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RESUMO

FERREIRA, Anna Paula Baptista Ribeiro M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
marco de 2007. Bovinos submetidos a estresse vacinal com imundogenos
sintéticos e desafiados com Rhipicephalus (Boophilus) microplus e Babesia
bovis: expressao imunoistoquimica de proteinas do choque térmico (HSP70
e HSP90) e bioquimica sanglinea. Orientadora: Marlene Isabel Vargas
Viloria. Co-orientadores: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo e Laércio dos
Anjos Benjamin.

A expressdo de HSP70 e HSP90 foi avaliada por meio de estudos
imunoistoquimicos, em bovinos inoculados com peptideos sintéticos SBb023290 e
SBm7462, aplicados simultaneamente, em associa¢do ou em apresentacdo individual.
Os animais receberam 3 aplicagdes em intervalos de 30 dias entre si e posteriormente
desafiados com cepa de Babesia bovis (UFV1- 92 passagem). Os estudos
histopatoldgicos mostraram reatividade do 6rgdo linféide sete dias apds a primeira
imunizagdo, com centros germinativos aumentados. Apds a segunda imunizacao,
ficou evidente a hiperplasia da regido paracortical e medular, com subseqlente
diminuicdo da reatividade dos centros germinativos ap0s este periodo, sugerindo
formacdo de uma resposta de memdria aos imundgenos. As proteinas de choque
térmico apresentaram expressdo basal. A HSP70 expressou, preferencialmente, na
regido paracortical, enquanto que a HSP90 mostrou imunomarcagdo mais visivel nas
regibes paracortical e medular. Estudos imunoistoquimicos mostraram uma
coincidéncia na expressdo de HSP90 com os peptideos SBb023290 e SBm7462,
quando se consideraram 0s mesmos periodos de imunizacdo, sugerindo a formacao
de um complexo HSP-peptideo. Os niveis de glicose, lactato, haptoglobina e proteina
C-reativa mantiveram-se dentro dos valores considerados fisiol0gicos para a espécie
bovina. A imunomarcacdo celular basal de HSP70 e HSP90, bem como a
manutenc¢do dos niveis normais das varidveis bioquimicas durante todo o periodo do
experimento, sugerem que o estresse provocado pelos peptideos sintéticos foi
insuficiente para causar dano ao organismo. Em contrapartida, a manutencédo do
estado de satde dos animais influenciou a reposta imunoldgica, e os niveis basais das
proteinas de choque térmico podem ter sido suficientes para promover citoprotecéo

apos o desafio.
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ABSTRACT

FERREIRA, Anna Paula Baptista Ribeiro M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
March, 2007. Cattle submited with vaccine stress with synthetic
immunogenis challenged with Rhipicephalus (Boophilus) microplus and
Babesia bovis: immunoistochemistry expression of heat shock proteins and
blood biochemical. Adviser: Marlene Isabel Vargas Viloria. Co-advisers:
Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo and Laércio dos Anjos Benjamim.

The expression of HSP70 and HSP90 was evaluated through
immunoistochemistry studies in bovine inoculated with synthetic peptides
SBb023290 and SBm7462 applied simultaneously, in association or in individual
presentation. The animals received three applications with 30 days of interval among
them and after challenged with the Babesia bovis strain UFV1 - 9™ passage. The
histopathological studies showed reactivity of the lymphoid organ seven days after
the first immunization with germinative centers increased. After the second
immunization, it was evident the hyperplasia of the paracortical and medular areas,
with subsequent decrease of the reactivity of the germinative centers after this period,
suggesting formation of a memory response to the immunogens. The heat shock
proteins presented basal expression. HSP70 expressed preferentially in the
paracortical area, while HSP90 showed more visible immunomarker in the
paracortical and medular areas. Immunoistochemical studies showed a coincidence
in the expression of HSP90 and of the peptides SBb023290 and SBm7462, when
were considered the same periods of immunization, suggesting the formation of a
complex HSP-peptide. The glucose, lactate, haptoglobin and C-reactive protein
levels stayed inside of the values considered physiologic for the bovine species. The
basal cellular immunoreaction of HSP70 and HSP90, as well as the maintenance of
the normal levels of the biochemical parameters during the whole period of the
experiment, suggest that the stress provoked by the synthetic peptides was
insufficient to cause damage to the organism. In other hand, the maintainance of the
health condition of the animals influenced the immunological response, and the basal
levels of the heat shock proteins might have been enough to promote cytoprotection

after the challenge.
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1 - INTRODUCAO GERAL

O estresse, atualmente, tem sido definido como um estado de ameaca a
homeostase provocado por um agente estressante fisiologico, psicolégico ou
ambiental. Compreendé-lo foi, durante muitos anos, uma atitude abstrata.
Considerado como uma manifestacdo de carater emocional, sem parametros
fisiopatolégicos concretos, manteve-se na “periferia” da ciéncia. Hoje, ja se
compreende a sua importancia, principalmente como fator desencadeador de diversas

patologias, provocando alteracdes no equilibrio ambiental dos organismos vivos.

Conhecido desde a Antiglidade, mas s6 recentemente associado aos animais,
0 estresse vem sendo estudado com maior afinco na tentativa de obtencdo de
respostas para uma serie de alteracdes fisioldgicas e ou psicofisioldgicas, que

evoluem para variadas patologias.

Segundo Black (2002), estimulos estressantes atuam sobre 0 sistema nervoso
central (SNC), ativando o eixo hipotalamo-pituitéaria-hipéfise (HPA) e o sistema
nervoso simpatico (SNS), resultando em alteracfes fisioldgicas ou adaptacdo do
organismo. Fatores como status nutricional e condi¢cbes ambientais interferem na
resposta ao estresse, afetando o sistema imunoldgico (SI) e aumentando a

susceptibilidade a processos patolégicos.

O comportamento de um animal é determinado por particularidades do seu
organismo e estd intimamente relacionado aos sistemas nervoso central, periférico,
aparelho locomotor e digestivo. O bovino tem a particularidade de ser um animal
social, vivendo em rebanhos, sendo, na maioria das vezes, pacifico. Em condicGes
naturais, pasta de quatro a cinco periodos do dia, 0 equivalente entre quatro a nove
horas de ingestdo alimentar, sendo o restante utilizado para descanso e ruminagéo
(KOLB et al., 1987).

O equilibrio organico é quebrado toda vez que ocorrem alteracdes no
ambiente e no organismo do animal, levando a um desequilibrio da homeostase, ou
seja, da capacidade adaptativa a alteracdes. E pratica rotineira, em bovinos, o

reagrupamento social entre animais, objetivando formar lotes com 0 mesmo peso,



estado fisioldgico e idade, para vacinagcfes, vermifugacGes ou outro parametro de
manejo qualquer. Isto faz com que ocorram brigas para restabelecimento de
hierarquia social. Este tipo de manejo leva a ativacdo do eixo HPA e liberacdo de
altos niveis de horménio adrenocorticotropico (ACTH), adrenalina, noradrenalina e
cortisol (RUIS et al, 2001).

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial de bovinos do mundo e &,
atualmente, o maior exportador de carne e sétimo maior produtor de leite (MAPA,
2005). A babesiose bovina € endémica e responsavel por significativos prejuizos
econdmicos nos rebanhos (MONTENEGRO-JAMES, 1992; COOKE et al., 2005).
Tem sido incessante a busca pelo controle desta doenca que reduz a producdo do
rebanho e causa desequilibrios de ordem ambiental, pelo uso indevido de inseticidas
quimicos na tentativa de combater o carrapato vetor Rhipicephalus (Boophilus)

microplus.

Estudos em busca de vacinas eficazes contra estes parasitas tém sido
almejados e, atualmente, tém sido direcionados para os peptideos sintéticos, como o
SBm 7462 e SBbo 23290, desenvolvidos no Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO) e na Fundagdo Instituto de Imunologia de Col6mbia
(FIDIC) (PATARROYO et al., 1999).

Animais submetidos ao estresse do manejo vacinal podem apresentar uma
resposta imunologicamente contraprodutiva (GRUYS et al.,, 2005a). Células
estressadas, podem alterar a apresentacdo de peptideos aos efetores imunes pelas
MHC classe I. Ao mesmo tempo, células estressadas também liberam proteinas do
choque térmico (HSP) (HICKMAN-MILLER & HILDEBRAND, 2004).

Segundo Meyer & Silva (1999), células expostas ao estresse ndo mortal
desencadeiam uma resposta a0 mesmo, denominada resposta ao choque térmico
(HSR), com subsequente sintese de HSP. O sistema imune dos mamiferos usa essas
proteinas do estresse como sinal de perigo. As células que sintetizaram as HSPs
ficam protegidas contra novas exposicoes estressantes, refletindo em menores lesdes
no organismo como um todo ou em parte dele.

Diversos estudos comprovam a existéncia de alteracbes nos sistemas
neuroendocrino e imune, provocadas por agressdes fisicas, quimicas ou parasitarias,
com liberagdo de substancias enddgenas que contribuem para a manutencdo do

equilibrio ou que desestabilizam a homeostase corporal (WESBTER et al., 2002).



Dentre estas substancias, as HSPs, ou “proteinas do estresse”, tém sido largamente
estudadas em funcdo de sua liberacdo durante situacGes patoldgicas, podendo agir
como marcadores de um estado de doenca e sendo utilizadas como fator diagnostico,
prognostico e terapéutico (POCKLEY, 2003).

Neste sentido, cresce a importancia de se conhecer e, principalmente,
modular os fatores relacionados a resposta ao estresse, prevenindo danos celulares e
teciduais e modulando a resposta imune, de forma a prever e evitar injdrias, visando

0 bem-estar animal.



2-OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral

Verificar a expressdo das HSP70 e HSP90 nos linfonodos dos bovinos (Bos
taurus) vacinados com imundgenos sintéticos SBm7462 e SBb023290 e com um
imundgeno polivalente (SBm7462 + SBb023290), e submetidos a estresse por
Babesia bovis e carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus, bem como

comparar com o perfil bioquimico dos mesmos.

2.2 - Objetivos especificos

- Avaliar a dindmica das alteracfes histopatologicas nos linfonodos periféricos dos
animais submetidos ao estresse por imunizacdo e subsequénte desafio com carrapatos
Rhipicephalus (Boopilus) microplus e inoculacdo de cepa patogénica de Babesia

bovis;

- Avaliar a expressdo imunoistoquimica das proteinas de choque térmico HSP70 e

HSP90 nos linfonodos dos animais em diferentes fases de estresse;

- Verificar a expressdo dos imundgenos sintéticos SBm7462 e SBbo23290

separadamente e em associa¢do, nos linfonodos pré-escapulares dos animais;

- Acompanhar e comparar o perfil bioquimico dos animais, com relacdo aos niveis
séricos de glicose, lactato, haptoglobina e proteina C-reativa, com a expressao de
HSP70 e HSP9O0.



3 - REVISAO DE LITERATURA

Um estimulo estressante resulta em uma resposta ao estresse e todo
mecanismo que a envolve inicia-se como uma resposta imunoldgica inespecifica, de
forma a promover a defesa do organismo. Esta resposta inata evolui para um
processo inflamatdrio, desencadeando a liberacdo de substancias sinalizadoras tais
como citocinas, horménios, inclusive alteracfes bioquimicas, prontas para manter a
homeostase do organismo. Previamente a todos estes fendmenos, o estimulo externo
levara a expressdo de proteinas primitivas, visando minimizar o dano provocado pelo
desequilibrio no ambiente interno. As proteinas do choque térmico ou “proteinas do
estresse”, assim como as demais substancias, S840 essenciais para a compreensao do

mecanismo do estresse.

3.1 - Estresse e inflamacéo

O estresse tem sido definido como um estado de ameaca a homeostase
provocado por um estressante fisiologico, psicoldégico ou ambiental. Pode ser
também definido como um estimulo, tanto interno quanto externo, que ativa o eixo
hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) e o sistema nervoso simpatico (SNS),
resultando em uma mudanca fisioldgica ou em adaptacdo do organismo, decorrente
de uma ameaca (BLACK, 2002; WEBSTER et al., 2002).

Segundo Selye (1937), citado por Santos (2005), classicamente 0 mecanismo
do estresse é dividido em trés etapas denominadas reacdo de alarme, fase de
resisténcia e fase de esgotamento que correspondem ao mecanismo adaptativo do
organismo, visando a manutenc¢éo da vida diante das constantes transformacoes.

Na reacdo de alarme existem ainda as fases de choque e contra-choque. Na
primeira ha o desencadeamento provocado pelo agente estressante, ativando o eixo
HPA, com subseqiiente participacdo do sistema nervoso autbnomo (SANTOS, 2005).

Na segunda etapa, ou fase de resisténcia, a adrenal tem uma atuacao

predominante com méaxima liberacéo de glicocorticoides e catecolaminas, que atuam



ativando a glicogendlise no liquido extracelular e a glicogénese e gliconeogénese no
figado, inibindo a insulina e estimulando o glucagon. Isto permite um maior aporte
de glicose para todo o organismo, principalmente para as celulas cerebrais e
musculares. Os glicocorticoides atuam também controlando as catecolaminas, que

necessitam de glicose para sua sintese (SANTOS, 2005).

Caso 0 agente estressante permaneca, 0 organismo passa para a fase de
esgotamento. Nesta Ultima fase os mecanismos adaptativos comecam a falhar e
inicia-se um déficit energético, pois as reservas corporais estdo esgotadas. As
modificacOes bioldgicas que ocorrem nesta fase sdo semelhantes as da primeira fase,
mas neste caso, 0 organismo nao tem capacidade de prover substratos energéticos
para o corpo (SANTOS, 2005).

O equilibrio organico é quebrado toda vez que ocorrem alteracfes no
ambiente e no organismo do animal, levando a um desequilibrio da homeostase, ou
seja, da capacidade adaptativa sobre estas alteragdes. Esta “quebra” da homeostase é
0 que se pode considerar como metabolismo do estresse. Entdo, o estresse pode ser
explicado como uma resposta fisiolégica do organismo, buscando fornecer subsidios
ao corpo para responder e ou adaptar-se as alteracdes provocadas pelo desequilibrio
da homeostasia (HEMSWORTH et al., 1995; RUIS et al., 2001).

Marsland et al.(2002), observaram que nem todos os individuos estressados
respondem de maneira similar ao desenvolvimento de doengas. Algumas variaveis
devem ser consideradas, principalmente aquelas relacionadas ao comportamento ou
vulnerabilidade bioldgica. Logo, o estresse psicologico pode afetar a fungdo imune e
aumentar a susceptibilidade a processos patoldgicos. Por outro lado, Van Reenen et
al. (2005), afirmam que individuos apresentam diferencas qualitativas em suas

respostas a um desafio como inibi¢do, medo, fuga ou comportamento de ataque.

Fatores como status nutricional, condigdes ambientais e idade podem
interferir na resposta ao estresse. Black (2002) relaciona a idade a uma diminuicéo da
capacidade de adaptagdo ao estresse, uma vez que repetidos episddios de estresse

levam a repetidas secrec¢des de corticosterdides que resultam em dano no hipocampo.

Masek et al. (2003) associam a idade com a perda de inervagdo simpatica nos
orgdos linféides e alteracbes no sistema enddcrino, refletindo em mudancas

funcionais e morfoldgicas no sistema nervoso central, entre estas uma diminuicao da



resposta imune celular com aumento da incidéncia de tumores malignos. Animais
submetidos ao estresse psicossocial, sob a forma de separagdo maternal ou privagéo
social logo ap6s o nascimento, demonstram alteracdes profundas e irreversiveis de
carater neuroendécrino, comportamental e na capacidade de adaptacdo (KANITZ et
al., 2004).

Os sistemas imune e nervoso interagem bidirecionalmente, isto é, o sistema
nervoso central (SNC), por meio de neuropeptideos, neurohormonios e
neurotransmissores, interagem com o sistema imune e, em um mecanismo de “feed
back”, com o cérebro que induz mudangas tanto comportamentais quanto
imunologicas (BLACK, 2002). Recentes técnicas descritas por MASEK et al.
(2003), demonstram terminacfes de fibras nervosas periféricas dentro de 6rgaos
linféides e sua distribuicdo em compartimentos celulares especificos, particularmente
em zonas de células T e macrofagos, comprovando ser esta uma base anatdmica para
a interacdo entre ambos o0s sistemas. O eixo HPA esta sujeito a ser programado de
acordo com eventos ocorridos no inicio da vida, logo alteracdes no ambiente pds-
natal podem modificar a reatividade imune de um individuo em funcdo de conexdes
cerebro-enddcrino-imune afetadas (KANITZ et al., 2004).

Segundo Fleshner et al. (2004), em resposta a uma situacdo estressante,
principalmente o medo de um predador, muitas substancias séo liberadas e elevados
niveis de hormonios relacionados ao estresse sdo secretados. Estes niveis elevados de
hormbnios promovem a supressdo da memdria e plasticidade sinaptica no
hipocampo, demonstrando, mais uma vez, esta interacdo neuroenddcrina mediada

pelo estresse.

Variaveis bioquimicas e fisiologicas sdo freqgiuentemente usadas como
indicadores de estresse, incluindo taxa cardiaca, pressao sanguinea, concentracdes
plasmaticas e sanguineas de catecolaminas, cortisol, lactato, glicose e acidos graxos
livres (SEPPONEN & POSO, 2005).

Existem evidéncias de que o estresse sozinho pode causar uma resposta
inflamatdria e que episédios repetidos ou crbénicos de estresse podem evoluir para
uma doenca inflamatoria. As mudancas hormonais caracteristicas do estresse podem

induzir um processo inflamatdrio e o estimulo inflamatorio também pode ativar o



eixo HPA, ou seja, a resposta ao estresse esta intimamente ligada a resposta
inflamatdria e também é originada da mesma (BLACK, 2002).

No entanto, o controle da resposta inflamatdria € essencial para o sistema
imune estabelecer um balanco entre a destruicdo do organismo patologico e a
manuteng&o da integridade do tecido hospedeiro (DEVRIES et al., 1999).

Os principais horménios do estresse induzem uma resposta inflamatéria de
fase aguda (APR), similar aquelas elucidadas quando o organismo reage a invasédo de
microorganismos, trauma ou injdria tecidual. Dentre estes hormdnios do estresse, 0s
glicocorticoides sempre foram reconhecidos por seus efeitos farmacoldgicos
antiinflamatérios e imunossupressores. Sua participagdo na resposta inicial ao
estresse ja é conhecida, induzindo uma reacdo inflamatdria. Ha uma interacdo deste
horménio com os sistemas neuroenddcrino e imune, através de uma rede de reacdes
reguladoras que agem sistemicamente pela rota hormonal e, localmente, através dos
orgdos linfoides, atuando diretamente sobre os sitios inflamatérios (WEBSTER et
al., 2002).

Os corticosterdides podem ter um efeito sob condi¢des normais e um efeito
oposto em condi¢des patoldgicas, ou seja, efeitos diferentes de acordo com a sua
concentragdo fisioldgica ou patoldgica. E possivel que os glicocorticides possam
aumentar as funcBes imunes, de uma forma geral, e inflamatérias em uma
concentracdo e inibir estas mesmas funcGes em outra concentracdo (BLACK, 2002;
WEBSTER et al., 2002)..

Os efeitos imunodepressores dos corticosterdides sdo percebidos no rebanho
pela contagem diferencial de células sanglineas da linhagem branca, tais como
diminuicdo de eosindfilos e aumento de neutrofilos. Ocorre, também, aumento na
concentracdo de glicose plasmatica ap6s uso destes hormonios, indicando seu efeito
catabolitico e, consequentemente, uma menor habilidade dos bovinos em responder a
agentes estressantes (HEMSWORTH et al., 1995).

A adrenal tem um papel chave nas reagbes hormonais ao estresse e estd
envolvida, tanto no eixo HPA, quanto no sistema simpatico-adreno-medular. Os
glicocorticdides, porém, respondem a um ritmo circadiano, que, sob situacfes
repetidas de estresse, pode ser abolido, dificultando a amostragem deste hormonio.
Alternativamente, tém-se investigado procedimentos ndo-invasivos para coleta de

amostras de corticoides na urina, leite ou saliva, mas, ainda assim, 0 manejo dos



animais pode ser um fator influenciador nos niveis do horménio (MOSTL &
PALME, 2002).

Juntamente com as catecolaminas, os corticosteroides induzem a sintese de
uma proteina ligada a lipopolissacaride (LBP) no figado, um reagente de fase aguda
que se liga ao lipopolissacaride (LPS) limitando sua toxicidade. Complementando
este efeito dubio dos corticosterdides, pode ocorrer tanto um aumento da resposta
inflamatdria do hospedeiro ao LPS, quanto uma maior facilidade de producdo de uma
proteina neutralizadora, ajudando o hospedeiro a combater a toxicidade dos LPS
(BLACK, 2002).

As citocinas agem como mediadores de comunicagdo intra e intercelular,
sendo uma ponte entre 0s sistemas neuroenddcrino e imune. A interleucina 1 (IL-1) e
o horménio glicocorticoide sdo mediadores-chave envolvidos na modulacdo da

resposta neuro-imune-endocrina ao estresse (HADDAD et al., 2002).

O estresse age como o LPS e as moléculas mediadoras sdo as citocinas,
principalmente IL-1 e fator de necrose tumoral-o. (TNF-a). BLACK (2002) sugere
uma hipétese de que o LPS pode mediar e/ou aumentar alguns efeitos do estresse na
inducdo da resposta inflamatéria. Acredita-se que os LPS estimulem o eixo HPA
através do aumento dos niveis plasmaticos do horménio adrenocorticotropico
(ACTH), estimulado pela liberagdo de IL-1 (HADDAD et al., 2002).

O figado é a origem das citocinas subsequentes a inducdo por LPS
gastrintestinal, absorvidos durante o estresse. A resposta ao estresse culmina em uma
resposta de fase aguda (APR), com um incremento da formacdo da reacéo
inflamatdria do organismo. A resposta de citocinas resultante do estimulo hepatico é
responsavel pelo comportamento de doenga, manifestados pelos sinais de febre,
reducdo de movimentos, prostracdo, inapeténcia, reducdo da atividade sexual e
aumento do sono. Algumas citocinas, além de contribuirem para estes

comportamentos, ainda podem levar a uma APR (BLACK, 2002).

Os animais necessitam  suprir suas necessidades fisioldgicas,
comportamentais e psiquicas para sobreviver num ambiente em constante
transformacéo. A capacidade para interagir e responder a essas alteracdes é o que
possibilita a adaptacdo e a sobrevivéncia dos individuos (HEMSWORTH, et al.,
1995).



O comportamento nos animais é determinado por particularidades do seu
organismo e esta intimamente relacionado aos sistemas nervoso central e periférico,
aparelho locomotor e digestério. Em ruminantes, os desenvolvimentos neuroldgico e
neuroendocrino ocorrem, principalmente, durante a vida fetal. Ao nascimento, o eixo
HPA ¢é praticamente maduro, apesar da diferente estrutura placentéria desta espécie
em relagdo as demais, caracterizada como epiteliocorial com cartnculas separadas
por largas areas de endométrio. Isto confere aos ruminantes uma significativa
barreira a influéncia dos horménios maternais. Em consequiéncia desta estrutura, o
estresse pré-natal pode diferir entre ruminantes e outras espécies (ROUSSEL et al.,
2005).

O bovino tem a particularidade de ser um animal social, vivendo em
rebanhos, sendo, na maioria das vezes, pacifico. A introducdo de praticas zootécnicas
visando aumento de producgdo e produtividade tem exposto estes animais a um

processo constante de mudangas ambientais.

O reagrupamento social entre animais, objetivando formar lotes com o
mesmo peso, mesmo estado fisioldgico, idade ou outro pardmetro qualquer, faz com
que ocorram brigas para restabelecimento de hierarquia social, dificuldade de acesso
a alimentacdo e agressdes. Este tipo de manejo leva a ativacdo do eixo HPA e
liberacdo de altos niveis de ACTH, adrenalina, noradrenalina e cortisol que

interferem na producdo (RUIS et al, 2001).

Em vacas leiteiras, 0 estresse calérico leva a uma queda na producdo de leite
devido ao menor consumo de matéria seca, ocorrendo um balanco energético
negativo prolongado pds-parto, que aumenta o intervalo entre partos. Além disso, ha
queda na fertilidade, evidenciada por auséncia de manifestacdo de estro e diminuicao
da eleicdo de um foliculo dominante (RENSIS & SCARAMUZZI, 2003).

E conhecida a maior resisténcia ao calor em racas zebuinas (Bos indicus),
porém tem sido observado que o excesso de cortisol poderia suprimir a acdo do
sistema renina-angiotensina-aldosterona, sendo compensado por outros sistemas
fisiologicos na resisténcia a desidratagdo (PARKER et al.,2004), ou seja, a liberacdo
de corticostedrides em situagdes estressantes influencia diretamente no equilibrio

hidroeletrolitico do individuo.
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3.2 - Proteinas do Choque Térmico (HSPs)

As proteinas do choque térmico (HSPs) constituem um amplo conjunto
protéico que se localiza em praticamente todas as células vivas, desde seres
primitivos como os procariotas, até os eucariotas mais evoluidos como 0 homem. Ao
mesmo tempo, suas seqiiéncias de aminoacidos foram, praticamente, conservadas ao
longo da evolucdo, existindo uma estreita similaridade entre HSPs de bactérias e
humanos (MEYER & SILVA, 1999;SANDOVAL, 2002; POCKLEY, 2003;
MEHTA et al., 2005).

A presenca de genes homologos de HSP em archebactérias, eubactérias e
eucariotas sugere que elas existem h& mais de 25 bilhdes de anos e vém persistindo
durante toda a evolucdo. Posteriormente surgiram mecanismos protetores alternativos
contra o estresse, incluindo a habilidade dos animais mais evoluidos de se
esquivarem de ambientes estressantes (HASDAY & SINGH, 2000).

Ritossa (1962) citado por Mehta et al. (2005), observou que a exposi¢édo das
glandulas salivares de Drosophila ao calor induzia a expressdo de genes especificos
no cromossomo gigante destas células. O novo padrdo de espessamento provocado
pelo calor nos cromossomos, representava sitios especificos de transcricdo para a
sintese de proteinas, que, hoje, sabe-se pertencer a uma familia de proteinas
chamadas proteinas do choque térmico (MEYER & SILVA, 1999; MEHTA et al.,
2005).

As HSPs sdo capazes de mediar a recuperacao celular e proteger contra uma
injuria potencialmente letal. O processo pelo qual as células respondem ao estresse €
conhecido como Heat Shock Response (HSR) ou resposta ao choque térmico. O
estresse metabolico resulta em alteracbes na expressdo de genes, que levam ao
acumulo de HSPs, podendo afetar, de modo adverso, a conformagdo correta e,
conseqiientemente, a funcdo das proteinas. O acumulo de proteinas incorretamente
dobradas e acumuladas nas células ocasiona uma resposta ao estresse ou HSR
(MEYER & SILVA, 1999).

Células expostas ao estresse ndo mortal, desencadeiam uma HSR com
subsequente sintese de HSPs. As células que sintetizam HSPs ficam protegidas
contra novas exposicoes estressantes, refletindo em menores lesdes no organismo
como um todo ou em parte dele (MEYER & SILVA, 1999).
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Esta protecdo celular confere as HSPs a denominacdo de “chaperonas”, que
em uma tentativa de explicacdo, seriam como acompanhantes moleculares, ou seja,
substancias que mesmo sem fazer parte da estrutura final de proteinas, previnem sua
agregacao inapropriada, medeiam seu transporte para degradacdo e ajudam a manter
sua conformacdo, promovendo seu reparo e removendo rapidamente as proteinas
desnaturadas de dentro das células (MEYER & SILVA, 1999; SANDOVAL, 2002;
POCKLEY, 2003; ROBERT, 2003; SEPPONEN & POSO, 2005).

Segundo Meyer & Silva (1999), chaperonas sdo substancias que, sem fazer
parte da estrutura final de proteinas, evitam interacdes incorretas entre estas,
auxiliam na montagem final das mesmas, bem como em sua sintese, dobramento e
degradacdo. O dobramento de proteinas € um processo muito importante em
biologia, pois converte cadeias lineares de polipeptideos em estruturas
tridimensionais que possibilitam que as proteinas exercam todas as suas atividades

vitais.

Sob condi¢bes de estresse celular, as proteinas intracelulares podem sofrer
desnaturacdo e inativacdo. Neste momento, as HSPs aumentam sua expressdo e
sintese, reconhecendo tais proteinas desnaturadas e unindo-se a elas de forma a dar
origem a uma nova estrutura terciaria. Esta nova estrutura promove oligomerizacéo,
translocacdo de compartimentos celulares distintos, degradacdo lisossémica e
excrecdo dos produtos protéicos afetados (SANDOVAL, 2002), ou seja, a
maquinaria transcricional e translacional das células é reprogramada para expressar
preferencialmente um grupo de proteinas de choque térmico estresse-induzidas
(HASDAY & SINGH, 2000).

Os niveis aumentados de HSP conferem a célula meios para identificar e,
talvez, facilitar o redobramento das proteinas que foram afetadas de modo adverso
pelo estresse metabolico; identificar e fazer ligacdo com proteinas anormalmente
dobradas, de modo que estas sejam marcadas e enviadas a um sistema proteolitico
adequado, facilitando, assim, a eliminagdo das proteinas defeituosas; e facilitar a
sintese e maturacdo de novas proteinas que irdo substituir aquelas destruidas no
estresse metabolico (MEYER & SILVA, 1999).

A regulacdo da transcricdo dos genes das HSPs é mediada pela interacdo do
Fator de choque térmico (HSF) com os elementos do choque térmico, na regido
promotora do gene hsp. Em vertebrados existem quatro fatores de choque térmico;
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porém, os mais frequentes sdo HSF1 e HSF2, sendo HSF3 e HSF4 menos
importantes (POCKLEY, 2003).

Esta categoria de proteinas normalmente € agrupada em familias, de acordo
com o peso molecular, tais como as de alto peso molecular como as HSP100, HSP90,
HSP70, HSP60, HSP40 e aquelas de baixo peso molecular, entre 10 a 30 kDa
(LYDYARD & VAN EDEN, 1990; MEYER & SILVA, 1999; ROBERT, 2003;
GULL & TEOH, 2004).

Apesar do alto grau de homologia entre membros de familias de HSP
derivadas de procariotas e eucariotas, que apresentam um alto grau de conservagéo
funcional, estudos tém apontado que HSPs de mesma familia, mas de espécies
diferentes, podem também ter funcdes diferentes (POCKLEY, 2003).

O sistema imune dos mamiferos usa as proteinas do estresse como sinal de
perigo pelas células estressadas. As HSPs sinalizadoras tém demonstrado a indugéo
da producdo de moléculas pré-inflamatdrias como as citocinas TNF- a, IL-1p, IL-12
e fator estimulador de colénia de macréfagos (GM-CSF) entre outras quimiocinas e
oxido nitrico, além de estimular a ativacdo e maturacdo de células dendriticas
(STEWART & YOUNG, 2004).

Similarmente, as HSPs produzidas pelos agentes patogénicos, durante a
infeccdo, induzem a producdo de uma variedade de citocinas e quimiocinas e
influenciam a maturacdo de células imunes. As respostas inflamatérias podem ser,
porém, diferentes entre as HSPs do hospedeiro e do parasito (POCKLEY, 2003;
STEWART & YOUNG, 2004).

HSPs sdo moléculas imunodominantes e uma resposta imune a
microorganismos patogénicos estd diretamente relacionada aos peptideos destas
proteinas. Em funcdo de uma crossreatividade entre espécies, as HSPs podem agir
como auto-antigenos, atuando como uma ligacao entre a infeccéo e a autoimunidade,
ou seja, HSP de familia homdloga procarita pode provocar uma diferenca qualitativa
no perfil de células T de organismos eucariotas. Como exemplo, células T isoladas
do fluido sinovial de pacientes com artrite reumatdide respondem a HSP60 “self”,
com a producdo de um perfil de citocinas reguladoras Th2 , composto de IL-4 e de
IL-10. No entanto, células estimuladas com HSP60 bacteriano elevam a

concentracdo de INF-y, situagdo consistente com uma resposta pro-inflamatoria tipo
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Th1l. Estes resultados sugerem que HSP préprio pode ter um mecanismo fisiologico
regulador nos processos de doencas inflamatérias (POCKLEY, 2003).

Uma mesma proteina de estresse pode alterar a inducdo do perfil de citocinas,
dependendo da sua localizacdo intra ou extracelular. Por exemplo, HSP72
intracelular diminui a producdo de citocinas, enquanto HSP72 extracelular
potencialmente estimula a producgéo de citocinas extracelular. Isto pode beneficiar ou
prejudicar a resposta do organismo, dependendo do fator estressante que originou
esta liberacdo. Um perfil pro-inflamatério pode exacerbar doencas de origem
inflamat6ria como arteriosclerose ou coronarianas, porém, pode facilitar a

recuperacdo de uma infecgéo bacteriana (FLESHNER et al., 2004).

Familias de HSP70 e HSP90 incluem membros localizados em diferentes
compartimentos celulares. Nos vertebrados, dois diferentes membros de HSP70 séo
expressos no citosol. A HSC-70 (cognato) é constitutivamente expressa em niveis
muito baixos e fracamente induzivel, enquanto a HSP70 nédo é expressa em muitos
tecidos e é altamente induzida pelo estresse. A HSP70 pode ser usada para

denominar as formas citoplasmaticas induziveis e constitutivas (ROBERT, 2003).

Os mecanismos que regulam a expressao de HSP70 sdo: a) a ligagdo HSP70
ao dominio de transativacdo do HSF1, levando a repressdo da transcricdo de gene do
choque térmico. A interacdo entre HSP70 e HSF1 ndo tem efeito na ligacdo ao DNA
ou no estado de fosforilacdo induzido pelo estresse do HSF1; e b) a interacdo entre
HSBP1 (fator de ligacdo da proteina do choque térmico), uma forma trimérica ativa
do HSF1, e HSP70, resultando na inibi¢do da capacidade da HSF1 em ligar ao DNA.
O HSBP1 estd localizado principalmente no nucleo e 0 RNAmM de HSBP1 esta
presente em altas concentracdes em varias linhagens de células e tecidos animais que
ndo sao afetados pelo choque térmico (POCKLEY, 2003; TAYLOR & BENJAMIN,
2005).

Existem, também, dois membros citosolicos da HSP90 nos vertebrados que
sdo a HSP90ao e a HSP90B, resultantes de uma duplicacdo genética. Meyer & Silva
(1999), porém, as denominou “casamenteiras” devido a sua fun¢do de aproximar
moléeculas, auxiliando sua unido, dissociando-se em seguida a formacdo dos

complexos.
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Outro membro da familia das HSPs é¢ a gp96 (GPR 94) que tem sido
identificada como antigeno anti-tumor e, mais recentemente, como reguladora da
ativacdo de células apresentadoras de antigeno (APC), apresentando-se como
potencial candidata a imunoterapia contra o cancer. Isto porque a gp96 é capaz de
ligar uma rede diversa de peptideos por associar ao MHC classe I. As interagdes
peptideo-gp96 sdo estaveis a purificacbes bioquimicas, sendo reversiveis, com
peptideo sendo liberado e processado por APC; apdés a internalizacdo pelas APCs, a
ligacdo peptideo-gp96 € levada para o reticulo endoplasmatico através de um sistema
baseado na proteina do estresse e age como “mensageira’” necessaria para ativagao de
linfocitos T CD8 (+) contra tumores (NICCHITTA et al., 2004).

Vérios genes hsp70 estdo localizados na regido do MHC classe Il de
humanos, ratos e sapos. A HSP70 no citosol interage com varios fatores, incluindo
outras HSPs e componentes reguladores que podem agir como adaptadores entre
HSP70 e HSP90 (ROBERT, 2003).

Parasitas, como Plasmodium e Theileria, produzem as formas de HSP70 e
HSP90. Estas representam o alvo principal da resposta imune do hospedeiro
(MEYER & SILVA, 1999).

A morte celular programada ou apoptose € um importante mecanismo
regulador do hospedeiro durante a resposta a infeccdo por uma variedade de
protozodarios parasitas intracelulares. No entanto, alguns microorganismos tém
desenvolvido vérias estratégias para modular a apoptose das células do hospedeiro,
contribuindo para sua disseminacdo, inibindo ou modulando a resposta imune e,
desta forma, facilitando a sobrevivéncia intracelular do patégeno (LUDER et al.,
2001).

O estresse celular é um dos estimulos que desencadeiam a apoptose celular.
No entanto, alguns parasitas que residem e replicam intracelularmente, podem
utilizar mecanismos que modulam a resposta imune do hospedeiro inibindo, seu

reconhecimento e, consequientemente, impedindo a apoptose.

A Theileria parva induz a ativacéo do fator de transcricdo NF-kB, que exerce
um papel crucial na protecdo das células infectadas contra apoptose, funcionando
como mecanismo de sobrevivéncia do parasito no hospedeiro (LUDER et al., 2001).

No entanto, alguns parasitos, como por exemplo o Toxoplasma gondii, podem fazer
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uso de suas HSP70 para inibir a producdo de oxido nitrico nas células do hospedeiro
e, conseqlientemente, diminuir a resposta do hospedeiro ao estresse. Assim, ocorre a
diminuicdo da atividade NF-«xB, evitando desta forma, que o fator de transcricdo NF-
kB induza a resposta imune, diminuindo a resisténcia do hospedeiro (DOBBIN et al,
2002).

Acredita-se que ap0s a morte ou injdria celular, ocorre a liberacdo de HSP70
no meio extracelular; porém, estudos recentes sugerem que esta liberacdo
extracelular pode ser de origem hepatoesplénica, através de uma via de exocitose
especifica, favorecendo uma réapida liberacdo destas proteinas atraves da estimulacao
neuroenddcrina, ndo requerendo, necessariamente, a morte celular (FLESHNER et
al., 2004).

As HSPs antigénicas dos microorganismos podem, porém, produzir uma
resposta imune protetora, surgindo como uma possibilidade para producédo de vacinas
(MEYER & SILVA, 1999). A vantagem do desenvolvimento de vacinas baseadas
em HSP é que ndo ha necessidade de identificar e purificar antigenos para terapia
(ROBERT, 2003).

A resposta imune dos bovinos, principalmente os jovens, tem as células Tyo
como “linha de frente” nos mecanismos de defesa (UNGAR-WARON et al., 1996).
Este subgrupo de linfécitos pode reconhecer HSPs autélogas e heterélogas
requerendo menos moléculas apresentadoras de antigeno para as proteinas do
estresse reativas. Esta reatividade com HSPs, de acordo com BORN et al.(1990),
pode ser a base para definir varias fungdes das células Tyd, inclusive imunovigilancia
do epitélio, regulacdo do crescimento e desenvolvimento de linfécitos, bem como
ativacdo de macrofagos. Acredita-se que as células Tyd, como sugerido por estudos
em humanos e camundongos, reconheceriam as HSPs liberadas durante um processo
infeccioso (UNGAR-WARON et al., 1996). O aumento destas células em um
processo infeccioso é paralelo e proporcional ao aumento das proteinas do estresse.
A forma induzivel de HSP70, expressa na superficie celular de alguns tumores, pode
interagir diretamente com as células Tyd e/ou NK (ROBERT, 2003).

Novas questdes com relacdo a apresentacdo e processamento de antigenos
tém surgido a partir do reconhecimento de que as HSPs também podem apresentar

antigenos por facilitarem a aglomeracéo de peptideos para ocorréncia deste processo
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(POCKLEY, 2003; BASU & MATSUTAKE, 2004; GULL & TEOH, 2004).
Segundo Lydyart et al. (1990), membros constitutivos da familia das HSP70 estéo
envolvidos no processamento e apresentacdo de antigenos, comprovando a

participacdo destas proteinas na resposta imune.

Como processo bioldgico altamente conservado, a resposta ao choque
térmico é essencial para a sobrevivéncia ao estresse ambiental, incluindo extremos de
temperatura, exposicdo a substancias quimicas tdxicas, radiacdo, entre outras
condicgdes que provocam desnaturacao de proteinas celulares essenciais (MEYER &
SILVA, 1999; HASDAY & SINGH, 2000; SEPPONEN & POSO, 2005).

Em experimentos sobre a participagdo das HSPs no fendmeno de
termotolerancia, células incapazes de sintetizar HSP sofreram danos irreversiveis,
com elevacdo da temperatura, assim como células previamente tratadas com anti-
HSP demonstraram aumento de choque térmico. Em contrapartida, as células que
apresentam uma alta expressao de HSP, foram mais resistentes a hipertermia letal.
As HSPs também protegem as células de agentes citotoxicos ndo-térmicos como
radiagdes ultravioleta, isquemia e estresse oxidativo, atraves de um fenémeno
denominado “tolerancia cruzada” (SANDOVAL, 2002).

A expressdo de HSP70 protege as células do miocardio de ratos (em cultura)
contra a isquemia e elevacdo de temperatura que, de outra forma, seriam letais
(MEHTA et al., 2005). A inducdo de HSP70 pode representar uma alternativa

terapéutica para a isquemia do miocardio.

As respostas ao estresse estdo, sob varios aspectos, sobrepostas, uma vez que
existem relativamente poucos fatores de transcricdo ativados pelo estresse. Um
determinado tipo de estresse pode gerar mais de uma modalidade de resposta. A HSR
possui programa genético distinto da APR (resposta de fase aguda), sendo que a
primeira- mais primitiva- reduz ou extingue a APR pelo fato das HSPs inibirem a

producéo de TNF-a ¢ IL-1 em determinados tipos celulares.

A APR é dependente de comunicagdo intercelular, mediada por citocinas
(TNF-a e IL-1) e no figado ha producéo de reagentes de fase aguda como a proteina
C-reativa, fibrinogénio, ceruloplasmina entre outros. Uma forte APR pode levar a
efeitos nocivos exagerados, como a sindrome de resposta inflamatoria sistémica, que,

caso perdure, evolui para a sindrome de disfungdo orgénica multipla. Dai, a

17



importancia da agdo das HSPs protegendo e prevenindo danos celulares e teciduais
dos efeitos deletérios da inflamacdo (MEYER & SILVA, 1999).

Posteriormente, verificou-se que a HSR é um fenbmeno que se manifesta em
praticamente todos os seres vivos. As células, porém, levam algum tempo para
desenvolver plenamente a producdo das HSPs, algo em torno de 6 a 18 horas. Do
ponto de vista clinico, o desenvolvimento do fenémeno termotolerante, de um modo
relevante, requereria a0 menos este intervalo de tempo. Embora este intervalo de
tempo ainda nédo exista, mesmo que se consiga um metodo farmacoldgico confiavel e
aplicavel clinicamente, capaz de suscitar a HSR, a aplicabilidade fugiria, embora
medida, do terreno das urgéncias (MEYER & SILVA, 1999). Por outro lado,
encontraria aplicacdo provavel nos estresses programados, tais como em
intervencdes cirdrgicas e em tratamentos prolongados de doencas degenerativas e

autoimunes.

Células apresentadoras de antigeno (APCs) tém maior dificuldade na tarefa
de apresentacdo imune, ja que processam e apresentam peptideos ndao somente de
origem intracelular, mas também extracelular, incluindo células doentes. Existe uma
proposta de que o mecanismo usado pelas APCs é o uso de HSPs como
transportadoras de peptideos, ja que em torno de 25 peptideos derivados de HSP
foram identificados, confirmando a hipétese do transporte e apresentacdo de
peptideos pelas HSPs. (HICKMAN-MILLER & HILDEBRAND, 2004).

Muitas viroses aumentam a expressdo de HSP e, subsequentemente, a
apresentacdo de peptideos derivados das mesmas, que sdo reconhecidos tanto pelo
sistema imune inato, quanto pelo adaptativo. Este pode ser, entdo, 0 mecanismo de
vacinas que poderdo ser eficazes contra uma série de doencas (HICKMAN-MILLER
& HILDEBRAND, 2004).

As proteinas do choque térmico tém emergido como um componente
imunoestimulante para o desenvolvimento de vacinas, principalmente em funcdo da
habilidade das HSPs em acompanharem peptideos exdgenos e introduzi-los em vias
enddgenas, 0 que gera uma potente resposta CD8+. Juntamente com a habilidade dos
complexos peptideos-HSP em elucidar uma resposta MHC classe Il antigeno-
especifica, restrita a CD4+, fazem destas moléculas fortes adjuvantes em vacinas
(QAZI et al., 2005).
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Indicios sugerem que algumas HSPs podem ser especializadas em
determinadas modalidades de estresse associadas com infeccdo e cancer. Niveis de
expressao de HSP70 e HSP90 podem servir como biomarcadores da satude de um
tecido ou populacao celular (ROBERT, 2003).

Classicamente, a febre € definida como uma elevagdo no centro regulador de
temperatura, provocada por alteragbes na taxa caldrica dos neurdnios
termorreguladores mediados por pirégenos endogenos. Alteracdes nestes neurénios é
que regulam a integracdo dos processos de comportamento, fisioldgicos e
bioguimicos, que determinam o balango entre a geracdo e eliminacdo de calor
(HASDAY & SINGH, 2000; BICEGO et al., 2006).

A prevaléncia da febre em individuos representantes da era moderna como 0s
Deuterostomas (vertebrados) e Protostomas (artrépodes e anelideos), sugere sua
origem h& mais de 600 milhdes de anos (HASDAY & SINGH, 2000). Esta existéncia
pré-histdrica fornece evidéncia de sua importancia protetora no hospedeiro infectado.
Esta protecdo pode ser esclarecida pelo efeito citotoxico ou citostatico dos
microorganismos, que sob exposicdo a temperaturas febris, aceleram a liberacédo de
patogenos e “encurtam” a duracao da doenca.

Um segundo caminho para explicar o efeito protetor da febre durante uma
infeccdo seria pela inducdo da expressdo de HSP nas células do hospedeiro, de modo
a aumentar sua resisténcia ao estresse quimico gerado no microambiente infectado.
Esta citoprotecdo conferida pela exposicdo a temperaturas acima das fisiologicas €
mediada, em parte, por quatro familias de HSPs. Estas proteinas, induzidas por
estresse térmico ou bioquimico, preservam componentes celulares essenciais.
Juntamente com HSPs, o choque térmico ativa dois outros genes citoprotetores, 0
superdéxido dismutase Cu/Zn (SOD) e o hemioxigenase-1 (HASDAY & SINGH,
2000).

3.3 — Peptideos sintéticos

Os peptideos sintéticos podem ser descritos como seqiiéncias de aminoacidos
construidas e derivadas de uma ou varias proteinas, com caracteristicas imunogénicas.
A sequiéncia aminoacidica do peptideo permite a simulagdo dos sitios antigénicos ou

receptores proteicos, que os torna de grande interesse para a producéo de vacinas.
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Segundo Neurath & Kent (1986), citado por Freitas (2001), imundgenos
desenhados podem estimular uma resposta imune apropriada, ou seja, especifica e
efetiva, com as vantagens da maior seguranca, pureza, estabilidade, além de ser mais
competitiva em relacdo aos custos. Patarroyo et al. (1999), destacam a melhor
padronizacao e a auséncia de mecanismos supressores, alérgicos e/ou autoimunes.

Adjuvante pode ser definido como uma substancia que aumenta a imunidade a
um antigeno quando adicionado ao mesmo. O conceito de adjuvantes de vacina tem
sido restrito aqueles que estimulam titulos de anticorpos. Respostas de anticorpos a
antigenos de patégenos séo, inicialmente, mensuradas e correlacionadas com protecéo
em doengas infecciosas (SEGAL et al., 2006).

Recentemente, o conceito de adjuvantes foi expandido e inclui mediadores
solGveis e carreadores de antigenos que interagem com moléculas presentes na
superficie de células dendriticas e vetores de APCs. As HSPs possuem habilidade de
aumentar uma funcdo efetora inata e antigeno-especifica, fazendo destas moléculas
fortes candidatas a adjuvantes em vacinas (QAZI et al., 2005, SEGAL et al., 2006).

3.3.1 — Peptideo SBbo 23290

O peptideo sintético de B. bovis, denominado SBb023290, foi desenhado a
partir da roptria de B. bovis. Foi baseado na estrutura integra da proteina (RAP — 1 de
B.bovis) localizada no complexo apical das babesias (BENAVIDES, 2006). Segundo
descricdo de Freitas et al. (2001), o peptideo foi obtido da unido dos peptideos 5084 e
5081, que apresentaram maiores estimulos de células T e B apds a mensuracdo da
producdo de IFN vy, IL — 12, TNF — .

Segundo Patarroyo et al. (1999), o peptideo SBb023290 possui uma
conformacdo distinta daqueles que o originaram, além de possuir, em sua estrutura, um
maior numero de aminoacidos. Acredita-se que em sua estrutura, encontram-se novos
epitopos que conferem maior antigenicidade.

Utilizando saponina como adjuvante, Castro (2005) constatou que o peptideo
sintético SBbo 23290, estimulou a resposta imune dos animais. Os animais vacinados
com o peptideo SBbo 23290 desenvolveram uma resposta imune celular satisfatoria
nas sub-populagdes de linfocitos B CD 21+ e Tyd WCI1+. Alem disto, foi demonstrado
que houve formacdo de estruturas que conferiram especificidade e memdria nos

tecidos linfoides apos as vacinagoes.
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3.3.2 — Peptideo SBm 7462

O peptideo SBm7462 é um antigeno vacinal sintético, desenvolvido a partir
da proteina Bm86, por predicdo computacional de sitios imunogénicos, capaz de
proteger 0s animais contra a infestagcdo de carrapatos.

Em bovinos, testes avaliativos do peptideo mostraram eficacia de 81,05%,
contra R. (B.) microplus. Houve aumento no numero de teledginas desprendidas,
reducdo do peso das mesmas, bem como reducdo da ovoposicdo e da fertilidade
(PATARROYO et al., 2002; PATARROYO et al., 2004).

Gonzélez (2003) demonstrou que o peptideo SBm 7462 estimulou a producéo
de imunoglobulinas antigeno-especificas, com predominéncia do isotipo 1gG1 sobre o
isotipo 1gG2. De acordo com seus resultados, considera-se que o peptideo sintético
SBm 7462 induz eficientemente uma resposta imune antigeno-especifica que envolve

mecanismos do sistema imune, tanto celulares quanto humorais.

3.4 - Linfonodos

Morfologicamente, os linfonodos sdo estruturas encapsuladas perfuradas por
numerosos vasos linfaticos aferentes e eferentes responsaveis pela circulacdo da
linfa. Histologicamente sdo dividido em duas regifes denominadas cortex, mais
externa e altamente celular, e uma regido mais central conhecida como medular.
Nestes drgdos linfoides secundarios sdo iniciadas as respostas imunes adquiridas aos

antigenos protéicos originados da linfa (ABBAS et al., 2003).

O cortex subdivide-se em cortex externo ou superficial e paracortex. No
cortex externo estdo localizadas as células B “naive”, que se aglomeram, formando
os foliculos primérios, podendo possuir areas centrais denominadas centros
germinativos (CGs), onde ocorre alta proliferacdo e diferenciacdo de células B. Os
foliculos de células B sdo os principais sitios das respostas humorais. O paracOrtex é
0 local onde os linfdcitos circulantes entram nos linfonodos e onde as células T
interagem com as células dendriticas. Ja na regido medular, encontram-se 0s seios
drenantes separados por corddes medulares, contendo células plasmaticas,
macrofagos e células T de memoria (VON ANDRIAN & MEMPEL, 2003).

Estes drgdos linfoides secundarios sdo tecidos que eficientemente capturam e

concentram antigenos estrangeiros para iniciar uma resposta imune adaptativa. Eles
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formam um sistema altamente complexo e diverso que mantém a interacdo entre
células apresentadoras de antigenos e linfocitos antigenos especificos, resultando na
estimulacdo de longo prazo e na imunidade protetora (DRAYTON, et al., 2006).

Von Andrian & Mempel (2004) definiram como principais funcbes dos
linfonodos o recrutamento de linfécitos virgens do sangue, a coleta de antigenos e
células dendriticas dos tecidos periféricos, a promocdo de respostas efetoras, a
modulacéo das células T de memdria como orientadoras levando-as aos tecidos que

contém antigenos cognatos, bem como a ida para células centrais de memoria.

A caracteristica estrutural de um linfonodo é composta pela interacdo entre
células apresentadoras de antigenos e alguns poucos linfocitos especificos para
determinados antigenos, o que os torna um oOtimo local para inducdo de respostas
imunes adaptativas. Duas células altamente especializadas apresentam os antigenos
nos linfonodos: as células dendriticas (DC), que apresentam peptideos através do
MHC classe | e Il as células T, e as células dendriticas foliculares (FDC) que formam
complexos imunes antigeno-anticorpo, auxiliando na formacéo da resposta de células
B (DRAYTON et al., 2006).

Os centros germinativos conferem especificidade necessaria para uma bem
sucedida resposta imune, ja que as interacdes entre as células T e B promovem
hipermutacdo somatica, selecdo antigeno-especifica preservando células B de
memoria (LIU et al., 1997).

3.5 - Variaveis bioquimicas

Muitas das mudancas enddcrinas e bioquimicas que acontecem no organismo
durante um processo de resposta a uma infecgdo, tém sido mensuradas para avaliacao
do estado de saude do individuo (OLFERT & GODSON, 2000).

3.5.1 - Glicose

Segundo Kaneko et al. (1997), a concentracdo sangliinea de glicose depende
de uma variedade de fatores e € resultante do equilibrio entre as taxas de entrada e
saida de glicose na circulagdo. O organismo utiliza vias elaboradas para garantir a

manutencdo da glicemia e, como resultado, a manutencdo da glicemia pode vir de
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uma ou de varias fontes, dependendo do estado atual do metabolismo de
carboidratos.

Nos ruminantes, a degradacdo da glicose ocorre no rimen, formando &acidos
graxos volateis. Logo, ndo é observada hiperglicemia ap0s ingestdo de grandes
quantidades de agUcar. A glicose do sangue nos bovinos é fornecida por neoformacéo
de ligacbes glicoplasméticas, principalmente propionato e aminoacidos
glicoplasmaticos, no figado (KOLB et al., 1987).

No animal em jejum, as concentracGes plasmaticas de glicose sdo mantidas
pela mobilizacdo de carboidratos em qualquer local onde possam ser encontrados.
Geralmente, h&a predominio de glicogendlise hepéatica associada a lipolise e
gliconeogénese, mas se o quadro de inani¢cdo prolongar-se, a lipdlise e a proteindlise
passam a ter importancia (KANEKO et al., 1997).

Existe uma retroalimentacdo complexa e especifica, bem como um controle
hormonal sobre estas vias, para assegurar uma concentracdo plasmatica de glicose
regular e constante, tanto em jejum quanto em superalimentacdo. Nas situacdes
normais do dia-a-dia o glucagon e o horménio de crescimento (GH) sdo o0s
responsaveis pela manutencdo dos niveis adequados de glicose. Enquanto que nos
estados anormais de jejum ou estresse, 0s glicocorticoides e a adrenalina passam a ter
importancia. Contrastando com os mdltiplos agentes que atuam aumentando 0s
niveis plasmaticos de glicose, apenas a insulina é responsavel pela diminuicéo de sua
concentracdo (KERR, 2003).

A presenca de insulina aumenta a taxa de utiliza¢do da glicose por aumentar o
seu transporte celular e sua fosforilacdo, porém, esta acdo € prejudicada pelos fatores
diabetogénicos como hormonio de crescimento, cortisol, glucagon e adrenalina
(KANEKO et al., 1997). De acordo com Kerr (2003), a hipoglicemia € menos
freqiiente nos bovinos que a hiperglicemia, sendo esta Ultima potencialmente menos

danosa a curto prazo.

A combinagdo do aumento da producdo de glicose hepatica, diminuindo a
utilizacdo de glicose, associada aos niveis anormais de insulina resulta em estresse
hiperglicémico. Uma correlacao positiva entre hiperglicemia e severidade de doencas
tem sido descrita em associacdo com cirurgias, traumas, choque e infarto do
miocardio (NYLEN & ALARIFI, 2001).
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Os valores normais de glicose no bovino estéo entre 45 e 75 mg/dL , com
valores médios em torno de 57,4 mg/dL (KANEKO et al., 1997).

3.5.2 - Lactato

Evidéncias consideraveis suportam uma relacdo inversa entre hiperlactatemia
e sobrevivéncia. Vérios estudos clinicos tém correlacionado niveis de lactato
sanglineo com taxa de mortalidade nos casos de choque séptico e em outras formas
de choque circulatério. Outros estudos relacionam niveis de lactato no sangue com o
desenvolvimento de faléncia de 6rgdos e mortalidade, o que faz com que a duragéo
da acidose lactica assuma importancia como fator relacionado a faléncia de 6rgéos
ou mortalidade em pacientes em choque (NYLEN & ALARIFI, 2001).

Segundo Allison et al. (2006), nos ruminantes, as concentracdes de lactato no
sangue sdo dependentes de fatores como dieta, funcionamento do rimen, estado
fisiologico, estresse e atividade fisica do animal. Existe uma grande variagcdo nos

valores de referéncia que podem oscilar entre 0,56 a 2,22 mmol/L.

3.5.3 - Proteinas de fase aguda (APPs)

Em estados patoldgicos, a taxa de sedimentacdo de neutrofilos é aumentada
no sangue de pacientes com doencas infecciosas. Esta sedimentacdo é caracterizada
por elevadas concentracBes de varias proteinas no plasma, conhecidas como
proteinas de fase aguda (APP), gerando uma resposta de fase aguda. Esta resposta &,
agora, considerada um processo dinamico, envolvendo mudangas metabodlicas e
promovendo um mecanismo de defesa precoce e ndo especifico contra injdrias, antes

mesmo que a imunidade especifica seja ativada (PETERSEN et al., 2004).

Citocinas pro-inflamatérias sdo liberadas e o sistema vascular e células
inflamatdrias séo ativados. Estas citocinas ativam receptores em diferentes alvos
celulares levando a uma reacdo sisttmica que resulta em ativacdo do eixo HPA,
reducdo da secrecdo de horménio do crescimento, além de inUmeras mudancas
fisicas clinicamente caracterizadas por febre, anorexia, balanco negativo de
nitrogénio e catabolismo de células musculares. Atualmente, uma série de alteragdes
tem sido mensurada em laboratorio, tais como diminuicdo do plasma sanglineo e

aumento da densidade de colesterol ligado a lipoproteina; aumento de ACTH e
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glicocorticéides; ativacdo do sistema complemento e sistema de coagulacéo
sangiiinea; diminuigdo sérica dos niveis de Ca, Zn, Fe, vitamina A ¢ a-tocoferol; e
aumento da concentracdo das APPs no plasma (GRUYS et al., 2005b).

Dentro de poucas horas ap6s uma infeccéo, o padrdo de sintese de proteinas
hepaticas é drasticamente alterado, resultando em um aumento das APPs positivas.
As principais APPs positivas sdo a proteina C-reativa, a haptoglobina (hp) e amilode
A (SAA), liberadas pelos hepatocitos apds estimulacdo pelas citocinas. Segundo
Gruys et al. (2005b) existem também as APPs negativas, associadas a um
decréscimo na sintese de proteinas normais no sangue, representadas pela pre-
albumina, proteina ligada ao retinol, globulina ligada ao cortisol, transferrina e
albumina.

O mecanismo para estimulacdo da producdo hepatica das APPs pelas
citocinas pro-inflamatoérias inicia-se com IL-6 através da ligacdo ao seu receptor, via
fosforilacdo do fator de transcricdo NF-IL6, que é translocado para o ndcleo e inicia
a transcricdo dos genes de fase aguda. A IL-1 e TNFa , apos ligarem-se aos
respectivos receptores, promovem a fosforilacdo e degradacdo do IkB, inibidor do
fator de transcricdo NF«kB, levando a liberagdo do mesmo, e subseqiiente ativagao
dos genes de fase aguda no nucleo (ECKERSALL, 2000).

A despeito da natureza uniforme das APPs, existem numerosas diferencas nas
caracteristicas de fase aguda entre diferentes espécies. A causa da ocorréncia deste

fendmeno é pouco compreendida (KENT, 1992).

As principais mudangas metabolicas durante uma APR sdo o aumento do
catabolismo protéico e a gliconeogénese. As proteinas musculares sdo catabolizadas
em aminoacidos que sdo requeridos para a sintese de novas proteinas durante o

periodo em que a ingestao de alimentos é reduzida.

Aminoacidos sdo requeridos para a sintese hepatica de APPs,
imunoglobulinas e fibroblastos. Sdo também usados para gliconeogénese e
fornecimento de energia. Apesar do processo anabdlico, o catabolismo das proteinas
musculares resulta em um balanco negativo de nitrogénio e perda de peso no animal

doente.

Alguns 0rgdos centrais sdo preferencialmente preservados para este
catabolismo como o rim, pulmdo e figado. A razdo para isto ndo estd muito

esclarecida, mas estes tecidos sdo os principais componentes do sistema reticulo
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endotelial, com atividade aumentada durante a APR. Infelizmente os dados destes
eventos nos animais domesticos ainda sdo limitados, mas sabe-se que a mais
importante mudanca metabdlica é o grande aumento da sintese de APPs no figado
(PYORALA, 2000).

3.5.3.1 - Haptoglobina

A haptoglobina (hp) tem mostrado ser um parametro de alto valor para
analises de importantes doencas em bovinos, tornando-se um oOtimo candidato a
medidor de estresse em rebanhos em funcéo de sua meia vida de 2 a 4 dias, com pico
de laténcia em torno de 24 a 48 horas. Estas caracteristicas permitem uma coleta de
amostras de sangue, viabilizando a pesquisa da expressdo desta APP em resposta a
agentes estressantes (SLOCOMBE & COLDITZ, 2005).

A hp liga-se fortemente & hemoglobina, adquirindo habilidades
antiinflamatérias (GRUYS et al., 2005). Considerada como uma APP de segunda
linha, é induzida, primariamente, por IL-6 e se caracteriza por um aumento dos
niveis séricos tardio e manutencdo desta alta concentracdo por até duas semanas
(PETERSEN et al., 2004).

3.5.3.2 - Proteina C-reativa

A proteina C-reativa (PCR) foi descoberta no sangue de pacientes humanos
durante a fase aguda de pneumonia pneumococica. Possui peso molecular de
aproximadamente 115 kDa e recebeu este nome em funcdo de sua habilidade em se
ligar a polissacaride-C pneumocdcico. Na literatura, suas funcdes bioldgicas séo
descritas como ativagdo de complemento e opsonizacao e, normalmente, durante os
estagios iniciais de um processo infeccioso, a concentracdo sérica de PCR tende a
aumentar (PETERSEN et al.,, 2004). Trata-se de uma proteina ndo glicosilada
composta de 5 subunidades que firmemente ligam-se aos polissacarides dos
Pneumococcos (LEE et al., 2003).

Uma interagdo da proteina C-reativa com a proteina S por fatores inativadores
Va e Vllla, deprime a formacdo de trombina. Isto também aparenta ter uma

propriedade anti-citocina. O estado de hipercoagulacdo que reduz a PCR precede
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sintomas clinicos de sepse em pacientes neutropénicos. Estudos sugerem que uma
reposicéo de PCR pode ser benéfica em casos de sepse (NYLEN & ALARIFI, 2001).

Em humanos, a PCR € uma das principais APPs, porém, em bovinos, sua
expressdo é baixa (PYORALA, 2000), ndo sendo considerada uma APP
(PETERSEN et al., 2004).

3.6 - Babesiose bovina

A babesiose é uma infeccdo provocada por um parasito intraeritrocitico do
género Babesia, que requer um hospedeiro vertebrado e um hospedeiro invertebrado
para manutencdo do ciclo (HOMER et al., 2000). Os bovinos representam 0s
hospedeiros vertebrados de maior importancia pelos prejuizos econdmicos
provocados na producdo de carne, leite e couro. Mundialmente, estima-se que meio
bilhdo de animais sdo acometidos pela doenga anualmente, similar ao nimero de
humanos infectados com maléaria (GELETA, 2001; COOKE et al., 2005). No Brasil,
as perdas econbmicas sdo estimadas em torno de U$11,76/bovino/ano
(PATARROYO et al., 2004).

Parasitas do género Babesia sdo hematozoarios transmitidos pelo carrapato
Boophilus microplus. O ciclo de vida da B. bovis comega com a inoculagdo das
formas infectantes na corrente sangliinea. Os esporozoitos, ap0s penetrarem nas
hemaécias, diferenciam-se em trofozoitos, multiplicando-se assexuadamente e dando
origem a dois merozoitos que infectam outras hemécias. Seu ciclo estd completo em
torno de 17 h (HOMER et al., 2000; COOKE et al., 2005).

A B. bovis é um parasito especifico de hemacias, ndo invadindo outro tipo
celular e, apés a penetragdo do merozoito no eritrocito, ocorre sua fixagdo, a
membrana do vacuolo é destruida e o mesmo fica em contato com o citoplasma
(HERNANDEZ, 2002).

Assim como na malaria humana, a babesiose se manifesta com febre aguda e
anemia hemolitica que, se ndo tratada, evolui para a forma mais grave e até mesmo
fatal. Uma das principais lesbes patoldgicas causada pela Babesia bovis é de ordem
circulatéria, com adesdo de eritrocitos nas células endoteliais dos capilares, mediada

por proteinas de superficie. Ha4 um intenso seqlestro de eritrocitos infectados na
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microvasculatura de diversos oOrgdos, inclusive no cérebro onde ocasiona uma
sindrome cerebral (COOKE et al., 2005).

A despeito da semelhanca entre as alteragdes patologicas na malaria
produzida pelo Plasmodium falciparum, tanto na babesiose como na maléaria, o
seqliestro de eritrocitos nas vénulas e capilares é mais evidente no sistema nervoso
central, principalmente no encéfalo. Vargas & Patarroyo (2004) descreveram o0s
sintomas e sinais neurolégicos, frequentemente fatais. Apesar de ocorrer acumulo de
eritrocitos na microcirculacéo de outros 6rgaos como rim, mucosa intestinal, coragédo
e pulmdo, neste Gltimo pode ocorrer edema, levando a uma sindrome respiratoria
aguda (ARDS) que, possivelmente, é responsavel pela maioria das mortes por

babesiose bovina.

A imunidade contra babesiose inclui respostas inata e adaptativa, sendo que,
em bovinos jovens, a imunidade inata pode ser suficiente para prevenir doenga
severa (HOMER et al., 2000). Este mesmo autor considera de importancia limitada a
resposta imune humoral, uma vez que o parasita B. bovis pode subverter o
componente humoral e manipula-lo a seu favor.

Ruef et al. (2000), baseado em estudos de sequenciamento de dados do
GenBank, identificaram as HSPs da B. bovis sob o0s acessos AF107118 (HSP70) e
AF136649 (HSP90). Ao comparar as HSPs 70 de B. bovis e do hospedeiro bovino,
encontraram uma homologia de 70% de identidade e 82% de similaridade entre as
espécies. Este alto grau de homologia também é confirmado em relagdo a outros
parasitas como o Plasmodium falciparum, através de anélises filogenéticas (COOKE
et al., 2005). Isto sugere perspectivas futuras para producdo de vacinas baseadas em
fragmentos de HSP do parasita, uma vez que esta ja é uma realidade para P.
falciparum (QAZI et al., 2005).
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4 - MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no Departamento de Veterinaria (DVT) e no
Laboratorio de Biologia e Controle de Hematozoéarios e Vetores, BIOAGRO da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vigosa — MG. A partir de um modelo para
mensuracdo das respostas imune e celular dos peptideos sintéticos SBbo 23290 e
Sbm 7462, buscou-se avaliar o estresse de bovinos mantidos no isolamento contra
artrépodes e vetores de hematozodrios. Considerou-se como agente estressante 0s
imundgenos sintéticos SBbo 23290 e Sbm 7462, inoculados juntos e separadamente,
em trés doses com intervalos de trinta dias entre estas. O experimento, efetivamente,
teve a duracdo de 120 dias e durante este periodo foram realizadas coletas para

andlises histopatoldgicas, imunohistoquimicas e bioquimicas.

4.1 - Animais

Para realizacdo do experimento, foram utilizados 16 bezerros machos
cruzados, com grau de sangue variando entre meio sangue holandés/ gir até 7/8
holandés/gir, tipicos representantes da maioria do rebanho nacional. Estes animais
foram mantidos no Isolamento contra Artropodes e Vetores de Hematozoarios para
Bovinos, localizado no Departamento de Veterinaria (DVT) da Universidade Federal
de Vigosa (UFV), Vicosa — MG.

Os bezerros foram confinados com idade entre sete e quinze dias, sendo
alimentados com suscedaneo de leite na mamadeira até os 4 meses de idade, em
quantidade suficiente para atender a demanda de crescimento dos animas. Além do
leite de substituicdo, também receberam feno de Tifton e concentrado balanceado
com 18% de proteina bruta e 75% de NDT, com minerais equilibrados de acordo
com exigéncias da categoria. A agua manteve-se ad libitum durante todo o
experimento. Apds os quatro meses de idade o feno foi substituido por capim

Elefante.
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Todos os animais foram vermifugados no primeiro dia de isolamento e
examinados soroldgica e hematologicamente quanto a presen¢a de hemoparasitas.
Também receberam brincos numéricos para identificacéo.

Parametros clinicos tais como frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria,
elasticidade da pele, mucosas, tempo de retorno capilar, bem como peso e estimativa
de escore corporal, foram mensurados ao inicio do experimento para afericdo do
estado de saude dos animais. O peso foi aferido mensalmente através de fita
Bovitec®.

Os animais foram aleatoriamente divididos em quatro grupos de quatro
bezerros cada, conforme o quadro 1.

QUADRO 1 - Divisdo dos grupos de animais

GRUPO ANIMAIS BAIAS
1.Controle 41, 28, 22, 46 le?2
2. Saponina 45, 29, 20, 23 3e4
3. SBb023290(D) 25, SN, 27, 24 5eb

SBm7462 (E)
4. Polivalente 53, 42, 21,54 7e8

Fonte: Dados da pesquisa

4.2 - Esquema de inoculacdo dos peptideos sintéticos e desafio

ApoOs um periodo de 10 meses, considerando-se que 0s animais estariam

adaptados ao ambiente em boas condic¢des corporais, iniciou-se 0 experimento.

Cada grupo de quatro animais recebeu 3 inoculagfes de agua, adjuvante ou
peptideo, de acordo com a divisdo dos grupos, nos dias 01, 30 e 60 do experimento
(Quadro 2). Entre os dias 78 e 80 todos os grupos foram infestados com larvas de
carrapatos, simulando o estresse de uma infestacdo natural e, no dia 85, desafiados

com cepa patogénica de Babesia bovis.

Os animais do grupo controle, denominado Controle, receberam 2mL de dgua

deionizada, por via sub-cutdnea, do lado direito do pescoco. Os animais do grupo
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adjuvante , denominado Saponina, receberam 1,5 mg de saponina’ diluida em agua
deionizada, por via sub-cutanea, do lado direito do pescogo. Os do grupo duas
vacinas, denominado Duas Vacinas, receberam 2 mg do peptideo sintético
SBb023290, associado a 1,5 mg de saponina, diluido em 2 ml de 4gua deionizada, no
lado direito do pescoco. No lado esquerdo do pescoco deste grupo, foi inoculado o
peptideo sintético SBm7462, associado a 1,5 mg de saponina, diluido em 2 ml de
agua deionizada. As vacinas foram aplicadas simultaneamente, por via sub-cutanea.
O grupo que recebeu o imundgeno polivalente, denominado Polivalente, recebeu 2
mg do peptideo SBbo 23290, mais 2 mg do peptideo SBm 7462, associado a 1,5 mg
de saponina, diluidos em 5 ml de agua deionizada. Esta vacina, em dose Unica, foi
aplicada por via sub-cutdnea, do lado direito do pescoco. O esquema destes

procedimentos estdo descritos no quadro 2 e figura 1.

Desafio Desafio

a . ~ a. f = a. i 3
12 Imunizagdo 2% Imunizagéo 3 Imunizagéo Carrapatos B.bovis

1L 1L 1L
B ud b da B

.Exérese cirdrgica do linfonodo pré-escapular

Semanalmente: coleta de sangue

Figura 1: Delineamento experimental

Todos os animais foram submetidos a mensurac¢des de temperatura corporal

diariamente, bem como exame clinico geral, apds inicio do esquema de inoculagéo.

O desafio dos animais foi feito 30 dias apos a terceira inoculagéo, utilizando
larvas de carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus livres de parasitas
Universidade Federal do Rio Grande do Sul de Porto Alegre-RG. Uma seringa
contendo em torno de 2000 larvas, foi aderida ao corpo de cada um dos dezesseis
animais na regido cervical. Para evitar mortalidade e ou retirada mecéanica dos

parasitas durante o periodo de fixacdo, os bezerros foram mantidos em cabrestros

! Saponina 5012 sample NO SOS08064 Quantity 100g (Kerry Bio- Science) Ireland.
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curtos e tiveram a cauda amarrada proxima ao corpo. Todo o procedimento foi

repetido no dia seguinte, totalizando, em média, 4000 larvas por animal.

QUADRO 2 — Grupos de animais e imundgenos utilizados no experimento. (D)
imundgeno aplicado do lado direito, (E) imundgeno aplicado do
lado esquerdo, SC: via de aplicacdo subcutanea.

GRUPO ANIMAIS IMUNOGENO VOLUME VIA
INOCULADO
Controle 41,28,22,46 Agua 2mL SC
(4gua) deionizada
Saponina 45, 29, 20,23  Saponina 1,5mg SC
Agua 2mL
deionizada
Duas Vacinas SBm 7463 2mg
SBm7462(E) 25, SN, 27, Saponina 1,5mg (E)
SBbo23290(D) 24 Agua 2 mL
deionizada 2 mg sc
1,5mg (D)
SBbo 23290 2 mL
Saponina
Agua
deionizada
Polivalente SBm 7462 2 mg
(SBm7462 + 53,42,21,54 SBbo 23290 2 mg SC
SBb023290) Saponina 1,5mg
Agua 5mL
deionizada
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Aos 35 dias apés a terceira inoculacdo dos peptideos, foi realizado o desafio
com Babesia bovis cepa UFV1 — 92 passagem, diluida em PBS a uma concentracao

de 1x10° B. bovis/mL, administrada por via endovenosa.

4.3 - Acompanhamento clinico dos animais

Os grupos tiveram seus parametros clinicos avaliados, objetivando
identificacdo de alteracbes condizentes com um quadro clinico de doenga. Apds o
desafio, a avaliacdo destes pardmetros passou a ser diaria e a temperatura foi

mensurada duas vezes ao dia.

Nos animais que apresentaram alteragfes nos parametros clinicos associada a
diminuicdo no hematocrito, hemoglobina e presenca de parasitemia, foi realizado
tratamento com 3,5 mg/kg de diaceturato de 4,4 diazoaminobenzamidina

(Ganaseg®), por via intramuscular, em dose Unica.

4.4 - Coleta de Material

4.4.1 - Coleta de linfonodos

Com o objetivo de se avaliar a expressdo das proteinas de choque térmico
HSP70 e HSP90, bem como a expressdo dos peptideos sintéticos SBbo23290 e
SBmM7462 dos animais do experimento, foram realizadas bidpsias dos linfonodos pré-
escapular direito e esquerdo.

As coletas seguiram um cronograma de datas, sendo realizadas nos dias 0, 07,
15, 35, 45, 65, 72 e 92 do experimento, conforme figura 1. A cada dia de cirurgia,
um bezerro representante de cada um dos quatro grupos era operado, totalizando
quatro intervencdes diarias. Apds a remocéo cirurgica, cada linfonodo foi medido

nos sentidos de comprimento e largura.

O protocolo cirdrgico seguiu as recomendagdes de antissepsia pré-operatoria,
com tricotomia, desinfeccdo com alcool iodado. Os animais foram sedados com
xilazina 10 mg, recebendo 0,01 ml para cada 10 kg de peso vivo, por via endovenosa.
Apds contencdo mecanica, foi realizado bloqueio anestésico local com lidocaina 2 %,

seguindo a técnica de L ( em média de 20 ml por animal). Seguiu-se a incisdo
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cirdrgica, extirpacdo do linfonodo e ligadura dos vasos. Foi feita redugdo do espaco
morto com fio de nylon 2-0, bem como sutura externa com pontos simples separados
utilizando-se fio de nylon 2-0. Todos os animais receberam uma dose de 20 mg/kg de

peso corporal de antibacteriano Oxitetraciclina, por via intramuscular, em dose Unica.

4.4.2 - Coleta de sangue

Semanalmente, coletaram-se amostras de sangue por puncéo da veia jugular,
de todos os animais utilizando tubos sem anticoagulante, com anticoagulante acido
etilendiamino tetracético (EDTA) e com fluoreto, para acompanhamento do perfil
hematoldgico e bioquimico dos animais antes, durante as vacinacGes e ap0s o

desafio.

No perfil hematoldgico avaliou-se hemoglobina, contagem de eritrdcitos,
contagem de leucdcitos, sendo mensurado em sangue total coletado em frascos com
EDTA. O soro foi obtido ap06s centrifugacdo dos frascos sem anticoagulante, em
2500 giros por 5 minutos, para analise de proteinas de fase aguda haptoglobina e
proteina C- reativa. O plasma foi obtido do sangue coletado em frascos com fluoreto
e centrifugados a 2500 giros por 10 minutos, para analises de glicose e lactato. Tanto
0 soro quanto o plasma foram aliquotados em tubos Eppendorf devidamente

identificados e congelados a — 20° C até 0 momento das analises.

4.5 - Histopatologia dos linfonodos bovinos

Os linfonodos coletados foram seccionados em fragmentos de 1 a 2 cm de
espessura e fixados em paraformaldeido a 4%, pH 7,2, durante 8 horas. Apos este
periodo, foram lavados com alcool 70% e nele conservados até o procedimento de
inclusdo. Os fragmentos foram entdo desidratados em soluc@es alcoodlicas crescentes
de 70%, 80%, 90% e duas de 100%, sendo, a seguir, diafanizados em xilol. A

inclusdo se deu em Parapast Plus (Sigma®) (PROPHET et al., 1992).

Os cortes histologicos foram realizados em microtomo de rotacdo modelo
SPENCER — American Optical Company, com a espessura de 4 um, sendo corados

com Hematoxilina & Eosina.

A avaliacdo das alteragdes histoldgicas das laminas foi feita em microscépio
optico binocular, modelo ECLIPSE E600, Nikkon, Japan.
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4.6 - Imunoistoquimica da expressao de HSP70 e HSP90

A expressdo das HSPs foi mensurada utilizando-se cortes histologicos, em
laminas silanizadas. Os cortes foram mantidos em estufa a 56° C por 24 horas, sendo,
a sequir, desparafinados em duas passagens de xilol com 30 minutos de duragédo cada
e dois banhos de alcool absoluto (5 minutos cada). A hidratacéo foi feita com banhos
decrescentes de alcoois 90%, 80%, 70% e PBS pH 7,4 (1,489 de fosfato de sodio
dibasico anidro, 0,43g de fosfato de sddio monobasico anidro, 7,29 de cloreto de
sodio e dgua deionizada g.s.p. 1000mL), com duragdo de 5 minutos cada.

A recuperacdo antigénica foi realizada com os cortes mergulhados em tampéo
citrato pH 6,0, durante 30 minutos a 90° C. Seguiram-se trés lavagens em PBS pH

7,4 com duracéo de 5 minutos cada.

A peroxidase enddgena foi bloqueada com peroxido de hidrogénio
metanolico 3% durante 15 minutos, a temperatura ambiente e em camara Umida e
escura. Ap6s duas lavagens com PBS pH 7,4, foi adicionado sobre os cortes, soro
normal de coelho diluido em PBS pH 7,4 (1:10), incubando em camara Umida por
mais 45 minutos, com o objetivo de bloquear os sitios inespecificos da reacéo.

O soro foi entdo removido das laminas e adicionado o anticorpo primario
diluido em PBS pH 7,4 (1: 50) anti-HSP 70% ou anti-HSP 90°, ficando durante 18
horas incubadas em camara iimida a 4° C. Apds este periodo, os cortes foram lavados
com PBS pH 7,4 por 3 vezes de 5 minutos de duracdo cada e cobertos com o
anticorpo secundario marcado com peroxidase, produzido pelo LBCHV, na diluicédo
de 1: 500 em PBS pH 7,4 e novamente incubados em camara Gimida por 1 hora, a 37°
C.

Procederam-se mais duas lavagens dos cortes com PBS pH 7,4 de 5 minutos
de duracdo cada, para em seguida cobri-los com a solucdo reveladora DAB
adicionada de 5 pL de peroxido de hidrogénio, diluido em PBS pH 7,4 (1:500) por
15 minutos em camara Gimida a 37° C, lavando-se novamente por mais duas vezes de

cinco minutos cada.

2 HSP 70 (K-20): sc-1060 — Santa Cruz Biotechnology, INC.
¥ HSP 90 (N-17): sc-1055 — Santa Cruz Biotechnology, INC.
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A revelagédo foi feita com diaminobenzidina (DAB) na diluicdo de 2,5mg/
10mL, durante 15 minutos em cdmara escura, lavando com PBS pH 7,4 a seguir. Os
cortes foram entdo contracorados com hematoxilina de Harris 1:9 diluida em agua
destilada durante 10 segundos. Apos serem lavados com PBS pH 7,4 por 5 minutos,
os cortes foram entdo desidratados em &lcoois crescentes e diafanizados em xilol,

para finalmente serem montados com Entellan® entre lamina e laminula.

O controle negativo foi obtido de um animal pertencente ao grupo controle,
sendo que o corte histoldgico, ndo recebeu o anticorpo primario durante todo o

processo de imunoistoquimica.

4.7 - Imunoistoquimica da expressao dos peptideos SBm7462 e SBbo23290

Os cortes histologicos foram mantidos em estufa a 56° C por 24 horas, sendo,
a sequir, desparafinados em duas passagens de xilol com 30 minutos de duracdo cada
e dois banhos de alcool absoluto (5 minutos cada). A hidratacdo foi feita com banhos
decrescentes de alcoois 90%, 80%, 70% e PBS pH 7,4 (1,489 de fosfato de sodio
dibasico anidro, 0,43g de fosfato de sdédio monobasico anidro, 7,2g de cloreto de

sodio e dgua deionizada g.s.p. 1000mL), com duracdo de 5 minutos cada.

O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito com perdxido de hidrogénio
metanolico 3%, por 30 minutos, em temperatura ambiente. Apds trés lavagens em
PBS pH 7,4, os cortes foram cobertos com soro normal de cabra diluido em PBS pH

7,4 e incubados em cAmara Umida com temperatura ambiente.

O soro foi removido das laminas e adicionou-se o anticorpo primario IgG de
coelho antipeptideo SBm 7462 ou IgG de coelho antipeptideo SBbo 23290,
produzidos no Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores e
diluidos em PBS pH 7,4 (1:10). Apos incubacdo por 30 horas a 4° C em camara
umida, repetiram-se mais trés lavagens e adicionou-se o anticorpo secundario IgG de
cabra anti- 1gG de coelho diluido em PBS pH 7,4 (1:10).

Os cortes foram novamente incubados em cdmara Umida por 45 minutos a
37° C. Procederam-se mais duas lavagens dos cortes com PBS pH 7,4 de 5 minutos
de duracdo cada, para em seguida cobri-los com a solucdo reveladora DAB
adicionada de 5 pL de peroxido de hidrogénio, diluido em PBS pH 7,4 (1:500) por
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15 minutos em camara Umida a 37° C, lavando-se novamente por mais duas vezes de

cinco minutos cada.

A revelacdo foi feita com DAB na diluicdo de 2,5mg/ 10mL, durante 15
minutos em camara escura, lavando com PBS pH 7,4 a seguir. Os cortes foram entao
contracorados com hematoxilina de Harris 1:10 diluida em &gua destilada durante 20
segundos, lavados, a seguir, com &gua destilada por 5 minutos e as bordas das
laminas foram secas com papel absorvente. Apds serem lavados com PBS pH 7,4 por
5 minutos, os cortes foram entdo desidratados em &lcoois crescentes e diafanizados

em xilol, para finalmente serem montados com Entellan® entre 1amina e laminula.

4.8 - Andlises bioquimicas do soro e plasma

O perfil bioquimico dos animais foi mensurado para a concentracdo de
glicose, lactato, proteina C-reativa e haptoglobina. As APPs foram mensuradas no
soro e glicose e lactato mensurados no plasma. As analises foram realizadas de forma
automatizada utilizando-se o equipamento Immage Immunochemistry System —

Beckman Coulter 1.

A técnica utilizada para mensuracdo dos niveis de Hp e PCR foi a
nefelometria. Trata-se de uma técnica de dissipacdo de luz, onde ocorre a formacéo
do imunocomplexo Ag-Ac e a quantidade de luz dissipada é diretamente
proporcional & concentracdo do imunocomplexo formado. E considerada uma técnica

quantitativa.

4.9 - Modelo Analitico das variaveis bioquimicas

No experimento, os 16 animais foram distribuidos em um delineamento
inteiramente casualizado, em um esquema fatorial 4 grupos X 17 tempos, com quatro
repeticdes. Os grupos foram denominados de Controle, Adjuvante, Duas Vacinas e
Polivalente. O tempo foi distribuido em semanas, iniciando-se em 10/03/06 e término
em 10/07/06.

A variavel grupo foi analisada pelo teste de Tukey e a variavel tempo, pelo
teste de Scott Knott. As variaveis foram analisadas por testes comparativos diferentes
em funcdo das ambiglidades encontradas. A ambiguidade é definida quando dois

tratamentos tidos como diferentes entre si ndo diferem de um terceiro.
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Segundo Ferreira (2003), o teste de Scott Knott visa a separacdo de médias de
tratamentos em grupos distintos, através da minimizacdo da variacdo dentro e
maximizacdo da variacdo entre grupos. Na sua prépria natureza tedrica, os resultados
nunca poderdo apresentar-se ambiguos. Desta forma, os mesmos sdo facilmente
interpretados, resultando em maior objetividade e clareza. Foi possivel a sua
aplicacdo devido a existéncia de mais de 15 observacdes para a variavel tempo.

Utilizou-se o software Sisvar®, versao 4.6 (build 62) 2003 para analise dos

dados, ao nivel de 5% de probabilidade.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Avaliacédo dos parametros clinicos dos animais

Considerando-se uma avaliagdo do estado geral dos animais durante o
experimento, pode-se afirmar que se mantiveram saudaveis, ndo aparentando sinais
clinicos de doenca instalada. Com excecdo do animal niumero SN, pertencente ao
grupo Duas Vacinas. Este apresentou parasitemia confirmada pela presenca do
agente na circulacdo periférica e reducdo do hematocrito em 72%. Foi tratado com
diaceturato de 4,4 diazoaminobenzamidina (Ganaseg®) na dosagem de 3,5 mg/Kg de
peso corporal, por via intramuscular, em dose Unica.

Doenca, em um sentido amplo, pode ser decorrente de uma situacdo na qual
ndo ha uma boa adaptacdo entre o individuo e 0 meio em que ele vive, alterando 0s
processos normais de formacéo, desenvolvimento e sobrevivéncia (BOGLIOLO,
1978).

Durante todo o experimento ndo ocorreu nenhum ¢bito nos animais dos
quatro grupos avaliados, apesar de ter ocorrido parasitemia em animais dos grupos
Controle, Saponina e Duas Vacinas. Considerando-se o estado geral dos animais
durante o experimento, pode-se afirmar que se mantiveram saudaveis, ndo
aparentando sinais clinicos de doenca instalada. Com exce¢do do animal nimero SN,
pertencente ao grupo Duas Vacinas. Este apresentou parasitemia confirmada pela
presenca do agente na circulacdo periférica e reducdo do volume globular em 72%.
Foi tratado com diaceturato de 4,4 diazoaminobenzamidina (Ganaseg®) na dosagem
de 3,5 mg/Kg de peso corporal, por via intramuscular, em dose Unica.

AlteracOes na temperatura corporal sdéo comuns em doencas infecciosas e a
resposta inicial do organismo é a febre ou hipertermia (OLFERT & GODSON,
2000). Para avaliacdo da temperatura corporal, consideraram-se alteradas as medidas
superiores a 39° C, sendo que todos os animais do presente estudo apresentaram
aumento da mesma 24 horas apés as inoculagGes, independentemente do grupo ao
qual pertenciam (figuras 2,3 e 4).

Apos a segunda inoculagéo, ou seja, no dia trinta do experimento, ocorreu um
pico febril com duracdo de 72 horas nos animais pertencentes aos grupos Duas
Vacinas e Polivalente, sendo a temperatura maxima 40,1° C e 40,2° C,
respectivamente (Figuras 2 e 3).
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Aos sessenta dias de experimento, data da terceira inoculagdo de imundgenos,
0s animais dos grupos Duas Vacinas e Polivalente apresentaram temperaturas de
40,2° C e 39,7° C, respectivamente. Os animais do grupo controle, nesta mesma data,
apresentaram temperatura maxima de 38,4° C, significando menor resposta em

relagcdo aos demais grupos (Figura 4).

Muitos estudos mostram que a indugdo do choque térmico em mamiferos
requer aumento acima de 4°C nos niveis de temperatura basal. Pequenos aumentos na
temperatura tém, porém, ativado resposta ao estresse em alguns modelos vivos
(HASDAY & SINGH, 2000). Em contrapartida, a febre pode promover efeitos
inibitérios na resposta do hospedeiro, uma vez que células polimorfonucleares
(PMN), mesmo tendo a motilidade e capacidade fagocitaria aumentadas pela
temperatura elevada, tém diminuida a quimiotaxia e a atividade bacteriostatica torna-
se fraca.

Os niveis maximos de temperatura dos animais de todos 0s grupos nédo
excederam o limite de 40,2° C, sendo insuficiente para promover uma reducao na
resposta imune. Esta reducdo seria esperada em temperaturas superiores a 41° C
(HASDAY & SINGH, 2000).

A resposta imunolégica pode ser influenciada por fatores como privacao
materna, mudanca de ambiente e alimentacdo. Segundo Marsland et al. (2002),
podem ocorrer diferencas entre individuos estressados durante uma resposta a

doenca.
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Figura 4 - Médias de temperatura retal apos terceira inoculacédo

Os bezerros deste experimento sofreram influéncia destas variaveis, porém,
considerando a capacidade de adaptacdo da espécie bovina a variados manejos, 0
fator ambiente, provavelmente, ndo contribuiu para aumentar a susceptibilidade ao
estresse. Logo, 0s animais mantiveram-se saudaveis mesmo apds o desafio com a

cepa patogénica de Babesia bovis, sugerindo a importdncia do bem estar na

eficiéncia da resposta imunoldgica.

5.2 - AvaliacGes macroscopica e histopatologica dos linfonodos
Macroscopicamente, o linfonodo pré-escapular, ou cervical profundo, de um
bovino jovem e saudavel deve-se apresentar alongado, com comprimento variando

entre 1 e 10 centimetros, e largura entre 1,5 e 2 centimetros. Sua face profunda tem
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um hilo longo e distinto, por onde penetram os vasos aferentes e de onde emerge a
circulacédo eferente (GETTY, 1981).

Antes que fossem iniciados o0s procedimentos propostos durante o
experimento, realizou-se a remocdo cirurgica do linfonodo pré-escapular de um dos
animais do grupo Controle para obtencdo de um parametro comparativo. Este se
apresentou, macroscopicamente, com 2 centimetros de comprimento por 1
centimetro de largura, consisténcia firme, confirmando as dimensdes consideradas
normais por Getty (1981).

A partir do inicio do experimento, observou-se um aumento de volume
crescente nestes orgédos linfaticos, até a coleta realizada apds a segunda inoculagéo,
com pico maximo de tamanho dos animais dos grupos que receberam inoculacéo dos
peptideos. Nestes grupos, o tamanho dos linfonodos alcangou 17 X 4 centimetros.
Aos quinze dias apds a segunda inoculagdo, houve regressao no tamanho, como pode
ser observado no Quadro 3. Esta regressdo do 6rgdo pode ser interpretada como um
processo anergico.

Os animais do grupo Controle ndo apresentaram alteracGes macroscépicas no
decorrer do experimento.

O aumento macroscépico dos linfonodos coincide com as alteracfes
histoldgicas, cuja dinamica foi correlacionada nos grupos Duas Vacinas e
Polivalente.

Ao exame microscépico dos linfonodos, verificou-se que 7 dias apds a
primeira inoculacdo ja é possivel perceber reatividade de centros germinativos (CGs)
e hiperplasia de areas paracorticais, nos animais que receberam doses de peptideos
sintéticos, ou seja, nos grupos Duas Vacinas e Polivalente. Estes também foram os
achados de Freitas (2001) e Castro (2005), quando avaliaram a inoculagdo de uma
cepa atenuada de B. bovis e do peptideo SBbo 23290, respectivamente, em
linfonodos bovinos.

Os animais do grupo Controle mantiveram-se com discreta reatividade
durante as inoculacdes de agua, 0 que pode ser observado pelo reduzido tamanho dos
CGs, presentes na figura 4A. Estes achados estdo de acordo com Freitas (2001) e
Resende (2003), que consideraram como uma resposta inespecifica. Apos o desafio,
os linfonodos destes mesmos animais apresentaram discreta hiperplasia de
paracortical., com aumento do nimero e do tamanho dos CGs, conforme figura 4B.

Esta reatividade sugere uma resposta contra B.bovis.
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QUADRO 3 — Macroscopia dos linfonodos dos grupos Controle, Adjuvante, Duas
Vacinas e Polivalente, ao longo do periodo.

Animal Grupo Lado Medida * Coleta Tempo X Procedimento
41 Controle direito 2x1 09/mar Antes do inicio

28 Controle direito 1,8x1,5 20/mar 7 dias apdés 12 inoc.
29 Adjuvante direito 2x1,3 20/mar 7 dias apdés 12 inoc.
SN Duas Vacinas direito 2x1,3 20/mar 7 dias apdés 12 inoc.
53 Polivalente direito 25x1,5 20/mar 7 dias apdés 12 inoc.
22 Controle direito 25x1,5 28/mar 15 dias apo6s 1?2 inoc.
45 Adjuvante direito 25x15 28/mar 15 dias ap6s 1% inoc.
25 Duas Vacinas direito 2,8x2 28/mar 15 dias ap6s 12 inoc.
42 Polivalente direito 3x18 28/mar 15 dias ap6s 12 inoc.
46 Controle direito 4x15 17/abr 5 dias apds 22 inoc.
20 Adjuvante direito 12x3 17/abr 5 dias apds 22 inoc.
27 Duas Vacinas direito 15x3 17/abr 5 dias apds 22 inoc.
54 Polivalente direito 17 x4 17/abr 5 dias ap6s 22 inoc.
41 Controle esquerdo 2X2 27/abr 15 dias ap6s 22 inoc.
23 Adjuvante direito 4x2 27/abr 15 dias ap6s 22 inoc.
24 Duas Vacinas direito 6x25 27/abr 15 dias ap6s 22 inoc.
21 Polivalente direito 7x3 27/abr 15 dias ap6s 2% inoc.
28 Controle esquerdo 6x15 17/mai 5 dias apds 3% inoc.
45 Adjuvante esquerdo 5x15 17/mai 5 dias apds 3% inoc.
25 Duas Vacinas esquerdo 7x2 17/mai 5 dias apds 3% inoc.
53 Polivalente esquerdo 45x1,2 17/mai 5 dias ap6s 3% inoc.
22 Controle esquerdo 6x1,5 24/mai 12 dias ap6s 3% inoc
29 Adjuvante esquerdo 6x1,5 24/mai 12 dias ap6s 3% inoc
SN Duas Vacinas esquerdo 7X2 24/mai 12 dias ap6s 3% inoc
42 Polivalente esquerdo 5x1,2 24/mai 12 dias ap6s 3% inoc
46 Controle esquerdo 4x15 25/jun 7 dias apos desafio
20 Adjuvante esquerdo 1x0,5 25/jun 7 dias apos desafio
27 Duas Vacinas esquerdo 6x2,5 25/jun 7 dias apo6s desafio
54 Polivalente esquerdo 7x3 25/jun 7 dias ap6s desafio

Fonte: Dados da pesquisa

Segundo Drayton et al. (2006), ap6s uma imunizagdo, ocorre um aumento
imediato do fluxo eferente nos linfonodos, com pico de 24 a 48 horas, e, ap0s este
periodo, h4 uma temporaria auséncia de linfa eferente. E verificado também um
decréscimo com o passar do periodo de estimulacdo e com o decorrer da idade do

individuo, o que caracteriza a plasticidade destes 6rgaos.
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Comparando a evolu¢do macroscopica e os achados histopatoldgicos, fica
caracterizada esta plasticidade deste 6rgdo linféide. Houve um aumento de tamanho
apos as primeiras imunizagdes, acompanhado de uma maior densidade celular e
maior reatividade de CGs. A partir da terceira imunizacdo, verificou-se uma
regressdo no didmetro dos linfonodos, com consequente diminuicdo da reatividade
dos CGs e menor densidade celular (figura 5).

Fonte: Dados da pesquisa

Figura 5 — Linfonodos bovinos do grupo Controle inoculados com agua. A: Aos sete
dias apds a primeira inoculacdo. B: Aos sete dias apds desafio com
B.bovis. Colora¢do H&E, 100X.

Aos quinze dias ap6s a primeira inoculagdo, os animais dos grupos
imunizados apresentaram evidente aumento de densidade celular nos CGs, com
presenca de células dendriticas foliculares e ocasionais figuras mitéticas proximas a
area de transicdo entre a zona clara e a escura. Houve também aumento de
paracortical e discreta hiperplasia de seios medulares, concordando com os achados
de Resende (2003) e Castro (2005).

Freitas (2001) e Resende (2003) atribuiram a formacdo de CGs nos
linfonodos a uma resposta T-dependente, estimulada pelo peptideo. Uma resposta T-
independente seria ocasionada por lipopolissacarides ou alguns surfactantes, ndo
presentes nas preparacdes dos peptideos.

Os animais do grupo Adjuvante demonstraram uma resposta semelhante a
dos animais imunizados, ap0s a segunda inoculacdo, porém mais discreta. Segundo
Sales Junior (2003), a saponina utilizada como adjuvante pode provocar uma

resposta inespecifica. Haddad et al. (2002), afirmam que o estresse pode agir como
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LPS, cujas moléculas mediadoras seriam IL-1 e TNF-a. Baseado nestas informagdes,
é provavel que os linfonodos tenham se tornado reativos apos uso de adjuvante.

Segundo Camacho et al. (1998), os CGs com distincdo entre zonas clara e
escura, somente sdo observados duas semanas ap0s uma imunizagéo, o que é devido
a uma selecdo por afinidade e hipermutacéo de células B dentro da rede de FDCs,
localizadas na zona clara. Aos cinco dias ap6s a segunda imunizacao, verificou-se a
presenca de CGs de contornos bem definidos, com presenca de células com pouco
citoplasma e nuacleos de cromatina densa, sugerindo mitose, discordando de
Camacho et al. (1998).

A interacdo entre células B e células T-auxiliares, ap6s reconhecimento de
antigeno, foi recentemente visualizada em tempo real (OKADA & CYSTER, 2006).
As células B possuem grande mobilidade até mesmo ap6s conjugadas com células T.
Ao contrério, as células T perdem a mobilidade ap6s formagdo do conjugado com as
células B. A formacdo do conjugado Células B-T parece ser responsiva a
qguimiocinas e € necessaria para ativacdo da resposta de memodria.

Avaliando-se a cinética dos CGs dos linfonodos, observou-se que sete dias
apo6s a primeira inoculacdo, os CGs formados apresentaram grande densidade de
células de caracteristica basal acidofila, correspondente a zona escura e uma area
central mais clara.

Ao contrario das observacdes de Freitas (2001), ndo se verificou uma
inversdo entre zonas clara e escura apds a segunda inoculacdo. A érea central foi
adquirindo proporgcdes maiores com o0 decorrer do tempo da imunizacao,
apresentando menor densidade celular. Provavelmente, isto se deve a mobilidade de
células B, sofrendo hipermutacdo na tentativa de promover uma resposta humoral
(CAMACHO el al. 1998; OKADA & CYSTER, 2006).

A hiperplasia dos corddes medulares verificada apos a segunda imunizacao
estd de acordo com as observacGes de Lui et al. (1997), demonstrando que as células
B de memoria sdo capazes de originar reacGes plasmocitarias extrafoliculares apos
uma nova estimulacdo antigénica. Este fato se deve a diferenciacdo terminal das
células B de memdria em plasmacitos. As Células B de memoria, se comparadas as
células B “naive”, sdo mais eficientes. Originam de cinco a oito vezes mais
plasmdcitos e secretam de trés a quatro vezes mais imunoglobulinas.

Segundo Brown et al. (2006), as imunoglobulinas sé&o importantes no controle da

babesiose em funcdo da sua capacidade opsonizante. Os altos niveis de I1gG anti-
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SBb023290 encontrados por Benavides (2006) nos animais vacinados sugerem
estimulagdo de clones de linfocitos B, com conseqliente formacdo de células de
memoria.

Histologicamente, estes dados sdo confirmados pelo aumento da zona
clara nos CGs e evidente hiperplasia de cordées medulares nos animais dos grupos
Duas Vacinas e Polivalente (figuras 6B e 6C).

SBm7462. A: Grupo Controle (animais inoculados com agua). Presenca
de pouca reatividade, com poucos e pequenos CGs. B: Grupo Duas
Vacinas (que recebeu a inoculacdo dos dois peptideos em locais
diferentes) aos 7 dias apds primeira imunizacdo. C: Grupo Polivalente
(recebeu os dois peptideos em uma Unica inoculacdo), aos 15 dias apds
segunda imunizagdo. D: Grupo Polivalente, aos 12 dias apds terceira
imunizacdo. Coloracdo H&E, 100X.

Aos cinco dias apds a terceira inoculacdo, a reatividade dos linfonodos
comegou a apresentar declinio, com presenca de um menor nimero de CGs em

relacdo as duas primeiras inoculages.
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Nos linfonodos analisados ao sétimo dia apds o desafio, ainda persistia um
menor numero de CGs, porém, estes encontravam-se com maior densidade celular
quando comparados aqueles apés a terceira inoculacdo. Estes dados sugerem que
houve formacéo de células de memoria, fazendo com que a reatividade das zonas de
celulas T e B fosse menor em relagcdo as observadas ap6s a primeira e segunda
inoculagBes dos peptideos e posterior ao desafio.

Bousso & Kourilsky (1999), citados por Freitas (2001), afirmam que células
antigeno-especificas sdo mais rapidas e eficientes ao responderem a novos desafios
antigénicos. Isto sugere que os imundgenos utilizados foram capazes de evocar uma

resposta de memodria.

5.3 - Expressdo de proteinas do choque térmico

A expressdo de proteinas do estresse nos linfonodos bovinos, pela técnica
imunoperoxidase, apresentou discreta imunomarcagdo. A HSP90 apresentou
imunomarcacao mais evidente quando comparada a HSP70 em praticamente todas as
fases do experimento como pode ser visto na figura 7.

As HSPs sdo encontradas em todas as células vivas (MEYER & SILVA,
1999; MEHTA et al, 2005). Segundo Pockley (2003), sdo expressas
constitutivamente, ou seja, 5 a 10 % destas ja estdo presentes em uma célula em

condicdes de crescimento saudavel.

A expressdo de HSPs pode ocorrer independente de um dano fisico direto. O
estresse psicoldgico como manejo, atordoamento ou aquele provocado por
exoantigenos como parasitas, seriam suficientes para que houvesse manifestacao do
efeito citoprotetor. O local de expressdo destas proteinas seria, inicialmente, o local
de fixacdo ou porta de entrada da infeccéo, que posteriormente levaria a uma lesédo
tecidual. As HSPs minimizariam o dano provocado pela agressdo, através do
mecanismo de liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, induzindo a resposta
inflamatdria (SEGAL et al., 2006).
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Figura 7 — Linfonodos bovinos submetidos & técnica imunoistoquimica
imunoperoxidase para expressdo de HSP70 e HSP90. A: HSP70 em
animal do grupo Polivalente, 7 dias ap6s primeira imunizacdo com
peptideos sintéticos, regido medular. B: HSP90 no mesmo animal,
regido medular. C: HSP70 em animal do grupo Polivalente 7 dias
apos segunda imunizacdo, regido cortical. D: HSP90 no mesmo
animal, também na regido cortical. 100X.

As HSPs aumentam no local de uma injdria agindo como protetoras celulares
contra uma lesdo celular (MEYER & SILVA, 1999; SEGAL et al., 2006) . Buscou-
se, através dos imunogenos SBb023290 e SBm7462, um estimulo para expressao de
HSPs. O tecido linfoide analisado mostrou-se reativo conforme ja descrito
histologicamente.

Niveis de expressdo de HSP70 e HSP90 podem servir como biomarcadores
da saude de um tecido ou populagdo celular (ROBERT, 2003). Importante
compreender qual tecido pode ser eleito para coleta de amostras. Em ruminantes, ndo
existe um local pré-determinado para avaliacdo destas proteinas.

Semanalmente, os animais foram manuseados para venopuncdo da jugular,

exame clinico e mensuracdo de temperatura retal. O fator mais estressante a que se

48



submeteram foram as cirurgias dos linfonodos pré-escapulares, que tinham a duragéo
média de 60 minutos, incluindo a contengdo, anestesia, cuidados pré e pos cirurgicos.

Segundo Meyer & Santos (1999), o tempo necessario para expressdo de HSPs
nas celulas é em torno de 18 horas ap6s o estimulo. A cirurgia, principal agente
estressante, ndo foi suficiente para alteracdo dos niveis basais destas proteinas no
tecido linfoide em questéo.

Nas laminas analisadas, a expressdo de HSP90 se estendeu por uma area
maior nos cortes histologicos, quando comparada a HSP70. A HSP90 expressou-se
mais na regido medular e, as vezes, na paracortical. Ja a HSP70 apresentou marcagdo
mais evidente na regido paracortical, sempre atingindo uma area menor do corte
(figura 8).
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 8 — Linfonodos bovinos submetidos a técnica imunohistoquimica
imunoperoxidase para expressdo de HSP70 e HSP90. A: HSP90
apresentando imunomarcagdo na regido medular. B: HSP70 com
imunomarcagao na paracortical. 100X

O comportamento bovino apresenta particularidades em relagdo a outras
especies, principalmente no que diz respeito a grande capacidade de adaptacdo. Os
animais do experimento foram mantidos em condi¢des de isolamento, desde os
primeiros dias de vida, sugerindo que eles se adaptaram & manipula¢do humana.

Admitindo que eles se adaptaram as condi¢fes de ambiente e tratamento, a
avaliacdo de HSP70 e HSP90, como marcadores de estresse nos animais deste

experimento, ndo pode ser confirmada, pela auséncia de estimulo estressante direto.
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Entretanto, acredita-se que os niveis basais destas proteinas encontrados promoveram
citoprotecdo nestes animais, quando desafiados por carrapatos e pela B. bovis.

Os animais de todos os grupos ndo apresentaram sinais de doenca evidente. O
pico febril foi dentro de temperaturas consideradas néo lesivas ao organismo e houve
controle da doenga, mesmo nos animais ndo vacinados, o que, em momento algum,
invalida a eficiéncia desta vacina.

Paralelamente, estas proteinas do estresse podem agir como apresentadoras
de antigenos. De acordo com Segal et al. (2006) o mecanismo utilizado pelas células
apresentadoras de antigeno para o transporte de peptideos sdo as HSPs. Hickman-
Miller et al. (2004) identificaram em torno de 25 peptideos derivados de HSP,
confirmando a hipétese do transporte e apresentacao de peptideos pelas HSPs.

Peptideos isolados podem ndo promover uma resposta imune efetiva. Por
isso, a importancia da formacdo de complexos estaveis, capazes de promover
imunizacdo. A habilidade das HSPs em formar complexos com peptideos pode ser
um caminho para gerar uma efetiva vacina baseada em peptideos (LI, 2004).

A imunomarcacéo das proteinas do estresse verificada nos linfonodos apos as
inoculacBes, coincide com os periodos de melhor visualizagdo da expressdo
imunoistoquimica dos peptideos. Isto sugere a ocorréncia de formacdo dos
complexos HSP-peptideo, que promoveriam uma melhor apresentacdo do antigeno
(figura 9). As proteinas de choque térmico, provavelmente, agiram como
“chaperonas”, auxiliando as células no reconhecimento dos antigenos e na formacao

resposta imunoldgica.

5.4 — Imunoistoquimica dos peptideos sintéticos

Os animais dos grupos Duas Vacinas e Polivalente apresentaram
comportamento semelhante em relacdo a imunomarcacao dos peptideos SBm7462 e
Sbb023290. Aos sete dias apds a primeira inoculacdo dos peptideos, foi possivel
verificar células marcadas nos CGs e na regido paracortical (figuras 9B e 9C).

Algumas  células PAP  positivas apresentaram  prolongamentos
citoplasmaticos, sugerindo tratar-se de células dendriticas. Outras células
apresentaram citoplasma mais escasso semelhante a células linfociticas. Estes
resultados estdo de acordo com os encontrados por Castro (2005), que utilizou a
mesma técnica para avaliagdo do peptideo SBb023290, e observou células

imunomarcadas aos cinco dias ap0s a primeira imunizacéo.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 9 - Linfonodos bovinos submetidos a técnica imunohistoquimica 7 dias apos a
primeira imunizacdo. A: Expressdo de HSP90 na regido medular. B:
Expressédo de SBBo 23290. C: Expressédo de SBm762. 400X.

A presenga de DCs imunomarcadas poOde ser verificada nos cortes
histologicos dos animais imunizados nos diferentes tempos de coleta. Segundo
Abbas et al. (2003) sua funcéo é o transporte de antigenos protéicos, via linfa, até o
linfonodo, sugerindo sua competéncia na apresentacdo dos peptideos as células T
(HOWARD et al., 1999).

Aos quinze dias ap6s a segunda imunizagdo, encontraram-se corddes
medulares imunomarcados com presenca de DCs, macrofagos e plasmaocitos no corte
histolégico do grupo Polivalente. Os CGs apresentaram imunomarcagdo menos
evidente em relacdo a regidao medular.

A partir da terceira imunizacdo e ap0s o desafio, as células PAP marcadas
mantiveram-se mais na regido medular, uma vez que os CGs encontravam-se em
menor numero. Estes eventos estdo de acordo com Freitas (2001) e Castro (2005),
sugerindo uma resposta de memoria antigeno-especifica.
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A localizagdo da imunomarcacdo para 0s peptideos sintéticos coincide com a
imunomarcacdo das proteinas de estresse quando se comparara 0S mesmos cortes
histologicos, dos mesmos animais, dentro dos mesmos tempos de experimentacdo. A
expressao da HSP90 acompanha a imunomarcacdo dos peptideos SBbo23290 e
SBm7462 (figuras 9 e 10).

Fonte: Dados da pesquisa

Figuras 10 - Linfonodos bovinos submetidos & técnica imunohistoquimica 15 dias
apos a segunda imunizagdo. A: Expressdo de HSP90 na regido medular.
B: Expressdo de SBBo 23290. C: Expressdo de SBm7462. 100X.

De acordo com Li (2004), os peptideos “chaperonados” pelas HSPs
favorecem a apresentacdo deste complexo ao sistema imune pelas moléculas MHC.
Os principais alelos do MHC classe | apresentam ligantes de HSP para inspecgéo
imune. Estes ligantes podem ser de diferentes HSPs, porém, a HSP90 possui, em
média, oito peptideos ligantes cada uma tornando-as mais aptas a apresenta-los ao
sistema imune (HICKMAN-MILLER & HILDEBRAND, 2004).
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As HSPs possuem habilidade para acompanhar peptideos exogenos e
introduzi-los via enddgena, gerando uma potente resposta CD8+ restrita ao MHC
classe I. Qazi et al. (2005), afirmam que a capacidade destas proteinas do estresse em
formar complexos peptideos-HSP, torna possivel elucidar uma resposta MHC classe
Il antigeno especifica, restrita a CD4+.

BROWN et al. (2006) confirma a importéncia da resposta de células T CD4+
na imunidade contra Babesia spp. atuando como ligacéo entre a resposta imune inata
e a resposta antigeno-especifica. Estas informacGes somadas sugerem que a
capacidade imunoestimulante das HSPs pode ser utilizada para o desenvolvimento de
vacinas, podendo atuar como adjuvantes (LI, 2004; QAZI et al., 2005).

Devido a coincidéncia entre a localizacdo da imunomarcacdo para 0S
peptideos sintéticos SBb023290 e SBm7462 com a imunomarcacdo das HSP70 e
HSP90 encontradas nos cortes histolégicos, acredita-se que houve um sinergismo
destes no mecanismo de protegdo dos animais desafiados pelo carrapato R. (B.)

microplus e pela B. bovis.

5.5 - Parametros bioquimicos:

Os parametros bioguimicos foram analisados, objetivando avaliar o estado de
salde dos animais e compara-los nas etapas do experimento. Os resultados
encontram-se nas tabelas 1, 2 e 3 e na figura 10.

As HSPs se apresentaram, durante o experimento, de forma basal. Desta
forma, ndo foi possivel fazer correlacdes entre os valores encontrados para glicose,
lactato, haptoglobina e proteina C reativa com a expressdo das proteinas de choque

térmico.

5.5.1 —Glicose

A glicose € importante no metabolismo energético dos bovinos. Seus niveis
fisioldgicos variam de 45 a 75 mg/dL, podendo alterar em funcdo de um estado
patolégico (KANEKO et al., 1997).
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Tabela 1 - Anélise de variancia dos parametros bioquimicos dos bezerros

Glicose Lactato Proteina C Reativa
(PCR)

Fator variacdo GL QM F QM F QM F
Grupo 3 56,381863  1,530™ 0,42959 1563™  1,23548 6,538
Tempo 16  374,605781 10,167 0,68701 2,499°  1,65821 8,775
Grupo*Tempo 48 36,018790  0,978™ 0,30317 1,103®  0,13534 0,716™
CV % 9,09 28,15 48,89
Média 66,750000 1,86272 0,889081

Fonte: Dados da pesquisa

ns — ndo significativo; * - significativo ao nivel de 5,0%; ** - significativo ao nivel de 1,0%

Conforme a tabela 1, o valor médio de glicose analisado nos animais foi de
66,75 mg/dL, com um coeficiente de variacdo de 9,09%, dentro dos parametros
considerados normais para a espécie (KANEKO et al., 1997). Ao analisar o teste F,
observa-se que entre 0s grupos ndo houve diferenca estatistica, ao nivel de 5,0%,
para glicose. Os dados dos grupos Controle, Adjuvante, Duas Vacinas e Polivalente,
guando analisados pelo teste comparativo de Tukey, ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significativa ao nivel de 5,0%, conforme tabela 2.

Tabela 2 - Anélises dos parametros bioquimicos entre os grupos, pelo teste
comparativo de Tukey

Glicose Lactato Proteina C Reativa (PCR)
Controle 67,429412° 1,947500° 0,778235°
Adjuvante 67,597059° 1,764412° 1,071471°
Duas vacinas 65,719118° 1,901176° 0,796765%
Polivalente 66,254412° 1,837794° 0,909853%

Fonte: Dados da pesquisa

Letras diferentes na coluna indicam que as médias séo estatisticamente diferentes, ao nivel de significancia de 5,0%.

Houve diferenca significativa, ao nivel de 1,0%, quando foi considerada a
variavel tempo, mostrando que existiu mudanca nos niveis de glicose ao longo do
experimento, que coincidiu com os procedimentos de imunizacdo e desafio (tabela 3

e figura 11).
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As imunizacgOes aconteceram, respectivamente, nos dias treze de margo,
doze de abril, doze de maio e os desafios em doze de junho com carrapatos e
dezenove de junho com B. bovis. Os valores de glicose mostraram-se elevados na
coleta subsequiente a estes procedimentos.

Observa-se que o0s niveis de glicose encontrados ap6s cada procedimento,
foram estatisticamente diferentes, ao nivel de 5,0%, em relacdo as amostras
anteriores. Houve uma variacao de 65,05625 para 68,98125 mg/dL, de 61,53750 para
74,98750 mg/dL, de 66,58125 para 77,81875 mg/dL e de 63,25000 para 72,18750
mg/dL, apds a primeira, segunda, terceira imunizacdes e apds os desafios,
respectivamente.

Esta tendéncia pode ser visualizada na figura 11. Observa-se que as curvas
para os diferentes grupos apresentaram a mesma tendéncia, com picos nos niveis de
glicose também coincidentes com os procedimentos j& descritos.

Os grupos Controle e Adjuvante receberam &gua e saponina, respectivamente.
Os demais grupos receberam imunizacdo com o0s peptideos sintéticos. Desta forma,
as mudancas nos niveis de glicose devem ser provenientes do estresse de manejo e
ndo das imunizagdes. Segundo Kerr (2003), uma elevacdo nos valores de glicose
pode ser esperada apds episddios de estresse, estimulada por glicocorticéide e
adrenalina.

Ressalta-se que, embora os resultados sejam estatisticamente diferentes, eles

estdo dentro dos padrdes normais para a espécie (KANEKO et al., 1997).

5.5.2 — Lactato

A concentracdo de lactato no plasma pode indicar o grau de intensidade de
um processo de doenga. Isto pode estar relacionado a uma alteragdo no balango entre
0 metabolismo anaerobico e aerdbico e também por um desequilibrio na relagédo
entre producao e liberacéo de lactato (COGHE et al., 2000).

Conforme a tabela 1, o valor médio de lactato encontrado nos animais foi de
1,86 mmol/L, com um coeficiente de variacdo de 28,15%. Observa-se uma maior
dispersdo dos dados, 0 que estd de acordo com o0s parametros considerados normais
para a espécie bovina.

Ao analisar o teste F, observa-se que entre 0s grupos também ndo houve

diferenca estatistica, ao nivel de 5,0%, para lactato. Os dados dos grupos Controle,
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Adjuvante, Duas Vacinas e Polivalente, também ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa, ao nivel de 5,0% (tabela 2).

Tabela 3 - Analises dos parametros bioguimicos ao longo do tempo, pelo teste

comparativo de Scott Knott

Data Glicose Lactato Proteina C Reativa (PCR)
10/03/06 65,05625" 1,71813° 1,01875"
27/3/2006 68,98125° 2,06250" 1,08750°
03/04/06 66,30000° 1,77875° 1,13063°
10/04/06 61,53750° 1,85563° 0,94813"
17/04/06 74,98750" 1,73250° 1,38938°
24/04/06 64,85000" 1,76438° 0,46438°
01/05/06 61,13750° 1,80125° 0,72375°
08/05/06 66,58125° 1,67250° 0,87563"
15/05/06 77,81875° 2,42688" 1,13000°
20/05/06 66,84375" 1,80750° 1,15375°
29/05/06 70,18750° 1,72188° 0,22125°
05/06/06 67,70625" 1,86188° 0,95250°
12/06/06 63,25000° 1,95438? 0,22250°
19/06/06 72,18750° 2,25250" 0,76813°
26/06/06 64,32500" 1,84688° 1,01188"
03/07/06 61,68125° 1,68688° 0,98063"
10/07/06 61,41875% 1,72188° 1,03563"

Fonte: Dados da pesquisa

Letras diferentes na coluna indicam que as médias séo estatisticamente diferentes, ao nivel de significancia de 5,0%.

Houve mudangas nos niveis de lactato ao longo do experimento,
apresentando uma diferenca significativa, ao nivel de 1,0%, observado no fator de
variacdo tempo. Conforme observado na tabela 3 e figura 11, as mudancgas ocorreram
justamente ap6s os procedimentos de imunizacao e desafio.

Observa-se que ap0s a primeira e terceira imunizagdes e apo6s o desafio, as
taxas de lactato foram estatisticamente diferentes das demais, ao nivel de 5,0%,

porém, nao foram diferentes entre si. Houve um aumento nos valores de lactato para
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mg/dL

mg/dL

mg/dL

2,06250, 2,42688 e 2,25250 mmol/L, de acordo com os periodos referidos,

respectivamente.
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Figura 11 — Dosagens de pardmetros bioquimicos médios nos grupos avaliados ao
longo do tempo.
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Estas alteracOes estdo evidenciadas na figura 11, onde se observam picos nas
curvas para todos os quatro grupos apos as intervencgdes, lembrando que ndo ha
diferenca significativa entre os mesmos. Os niveis de lactato, estatisticamente,
sempre se mantiveram, ao longo do tempo, dentro dos parametros considerados
normais para a espécie, que variam de 0,56 a 2,22 mmol/L (KANEKO et al., 1997).

Allison et al., (2006), referem-se aos valores normais de lactato entre 0,29 a
1,83 mmol/L. Segundo Coghe et al. (2000), a distribuicdo do lactato no soro difere
entre especies e entre individuos de uma mesma espécie. Niveis de lactato acima de
4,0 mmol/L indicam alto grau de severidade do estado do individuo, com possivel
Obito entre 24 e 48 horas. Cinco amostras de lactato apresentaram valores superiores
a 4,0 mmol/L, e os respectivos animais ndo apresentaram alteracdo comportamental
condizente com sinais de doenca.

Ao confrontar os valores obtidos para lactato nas amostras com 0s parametros
citados por Kaneko et al. (1997), os valores se encontram dentro da normalidade.
Quando os mesmos sao comparados com os valores de Allison et al. (2006), em
média, os animais apresentaram uma hiperlactemia.

Devido a dispersdo das taxas de lactato encontradas, as divergéncias entre 0s
valores fisioldgicos e o estado geral dos animais, ndo foi possivel correlacionar este

parametro com o estresse ou indicio de doenca.

5.5.3 — Proteinas de fase aguda (APPs)

A primeira reacdo do corpo € inata e uma resposta ndo especifica precede
uma reacdo imune especifica. Uma APR é uma reacdo sistémica do organismo a um
disturbio na homeostase local ou sistémica, causada por infecgdo, injuria, trauma ou
cirurgia, crescimento neoplasico ou outra desordem imunoldgica (GRUYS et al.,
2005b).

Aumentos séricos nos niveis de citocinas e proteinas de fase aguda (APPSs)
ocorrem até mesmo antes de alteracbes comportamentais e fisiologicas, servindo
como indicadores da presenca de doencas infecciosas e como parametros da
severidade e capacidade do organismo de resolver a infeccdo (OLFERT &
GODSON, 2000).
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5.5.3.1 — Haptoglobina (Hp)
A haptoglobina é considerada a principal APP em bovinos e pode aumentar
rapidamente como consequiéncia de uma infeccdo microbiana ou inflamagéo.

Segundo Ramirez et al. (2002), apenas 0,6% dos bovinos saudaveis apresentam

niveis detectaveis de haptoglobina.

Nenhuma amostra analisada apresentou niveis detectaveis desta proteina,
através da metodologia utilizada, onde o nivel minimo mensurado foi de 5,83 mg/dL,
confirmando a suposicdo de que se mantiveram saudaveis durante todo o

experimento. Desta forma, ndo ha como explicar se houve diferenca entre 0s grupos
e ao longo do tempo.

% Reducao do (VG)
P DN W b O O
o O O O O o o

0 2 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19

Dias apos desafio

—e— Controle —&— Adjuvante —a— Duas Vacinas —*— Polivalente

Fonte: Adaptado de BENAVIDES, 2006.

Figura 12 - Porcentagem (%) de reducdo do VG apds desafio. A seta indica o desafio
com Babesia bovis.

De acordo com Benavides (2006), os animais apresentaram percentagens de
reducdo do volume globular acima de 40% apds o desafio com B. bovis, conforme
figura 12. A concentracdo plasmatica de Hp pode sofrer influéncias além da APR.
Nos bovinos, esta proteina desaparece da circulacdo durante uma crise hemolitica
aguda de babesiose. Os niveis ndo detectados da Hp podem estar correlacionados
com este fato (PETERSON, 2004).

Segundo Slocmbe & Colditz (2005), os niveis de Hp permanecem elevados

na circulacdo durante 2 a 4 dias ap6s uma APR. Os intervalos entre as coletas de
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sangue dos animais foram de 7 dias, o que pode ter impedido de mensura-las durante
seu pico.

A principal funcdo das Hp ¢é transportar o complexo haptoglobina-
hemoglobina ao figado. Em func¢éo disto, durante uma hemolise vascular os niveis de
Hp tendem a diminuir independentemente de haver uma APR (PUORALA, 2000).

Os animais dos grupos Controle e Adjuvante apresentaram parasitemia com
duracdo de 6 e 5 dias, respectivamente (BENAVIDES, 2006). A presenca do
hemoparasita B. bovis na circulacdo destes animais pode ter ocasionado hemdlise,

contribuindo para diminuicéo dos niveis de Hp.

5.5.3.2 — Proteina C-reativa (PCR)

Durante os estagios iniciais de infeccdo, as concentracdes plasmaticas de
PCR aumentam e este aumento tem sido descrito antes de uma elevagdo da
temperatura retal ser observada. Entretanto, esta proteina ndo tem sido considerada
uma proteina de fase aguda em bovinos (PETERSSEN et al., 2004). Segundo Kent
(1992), a PCR pode estar presente em bovinos saudaveis, podendo nao apresentar

aumento marcante durante uma APR.

Nos soros analisados, o nivel médio de PCR foi 0,889081 mg/dL, com um
coeficiente de variacdo de 48,89%, indicando uma elevada dispersdo dos dados. O
teste F mostrou que houve diferencas, estatisticamente significativas, ao nivel de
1,0%, entre os grupos e no tempo, conforme tabela 1.

Entretanto, ao se compararem as médias dos valores de PCR através do teste
de Tukey, o resultado apresentou ambiguidades, ou seja, as médias dos grupos
Controle, Duas Vacinas e Polivalente ndo séo estatisticamente diferentes. O grupo
Adjuvante, estatisticamente, € diferente dos dois primeiros, porém, é igual ao
Polivalente (Tabela 2).

Na tabela 3, observa-se que, ao longo do tempo, encontram-se médias
estatisticamente diferentes, ao nivel de 5,% de significancia. Mais uma vez, 0s
resultados foram maiores na semana seguinte aos procedimentos de inoculagéo e ou
desafio e se apresentaram diferentes, estatisticamente. Apos as trés inoculacdes, 0s
resultados encontrados néo foram estatisticamente diferentes entre si, porém, o foram

apos o desafio.
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N&o se encontrou uma padronizacdo nos valores de PCR para a espécie
bovina. Lee et al. (2003), citam que os niveis de PCR em bovinos podem aumentar
em até dez vezes durante um processo infeccioso, porém, no presente trabalho, ndo
apresentaram quais seriam 0s niveis normais.

As alteraces nos niveis de PCR podem ser observadas na figura 11. Os
niveis desta proteina apresentaram a mesma tendéncia para os quatro grupos de
tratamento, seguindo as intervencdes de inoculagdes e desafios.

Para Petersen et al. (2004), a padronizacao das analises de APPs é necessaria,
antes que elas possam ser aplicadas para monitoramento sisteméatico da salde em
medicina veterinéria.

Apbs episddios de vacinagbes, uma reacdo de fase aguda pode ser
desenvolvida. Isto parece limitar as vantagens das vacinas, principalmente porgue as
respostas de fase aguda sdo conhecidas por ser contraprodutivas em funcdo do
anabolismo muscular promovido pelas APPs (GRUYS et al., 2005).

Os animais dos grupos Controle, Duas Vacinas e Polivalente ndo
apresentaram diferencas estatisticamente para PCR e ndo houve deteccdo de valores
para Hp. Baseado nisso, pode-se inferir que ndo ocorreu uma resposta de fase aguda
para estes grupos, o que pode favorecer a eficiéncia protetora dos peptideos
inoculados. Com relacdo ao perfil de resposta de APPs nos animais do grupo
Controle, acredita-se que 0 comportamento seja 0 mesmo, sem expressdo de uma

resposta de fase aguda, estando saudaveis e aptos a responder ao desafio.
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6 — CONCLUSOES

Em virtude dos resultados obtidos no presente trabalho, conclui-se que:

1 - Os bovinos se adaptaram as condi¢Ges do ambiente e de manejo, mostrando-se

saudaveis durante todo o experimento;

2 - Os linfonodos coletados apresentaram reatividade consistente com a producéo de

uma resposta imune;

3 — Os bovinos imunizados com os peptideos Sbhbo23290 e SBm7462 apresentaram

maior reatividade macroscopica e microscépica nos linfonodos;

4 - Houve expressao basal de HSP70 e HSP90 nos linfonodos analisados por meio da
técnica imunohistoquimica, com melhor expressdo da HSP90, cuja imunomarcagao

esteve mais evidente na regido medular;

5 - As células dos linfonodos dos animais imunizados apresentaram imunomarcagao
para os peptideos SBb023290 e SBm7462;

6 - A localizacdo da expressdo dos peptideos Shbo23290 e SBm7462 e da HSP90

ocorreu no mesmo sitio anatdémico nos linfonodos analisados;
7 - Os animais dos quatro grupos apresentaram comportamento semelhante quanto as
variaveis bioquimicas analisadas e os valores mantiveram-se dentro dos limites

considerados normais;

8 - Nao foi possivel estabelecer correlagdes entre os parametros bioquimicos dos

bovinos e a expressao de proteinas do estresse.
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7 - CONSIDERACOES FINAIS

Os animais adaptaram-se as condi¢fes de confinamento e manejo, 0 que
minimiza a possibilidade de estresse. O fato de néo ter ocorrido lesdo celular no
o6rgdo linféide coletado, dificultou a expressao das proteinas do estresse neste tecido.

No entanto, os niveis basais de expressao de HSP70 e HSP90 nos linfonodos
e a presenca dos peptideos Sbbo23290 e SBm7462 nos mesmos sitios anatdbmicos
que a HSP90, sugerem que ocorreu um sinergismo entre 0S mesmaos.

De acordo com a literatura, as HSPs ‘“chaperonam” peptideos, formando
complexos HSP-peptideos, favorecendo a apresentacdo as moléculas MHC. E
provavel que a HSP90 cumpriu este papel em relacdo aos peptideos sintéticos
utilizados nesta pesquisa. Portanto, tornam-se necessarias novas pesquisas sobre a
possibilidade da utilizacdo das proteinas do choque térmico em vacinas de peptideos.

As proteinas de fase aguda pesquisadas, devido a inconsisténcia dos valores
encontrados para bovinos, suscitam novos trabalhos para sua melhor utilizacdo como
parametro de salde ou doenca.

Persiste a incognita de até que ponto se pode manipular a resposta imune em
favor do bem estar do hospedeiro. O limiar da indugdo das HSPs entre a promogéo
da salde e 0 dano ao organismo suscita novas pesquisas em prol do uso clinico,

como vacinas ou terapéutica, visando a saude animal e do homem.
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9 - ANEXOS

As figuras a seguir estdo relacionadas aos valores das andlises
bioguimicas, com avaliacdo por animais em cada grupo.
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