigenos afins migram aos foliculos para formar os
centros germinais CGs. O que indica que pode ocorrer uma forte inducédo de
células plasmaticas de alta afinidade com o rBmseql, entretanto, essas
pesquisas sugerem a plausivel formacao de células de curta duragcdo com o

rBmseg4 nom primeiro momento imune.

As PBs ciclicas sdo as precursoras das PC, as PBs sdo altamente
migratorias e se movimentam desde fora da zona T aos corddes medulares
dos linfonodos (CYSTER, 2003). Nesse local, as células PBs se diferenciam
em células PC néo ciclicas que residem por varios dias antes de entrar em
apoptose. No entanto, as células plasmaticas PC derivadas dos CGs saem
desse local como PBs para a medula 6ssea ou para as superficies de
mucosas onde persistem por varios anos, € mantém a memdria humoral
(LUTHER, 2010).
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Figura 3.

Microfotografia de linfonodos de Bovinos imunizados com rBmseql.
H&E. Barra de escala de 50 um. (A) Centro germinal (CG) 35 dias
apos imunizacdo. (B) Corddes medulares (CM) 35 dias apos
imunizacéo. (C) Detalhe CG 35 dias apos imunizacéo. (D) Detalhe CM
35 dias apés imunizacdo. (E) CG 45 dias ap0s imunizacdo, 320 pum.
(F) CM 45 dias apds imunizagéo.
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Ao analisar os cortes de linfonodos pela coloracédo diferencial H&E
trinta e cinco dias ap0s a primeira imuniza¢do, nos animais imunizados com
a rBmseql foi observado diminuicdo da reacdo de CGs com abundante
presenca de mondcitos na regido cortical e paracortical, incluindo a regiao
clara e escura dos CGs (Figura 3 A e C). Além disso, através da
histomorfometria foi revelada diminui¢cdo do tamanho dos CGs (Gréficos 1 e
2).

Embora isso, nos corddes medulares, na regido préxima a zona T, se
observou corpos apoptéticos com abundante presenca de monécitos (Figura
3 B e C). No entanto, nos cortes histolégicos dos animais imunizados com a
rBmseq4, foi evidenciado uma forte reacdo de CGs delimitados por uma
populagéo linfocitica (Figura 2C). Adicionalmente, foi observada hiperplasia
dos cordbes medulares, com presenca evidente de células plasmaticas
(Figura 2D).
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Grafico 1. Histomorfometria de Centros Germinais (CG) com campo de

640um de linfonodos de bovinos. Média de diametros e desvios
padrdes de CG apds imunizagcdo com rBmseq1.

Levando em consideracdo que a segunda imunizacdo se realizou trinta
dias apés a primeira, HENRICKSON & VON ADRIAN (2007) sugerem que

pode ser considerado como “dose” de antigeno recebido por uma célula T a
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soma de muitas varidveis, incluindo a densidade do antigeno apresentado
pelas DCs, a afinidade do antigeno para o TCR e a duracdo da
disponibilidade antigénica. Em conformidade como esses estudos, foram
sugeridas maior densidade antigénica, maiores possibilidades de agregacéo
e maiores pontos de glicosilagdo para o peptideo rBmseql, 0s quais se
relacionaram com o plausivel surgimento de interacbes de longa duracéo,
como também, com o possivel favorecimento da apresentacdo antigénica e
o estimulo de outras células apresentadoras de antigeno como as Tyd. Isso
sugere que as possiveis propriedades inerentes do peptideo rBmseql |he
conferem capacidades de estimulo imunoldgico comparado com o peptideo

rBmseq4, porém, ndo sugere capacidade de manter a sinal imunolégica.

N&o obstante, um velho conceito do estado biolégico das células T,
afirma que niveis antigénicos sobre o limite superior pode induzir tolerancia,
causada pela interrupcdo de respostas efetoras desencadeadas pela
ativacdo da morte celular induzida (CRITCHFIELD et al., 1994). Os
pesquisadores reportaram ainda, que a apoptose induzida por doses altas,
apresenta uma sequéncia de eventos que sugere, que apoés da ativacdo das
células T e a sintese de citocinas de crescimento, se segue pela progressao

do ciclo celular e finalmente o reengajamento do TCR.
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Grafico 2. Histomorfometria de Centros Germinais (CG) com campo de
640um de linfonodos de bovinos. Média de diametros e desvios
padrdes de CG apds imunizacdo com rBmseqg4.
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Figura 4.

Microfotografia de linfonodos de Bovinos imunizados com rBmseqg4 .
H&E. Barra de escala de 50 um. (A) Centro Germinal (CG) 65 dias
apos imunizagdo. (B) Corddes medulares (CM) 65 dias apos
imunizacdo. (C) Centro Germinal (CG) 75 dias ap0s imunizacéo. (D)
CM 75 dias ap6s imunizacd. (E) Detalhe CG 75 dias apos
imunizacéo. (F) Detalhe CM 75 dias ap0s imunizagéo.
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Essas sequéncias de eventos podem ajudam explicar a presenca de
monadcitos nos CGs e a existéncia corpos apoptéticos cinco dias apos a
segunda imunizacdo com o rBmseql. Nao obstante, ANDERSON &
WRAITH (2002) afirmaram que h& uma relagcdo inversa entre a dose
antigénica e a afinidade de TCR: baixas afinidades dos TCRs podem resultar

de altas doses antigénicas, e vise versa.

ROTHOEFT et al. (2006) demonstraram que células DCs maturas e
ativadas com altas doses de antigeno se polarizaram em maior afinidade
para as células T, permitindo o estabelecimento de interacbes de longa
duracédo e a montagem duma massiva resposta proliferativa, com uma forte
inducdo de IFN-y. No entanto, em presenga de baixas quantidades de
antigeno, se estabeleceram interacbes de curta duracdo, se reduziu a
polarizagdo das DCs e se diminuiu a producdo de IFN-y. Porém, varios
estudos sugerem que as interacdes estaveis entre as células T e DC séo
necessarias, mas nao sao suficientes para uma otima ativacao das células T
(BOUSSO, 2009). Aléem disso, HUGUES et al, (2004) sugerem que contatos
estaveis das células T sdo requeridos para a ativacéo celular, ndo obstante,
posteriores interacdes breves entre as células DC-T sdo caracteristicas da

inducéo de tolerancia celular.

Tendo em conta as analises de HUGUES et al. (2004) pode-se explicar a
inducdo de apoptose nos linfonodos cinto dias apds a segunda imunizagao
com rBmseql. Esses autores demonstraram que, apesar da primeira via
resultar em contatos individuais de longa duracdo entre as DC-T, varias
sinais breves liberadas pelas DCs podem resultar em inducdo de tolerancia
das células T. Além disso, DAVIS (2009) relatou que ilhas de células T reg
foram observadas interagindo com as DCs, alterando a dinamica das
interacdes entre as células T CD4" e DCs. Assim, os mecanismos da fungéo
das células T reg variam de acordo as circunstancias, e alteram a dinamica
das interacdes entre as células T e DCs, o que pode ser uma forma de

estabelecer tolerancia antigénica.
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HUGUES et al. (2004) afirmaram que algumas DCs totalmente
maduras e apresentadoras de antigeno, podem ser suficientes para a
ativacao celular, no entanto, para a inducéo da tolerancia periférica podem
se requer um numero maior de DCs apresentadoras de antigeno. Entretanto,
as fungdes das células T yd de bovinos permanecam pouco definidas, se
menciona que possuem capacidade de reconhecer antigenos protéicos
(WELSH et al., 2002), de apresentarem antigenos as células T CD4"
(COLLINS et al.,, 1998) e de participarem na maturacdo das células
dendriticas (LESLIE et al., 2002). Sugerindo, que esta populacdo celular
pode estar envolvida na indugcao de apoptose observada no experimento.

N&o obstante, observacfes feitas em camundongos nao relataram
presenca significativa de corpos apoptoticos ao utilizar o peptideo rBmseql
(TAFUR, 2009). Além disso, as células T yd murinas se relacionaram com
regulacdo imune, modulacdo de respostas autoimunes e homeostasia
epitelial (CHEN & LETVIN, 2003). As células T yd de bovinos jovens
compreendem mais do setenta por cento dos leucdcitos circulantes e se

implicaram na resposta adaptativa desta espécie (PRICE et al., 2010).

Por outro lado, o aparecimento de estruturas que conferem imunidade
aos trinta e cinco dias apds imunizacdo com o peptideo rBmseq4, sugere
interacOes transitorias. Durante esses contactos, as células T ndo param
completamente, porém, rolam na superficie das DCs e se afastam
rapidamente. Ao repetir esse processo, as células T podem se ligar em
cortas interacBes seriadas com varias DCs (BREART & BOUSSO, 2006).
Além disso, varios estudos notaram que as interagcfes transitérias foram
mais relevantes ao inicio da resposta para um antigeno, seguidas pela
formacdo de conjugados estaveis entre as células T-DC (HUGES et al.,
2004; MILLER et al., 2004). Somado ao anterior, HENRICHSON et al. (2008)
observaram que, na fase inicial de ativagdo das células T, as células T CD 8"

formaram interacdes transitérias com as DCs ao receber baixas
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concentracdes peptidicas, porém, estabeleceram contatos estaveis com as
DCs quando receberam maiores quantidades de peptideo. Isso pode ajudar
a entender o aparecimento de estruturas que conferem imunidade cinco dias

apos a segunda imunizagdo com o rBmseqg4.

Observacdes realizadas neste experimento mostram que, ha um
incremento da resposta adaptativa com os dois peptideos aos 45 dias apoés
imunizacgédo (Gréfico. 1 e 2. Figura. 2E e F. Figura. 3E e F). Em relagdo com
esses achados, PATARROYO et al. (2009) com o peptideo SBm7462®
observou crescimento da resposta adaptativa depois da diminuicdo em
sangue periférico das células Tyd WC1", sugerindo que estas células podem
ter um papel duplo que promova a resposta imune adaptativa ao SBm7462°.
Além disso, ROGERS et al. (2005) sugere que a ativagao das células Tyd
em bovinos, pode ser especialmente Util para direcionar respostas imunes
adaptativas com vacinas de subunidades. Adicionalmente, PRICE et al.
(2010) indica que estas células podem ter um papel significativo na resposta
imune adaptativa através de interacfes iniciais com as células dendriticas

DCs, resultando na secrecéo de quantidades significativas de IFN y.

Os achados deste experimento aos cinco dias apds a terceira
imunizacao, corroboraram a presenca de estruturas que conferem afinidade
e memoaria imunolégica com o peptideo rBmseqg4 (Figura. 4), sugerindo, que
0 imunogeno se encontrou na densidade apropriada para estimular e manter
a sinal imunoldgica. Entre tanto, observacoes feitas neste mesmo periodo,
demonstram que houve uma diminuicdo de tamanho dos CGs apos
imunizacdo com o rBmseql (Gréfico. 1 e 2. Figura. 5A e B). Esses achados
sugerem uma relacdo com as observacfes realizadas cinco dias apods a
segunda imunizacdo com o mesmo peptideo. O que demonstra que pode
ser provavel uma reducdo da resposta imune com a reestimulacdo. Em
relacdo ao anterior, CRITCHFIELD et al. (1994) mencionaram que altas
doses de antigeno paradoxalmente podem suprimir a resposta imune.

Segundo eles, a reducdo da resposta imune produzida por altas doses de
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antigeno, € um tipo de tolerancia denominada supressao de dose elevada ou
tolerdncia de zona alta, o que envolve mecanismos extratimicos na

maduracéo dos linfocitos T.

Figura 5. Microfotografia de linfonodos de Bovinos imunizados com seql. H&E.
H&E. Barra de escala de 50 um. (A) Centro germinal (CG) 65 dias
apos imunizacdo. (B) Corddes medulares (CM) 65 dias apos
imunizagéo, 320 um. (C) CG 72 dias apo6s imunizagdo. (D) CM 72 dias
apos imunizacgao.

Por outro lado, os achados da histomorfometria nos animais
imunizados com o estrato bruto de P. pastoris revelaram que houve um
crescimento do tamanho dos centros germinais quinze dias ap0s a segunda
imunizacdo, porém diminuiram de tamanho cinco dias apd6s a terceira

imunizacdo (Grafico. 3). Essas observagfes sugerem que o extrato bruto de
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P. pastoris pode ter um potencial adjuvante. No entanto, estudos

subsequentes sdo necessarios para comprovar sua eficacia

250000

200000

150000

/’_____K ——Pichia
100000 /
50000 / \{/

0 37 52 72 82

Diametro de CG em 640um

Grifico. 3 . . .
Histomorfometria de Centros Germinais (CG) com

campo de 640um de linfonodos de bovinos, apés
segunda imunizacdo com estrato bruto de Pichia
pastoris.

5.2. Imunohistoquimica para deteccdo dos peptideos rBmseql e
rBm seq4

Nos animais imunizados com o peptideo rBmseql foram encontradas
células PAP positivas nos CGs e nos corddes medulares sete dias apds
imunizacdo (Figura. 6A e B). Cinco dias apés a segunda e terceira
imunizacao foi observada uma forte marcacdo das células PAP na regido
paracortical (Figura. 6C e D). Além disso, foi possivel observar forte
marcacdo nos cordfes medulares, cinco dias apos a terceira imunizacéo
(Figura. 6E).
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Figura. 6

Microfotografia de linfonodos bovinos imunizados com rBmseql pela
técnica Peroxidase — Anti — Peroxidase (PAP). Barra de escala de 50
pum. (A) Células PAP em Centro Germinal (CG) sete dias apos
imunizacdo. (B) Células PAP em Corddes Medulares (CM) sete dias
apos imunizagdo. (C) Células PAP na regido Paracortical (PC)35 dias
apos imunizagdo. (D) Células PAP na regido PC 65 dias apés
imunizacdo. (E) Células PAP em (CM) 65 dias ap0s imunizacdo. (F)
Controle negativo.
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Figura. 7

Microfotografia de linfonodos bovinos imunizados com rBmseqg4 pela
técnica Peroxidase — Anti — Peroxidase (PAP). Barra de escala de 50
pm. (A) Células PAP na regido paracortical 15 dias ap0s imunizagao.
(B) Células PAP em Cordbes Medulares (CM) 15 dias apos
imunizacéo. (C) Células PAP em Centro Germinal (CG) 35 dias apos
imunizacdo. (D) Células PAP na regido paracortical 65 dias apoés
imunizacédo. (E) Células PAP em CM 35 dias apds imunizagéo. (F)
Controle negativo.
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Nos animais imunizados com o peptideo rBmseq4 foram encontradas
células PAP positivas na regido paracortical e nos corddes medulares desde
os 15 dias apds imunizagdo (Figura 7 A e B). Também foram encontradas
células PAP positivas nos CG aos 5 dias apés a segunda e terceira
imunizagcdo (Figura. 7C e D). Neste mesmo periodo, houve uma forte

marcagéo dos corddes medulares. (Figura 7E).

As células PAP positivas observadas durante os primeiros eventos de
resposta imune sugerem, que os peptideos recombinantes foram capturados
e retidos pelas células DCs, transportados através da rede do conduit para
realizarem interagdes inicias com as células T. Explicando a hiperplasia
observada nas areas de resposta T-dependentes. De acordo com
RANDOLPH et al. (2005) as DCs sé&o altamente moéveis e estdo
posicionadas na periferia como sentinela, frequentemente encontram
antigenos estranhos, e se deslocam rapidamente para os 6rgaos linfoides
secundarios, particularmente linfonodos, onde se posicionam de maneira
ideal ao encontro com as células T naive ou de memdria central. O trafego
das DCs para os linfonodos através dos vasos linfaticos aferentes é
fundamental para o exercicio das suas fungbes. Além disso, as DCs que
transportam antigenos pela drenagem linfatica para o linfonodo, nédo estéo
associadas com os condutos FRC. Essas células penetram a regiao

paracortical e se congregam ao redor HEVs (BAJENOFF et al., 2006).

N&o obstante, WILLARD-MACK (2006) mencionaram que as areas das
células T em linfonodos sdo permeadas por uma rede de ramificacbes de
fiboras de coladgeno, revestida por células estromaticas conhecidas como
FRCs. Além disso, HENRICKSON & VON ANDRIAN (2007) indicam que os
canais microscopicos formados pelas células FRCs sdo acessiveis a
peguenas moléculas no seio subcapsular, os quais estabelecem um conduit
pelo qual os antigenos transportados na linfa e as moléculas bioativas séo
transportados as imedia¢des das HEVs na regido cortical. Em relagéo isto,

algumas células dendriticas enddgenas estdo fortemente associadas com a
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rede estromal e coletam antigenos transportados dos condutos de FRCs
(SIXT et al., 2005).

A forte marcacdo observada na regido paracortical cinco dias apds a
segunda e terceira imunizagdo com o0 rBmseql, sugere amento de
intensidade e velocidade da resposta ao antigeno, que pode se dever, ao
processo de maduracdo das células dendriticas ocorrido entre a primeira e a
segunda imunizacdo. Essa sugestdo se relaciona com as observacoes
realizadas por BENVENUTI, et al. (2004) em relagdo ao estado de
maturacado das células dendriticas, que demonstraram através dum estudo in
vitro que as DCs imaturas estabelecem contatos mais curtos que as DCs
maduras. Além disso, os contatos de longa duracdo sugerem interacoes

posteriores de curta duragdo com capacidade de induzir tolerancia imune.

Tendo em conta que a metodologia de PAP ndo permite diferenciar os
diferentes tipos de células apresentadoras de antigeno, € provavel que entre
a forte marcacdo descrita anteriormente, estejam envolvidas células Tyd
WC1 ou linfécitos B capacitados na apresentacdo antigénica (ALLEN,
2007b). Foi descrito que as células T yd WC1 além de estar envolvidas no
reconhecimento e apresentacdo antigénica estdo relacionadas com o
amadurecimento das células dentriticas (LESLIE et al., 2002) o que as

relacionaria com a inducao de fortes interacdes entre as DC-T.

Por outro lado, a forte marcacdo observada nos corddes medulares
cinco dias ap6s a segunda imunizacdo com o rBmseqg4 se relaciona, com as
observacbes realizadas por PATARROYO et al. (2009), sugerindo
crescimento dos corddes medulares e aumento da expansao clonal de alta
afinidade nas células B. A presenca de células PAP positivas, somada a
formacdo CGs de alta afinidade com o rBmseq4, explica o continuum da
resposta imune, indicando a existéncia de uma expansao clonal de alta

afinidade além dos CGs.
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O uso de saponina como adjuvante ajuda a captura dos peptideos
pelas DCs, para o inicio da resposta imune (ROSENTHAI & ZIMMERMAN,
2006). Além disso, foi sugerido por PORTELA (2000) que a hidrofobicidade é
um fator importante para os imunégenos que usam a Ssaponina como

adjuvante.
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6. CONCLUSOES

e A resposta induzida pelos peptideos recombinantes foi caracterizada nos
tecidos linféides pela formacdo de estruturas que conferem afinidade e
memadria imunoldgica.

e Pela imunoistoquimica com diferentes niveis de imunomarcagdo foi
possivel detectar os peptideos recombinantes no decorrer do
experimento.

e Existe uma resposta imune preponderante ao desenvolvimento da

imunidade nos bovinos imunizados com o peptideo rBmseg4.
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CAPITULO I

ALTERACOES HISTOLOGICAS DO CARRAPATO Rhipicephalus
microplus  (Canestrini, 1887) INDUZIDAS POR DOIS PEPTIDEOS
RECOMBINANTES DERIVADOS DO PEPTIDEO SINTETICO SBm7462°

TAFUR GOMEZ, Gabriel Andres M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2011. Imunizacdo de bovinos com dois peptideos
recombinantes derivados do peptideo sbm7462®. Resposta de
linfonodos e alteragbes histologicas do intestino do carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (canestrini, 1887) Orientador:
Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo. Co-orientadores: Marlene Isabel Vargas
Viloria e Sidimar Sossai.

RESUMO - O processo de vacinacdo € o método que apresenta a melhor
relacdo custo-beneficio para prevenir perdas econbmicas e aumentar a
gualidade de vida tanto na saude animal como na saude publica. A
dependéncia exclusiva de compostos quimicos para o controle do
Rhipicephalus microplus tornou-se uma das maiores preocupacdes
cientificas e econdmicas da atualidade, em consequéncia pesquisas para o
desenvolvimento de vacinas vém adquirido grande relevancia. Com o intuito
de analisar a eficacia vacinal de bovinos em fémeas do R. microplus, foram
desenhados e construidos dois genes sintéticos com base na sequéncia do
peptideo SBm7462° que se expressaram na levedura Pichia pastoris cepa
Km71. O gene seql foi desenhado com os epitopos imunogénicos repetidos
trés vezes e 0 gene seq4 com a mesma sequéncia sem repeticdes. Os
peptideos expressos foram recuperados do meio extracelular, sendo
caracterizados por SDS-PAGE e Western blotting. Esses peptideos
recombinantes foram inoculados em 05 bezerros Bos taurus taurus por
sequencia, na dose de 2mg mais 1,5mg de saponina por trés vezes com
intervalos de 30 dias. Apds 28 dias da ultima imunizacdo, foi feito o desafio

com 4500 larvas por animal de R. microplus livres de hematozoarios e
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provenientes da col6nia mantida em estufa B.O.D. Aos 21 dias com o
comeco da caida das fémeas, foram escolhidas aleatoriamente teledginas
de cada grupo. Através da disseccdo se coletaram e fixaram alcas
intestinais, que foram processadas histologicamente. Os respectivos cortes
histologicos dos grupos vacinais seql e seg4 foram corados com (H&E),
giemsa lento e imunoistoquimica por imunoperoxidase indireta (IPl). As
fémeas do R. microplus alimentadas em bovinos do grupo seql
apresentaram conservacao da integridade do epitélio intestinal, similar ao
grupo controle. No entanto, alcas intestinais de teledginas, alimentadas em
bovinos do grupo rBmseqg4 mostraram desnudamento da membrana basal e
erosdo celular. Somado a isso, através do giemsa lento foi possivel observar
erosdo da membrana basal, vacuolizacdo celular e cromatolise. Na
imunoistoquimica os vacuolos digestivos apresentaram reatividade com
intensa marcacdo ao soro procedente dos bezerros do grupo seq4d
demonstrando producao de anticorpos anti-proteina total in situ. As analises
dos parametros biolégicos mostraram correlacdo com os achados nos cortes

histoldgicos.
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1. INTRODUCAO

As perdas de producgdo resultantes das atividades alimenticias do
Rhipicephalus microplus, e ao mesmo tempo, 0S custos que acarretam o
controle tanto do parasito como das infeccOes ele transmitidas, representam
0 maior bloco de perdas monetarias da industria bovina. Varios programas
de controle do artropode foram incorporados na moderna producéo de gado,
a fim de contrariar os efeitos adversos destes carrapatos. O uso de
acaricidas quimicos atualmente & a estratégia de controle mais utilizada,
porém, os residuos dos acaricidas tém sido implicados tanto com
contaminagao ambiental como de alimentos de origem animal, além disso, o

uso desses quimicos induz nos carrapatos o aparecimento de resisténcia.

Investigacbes sobre métodos imunoldgicos para o controle de R.
microplus foram realizadas em tudo o mundo e constituem uma importante
alternativa biolégica para evitar os inconvenientes dos produtos quimicos.
Em muitas espécies, a imunidade adquirida pela infestacdo de carrapatos
reduz mais ndo impede a parasitemia inclusive apds exposicao repetida dos
carrapatos. Por isso, a resposta imune induzida pelos antigenos expostos
nao oferece protecao suficiente para serem eficazes (NUTTALL et al., 2006).
A baixa imunidade nas infestacbes naturais foi associada com alta
concorréncia antigénica, foi demonstrado que durante a infestacdo por R.
microplus foram liberados pelo menos 44 antigenos, que desenvolveram

respostas imunes independentes (BARRIGA, 1999).

Ndo obstante as vacinas baseadas em antigenos ocultos se
diferenciam notavelmente das vacinas fundamentadas em antigenos
expostos, embora os antigenos ocultos ndo induzam uma resposta imune

durante a fixacdo e alimentacdo do carrapato, eles induzem imunidade ao

52



serem inoculados artificialmente. A vacinagdo com antigenos ocultos induz
imunoglobulinas afins que sao ingeridas na alimentacéo do parasito, se for
dirigida contra certos antigenos derivados do intestino, 0s anticorpos
interagiram com o antigeno oculto da superficie do intestino causando
ruptura do epitélio intestinal (WILLADSEN, 2004).

No presente capitulo, as alteracdes histolopatolégicas desencadeadas
pela vacinacdo com o0s antigenos ocultos rBmseql e rBmseg4 foram
analisadas no intestino do R. microplus apds o desafio em bovinos Bos

taurus taurus.
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2. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Relagdo hospedeiro-parasita

Varios avancos no estudo da imunologia das interacBes carrapato-
hospedeiro permitem elucidar que o tipo de resposta induzida pelo R.
microplus depende de mecanismos envolvidos na sele¢cdo dos artropodes, o
estagio parasitario e a raca bovina infestada (BROSSARD & WIKEL, 2004;
RODRIGUEZ-VALLE et al.,, 2010). Em relagdo com isto, ainda existe um
desconhecimento no que respeita o impacto da selecdo de R. microplus na

modulacdo da resposta imune.

Somado ao anterior, RODRIGUEZ-VALLE et al, (2010) demonstraram
gue o R. microplus, na hora de se alimentar, expressa proteinas
diferencialmente da forma como mudam os estagios de vida. Foi observado
gue as larvas influenciadas pelo hospedeiro expressaram um nimero maior
de proteinas envolvidas na fixacdo do carrapato, ndo obstante, ao progredir
a alimentacao na fase adulta, um novo conjunto de proteinas foi expresso,
incluindo proteinas de ligacdo de imunoglobulinas e proteinas de cuticula,
como também altas expressdes com funcdes similares as expressas durante

a fase larval.

Além diss, CARVALHO et al. (2010) ndo estabeleceram o efeito dos
diferentes estagios de desenvolvimento do R. microplus na hemadstase local
in vivo, e demonstraram que as infestacfes destes carrapatos podem alterar
o tempo de coagulacdo do sangue coletado no local de alimentacéo.
Corroborando isso, as propriedades anti-hemostaticas dos compostos da
saliva dos carrapatos (MARITZ-OLIVIER et al., 2007).
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As variagdes da resposta imune natural do R. microplus com relacdo a
raca foram descritas de forma ampla na literatura. Recentes estudos
demonstraram diferencas significativas da expressdo genética em ligacédo
com a resposta imune induzida pelos artropodes, tanto nos hospedeiros
adaptados (Bos indicus) como em suscetiveis (Bos taurus). Além disso,
PIPER et al. (2010) demonstraram em bovinos Holstein-Friesain e Brahma
gue a expressao genética e a histologia dos cortes da pele diferem durante a
fixacdo das larvas de R. microplus, sugerindo que a secrecdo de
imunoglobulinas na pele de bovinos Holstein-Friesain infestados por
carrapatos, em presenca do complemento e células inflamatérias, podem
agir para estabelecer uma patologia cronica que facilita a alimentacdo do
carrapato. Segundo os pesquisadores, essa resposta inflamatoria cronica
dos hospedeiros suscetiveis se diferencia da hipersensibilidade dos

hospedeiros B. taurus como foi reportado em estudos prévios.

Entretanto, CONSTANTINOIU et al. (2010), ao colocarem maior
namero de larvas do R. microplus em animais B. indicus que em animais B.
taurus, s6 observaram lesGes nos bovinos B. taurus, sugerindo que as
células T dy além de ter um rol na resisténcia, podem ter um papel na
diminuicdo do processo de inflamacédo e preservacdo da homeostase da
pele em B. indicus. Adicionalmente, os pesquisadores observaram infiltracdo
granulécitica de forma preponderante em B. taurus, 0 que sugeriu uma
associacao de longo prazo entre o ectoparasito e 0os bovinos B. indicus que
induziu desenvolvimento de tolerancia de adaptacado. Isto em concordancia
com PIPER et al. (2010), demonstra que essa tolerancia se caracteriza por
uma resposta inflamatéria menos vigorosa no local de fixacdo das larvas em
bovinos B. indicus, que inclui, reducédo do fluxo tecidual e granulécitos na

lesdo, o que reduz o éxito da alimentacédo do carrapato.

Levando em conta que o0 sucesso da alimentacdo do R. microplus
depende do tipo resposta imune induzida pelo hospedeiro, mecanismos de

evasdo da resposta imune do parasito foram identificados em diferentes
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espécies de carrapatos, foram citados fatores imunossupressores, inibidores
do sistema de complemento, citotoxicidade de células T, resposta
inflamatoria e interleucinas (BARRIGA, 1999). Além disso, foi demonstrado
gue a evasdo da resposta imune pelo carrapato permite infeccdo de
patdgenos vetorizados (WIKEL, 1999). No entanto, a falta de contato entre
0s antigenos ocultos e o sistema imunolégico dos bovinos, deixa o carrapato
sem possibilidade de desenvolver mecanismos de evasao da resposta
imune contra esses antigenos, por conseguinte a resposta imune induzida
pelos antigenos ocultos sera mais eficiente que a resposta provocada pelos
antigenos expostos (WILLADSEN, 2004).

3.2. Inducéo de alterac¢des intestinais com antigenos ocultos

Diferentes antigenos ocultos dos carrapatos foram descritos. No
entanto, os antigenos derivados do intestino tiveram maior preponderancia
no desenvolvimento de vacinas. A vacinagdao com antigenos ocultos induziu
imunoglobulinas que quando foram ingeridas pelo parasito, tiveram
capacidade de interagir com o0 antigeno oculto da superficie do intestino,
originando ruptura do epitélio intestinal (WILLADSEN, 2004). Além disso, a
digestéo do carrapato ocorre nas células do intestino médio por um processo
denominado heterofagia. Como resultado, algumas imunoglobulinas passam
intactas desde o intestino médio ao hemocele, onde pode ocorrer adsorcao
de imunoglobulinas na hemolinfa, essas imunoglobulinas podem agir com os
orgaos internos produzindo danos no carrapato (WANG & NUTTALL, 1999).

Antigenos derivados de Bm86 e Bm95 na forma recombinante geraram
imunoglobulinas, que apds alimentacdo interagiram com a parede do
intestino, causando lise intestinal, interferiram com a digestdo e a
subsequente producdo de ovos. Além disso, fortes respostas de anticorpos
foram prejudiciais para a sobrevivéncia de carrapatos adultos sem induzir

hipersensibilidade. No entanto, a imunidade protetora induzida por esses
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antigenos foi de curta duracdo e as vacinacdes de manutencdo foram

requeridas por intervalos de seis meses (NUTTAL et al., 2006).
3.3. Avacinarecombinante rSBm7462

Baseando-se nos estudos de predicdo computacional de sitios
imunogénicos da proteina Bm86, se desenharam trés sequéncias peptidicas
denominadas 4822 (aa. 398-411), 4823 (aa. 132-145) e 4824 (aa. 132-145).
A juncdo dessas sequéncias na ordem descrita originou o peptideo sintetico
SBm7462°%, cuja eficacia foi comprovada em bovinos (PATARROYO et al.,
2002).

Com a idéia de resolver os problemas da sintese quimica do peptideo
SBm7462°, SOSSAI (2009) utilizou quatro genes que foram desenhados
tendo como base a sequéncia de aminoacidos desse imunogeno. Esses
genes foram otimizados para uso na levedura Pichia pastoris Km71 e
clonados no vetor de expressdo extracelular pPic9. Posteriormente, 0s
ensaios laboratoriais e vacinais mostraram que os peptideos recombinantes
conservavam as caracteristicas do peptideo sintético. Além disso, a
producéo recombinante dos imundgenos pela fermentacdo em leveduras se
mostrou como uma estratégia promissoéria para garantir grandes volumes
vacinais a baixo custo. (SOSSAI, 2009).
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3. OBJETIVOS

3.4. Objetivo geral.

Analisar as alteracdes histolégicas do Rhipicephalus microplus
provocadas pela imunizacdo de bovinos com dois peptideos recombinantes

expressos em Pichia pastoris.

3.5. Objetivos especificos.

Avaliar as alteracdes histologicas presentes no intestino dos
carrapatos devido ao repasto sanguineo em animais vacinados com

0S imundgenos.

Andlise do reconhecimento da proteina Bm86 integra com o soro dos

animais imunuzados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Desafio.

ApoOs 21 dias da ultima inoculacéo, os animais foram desafiados com
larvas de R. microplus livres de hematozoarios, provindas de colbnia
mantida em estufa B.O.D., na quantidade de 1.500 larvas por dia, durante
trés dias. O desafio seguiu 0 seguinte esquema:

Dia 1 - Regié&o do peito e barbela
Dia 2 - Regido escapular e entre os membros anteriores
Dia 3 - Regido escrotal e adanal.

Os animais foram avaliados a partir do 7° dia apds o desafio quanto

ao volume globular e quanto a presenca de hemoparasitos, através de teste

de hematdcrito e esfregaco sanguineo corado pelo método de Giemsa.

4.2. Histologia do intestino de carrapatos.

Com a finalidade de se avaliar os efeitos da ligacdo de anticorpos
anti-Bm86 com as células do epitélio intestinal do carrapato R. microplus,
realizou-se a a dissecacdo de teledginas desprendidas dos animais dos
grupos do experimento e posterior obtencdo de cortes histolégicos do

intestino de cada carrapato.

Aos 21 dias com o comeco da caida das fémeas, foram escolhidas
aleatoriamente cinco teledginas por grupo. Estas foram submetidas a
metodologia de dissecacdo proposta por MORA HERNANDEZ (1996), e
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modificada para as condi¢cdes do LBCHV. As teledginas foram inoculadas
com 0,4ml de formaldeido 10% através dos peritremos e do sulco anal, e
deixadas em repouso por 30 minutos. ApGs esse periodo, em uma lupa
estereoscopica no aumento de 15 vezes, procedeu-se a disseccéo,
realizando-se uma pequena incisdo no sulco marginal, continuando-se essa
incisdo pelo sulco cervical até o angulo cervical. As al¢as intestinais foram
separadas com a ajuda de agulhas hipodérmicas e mergulhadas em solucao
de formaldeido 10% por 5 dias. Apds esse periodo, realizou-se uma rapida
desidratacdo em etanol, diafanizagdo em xilol e inclusdo em resina
Paraplast.

Esses blocos foram cortados em micrétomo de rotacdo, na espessura
de 4um. Os cortes passaram por rapida hidratacdo em banhos sucessivos
de etanol e foram corados com Hematoxilina-Eosina e Giemsa. Os cortes

foram analisados em microscopio opticos ECLIPSE E600.

4.3. Imunoperoxidase Indireta para detec¢cao de anticorpos anti-
proteina Bm86 em cortes de intestino de teledginas.

Com a finalidade de identificar a presenca da proteina Bm86 em cortes de
intestino de fémeas adultas R. microplus ,utilizou-se o teste de
Imunoperoxidase Indireta, aproveitando-se do alto grau de sensibilidade
descrito por WERNER et al. (1996). Os cortes histologicos de intestino

utilizados foram processados com a mesma técnica descrita no item anterior.

Os cortes foram inicialmente deixados para equilibrar em tampéo PBS
pH 7,6 por 30 minutos. Entdo, aplico-se peréxido de hidrogénio 6% em agua
milliQ estéril, para bloqueio de peroxidase enddgena, por 30 minutos. Apos
ligeira lavagem com PBS pH 7,6, cobriram-se os cortes com 100 pL de soro
normal de coelho diluido a 1:20 por 1 hora em temperatura ambiente.
Retirou-se entdo o0 excesso de soro e secaram-se 0S cortes levemente, sem
lavagem. Em seguida, colocaram-se sobre os cortes os soros teste dos

animais do experimento diluidos a 1:40 em PBS pH 7,6 e deixou-se incubar
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por 1 hora a temperatura ambiente. Lavaram-se criteriosamente 0s cortes
com trés lavagens com PBS pH 7,6 sob agitagcdo e aplicou-se anticorpo
secundario, representado por uma IgG de coelho anti IgG bovina conjugada
com peroxidase, produzida e conjugada no LBCHYV, diluida a 1:200 em PBS
pH 7,6 incubando-se por 1 hora a temperatura ambiente. Repetiram-se
entdo as trés lavagens com PBS pH 7,6 sob agitacdo e aplicou-se solucao
reveladora, constituida de 20 mg de DAB (diamianobenzidine), 100 uL de
H,0, em 100 mL de PBS pH 7,6 por 20 minutos. Lavaram-se os cortes duas
vezes com PBS pH 7,6 e realizou-se contra-coloragdo com Hematoxilina de
Harris diluida a 1.7 em agua destilada. Os cortes foram desidratados em
solugdes crescentes de etanol e diafanizados em xilol, depois do qual foram
cobertos com laminulas e balsamo do Canada e observados em microscopio
optico ECLIPSE E600.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Alteracdes histoldgicas no epitélio intestinal de R. micrplus.

Ao analisar as alteracfes histologicas dos carrapatos em comparagao
com o grupo controle, foi encontrada uma forte correlacdo entre com os
achados do grupo controle com as teledginas que parasitaram os bovinos
imunizados com o peptideo rBmseql (Figura 8A e B). Essas descri¢cdes
demonstraram pequenos pontos de desnudamento epitelial, que em
concordancia com os achados prévios, se demonstra que a descamacéo
celular do epitélio intestinal € um processo fisiologico normal que ocorre na
digestdo (SONENSHINE, 1991).

No entanto, foi possivel descrever lesdes de forma preponderante nos
cortes de teledginas provenientes dos animais imunizados com o peptideo
rBmseg4. Destaca-se a presenca de alteracdes degenerativas no citoplasma
e nucleo das células digestivas, acrescentadas de diversos graus de
vacuolizacdo no citoplasma dessas células. Além disso, foram observadas
areas com perda de células digestivas, debris celulares no lumen intestinal e
nacleos em degeneracdo, assim como erosdo celular e descontinuidade
epitelial, como desnudamento da membrana basal. Da mesma forma, foram
observados nucleos livres no lumen intestinal e uma forte condensacéo da

cromatina (Figura 8C e D).

Essas patologias descritas sdo muito semelhantes aquelas
encontradas por OLIVEIRA (1998) quando utilizou o peptideo sintético 4912.
Também corroboram os achados de PORTELA (2000), que utilizou o
peptideo sintético SBm7462® em microscopia o6ptica. No entanto, as

alteracdes descritas em decorréncia da resposta imune induzida pelo
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rBmseg4 inferem uma agéo patoldgica no epitélio intestinal, que concordam
com as descri¢des realizadas por WILLADSEN (2004) quando se refere a

ruptura do epitélio intestinal dos carrapatos pela interacdo com as

imunoglobulinas induzidas pela vacina¢cdo com antigenos ocultos.

Figura 8. Epitélio intestinal de Rhipicephalus microplus, coloragdo de Giemsa
lento. Barra de escala de 50 um. (A) sem decorréncia da resposta
imune. (B) Células intestinais ap0s imunizacdo com rBmseql. (C)
Células intestinais apo0s imunizacdo com seqg4. (D) Detalhe das
células intestinais ap0s imunizagdo com rBmseg4. (1)
Desprendimento de nucleo. (2) Vacuolizacdo citoplasmética. (3)
Erosdo de membrana basal. (4) Erosdo celular. (5) Perda de nucleo
celular. (6) Cromatolise (7) Debris celulares.
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Histologicamente o epitélio intestinal dos carrapatos é composto por
quatro tipos celulares diferentes, as células primordiais diferenciadas,
chamadas stem cell, células digestivas, células secretoras e células
basofilicas (SONENSHINE, 1991). Neste experimento, em concordancia
com PORTELA (2000) se observaram diferentes tipos celulares dispostos de
forma linear ao longo do epitélio, ligados a membrana basal (Figuras 8 e 9).
Entre tanto, as teledginas submetidas a reposta imune induzida pelo
rBmseg4 apresentaram desnudamento do epitélio intestinal, com

consequente erosao da membrana basal.

Figura 9. Epitelio intestinal de R. microplus pela técnica de H&E. Barra de escala
de 50 um. (A) sem decorréncia da resposta imune. (B) células intestinais
apos imunizagdo com rBmseql. (C) Células intestinais apds imunizagéo
com rBmseq4. (1) Erosdo de membrana basal. (2) Eros&o celular. (3)
Desprendimento de nucleo.
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Demonstrado que os bovinos vacinados com o rBmseqg4 foram
capazes de desenvolver imunoglobulinas altamente afins com capacidade
de desencadear uma resposta imune contra R. microplus. O que se
relacionou com os achados feitos por NUTTAL et al (2006) ao demonstrar
gue as imunoglobulinas apds a alimentacdo do parasito, interagem com a
parede do intestino, causando lise intestinal, interferindo com a digestao e a
subsequente producdo de ovos, 0 que em consequencia prejudica a
sobrevivéncia dos carrapatos. Somado isto, as alteracdes intestinais
observadas nos carrapatos vacinados com o peptideo rBmseg4 se
relacionam com os achados feitos por NEVES (2011) quando observou
valores baixos em relacdo ao numero de teledginas desprendidas, peso
meédio, peso médio da oviposicdo das teledginas desprendidas e relagcéo
peso larva/grama de ovos. No entanto, a pesquisadora demonstrou que
esses valores descritos foram maiores ao utilizar o peptideo rBmseq1,
sugerindo que quando ocorrem interacdes dos anticorpos altamente afins
com a proteina Bm86 se produzem alteragcbes na endositose, produzindo
falhas nutricionais e metabdlicas no parasito, que afetam tanto o

metabolismo do artropode como a capacidade de oviposi¢cdo nas fémeas.

Embora os resultados obtidos com o peptideo rBmseql demonstram
baixa eficacia vacinal em relacdo ao rBmseq4, levantam a possibilidade de
desenhar uma nova formulacdo antigénica, com capacidade de gerar uma
resposta imune de alta afinidade que talvez induza maiores alteracdes

metabdlicas no carrapato.

5.2. Imunoistoquimica para deteccado de anticorpos in situ.

Através de esta metodologia foi possivel descrever uma forte reacéo na
superficie das células do epitélio intestinal das teledginas submetidos aos
soros dos animais imunizados com o peptideo rBmseqg4, demonstrando-se

uma forte marcacdo nos vacuolos digestivos (Figura 10). Essa forte reacéo
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se relacionou com o fato de ter escolhido os soros quando os niveis de
imunoglobulinas foram elevados. Em relacdo com WILLADSEN (1997), a
forte marcacao descrita com o peptideo rBmseq4 evidenciou que houve uma
intensa reacdo no interior do vacuolo digestivo, sugerindo que as
imunoglobulinas altamente afins ao peptideo rBmseqg4 possuem capacidade
de interagir com a proteina Bm86.

r' \‘ TR ';;
| ; S

Figura 10. EPitélio intestinal de R. microplus pela técnica de Imunoperoxidase indirea.
Barra de escala de 50 um. (A) Células intestinais de R. microplus com
soro de bovinos sem imunizagdo. (B) Imunomarcacdo de células
intestinais de R. microplus com soro de bovinos imunizados com rBmseq1.
(C) Imunomarcacédo de células intestinais de R. microplus com soro de
bovinos imunizados com rBmseqg4.

Foi sugerido que a proteina Bm86 pode estar envolvida no processo de
endositose o0 que relacionaria estes fatos com as alteracbes observadas no

item anterior, Além disso, a interacdo das imunoglobulinas com o antigeno
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oculto da superficie do intestino originou alteragbes no epitélio intestinal
(WILLADSEN, 2004). Entre tanto, como resultado da heterofagia digestiva,
algumas imunoglobulinas passam intactas desde o intestino ao hemocele,
onde pode ocorrer adsor¢cdo de imunoglobulinas na hemolinfa, essas
imunoglobulinas podem agir com 0s 6rgéos internos produzindo danos no
carrapato (WANG & NUTTALL, 1999).
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6. CONCLUSOES

e Os peptideos rBmseg4 e rBmseql possuem a capacidade de gerar uma
resposta imune que induzem reacdes adversas nos carrapatos R.
microplus.

e Os anticorpos gerados pelos peptideos reconhecem in sito a proteina
Bm86 produzindo uma maior marcagdo nos soros dos animais

imunizados com rBmseg4.

e Ha um maior efeito vacinal in situ ao utilizar o rBmseg4 como imunogeno

contra R. microplus.
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