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RESUMO

FREITAS, Carla Maria Batista M.S., Universidade Federal de Vigosa, junho
de 2001. Avaliacio da resposta imune de bovinos inoculados com
amostra atenuada de Babesia bovis (STARCOVICI, 1893).
Orientadora: Marlene Isabel Vargas Viloria. Conselheiros:  Joaquin
Hernén Patarroyo Salcedo e Jodo Carlos Pereira da Silva.

Bovinos inoculados com amostra atenuada de Babesia bovis (Bbo UFV-1)
foram avaliados quanto ao desenvolvimento da resposta imune, por meio de
estudos histopatologicos e imunohistoquimicos de cortes de linfonodos
superficiais. Os estudos histopatologicos mostraram ativagdo da resposta
mmune pela reatividade de centros germinativos a partir do 3° dia pds-vacinal,
sendo mais acentuada entre os 9-12 dias apdés a primeira exposicdo ao
antigeno. ApoOs a re-inoculagio houve um aumento no numero de centros
germinativos. Niveis maiores de atividade de sintese protéica foram detectados
na regido medular, em plasmocitos localizados nos corddes medulares,
caracterizando a producdo de imunoglobulinas. Foram detectados grupos de
células em apoptose, principalmente, localizados nos centros germinativos e
nos corddoes medulares dos linfonodos dos animais inoculados, enquanto que
no linfonodo do animal negativo estas células eram observadas em menor
numero e distribuidas isoladamente. Antigenos de B. bovis foram detectados

em células dendriticas pelo método de PAP. Concomitantemente & alteragcdes



histopatoldgicas em oOrgdos linfoides periféricos, observou-se um aumento nos
niveis séricos de IgG1 e IgG2.

Através da dosagem e estudo da cinética de producdo de IFN-y, TNF-a e
IL-12 avaliowse a ativagdo de PBMCs cultivadas com peptideos sintéticos e
previamente  estimuladas com amostra atenuada de B. bovis. O
reconhecimento do peptideo sintético 23290 por células de memoria,
estimulou a prodwdo dos niveis mais elevados de IFN-y, TNF-a e IL-12 no
presente estudo, caracterizando-o como um potencial imundgeno contra B.

bovis.



ABSTRACT

FREITAS, Carla Maria Batista M.S., Federal University of Vigosa, June,
2001. Evaluation of the immune response of bovine inoculated with
attenuated sample of Babesia bovis (STARCOVICI, 1893). Adviser:
Marlene Isabel Vargas Viloria. Comitee Members: Joaquim Hernan
Patarroyo Salcedo and Jodo Carlos Pereira da Silva.

Bovine inoculated with attenuated sample of Babesia bovis (Bbo UFV-1)
were appraised about the development of the immune response through
histopathologics and immunohistochemistry studies of sections of superficial
lymph nodes. The histopathologics studies showed activation of the immune
response through the reactivity of germinal centers starting from the 3" day
post-vaccinal, being more accentuated among the 9-12 days after the first
exhibition to the antigen. After the re-inoculation there was an increase in the
number of germinal centers. Larger levels of protein synthesis were detected
m the medullar area, in plasmacytes located in the medullars cords,
characterizing the immunoglobulin production. Groups of cells were detected
in apoptosis, mainly located in the germinal centers and in the medullars cords
of the lymph nodes of the inoculated animals, while in the lymph node of the
bovine control, these cells were observed in smaller number and distributed
separately. Antigens of B. bovis were detected in dendritic cells by the method
of PAP. An increase in the serics levels of IgGl and IgG2 was observed in
parallel to the histopathologics alterations in secondary lymphoids tissues.



The activation of PBMCs cultivated in the presence of synthetic peptides

and previously stimulated with attenuated sample of B. bovis was evaluated
through the quantify and study of the kinetics of production of IFN-y, TNF-a
and IL-12. The recognition of the synthetic peptide 23290 for memory cells
stimulated the production of the largest levels of IFN-y, TNF-a and IL-12
detected in the present work, characterizing it as a potential immunogen

against B. bovis.



1-INTRODUCAO

As Dbabesioses sdao enfermidades ocasionadas por protozoarios
intraeritrocitarios  obrigatdrios pertencentes ao género Babesia. A  babesiose
bovina continua causando grandes prejuizos econdmicos, principalmente em
paises tropicais e subtropicais. No continente americano, a Babesia bovis e a
Babesia bigemina sao as responsaveis pela babesiose bovina, sendo que no Brasil
as infecgdes causadas por B. bovis ocasionam prejuizos econdmicos mais
significativos. A transmissdao, em animais susceptiveis, se da por ocasido da
hematofagia por artropodes da familia Ixodidae, sendo o principal vetor biologico
na América o carrapato Boophilus microplus.

Atualmente, ndo existem métodos de controle que sejam totalmente
eficazes contra a babesiose bovina. Em 1971, foi desenvolvida na Australia uma
vacina viva atenuada que auxiliou no combate ao parasita, mas que ainda
apresenta alguns problemas, como o risco de transmissdo de outras infeccdes e a
protecao parcial dos animais vacinados (BOCK ef al., 1992).

O uso de peptideos sintéticos apresenta grandes vantagens frente a
outros tipos de imunogenos. A utilizacdo de fragmentos protéicos hibridizados,

contendo epitopos estimuladores de células B e T que atuam como potentes



imundgenos, poderia representar uma boa alternativa para o desenvolvimento de
uma vacina eficaz contra a babesiose bovina (BROWN e PALMER, 1999).
Proteinas da superfamilia génica ‘rhoptry associated-proteins 1° (RAP-1),
localizadas no complexo apical das babesias tém se mostrado promissoras,
conferindo imunidade e prote¢do nos animais vacinados (STICH et al., 1999).

A resposta imune contra a B. bovis envolve mecanismos inatos e
adaptativos, parecendo ter carater predominantemente celular. Os macréfagos
possuem papel fundamental no controle da infeccdo, atuando como a primeira
linha de defesa na imunidade inata, produzindo citocinas pro-inflamatorias e
radicais livres de oxigénio e nitrogénio, os quais s3ao tOXicos para o parasita
(STICH et al, 1998). Os linfocitos T CD4+ intermediam a resposta imune
adaptativa, através da producdo de citocinas e da estimulacdo de linfécitos B a
produzirem e secretarem IgGl e IgG2. Tanto a IgGl quanto a IgG2 atuam como
anticorpos opsonizantes, sendo a IgG2 mais potente do que a IgGl (McGUIRE et
al., 1979).

A elucidacdo dos mecanismos que conferem protecdo, principalmente a
inducdo de memoria imunolégica, é de grande importancia para a producao de
uma vacina eficaz contra a babesiose bovina. A morte de linfocitos induzida por
ativacdo  (apoptose) estd diretamente relacionada a geracdo da memoria
imunologica ¢ a manutencdo da homeostase do sistema imune. Assim, linfocitos
T e B auto-reativos ou com baixa especificidade, bem como aqueles que tenham
desempenhado suas fungdes orginicas durante a resposta imune sdo eliminados
por apoptose (LIU et al., 1997).

PATARROYO et al. (1999), a partir de estudos de predigcao
computacional, baseados na estrutura integra da proteina RAP-1, desenvolveram
dez peptideos sintéticos que foram testados quanto a sua antigenicidade. Dentre
estes, os peptideos 5081 e 5084 se destacaram como bons estimuladores de
linfocitos B e T, respectivamente. Considerando que a protecdo induzida contra a

babesiose bovina estd diretamente relacionada ao reconhecimento de epitopos



estimuladores de linfocitos B ¢ T (BROWN e PALMER, 1999), os peptideos
5081 e 5084 foram hibridizados e unidos através de pontes de Lisina-Glutamina-
Lisina (KEK) originando o peptideo sintético 23290. Estes peptideos foram
desenvolvidos e produzidos pelo Laboratério de Biologia e Controle de
Hematozoarios em conjunto com o Instituto de Immunologia do Hospital San
Juan de Dios, na cidade de Santa F¢ de Bogota, Colé mbia.

Baseado no anteriormente exposto, o estudo da cinética da resposta
imune adaptativa ex vivo, mediante re-estimulacdo com peptideos sintéticos, ¢ de
grande 1mportancia para avaliar e caracterizar estes fragmentos protéicos como

possiveis imundgenos contra a babesiose bovina.



2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral

Avaliar a resposta imune in vivo em bovinos Bos taurus taurus
inoculados com amostra atenuada de Babesia bovis e verificar memoria
imunolégica pds-vacinal mediante estimulagio ex vivo com peptideos sintéticos

provenientes da proteina RAP-1.

2.2 — Objetivos especificos

- Constatar ex vivo o reconhecimento dos peptideos sintéticos pelas
células sangiiineas mononucleares periféricas (memoria imunologica);

-Avaliar comparativamente a eficiéncia de peptideos sintéticos na
indug¢do da resposta imune adaptativa do tipo celular, através da deteccdo de IFN-
Y, TNF-a e IL-12;

- Estudar a cinética de secrecdo de IgGl e IgG2 séricas mediante

estimulacao de bovinos com amostra atenuada de B. bovis;



- Estudar a dindmica das alteragdes microscopicas em Orgaos
linféides periféricos para verificagdo da resposta imune in vivo;
- Observar a cinética da morte celular induzida por ativagdo em

células imunocompetentes de 6rgaos linfoides periféricos.



3 -REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1- Babesiose bovina

A Dbabesiose bovina ¢ uma enfermidade causada por hematozoarios
intraeritrocitarios ~ obrigatorios  pertencentes ao  Sub-reino  Protozoa, Filo
Apicomplexa, Classe Aconoidasida, Ordem Piroplasmorida, Familia Babesiidae e
Género Babesia. Duas espécies de babesia acometem rebanhos bovinos na
América: B. bovis (BABES, 1888; STARCOVICI, 1893) e B. bigemina (SMITH
e KILBOURNE, 1893), sendo que, o carrapato da familia Ixodidae Boophilus
microplus ¢ o principal vetor no continente americano, ocorrendo a transmissao
biolégica do parasita através da hematofagia por artropodes infectados.
Freqiientemente, a doenga se apresenta de forma aguda, resultando na morte dos
animais susceptiveis.

A B. bovis e B. bigemina tm ampla distribuicdio mundial,
correspondente a distribuicdo de seus vetores, B. microplus, B. decoloratus e B.
annulatus, que ocorrem em regides localizadas entre os paralelos de latitudes

32°S e 40°N. Cada espécie de Babesia ¢ transmitida por uma unica espécie de



carrapato em uma mesma regido, no entanto, a espécie do vetor pode variar de
uma regido para outra (LOSOS, 1986).

As perdas econdmicas em decorréncia da babesiose bovina estdo
relacionadas principalmente com a mortalidade dos animais, queda da producdo
de came e leite, gastos com o controle e tratamento da doenga, entre outros
fatores. Na América Latina, tais perdas estdo associadas a movimentagdo do
rebanho de areas livres de carrapatos para areas enzooticas (RISTIC e KREIER,
1981).

No Brasil, a severidade da doenca produzida por B. bovis determina
maiores prejuizos econdmicos em relagdo aos ocasionados por B. bigemina. A
babesiose em ocasido da infeccdo por B. bovis ¢é caracterizada por hipertermia,
anemia, anorexia, caquexia, hemoglobinuria e pela sindrome do choque
hipotensivo, acarretando um alto indice de mortalidade entre animais

susceptiveis.

3.2 — Métodos de controle

O controle da babesiose bovina ainda ¢ um problema em diversos
paises, principalmente, aqueles localizados em areas de clima tropical onde as
doencas produzidas por hematozoarios sdo muito freqiientes. Como a transmissao
natural da Babesia spp ¢ dependente de algumas espécies de carrapatos, a
infeccdo poderia ser prevenida pela execugdo e manutencdo de um programa
adequado de controle do vetor. No entanto, em algumas &reas subtropicais e
tropicais o programa de controle do carrapato ¢ aparentemente impossivel de ser
mantido devido a alguns fatores climaticos e geograficos. Assim, em paises onde
nao ¢ possivel o controle do vetor, as unicas medidas utilizadas para prevenir as
perdas com a babesiose bovina t€m sido a vacinacdo e a aplicacdo de medidas

quimioprofilaticas (TODOROVIC, 1974).



No inicio do século XX, devido ao rapido avanco da doenca na
Austrdlia, C. J. POUND prop6s o primeiro método de imunizagdo como medida
de controle da babesiose bovina. O método consistia na inoculagdo do sangue de
animal clinicamente recuperado da infeccdo por Babesia spp em bovinos
susceptiveis, sendo esta técnica amplamente utilizada para o controle da doenca.
Entretanto, na década de 50, houve aumento na taxa de mortalidade dos animais
vacinados, provavelmente devido a falhas no processo de imunizagdo proposto.
Acredita-se que tenha ocorrido perda da imunogenicidade e diminuicao da
infectividade da wvacina. Outra possibilidade seria que em animais oriundos de
areas com estabilidade enzodtica a “imunidade” conferida pela vacina poderia ser
em grande parte atribuida a imunizacdo natural do rebanho quando infestado por
carrapatos nas pastagens, a diferenca do que ocorria com animais vacinados
importados de éareas ndo endémicas ao carrapato transmissor da Babesia spp. que
ndo apresentavam protecdo e morriam quando desafiados (CALLOW et al.,
1997).

Pesquisadores australianos desenvolveram a primeira vacina contra
B. bovis. Trata-se de uma vacina viva atenuada, utilizada em areas endémicas na
Australia e posteriormente exportada para diversos paises do mundo (CALLOW e
MELLORS, 1966; CALLOW et al, 1979). Embora efetiva, a vacina apresenta
alguns problemas no que diz respeito ao curto periodo de validade (5-7 dias a
5°C), a transmissdo de agentes infecciosos como o da leucose bovina e a protegao
parcial dos animais vacinados (BOCK et al , 1992).

A imunogenicidade de parasitas mortos provenientes de eritrocitos
infectados com B. bovis foi primeiramente reportada por MAHONEY e
WRIGHT em 1976, no entanto, os animais vacinados mostraram prote¢do parcial
quando desafiados com organismos heterdlogos.

O desenvolvimento e aprimoramento de técnicas que propiciaram a

manuten¢do in vitro de B. bovis geraram um grande interesse no cultivo deste



parasita, como fonte de vacinas babesiais a partir de antigenos presentes no
sobrenadante de cultura (LEVY e RISTIC, 1980) .

Animais quando vacinados com exoantigenos de cultivo de B. bovis
apresentaram  protecdo parcial apds desafio com organismos heterdlogos,
enquanto que animais inoculados com vacina viva mostraram-se fortemente
protegidos com altos niveis de anticorpos especificos por mais de seis meses.
Entretanto, os indices de estimulacdo linfocitaria ¢ a taxa de proliferagdo celular,
quando desafiados com amostras homoélogas, foram maiores e por periodos mais
prolongados nos animais inoculados com exoantigenos de cultivo de B. bovis
(TIMMS et al., 1983; TIMMS ¢ STEWARD, 1984). Em 1995, PATARROYO et
al. demonstraram que exoantigenos presentes em sobrenadante de cultivo de
amostra atenuada de B. bovis (Bbo UFV-1) foram capazes de induzir uma
resposta imune protetora contra amostras virulentas heterologas.

Viérios estudos tém sido realizados com o intuito de se identificar
proteinas de B. bovis que sejam imunogénicas e possam ser utilizadas na
produ¢do de vacinas constituidas por subunidades protéicas (ORINDA et al.,
1992; BROWN et al., 1995; TUO et al., 1999).

A utilizagdo de anticorpos monoclonais contra merozoitos integros
ou organelas do complexo apical, tais como: roptrias, micronemas, COrpos
esféricos e granulos densos, permitiram a identificacdio de proteinas requeridas
para a sobrevivéncia do parasita (PALMER e McELWAIN, 1995). Porém, uma
limitagdo deste método, ¢ que nem sempre as proteinas imunodominantes
identificadas conferem protecdo, como € o caso da ‘major surface antigen — I’
(MSA-1) (WRIGHT et al., 1992; HINES et al., 1995).

Por outro lado, varias proteinas foram fracionadas por métodos
bioquimicos e caracterizadas como fragdes indutoras de células T auxiliares (Th)
especificas para B. bovis, incluindo a ‘rhoptry-associated protein 1° (RAP-1),
12D3, ‘spherical body protein 1’ (SBP-1), MSA-1, MSA-2, ‘glutathione-S-

transferase’ (GST-11C5), entre outras. A proteina recombinante 12D3, rica em



residuos de cisteina e secretada pelo parasita no citoplasma de eritrocitos
infectados, foi fracamente reconhecida por linhagens de células Th provenientes
de bovinos imunizados contra B. bovis, fato que segundo os autores poderia estar
relacionado ao extensivo dobramento intramolecular gerado pelos intimeros
residuos de cisteina presentes em sua estrutura (COURT et al, 1998). As
proteinas MSA-1 e SBP-1 induziram in vitro baixos niveis de proliferacdo de
linfécitos Th (BROWN et al., 1993a; STICH et al., 1999). Segundo ORINDA et
al. (1992), a proteina recombinante GST-11C5 ndo induziu a produgdo de IFN-y
por células provenientes de animais inoculados com esta proteina e nem de
animais naturalmente infectados com B. bovis. J4, a proteina RAP-1 induziu altos
indices de proliferagio de linhagens celulares do tipo Th cultivadas por mais de

oito semanas (STICH et al., 1999).

3.2.1- Proteinas associadas as roptrias (RAP)

A familia multigénica que codifica proteinas de 58-60kDa,
denominadas RAP, que estdo associadas tanto a superficie dos merozoitos quanto
& roptrias do complexo apical de B. bovis e B. bigemina, tém mostrado
capacidade de estimular a resposta imune adaptativa dos tipos humoral e celular.
Acredita-se que as proteinas produzidas em organelas do complexo apical tenham
grande importancia no processo de invasdo do parasita na célula hospedeira
(BROWN et al., 1996a).

A maior parte dos estudos de componentes d complexo apical esta
relacionada a antigenos da proteina RAP-1, de 60kDa, a qual ¢ codificada por
dois genes idénticos em B. bovis (SUAREZ et al., 1998).

Todos os membros da familia RAP-1 apresentam quatro residuos de
cisteina conservados € uma considerdvel homologia na seqiiéncia de aminoécidos.
A comparacdo entre as seqiiéncias de aminoicidos da RAP-1 de B. bovis e de B.

bigemina revelou a existéncia de um bloco de aproximadamente 300 aminodcidos
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com 45% de identidade, inclusive uma seqii€éncia de 14 residuos de aminoécidos
com 100% de homologia, localizado na regido amino terminal da proteina
(PALMER e McELWAIN, 1995).

Embora alguns estudos mostrem que os epitopos para células B
mais antigénicos da proteina RAP-1, normalmente ndo sdo conservados entre
espécies diferentes e que seqiiéncias altamente conservadas sdo pouco
imunogénicas (SUAREZ et al., 1993), BROWN et al. (1996a) demonstraram, nao
sO, que a proteina RAP-1 de B. bovis ¢ altamente imunogénica como também que
os epitopos para c€lulas Th s3ao conservados entre isolados geograficamente
diferentes de B. bovis.

Entdo, uma vacina contra B. bovis, constituida de subunidades
protéicas deve incluir epitopos para linfocitos T e B, ndo sujeitos a variagdo
antigénica, devendo ser reconhecidos por uma grande variedade de moléculas
MHC classe II, o que coloca a proteina RAP-1 como forte candidata para

producdo de vacina (BROWN e PALMER, 1999).

3.3 — Peptideos sintéticos

As intimeras descobertas no campo da biologia molecular, assim como, o
dominio de técnicas biomoleculares tornou possivel o desenvolvimento de
vacinas de DNA e vacinas recombinantes, bem como a utilizagdo de peptideos
sintéticos que induzem a prote¢ao contra um determinado agente agressor.

Um grande avango que viabilizou o uso de peptideos sintéticos
como possiveis imunogenos foi a simplificagdo e automatizacdo da sintese de
peptideos em fase solida, que veio abolir as velhas e trabalhosas técnicas de
clivagem enzimitica ou quimica de proteinas, as quais comprometiam a pureza
do material obtido (MERRIFIELD, 1963). A possibilidade de sintese de
peptideos permite a manipulacdo de fragmentos protéicos minimos, com estrutura

antigénica bem definida que venham estimular uma resposta imune especifica e
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efetiva, eliminando os efeitos indesejaveis dos métodos tradicionais (BEN-
YEDIDIA e ARNON, 1997).

Estudos de predi¢do computacional, baseados na estrutura primaria
€ nas caracteristicas bioquimicas das proteinas, tém sido realizados para a
identificagdo de possiveis sitios antigénicos em virus, bactérias, parasitas e
células neoplasicas, estimulando o estudo de uma nova geragdo de vacinas
(HOOP e WOODS, 1981; STREICHER et al., 1984; DeLISI e BERZOFSKY,
1985; SPOUGE et al., 1987).

ANDERER e SCHLUMBERGER (1965), foram os primeiros
pesquisadores a utilizar-se da tecnologia de peptideos sintéticos em trabalhos com
o virus do mosaico do tabaco. Desde entdo, varios estudos tém sido realizados
visando a utilizagdo de peptideos sintéticos como possiveis imundgenos contra
diversas patologias.

Vacinas constituidas por peptideos sintéticos oferecem algumas vantagens
quando comparadas com outras categorias de vacinas, tais como: alto grau de
pureza e completa seguranga quanto a caracterizacdo quimica e a auséncia de
contaminantes, reprodutibilidade na producdo, fim da manipulacio de cultivo
celular em biorreatores, alta estabilidade e baixo custo na produgdo, permitindo
também a manipulagdo da resposta imunoldgica, pois os Imundgenos sintéticos
podem ser desenhados de tal forma que estimulem uma resposta imune
apropriada (NEURATH e KENT, 1986).

Atualmente reconhece-se que a utilizagdo de peptideos sintéticos
como imunogenos requer a presenca de epitopos estimuladores de linfocitos B e
T em sua estrutura, para induzir a protecdo do individuo vacinado contra o agente
agressor. Assim, por meio de ligagdes covalentes € possivel construir peptideos
hibridos constituidos por seqiiéncias de residuos de aminoicidos que sejam
reconhecidos tanto por células B quanto por células T. Estes peptideos
recombinantes sdo denominados “multiple antigenic peptide” (MAP) (JACKSON
et al., 2000).

12



ARNON e LEVI (1995), j4 haviam reportado o desenvolvimento de
um peptideo sintético hibrido, constituido por fracdoes estimuladoras de linfocitos
B, T CD4+ e T CD8+ a partir de uma nucleoproteina do virus da influenza.
Utilizando-se de ratos como modelo experimental observaram protecdo contra a
forma letal da doenca, assim como, prote¢do cruzada contra organismos
correlacionados.

Igualmente, muitos avancos tém sido obtidos com relacdo a
utilizagdo de peptideos sintéticos como imundgenos contra o Plasmodium
falciparum, cuja complexidade do ciclo biologico ¢ um dos fatores que dificulta o
desenvolvimento de uma vacina. Este fato levou os pesquisadores a procurar
vacinas constituidas de subunidades, para tentar definir qual proteina referente a
cada estagio biologico poderia ser utilizada no controle da doenga. A proteina do
circumsporozoito (CSP), constituida por 37 repetigdes de um tetrapeptideo
(Asparagina- Alanina- Asparagina-Prolina) denominado NANP mostrou-se
altamente antigénica. Resultados positivos foram observados em voluntarios
humanos vacinados com um peptideo sintético constituido por 40 repeticdes da
seqiiéncia NANP (TOGNA et al.,, 1986; GORDON et al, 1995). Outra vacina
contra a malaria, que se encontra em fase de testes clinicos, ¢ a SPf66 constituida
de trés peptideos desenhados a partir de proteinas do estidgio sangiiineo do P.
falciparum unidas a seqiiéncia NANP. A vacina quando testada na América do
Sul apresentou niveis significativos de protecdo (PATARROYO et al., 1992).

Entretanto, a aplicacdo da tecnologia dos peptideos sintéticos no
campo da medicina veterinaria ainda ¢ pouco utilizada. Dentre eles, destacam-se
os trabalhos sobre o controle do carrapato bovino B. microplus que mostram a
eficiéncia de fragmentos protéicos, na indugdo de protecio de bovinos
susceptiveis contra este artropode (OLIVEIRA, 1998; PORTELA, 2000).

Estudos preliminares para avaliar a antigenicidade de dez peptideos
sintéticos, baseados na estrutura integra da proteina RAP-1 de B. bovis, foram

realizados no Laboratorio de Biologia e Controle de
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Hematozoarios/BIOAGRO/DVT da Universidade Federal de Vigcosa. Bovinos
Bos taurus taurus da raca Holandés foram inoculados com amostra atenuada e
exoantigenos de cultivo de B. bovis (Bbo UFV-1) e reinoculados aos 30 dias. Os
testes de estimulagdo ex vivo de células sangliineas mononucleares periféricas
(PBMC) e os testes de ELISA, visando o mapeamento de epitopos indutores de
linfocitos T e B respectivamente, mostraram o reconhecimento de seis peptideos,
sendo que trés induziram Otima estimulagdo para linfocitos T (5084, 5087 e 5089)
e os outros para linfocitos B (5081, 5085 e 5088) de acordo com registro no livro
de seqiiencias (PATARROYO et al., 1999).

A partir destes resultados foram selecionados os dois peptideos que
apresentaram maior antigenicidade, os quais apds hibridizacdo deram origem ao
peptideo sintético 23290. Assim, os peptideos 5081 e 5084 foram intercalados
com pontes KEK, com o intuito de melhorar suas caracteristicas hidrofilicas. A
construgdo deste peptideo teve como objetivo principal estimular a resposta

imune e caracteriza-lo como possivel imundgeno contra B. bovis.

3.4— Mecanismos de imunidade contra espécies de Babesia

A mmunidade contra a Babesia spp. requer nao sO a resposta imune
inata mas também a resposta imune adaptativa. Pelo fato da babesia ser parasita
intra-eritrocitario  obrigatorio, c€lulas T CD4+ representam a ligacdo entre estes
dois tipos de resposta imune, uma vez que o eritrocito ndo possui complexo
principal de histocompatibilidade (MHC).

WRIGHT et al. (1988), BROWN e PALMER (1999) consideram
que pelo fato de B. bovis e P. falciparum causarem patologias similares, ¢
possivel que os mecanismos de protecdo contra estes patdgenos também sejam
semelhantes.

Estudos experimentais com camundongos atimicos ndo imunizados

demonstraram que a recuperagdo durante o estdgio agudo da malaria ¢
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independente de células T, requerendo, porém, a ativacdo de macrofagos. Esta
ativacdo leva ao aumento da fagocitose, com producdo de radicais toxicos de
oxigénio e Oxido nitrico (NO) e também a ativagdo de células ‘natural killer’
(NK). Entretanto, a imunidade adaptativa ¢ dependente de linfocitos T auxiliares
(Th), os quais possuem papel fundamental na producdo de citocinas, que por sua
vez, contribuem na estimulacdo de linfocitos B a produzirem imunoglobulinas de
alta afinidade (IgG1 e IgG2) e na ativagdo de macrofagos (KUMARATILAKE e
FERRANTE, 1992; FELL et al., 1994).

Em bovinos esplenectomizados que receberam corticosterdide, os
quais inibem a reagdo inflamatdria mediada por macroéfagos e por células T,
observowse parasittmia aumentada e maior incidéncia de morte em decorréncia
de edema pulmonar. Entdo, a atividade anti-parasitaria contra Babesia spp €
Plasmodium spp parece estar relacionada a produ¢do de mediadores pro-
inflamatorios, dentre os quais: fator de necrose tumoral-a e  (TNF-a, TNF-) e
interferony (IFN-y) que aumentam a atividade fagocitica de neutrofilos e
macrofagos, levando a explosdo respiratoria com liberagdo de produtos
microbicidas (WRIGHT e GOODGER, 1988). Ainda, JOHNSON et al. (1996)
constataram, em estudos in vitro, que produtos secretados pelos macrofagos
ativados, com exce¢ao de TNF-o, foram toxicos para B. bovis, nibindo o
crescimento do parasita em sistemas de co-cultivo de macrofagos com eritrdcitos
infectados ou quando separados fisicamente em cultivo.

Por outro lado, IGARASHI et al (1999) demonstraram a
importancia dos linfocitos T CD4+ no controle da infeccdo por B. microti. Apos
re-infeccdo, camundongos BALB/c atimicos apresentaram altas parasitemias (30-
60%) em relagio a camundongos BALB/c normais (<0,15%). Também
observaram que camundongos BALB/c normais, ap6s receberem tratamento com
anticorpos monoclonais ant-CD4+ apresentavam altas parasitemias apOs re-

infeccao em relagdo aos animais que receberam anticorpos anti-CD8+.
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FELL e SMITH (1998), constataram que células T CD4+ antigeno-
especificas, quando transferidas para roedores infectados com Plasmodium spp.
conferiam imunidade contra o estigio sangiiineo assexual do parasita. Entretanto,
a maioria dos estudos mostra que células B também sdo requeridas para a
protecdo do hospedeiro, indicando a importancia tanto das células do tipo Th
quanto dos anticorpos na imunidade contra hemoparasitas (TAYLOR-
ROBINSON, 1995).

Experimentos in vivo comprovaram as fungdes efetoras dos
macrofagos ativados e dos linfocitos T CD4+ na imunidade protetora contra B.
bovis. A administragdo de soro hiperimune ou misturas equivalentes de IgGl e
IgG2, apés quatro dias de infeccdo com B. bovis, reduziu significativamente os
niveis de parasitemia em bovinos esplenectomizados (MAHONEY et al, 1979).
Ja, experimentos in vitro utilizando eritrocitos infectados com B. bovis e soro
hiperimune mostraram que a viabilidade dos parasitas ndo era afetada, o que
sugere que os anticorpos, in Vvivo, agem como opsoninas para macrofagos
ativados (MAHONEY, 1986).

Em bovinos, tanto a IgGl quanto a IgG2 fixam complemento, sendo
que a IgG2 tem maior atividade opsonizante em relagdo a IgGl (McGUIRE et
al., 1979). A produgdo de IgGl por linfocitos B ¢ induzida pela interleucina-4
(IL-4) enquanto que o IFN-y estimula a producdo de IgG2 (ESTES et al., 1995).
Estes resultados foram confirmados por BROWN et al (1999), quando
demonstraram que clones de células Th produtoras de IFN-y, especificos para
RAP-1 de B. bigemina, induziam aumento nos niveis de IgG2 produzidos por
linfécitos B e que células ThO, capazes de co-expressar IL-4 e IFN-y, forneciam
sinais co-estimuladores necessarios para o aumento da sintese de IgGl e IgG2 por
células B.

O paradigma da resposta imune do tipo Thl ou do tipo Th2,
postulado por MOSMANN et al. em 1986 em camundongos, de que a protecao

imunoldgica esta relacionada a respostas do tipo celular ou humoral, ¢ na verdade
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uma simplificagdo de uma complexa rede de mecanismos imunorreguladores.
Existem evidéncias de que muitas infecgdes sdo controladas através de
mecanismos humorais e celulares. A imunorregulacdo de infecgdes difere em
relacdo aos tipos celulares envolvidos, as citocinas e mediadores secretados,
assim como os seus efeitos supressores ou indutores sobre respostas imunes do
tipo Thl e Th2 (COX, 1997; BROWN et al., 1998a).

A resposta imune de humanos e bovinos contra determinados
antigenos € heterogénea, existindo uma predominancia da resposta de tipo Thl ou
de tipo Th2 (BROWN e al.,, 1993b). Esta heterogeneidade relaciona-se com o
perfil de citocinas produzidas e secretadas. Pesquisas realizadas com clones
especificos de células T CD4+ bovinas contra B. bigemina e Fasciola hepatica
mostraram uma co-expressdo de IL-4 e IFN-y, acompanhada da expressdo de IL-2
e/ou IL-10. A expressio do RNAm da IL-10 foi detectada em clones de células T
do tipo ThO, Th1 e Th2 (BROWN et al., 1998a).

As citocinas desempenham importantes fungdes imunorreguladoras
sobre células T diferenciadas. A IL-10 humana recombinante suprimiu a
proliferacdo de linfocitos T bovinos e a produgdo de IFN-y, sendo este efeito
dependente de células apresentadoras de antigenos (APC), possivelmente
macrofagos (CHITKO-McKOWN et al., 1995). A inibi¢do causada pela IL-10 foi
revertida pela adicdo de IL-12 ou pelo uso de anticorpos especificos contra essa
citocina.

Estudos realizados com clones de células Th de bovinos e humanos
mostraram que a IL-12, produzida principalmente por macrofagos e por células
dendriticas, induziu a produgdo de IFN-y em todos os subtipos de clones Th
analisados (ThO, Thl e Th2), embora, ndo foi observado aumento significativo na
taxa de proliferacdo celular (MANETTI et al, 1994; BROWN et al, 1996b).
Todavia, os autores nao puderam definir o efeito da IL-4 sobre os clones

analisados devido a heterogeneidade dos resultados obtidos. Em clones de células
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T antigeno-especificas de bovinos a IL-4 ora inibia, ora ndo apresentava efeito
algum e em alguns casos aumentava sutilmente a producao de IFN-y.

Entdo, estes resultados parecem mostrar que em humanos e bovinos
o paradigma das respostas Thl/Th2, ¢ uma visdo simplificada dos mecanismos
intrinsecos e extrinsecos envolvidos na protecdo do hospedeiro contra o agente
agressor.

Em estudos in vitro com diversos clones de células Th, estimuladas
com antigenos de B. bovis, analisouwse o efeito da IL-12 e da IL-4 na modulagido
da expressdo de citocinas por células Th de memoria. Assim, quando se adicionou
a IL-12 houve um aumento na producdo de IFN-y em todos os clones estudados,
embora sem aumento significativo na taxa de proliferacdo celular ou na expressdo
de RNAm de IL-2. Ainda, nd3o houve efeitos significativos na inducdo da
expressdo de transcritos de IL-4. Por outro lado, a producdo de IFN-y ndo foi
afetada pela adicdo de IL-4 recombinante (TUO et al., 1999). Estudos prévios em
bovinos j& haviam demonstrado que um dos efeitos biologicos da IL-4 ¢ aumentar
a expressao de marcadores de superficie em linfocitos B, tais como: CD23, IgM e
MHCII, além de aumentar a producdo de IgG1 e IgE (ESTES ez al., 1995).

Virios estudos tém mostrado a importincia do IFN-y, produzido por
linfocitos Th ativados, na protecdo contra a babesiose bovina. Em 1998, STICH
et al. demonstraram, pela primeira vez, a produgdo de oxido nitrico (NO) em
macrofagos de bovinos, estimulados in vitro com antigenos de membrana de B.
bovis e com sobrenadante de cultura de células Th antigeno-especificas contendo
IFN-y e TNF-a endogenos. Estes achados parecem sugerir que o aumento da
expressao da iINOS em macrofagos pode ser indicativo do potencial babesicida do
NO contra babesias. Todavia, a superprodu¢dao de NO também pode estar
associada a mecanismos patogénicos da infecgdo, incluindo a babesiose cerebral,
ja que varias disfuncOes organicas, observadas durante a evolu¢do da malaria e da

babesiose, podem ser mediadas pela produgdo exacerbada de citocinas pro-
inflamatorias (GRAU et al., 1989).
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3.5- Orgios linféides periféricos — Linfonodos

A ontogénese dos linfocitos em mamiferos acontece em duas fases
distintas de desenvolvimento. A primeira fase ocorre em Orgdos linfoides
primarios: medula dssea e timo, a qual ¢ totalmente independente da exposicao a
antigenos estranhos. A segunda fase de desenvolvimento ocorre nos Orgdos
linféides periféricos ou secundarios: linfonodos, bago, tecido linféide associado
& mucosas. Nos oOrgdos linfoides secundarios ocorre a proliferacio e a
diferenciacdo de linfocitos imunocompetentes em resposta a antigenos especificos
(ABBAS et al., 2000).

A maioria dos linfocitos esta localizada em estruturas encapsuladas
altamente organizadas denominadas linfonodos, que estdo interpostos ao longo
dos maiores vasos regionais do sistema vascular linfatico (BURKITT et al,
1994).

Histologicamente o linfonodo ¢ caracterizado por uma céapsula de
tecido conjuntivo denso, uma regido mais externa, altamente celular, denominada
de cortex e uma regido central conhecida como medular. A regido cortical pode
ser dividida em: cortex externo ou superficial e o cortex profundo ou paracortex.
O cortex superficial, localizado mais externamente ao estroma nodal, ¢
constituido basicamente por linfocitos B “naive”, os quais se aglomeram de
forma mais ou menos compacta dando origem aos nodulos linféides ou foliculos
primarios. Véarios destes foliculos podem apresentar centros germinativos (CG)
ou nodulos secundarios, local de alta proliferagdo e diferenciacdo de linfocitos B.
A regido paracortical estd localizada entre o cortex externo e a medua, sendo
constituida principalmente por linfocitos T, dos quais cerca de 70% sdo linfocitos
T CD4+. Além dos linfocitos T, também sdo encontrados macrofagos e células
dendriticas, estas tultimas sdo as responsaveis pelo transporte e apresentagdo de
antigenos na regido paracortical. As unidades funcionais da regido paracortical

sdo os corddes paracorticais, onde se acredita que ocorra a ativacdo e subsequente

19



maturacdo de células T antigeno-especificas por células dendriticas (FU e
CHAPLIN, 1999).

A regido medular localiza-se no centro do linfonodo e caracteriza-se
pela grande quantidade de canais linfiticos interconectados denominados seios
medulares, possui menos c€lulas do que a regido cortical, e estd constituida
principalmente por plasmocitos e macrofagos. Também ¢é possivel encontrar
linfocitos B localizados difusamente nos cordoes medulares e na regido de
transi¢ao cortico-medular (BURKITT et al., 1994).

Os vasos linfaticos aferentes dividem-se em vérios ramos fora do
linfonodo e depois perfuram a cépsula para drenar no seio subcapsular. A linfa
atravessa o linfonodo através dos seios corticais € medulares e deixa o 6rgdo por
meio de vasos linfaticos eferentes localizados no hilo. O suprimento sangiiineo do
linfonodo ¢ derivado de uma ou mais pequenas artérias que chegam no hilo e
ramificamrse na medula, originando extensas redes capilares. A maioria dos
linfocitos entra no linfonodo via corrente sangliinea, com uma pequena proporgao
entrando com a linfa que drena os tecidos. Os linfocitos deixam o leito sangiiineo
e entram no estroma nodal através de vasos especializados denominados vénulas

de endotélio alto (FU e CHAPLIN, 1999).

3.5.1 — Centros germinativos e memoria imunologica

E possivel encontrar linfocitos B localizados difusamente nos corddes
medulares € na regido de transi¢do cortico-medular, enquanto que, na regido
cortical os linfécitos B apresentam-se agregados em areas foliculares. Este fato
possivelmente estd associado a entrada de linfécitos e antigenos através da linfa
nesta regido induzindo a formacao dos CGs (CAMACHO et al., 1998).

Em linfonodos de bezerros, os CGs sao observados a partir da
primeira semana de vida, e em bovinos adultos saudaveis cerca de 30-70% dos

nodulos linféides apresentam CGs, o que demonstra a alta atividade dos

20



linforodos também em animais normais. Em bovinos, os CGs contém depositos
granulares densos de imunoglobulinas e, analogamente a achados em outras
espécies, ¢ possivel que estes depositos representem imunocomplexos na
superficie das células foliculares dendriticas (FDC) (MORRISON et al., 1986).

Os CGs podem ser subdivididos em duas regides distintas: a zona
clara composta principalmente por células nao-linfociticas, especialmente por
FDCs, onde ocorre a hipermutacdo genética e a zona escura, com uma alta
atividade mitotica para geragao de linfoblastos (THORBECKE et al., 1994).

Os CGs se desenvolvem em resposta ao estimulo antigénico, € sdo
caracterizados funcionalmente pelas altas taxas de proliferagdo e selecdo de
linfocitos B produtores de anticorpos de alta afinidade e geracdo de linfocitos de
memoria. A ativagdo da resposta imune primaria ocorre em dreas extrafoliculares.
Linfécitos B ativados migram para dentro da rede de FDCs dos foliculos
primarios no periodo de 2-4 dias apds a primeira exposicdo ao antigeno
(MORRISON et al., 1986). As células B ativadas crescem exponencialmente na
rede de FDCs. O ciclo celular destas c€lulas se completa em um periodo de 6-7
horas, desta forma, cada trés células B blasticas originam entre 10* — 1,5 x 10*
células nos CGs considerando-se um periodo de trés dias (LIU et al., 1991).

Os linfocitos T sdo menos abundantes do que os linfocitos B nos
CGs, no entanto, essas c¢lulas parecem desempenhar papel de fundamental
importancia na resposta imune nos CGs (GULBRANSON-JUDGE et al, 1997).
As células T localizam-se principalmente na zona clara dos CGs (HARDIE et al.,
1993). Estudos recentes em camundongos demonstraram atividade proliferativa
de células T antigeno-especificas em regioes intrafoliculares nos CGs (ZHENG et
al., 1996). Diversos estudos mostraram que a auséncia de células T acarreta a nao
formagdo dos CGs (LINTON et al., 1992; TSIAGBE et al., 1992; NOSSAL et
al., 1993). Os mecanismos de interagdo entre as células B e T, durante a formacdo
e manutencdo dos CGs ainda ndo foram completamente esclarecidos. Contudo,

sabe-se que o epitopo reconhecido por células T durante o processo de ativagdo
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ndo €, necessariamente, 0 mesmo que € reconhecido por linfocitos B (FULLER et
al., 1993).

Os foliculos linféides primarios conttm poucos linfocitos T, sendo que,
mediante estimulagdo antigénica a populacdo de células antigeno-especificas
aumenta nos CGs. Em 1996, GULBRANSON-JUDGE e MacLENNAN,
demonstraram em camundongos que o numero de células T nos CGs atinge valor
maximo ao final da primeira semana apos a estimulagdo, e aos dez dias a
populacdo destas células ¢ reduzida aos niveis encontrados durante a pré-
imunizagdo. Entretanto, a populacdo de c€lulas T volta a aumentar durante a
resposta imune secundaria, sendo que, este aumento ¢ cerca de 10% do observado
durante a resposta imune primaria. Os autores acreditam que este fato pode estar
associado ao reconhecimento antigénico de células T de memoria geradas
mediante a primeira exposi¢ao ao antigeno.

Acredita-se que as fungdes dos CGs estejam associadas &
propriedades das FDCs, ja que estas formam uma verdadeira rede celular dentro
dos CGs. Estas células possuem receptores para a regido Fc de imunoglobulinas
da classe G e para o fator C3 do complemento, ndo apresentam atividade
fagocitica e ndo expressam niveis detectaveis de MHCIL. De acordo com estudos
em roedores, o antigeno liga-se a superficie da FDC sob a forma de
imunocomplexo antigeno-anticorpo, provavelmente ligando-se a receptores para
C3, e podem permanecer retidos no CG durante varios meses (KELSOE, 1995).

A diferenciacdo e  sobrevivéncia dos linfocitos B nos CGs sao
dependentes da estimulacdo antigénica, da interagdio com FDCs, de fatores
soltiveis produzidos por estas células, da imnteracdo entre células B e T envolvendo
principalmente sinalizagdo através de CD40-CD40L e da producdo de citocinas
incluindo a IL-2, IL-4, IL-5 ¢ IL-10 (HOLLOWOOD ¢ GOODLAD, 1998).

Durante a formacdo dos CGs, as células B podem seguir varios
caminhos: viver ou morrer e diferenciar-se em c€lulas terminais ou células B de

memoria. Alteragdes na afinidade dos receptores antigénicos de linfocitos B,
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através da hipermutacdo de genes que codificam a regido IgV, das
imunoglobulinas, levam a wuma selecdo positiva ou negativa. As células
selecionadas positivamente podem diferenciar-se em plasmocitos ou células de
memoria. A producdo de anticorpos especificos que neutralizam o antigeno ¢
funcdo dos plasmdcitos, enquanto que as células de memoria devido ao contato
prévio com o antigeno sdo capazes de elicitar uma resposta secundaria mais
rapida, intensa e qualitativamente distinta da resposta imune primaria (LIU et al.,
1997).

Muitas questdes sobre as células de memodria permanecem sem
resposta. Por exemplo, ainda ndo se sabe que sinal ¢ responsavel pela
diferenciagdo de uma pequena parcela dos linfocitos ativados antigenicamente em
células de memodria; ou quais os mecanismos responsaveis pela sobrevivéncia por
longos periodos dos linfocitos de memoria, aparentemente na auséncia do
antigeno (LIU et al., 1997).

Aproximadamente 95% das células que fazem parte da resposta imune sdo
eliminadas rapidamente através do processo de morte celular programada ou
apoptose, o qual pode ser induzido por uma grande variedade de sinais. A
eliminacdo de linfocitos B e T, expandidos clonalmente durante a resposta imune
adaptativa, € conhecida como morte celular induzida por ativagdo (AICD)
(KELSOE , 1995).

Fatores que previnem o processo de AICD ou que atuam na sobrevivéncia
celular, possivelmente contribuem também para o desenvolvimento da memoria
imunologica. Existem algumas evidéncias mostrando que as citocinas que agem
via cadeia-y do receptor para IL-2 (IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15) induzem genes anti
apoptoticos (bcl-2 e o bcl-X;) a expressar determinadas proteinas que podem
contribuir para a sobrevivéncia celular (KIRBERG et al., 1993).

Linfocitos T  periféricos recémrativados sdo  resistentes a  AICD.
Entretanto, este processo pode ser revertido resultando no declinio da resposta

imune € na eliminacdo de clones auto-reativos. Apenas um pequeno numero de
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linfocitos T sobrevive como células de memoria. O processo de AICD em
linfoécitos T pode ser induzido diretamente pela ligagdo do antigeno ao receptor
TCR ou pela interagao Fas/FasL (SCAFFIDI et al., 1999).

Os estudos sobre AICD constituem un importante modelo para a obten¢ao
de informagdes sobre a regulagdo da resposta imune celular e prote¢do (memoria

imunologica) induzida por imunogenos.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1- Animais utilizados no experimento

Foram selecionados quatro bovinos adultos Bos taurus taurus, sexo
masculino, com 24 meses de idade, da raca Jersey, com sorologia negativa para
Babesia bovis e parasitologicamente negativos. Estes animais foram mantidos em
isolamento a prova de artropodes desde o primeiro més de idade, pelo
Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios/Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria/Departamento de Veterindria (LBCH/BIOAGRO/DVT)
da Universidade Federal de Vigosa — Minas Gerais.

Os bovinos receberam ragdo balanceada, com 20% de proteina e
quantidade definida de volumoso, oferecida & 7:00 e & 15:00 horas, e agua ad

libitum.

4.2 — Esquema de inoculacio

Dos quatro animais selecionados, trés (bovinos 1, 2 e 3) foram

utilizados para inoculagdo experimental com amostra atenuada de B. bovis (Bbo
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UFV-1) 26° passagem (grupo vacinal) e o quarto animal (bovino 4) foi utilizado
como controle negativo.

Cada animal do grupo vacinal foi inoculado, por via intravenosa,
com 1,0x10° parasitas atenuados. Foram feitas duas inoculacdes, sendo a primeira
no dia um e a segunda no trigésimo dia.

O animal controle negativo recebeu Iml de 4gua milliQ por via
intravenosa, seguindo o mesmo cronograma de inoculacdo do grupo vacinal.

Exames clinicos dos animais para observar possiveis sinais de
manifestacdo da babesiose eram realizados diariamente, durante os 45 dias do

experimento.

4.3 — Coleta dos linfonodos

Com a finalidade de avaliar a resposta imune in vivo dos animais
realizaramrse  biopsias de linfonodos superficiais (pré-escapular esquerdo e
direito).

As coletas dos linfonodos foram realizadas aos 3, 6, 9 e 12 dias pds-
inoculacdo e nos dias 3 e 6 apds re-inoculagdo de acordo com quadro 1. Para a
realizacdo da bidpsia, os animais foram previamente tricotomizados e mantidos
em jejum durante 12 horas antes das cirurgias. A sedagdo foi feita com xilazina
(Rompum[]) e anestesia local com 10ml de lidocaina. Apods a retirada total do
linfonodo e sutura da pele foi feito uso de solugdo de pentabidtico (Penfort[]), por

via intramuscular.
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Quadro 1 — Cronograma de coleta de linfonodos pré-escapulares em bovinos.

Data Linfonodo Bovino
3 Pré-escapular esquerdo 1
6 Pré-escapular esquerdo 2
9 Pré-escapular esquerdo 3
12 Pré-escapular direito e esquerdo * 1 e4*
33 Pré-escapular direito 2
36 Pré-escapular direito 3

* Bovino 4 — controle negativo

4.4 — Histopatologia dos linfonodos bovinos

Os fragmentos de linfonodos foram fixados, durante 48 horas, em
formol tamponado pH 7,2. Apos fixacdo, os fragmentos foram desidratados em
solucdes alcoolicas crescentes (70%, 80%, 90% e 100% I e II), permanecendo
durante 24 horas em cada solu¢do alcodlica. Posteriormente, os fragmentos foram
diafanizados em xilol e incluidos em parafina (PROPHET et al., 1992).

Realizaramr-se cortes histologicos seriados de Sum de espessura em
micrétomo de rotagio SPENCER — American Optical Company, os quais foram
corados segundo as técnicas de Hematoxilina-Eosina e Verde Metil-Pironina .

As laminas foram analisadas com auxilio de microscopio Optico

binocular ECLIPSE E600'.

' Microscopio Optico — Eclipse E600 — Nikkon — Japan
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4.5 — Pesquisa de antigenos de Babesia bovis em linfonodos bovinos através

da técnica de Peroxidase-anti-Peroxidase — PAP (PROPHET et al. 1992)

Os cortes histologicos foram desparafinados em xilol, duas
passagens de 30 minutos cada, sendo hidratados em solugdes alcoolicas
decrescentes (100% 1 e II, 90%, 80% e 70%) trocando-se de solucdo a cada 5
minutos. A peroxidase enddgena foi bloqueada com peroxido de hidrogénio
metanodlico 3% durante 30 minutos a temperatura ambiente. Apds lavagem em
PBS pH 7,4 (1,48g de fosfato de sddio dibasico anidro, 0,43g de fosfato de sodio
monobasico anidro, 7,2g de cloreto de sodio e agua deionizada g.s.p. 1000ml), foi
feita a digestio enzimatica dos cortes utilizando-se tripsina 1mg/ml em PBS pH
7,4 durante 15 minutos a 37°C.

Os cortes foram lavados duas vezes, durante 5 minutos cada, com
PBS pH 7.4. Em seguida, cobriram-se os cortes com soro normal de cabra diluido
1:10 em PBS pH 7,4 e incubaram-se em camara umida durante 45 minutos a
temperatura ambiente. Apds a incubagdo, enxugowrse o excesso de soro e sem
deixar secar os cortes colocowse anticorpo primario especifico (IgG de coelho
antrBabesia bovis), produzido pelo LBCH, diluido 1:20 em PBS pH 7,4; os
cortes foram incubados durante 18 horas em camara tumida a 4°C. Posteriormente,
os cortes foram lavados trés vezes com PBS pH 7,4 durante cinco minutos cada e
em seguida cobertos com o anticorpo secundario (IgG de cabra anti-IgG de
coelho), produzidos pelo LBCH, diluido 1:10 em PBS 7.4. Apos 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 (SIGMAQ), diluido 1:200 de acordo com especificagdo do
fabricante, e imediatamente incubados em camara Umida, durante 45 minutos a
37°C. Lavaramse os cortes novamente em PBS pH 7.4 durante 10 minutos e
imediatamente foram colocados em  solugdo reveladora recém preparada [25mg

de diaminobenzidina (DAB), 200ul de H,O, 30 volumes em 100ml de PBS pH

28



74] durante 5 minutos. Finalmente, lavaram-se os cortes durante 5 minutos em
PBS pH 7.4 e contra corowse com Hematoxilina de Harris 1:10 em PBS pH 7.4
durante 20 segundos, sendo em seguida desidratados em 4&lcool, diafanizados em

xilol e montados com Entellan entre 1amina e laminula.

4.6 — Hibridizacdo in situ para deteccdo de apoptose pela técnica de TUNEL

em linfonodos bovinos

Para deteccdo de apoptose nos cortes histoldgicos de linfonodos
bovinos empregowse kit de Deteccdo de Morte Celular in situ, POD (Boehringer
Mannheim[J]) que utiliza a técnica de TUNEL (7dT-mediated dUTP nick and
labeling).

Apds desparafinizagdo e hidratagdo dos cortes, de acordo com
protocolo descrito no item 4.5 as laminas foram transferidas para PBS pH 74
onde permaneceram por 5 minutos. Em seguida, incubaram-se os cortes durante
20 minutos a 37°C com proteinase K (20ug/ml em Tris/HCl 10mM, pH 74),
posteriormente foram lavados duas vezes com PBS pH 7,4 durante 5 minutos
cada e fezse o bloqueio da peroxidase endogena com perdxido de hidrogénio
metanolico 0,3% durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Os cortes foram novamente lavados e as células permeabilizadas
com 0,1% de Triton X-100 em citrato de sodio 0,1% durante dois minutos; as
laminas sendo colocadas sobre gelo. Em seguida, lavaram-se duas vezes com
PBS pH 7.4 durante cinco minutos cada. Os cortes foram enxugados levemente e
cobertos com 50ul da mistura TUNEL (Sul da enzima terminal
desoxirribonucleotidil ~ transferase e 45ul de nucleotideos marcados com
fluoresceina), cobriu-se com laminula para propiciar uma reagdo homogénea e
evitar evaporagdo. Apos incubacdo durante 60 minutos em camara Umida a 37°C,
os cortes foram lavados trés vezes com PBS pH 7,4 durante 5 minutos cada

lavagem e adicionowse 50ul de Converter-POD (anticorpo anti-fluoresceina
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conjugado com peroxidase) sobre cada corte, que foram imediatamente cobertos
com laminula. Incubouse em camara umida a 37°C durante 30 minutos e
repetiram-se as lavagens.

A revelagdo foi feita com solucdo de DAB (20mg de DAB em 20ml
de Tris 0,IM pH 7,4 e 20ul de H,0, 30 volumes), durante 10 minutos a
temperatura ambiente, em seguida sendo lavados 3 vezes com PBS pH 74
durante 5 minutos cada e contracorados com Hematoxilina de Harris 1:10 durante
30 segundos. Os cortes foram desidratados em d&lcool, diafanizados em xilol e

montados com Entellan[] entre lamina e laminula.

4.7 — Coleta de sangue para obtencao de soro

Coletowse sangue dos animais para obtengdo de soro, de acordo
com o seguinte cronograma: um dia anterior a inoculagdo (dia zero), ao 12°, 25°,
30°, 37° e 45° dia ap6s a primeira inoculagdo. A coleta realizada no trigésimo dia
se deu antes da re-inoculagao da amostra atenuada de B. bovis.

O sangue foi coletado através da puncdo jugular em frascos
coletores de S5ml (Venoject(]), sem anticoagulante e foi mantido em repouso
durante toda a noite a temperatura ambiente. Na manhd seguinte retirou-se o
coagulo e centrifugaramrse as amostras a 300g durante 5 minutos. O soro obtido
de cada amostra foi, entdo, recolhido com pipeta de Pasteur e aligiiotado em tubos

tipo Eppendorf e armazenados a—20°C.

4.7.1 — Teste de ELISA para pesquisa de anticorpos anti-
Babesia bovis

Realizowse teste imunoenzimatico-ELISA, seguindo-se protocolo

de rotina do LBCH, para pesquisa de anticorpos anti-Babesia bovis no soro de
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animais coletado no dia zero, 12 dias pos-inoculagdo e sete dias pos-reinoculacao.
Os testes foram feitos em triplicatas.

As placas de ELISA Hemobag[]? foram sensibilizadas a 4°C
durante 18 horas com antigeno de B. bovis (Sug/well) produzido pelo LBCH e
diluido em Tampao Carbonato pH 9,6 (0,159g de Na,CO5; 0,293g de NaHCO; e
agua destilada qg.s.p. 100ml). Apds o periodo de sensibilizacdo, as placas foram
lavadas duas vezes com Tampdo de Lavagem (9,0g de cloreto de sodio; 500ul de
Tween 20 e 4gua destilada q.s.p. 1000ml), e procedeu-se a um bloqueio com
solucdo de caseina 2% em PBS pH 7,6 (8,5g de NaCl; 1,282 de Na,HPO,; 0,16¢g
de NaH,PO,2H,0 e agua destilada q.s.p. 1000ml) durante 60 minutos a
temperatura ambiente. Repetiram-se as lavagens e adicionaram-se os soros dos
animais do experimento diluidos 1:100 em Tampao de Incubagdo (100ml de
PBS pH 7,6; caseina 0,25% e Tween 20 0,05%). Apds incubagdo de 2 horas a
temperatura ambiente as placas foram lavadas 6 vezes com Tampao de Lavagem
e, em seguida adicionowse o anticorpo secundario conjugado com peroxidase
(IgG de coelho anti-lgG bovina - peroxidase) diluido 1:20000 (SIGMA) em
Tampao de Incubacdo. As placas foram mantidas a temperatura ambiente por um
periodo de 2 horas.

Realizaramrse mais 6 lavagens das placas com Tampao de
Lavagem. Para a revelacdo do teste, adicionowse o substrato, composto de uma
solucdo contendo 4mg de OPD (6 - fenildiammobenzeno), 2,5ul de H,0, e 20ml
de Tampao de Substrato pH 5,0 (7,19g de Na,HPO,; 5,19g de acido citrico e agua

destilada q.s.p. 1000ml) e incubowse na auséncia de luz durante 20 minutos. A

? Placas de ELISA de 96 wells — Hemobag Produtos Cirtrgicos Ltda. - SP
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reagdo for interrompida com 30ul de 4cido sulfurico 1:20 e, em seguida a placa
foi lida em leitor de microplacas a um comprimento de onda de 492nm (Titertek

Multiskan[] PLUS).

4.7.2 — Teste de ELISA para deteccao de IgG1 e IgG2 bovina

A cinética da producdo de IgGl e IgG2 em bovinos inoculados com
amostra atenuada e no animal controle negativo foi avaliada através de teste de
ELISA desenvolvido pela BETHYL Laboratories[], de acordo com metodologia
recomendada pelo fabricante. Os testes foram realizados em ftriplicatas, sempre
utilizando-se soros do bovino negativo e do grupo vacinal, para cada data de
coleta.

As placas de ELISA MaxSorp Nunc[]® foram sensibilizadas com
anticorpo de cobertura de ovelha anti-IgG1l ou anti-IgG2 bovina diluido 1:100 em
Tampao de Cobertura pH 9,6 (0,53g de Na,CO, e H,O destilada g.s.p. 100ml), o
tempo de adsorsdo foi de 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida as placas
foram lavadas duas vezes com Tampao de Lavagem (6,055g de Tris; 8,18g de
NaCl; 500ul de Tween 20 e H,O destilada q.s.p. 1000ml) e bloqueadas com
solucdo de bloqueio (idem ao Tampao de Lavagem) durante 30 minutos a
temperatura ambiente. As placas foram novamente lavadas e os soros dos animais
do experimento foram adicionados diluidos 1:40000 em Tampao de Diluicao
(idem ao Tampao de Lavagem) e incubados durante 1 hora em temperatura
ambiente.

Realizaram-se mais duas lavagens e, em seguida, adicionowse o

conjugado (ovelha anti-IgG1 ou IgG2 bovina conjugado com peroxidase) diluido

* Placas de ELISA de 96 wells Nunclon MaxiSorp - USA
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em Tampao de Diluicao 1:50000 e 1:75000, respectivamente. Apds incubacdo de
60 minutos a temperatura ambiente, as placas foram lavadas mais trés vezes e
mncubadas por um periodo de 30 minutos na auséncia de luz com Solugao
Reveladora contendo 4mg de O.P.D (6-fenildiaminobenzeno), 2,4ul de H,0, e
20ml de Tampao de Substrato pH 5,0. Finalmente, a rea¢do foi bloqueada com
30ul de H,SO, 3M e as placas foram lidas em leitor de microplacas a um

comprimento de onda de 492nm (Titertek Multiskan[] PLUS).

4.8 — Isolamento de células mononucleares de sangue periférico

Coletouwse sangue assepticamente em frascos coletores de Sml com
vacuo e solugdo de anticoagulante (EDTA) através de puncdo jugular, totalizando
20ml/bovino. A coleta de sangue obedeceu ao seguinte cronograma: dia zero, 3°,
6°, 9° e 12° dia pdésinoculagdo e aos 3°, 6° € 9° dia posreinoculagao.

Imediatamente apds a coleta, o material foi mantido em gelo até¢ o
momento do isolamento das células. Adotowse o método de separagdo por
gradiente de densidade celular utilizando-se Ficoll-Paque (BROWN et al, 1991).
Verteram-se cuidadosamente e em condi¢gdes de esterelidade Sml de sangue sobre
3ml de Ficoll-Paque em tubos de centrifuga de 15ml estéreis. O material foi
centrifugado a 300g por um periodo de 30 minutos a 4°C.

Retirowse cuidadosamente a interface esbranquicada contendo
células mononucleares periféricas, sendo em sua grande maioria linfocitos, e
transferiu-se  para novos tubos de centrifuga de 15ml contendo Solugao
Balanceada de Sais de Hank — HBSS pH 7.2 (0,4g de KCI; 0,06g de KH,PO,;
8,0g de NaCl; 0,35g de NaHCO;; 0,048g de Na,HPO,; 1,0g de D-glucose; 0,01g
de vermelho de fenol e 4gua milliQ g.sp. 1000ml) suficiente para um volume
final equivalente a 10ml. As células foram lavadas 3 vezes por centrifugacdo com
HBSS pH 7,2 a 300g durante 5 minutos cada a 4°C, sendo o sobrenadante

descartado apds cada lavagem. Ressuspendeu-se o pellet celular em 1ml de HBSS
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pH 7.2 e 3ml de Acetato Tris-Amonia (ACK) pH 7,2 (0,75g de NH,CL; 0,23g de
Tris e 4gua MilliQ gs.p. 100ml) com a finalidade de hemolisar as hemacias
restantes, centrifugouse a 300g durante 5 minutos a 4°C.

Apods descarte do sobrenadante as cé€lulas foram lavadas novamente
3 vezes por um periodo de 10 minutos cada com HBSS e o pellet celular
ressuspendido em meio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM
- SIGMA) suplementado com D-glucose (4,0g/1), acido folico (6mg/l), L-arginina
(116mg/l), L-asparagina (36mg/1), HEPES (2,38g/1), NaHCO; (2,0g/1), solugdo
antibidtica e antimicotica 100X SIGMA[ (10ml/1). Antes do uso o meio de
cultivo foi acrescido com 10% de Soro Fetal Bovino, L-glutamina 2mM e 2-

mercaptoetanol (50uM).

4.9 — Desenho dos peptideos sintéticos

Os peptideos utilizados no experimento, baseados na estrutura da
proteina RAP-1, foram sintetizados de acordo com técnica descrita por Merrifield
em 1963. A escolha desses peptideos dentro da estrutura integra da proteina foi
feita a partir de estudos preliminares realizados no LBCH utilizando-se de
peptideos sintéticos para identificagdo de epitopos indutores de linfécitos T e B
através da estimulacdo ex vivo de c€lulas mononucleares de sangue periférico
(PATARROYO, et al. 1999). A partir desses resultados fez-se a hibridizacdo de
dois peptideos sintéticos, 0 5081 e o 5084, que deram origem ao peptideo 23290.

A construgdo dos peptideos sintéticos foi baseada em estudos
computacionais de sitios imunogénicos da proteina RAP-1, de acordo com suas
propriedades antigénicas (HOOP ¢ WOODS, 1981); potencialidade de alfa e beta
hélice e Beta Sheet (CHOU ¢ FASMAN, 1978); hidrofobicidade e hidrofilicidade
(KYTE e DOOLITTLE, 1982). As trés seqliéncias aminoacidicas foram
desenhadas no LBCH/BIOAGRO/DVT da Universidade Federal de Vigosa ¢
sintetizadas no “Instituto de Inmunologia del Hospital San Juan de Dios” em
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Bogota, Colombia. A metodologia adotada foi a Good Manufacture Proceeding

(GMP).

4.10 — Estimulacio ex vivo de células mononucleares periféricas com

peptideos sintéticos

As células sangiiineas mononucleares periféricas foram estimuladas
ex vivo com os peptideos sintéticos 5081, 5084 e 23290 para avaliagdo da
capacidade imunogénica dos mesmos através da producdo e secregdo de IFN-y,
TNF-a e IL-12.

Com a finalidade de promover a adaptacdo & condigdes de cultivo
ex vivo as células foram mantidas em estufa com 5% de CO, a 37°C por um
periodo de 18 horas precendentes ao estimulo. Apos este periodo as células foram
lavadas, contadas e semeadas em placas de cultivo celular de 24 wells
NUNCLON™ a uma densidade de 2,0 x 10° células em 2,0ml de meio de cultivo
DMEM completo. O estimulo foi feito em duplicatas, sendo que, as células
provenientes de cada coleta sangiliinea foram estimuladas com os peptideos
smtéticos 5081, 5084 e 23290 (2pg/ml). Foram feitos controles celulares
negativos e positivos, sendo que, o controle negativo ndo recebeu nenhum
estimulo € o controle positivo foi estimulado com 12,5ug/ml de Concanavalina A
(SIGMA).

O sobrenadante de cultivo celular foi recolhido ao 3° e ao 5° dia
apés a estimulagdo ex vivo com os peptideos sintéticos, aliquotados em tubos do

tipo Eppendorf e armazenados a —70°C até o momento do uso.
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4.11 — Dosagem de IFN-y, TNF-a e IL-12 a partir de sobrenadante de cultivo
de PBMC através do teste de ELISA

Através de  metodologia  adotada no  Laboratério  de
Imunoparasitologia do ICEB da Universidade Federal de Ouro Preto, dosaram-se
os niveis de citocinas produzidas e secretadas em sobrenadante de cultivo de
PBMC através de teste de ELISA (AFONSO e SCOTT, 1993). Todos os
anticorpos monoclonais e reagentes utilizados no teste foram gentilmente cedidos
pelo Laboratorio de Imunoparasitologia — UFOP.

As placas de ELISA Falcon] foram sensibilizadas durante 18 horas
a 4°C com os anticorpos monoclonais de captura B133.1 (Sug/ml), B154.9.2
(50pg/ml) e CI1.79 (10pg/ml), especificos para IFN-y, TNF-a e IL-12 (p40)
humanas respectivamente, diluidos em Tampdo de Cobertura pH 9,6 (1,7g de
NaCOs; 2,86g de NaHCO; e agua milliQ g.s.p. 1000ml acrescida de azida sodica
4mM). Apds sensibilizacdo fezse o bloqueio com PBS acrescido de soro fetal
bovino 5% durante 30 minutos a 37°C. Lavaramrse as placas cinco vezes com
Solucdo de Lavagem (salina e Tween 0,05%) adicionaram-se os sobrenadantes
integros, sendo em seguida incubados a 37°C durante 2 horas.

Ap6s nova lavagem adicionaram-se os anticorpos biotinilados
B133-5 (1:1500), B154.7.1 (1:2000) e C8.6.2 (1:2000), especificos para IFN-y,
TNF-a e IL-12 humanos, respectivamente. Transcorrida 1 hora de incubacdo a
37°C, as placas foram novamente lavadas para posterior adicdo de
estreptoavidina-peroxidase (Zymed Laboratories) diluida 1:3000 e incubadas por
um periodo de 60 minutos a 37°C.

Finalmente, as placas foram lavadas dez vezes e incubadas com
Smg de 2,2’-Azno-bis(3-etilbentiazoline-6-4cido  sulfonico) [(ABTS) SIGMA]
em 10ml de Tampdo Fosfato Citrato pH 4,0 acrescido de Sul de H,O, 30%.
Utilizowse Sulfato de Sodio Lauril 1% (SDS) para bloquear a reagdo. As placas
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foram lidas a 405nm em leitor de microplacas (BIO-RAD*) e os dados
quantificados pelo programa Microplate Manager BIO-RAD. Os limites
inferiores de deteccdo de IFN-y, TNF-a e IL-12 foram 19,5pg/ml, 1,5pg/ml e
19,5pg/ml, respectivamente.

Para a dosagem das citocinas foram utilizadas, como padrdes,
moléculas recombinantes obtidas da R & D Systems Inc., Minneapolis, MN,

USA.

4.12 — Analise estatistica

Para comparagdo da homogeneidade das matrizes de varidncia/co-
varidncia, um dos pressupostos para a analise aqui referida, utilizowse o teste
ndo-paramétrico de Sen e Puri. Visto que, o teste anterior foi ndo-
significativo para todas as variaveis testadas aplicouwse o método de Analise de
Medidas Repetidas dada as condi¢des de padronizagdo do presente experimento.

Tal método permitiu testar o efeito da data de coleta de sangue, do
tempo de coleta do sobrenadante, assim como, do tratamento aplicado ex vivo em
PBMCs sobre a produgdo de citocinas, sendo que o resultado foi aceito como
extremamente significativo a um nivel de significincia de p<0,05. E para dar
consisténcia ao experimento aplicowse o Teste de Tukey para comparagao de
médias e o resultado foi aceito como estatisticamente significativo a um nivel de
significancia de p<0,05. Os dados experimentais foram analisados no programa

Statistica versao 5.0.

* Leitor de microplacas BIO-RAD — mod. 450
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5 _RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Avaliacgao sorologica para pesquisa de anticorpos anti-Babesia bovis

Os resultados obtidos nos testes de ELISA para pesquisa de
anticorpos anti-B. bovis encontram-se expostos no Quadro 2. Como pode ser
observado, a técnica de ELISA empregada no experimento foi eficaz em
identificar os anticorpos especificos contra B. bovis.

Segundo os dados de absorvancia Optica, os animais apresentaram-
se sorologicamente negativos para B. bovis no periodo da pré-inoculagio da
amostra atenuada, assim como, aos doze dias apds a primeira inoculagdo. Altos
niveis de anticorpos antigeno-especificos foram detectados aos sete dias apds a
segunda exposicdo ao antigeno, caracterizando os bovinos sorologicamente
positivos a B. bovis, com exce¢do do bovino utilizado como controle negativo (4).
O soro controle negativo utilizado no teste de ELISA pertence a animal negativo
de referéncia utilizado no LBCH. Resultados similares foram obtidos em estudos
de avaliagio da resposta imune induzida contra antigenos de A. marginale
realizados por BROWN et al. (1998b).

GOFF et al. (1998), pesquisando anticorpos em soro de animais
estimulados com amostra virulenta de B. bovis reportaram reatividade positiva ja

a partir do 6° dia pds-inoculagdo. O aumento dos titulos de anticorpos antigeno-
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Quadro 2 - Médias da absorvancia optica (492nm) em teste de ELISA. Deteccao
de anticorpos anti-Babesia bovis em soro de bovinos inoculados com
amostra  atenuada. Os numeros representam as médias das
absorvancias e os desvios padrdes das amostras de soro coletadas no
dia 0, 12 e 37 apds a primeira inoculacdo, sendo que, cada amostra foi
avaliada em triplicata. Os bovinos foram inoculados no dia 0 e no dia
30. O ponto de corte do soro controle negativo ¢ 0,763 (D.P. = 0,003).

Amostras Bovino 1 Bovino 2 Bovino 3 Bovino 4

Pré-inoculacao

Média ABS 0,701 0,626 0,620 0,670
Desvio Padrao 0,042 0,028 0,016 0,043
Coleta 12° dia

Média ABS 0,636 0,605 0,578 0,684
Desvio Padrao 0,005 0,001 0,011 0,009
Coleta 37° dia

Média ABS 1,567 1,675 0,912 0,674
Desvio Padrao 0,009 0,021 0,028 0,009
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especificos mais precoces mediante estimulagdo com amostra virulenta pode
ser explicado pela maior agressividade, visto que, amostras virulentas induzem
uma resposta imune mais intensa quando comparadas & amostras atenuadas.
Além disto, os mecanismos de atenuacdo acarretam uma diminuigdo desejada da
antigenicidade da amostra o que leva a estimulacdo menos intensa do sistema
imune do hospedeiro (ABBAS et al., 2000).

Além de se tratar de uma amostra atenuada, o fato de que aos doze
dias apds a primeira exposicdo ao antigeno o0s animais apresentavam-se
sorologicamente negativos, provavelmente também estd associado a uma resposta
imune do tipo primaria, caracteristicamente mais lenta e menos intensa, com uma
baixa ou indetectdvel producdo de imunoglobulinas da classe G pelos linfécitos B
reativos a B. bovis. Ao contrario, a resposta imune secundaria ¢ mais rapida,
duradoura e caracterizada pela producdo de altos niveis de anticorpos antigeno-
especificos (TIZARD, 2000), como pode ser observada com a elevagdo dos

titulos de anticorpos apds a segunda inoculagao.

5.2 — Cinética de secrecao de IgG1 e IgG2 em soro de bovinos inoculados

com amostra atenuada de B. bovis

Os testes de ELISA realizados seguindo-se protocolo recomendado
pelo fabricante (BETHYL Laboratories) permitiram o acompanhamento da
ciné¢tica de producdo de IgGl e IgG2 em soro de bovinos inoculados com amostra
atenuada de B. bovis, assim como, do animal controle negativo de acordo com os
resultados expostos nas Figuras 1a, b.

O estudo da cinética da produgdo de IgGl e IgG2 constitui-se em
uma valiosa ferramenta para avaliagdo da resposta imune protetora contra a B.
bovis, visto que, estas imunoglobulinas sdo importantes no controle da infeccdo
devido a sua capacidade opsonizante, além de proteger o animal por longos

periodos apds o contato com o parasita (BROWN e PALMER, 1999).
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Figura 1 — Cinética de producdo de IgGl e IgG2 em bovinos imunizados com
amostra atenuada de Babesia bovis e no bovino controle negativo. A.

Dosagem de IgGl bovina. B. Dosagem de IgG2 bovina. As barras
verticais indicam os desvios padroes.
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Neste estudo os niveis de IgGl apresentam-se aumentados no soro
do bovino 1 apés a primeira inoculagdo, enquanto que, no animal 3 os niveis de
IgG1 permaneceram estaveis at¢ o 25° dia apds a primeira exposicdo ao antigeno,
tendo aumentado a partir do 30° dia. O soro do bovino 2 apresentou ligeira queda
no nivel de IgGl na primeira coleta pds-vacinal, aumentando ao 25° dia,
declinando até o 37° dia e voltando a aumentar 15 dias apds a re-inoculagdo.
Curiosamente o animal controle (4) teve a producdo de IgGl aumentada durante o
experimento, podendo representar uma resposta inespecifica, visto que, este
animal apresentowrse sorologicamente negativo a B. bovis durante todo o
experimento. A partir da quarta semana observouse uma maior uniformidade
entre os niveis de IgGl presente no soro. Os niveis de IgGl permaneceram
elevados até a tltima data de coleta de soro do experimento (Figura 1a).

Ainda que ndo tenha sido objetivo deste trabalho tragar o perfil das
citocinas presentes no soro dos animais, as altas concentragdes de IgGl, podem
estar relacionadas com a produgdo de niveis de IL-4, suficientes para estimular a
elevacdo da produgdo desta imunoglobulina, principalmente pelos animais 1 e 4.
Segundo BROWN et al. (1999), discuntindo o papel das citocinas na infecgdo
por hematozodrios, afirmam que a IL-4 induz o aumento da producao de IgGl
pelas células B reativas.

Como pode ser observado na Figura 1b, os maiores niveis de IgG2 foram
produzidos pelos animais 2 e 3 apds a primeira inoculagdo. O aumento da
producdo de IgG2 apods 12 dias da primeira inoculagdo foi superior a secrecao de
IgG1 nos bovinos 2 e 3, embora as concentragoes absolutas de IgG2 nos animais
2 (0 — 39mg/ml) e 3 (2,3 — 4,8mg/ml) sejam menores do que IgGl (114 —
9,3mg/ml) e (9,9 — 9,6mg/ml). A producao de IgG2 pelo bovino 3 atingiu o pico
de reatividade (6,45mg/ml) no 30° dia poésvacinal, declinando nas coletas
subsequentes. O soro do animal 1 apresentou os menores niveis de IgG2, sendo
detectada apenas no 45° dia posinoculagdo, contrariamente aos altos niveis

detectados de IgGl. Ja o soro do bovino 4 apresentou uma elevagdo nos niveis de
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IgG2 a partir do 25° dia pds-vacinal tendo um pico de reatividade no 45° dia de
coleta, quando os niveis detectados de IgG1 neste animal declinavam.

BROWN e PALMER (1999), quando postulam os mecanismos de
prote¢do contra B. bovis, afirmam que o IFN-y atua estimulando a produgido de
IgG2. O rapido aumento nas concentracoes de IgG2 e os niveis mais baixos de
IgG1 detectados nos animais 2 € 3 sugerem uma maior producdo de IFN-y in vivo
quando comparados ao animal 1. Esses mesmos autores demostraram através de
estudos in vitro, que linfocitos T CD4+ antigeno-especificos sdo essenciais na
indu¢do da producdo de IgGl e IgG2 por linfocitos B. Desta forma, os niveis
aumentados tanto de IgGl quanto de IgG2 no presente experimento, indicam que
houve ativagdo e selecdo clonal de células T CD4+ especificas contra antigenos
de B. bovis, as quais mediaram a producdo e secre¢do de imunoglobulinas por
células B.

No presente estudo os resultados de IgGl e IgG2 foram
interpretados  considerando-se cada animal individualmente, no sentido, de se
avaliar a cinética de producdo e secrecdo de IgGl e IgG2 para cada bovino
utilizado. Embora os bovinos sejam puros € de uma mesma raca, ndo se tratam de
animais 1isogénicos € as respostas verificadas ndo foram uniformes, havendo
variagdo de um animal para o outro. Esta variagdo na resposta pode ser explicada
provavelmente, pela caracteristica polimorfica dos genes que codificam as
moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC). O MHC ¢
fundamental na apresentacdo de antigenos por parte de células apresentadoras de
antigeno (APC), na comunica¢do bioquimica entre as células do sistema imune e
para o reconhecimento de antigenos proprios € nao-proprios (KLEIN et al., 1993;
HUGHES e YAGER, 1998). Embora pouco estudado em bovinos, o
entendimento da apresentagdo das porcdes peptidicas pelo MHC ¢ de
fundamental importdncia na montagem da resposta imune, visto que, exerce

influéncia direta na apresentagao de epitopos as células T CD4+.
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5.3 - Avaliacio da producio de IFN-y, TNF-a e IL-12 por células

mononucleares sangiiineas periféricas apos estimulo ex vivo

Os sobrenadantes de cultura de PBMCs coletados apds trés e cinco
dias de estimulo ex vivo com os peptideos sintéticos e com a Concanavalina A,
foram quantificados pela técnica previamente descrita.

A escolha da técnica para quantificacdo de citocinas secretadas em
sobrenadante de cultivo se deu principalmente, pela boa sensibilidade e
especificidade dessa técnica, aliada ao baixo custo e a praticidade. Devido a
caréncia de reagentes especificos para bovinos se fez necessaria a busca por
metodologias alternativas, sendo adotado no presente experimento o uso de
anticorpos especificos para citocinas humanas.

As similaridades entre o perfil das respostas imunes do tipo Thl e
Th2 entre humanos e bovinos vém corroborar na aplicagdo em bovinos de
técnicas destinadas a modelos humanos (BROWN e al, 1998a). Neste
experimento, a aplicacdo de técnicas destinadas a modelos murinos foi descartada
devido & discrepancias nos mecanismos de regulacdo da resposta imune do tipo
Thl e Th2 entre murinos e bovinos. A IL-4 em camundongos, por exemplo,
caracteriza uma resposta do tipo Th2 e inibe a producdo de citocinas do tipo Thl
(MOSMANN et al, 1986; FIORENTINO et al, 1989), enquanto que, em
humanos e bovinos o efeito inibidor da IL-4 sobre citocinas Thl ainda ¢
controvertido, além desta citocina ser produzida por clones celulares bovinos dos
tipos ThO, Th1 e Th2 (BROWN et al., 1999).

Sabe-se ainda que algumas citocinas bovinas apresentam alta
identidade de aminoéacidos com homologos humanos, como ¢ o caso da IL-12,
cujas subunidades p35 e p40 possuem 82 e 84% de homologia, respectivamente,
enquanto que entre camundongos e bovinos a taxa de identidade ¢ de 59 e 68%
(COLLINS et al., 1999). Embora ainda nao se tenha identificado a seqiiéncia de

aminoacidos de ligagdo da IL-12 com o seu receptor, foram identificados cinco



residuos de aminoéacidos localizados na subunidade p35, os quais acredita-se
estarem relacionados com a especificidade da IL-12 (ZOU et al., 1995). Destes
cinco residuos de aminoacidos, quatro s3o idénticos entre humanos e bovinos,
enquanto que entre bovinos e camundongos existe identidade em apenas um
residuo amnoacidico (COLLINS et al., 1999).

Os resultados obtidos neste experimento demonstram que a técnica
de ELISA empregada foi eficaz em dosar as citocinas bovinas por meio de
anticorpos especificos anti-citocinas humanas. Estes dados vém corroborar com
estudos previamente realizados pelo LBCH/UFV e pelo Laboratorio de
Imunoparasitologia/UFOP para testar o reconhecimento de IFN-y bovino sérico
(1700pg/ml) por anticorpos com especificidade humana.

Em alguns trabalhos realizados em bovinos para acompanhamento
da resposta imune induzida por antigenos de outros hemoparasitas, tais como: A.
marginale € B. bigemina, também se observou falta de uniformidade na produgio
e secrecdo de citocinas entre os animais experimentais € clones celulares (GALE
etal., 1996; BROWN et al., 1998b; BROWN, et al., 1999).

A producdo das citocinas analisadas ndo apresentou um padrao
uniforme entre os animais estudados. Este fato possivelmente esta relacionado ao
polimorfismo genético das moléculas do MHC, o que leva a ativagdo de clones
diversificados de linfocitos T CD4+ conferindo um perfil de produgdo de
citocinas variavel (ABBAS et al., 2000).

O estudo da cinética de produgdo e secre¢do do IFN-y, TNF-a e IL-
12, mediante estimulagio ex vivo com os peptideos sintéticos 5081, 5084 e
23290, revelou niveis mais elevados destas citocinas em PBMCs coletados nos
primeiros nove dias pos-inoculagio da amostra atenuada de B. bovis,
normalmente, declinando apds a re-inoculacdo. No caso da primo-mfeccdo por B.
bovis sabe-se que os  mecanismos de controle e de protecio imunoldgica
envolvem tanto a resposta inata quanto a adaptativa (BROWN e PALMER,

1999). Os nossos achados vém reforcar a hipdtese de que citocinas pro-
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inflamatdrias, assim como, ajuelas envolvidas na resposta imune adaptativa do
tipo Thl contra hemoparasitas intracelulares obrigatérios sdo importantes no
controle da infeccdo em um estagio mais precoce (TAYLOR-ROBINSON, 1995).

O declinio nos niveis de IFN-y, TNF-a e IL-12 observado 12 dias
ap6és a primeira exposicado ao antigeno pode estar relacionado a um aumento na
producdo de citocinas que caracterizam a resposta Th2, do tipo humoral, como
por exemplo, a IL-4, IL-5 e IL-10. Entretanto, o papel das citocinas do tipo Th2
ndo estd bem definido em bovinos, sabe-se que alguns clones de linfécitos do tipo
Thl sdo inibidos pela adicao de IL-4 ou IL-10 exdgena (BROWN et al., 1998b;
COLLINS et al., 1999).

As citocinas produzidas pelas células T CD4+ sdo necessdrias tanto
para a diferenciacdo de linfocitos B que venham produzir imunoglobulinas de alta
afinidade, assim como, para a ativacdo de macrofagos (BROWN e PALMER,
1999). Através da producdo de IFN-y, células T CD4+ ativam macrofagos, que
por sua vez aumentam a taxa de fagocitose e a secrecdo de substancias toxicas a
B. bovis, tal como, o o0xido nitrico (COURT et al., 2001). Neste trabalho os altos
niveis de TNF-a e IFN-y detectados ex vivo, quando PBMCs foram estimuladas
com os peptideos sintéticos 5084 e 23290, possivelmente atuaram induzindo a
ativa¢ao dos macrofagos ou outras APCs.

Os animais do presente estudo foram inoculados com amostra
atenuada de B. bovis e as PBMCs re-estimuladas ex vivo com peptideos sintéticos
construidos a partir da estrutura integra da proteina RAP-1 de B. bovis, com a
finalidade de avaliar a memoria imunolégica induzida in vivo.

Nao foi possivel avaliar a produgdo de IL-12 por PBMCs
provenientes do animal 1 por insuficiéncia de sobrenadante de cultivo, neste
animal priorizouse a detec¢do de IFN-y e TNF-a. As células dos animais 2 e 4
produziram baixas quantidades de IL-12 apds trés dias de estimulo ex vivo
(Figuras 2 e 3), sendo que, PBMCs do bovino 2, apresentaram um pico de

producdo de 325pg/ml referente a coleta de nove dias pds-inoculagdo quando
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estimulado ex vivo com o peptideo sintético 5084 (Figura 3a). Entretanto, niveis
mais elevados de IL-12 foram detectados apds cinco dias de estimulo para o
bovino 2. A cinética de produgdo de IL-12 foi similar entre os peptideos 5084 e
23290, embora as concentracdes tenham sido maiores quando as c€lulas foram
estimuladas com o 23290. Houve uma queda abrupta de producdo referente a
coleta dos 12 dias e voltando a aumentar no 33° dia (Figura 3b). A avaliagdo do
sobrenadante de cultivo de células do animal 3 revelou altos niveis de IL-12,
principalmente quando estimuladas pelos peptideos 5084 e 23290 apos trés dias
de cultivo, chegando a produzir 1,3 ng/ml de IL-12 ao 9° dia pos-inoculacdo.
Observouse aumento pods-vacinal nos niveis de IL-12 para todos os tratamentos
aplicados, seguido de queda até atingir niveis ndo mais detectaveis ao 36° dia
(Figura 4a).

A produgdo e secre¢ao de IL-12 quando comparada apo6s 3 ou 5 dias
de estimulo ex vivo apresentou padrdes distintos entre os animais. As PBMCs do
bovino 4 ndo produziram niveis detectaveis de IL-12 apos cinco dias em cultura,
da mesma forma, as PBMCs do animal 3 ndo produziram niveis detectaveis de
IL-12 quando estimuladas com os peptideos sintéticos e com a ConA apods cinco
dias de estimulo, mostrando um Ttnico ponto detectavel, referente a coleta de
sangue do 6° dia pés-inoculagao e na auséncia do fator estimulante (Figura 4b).

A producdo de TNF-a pelas PBMCs provenientes dos animais
vacinados foi maior do que no bovino controle negativo, no qual detectowse
TNF-a em pontos isolados de coleta (Figura 5a, b). As maiores concentragdes de
TNF-a foram detectadas em sobrenadantes de PBMCs do bovino 2, com o pico
de producdo de 2,23ng/ml apos trés dias de estimulo com o peptideo 23290, na
coleta referente aos nove dias pos-inoculacdo. Aos 36 dias pos-inoculagdo, apos
suave declinio, as concentragdes de TNF-o atingem niveis menores do que os

basais, detectados no dia zero (Figura6a,b). Os peptideos 5081 e 23290

47



100

€ 80 T

E |

e

o 60

T

On

o

‘IE 40 ........

(]

£ T T

o

> )\ ></l\
00— I—m—I—1— — ) —

0 10 20 30 40
Data de coleta (dias)

—— Controle neg. —— ConA —@—5081 5084 —€—23290

Figura 2 — Cinética de prodwdo e secre¢ao de IL-12 por PBMCs do bovino
controle negativo apos trés dias de estimulo ex vivo. As barras verticais
indicam os desvios padrdes.
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Figura 3 — Cinética de producdo e secregdo de IL-12 por PBMCs do bovino 2. A.
Dosagem de IL-12 em sobrenadante de cultivo celular apos trés dias de
estimulo ex vivo. B. Dosagem de IL-12 em sobrenadante de cultivo

celular apos cinco dias de estimulo ex vivo. As barras verticais indicam
os desvios padroes.
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Dosagem de IL-12 em sobrenadante de cultivo celular apds trés dias de
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Figura 5 — Cinética de producdo e secrecdo de TNF-a por PBMCs do bovino
controle negativo. A. Dosagem de TNF-a em sobrenadante de cultivo
celular apos trés dias de estimulo ex vivo. B. Dosagem de TNF-a em

sobrenadante de cultivo celular apds cinco dias de estimulo ex vivo. As
barras verticais indicam os desvios padrdes.
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Figura 6 — Cinética de produgdo e secrecdo de TNF-a por PBMCs do bovino 2.
A. Dosagem de TNF-a em sobrenadante de cultivo celular apos trés

dias de estimulo ex vivo. B. Dosagem de TNF-o em sobrenadante de
cultivo celular apds cinco dias de estimulo ex vivo. As barras verticais
indicam os desvios padroes.
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induziram maiores niveis de TNF-a nesse animal aos trés dias de estimulo,
enquanto que, em sobrenadantes coletados apds cinco dias de estimulo os
melhores resultados foram obtidos com os peptideos 5084 e 23290, embora com
valores absolutos de concentragdo mais baixos quando comparado ao tempo de
estimulo de trés dias (Figura 6b).

Os maiores niveis de TNF-o entre os animais vacinados foram

detectados em sobrenadantes de cultivo coletados apds trés dias de estimulacdo ex

vivo, com exce¢do do animal 3 (Figuras 6, 7 ¢ 8). Em células de todos os animais
o peptideo 23290 se destacou induzindo as maiores concentragdes de TNF-a. Em
células do bovino 1 o perfil de TNF-a ¢ similar entre todos os tratamentos
aplicados, principalmente quando as células foram estimuladas pelos peptideos
5084 e 23290 apos trés dias de estimulo ex vivo (Figura 7a). Os niveis de TNF-a
detectados apds cinco dias de estimulagdo foram menores do que aos trés dias
(Figura 7b).

Os niveis de TNF-a, assim como, de IL-12 estimulados pela ConA
foram menores quando comparados a indugdo pelos peptideos sintéticos,
principalmente, pelo 5084 e 23290.

No animal 3 os clones estimulados reconheceram, principalmente o
peptideo 23290, o qual induziu os maiores niveis de produgdo de TNF-a, sendo
baixa ou ndo detectavel os niveis de TNF-a induzidos pelos demais estimulos
(Figura 8a,b).

Os peptideos 5084 e 23290 se destacaram na indugdo de IFN-y
produzido por PBMCs. Os graficos revelam uma maior producdo de IFN-y entre
o periodo pds-vacinal e a re-inoculagdo, com exce¢do dos resultados observados

apos 5 dias de estimulo ex vivo referentes ao bovino 3 (Figura 12b).
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O animal controle negativo ndo produziu niveis detectaveis de IFN-

y apds trés dias de estimulo, entretanto, apds cinco dias em cultivo os niveis de

IFN-y secretado aumentaram, sendo que, a cinética de produgdo foi similar entre
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Figura 7 — Cinética de producdo e secrecao de TNF-a por PBMCs do bovino 1.
A. Dosagem de TNF-a em sobrenadante de cultivo celular apos trés

dias de estimulo ex vivo. B. Dosagem de TNF-a em sobrenadante de
cultivo celular apés cinco dias de estimulo ex vivo. As barras verticais
indicam os desvios padroes.
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Cinética de produgdo e secrecao de TNF-o por PBMCs do bovino 3.
A. Dosagem de TNF-a em sobrenadante de cultivo celular apos trés

dias de estimulo ex vivo. B. Dosagem de TNF-o em sobrenadante de
cultivo celular apés cinco dias de estimulo ex vivo. As barras verticais
indicam os desvios padroes.
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os diversos tratamentos (Figura 9). As PBMCs do bovino 2 produziram niveis
mais elevados de IFN-y quando estimuladas durante cinco dias (Figura 10b),
enquanto que, os resultados obtidos apds trés dias em cultivo revelam picos de
reatividade nos seis primeiros dias pos-inoculagdo dependentes do estimulo
antigénico, de forma que o peptideo 23290 foi o que gerou uma resposta mais
duradoura, perdurando até o 12° dia pos-inoculagao (Figura 10a).

A producdo de IFN-y por PBMCs aumentou ap6s a inoculagdo dos
animais, principalmente, quando estimuladas ex vivo pelos peptideos 5084 e
23290. O perfil do IFN-y assemelha-se ao da IL-12 em alguns animais, ou seja,
aumenta nos primeiros dias apds a primeira inoculagio e diminui entre os 9 e 12
dias pos-inoculagdo. Em bovinos a IL-12 também se apresenta como um potente
indutor da producdo de IFN-y (BROWN et al., 1998a), e é possivel que exista um
feedback positivo na produgdo destas citocinas em bovinos através do
reconhecimento antigénico dos peptideos sintéticos.

Altos niveis de IFN-y produzidos pelas células do animal 1 foram
claramente estimulados pelo peptideo 23290, sendo que, os demais estimulos
induziram a producdo de baixas concentragdoes de IFN-y quando detectavel. Apos
cinco dias de estimulo ex vivo o IFN-y foi detectado apenas nos dias 3, 6 ¢ 9 de
coleta quando estimulado pelo peptideo 23290 (Figura 11a,b).

Viarios parametros podem ser analisados em testes de memoria
imunologica, sendo um deles a producdo de determinadas -citocinas envolvidas
com a prote¢do do hospedeiro (BROWN et al, 1993c; RODRIGUEZ et al.,
1996). Segundo TANCHOT e ROCHA (1998), a produgdao e secrecao de

citocinas qualifica uma célula como efetora, sendo que, a quantificacdo destas
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proteinas constitui-se em um método eficaz de estudo dos mecanismos efetores

envolvidos na resposta imune.
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Figura 9 — Cinética de producdo e secre¢cdo de IFN-y por PBMCs do bovino

controle negativo. Dosagem de IFN-y em sobrenadante de cultivo
celular apos cinco dias de estimulo ex vivo. As barras verticais indicam

os desvios padroes. Ndo foram detectados niveis de IFN-y em
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sobrenadante de PBMCs do bovino controle negativo apos trés dias de
estimulo ex vivo.
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Figura 10 — Cinética de producdo e secre¢do de IFN-y por PBMCs do bovino 2.
A. Dosagem de IFN-y em sobrenadante de cultivo celular apos trés
dias de estimulo ex vivo. B. Dosagem de IFN-y em sobrenadante de
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cultivo celular apds cinco dias de estimulo ex vivo. As barras verticais
indicam os desvios padrdes.
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Figura 11 — Cinética de producdo e secre¢do de IFN-y por PBMCs do bovino 1.
A. Dosagem de IFN-y em sobrenadante de cultivo celular apds trés
dias de estimulo ex vivo. B. Dosagem de IFN-y em sobrenadante de
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cultivo celular apds cinco dias de estimulo ex vivo. As barras
representam os desvios padroes.
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Figura 12 — Cinética de producdo e secre¢do de IFN-y por PBMCs do bovino 3.
A. Dosagem de IFN-y em sobrenadante de cultivo celular apds trés
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dias de estimulo ex vivo. B. Dosagem de IFN-y em sobrenadante de
cultivo celular ap6s cinco dias de estimulo ex vivo. As barras verticais
indicam os desvios padrdes.

A inducdo da produgdo e secre¢do de IFN-y, TNF-a e IL-12 por
PBMCs estimuladas ex vivo com os peptideos sintéticos vém demonstrar o
reconhecimento por células previamente estimuladas com amostra atenuada de B.
bovis. Sendo os peptideos 5084 e 23290 provenientes da proteina RAP-1 de B.
bovis, o reconhecimento ex vivo dos mesmos caracteriza a ativagdo da memoria
imunologica induzida pela inoculagio experimental da amostra atenuada de B.
bovis. Os niveis elevados de citocinas detectados nos animais vacinados,
confrmam a ativagdo da memoria imunolégica através da resposta imune
secundaria, quando comparados aos baixos niveis detectados no bovino controle
negativo.

O peptideo sintético 23290, sendo resultado da hibridizacdo dos
peptideos 5081 e 5084, assume uma conformagdo espacial distinta das
conformagdes apresentadas pelos seus peptideos de origem, além de possuir um
maior nimero de aminoacidos em sua estrutura, provavelmente, apresentando
novos epitopos em sua estrutura resultando em uma maior antigenicidade.

Segundo os resultados obtidos neste trabalho, a resposta ao peptideo
hibrido 23290 foi caracterizada pelas maiores taxas de produgdo de IFN-y, TNF-a
e IL-12 por PBMCs (p<0,05) de acordo com o exposto no quadro 3, sendo este
entdo, o peptideo que apresentou maior imunogenicidade e reconhecimento
celular. O estimulo pelo peptideo 23290 difere estatisticamente ao nivel de
significancia de p<0,05 pelo Teste de Tukey dos demais tratamentos aplicados &
PBMCs ex vivo para todas as citocinas dosadas. O reconhecimento, neste caso,

esta diretamente relacionado a ativagdo e estimulo de memoria imunologica,
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indicando que o peptideo 23290 possui epitopos capazes de atuar em células Th
previamente estimuladas por antigenos integros contidos na amostra atenuada de
B. bovis.

A ConA ndo apresentou o efeito esperado, a qual deveria constituir-
se no controle positivo para a deteccdo de IFN-y, TNF-a e IL-12. Ao analisar-se

os graficos, observa-se que a ConA, de forma geral, induziu niveis mais baixos de

Quadro 3 — Meédias das concentragdes de citocinas (pg/ml), segundo andlise de
medidas repetidas, produzidas por PBMCs provenientes dos animais
inoculados com amostra atenuada de B. bovis. As médias seguidas

por uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

IFN-y TNF-a IL-12
Controle neg. 17,693 a 73,237 a 32,827 a
ConA 12,491 a 40,129 a 82,556 ab
5081 31,278 a 116,748 a 88,388 ab
5084 115,170 b 39,452 a 180,526 b
23290 188,138 ¢ 233,856 b 269,351 c
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producao das citocinas pelas PBMCs quando comparados a estimulagdo pelos
peptideos 5081, 5084 e 23290. O efeito “inibidor” gerado pela ConA pode estar
relacionado a alta concentragio do mitdogeno que foi adotada no experimento
(12,5pg/ml).

A heterogeneidade no perfil das citocinas tracado entre os animais
experimentais estdo de perfeito acordo com trabalhos de KELSO (1995) e
BROWN et al. (1998a), os quais afirmam que o perfil da produgdo de citocinas €
diversificado devido a composi¢cdo heterogénea da populacdo de linfocitos Th, no
entanto, existe uma predominancia da resposta do tipo Thl ou Th2 contra um
determinado patdgeno ou antigeno.

De acordo com a Analise de Medidas Repetidas, o tempo de
estimulo do antigeno sobre as células teve efeito estatisticamente significativo
(p<0,05) sobre a producdo e secre¢do de TNF-a, sendo que, as concentracdes
desta citocina foram maiores quando coletadas apos trés dias de estimulo ex vivo
(p<0,05). Entretanto, a data de coleta de sobrenadante ndo exerceu influéncia nos
niveis de IFN-y e IL-12 dosados (p<0,05).

Os resultados do presente trabalho, principalmente referentes a
estimulacdo com o peptideo sintético 23290, estdo de perfeito acordo com o
exposto por RODRIGUEZ et al. (1996), os quais demonstraram que a
estimulagio com extratos brutos de B. bigemina ou com rRAP-1 ex vivo de
linfécitos T de memoria isolados de linfonodos, induz preferencialmente uma

resposta imune do tipo Thl, caracterizada pela alta producéo de IFN-y.
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Concordando com BROWN e PALMER (1999), a proteina RAP-1
de B. bovis, oriunda do complexo apical de merozoitos, da qual se originou o
peptideo 23290, ¢ uma das proteinas que melhor potencial apresenta como
candidata a um imundgeno protetor. Nossos resultados, dado o perfil de citocinas
mensuradas ex vivo, sugerem que o peptideo sintético em questio € um
imundgeno  com  excelentes  perspectivas  para  continuar  estudos  que
compreendam testes clinicos em bovinos.
5.4 — Avaliacdo histopatologica e imunohistoquimica de linfonodos bovinos

inoculados com amostra atenuada de B. bovis

De maneira geral, o exame microscopico dos linfonodos dos
animais inoculados com amostra atenuada de B. bovis, corados com
Hematoxilina/Eosina, demonstra que a partir dos trés dias pds-inoculagdo ja ¢
possivel constatar reatividade de CGs e também hiperplasia de areas paracorticais
onde aparecem macrdfagos e células dendriticas (Figura 13a).

Estes resultados mostram os primeiros eventos celulares, a nivel
tecidual, de wuma resposta imune caracterizados por hiperplasia das areas
paracorticais e aparecimento de CGs, o que indica que o imundgeno utilizado
induziu uma resposta imune adaptativa do tipo T-dependente, j4 que a reatividade
dos CGs ocorre em todos os orgdos linfoides periféricos quando antigenos nao
soluveis sdo utilizados como imundgenos. Apesar de que a reagdo do CG ¢
estritamente ~ T-dependente, alguns antigenos T-independentes, tais como
lipopolissacaridios ligados a haptenos e alguns surfactantes, entre outros, podem
induzir a formagdo de CGs ou reagdes semelhantes a CGs (KELSOE, 1995).
Entretanto, substancias como as referidas ndo estavam presentes no imundgeno
ou no veiculo utilizados, corroborando mais uma vez tratar-se de um antigeno
indutor de resposta imune T-dependente.

Nos foliculos com reatividade de CGs aparece uma drea basal

acidofila, constituida por células grandes, mais ou menos arredondadas, com



citoplasma escasso, nicleo volumoso, cromatina ora frouxa ora mais ou menos
condensada e nucléolos evidentes, ocasionalmente observamrse figuras mitoticas,
principalmente proximas a periferia desta area. Sobre esta area acidofila nota-se
uma regiao cuja populagdo  celular ¢ de tamanho menor embora  mais
numerosa, homogénea e com citoplasma escasso, a cromatina esta mais ou
menos condensada. [Estas duas regides estdo claramente delimitadas por

uma populagdo celular homogénea, com células pequenas e ntcleo hiper

Figura 13 -  Alteragdes histopatologicas em cortes de linfonodos cervicais de
bovinos inoculados com amostra atenuada de Babesia bovis. A. Seis
dias pods-vacinal apresentando reatividade positiva com formagdo de
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centros germinais (cg) na regido cortical externa (c) e hiperplasia da
regido paracortical (p), coloragio H&E, 90X. B. Centro germinal
(cg) apo6s 12 dias de inoculagdo caracterizado pela zona clara (zc) e
zona escura (ze) delimitado por c€lulas do manto (setas), coloracao
H&E, 215X. C. Centro germinal (cg) mostrando a zona clara (zc) e
a zona escura (ze) apds trés dias de inoculagdo, colaracdo Verde
Metil Pironina, 215X.

cromatico a semelhanca de um manto (Figuras 13b,c) Macrofagos e células
dendriticas foliculares também sdo observadas.

Em algumas regides dos linfonodos observa-se também hiperplasia
de areas interfoliculares e de corddes medulares, principalmente aqueles mais
proximos das 4areas paracorticais profundas. Nas regides interfoliculares se
observam c¢lulas dendriticas, ao redor das quais agrupam-se c€lulas cujo
citoplasma cora-se intensamente de vermelho com Verde Metil Pironina,
semelhantes aquelas que se encontram nos corddoes medulares. Embora, nestes
ultimos se dificulta a sua individualizagdo ja que as células se apresentam muito
agrupadas (Figuras 14a,b).

Aos seis dias pos-inoculagdo ¢ mais evidente a hiperplasia das areas
paracorticais, onde nitidamente s3o observados os seios interfoliculares. A
reatividade dos CGs continua semelhante a que foi observada aos trés dias pos-
inoculagdo. As células que apresentam citoplasma vermelho intenso sdo também
observadas em areas proximas a foliculos primarios.

Aos nove e 12 dias pos-inoculagdo evidencia-se um maior nimero
de CGs. Em alguns deles, a regido acidofila se mostra menos espessa, & vezes
nao sendo possivel defini-la completamente. As células da regido localizada
acima da 4rea eosinofilica sdo mais homogéneas e o nucleo corado mais
intensamente em verde pelo Verde Metil Pironina. As c€lulas que mostram

citoplasma corado em vermelho intenso j4& podem ser visualizadas com
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caracteristicas semelhantes a plasmocitos, ndo s6 nos corddes medulares como
também naquelas que se agrupam ao redor das células dendriticas. Estas c€lulas
sd0 mais numerosas nhos cordoes medulares que se continuam com os cordoes
paracorticais profundos.

A cinética de formacdo dos CGs que foi observada nos linfonodos ¢
semelhante ao que foi descrito por outros autores, quando utilizaram antigenos T-

dependentes, uma vez que na resposta imune primdria eles aparecem ao redor do
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Figura 14 — Hiperplasia da regido medular em linfonodos de bovinos inoculados
com amostra atenuada de Babesia bovis. A. A coloragdo avermelhada
indica a alta atividade de sintese protéica nos corddes medulares (cm)
interpostos  aos seios medulares (sm), coloragdio Verde Metil
Pironina, 215X. B. Plasmocitos (setas) com grande quantidade de
rRNA no citoplasma localizados nos corddes medulares (cm),
colorag¢ao Verde Metil Pironina (860X).

quarto dia pds-imunizagdo, chegando ao seu maximo nimero pelo dia 10-12 e
declinam apds trés semanas (JACOB et al, 1991; GULBRANSON-JUDGE et
al., 1997; HAN et al., 1997; KENNETH et al., 1997, CAMACHO et al., 1998).
Concordando com os autores anteriormente citados, os dados apresentados no
presente trabalho confirmam a cinética dos CGs, ja que o seu aparecimento foi
constatado a partir do terceiro dia, com aumento evidente entre 9-12 dias apds a
inoculagao.

As caracteristicas histologicas dos CGs que foram constatadas neste
estudo também t€m sido descritas por varios autores em Orgdos linfoides
periféricos de humanos, tais como: bago, tonsilas, placas de Payer e linfonodos.
GULBRANSON-JUDGE et al. (1997) consideram que os CGs caracteristicos se
desenvolvem em resposta a antigenos T-dependentes, nos foliculos primarios
onde estdo as células B, os quais sdao encontrados em todos os orgdos linfodes
secundarios. Também, REARDON e PIERCE (1981), em trabalho experimental
com FEhrlichia canis, afirmaram que as alteragdes histologicas dos CGs e das
areas paracorticais visualizadas nos linfonodos eram semelhantes & que
observaram no bago.

Entdo, baseado no anteriormente exposto, pode-se considerar que a

reatividade dos CGs que foi observada nos linfonodos dos animais imunizados
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corresponde a um evento celular de uma resposta imune tipica de oOrgdos linfoides
periféricos, independentemente do 6rgao linfoide que estd sendo analisado.

O aparecimento de duas zonas claramente definidas nos CGs, bem
como a presenca de células dendriticas nestas dareas, estd de acordo com as
observagoes relatadas por MacLENNAN (1994), ja que este autor afirma que os
centros germinativos maturos sdo divididos em zona clara e zona escura. Além
disto, a zona clara contétm uma rica rede de c€lulas foliculares dendriticas que tém
a capacidade de captar o antigeno, expondo-o sobre sua superficie por mais de um
ano. Isto significa que a d&rea basal acidofila que foi observada neste estudo
corresponderia & zona escura, € a regido com células menores e homogéneas,
localizada sobre a anterior, corresponderia a zona clara, onde também se
observaram c€lulas dendriticas e macrofagos. Ja, MORRISON et a.l (1986)
consideram que, nos linfonodos de bovinos, os centros germinativos ativos sio
demarcados por duas zonas distintas, a mais interna, geralmente distal ao seio
vascular adjacente, a qual contém principalmente linfoblastos com uma alta
atividade mitdtica e a zona mais externa, a qual ¢ menos ativa, contendo poucos
linfoblastos e numerosas células ndo linfociticas. A descricdo relatada por estes
autores assemelha-se, em parte, a que foi aqui constatada. Entretanto, em nosso
estudo foi possivel observar que na area central dos CGs havia duas regides com
afinidade tintorial diferentes a Hematoxilina/Eosina € que o manto que as
delimitava constituia-se de numerosas células linfociticas.

HOLLOWOOD e GOODLAD (1998) comentam que a reatividade
tipica dos CGs, provavelmente sO ocorra durante a primeira imunizagdo € que
esta reacdo inicia-se pela ativagdio de pequenas células B em locais
extrafoliculares, migrando para os foliculos primarios e aparecendo nestes locais
2-4 dias apdés a primeira imunizagdo. Observaram também que aos 4-6 dias, os
CGs sofrem profundas alteragdes morfologicas com compartimentalizagio da
populagdo de células blasticas, os centroblastos, € de sua progénie, os centrdcitos,

em zona escura e zona clara, respectivamente. Estes resultados também sdo
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semelhantes aos observados nos linfonodos dos bovinos imunizados ja que,
concomitantemente, houve formacdo de CGs e areas extrafoliculares de ativagdo
de células B, as quais foram caracterizadas neste estudo como células
linfoblasticas  associadas & células dendriticas. Porém, nesta pesquisa, as
alteragdes dos CGs ja foram observadas no terceiro dia pos-inoculacao.

MORRISON et al. (1986) comentam que ha consideraveis
evidéncias que mostram que a producao de anticorpos nos linfonodos, durante a
resposta imune humoral, ndo ocorre nos foliculos sendo nas areas perifoliculares e
nos corddes medulares, antes que ocorra a formacao dos CGs.

KENNETH et al. (1997), analisando as células formadoras de
anticorpos, localizadas nas éreas extrafoliculares, demonstraram que estas células
produzem anticorpos com Dbaixa afinidade, os quais sdo codificados por
segmentos do gene V que ainda ndo foram alterados por hipermutacdo somatica.
Acrescentam, ainda, que na medida que progride a resposta imune primaria, estas
células nido seriam as responsaveis pela producdo de anticorpos de alta afinidade e
que a involucdo destes focos, durante a segunda semana, significaria que a
producdo continuada de anticorpos com alta afinidade, apoés este periodo, poderia
ser devido apresenca destas células em outros locais.

Entdo, a hiperplasia de corddes medulares que mostravam
numerosas células, facilmente caracterizadas como plasmocitos quando coradas
com Verde Metil Pironina devido a afinidade da Pironina pelo RNA ribossomico,
a partir do terceiro dia pos-inoculagdo e em maior nimero a partir do nono dia
ap6s a imunizagdo, corresponderiam a linfocitos B que migraram para os corddes
medulares e se transformaram em plasmocitos produtores de imunoglobulinas, o
que segundo ZHENG et al. (1996) e TARLINTON e SMITH (1997) ¢ observado
durante a resposta imune humoral.

No linfonodo do animal n3o imunizado observam-se alguns

foliculos secundarios, porém em menor nimero que os observados nos animais
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inoculados, ndao ha hiperplasia de d&reas interfoliculares e nem de corddes
medulares.

A formagdo de CGs que foi observada neste animal parece
corresponder a uma resposta imune nao especifica, j& que a reatividade dos CGs
ndo era regular e ndo se acompanhava de outros eventos celulares que indicassem
uma resposta imune adaptativa induzida por antigenos T-dependentes, tais como
hiperplasia de 4reas paracorticais € de cordoes medulares. Esta afirmagdo ¢
baseada nas observacdes de MORRISON et al. (1986), uma vez que eles
constataram que nos linfonodos periféricos de bovinos saudaveis, com idade entre
6-12 meses de idade, em torno de 30-70% dos foliculos linféides podem conter
centros germinativos. O que segundo eles indicaria que os linfonodos de animais
normalmente saudaveis sao extremamente ativos.

Nos animais imunizados, aos trés e seis dias apos re-inoculagdo a
reatividade dos CGs ¢ mais intensa, embora parece haver uma inversdo das zonas
clara e escura, as células que as constituem mostramrse com morfologia
semelhante, igual aquela que ¢ observada ao redor dos seios interfoliculares. A
hiperplasia dos corddes medulares também ¢ evidente.

A maior reatividade dos CGs, bem como a hiperplasia de corddes
medulares e de dareas T-dependentes que foi observada trés dias apos a re-
inoculagdo. Fato que comprova que a resposta imune secundaria foi mais rapida e
efetiva em relagdo a primaria devido a memoria imunologica. As observagdes de
LIU et al (1997), corroboram nossos achados, no que diz respeito a hiperplasia
dos corddes medulares, porque eles demonstraram que as células B de memoria
originam massivas reagdes plasmocitarias extrafoliculares apds re-estimulagdo, o
que ¢ devido a diferenciagdo terminal das células B de memoria em plasmocitos,
com maior rapidez que as células B “naive”, originando de 5-8 vezes mais
plasmocitos e secretando 3-4 vezes mais imunoglobulinas. Por outro lado, a
hiperplasia que foi observada em areas T-dependentes apds a re-inoculagdo, estd

de acordo com os relatos de BOUSSO e KOURILSKY (1999), ja que segundo
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estes autores a resposta de células T apo6s um segundo desafio, geralmente ¢ mais
rapida e efetiva do que o desafio antigénico inicial, como conseqiiéncia do
aumento no nimero de células antigeno-especificas e também pelas alteragdes
qualitativas das células de memodria que respondem mais eficazmente que as
células “naive”.

Os nossos achados também indicam que o imundgeno utilizado,
embora ndo tenha produzido um quadro clinico de doenga, foi capaz de evocar
uma resposta imune com producdo de c€lulas de memoria, uma vez que segundo
MORRISON et al. (1986), as duas principais fungdes dos CGs formados sdo a
producdo de células de memoria e a regulagdo do nivel e duragdo da resposta de
anticorpos.

Quando se analisam as amostras de linfonodos coradas pelo método
de TUNEL (TdT) se observam numerosas células TUNEL+ aos trés e seis dias
pos-inoculagdo, localizadas ndo s6 nos corddes medulares como também nos CGs
e nas areas interfoliculares. Porém, quando se observam nos CGs geralmente se
localizam nas 4reas eosinofilicas (Figura 15a). Estas células TUNEL+ sdo mais
numerosas nos cordoes medulares a partir do nono dia pods-inoculagdo (Figura
15b).

No animal ndo imunizado, as células TUNEL+ se localizam ora nos
CGs ora nos cordoes medulares e geralmente aparecem como células isoladas
(Figura 15c), a diferenca dos animais inoculados nos quais os linfonodos mostram
grupos de células TUNEL+.

Aos trés e seis dias ap6s re-inoculagdo a freqiiéncia de células
TUNEL+ ¢ semelhante a observada aos nove dias pds-inoculagao.

A constatacdo de células TUNEL+ a partir do terceiro dia pds-
inoculagdo, localizadas tanto nos CGs quanto nos corddes medulares e nas areas
T-dependentes, ja foi descrito por varios autores, embora ndo tdo precocemente

quanto o que foi observado nesta pesquisa (MacLENNAN, 1994; THORBECKE
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et al., 1994, KENNETH et al., 1997; LIU et al., 1997, HOLLOWOOD e
GOODLAD, 1998; SEGUNDO et al., 1999; HUR et al., 2000).

O aparecimento de células TUNEL+, durante a formagdo dos CGs,
estd relacionado com a rapida proliferacdo das células B e sua relagdo com as
cllulas dendriticas e linfocitos T, o que significa que estas células foram
selecionadas negativamente e induzidas a morte por apoptose. Esta afirmagdo
baseia-se no fato de que a rapida proliferacdo das células B, durante a formacdo
dos CGs, elimina células auto-reativas e aquelas que nao foram capazes de

interagir com o antigeno presente nas células dendriticas. A este respeito,
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Figura 15 — Resultados do Teste de hibridizagdo in situ pela técnica de TUNEL
em linfonodos cervicais de bovinos para deteccdo de apoptose. A.
Células TUNEL" (setas) localizadas, principalmente, na zona escura
(ze) do centro germinal (cg) apds trés dias de inoculagdo da amostra
atenuada, TUNEL, 860X. B. Células TUNEL" (setas) localizadas,
principalmente nos cordoes medulares (cm), apos 12 dias de
inoculagdo, TUNEL, 860X. C. Centro germinal (cg) em linfonodo
do animal controle negativo, mostrando um reduzido numero de
células TUNEL" difusas (setas), TUNEL, 860X.

THORBECKE et al. (1994), relacionam a apoptose de células B nos CGs a
intensa e rapida proliferacdo destas células. Consideram, também que pelo fato
dos CGs serem um microambiente tanto para proliferacio quanto para morte, eles
representariam o local ideal para selegdo e expansio de células de memodria com
alta afinidade contra o antigeno que as induziu. Igualmente, MacLENNAN
(1994) afirma que durante a formac¢dao dos CGs, os centrdcitos, que ocupam a
zona clara, parecem ser selecionados pela sua capacidade de interagir com o
antigeno presente nas células dendriticas, observando-se por tanto uma alta taxa
de morte destas células in vivo.

O maior nimero de células TUNEL+ na regido basal das zonas
escuras que foram observadas nos linfonodos dos animais imunizados, também
foi descrito por THORBECKE et al. (1994) quando analisaram centros
germinativos de tonsilas humanas. Estes autores postularam que a semelhanga do
que acontece no timo, dentro dos CGs haveria duas fases de selecdo: uma selecdo
negativa de centroblastos na zona escura, como conseqiiéncia das c€lulas ndo
estarem proximas & células Th ou a rede de células dendriticas que estdo
expondo o antigeno, e a selecdo positiva no estagio de centrocito, na zona clara,
onde o antigeno e as células T atuariam como mediadores, protegendo-as contra a

morte celular programada ou apoptose. Isto significa que ndo houve interacdo
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entre as c€lulas B que foram ativadas nas éreas extrafoliculares e que migraram
para os foliculos linfoides, para iniciar a formacdo do CG, com as células
dendriticas, sendo entdo induzidas a apoptose. Este achado também encontra
explicagdo nos trabalhos de LIU et al. (1997), j4 que segundo estes autores os
eventos genéticos que disparam a morte celular por apoptose sdo iniciados antes
que se produza a mutagdo somatica. Acrescentam, ainda, que este mecanismo
pode levar a trés conseqiiéncias funcionais que asseguram um processo eficiente
de selecdo: primeiro, entre as células encontradas nos CG, unicamente aquelas
que apresentem receptores para o antigeno sem mutacdo e com alta afinidade
serao selecionadas a sofrerem mutagdo somatica; segundo, aquelas células B que
entrem ao CG deverdo fazer a mutacdo e mostrar rapidamente a afinidade de seus
receptores para poderem sobreviver; terceiro, a mutacdo somatica devera ser
seguida imediatamente de selecao.

Segundo, HUR et al. (2000) a selecdo negativa de células B ndo ¢
mais do que a auséncia de um sinal de sobrevivéncia, o qual ¢ dependente da
afinidade pelo antigeno original. Estes mesmos autores, utilizando dupla
coloragdo com PNA (peanut agglutinin) e o mesmo kit comercial de deteccao in
situ de apoptose utilizado no presente trabalho, demonstraram que a maioria das
células TUNEL+ localizava-se na zona escura € na parte basal da zona clara e que
as mesmas pareciam estar em intimo contacto com as células dendriticas.

Se considerarmos que no inicio da resposta imune as células B que
proliferam produzem imunoglobulinas com baixa afinidade, entdo as células que
mostraram reatividade positiva a coloragdio de TUNEL podem ser aquelas cujo
receptor para o antigeno também era de baixa afinidade e ndo sofreram a mutagdo
somatica quando entraram a zona escura do CG, confirmando assim o seu
aparecimento ja ao terceiro dia pods-inoculacdo. Também ¢ provavel que
antigenos circulantes tenham se ligado ao receptor sobre as células B, quando

estas faziam hipermutagdo somatica ou mesmo quando produziam anticorpos
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antigeno-especificos com alta afinidade, o que induz ao programa de morte
celular programada.

HOLLOWOOD e GOODLAD (1998) comentam que a morte das
células ndo selecionadas produz um aumento massivo de morte por apoptose ao
redor do sétimo dia pos-imunizagdo € que a selecdo negativa de c€lulas B parece
contribuir para a alta taxa de apoptose nos CGs durante o estabelecimento da fase
de reatividade. A semelhanca do reportado por estes autores, em nosso estudo
constatourse maior nimero de células TUNEL+ no sexto dia apds a inoculagdo da
amostra atenuada de B. bovis. Por outro lado, KENNETH et al (1997),
observaram que, durante a segunda semana da resposta imune, os focos
extrafoliculares produtores de anticorpos involuem provavelmente devido a morte
in situ, caracterizada por apoptose intensa ocorrendo nessas dreas. Entdo, as
numerosas c€lulas TUNEL+ que foram observadas nos corddes medulares, nos
linfonodos dos animais imunizados representariam um processo de involucdo
destas areas.

Ainda, HOLLOWOOD e GOODLAD (1998) consideram que o
nivel de apoptose ¢ menor durante a reatividade dos CGs na resposta secundaria,
sugerindo que isto seja devidlo a uma hipermutagio somatica menor nesta
resposta. Conseqiientemente, a regressdo da reatividade dos CGs estd associada
com declinio de apoptose, implicando que este fato ¢ restringido pela diminuigao
da proliferacio e a continua migracdo, mais do que a morte massiva de células.
Estes achados concordam com os resultados deste estudo, ja que ndo houve maior
numero de células TUNEL+ nos CGs ap06s a re-inoculagdo do imundgeno.

Se a via apoptotica estd envolvida na fisiologia das células B dos
centros germinativos entdo a visualizagdo de algumas células TUNEL+ nos CGs
do animal ndao imunizado, seriam consideradas como sendo um mecanismo de
carater homeostatico.

Ao exame dos fragmentos de linfonodos, corados pelo método de

PAP, dos animais imunizados foi possivel detectar reatividade fracamente
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positiva em c€lulas dendriticas dos CGs aos 12 dias pds-inoculagdo, 0 mesmo ndo
sendo observado no animal negativo (Figuras 16a, b). Entretanto, trés dias apos a
re-inoculacdo observaram-se, nos cordoes medulares, células dendriticas com
reatividade fortemente positiva (Figura 16c).

KOSCO-VILBOIS et al. (1997) constataram que a reatividade dos
CGs, com producdo de clones de células B com alta afinidade pelo antigeno ¢
precedida pela ativacdo extrafolicular de células B que produzem IgG entre 10-12
dias ap6s imunizacdo, eventualmente sofrendo apoptose e desaparecendo. O
papel destas imunoglobulinas de baixa afinidade ¢ formar complexos com
antigenos circulantes para serem conseqiientemente seqiiestrados dentro das

células dendriticas foliculares. Estes achados corroboram o que foi observado no




Figura 16 — Resultados do teste de peroxidase anti-peroxidase para deteccdo de
antigenos de Babesia bovis em linfonodos cervicais de bovinos. A.
Baixa reatividade do PAP em células dendriticas foliculares (setas)
localizadas no centro germinal (cg) apdés 12 dias de inoculacdo da
amostra atenuada, PAP, 860X. B. Auséncia de reatividade positiva
em linfonodo do bovino negativo, PAP, 860X. C. Células foliculares
dendriticas positivas (setas) apresentando antigenos de Babesia bovis
a linfocitos (*) aos trés dias apds are-inoculagdo, PAP, 2150X.

presente estudo ja que, ao exame dos fragmentos de linfonodos corados pelo
método de PAP dos animais inoculados com a amostra atenuada de B. bovis,
constatowrse reatividade positiva, aos 12 dias pos-imunizagdo, em células
dendriticas  foliculares indicando presenca do antigeno. A intensidade e a
velocidade da resposta ao antigeno detectada pelo PAP na reinoculagdo, pode ser
devido ao processo de maturagdo das células dendriticas ocorrido entre a primeira
e segunda inoculagdo, o que seguramente foi devido a endocitose de antigenos de
B. bovis, ja que ndo houve amostragem intermediaria que nos levasse a ter dados
de cinética de maturacdo destas células. Por outro lado, os resultados da IgG anti-
B. bovis, mensurada aos 12 dias apos imnoculagdo e aos sete dias da re-inoculacdo
confirmam a intensidade da maturagdo das células dendriticas e a apresentacdo de

antigenos.
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7 - CONCLUSOES

- A amostra atenuada de Babesia bovis (Bbo UFV-1) ¢ capaz de estimular o
sistema imune de bovinos, através do reconhecimento por células do tipo T e

induzir a geragdo de memoria imunoldgica.

- Os peptideos sintéticos 5081, 5084 e 23290 foram reconhecidos por PBMCs

estimulados pela amostra atenuada de B. bovis.
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O peptideo 23290 induziu os maiores niveis de produgdo de IFN-y, TNF-a e
IL-12.

A maior expressdo de citocinas elicitadas pelo peptideo 23290, indicam o
reconhecimento ex vivo de epitopos ativadores de memoéria imunologica,

comprovando seu potencial imunogénico.

As alteragdes histopatologicas em linfonodos de bovinos inoculados com
amostra atenuada de B. bovis sdo mais intensas aos 12 dias apds a primeira
inoculacdo, caracterizada por formacdo de centros germinativos, hiperplasia
da regido paracortical e aumento da sintese de imunoglobulinas pelos

plasmocitos.

A apoptose ¢ mais intensa nos corddes medulares e nos centros germinativos

de animais inoculados com amostra atenuada de B. bovis.

O modelo humano de dosagem de IFN-y, TNF-a e IL-12 adotado no presente

experimento se adequa a pesquisa de citocinas bovinas.
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