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"Ando devagar/ porque ja tive pressa/

E levo esse sorriso/ porque j& chorei demais/

Hoje me sinto mais forte/ mais feliz, quem sabe.

Eu sé levo a certeza/ De que muito pouco eu sei/
Nada sei...”

(Renato Teixeira e Almir Sater - Tocando em frente)

"O impacto da vacinagdo na saude da
humanidade € dificil de exagerar com exce¢ao
da agua potavel, nenhuma outra modalidade,
nem mesmo os antibidticos, tem tido um maior
efeito na reducdo da mortalidade e

crescimento da populagdo”.

(S. Plotkin)



OFERECIMENTO

Ao0s meus pais, Jurandy Beddr Jardim e Terezinha Ferraz Bedér Jardim, pelo apoio
incondicional e incentivo constante na minha vida.

Amo vocés, eternamente!

A minha filha Thais Beddr Jardim Chui, pela sua compreensdo, que é aquém da

idade, e amor. Te amo muito!
Aos meus irmdos Lucila, Lucio, Liana e Talio e sobrinhos Rafaela, Icaro, Julia e
Renan, pelo carinho, amizade e unido, e por amenizarem a minha auséncia para Thais.

Obrigada! Amo todos vocés!

Aos meus alunos, por serem estimulo constante na busca de saberes.



AGRADECIMENTO

A Deus e a Virgem Maria, companheiros insepardveis, mas que amenizaram meus
momentos mais dificeis.

A Escola Agrotécnica Federal de Colorado do Oeste — Ronddnia (EAF-CO/RO), por
oportunizar a realizacdo deste curso. A todos os integrantes das Unidades Educativas e de
Producdo de Zootecnia, por me acolherem e colaborar com a obtencéo deste titulo.

Aos companheiros Ardo A. Gomes, Aurélio F. Borges e Enio R. Milani, pela
confianca em mim depositada.

Ao professor Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo, pela assisténcia e orientacdo
prestadas, bem como pela paciéncia e compreensao.

A professora Marlene Isabel Vargas Viloria, pela orientacio e amizade.

Ao professor José Dantas, pela orientacdo, confianca e amizade. Muito obrigada!

Ao professor e amigo Eduardo Paulino da Costa, pela valiosa colaboracdo na
realizacdo dos testes estatisticos.

Aos colegas de laboratorio — Ana Paula, Carla, Carolina, Carlos, Diogo, Irma e
Sidimar.

Aos amigos de fé — Ana Paula Adry e Fernando, Cristina Boock e Celber, Breno,
Rogério, Ferdinan e Bruno Milagres, Claudia Gonzalez e Policarpo; além da minha grande
familia "mineira” — Mozart, D. Diana, D. Leiva, D. Ruthe, D. Moema, D. Regina, Sr. Josuel,
Claudia e Carla, Zé Augusto, Ricardo, Pablo e Eliane. Muito obrigada!

Vocés se fizeram presentes, mesmo quando ausentes fisicamente — amo vocés!

Aos funcionarios do Departamento de Veterindria — Addo e Claudio, Cauzinho e Zé
Carlos, Bel, Lucinda, Luiz Marcio e Rose — serei sempre grata pelo apoio e companheirismo.
Obrigada!

Ao técnico laboratorista Méarcio Mendes, pela paciéncia, pela dedicacdo, pelo
incentivo, pelo profissionalismo e companheirismo. Meu muito obrigada!l

iv



A Mariana (Number One), pelas licdes de inglés e de vida, mas também pelos mimos
(doces e textos literérios) e, sobretudo pela amizade. Vocé é 10!

A Aline Alencar Prates, pelas sugestfes, incentivos e, sobretudo pela amizade.Valeu!

Aos integrantes do 115 - Tulio, Yasmine, Sandra que entraram nessa ordem em
minha vida, com os quais compartilhei alegrias e tristezas de perto, mas sobre tudo Vitorias!

A Universidade Federal de Vigosa.

A Vicosa-MG pelo transito e frio inesqueciveis.

A FAPEMIG pelo apoio financeiro, sem o qual ndo seria possivel essa pesquisa.



BIOGRAFIA

LARISSA FERRAZ BEDOR JARDIM, filha de Jurandy Bedér Jardim e Terezinha
Ferraz Bedor Jardim, nasceu em 11 de fevereiro de 1969, no municipio de Floresta, Estado de
Pernambuco.

Formou-se em Medicina Veterinaria na Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Recife-PE, em janeiro de 1993. Neste mesmo ano, foi contratada pela EMATER-RO
(Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural de Rondonia) e, em 1997, foi aprovada por
concurso publico para o cargo de professora de 1.° e 2.° graus da Escola Agrotécnica Federal
de Colorado do Oeste-RO.

Em 1999, concluiu o Curso de Pés-Graduacdo, em nivel de Especializacdo, em
Metodologia e Didatica do Ensino Superior, pela Faculdade de Educacdo de Cacoal, em
Cacoal-RO. Na Fundacéo Universidade Federal de Rondonia, campus de Vilhena-RO, no ano
de 2001, terminou o Programa Especial de Formacdo Pedagdgica para ministrar a disciplina
de Ciéncias. E, em dezembro de 2003, concluiu a Especializacdo "Lato Sensu" em Producéo
de Ruminantes pela Universidade Federal de Lavras, em parceria com a Fundacdo de Apoio
ao Ensino, Pesquisa e Extensdo em Lavras-MG.

Ingressou no Programa de Mestrado em Medicina Veterinaria da Universidade

Federal de Vigosa, em marco de 2003.

vi



INDICE

LISTADE FIGURAS ...ttt ettt e s teena e e e e nn s iX
RESUMO ...ttt bbbt h ettt b bbb e e Rt e st et et et bbb reenes X
ABSTRACT .ttt bbbttt s st e e b et b e b e bt b e Rt et bbb bR ne s Xi
1. INTRODUGAO ...ttt s s st 12
O 1N | I LY@ TSR 3
2.1, ODJELIVO GEIAL ....ecveieeeee e 3
2.2. ODJEtiVOS BSPECITICOS .. .ecuviiiieite ettt et ste e sre e reeee s 3

3. REVISAO DE LITERATURA . .....oitieeeeeeeeetees ettt tes st n st nes s 4
3.1. BabeSIOSE DOVING .......ooieiiieece e 4
BL2. BIOIOGIA ...t bbbttt 5
3.3. Patofisiologia da enfermidade ............cceoiriiiiie i 6
3.4. Mecanismos de Imunidade nos bovinos contra a Babesia bovis............c.cccooeviiieiinnns 7
3.5. Métodos de controle da habESIOSE .........cvevveiiiie e 10
3.5, L. PIEMUNIGAD ....ovvieeteste sttt bbbttt e bbbt nneas 11
RV o[ Lo o T PSPPSR 12
3.5.3. Controle com eX0aNtigENOS ........ceoviiieiecie e 12
3.5.4. Proteinas Associadas a ROPtrias (RAP) ......coceiveeiieeiieie e 13
3.5.5. Peptide0s SINELICOS ......veeiveeieiiieiieiesiee et se et re et e e e nneenee e 14

4. MATERIAL E METODOS ......cviieeiereteiese e sessies et sae st s tss st ense s s ssns s 17
4.1. Local de realizagao do eXPErimENTO ........ccviiiirieieiee et 17

Vii



4.2, ANIMNAIS. .o 17

4.3. PePLIdEO SINELICO. ......ieeeeitiiieeii ettt sbe e 18
N |1V Ly (- SRS 18
4.5. ESQUEMA A€ INOCUIAGAD .....ovveeieieieiieeie ettt ettt e b sneeneenee e 18
4.6. INTECGAOD — ESAFIO......ceiiiieiciice e 19
4.7. Avaliagdo clinica dOS @NIMAIS .........cocoeriririiriieisi e 20
4.8. Coleta de sangue dos animais para 0btenGao de SOr0........ccccvvevvevieeieieese e 20
4.9. Teste imuNoenzZimAtiCo (ELISA) ......ci i 21
4.9.1. Teste de ELISA para pesquisas de anticorpos anti-peptideo SBbo 23290............. 21
4.9.2. Teste de ELISA para a detecgdo de 1gG1 a IgG2 bovina.........ccccovevereicicnennnnnne 22
4.10. Parametros pesquisados na avaliagao da proteCan ...........ccevveevvevvereeseereseeseenenns 23
4,11, ANALISE ESTALISTICA .. .evevirvesiieiieiieie ettt e b ne e 23
5. RESULTADOS E DISCUSSAO ....oeieoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeer e sees s ee s een e 24
5.1. Avaliacao do perfil hematoldgico e parasitolégico dos bovinos experimentais. .......... 24
5.1.1. Avaliacdo hematoldgica e parasitoldgica dos bovinos imunizados. ...................... 24

5.1.2. Avaliacgdes parasitologica e hematoldgica pés-desafio com amostra virulenta de b.

bovis em bOVINOS IMUNIZAAOS. .........coeiieiieceee e 25
TR I =T o] - OSSP 25
5.1.2.2. Periodo Pré-Patente .........cccevueieiieieiieeeieesiesie et sae e snesnaeneas 27
5.1.2.3. PAraSItEIMIA ....vveiuiiiiie ittt e et e e saa e beenneas 27
ST S N 1= o T ST TRP 29
5.1.2.5. INBCTOPSIA ...tttk b bbbttt nb e bbb eneas 31
5.1.2.6. SODIEVIVENCIA .....eoiveeie et ne e 31

5.2. Resposta humoral dos animais eXperimentaiS.........ccccvevveiieiieesiieeie e 32

5.2.1 Avaliagdo soroldgica para pesquisa de 1gG anti-SBbo 23290 .........ccccecevvivennnne. 32

5.2.2. Avaliacdo de secregéo de 1gG1 e 1IgG2 em soro de bovinos imunizados com

peptideo sintético anti-B. DoViS 23290...........cccviieiiiiiiieceee s 34

8. CONCLUSODES........ooouiiiieiieeiseie et 40
7. PESPECTIVAS ...ttt bbb e be b e e st et e b e ntesbenrenneanes 41
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......coiiiiieiieieisiesiss et 42



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

LISTA DE FIGURAS

Média da temperatura (°C) dos grupos durante o periodo pos-
desafio com B. bovis.

Periodo pré-patente e a parasitemia no periodo pds-desafio
com amostra virulenta de B. bovis.

Porcentagem da parasitemia no periodo pos-desafio com B.
bovis

Volume globular (%) pds-desafio com B. bovis.

Producdo de hemoglobina pds-desafio com B. bovis.

Cinética da producdo de IgGs em bovinos imunizados com
SBbo 23290.

Cinética da producdo de 1gG1l em bovinos imunizados com
SBbo 23290.

Cinética de producdo de 1gG2 em bovinos imunizados com
SBb023290.

Cinética da producdo de 1gGs e isotipos IgGl, 1gG2 em
bovinos imunizados com SBbo 23290.

26

28

30

30

33

35

36

36



RESUMO

JARDIM, Larissa Ferraz Bedor, M.S., Universidade Federal de Vicosa, abril de 2005.
Avaliagdo da resposta imune em bovinos inoculados com o imundgeno sintético SBbo
23290 e desafiados com amostra virulenta de Babesia bovis (BABES, 1888;
STARCOVICI, 1893). Orientador: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo. Conselheiros:
Marlene Isabel VVargas Vildria e Jackson Victor de Araujo.

Bovinos da raca holandesa entre 3-4 meses de idade receberam quatro imunizacdes
subcutdneas do peptideo sintético 23290 anti-Babesia bovis mais saponina, e foram
desafiados com amostra virulenta de B. bovis, sendo avaliados alguns parametros clinicos
como hematdcrito, hemoglobina, parasitemia e temperatura, além do acompanhamento do
desenvolvimento da resposta imune humoral, mediante quantificacdo de IgG total e
identificacdo de isotipos IgG1 e IgG2 antigeno- especificos. Os pardmetros hematoldgicos e a
temperatura foram analisados semanalmente no periodo de imunizacéo, e diariamente a partir
do 7° dia pds-desafio com o parasito; Os exames soroldgicos foram realizados semanalmente
durante todo o experimento. As analises sangliineas demonstraram que SBbo 23290
minimizou o impacto da infeccéo pela B. bovis, além de inibir a carga parasitaria. Os estudos
soroldgicos constataram que o SBbo 23290 estimulou a producdo de imunoglobulinas G
antigeno-especifico, com predominéncia estatisticamente maior de isétipos 1gG1 sobre 1gG2
bem como elevagdo da produgdo de IgG total. Com relagdo aos parametros clinicos, que
foram observados 18 dias pés-desafio, houve um declinio nos valores observados em todos 0s
grupos. Quanto a temperatura, o observado foi que houve elevagéo significativa da mesma
apos o desafio com B. bovis, sendo diretamente proporcional a carga parasitaria. Sendo
assim, pode-se concluir que o peptideo sintético induz de maneira eficaz uma resposta
imunolégica antigeno-especifica, na qual encontram-se envolvidos mecanismos celulares e

humorais.



ABSTRACT

JARDIM, Larissa Ferraz Beddr, M.S., Universidade Federal de Vicosa, April, 2005.
Evaluation of the immune answer in bovines inoculated with the synthetic
immunizing agent SBbo 23290 and challenged with an virulent sample of Babesia
bovis, (BABES, 1888; STARCOVICI, 1893). Adviser: Joaquin Hernan Patarroyo
Salcedo. Committe Members: Marlene Isabel Vargas Viloria and Jackson Victor de
Aragjo.

Tree-four month old bovines of the Holstein Freesan breed received four under—skin
immunization of the synthetic peptideo 23290 anti-Babesia bovis plus saponina. They were
challenged with an virulent sample of B. bovis and they were evaluated considering clinic
parameters such as packet cell volume, hemoglobin, parasitemy (presence of parasite), and
temperature, besides, the observation of the development of the humoral immune answer
through identification of specific-antigens isotypes IgG1 and IgG2, besides the total 1gG . The
hematological parameters and the temperature were checked every week during the
immunization period, and every day after the seventh day after challenge. The serology were
conducted every week during the whole experiment. The blood analyses demonstrated that
SBbo 23290 minimized the impact of the infection B. bovis, besides by inhibiting the
parasitical charge. The serologic studies evidenced that SBbo 23290 stimulated the production
of antigen-specific immunoglobulin G. Showing a predominance of isotypes 1gG1 statistically
higher than 1gG2 a well as an increase of the production of total 1gG. Considering the clinical
parameters, observed 18 days after challenge, a decrease of values was observed in all groups.
On the other hand, the temperature became meaningfully higher after the challenge with B.
bovis, at the same rate of the parasitical charge. We can conclude that the syntetic peptideo
induct an effective immunological specific-antigen answer, in with cellular and humoral

mechanisms were involved.
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1. INTRODUCAO

As babesioses sdo doencas que tém como agente etiolégico hemoprotozoarios
intraeritrocitarios obrigatorios do phylum Apicomplexa e do género Babesia. Esta doenca em
bovinos foi relatada no Brasil pela primeira vez por Fajardo em 1901 (SILVA, 1981), a qual
afeta milhdes de animais provocando a morte de alguns deles.

O género Babesia possui Varias espécies que parasitam animais domésticos,
silvestres e ocassionalmente o ser humano sendo transmitidas por carrapatos da familia
Argasidae e Ixodidae; porém a babesiose bovina é apenas transmitida pela familia Ixodidae
(FRIEDHOFF, 1990; EVANS et al, 2000).

Aproximadamente 300 milhdes de cabecgas de gado nas regides tropical e subtropical
do mundo estéo sob o risco de infecgdo com Babesia bovis e Babesia bigemina, (WRIGHT,
1990). A babesia bovina, especialmente a que é causada pela B. bovis continua sendo a de
maior importancia patoldgica e econdmica no mercado agropecudrio do Brasil.

Na América Latina, a babesiose causa prejuizos de mais de US$ 1.365 milhdes por
ano (MONTENEGRO-JAMES, 1992).

Evidente que a prevencédo da babesiose bovina pode ser realizada tanto pelo combate
direto ou imunidade protetora contra seu vetor, o carrapato Boophilus microplus e/ou, através
da estimulacdo imunoldgica contra o hematozoario.

A imunidade contra a Babesia spp requer ndo apenas a resposta imune inata, mas
também a adaptativa. Esta tem sido induzida apos a inoculagdo com antigenos, atenuados, ou
sintéticos, assim como por sobrenadantes de cultura do parasito que contem antigenos
soluveis.

A vacinacdo constitui um método de imunizacdo ativa com o intuito de estimular os
mecanismos de defesa de um hospedeiro, de forma a proteger o animal de futuras infecgdes
ou de manifestagdes clinicas, além de ativar células de memdrias. A imunidade inata interfere

na infeccdo da Babesia spp.
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A utilizacdo de vacinas se destaca como uma tecnologia promissora alternativa ao
método de controle tradicional, a premunicdo, devido a eficiéncia e seguranga, bem como pela

inducdo da memoria imunologica.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a protecdo conferida a bovinos (Bos taurus taurus) e mensurar alguns
parametros clinicos apds "vacinagcdo" com o imundgeno sintético SBbo 23.290, mediante

alguns parametros clinicos e soroldgicos.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar a cinética de producdo das subclasses de IgG (IgGl e 1gG2) anti-
imundgeno;

e Auvaliar a cinética de producgdo das subclasses de IgG (IgGle 1gG2) apds o
desafio com amostra virulenta e B. bovis;

e Analisar a resposta imune mensurando a parasitemia, temperatura, e anemia

apos o desafio.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Babesiose bovina

A babesiose bovina é uma enfermidade parasitaria causada por varias espécies de
babesia, entretanto, no Brasil a doenca é provocada por duas espécies, B. bovis (BABES,
1888; STARCOVICCI, 1893) e B. bigemina (SMITH e KILBORNE, 1893) que em condi¢fes
naturais sdo transmitidas pelo carrapato Boophilus microplus (CANESTRI, 1887).

A mesma foi descrita primeira vez em nosso pais, por Fajardo em 1901, segundo
Silva (1986). Das duas espécies, a B. bovis é considerada a mais virulenta (ZAUGG, 1993).

Essa enfermidade tem ampla distribuicdo geogréafica, que corresponde a area de
existéncia do seu vetor bioldgico — carrapato, Boophilus microplus, a qual se estende entre as
latitudes 32° Sul e 40° Norte da linha do Equador, constituindo um problema para os paises
tropicais e subtropicais (BUSHELL, et al., 1991).

A dindmica da infeccdo por Babesia spp é dependente de fatores como populacdo de
carrapatos infestantes, capacidade de transmissao do carrapato, susceptibilidade dos bovinos,
a qual varia com a raga, idade, sexo, estado fisiologico e imunitario (SOUZA et al., 2000).

As perdas econdmicas causadas pela babesiose sdo dificeis de calcular. Elas sdo
determinadas por muitos fatores, alguns dos quais séo facilmente quantificaveis, enquanto que
outros passam despercebidos pelo produtor (RISTIC, 1981); visto que os efeitos diretos e
indiretos da babesiose bovina s&o causados, principalmente, pela queda da producéo e perda
dos animais doentes, gastos com tratamentos, além da profilaxia do rebanho (KESSLER et
al., 2000).

No Brasil, os prejuizos totais na produtividade da bovinocultura, causados direta e
indiretamente pelo Boophilus microplus, foram calculados na cifra de dois bilhGes de ddlares
anuais sendo quinhentos milhdes devido as doencas transmitidas por estes (MADRUGA,
2003).



Segundo Bock et al. (1999), a mortalidade de animais é a conseqiéncia mais
evidente da doenca. Os maiores indices ocorrem entre animais Bos taurus taurus
principalmente entre os ndo inunes, recém introduzidos em areas endémicas, ja que, as areas
de instabilidade enzootica caracterizam-se por serem regides onde as condi¢des climaticas ndo
sdo tdo favoraveis ao carrapato, assim as infestacGes variam conforme as estagdes e existe 0
risco de surtos esporadicos de babesiose (MAHONEY e ROSS, 1997).

A producdo de cruzamentos entre zebuinos e taurinos ndo tem gerado resultados
satisfatorios, pois os hibridos ndo guardam caracteristicas de resisténcia e produtividade que

tornem sua utilizacdo vantajosa perante os animais puros (BOCK et al., 1999).

3.2. Biologia

A classificacdo taxondmica da Babesia spp compreende: filo: Apicomplexa, Classe:
Aconoidasida, Ordem: Piroplasmorida, Familia: Babesiidae e Género: Babesia
(LEVINE,1973).

A manutencdo da Babesia spp depende de duas classes de hospedeiros, o
invertebrado (carrapato especifico) que se alimenta do hospedeiro vertebrado, sendo capaz de
se manter infectado com o parasita, constituindo-se um reservatério (HOMER et al., 2000).

No hospedeiro vertebrado apds ser inoculado pelo vetor no momento da alimentacéo,
0S esporozoitos entram na corrente sanglinea e penetram nas hemacias, desenvolvendo-se
rapidamente, originando os trofozoéitos que evoluem para merozéitos. A saida do merozéito
rompe a célula infectada, embora possa vir a permanecer intacta. Um ciclo de divisdo de B.
bovis é de aproximadamente 8 horas; esse € um processo continuo que depende
fundamentalmente das condic¢des imunologicas do hospedeiro (MAHONEY, 1977; RISTIC,
1988; MELHORN e SCHEIN, 1984). A invasdo das hemécias pelo parasita € um processo
ativo que envolve organelas do complexo apical como roptrias, granulos densos e
micronemas, além de corpos esféricos, conoide e anel polar (SAM-YELLOWE, 1996).

A fase sexuada do ciclo se d& quando o carrapato ao se alimentar, ingere 0s
eritrocitos infectados com merozoitos, os quais irdo se desenvolver no intestino do vetor
(RISTIC, 1988).



A partir do intestino do carrapato, via hemolinfa, estas formas sexuadas — gametas
podem invadir 0s ovarios, tubos de malpighi e células musculares onde irdo evoluir para
zigoto.

No ovario, os odcitos infectados sdo responsaveis pela transmissdo vertical da
babesia. Depois da postura, o zigoto infectado d& origem a um cineto mével (uninucleado)
que ird se multiplicar assexuadamente no nucleo do ovo e as células-filhas invadem o epitélio
intestinal em desenvolvimento da larva, produzindo esporocinetos, que irdo invadir as
glandulas salivares, transformando-se em esporozditos (RISTIC, 1988).

A transmissdo da forma infectante, esporozoito, ocorre até trés dias ap6s a fixacéo do
carrapato no hospedeiro. No caso da B. bovis se da apenas na fase larvar (McHONEY, 1977),
tais larvas se tornam negativas para B. bovis apds a transmissdo.A maior fonte de reinfeccédo
pode ocorrer no final do periodo de ingurgitamento da fémea adulta (KESSLER et al., 2000).
A transmissdo em bovinos pode ser adquirida via transplacentéria (raramente) (NEW et al.,
1997) ou iatrogenicamente, através de fomites contaminados (ZAUGG, 1993).

3.3. Patofisiologia da enfermidade

Clinicamente na babesiose, causada pela B. bovis, apresenta-se febre (40°-42°C),
depressdo, ictericia, anorexia, taquicardia, taquipnéia, anemia, hemoglobinemia,
hemoglobindria e morte. A anemia é causada pela destruicdo intravascular de eritrocitos,
devido a liberagcdo de merozoitos apds a reproducdo intra-eritrocitaria das babesias. Ademais,
a fragilidade osmdtica de toda populacéo eritrocitaria aumenta terminalmente de tal modo que
ocorre macica lise, ainda que a parasitemia possa ser inferior a 1% (WRIGHT, 1981).

A morte pode ser causada por sindrome similar ao choque, associado a liberacéo de
substancias vasoativas e anoxia anémica. Entretanto, a mortalidade é extremamente variével,
dependendo da espécie de babesia envolvida, da susceptibilidade do hospedeiro, dos fatores
de manejo e de estresse (ZAUGG, 1993).

Os achados de necropsia nesse caso sdo emaciagdo da carcaca, palidez das mucosas,
espleno e hepatomegalia, vesicula biliar distendida, bexiga contendo urina avermelhada,
pulmdes levemente edemaciados e congestos, bem como congestdo do cérebro, rins e coracdo
(PATARROYO et al., 1982).



Segundo Zaugg (1993), a babesiose cerebral, caracterizada por hiperexcitabilidade,
convulsoes, opistétono, coma e morte pode ser observada em bovinos infectados por B. bovis.
Os sintomas neuroldgicos sdo causados pela anoxia cerebral resultante da anemia grave e/ou
blogqueio dos capilares cerebrais pelos eritrocitos. O dano causado pelo bloqueio dos capilares
pode levar a uma condigao, conhecida como babesiose cerebral (VALEIRON ,1998).

Trabalhos realizados por Caetano (2001), mostravam que a adesdo resulta da
interacdo entre antigenos de B. bovis na superficie dos eritrocitos e receptores endoteliais
complementares. Variacdes na estrutura da composicdo de aminoacidos e dos antigenos
podem alterar a afinidade de ligacbes com receptores expressos nas células endoteliais.
Assim, mesmo que amostras diferentes de B. bovis sejam capazes de produzir antigenos que
se aderem as hemaécias, apenas ocorrera adesdo se estes antigenos apresentarem afinidade
pelos receptores endoteliais. Amostras patogénicas diferentes possuem capacidade variada de
produzir adesdo de eritrocitos ndo parasitados em células endoteliais bovinas. Hernandez
(2002), demonstrou que o aumento da adesdo de eritrdcitos provenientes de animais
inoculados com B. bovis € devido a maior expressao de moléculas de adesao na superficie das

células endoteliais.

3.4. Mecanismos de Imunidade nos bovinos contra a Babesia bovis

A imunidade para Babesia spp envolve os dois tipos de resposta imune: inata e
adaptativa (pelo fato de ser um parasita intra-eritrocitario obrigatorio), as células TCD4"
representam a ligacdo entre estes dois tipos de resposta, uma vez que o eritrocito ndo possui
Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC) (BROWN e PALMER, 1999); ainda
segundo Brown (2001), os eventos que ocorrem a partir do momento em que 0 parasito
invade o hospedeiro vertebrado e entra em contato com alguns elementos da imunidade inata
é que determinardo a magnitude da resposta imune especifica. Os hospedeiros mamiferos a
desenvolvem apds um episodio de infeccdo natural ou posterior a uma imunizacdo profilatica
(HOMER et al., 2000).

A resposta imune celular vem sobre tudo, do bago, reconhecidamente importante na
defesa do hospedeiro contra Babesia spp. Diferentes mecanismos imunes contribuem para a
resisténcia durante cada estagio da infeccdo na fase de estabelecimento da babesiose, tanto

células do sistema imune inato quanto os anticorpos, especificamente as imunoglogubinas G



(IgGs) podem prevenir a infeccdo e neutralizar os merozéitos, impedindo que atinjam os
eritrécitos (HOMER, 2000).

De acordo com James (1988), especificamente células NK e macrofagos, estdo
envolvidas na atividade antibabesia, pois na auséncia destas, observa-se um aumento da
parasitemia em curto periodo de tempo, sugerindo que mecanismos imunes inatos podem
estar envolvidos na destruicdo dos parasitas antecipadamente a producédo de anticorpos.

O mecanismo especifico de protecdo, contudo parece manter-se obscuro (WRIGHT e
GOODGER, 1988). A protecdo contra a infeccdo aguda de Babesia envolve macrofagos
ativados (BROWN e PALMER,1999), neutrdfilos, células NK (COURT et al., 2001), entre
outros, mas o controle da parasitemia durante a infeccdo ou apos esta por Babesia envolve
também anticorpos (BROWN e PALMER, 1999).

A importancia da protecdo humoral na babesiose bovina foi demonstrada em estudos
que utilizaram soro contendo IgG1 e 1gG2, que promoveu protecdo contra desafios com
populacdo homologas de B. bovis (BROWN e PALMER, 1999).

Em bovinos, tanto a IgG1 quanto a IgG2 fixam complemento, sendo que a IgG2 tem
maior atividade opsonizante em relacdo a IgG1 (McGUIRE et al., 1979). A producédo de 1gG1
por linfocitos B é induzida pela interleucina-4 (IL-4) enquanto que o IFN-y estimula a
producdo de 19gG-2 (ESTES et al., 1995). Estes resultados foram confirmados por Brown et al
(1999), quando demonstraram que clones de células Th produtoras de IFN-y especificos para
RAP-1 de B. bigemina, induziram aumento nos niveis de 1gG-2 produzidos por linfocitos B e
que células Tho, capazes de expressar IL-4 e IFN-y, forneciam sinais co-estimulatorios
necessarios para o aumento da sintese de IgG1 e 1gG2 por células B.

A imunorregulacdo de infeccGes difere em relacédo aos tipos celulares envolvidos, as
citocinas e mediadores secretados, assim como 0s seus efeitos supressores ou indutores sobre
respostas imunes do tipo Thl e Th2 (COX, 1997; BROWN et al., 1988). A heterogeneidade
da resposta imune relaciona-se com o perfil de citocinas produzidas e secretadas (ABBAS,
2003).

As citocinas desempenham importantes fungdes imunorreguladoras sobre células T
diferenciadas. A IL-10 humana recombinante suprimiu a proliferacdo de linfocitos T bovinos
e a producdo de IFN-y sendo este efeito dependente de células apresentadoras de antigenos
(APC), possivelmente macrofagos (CHITKO-McKOWN et al., 1995).

Estudos realizados por Brown et al. (1996), com clones de células Th de bovinos e

humanos mostraram que a IL-12, produzida principalmente por macrofagos e por células



dendriticas, induziu a producéo de IFN-y em todos os subtipos de clones Th analisados (ThO,
Thl e Th2), embora néo tenha sido observado aumento significativo na taxa de proliferacdo
celular.

A IL-12, além de induzir a produgdo de IFN-y pelas células T, também induz sua
producdo pelas células NK. Além disso, esta citocina age como fator de diferenciacdo sobre
as células TCD4" para um padro de resposta do tipo Th1 e como potencializador das funcoes
citoliticas das células NK e TCD8" ativados. Portanto, a IL-12 age como um mediador da
imunidade inata e da citotoxicidade, porque liga a ativacdo de macrofagos ao
desenvolvimento das funcdes efetoras das células NK, simultaneamente favorece o
desenvolvimento de respostas imunes especificas (BITTAR, 2002).

Em clones de células T antigeno especificas CD4+ de bovinos, a IL-4 age inibindo
ou aumentando a producdo de IFN-y ou ndo causa efeito, porém varios estudos tém mostrado
a importancia do IFN-y, produzidos por linfdcitos Th ativados, na protecdo contra a babesiose
bovina (TUO et al., 1999).

A producdo de éxido nitrico (ON) em macrofagos de bovinos, estimulados in vitro
com antigenos de membrana de Babesia bovis e com sobrenadante de cultura de células Th
antigeno-especificas contendo IFN-y e TNF-a. enddgenos, parecem sugerir que o aumento da
expressdo da enzima Oxido nitrico sintetase (iNOS) em macrdfagos pode ser indicativo do
potencial babedicida de NO (STICH et al., 1988).

Todavia, a superproducdo de NO, também pode estar associada a mecanismos
patogénicos da infeccdo, incluindo a babesiose cerebral, ja que varias disfungbes organicas,
observadas durante a evolucdo da maléria e da babesiose, podem ser mediadas pela producéo
exacerbada de citocinas pro-inflamatérias (GRAU et al., 1989).

Estudos realizados por East et al. (1997) mostram a importancia das diferentes
citocinas na resposta imune, apos desafio com Babesia bovis em bovinos; a quantidade de
TNF-a e IFN-y, produzida pelas células mononucleares periféricas circulantes (PBL) tem
uma estreita correlagdo com a imunidade conferida ao desafio. A produgdo de NO pelos
macrofagos € induzida pelo TNF-a e pelo IFN-y que atuam como co-fatores estimuladores
(STICH et al., 1998).

E explicito o potencial de Babesia bovis na estimulacdo de macréfagos para estes
produzirem TNF-a, assim como outras citocinas, incluindo IFN-y que por sua vez induzem a
producdo de IL-12 e IL-18. Segundo Shoda et al. (1999), os niveis destas citocinas aumentam

na resposta imune contra eritrocitos infectados com Babesia bovis.



Experimentos realizados por Shoda et al. (2000), mostram que na fase aguda da
infeccdo com B. bovis ha liberacdo de citocinas reguladoras como IL-1, IL-12 e TNF-a. que
sdo importantes na resposta imune tanto inata quanto adaptativa contra o parasito.

Pollock e Welsh (2002) ressaltam a importancia de células TCD4+, que tem papel
primario na producdo de citocinas ativadoras de macrofagos como INF-y, assim como as
células TCD8+ que possuem papel citolitico, habilidade de lisar células infectadas e as células
Tyd, cuja populagdo em bovinos jovens é elevada (>40%).

As células Tyd se atribuem varias funcdes, dentre as quais se destacam, a capacidade
de secretarem citocinas que estimulam tanto células Thl quanto células Th2, capacidade
citolitica, imunomodulacdo (POLLOCK e WELSH, 2002), e participacdo na maturacdo de
celulas dendriticas (LESLIE et al., 2002).

3.5. Métodos de controle da babesiose

Nas Ultimas décadas tem-se avancado muito no conhecimento epidemiolégico desta
enfermidade e na busca por uma vacina eficaz. A redugdo da transmissdo da babesiose na
atualidade é favorecida pelo controle dos carrapatos, o qual é realizado de maneira estratégica
por meio de aplicacdo de drogas acaricidas em determinados periodos do ano. Segundo dados
de levantamento epidemioldgico, estas medidas reduzem os niveis populacionais dos
carrapatos (NARI, 1990).

O controle intensivo do carrapato beneficia o rebanho, evitando os danos causados
por este parasita, entretanto ou mas, promove um desequilibrio na relagdo parasita/hospedeiro
para as hemoparasitoses por ele transmitidas (KESSLER et al., 2000). Segundo Bittar (2002),
0S processos de imunizagcdo sdo 0s mais apropriados para o controle dessa enfermidade,
principalmente em animais importados, visto que as infestagdes por carrapatos acarretariam a
morte do animal, quando introduzidos em areas enzodticas.

Considera-se como area de estabilidade enzoética aqueles locais onde a
soroprevalencia apresenta-se acima do limite de 75%. Sendo areas instaveis aquelas onde a
soroprevaléncia € inferior a este (MAHONEY, 1975).
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De Vos et al. (1982), estudando sobre eficiéncia de vacina contra babesioses, cita
que uma vacina ideal deve apresentar as seguintes caracteristicas: prevenir a doenca, proteger
contra as diferentes cepas, induzir imunidade de longa duragdo, ser livre de antigenos
contaminantes, conservar a poténcia durante o armazenamento e transporte, de facil

administragao.

3.5.1. Premunicdo

A premunicdo consiste na inoculacdo de sangue de um animal portador (doador) em
um animal susceptivel (receptor), esta teve origem no inicio do século XX, na Australia, por
C. J. Pound (CALLOW et al., 1977); apesar de ser o método mais antigo, atualmente, esta
pratica continua sendo amplamente utilizada no controle da babesiose em plantéis de bovinos
leiteiros no Brasil.

Patarroyo (1979) destaca as limitacdes desse método ja que o inoculo é desconhecido
tanto qualitativamente como quantitativamente. A necessidade de medicacdo dos animais que
apresentam a doenca na forma aguda interrompe o0 mecanismo de desenvolvimento da
imunidade, necessitando-se, por isso, de repetidas reinoculacdes. Como o volume de sangue
inoculado é em geral de 5 mL, o que poderd conduzir a doenca de incompatibilidade de
sangue do bezerro em relacdo a vaca. Dimmock e Bele (1970), afirmam que isto ocorre
devido a formacdao de anticorpos polireativos contra as hemacias.

Outra desvantagem é a necessidade de suporte veterinario mesmo ap6s a fase de
premunicdo (SOUZA et al, 2000). Pois, os doadores podem ser portadores de outras doencas
infecciosas como brucelose, tuberculose, leucose, diarréia bovina a virus (BVD), rinotraqueite
infecciosa bovina (IBR), lingua azul, erlichiose, tripanossomose, as quais podem ser
disseminadas por este método. Aliado a isto, estdo o alto custo do processo e a dificuldade de

imunizar grande nimero de animais simultaneamente.
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3.5.2. Vacinagao

A primeira vacina contra B. bovis foi desenvolvida por pesquisadores australianos
trata-se de uma vacina viva atenuada, que a principio foi utilizada em areas endémicas do pais
e posteriormante exportada (CALLOW e MELLORS, 1966; CALLOW,1979). Entretanto, por
causa da variabilidade antigénica destes parasitos ndo tem sido possivel obter, até 0 momento,
uma vacina efetiva e economicamente viavel (WRIGHT et al., 1992; BROWN et al., 1995;
PALMER e McELWAIN, 1995; PATARROYO et al., 1995b)

A apresentacdo de reacGes poOs-vacinais intensas, e a necessidade de tratamento
terapéutico levou a pesquisas para atenuacdo de cepas de Babesia capazes de manter a sua
imunogenicidade, através de passagens rapidas em bezerros esplenectomizados e/ou uso de
radiacéo, a fim de diminuir a patogenicidadee nos hospedeiros (CRUZ et al., 1997).

Na atualidade ndo h& vacinas inativadas no mercado, apesar das tentativas que tem
sido realizadas. A imunogenecidade de parasitas mortos provenientes de eritrdcitos infectados
com B. bovis foi primeiramente abordada por Mahoney e Wright (1976), no entanto, 0s
animais vacinados mostraram protecdo parcial quando desafiados com organismos
heterologos, desenvolvendo a infec¢do, apenas na forma sub-clinica.

No Brasil, nenhuma pesquisa a nivel de campo foi realizada com produto similar,
apesar que a tecnologia de producdo para esta vacina ja esteja amplamente dominada
(PATARROYO et al., 1995b).

3.5.3. Controle com exoantigenos

Animais quando vacinados com exoantigenos presentes no sobrenadante de culturas
in vitro de B. bovis mostraram prote¢do parcial ap6s desafio com organismos heterélogos,
enquanto que animais inoculados com vacina viva mostram-se fortemente protegidos com
altos niveis de anticorpos especificos por mais de seis meses. Entretanto, os indices de
estimulagdo linfocitaria e a taxa de proliferacdo celular, quando desafiados com amostras
homdlogas foram maiores e por periodos mais prolongados nos animais inoculados com
exoantigenos de cultivo de B. bovis (TIMMS et al., 1983; TIMMS e STEWARD, 1984).
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Exoantigenos presentes em sobrenadante de cultivo de amostra atenuada de B. bovis
foram capazes de induzir uma resposta imune protetora contra amostras virulentas heter6logas
guando deasfiados (PATARROYO et al., 1995a). Indicando que a vacina com antigenos
sollveis de B. bovis derivados destes cultivos sdo capazes de elicitar tanto a resposta imune
humoral quanto a celular (PATARROYO et al., 1995a; TIMMS e STEWARD, 1984).

Brown et al. (1995), bem como Tuo et al. (1999) realizaram pesquisas afins de
indentificarem proteinas de B. bovis que fossem imunogénicas e pudessem ser utilizadas na
producdo de vacinas formadas por subunidades protéicas. A utilizacdo de exoantigenos em
vacinas contra Babesioses € uma técnica promissora que tem sido analisada por alguns
pesquisadores nos EUA (MONTENEGRO-JAMES et al., 1990) e no Brasil por Patarroyo et
al. (1995a).

3.5.4. Proteinas Associadas a Roptrias (RAP)

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

O contato entre 0 merozoito e o eritrocito, se da por orientagdo do polo apical do
merozoito a superficie da hemacia. Apds a fusdo das membranas, ha liberacdo do contetdo
das roptrias, invaginacdo da membrana do eritrécito e entrada do merozdito que fica dentro do
vacuolo parasitéforo. As roptrias sdo importantes para a adesdo e invasdo do parasita na
hemacia (BROWN et al., 1996), além da expansdo e manutencdo da membrana do vacuolo
parasitéforo.

A roptria associada a proteina-1 (RAP-1) familia gene homologo inclui: Babesia
bovis, B. caballi, B. canis, B. divergens e a B. ovis (SKUCE et al., 1996). Segundo Wright et
al. (1992), a proteina RAP-1 é responsavel pelo estabelecimento do parasitismo intra-

eritrocito e é conservada em varios isolados de espécies geograficamente diferentes, além de
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apresentar epitopos altamente imunogénicos para linfocitos B e células T-CD4" (PALMER et
al., 1991; SUAREZ et al., 1991).

Embora alguns estudos mostrem que 0s epitopos da proteina RAP-1, para células B
sejam mais antigénicas, normalmente eles ndo sdo conservados entre espécies diferentes e que
sequéncias altamente conservadas sdo pouco imunogénicas (SUAREZ et al., 1993), Brown et
al. (1996), demonstraram, ndo apenas, que a proteina RAP-1 de B. bovis € altamente
imunogénica como também que os epitopos para células Th sdo conservados entre isolados
geograficamente diferentes de B. bovis.

A significancia imunologica de RAP-1 é indicada pela inibi¢do do desenvolvimento
in vitro de Babesia utilizando anticorpo monoclonal especifico contra RAP-1 bem como pela
habilidade deste em imunizar contra alteraces do parasitismo no gado (FIGUEROA e
BUENING, 1991; McELWAIN et al., 1991). Entdo, uma vacina contra B. bovis constituida
de subunidades protéicas deve conter epitopos T e B reativos, ndo sujeitos a variacao
antigénica, devendo ser reconhecidos por uma grande variedade de moléculas MHC-II, o que
coloca a proteina RAP-1 como forte candidata para producdo de vacina ( BROWN e
PALMER, 1999).

3.5.5. Peptideos sintéticos

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

O grande interesse na utilizacdo de peptideos sintéticos decorre da capacidade de
simulacdo dos sitios antigénicos ou dos receptores protéicos, da qual provem a sequéncia
aminoacidica do peptideo (PATARROYO e GUZMAN, 2004).

Ao contrario das vacinas tradicionais, as peptidicas apresentam grandes vantagens,
tais como: alto grau de pureza e completa seguranca quanto a caracterizacdo quimica e a
auséncia de contaminantes, reprodutibilidade na producdo, fim da manipulacdo de cultivo
celular em biorreatores, alta estabilidade e baixo custo na producdo, permite, também, a
manipulacdo da resposta imunoldgica, pois 0s imundgenos sintéticos podem ser desenhados
de tal forma que estimulem uma resposta imune apropriada (NEURATH e KENT, 1986), bem

como auséncia de mecanismos supressores, alérgicos e/ou autoimunes (PATARROYO et al.,
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1995b). Portanto, o uso de peptideos sintéticos como vacinas teria a vantagem de ser mais um
produto quimico que biolégico (PATARROYO e GUZMAN, 2004).

Esta nova geracdo de vacinas tem sido estimulada devido a estudos de predicéo
computacional, baseados na estrutura primaria e nas caracteristicas bioquimicas das proteinas
para identificacdo de possiveis sitios antigénicos em virus, bactérias, parasitas e celulas
neoplésicas (DeLISI e BERZOFSKY, 1985; SPOUGE et al., 1987).

Atualmente ha um interesse crescente pelo uso de peptideos sintéticos no campo da
medicina preventiva, diagndstico e controle, assim como na terapéutica tem sido alavancada
com diferentes provacGes e a aprovacdo de outros farmacos pela FDA. Assim, existem
peptideos em fases clinicas de teste como adjuvantes, para imunizacdo contra o Plasmodium
falciparum, o Boophilus microplus, o Schistosoma mansoni, entre outros para o diagnostico
de malaria, doenca de Chagas, leishmanioses, fascioloses, hidatioses e cistercercoses, sendo 0
mais recente avanco a liberacdo do Fuzeon™ para o controle da AIDS (PATARROYO e
GONZALEZ, 2004); isto, também, se da devido ao fato dos peptideos poderem ser
sintetizados e serem muito estaveis a temperatura ambiente, a utilizacao destes pode melhorar
a padronizacao e reprodutibilidade dos diferentes testes para sorodiagnostico (PATARROYO,
1999).

Desenho de seqliéncias com determinante imunogénico de proteina de roptria de B.
bovis (RAP-1 de B. bovis) foram desenvolvidas no Laboratério de Biologia e Controle de
Hematozoarios e Vetores (LBCHV)/Instituto de Biotecnologia Aplicado a Agropecuéria
(BIOAGRO)/Departamento de Veterinaria (DVT) da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
Esta proteina tem P.M. de 64,97 kDa e é composta de 565 a.a. foi sintetizada em 31 peptideos
diferentes, alguns com "overlap™ entre uma sequiiéncia e outra.

Os peptideos foram catalogados no livro de seqiiéncias de 5.067 até 5.097. Apo6s o
mapeamento de epitopos B e T de todos os peptideos, utilizando experimentos "in vitro" e "ex
vivo", realizou-se a hibridizacdo dos peptideos SBbo 5.084 (epitopo B) e do SBbo 5.081
(epitopo T) com adicéo de cisteina no N- e C- terminal, originando o peptideo sintético SBbo
23290 (PATARROYO et al., 1999). Estudos realizados por Jackson et al. (2000),
demonstram que para um peptideo ser considerado um bom imundgeno é necessaria a unido
de epitopos T e B reativos em sua estrutura.

Contudo, o uso de seqliéncias curtas de peptideos sintéticos no desenvolvimento de
uma resposta imunoldgica para determinada proteina provém do mecanismo de
reconhecimento de estruturas antigénicas pelos linfocitos T do sistema imune. Este processo

ndo é alcancado a partir da forma nativa da proteina, se faz necessario algum tipo de
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processamento metabdlico no interior das células apresentadoras de antigeno (BERZOFSKY
etal., 1987).

O peptideo sintético SBbo 23290 foi desenhado e sintetizado pelo Laboratorio de
Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores (LBCHYV), Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), em
parceria com a Fundacion Instituto de Imunologia de Colémbia (FIDIC), baseado na estrutura
integra da proteina RAP-1 (PATARROYO et al., 1999); possuindo uma conformacéo distinta
das apresentadas pelos peptideos de origem, além de possuir um maior numero de
aminoécidos em sua estrutura, provavelmente apresentar novos epitopos em sua estrutura
resultando em uma alta antigénicidade.

Os resultados, obtidos por Freitas (2001), em experimento com células ex vivo,
corroboram com este dado, pois a resposta ao peptideo hibrido 23.290 foi caracterizado pelas
maiores taxas de producdo de IFN-y, TNF-a e IL-12 por PBMC;s, sendo entdo o peptideo que
apresentou maior reconhecimento celular.

A intervencdo vacinal com o peptideo sintético 23.290, derivado de RAP-1 de B.
bovis reduz a taxa de mortalidade de animais imunizados, apds o desafio com amostra
patogénica, bem como a eficacia desta vacinacdo, estar associada ao desenvolvimento precoce
da habilidade de desenvolver uma resposta antigeno especifica envolvendo células B e
linfocitos TCD4" (BITTAR, 2002).

De acordo com pesquisas realizadas no LBCHVV/BIOAGRO utilizando peptideos
sintéticos, conclui-se que, quando bem desenhados e convenientemente testados tais peptideos
comportam-se como uma proteina nativa; por tanto este trabalho tem por intuito realizar
estudos sobre 0os mecanismos envolvidos na resposta imunologica ao imunogéno sintético
SBbo 23290.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local de realizagéo do experimento

O experimento foi realizado no Laboratério de Biologia e Controle de
Hematozoéarios e Vetores (LBCHV) do Departamento de Veterinaria (DVT), localizado no
Instituto de Biotecnologia Aplicado a Agropecuaria (BIOAGRO) e no isolamento contra
artropodes e vetores de hematozoarios para bovinos, localizado no Departamento de
Veterinaria (DVT) da Universidade Federal de Vicosa (UFV), Vicosa-MG.

4.2. Animais

Foram utilizados, nos ensaios de imunizagao, 12 bovinos da micro-regiao de Vigosa,
Bos taurus taurus da raga holandesa, machos, com idade entre 4-5 meses; os quais foram
verificados sorologica e hematologicamente como negativos para hemoparasitos.

Os bovinos foram confinados no isolamento a prova de artropodes e vetores de
hematozodrios. Durante a realizacdo da pesquisa 0s mesmos receberam diariamente racdo
balanceada com 17% de proteina e capim napier, duas vezes por dia, além de consumirem

suplemento mineral. Durante todas as fases 0s bovinos receberam agua a vontade.

17



4.3. Peptideo sintetico

O peptideo sintético 23290 (SBbo 23290) ¢é baseado na estrutura integra da proteina
associada a roptrias de Babesia bovis (RAP-1) em que foram desenvolvidos dois peptideos
sintéticos que induziram "in vitro" a producdo de células T e células B (5081 e 5084,
respectivamente) (PATARROYO et al., 1999).

Este peptideo foi desenvolvido e produzido pelo LBCHV/BIOAGRO/DVT/ UFV,
em parceria com a Fundacion Instituto de Imunologia de Colémbia (FIDIC).

O peptideo sintético SBbo 23290 foi sintetizado de acordo com a metodologia
descrita por Merrifield (1963).

4.4. Adjuvante

Foi utilizado saponina (Saponine®) na dose de 1,5 mg/animal/dose.

4.5. Esquema de inoculagdo

Os 12 animais utilizados no experimento foram agrupados, através de sorteio, em
dois grupos de quatro animais e um de trés, mantidos em iguais condi¢cdes ambientais. Esses
animais foram inoculados por via subcutanea (sc) de acordo com o quadro abaixo. Sendo um

animal para avivar a amostra.
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Inoculacéo

0 0
N" grupo N animais (n° doses/via) Intervalo Produto
Peptieo 04 3x/sc 30d 2 mg SBbo 23.290

1,5 mg saponina
2 mL H,0 destilada

1x/sc 90 dias ap6s 1 mg Sbbo 23.290
al? 1,5 mg saponina
inoculacdo 2 mL H,0 destilada

Saponina 04 4x/sc 30d 1,5 mg saponina
2 mL H,0 destilada

Controle 03 4x/sc 30d 2 mL H,O destilada

4.6. Infeccdo — desafio

Uma amostra virulenta de Bbo UFV1, sétima passagem, mantida sob criopreservacao
em nitrogénio liquido no LBCHV/BIOAGRO, foi descongelada para o experimento. Apds o
descongelamento, o parasito foi inoculado em um bezerro para reativacdo do mesmo. Quando
a parasitemia alcancou 1,4% coletou-se o0 sangue para ser usado como inoculo nos animais do
experimento.

Os animais dos grupos 1, 2 e 3 receberam 1,0 mL de sangue contendo 1,2x10°
hemaécias infectadas por mL, como inoculo de desafio por via endovenosa. O desafio foi

realizado 60 dias apoés a ultima inoculacéo.
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4.7. Avaliacao clinica dos animais

No isolamento, diariamente, os animais do experimento foram inspecionados
clinicamente no momento da distribui¢do do alimento, antes de serem desafiados.

Ap0s o desafio, os animais foram avaliados, também, por exame fisico (aferi¢cdo da
temperatura) e laboratorial — determinagdo do hematdcrito® esfregacos sangiiineos e
mensuracdo da hemoglobina®. O periodo de analise da pés-inoculacdo, com a cepa virulenta
de B. bovis, compreendeu 18 dias, nos quais a averiguacdo da temperatura dos animais
ocorreu diariamente (2 x /dia). Os dados obtidos foram analisados em conjunto, a fim de
avaliar a necessidade de intervir com medicamentos para cada animal, ap0s serem
comparados com 0s parametros normais da espécie bovina.

Sendo tratados da babesiose, apenas os bovinos que apresentavam hematdcrito
inferior a 12% e, ou, babesiose cerebral e cuja droga de eleicdo foi o diaceturato de 4,4

diazoaminodibenzamidina® na dosagem de 3,5 mg/kg/pv por via intramuscular em dose Gnica.

4.8. Coleta de sangue dos animais para obtencéo de soro

Esta foi realizada semanalmente, durante seis meses, sendo a primeira coleta feita no
dia zero — um dia antes da primeira inoculacéo.

O sangue foi coletado por puncéo na veia jugular em tubos de 5 mL (Venoject®),
sem anticoagulante e mantido em geladeira por aproximadamente 12 horas, no
LBCHV/BIOAGRO/DVT/UFV e outro frasco com EDTA. Para realizagdo das analises
hematoldgicas. A obtencdo do soro ocorreu por centrifugacdo do material (1.500 rpm) apoés a
retirada do coagulo, posteriormente aliquotado em tubos "eppendorf" e armazenados a —20°C

até a sua utilizag&o.

! Microcentrifuga
? Kit cianeto

3 Ganaseg®
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4.9. Teste imunoenzimatico (ELISA)

4.9.1. Teste de ELISA para pesquisas de anticorpos anti-peptideo SBbo 23290

O teste imunoenzimatico — ELISA foi realizado de acordo com o protocolo de rotina
do LBCHYV para pesquisa de anticorpos anti-peptideo SBbo 23290 no soro dos animais do
experimento.

Sensibilizou-se as placas de ELISA a 4°C por 12 horas com o peptideo SBbo 23290
(1 pg/cavidade) diluidos em Tampdo Carbonato pH 9,6 (0,159 g de Na,COs; 0,293 g de
NaHCOj; e agua destilada g.s.p. 100 mL). Ap6s o periodo de sensibilizacdo, as placas foram
lavadas duas vezes com Tampao de Lavagem (9,0 g de cloreto de sodio; 500 uL de Tween 20
e agua destilada g.s.p. 1.000 mL), seguido por um blogueio com solucdo de caseina 2% em
PBS pH 7,6 (8,5 g de NaCl; 1,28 g de Na,HPOy; 0,16 g de NaH,PO,4-2H,0 a agua destilada
g.s.p. 1.000 mL) por 60 minutos em temperatura ambiente.

Repetiu-se as lavagens e adicionou-se 0s soros dos animais testados diluidos 1:400
em Tampdo de Incubagdo (100 mL de PBS pH 7,6; caseina 0,25% e Tween 20 0,05%). Ficou
incubada por duas horas a temperatura ambiente, as placas foram lavadas seis vezes com
Tampédo de Lavagem e, em seguida, adicionou-se o anticorpo secundario conjugado com
peroxidase (IgG de coelho anti-lgG bovina-peroxidase) diluido de acordo com a
recomendacdo do fabricante em Tampdo de Incubacdo. As placas foram mantidas a
temperatura ambiente por duas horas.

Realizou-se mais seis lavagens das placas com Tampdo de Lavagem. Para revelacéo
do teste, adicionou-se o substrato composto de uma solugdo contendo 4 mg de OPD (6-
fenildiaminobenzeno), 2,5 ul de H,O, e 20 mL de Tampéo de Substrato pH 5,0 (7,19 g de
Na,HPOQy,; 5,19 g de &cido citrico e agua destilada g.s.p. 1.000 mL) e incubou-se na auséncia
da luz durante 20 minutos.

A reagdo foi paralisada com 30 ul de acido sulfurico 1:20 e, em seguida, a placa foi

lida em leitor de ELISA a um comprimento de onda de 492 nm.
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4.9.2. Teste de ELISA para a deteccéo de 1gG1 a 1gG2 bovina

Para avaliar a cinética da producéo de IgG1 e IgG2 em bovinos inoculados com soro
fisiologico, saponina e peptideo SBbo 23290 realizou-se o teste de ELISA segundo o
protocolo descrito por Gonzélez (2003), com modificagoes. Os testes foram realizados em
triplicatas, sempre utilizando soros dos grupos controle, saponina e vacina para cada coleta.

As placas de ELISA MaxSorpNunc® foram sensibilizadas com o peptideo SBbo
23290 (2pg/cavidade) diluidos em Tampdo Cobertura pH 9,6 (0,53 g de Na,CO;3; e agua
destilada g.s.p. 100 mL o tempo de adsor¢do serd de uma hora a temperatura ambiente.

Em seguida foram lavadas duas vezes com Tampdo de Lavagem (6,055 g de Tris;
8,18 g de NaCl; 500 pl de Tween 20 e H,O destilada g.s.p. 1.000 mL) e blogueadas com
solucdo bloqueio (idem Tampéo de Lavagem) por 30 minutos em temperatura ambiente. As
placas foram novamente lavadas e os soros dos animais do experimento foram diluidos 1:100
em Tampado de Diluicdo (idem Tampéo de Lavagem) e incubados por uma hora a temperatura
ambiente.

Realizou-se mais duas lavagens e, em seguida, adicionou-se o conjugado (ovelha
anti-1gG1 ou 1gG2 bovina conjugado com peroxidase) diluido em Tampdo de Diluigdo
1:30000 e 1:30000, respectivamente.

Depois de incubar por 60 minutos a temperatura ambiente, as placas foram lavadas
mais trés vezes e incubadas por um periodo de 30 minutos na auséncia de luz a temperatura de
28 °C com Solucdo Reveladora contendo 4 mg de O.P.D. (6-fenildiaminabenzeno), 2,5 pul de
H,0; e 20 mL de Tampdao de Substrato pH 5.0.

Finalmente a reacgéo foi interrompida com 30 pl de H,SO,4 3M e as placas foram lidas

em leitor de ELISA a um comprimento de onda de 492 nm.
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4.10. Parametros pesquisados na avaliacdo da protecao

A fim de avaliar o efeito do desafio nos bovinos do experimento, realizou-se uma
avaliacdo imunologica medindo o titulo de anticorpos, bem como, o acompanhamento dos

seguintes parametros:

e Periodo pré-patente;
e Parasitemia;

e Temperatura;

e Duracdo da febre

e Hematdcrito;

e Hemoglobina;

e Duragdo da anemia.

O titulo de anticorpos foi mensurado semanalmente durante 26 semanas, 0s demais

parametros no 5° dia pds desafio e diariamente entre 0 7° e 0 18° dia pés desafio.

4.11. Andlise estatistica

As variaveis quantitativas foram submetidas aos testes de Normalidade (Lilliefors) e
Homocedasticidade (Cochran) e posteriormente a analise de variancia. Apresentando
significancia foi realizado o teste de Duncan. N&o atendendo as premissas de normalidade e
homocesticidade, mesmo apoés as transformacg6es apropriadas, os dados foram submetidos ao
teste ndo paramétrico de Kurskal Wallis (SAEG, 1999).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliagao do perfil hematoldgico e parasitoldgico dos bovinos experimentais.

5.1.1. Avaliagdo hematoldgica e parasitologica dos bovinos imunizados.

Todos os bovinos envolvidos no experimento mantiveram-se no isolamento a prova
de artropodes da Universidade Federal de Vicosa, encontrando-se livres de babesia e seus
vetores durante o decorrer da imunizagéo; fato este comprovado por pesquisa do parasita em
esfregacos sanguineos e de anticorpos anti-babesia bovis.

Na atualidade, provavelmente a maneira mais eficaz, e economicamente viavel, de
obter protecdo imune contra patdgenos, exceto resisténcia genética, seria a aplicacdo de
vacinas eficazes.

Entretanto, o desenvolvimento destas ainda é um desafio para varios grupos de
pesquisa que buscam controlar a babesiose através da vacinagdo (TIMMS e BARRY, 1988;
PATARROYO, 1991; FREITAS 2001; GONZALEZ, 2003).

A avaliagdo do grau de protecdo imune conferida por uma vacina encontra
dificuldade nos tipos de exames que poderiam ser executados. Segundo Brown, et al. (1995),
a imunidade protetora para B. bovis deve ser avaliada pelo mecanismo imune, humoral e
celular, visto que uma vacina eficiente devera estimular a ambas. Consequentemente, a
analise da eficicia de uma vacina deve ser feita baseada na resposta imunologica, além de
analises paralelas das alteracbes de parametros tais como parasitemia, temperatura,
hematdcrito, hemoglobina, contagem de hemacias e sinais clinicos.

Os parametros acima mencionados foram efetivados semanalmente durante o periodo

de imunizacéo e ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos.
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A falta de isogenicidade dos animais mesmo dentro de uma raga, constitui outro
empecilho, pois as respostas ndo sdo uniformes, provavelmente devido a caracteristica
polimorfica dos genes que codificam as moléculas do Complexo de Histocompatibilidade
Maior (MHC), o qual apresenta o maior nivel de polimorfismo e heterozigocidade descrito
para qualquer organismo (HUGHES e YAGER, 1998). A funcdo das moléculas codificadas
por esse complexo, glicoproteinas expressas em superficies celulares, é a de apresentar
peptideos antigénicos a receptores de linfocitos T, passo essencial para a inducdo da resposta
imune (ELLIS, 2004).

5.1.2. Avaliacgdes parasitologica e hematoldgica pos-desafio com amostra virulenta de B.

bovis em bovinos imunizados.

Foi constatado uma elevacdo da mesma a partir do 2° dia P6s-Desafio (P.D.). Ja os
parametros hematoldgicos foram avaliados no 5° dia P.D. e diariamente a partir do sétimo dia
até 0 18°P.D.

Quanto aos parametros soroldgicos, estes continuaram sendo analisados

semanalmente apos o desafio durante trés semanas.

5.1.2.1 Febre

Considerando como limite febril minimo 39°C observou-se que a dura¢do média da
febre foi de 7 dias para os animais do grupo peptideo e de 11 dias para 0S grupos saponina e
controle, os dados obtidos neste experimento concordam com os reportados por Bittar (2002).
Sendo que 0s mesmos contrastam com os observados por Patarroyo (1991), que constatou 8,6
dias para o grupo controle, 6,5 dias para o grupo saponina e de 1 dia para o grupo vacinado.

Sendo que a média das temperaturas maximas observada no grupo controle do
experimento foi de 41°C no 10° dia P.D., no grupo saponina a média foi de 40,5°C no 8° dia

pos-desafio e no grupo peptideo de 40,1°C no sétimo dia pos-desafio (Figura 1). Estes dados
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concordam com Mahoney (1977), que relata a elevacdo da temperatura com aumento da
parasitemia alcangando o maximo de 41°C —41,5°C.

Conforme Ristic (1988) a elevacdo da temperatura ocorre em funcéo da liberacéo de
antigenos soluveis pirogénicos, ap6s o rompimento das hemécias devido a multiplicacdo do
parasito no interior das mesmas. A febre também pode dever-se a resposta inflamatdria gerada
em funcdo da andxia tecidual resultante da obstrucdo dos vasos que acarreta necrose e
liberacdo local de fatores pro-inflamatdrios que induzem a quiomiotaxia e a diapedese de
leucdcitos (LOSOS, 1986; WRIGHT et al., 1989).

41,5

41

40,5

40

39,5

39 —&— Controle

~—&— Saponina

38,5 Peptideo

Média °C

38

37,5

37

36,5

36

1° 2° 3° 4° 5° 6° 7° 8° 9° 10° 11° 120 13° 14° 15° 16° 17

Dia P6s Desafio

Figura 1. Média da temperatura (°C) dos grupos durante 18 dias pds desafio com
amostra de B.bovis.
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5.1.2.2. Periodo Pré-Patente

A identificacdo de merozoitos de B. bovis foi observado no 8° dia P.D. nos grupos
controle e saponina, através de exame direto, em esfregaco sangiiineo fino de sangue
periférico (sangue periferico), e/ou jugular. O parasito permanece detectavel até o 17° dia P.D.
no grupo controle (Figura 2).

O periodo pré-patente e de incubacdo pode variar extremamente apds a inoculagéo
do sangue infectado com B. bovis, pois dependem do nUmero de organismos viaveis
inoculados (ZAUGG, 1993) e da rota (MAHONEY, 1977).

5.1.2.3. Parasitemia

Detectou-se parasitemia em apenas um animal pertencente ao grupo peptideo, em
trés do grupo saponina e em todo do grupo controle concordando com dados obtidos por
Patarroyo (1991).

A parasitemia observada no animal imunizado foi mais branda (figura 3), estando de
acordo com trabalhos realizados por Wrigth et al (1992), que também demonstram a reducéo
de parasitemia em animais imunizados com proteinas de RAP-1 e posteriormente desafiados
com B. bovis. Grupos de pesquisa em babesiose tém conseguido diminuir a parasitemia, 0
volume globular e a duragéo da hipertermia mediante aplicacdo de vacinas com RAP-1 de B.
bovis (PATARROYO et al, 1999).

O perfil da parasitemia observada apo6s o desafio com amostra virulenta de B. bovis
seguiu o curso tipico da doenca, ocorrendo entre o0 8° e 0 10° dia P.D. estando de acordo com
Friedhoff (1999). A duracdo da parasitemia observada no grupo controle foi de 10 dias, no

grupo saponina de 9 dias e no grupo peptideo de 1 dia (Figura 2).
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Figura 2. Periodo pré-patente e a parasitemia no periodo pos-desafio com amostra
virulenta de B. bovis.
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Figura 3. Porcentagem da parasitemia no periodo pos-desafio com B. bovis.
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5.1.2.4. Anemia

Considerando-se como anemia a perda minima de 40% do volume globular pré-
desafio, foi constatada a presenga da mesma em todos 0s grupos a partir do 4° dia pos-desafio,
porém com duracdo e intensidade distintas.

Anemia na babesiose pode ocorrer muito rapidamente e é causada pela destruicéo
intravascular de eritrocitos e pela liberacdo de merozoitos apds a multiplicacdo intra-
eritrocitéria das babesias (WRIGTH, 1981).

O baco e o figado aceleram a atividade fagocitaria do sistema monocitico na
babesiose e também eleva a taxa de retirada de eritrocitos normais contribuindo para a anemia
(MAHONEY, 1977). A depressdo do volume globular foi expressa como sendo a média
maxima baseada no valor anterior a pré-infeccdo (MCLELLAN, 1998).

Um animal do grupo saponina veio a 6bito no 11° dia P.D. apesar de néo ter sido
detectado a presenca do parasito na sua circulacdo sanguinea periférica; entretanto 0 mesmo
apresentava perdas superiores a 60% nos parametros hematologicos pesquisados. Losos
(1986), sugere que a morte nessa condicdo ocorra devido a redugdo significativa do
hematdcrito, traduzida e provocada pela estase sangiiinea e hipotenséo, além da anemia que
dificulta o suprimento de oxigénio nos tecidos.

A imunizagdo com o peptideo sintético SBbo 23290, minimizou os efeitos clinicos
da babesiose, uma vez que atingiram um periodo de baixa nos valores hematoldgicos
(hemoglobina e volume globular) o grupo peptideo obteve uma recuperacéo precoce quando

comparado aos demais grupos. Conforme pode ser observado nas figuras 4 e 5.
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Figura 4. Volume globular (%). Valores em média por grupo do experimento, apés o desafio

Hb g/dl

25

n
20 - ~ /Y\'/.
15 - /'/'! e —TYTe
_— PCV S
PCV P
10 -
5 4
0 I I I I I I I I I I
5 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

com B.bovis.

12

Dia P6s Desafio

10

—&— Controle
Saponina

Peptideo

5 8 9

10

11 12 13 14 18

Dias P6s Desafio

15 16 17

Figura 5. Producdo de hemoglobina pds-desafio com B. bovis. Valores médios por grupo.
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5.1.2.5. Necropsia

O Obito na babesiose pode ocorrer devido a anemia intensa (LOSOS, 1986), que
nesse caso apresentava-se marcante (>60%) e com tudo ndo foi detectado a presenca do
parasita no sangue circulante. A explicacdo mais plausivel € que animais infectados com B.
bovis podem apresentar problemas neuroldgicos, ataxia, crises convulsivas, coma e morte
(MAHONEY e MIRRE, 1997), caracterizando o quadro de babesiose cerebral, fatal na
maioria dos casos (AIKAWA et al, 1992).

A necropsia do animal morto do grupo saponina revelou vérias alteracGes
caracteristicas da babesiose. Macroscopicamente observou-se gque as mucosas € 0 tecido
subcutaneo encontravam-se amarelados e edemaciados além de hepatoesplenomegalia. O
figado encontrava-se ictérico, com a vesicula repleta de bile espessa e escura. Os rins se
mostravam congestos e a bexiga distendida contendo urina de coloragdo vermelho-escura.

Os vasos sanguineos cerebrais apresentavam-se congestos; tais dados condizem com
aqueles observados por Patarroyo (1991), Wrigth e Goodger (1988) e Zaugg (1999).
Microscopicamente, foi constatada a presenca de hemaécias parasitadas por B. bovis nos
capilares cerebrais, através “imprint” do cérebro. Mahoney (1977) relata que este parasita tem

predilecdo por capilares do cérebro e do rim.

5.1.2.6. Sobrevivéncia

A taxa de sobrevivéncia dos animais do experimento foi elevada, tanto no grupo
controle quanto no peptideo ndo houve casos fatais. Entretanto, os animais sobreviventes que
ndo faziam parte do grupo peptideo encontravam-se bastante debilitados.

Ocorreu perda de peso acentuada em todos 0s animais do grupo controle, em dois do
grupo saponina e em apenas um animal imunizado; dados semelhantes foram obtidos por
Patarroyo (1991), cuja perda média do grupo controle foi de 5,80 kg ao testar uma vacina com
exoantigenos obtidos de cultura de B. bovis; sendo o desafio realizado 30 dias ap6s a

imunizacéo.
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O quadro clinico de babesiose ocorreu em 1 animal do grupo peptideo, em 3 do
grupo saponina e em todos os animais do grupo controle, apos serem desafiados com amostra
virulenta de B .bovis, concordando com Bittar (2002).

Animais sobreviventes a este desafio, desenvolvem mecanismo de imunidade
protetora que controla o parasita; esses eventos imunoprotetores sdo caracterizados pela
expansao de células B, producdo de 1gG especifica anti-B. bovis (BITTAR, 2002).

5.2. Resposta humoral dos animais experimentais

5.2.1 Avaliacao soroldgica para pesquisa de 1gG anti-SBbo 23290

A técnica de ELISA empregada no experimento foi eficaz na identificacdo de
anticorpos especificos anti-SBbo 23290 mostrando uma cinética de resposta imune 1gG
classica, bem como indicou a especificidade do teste ao se constatar que o grupo controle
manteve um nivel basal de reatividade especifica anti- SBbo 23290 semelhante aos soros pré-
imunes (Figura 6).

N&o houve diferenca acentuada entre 0s grupos controle, saponina e peptideo até a
2° semana apds a primeira inoculacdo, a partir da qual foi observado um aumento progressivo
na Densidade Optica (D.O.) para os animais do grupo peptideo e sem soroconversio para 0s
animais do grupo saponina e controle, mantendo-se assim por todo experimento.

No grupo de animais imunizados o nivel de IgG elevou-se significativamente apds
cada inoculacdo, atingindo o maximo de D.O. oito semanas apds a primeira imunizacao;

conforme pode ser observado na figura 6.
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Figura. 6. Cinética da producao de 1gGs em bovinos imunizados com SBbo 23290. Valores
em média das absorvancias de 1gGs antigeno- especificos em animais imunizados
e controles. Os locais indicados pelas setas correspondem as imunizagdes e 0

simbolo representado pela estrela o dia de desafio.

Houve diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05) entre o grupo imunizado
(peptideo) com o saponina, bem como o controle, que encontra-se representada na figura 6.
Entretanto, ndo ocorreu diferenca significativa entre o grupo controle inoculado somente com
a agua MILLIQ e o grupo controle de adjuvante inoculado com saponina, indicando que a
mesma como adjuvante adaptavel para o tipo de imunizacéo aplicada.

Na primeira coleta apds a primeira imunizagdo ndo houve diferenca estatisticamente
significativa (p< 0,05) entre os valores de absorvancia entre 0 grupo controle, grupo saponina,
e 0 grupo vacinado, possivelmente devido ao fato de que a resposta imune apds a 1°
inoculacdo corresponde a uma resposta primaria, onde se tem a estimulacdo dos clones de
linfocitos B reativos aos epitopos dos peptideos, sendo pela primeira vez mais lenta, e menos
intensa com uma producéo baixa, ou até indetectavel de imunoglobulinas da classe G.

Ao contrario, a resposta imune secundaria é mais rapida, duradoura e caracterizada
pela producdo de altos niveis de anticorpos antigeno-especifico (TIZZARD, 2000). Como

pode ser observado pelo incremento das IgG ap6s as imunizacdo consequentes.

33



Uma semana apds a 2% inoculacio, houve resposta de memdria rapida, na qual houve
aumento significativo a partir da 2% semana e na 32 inoculagdo, sendo a resposta maior e mais
persistente. Isso se deve basicamente ao rdpido processamento por parte das células
apresentadoras de antigeno e a rapida apresentacdo as células TCD4+ (ABBAS et al, 2003),
principalmente Th2, quando se estuda a resposta imune mediada por anticorpos.

Sabendo-se que a B. bovis é um parasito intracelular obrigatério dos globulos
vermelhos e que estes ndo possuem MHC, logo células TCD4+ constituem o elo de ligacédo
entre ambas as respostas imunoldgicas. Segundo Bittar (2002), a eficacia da vacinacéo,
empregando o peptideo sintético 23290, esta associada ao desenvolvimento precoce da
habilidade de desenvolver uma resposta antigénica especifica envolvendo células B e
linfocitos TCD4+.

Sendo assim a cinética de resposta ao peptideo 23290 demonstrada, apresentou uma
curva classica de resposta de IgG, mostrando uma resposta intensa alcangando a producao

maxima entre a 2% e a 3% semana ap6s cada inoculacéo e declinando em seguida.

5.2.2. Avaliagdo de secre¢do de 1gGl e 1gG2 em soro de bovinos imunizados com
peptideo sintético anti-B. bovis 23290.

O estudo da cinética de 1gG1 e IgG2 constitui-se em uma valiosa ferramenta para
avaliacdo da resposta imune protetora contra a B. bovis, visto que, estas imunoglobulinas séo
importantes no controle de infeccdo devido a sua capacidade opsonizante além de
promoverem a fagocitose pelos macrofagos, e proteger o animal por longos periodos apés o
contato com o parasita (BROWN e PALMER, 1999).

Neste estudo o nivel de IgG1l apresentou-se aumentado apds a primeira inoculagao
nos animais do grupo peptideo, atingindo a resposta maxima na 2% semana ap0s as
inoculagOes, permanecendo elevado ate a ultima data de coleta de soro do experimento
(Figura 7).
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representam os desvios padrdes para mais e para menos. As setas indicam as

inoculacgdes e a estrela o desafio.

Mister, ressaltar que houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s animais

do grupo peptideo, tanto nos animais do grupo controle, como aqueles pertencentes ao grupo

saponina em relacdo a resposta 1gG1 bem como 1gG2. Entretanto, para ambas as respostas de

IgGs néo houve diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo saponina (Figura 8);

tornando explicito o elevado potencial imunogénico desta vacina sintética SBbo 23290.

O nivel de 1gG2 permaneceu inferior ao de IgGl, durante grande parte do

experimento, exceto entre a 14%18% semanas logo apdés a quarta imunizacdo (Figura 9).

Possivelmente, deve-se ao perfil de citocinas estimuladas que séo diretamente influenciadas

pela imunidade adaptativa, a qual € dependente de linfécitos T auxiliares (Th), contribuindo

na estimulagéo de linfocitos B a produzirem imunoglobulinas de alta afinidade (IgG1 e 19G2)
e na ativacdo de macrofagos (BROWN, 1999; KUMARATILAKE e FERRANTE, 1992;
FELL et al., 1994).
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Com o intuito de caracterizar a resposta imune humoral quando o teste de ELISA foi
realizado com anticorpos isotipos especificos (IgG1 e 1gG2) foi constatada a predominancia
(estatisticamente diferente) tanto de 1gG1l quanto de IgG2 em relacdo aos grupos controle.
Entretanto os niveis de 1gG1 prevaleceram apds a imunizacdo com o SBbo023290; Com
relacdo a cinética, os niveis de ambas seguiram normalmente em relacdo as imunoglobulinas
totais (Figura 9). Em trabalhos realizados por Brown (1999), com Anaplasma marginale
mostrou a expressdo dos dois tipos de 1gG devido a co-expressdo das citocinas.

Experimentos in vivo comprovaram as funcbes efetoras dos macrofagos
ativados e dos linfocitos TCD4+ na imunidade protetora contra B. bovis. A administracdo de
soro hiper-imune ou misturas equivalentes de 19gG1 e 1gG2, ap6s quatro dias de infeccdo com
B. bovis, reduziu significativamente os niveis de parasitemia em bovinos esplenectomizados
(MAHONEY et al, 1979); esses anticorpos in vivo agem como opsoninas para macréfagos
ativados (MAHONEY, 1986).

Em bovinos tanto a IgG1, quanto a IgG2 fixam complemento, sendo que a IgG2 tem
maior atividade opsonizante em relacdo a IgG1 (McGUIRE, 1979).

Neste trabalho a imunizagdo com o peptideo SBbo 23290 utilizando saponina como
adjuvante, induziu um incrementado nivel de 1gG1 e reduzidos de 1gG2 antigeno-especifico;
pactuando com obtidos por Freitas (2001). Segundo Valle et al. (2001), a saponina como
adjuvante eleva a producdo de 1gG2 e induz a reducdo de 1gG1;entretanto tal desempenho nao
foi manifestado nessa pesquisa.

De fato, como constado aqui, a diferenca na relacdo 1gG1l/IgG2 foi tdo alta
demonstrando a predominancia da IgG1l sobre a producdo de IgG2, apds o processo de
imunizacdo com o SBbo 23290; resultados semelhantes foram relatados por Gonzélez et al.
(2004) e Patarroyo et al. (2002), porém com outro imunogeno sintetico, SBm7462,contudo
utilizando o mesmo adjuvante.

Pertmer et al. (1996), consideram que a expressdo de subclasses de imunoglobulinas,
sem 0 mensuramento de citocinas pode ndo ser um indicador factivel de reacdo tipo Thl ou
Th2, pois dependendo do antigeno pode haver expressao ou co-expressao de citocinas (GOFF
et al., 2002).

Mesmo que nao tenha sido a finalidade deste trabalho, delinear o perfil das citocinas
presentes no soro dos animais avaliados, as altas concentragdes de 1gGl podem estar
relacionadas com a producdo de IL-4, suficiente para estimular a elevacdo da producdo desta
imunoglobulina, bem como a concentracdo de IgG2 pela produgédo de IFN-y ou ocorrendo a
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co-expressao destas citocinas pela inducdo da resposta Th (ThO, Thl e Th2). Segundo Brown
et al. (1999), discutindo o papel das citocinas na infeccdo por hematozoarios, afirma que a IL-
4 induz o aumento da producdo de IgG1 pelas células B reativas.

Trabalhos realizados por Estes e Brown (2002), sugerem que a resposta dominada
pela producdo de IgG1 é consistente com uma resposta Th2, uma vez que este isOtipo se
encontra associado a estimulacdo de clones dos linfdcitos B por linfocitos Th2 e afirmam que
a polarizacdo de células TCD4 + Th 2 ocorre durante a auséncia de niveis suficientes de
citocinas polarizadas, I1L-12 e IL-18. Esta mudanca também é induzida pela IL-4, enquanto
que o IFN-y estimula a producéo de 1gG2 (ESTES et al, 1995).

Sabe-se que clones de células Th produtoras de IFN-y, especifica para RAP-1 de B
bigemina, induzem elevagdo nos niveis de 19G2 produzidos por linfocitos B e que células
ThO, capazes de co-expressar IL-4 e IFN-y, ativam sinais co-estimuladores necessarios para o
aumento da sintese de IgG1 e 1gG2 por células B. Ainda € pouco conhecido o efeito inibidor
de IL-4 sobre citocinas Thl, além da mesma ser produzida por clones células bovinas tipo
Tho, Th1, Th2 (BROWN, 1999).

Como pode ser observado na figura 9 o nivel de IgG2 elevou-se logo apods as
inoculacdes. Embora a concentragdo maxima tenha sido atingida na 17% semana, é notério o
aumento pds-vacinal ap6s a 4% inoculacéo; a producéo de 1gG2 foi proporcionalmente maior
qguando comparada a dosagem de 1gG1 para o respectivo grupo neste intervalo.

O peptideo sintético SBbo 23290 induziu elevados niveis de 1gG e seus isétipos
IgG1l e 1gG2, ambos apresentaram diferenca estatisticamente significativa quando
comparados aos grupos controles.

Brown e Palmer (1999), quando postulam os mecanismos de protecdo contra B.
bovis, afirmam que o IFN-y atua estimulando a producdo de IgG2. O rapido aumento nas
concentracdes de 1gG2 e os niveis mais baixos de IgG1 sugerem uma elevacdo da producéo
de IFN-y in vivo quando comparada a outros periodos.

Estudos in vitro, demonstraram que linfécitos TCD4+ antigeno-especifico sdo
essenciais na indugdo da producdo de 1gG1 e IgG2 por linfdcitos B. Desta forma, os niveis
aumentados tanto de IgG1l, quanto de 1gG2 no presente experimento, indicam que houve
ativacdo e selecdo clones de células T CD4+ especificos contra antigenos de B. bovis, os quais
mediaram a producdo e secre¢do de imunoglobulinas por linfocitos B (BROWN e PALMER,
1999).
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A 1L-10 humana recombinante supera a proliferacdo de linfocitos T em bovinos e a
producdo de IFN-y, sendo esse efeito dependente de células apresentadoras de antigenos
(APC), possivelmente macréfagos. Essa citocina tem importante papel na imunorregulacdo
da infeccdo com B. bovis (CHITKO-McKOWN et al, 1995). Os polimorfismos para essa
citocina foram identificados em bovinos (BEEVER et al, 1997).

A funcdo das glicoproteinas expressas em superficie celular, pelo MHC séo
essenciais na identificagdo e regulamentacdo da imunidade adaptativa (GERMAIN, 1994),
por apresentarem peptideos sintéticos a linfécitos T.

O alto grau de polimorfismo do MHC (classe | e Il) encontra-se associado a
localizacdo de seus genes, e relacionado a doencas autoimunes, doencas infecciosas e a
resposta a imunizactes (YOSHIKAWA et al., 2002).

O MHC ¢ fundamental na apresentacdo de antigenos por parte de APC,
possibilitando a comunicacdo bioquimica entre células do sistema imune para o
reconhecimento de antigenos préprios e ndo proprios (HUGHES e YAGER, 1998). Sendo
assim, é provavel que o fenétipo do MHC Il influencie sua eficécia; fatores genéticos afetam
a resposta na interacdo génica do MHC desta classe, importantes mecanismos inatos no
controle de elementos genéticos ligados a MHC (BALLINGLA et al, 2004).

Embora ainda pouco estudado, o polimorfismo do sistema imune bovino revela
muitos aspectos sobre a interacdo patogeno-hospedeiro em nivel molecular, ampliando o
entendimento da apresentacdo das porcOes peptidicas pelo MHC, sendo de fundamental
importancia na montagem da resposta imune, visto que exerce influencia direta na
apresentacdo de epitopos as células TCD4+.

O impacto biolégico num hospedeiro desse polimorfismo € tanto, que proporciona a
predominancia da imunidade humoral ou celular, consequentemente a resisténcia a um
determinado patogeno. A protecdo pela heterozigosidade do MHC, visa a prote¢do da
populagéo e ndo do individuo, visto que genes envolvidos no sistema imune do hospedeiro
sdo0 0s que mais rapidamente evoluem, sendo este o sistema fisiologico que apresenta o maior

numero de polimorfismo (HULL, 1998).
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6. CONCLUSOES

A resposta imune humoral estimulada pelo SBb023290 foi caracterizada pela

predominancia de anticorpos antigeno especifico da classe 1gG1.

A intervencao vacinal realizada com o SBbo 23290, tendo como adjuvante a saponina,

foi capaz de estimular o sistema imune dos bovinos imunizados.

A protecdo imune dos animais imunizados com o peptideo sintético SBbo 23290

ocorreu de maneira efetiva, minimizando o impacto do parasito sobre o hospedeiro.

A vacinacéo com peptideo sintético 23290 em bovinos minimiza as perdas produtivas,
inibindo os efeitos da infecgdo, além de evitar que os animas tornem-se portadores.
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7. PERSPECTIVAS

Testar o peptideo sintético SBbo 23290 em bovinos com a dosagem de 1ug por
animal.

Analisar o mecanismo imunolégico com énfase na resposta celular dos animais
inoculados com o imundgeno sintético SBbo 23290 e desafiados com amostra

virulenta de B. bovis.;

Elaborar e testar uma vacina polivalente a base de peptideos sintéticos, anti B.

bovis e Boophilus microplus;

Testar novos adjuvantes.
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