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RESUMO

FERREIRA, Anna Paula Baptista Ribeiro M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
mar¢o de 2007. Bovinos submetidos a estresse vacinal com imundgenos
sintéticos e desafiados com Rhipicephalus (Boophilus) microplus e Babesia
bovis: expressdo 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 expressio de HSP70 e HSP90 foi avaliada por meio de estudos
imunoistoquimicos, em bovinos inoculados com peptideos sintéticos SBb023290 e
SBm7462, aplicados simultaneamente, em associacdo ou em apresentagdo individual.
Os animais receberam 3 aplicagdes em intervalos de 30 dias entre si e posteriormente
desafiados com cepa de Babesia bovis (UFV1- 9* passagem). Os estudos
histopatologicos mostraram reatividade do o6rgdo linfoide sete dias apos a primeira
imuniza¢do, com centros germinativos aumentados. Apds a segunda imunizagao,
ficou evidente a hiperplasia da regido paracortical e medular, com subseqiiente
diminui¢do da reatividade dos centros germinativos apos este periodo, sugerindo
formag¢dao de uma resposta de memoria aos imundgenos. As proteinas de choque
térmico apresentaram expressdo basal. A HSP70 expressou, preferencialmente, na
regido paracortical, enquanto que a HSP90 mostrou imunomarcagao mais visivel nas
regides paracortical e medular. Estudos imunoistoquimicos mostraram uma
coincidéncia na expressdo de HSP90 com os peptideos SBbo23290 e SBm7462,
quando se consideraram os mesmos periodos de imunizagdo, sugerindo a formagao
de um complexo HSP-peptideo. Os niveis de glicose, lactato, haptoglobina e proteina
C-reativa mantiveram-se dentro dos valores considerados fisiologicos para a espécie
bovina. A imunomarcag¢ao celular basal de HSP70 ¢ HSP90, bem como a
manuten¢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 manutencdo do
estado de satide dos animais influenciou a reposta imunoldgica, e os niveis basais das
proteinas de choque térmico podem ter sido suficientes para promover citoprote¢ao

apo6s 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 ameaga a
homeostase provocado por um agente estressante fisioldogico, psicologico ou
ambiental. Compreendé-lo foi, durante muitos anos, uma atitude abstrata.
Considerado como uma manifestagdo de cardter emocional, sem parametros
fisiopatologicos concretos, manteve-se na “periferia” da ciéncia. Hoje, ja se
compreende a sua importancia, principalmente como fator desencadeador de diversas

patologias, provocando alteragdes no equilibrio ambiental dos organismos vivos.

Conhecido desde a Antigiiidade, mas s6 recentemente associado aos animais,
o estresse vem sendo estudado com maior afinco na tentativa de obtengdo de
respostas para uma série de alteragdes fisiologicas e ou psicofisioldgicas, que

evoluem para variadas patologias.

Segundo Black (2002), estimulos estressantes atuam sobre o sistema nervoso
central (SNC), ativando o eixo hipotalamo-pituitaria-hipofise (HPA) e o sistema
nervoso simpatico (SNS), resultando em alteragdes fisioldgicas ou adaptagao do
organismo. Fatores como status nutricional e condi¢cdes ambientais interferem na
resposta ao estresse, afetando o sistema imunologico (SI) e aumentando a

susceptibilidade a processos patologicos.

O comportamento de um animal ¢ 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 condi¢des
naturais, pasta de quatro a cinco periodos do dia, o equivalente entre quatro a nove

horas de ingestdo alimentar, sendo o restante utilizado para descanso e ruminagao

(KOLB et al., 1987).

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

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



estado fisiologico e idade, para vacinagdes, vermifugacdes ou outro parametro de
manejo qualquer. Isto faz com que ocorram brigas para restabelecimento de
hierarquia social. Este tipo de manejo leva a ativacdao do eixo HPA e liberagdo de
altos niveis de hormonio adrenocorticotrépico (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 doenga que reduz a produgao 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 t€ém 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
Agropecudria (BIOAGRO) e na Fundacdo Instituto de Imunologia de Coldmbia
(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 apresentagdo 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 ao mesmo, denominada resposta ao choque térmico
(HSR), com subseqiiente 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 exposigoes estressantes, refletindo em menores lesdes
no organismo como um todo ou em parte dele.

Diversos estudos comprovam a existéncia de alteragdes nos sistemas
neuroenddcrino e imune, provocadas por agressoes fisicas, quimicas ou parasitarias,
com liberacdo de substincias endogenas que contribuem para a manutengdo 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 fun¢do de sua liberacdo durante situagdes patologicas, podendo agir
como marcadores de um estado de doenga e sendo utilizadas como fator diagndstico,

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 injurias, 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 imunogenos sintéticos SBm7462 ¢ SBbo23290 e com um
imunogeno polivalente (SBm7462 + SBbo023290), 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 altera¢des histopatologicas nos linfonodos periféricos dos
animais submetidos ao estresse por imunizac¢do e subsequénte desafio com carrapatos
Rhipicephalus (Boopilus) microplus e inoculagdo 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 imunogenos 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 HSP90.



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 inflamatério, desencadeando a liberacdo de substancias sinalizadoras tais
como citocinas, hormonios, inclusive alteragdes bioquimicas, prontas para manter a
homeostase do organismo. Previamente a todos estes fenomenos, 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, s3o essenciais para a compreensao do

mecanismo do estresse.

3.1 - Estresse e inflamacao

O estresse tem sido definido como um estado de ameaga a homeostase
provocado por um estressante fisiologico, psicologico 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 (SNYS),
resultando em uma mudanga fisioldgica ou em adaptagdo do organismo, decorrente

de uma ameaga (BLACK, 2002; WEBSTER et al., 2002).

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

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 participacao do sistema nervoso autonomo (SANTOS, 2005).

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

predominante com méxima liberacdo 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 células cerebrais e
musculares. Os glicocorticoides atuam também controlando as catecolaminas, que

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

Caso o agente estressante permaneca, 0 organismo passa para a fase de
esgotamento. Nesta ultima fase os mecanismos adaptativos comeg¢am a falhar e
inicia-se um déficit energético, pois as reservas corporais estdo esgotadas. As
modifica¢des bioldgicas que ocorrem nesta fase sdo semelhantes as da primeira fase,
mas neste caso, o organismo ndo tem capacidade de prover substratos energéticos

para o corpo (SANTOS, 2005).

O equilibrio organico ¢ quebrado toda vez que ocorrem alteragcdes 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 ¢
0 que se pode considerar como metabolismo do estresse. Entdo, o estresse pode ser
explicado como uma resposta fisioldogica do organismo, buscando fornecer subsidios
ao corpo para responder ¢ ou adaptar-se as alteragdes 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 doencas. Algumas variaveis
devem ser consideradas, principalmente aquelas relacionadas ao comportamento ou
vulnerabilidade bioldgica. Logo, o estresse psicoldgico pode afetar a fungdo imune e
aumentar a susceptibilidade a processos patologicos. Por outro lado, Van Reenen et
al. (2005), afirmam que individuos apresentam diferengas 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 diminui¢ao da
capacidade de adaptacdo ao estresse, uma vez que repetidos episodios de estresse

levam a repetidas secregdes de corticosteroides que resultam em dano no hipocampo.

Masek et al. (2003) associam a idade com a perda de inervagdo simpatica nos
orgdos linfoides e alteragdes no sistema endocrino, refletindo em mudangas

funcionais e morfoldgicas no sistema nervoso central, entre estas uma diminui¢ao da



resposta imune celular com aumento da incidéncia de tumores malignos. Animais
submetidos ao estresse psicossocial, sob a forma de separacdo maternal ou privagao
social logo ap6s o nascimento, demonstram alteragcdes profundas e irreversiveis de
carater neuroendocrino, comportamental e na capacidade de adaptacao (KANITZ et

al., 2004).

Os sistemas imune e nervoso interagem bidirecionalmente, isto €, o sistema
nervoso central (SNC), por meio de neuropeptideos, neurohormdnios e
neurotransmissores, interagem com o sistema imune €, em um mecanismo de “feed
back”, com o cérebro que induz mudancas tanto comportamentais quanto
imunolédgicas (BLACK, 2002). Recentes técnicas descritas por MASEK et al.
(2003), demonstram terminagdes de fibras nervosas periféricas dentro de 6rgdos
linféides e sua distribuigdo em compartimentos celulares especificos, particularmente
em zonas de células T e macrofagos, comprovando ser esta uma base anatomica para
a interacdo entre ambos os sistemas. O eixo HPA esta sujeito a ser programado de
acordo com eventos ocorridos no inicio da vida, logo alteragdes no ambiente pos-
natal podem modificar a reatividade imune de um individuo em fungao de conexdes

cérebro-endocrino-imune afetadas (KANITZ et al., 2004).

Segundo Fleshner et al. (2004), em resposta a uma situa¢do estressante,
principalmente o medo de um predador, muitas substincias sdo liberadas e elevados
niveis de hormonios relacionados ao estresse sdo secretados. Estes niveis elevados de
horménios promovem a supressio da memoria e plasticidade sinaptica no
hipocampo, demonstrando, mais uma vez, esta interagdo neuroendocrina mediada

pelo estresse.

Variaveis bioquimicas e fisiologicas sdo freqlientemente usadas como
indicadores de estresse, incluindo taxa cardiaca, pressdo sangiiinea, concentragdes
plasmaticas e sangiiineas de catecolaminas, cortisol, lactato, glicose e acidos graxos

livres (SEPPONEN & POSO, 2005).

Existem evidéncias de que o estresse sozinho pode causar uma resposta
inflamatoria e que episodios repetidos ou cronicos de estresse podem evoluir para
uma doencga inflamatoria. As mudangas hormonais caracteristicas do estresse podem

induzir um processo inflamatoério e o estimulo inflamatério também pode ativar o



eixo HPA, ou seja, a resposta ao estresse estd intimamente ligada a resposta
inflamatoria e também ¢ originada da mesma (BLACK, 2002).

No entanto, o controle da resposta inflamatoria ¢ essencial para o sistema
imune estabelecer um balango entre a destruicdo do organismo patoldgico ¢ a
manuten¢do da integridade do tecido hospedeiro (DEVRIES et al., 1999).

Os principais horménios do estresse induzem uma resposta inflamatoria de
fase aguda (APR), similar aquelas elucidadas quando o organismo reage a invasao de
microorganismos, trauma ou injuria tecidual. Dentre estes hormonios do estresse, os
glicocorticdides sempre foram reconhecidos por seus efeitos farmacologicos
antiinflamatérios € imunossupressores. Sua participagdo na resposta inicial ao
estresse ja € conhecida, induzindo uma reagdo inflamatoria. H4 uma interacdo deste
hormonio com os sistemas neuroenddcrino ¢ imune, através de uma rede de reagoes
reguladoras que agem sistemicamente pela rota hormonal e, localmente, através dos
orgados linféides, atuando diretamente sobre os sitios inflamatorios (WEBSTER et

al., 2002).

Os corticosteroides podem ter um efeito sob condi¢des normais € um efeito
oposto em condi¢des patoldgicas, ou seja, efeitos diferentes de acordo com a sua
concentragdo fisiologica ou patologica. E possivel que os glicocorticdides possam
aumentar as fung¢des imunes, de uma forma geral, e inflamatorias em uma
concentragdo e inibir estas mesmas fungdes em outra concentragdo (BLACK, 2002;

WEBSTER et al., 2002)..

Os efeitos imunodepressores dos corticosterdides sdo percebidos no rebanho
pela contagem diferencial de células sangiiineas da linhagem branca, tais como
diminui¢do de eosinéfilos e aumento de neutrofilos. Ocorre, também, aumento na
concentragdo de glicose plasmatica apds 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 reagdes hormonais ao estresse e esta
envolvida, tanto no eixo HPA, quanto no sistema simpatico-adreno-medular. Os
glicocorticodides, porém, respondem a um ritmo circadiano, que, sob situacdes
repetidas de estresse, pode ser abolido, dificultando a amostragem deste hormonio.
Alternativamente, tém-se investigado procedimentos ndo-invasivos para coleta de

amostras de corticdides na urina, leite ou saliva, mas, ainda assim, o manejo dos



animais pode ser um fator influenciador nos niveis do horménio (MOSTL &

PALME, 2002).

Juntamente com as catecolaminas, os corticosterdides 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 dibio dos corticosterdides, pode ocorrer tanto um aumento da resposta
inflamatoria 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 os sistemas neuroendocrino e imune. A interleucina 1 (IL-1) e
0o hormonio glicocorticoide sdo mediadores-chave envolvidos na modulagdo da

resposta neuro-imune-enddcrina 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-a (TNF-a). BLACK (2002) sugere
uma hipotese de que o LPS pode mediar e/ou aumentar alguns efeitos do estresse na
inducdo da resposta inflamatoria. Acredita-se que os LPS estimulem o eixo HPA
através do aumento dos niveis plasmaticos do hormoénio adrenocorticotrdpico

(ACTH), estimulado pela liberagdo de IL-1 (HADDAD et al., 2002).

O figado ¢ a origem das citocinas subseqlientes a indugdo por LPS
gastrintestinal, absorvidos durante o estresse. A resposta ao estresse culmina em uma
resposta de fase aguda (APR), com um incremento da formagdo da reacdo
inflamatoria do organismo. A resposta de citocinas resultante do estimulo hepatico ¢
responsavel pelo comportamento de doenca, manifestados pelos sinais de febre,
reducdo de movimentos, prostracdo, inapeténcia, redugdo 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 fisiologicas,
comportamentais e psiquicas para sobreviver num ambiente em constante
transformagdo. A capacidade para interagir e responder a essas alteragdes ¢ o que
possibilita a adaptagdo e a sobrevivéncia dos individuos (HEMSWORTH, et al.,
1995).



O comportamento nos animais ¢ determinado por particularidades do seu
organismo e estd intimamente relacionado aos sistemas nervoso central e periférico,
aparelho locomotor e digestorio. Em ruminantes, os desenvolvimentos neuroldgico e
neuroenddcrino ocorrem, principalmente, durante a vida fetal. Ao nascimento, o eixo
HPA ¢ praticamente maduro, apesar da diferente estrutura placentaria desta espécie
em relacdo as demais, caracterizada como epiteliocorial com cartinculas separadas
por largas éareas de endométrio. Isto confere aos ruminantes uma significativa
barreira a influéncia dos hormonios maternais. Em conseqiliéncia 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 introdugdo de praticas zootécnicas
visando aumento de producdo 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 parametro qualquer, faz com
que ocorram brigas para restabelecimento de hierarquia social, dificuldade de acesso
a alimentagdo e agressoes. Este tipo de manejo leva a ativacdo do eixo HPA e
liberacdo de altos niveis de ACTH, adrenalina, noradrenalina e cortisol que

interferem na produgdo (RUIS et al, 2001).

Em vacas leiteiras, o estresse caldrico leva a uma queda na produgao de leite
devido ao menor consumo de matéria seca, ocorrendo um balango energético
negativo prolongado pos-parto, que aumenta o intervalo entre partos. Além disso, ha
queda na fertilidade, evidenciada por auséncia de manifestacdo de estro e diminui¢do

da elei¢do de um foliculo dominante (RENSIS & SCARAMUZZI, 2003).

E conhecida a maior resisténcia ao calor em ragas zebuinas (Bos indicus),
porém tem sido observado que o excesso de cortisol poderia suprimir a agdo do
sistema renina-angiotensina-aldosterona, sendo compensado por outros sistemas
fisiologicos na resisténcia a desidratagdo (PARKER et al.,2004), ou seja, a liberagao
de corticosteorides em situacdes 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 o homem. Ao
mesmo tempo, suas seqiiéncias de aminoacidos foram, praticamente, conservadas ao
longo da evolugdo, existindo uma estreita similaridade entre HSPs de bactérias e
humanos (MEYER & SILVA, 1999;SANDOVAL, 2002; POCKLEY, 2003;
MEHTA et al., 2005).

A presenga de genes homologos de HSP em archebactérias, eubactérias e
eucariotas sugere que elas existem ha mais de 25 bilhdes de anos e vém persistindo
durante toda a evolugdo. 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¢do das
glandulas salivares de Drosophila ao calor induzia a expressdo de genes especificos
no cromossomo gigante destas células. O novo padrao 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 recuperacgao 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 alteragdes na expressdo de genes, que levam ao
acimulo de HSPs, podendo afetar, de modo adverso, a conformagdo correta e,
conseqiientemente, a funcdo das proteinas. O acimulo 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
subseqiiente sintese de HSPs. As células que sintetizam HSPs ficam protegidas
contra novas exposigoes estressantes, refletindo em menores lesdes no organismo

como um todo ou em parte dele (MEYER & SILVA, 1999).
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Esta protecao celular confere as HSPs a denominagao 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 degradagdo e ajudam a manter
sua conformagdo, 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 interagdes incorretas entre estas,
auxiliam na montagem final das mesmas, bem como em sua sintese, dobramento e
degradagdo. 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 condigdes de estresse celular, as proteinas intracelulares podem sofrer
desnaturacdo e inativagdo. Neste momento, as HSPs aumentam sua expressdao e
sintese, reconhecendo tais proteinas desnaturadas e unindo-se a elas de forma a dar
origem a uma nova estrutura tercidria. Esta nova estrutura promove oligomerizagao,
translocagdo de compartimentos celulares distintos, degradacdo lisossdmica 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 ligagdo 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 maturagdo de novas proteinas que irdo substituir aquelas destruidas no

estresse metabdlico (MEYER & SILVA, 1999).

A regulacdo da transcri¢do dos genes das HSPs ¢ mediada pela interagdo 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 freqiientes sao 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 ¢ 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 conservagao
funcional, estudos tém apontado que HSPs de mesma familia, mas de espécies

diferentes, podem também ter func¢des diferentes (POCKLEY, 2003).

O sistema imune dos mamiferos usa as proteinas do estresse como sinal de
perigo pelas células estressadas. As HSPs sinalizadoras t€ém demonstrado a inducao
da produgao de moléculas pro-inflamatorias como as citocinas TNF- a, IL-18, IL-12
e fator estimulador de colonia de macréfagos (GM-CSF) entre outras quimiocinas e

oxido nitrico, além de estimular a ativagdo e maturacdo de células dendriticas

(STEWART & YOUNG, 2004).

Similarmente, as HSPs produzidas pelos agentes patogénicos, durante a
infec¢do, induzem a produg¢do de uma variedade de citocinas e quimiocinas e
influenciam a maturagdo de células imunes. As respostas inflamatdrias podem ser,
porém, diferentes entre as HSPs do hospedeiro ¢ 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 fun¢do de uma crossreatividade entre espécies, as HSPs podem agir
como auto-antigenos, atuando como uma ligagdo entre a infec¢ao 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 reumatéide respondem a HSP60 “self”,
com a producdo de um perfil de citocinas reguladoras Th2 , composto de IL-4 ¢ de
IL-10. No entanto, células estimuladas com HSP60 bacteriano eclevam a

concentracdo de INF-y, situacdo consistente com uma resposta pro-inflamatoria tipo
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Thl. Estes resultados sugerem que HSP proprio pode ter um mecanismo fisioldgico

regulador nos processos de doencas inflamatérias (POCKLEY, 2003).

Uma mesma proteina de estresse pode alterar a indugdo do perfil de citocinas,
dependendo da sua localizagdo intra ou extracelular. Por exemplo, HSP72
intracelular diminui a producdo de citocinas, enquanto HSP72 extracelular
potencialmente estimula a produ¢do de citocinas extracelular. Isto pode beneficiar ou
prejudicar a resposta do organismo, dependendo do fator estressante que originou
esta liberacdo. Um perfil pro-inflamatorio pode exacerbar doengas de origem
inflamatoria 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 sdo
expressos no citosol. A HSC-70 (cognato) é constitutivamente expressa em niveis
muito baixos e fracamente induzivel, enquanto a HSP70 ndo ¢ expressa em muitos
tecidos e ¢ 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 transativacao do HSF1, levando a repressao da transcrigdo de gene do
choque térmico. A interagdo entre HSP70 e HSF1 ndo tem efeito na ligagdo ao DNA
ou no estado de fosforilagdao induzido pelo estresse do HSF1; e b) a interagdo entre
HSBP1 (fator de ligagdo da proteina do choque térmico), uma forma trimérica ativa
do HSF1, e HSP70, resultando na inibi¢ao da capacidade da HSF1 em ligar ao DNA.
O HSBP1 est4 localizado principalmente no nicleo e o RNAm de HSBP1 esta
presente em altas concentragdes em varias linhagens de células e tecidos animais que
ndo sdo afetados pelo choque térmico (POCKLEY, 2003; TAYLOR & BENJAMIN,
2005).

Existem, também, dois membros citos6licos da HSP90 nos vertebrados que
sdo a HSP90a e a HSP90P, resultantes de uma duplicagdo genética. Meyer & Silva
(1999), porém, as denominou “casamenteiras” devido a sua funcdo de aproximar
moléculas, auxiliando sua unido, dissociando-se em seguida a formacdo dos

complexos.
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Outro membro da familia das HSPs ¢ 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 & imunoterapia contra o cancer. Isto porque a gp96 ¢é capaz de
ligar uma rede diversa de peptideos por associar ao MHC classe 1. As interacdes
peptideo-gp96 sdo estdveis a purificagdes bioquimicas, sendo reversiveis, com
peptideo sendo liberado e processado por APC; apds a internalizagio pelas APCs, a
ligagdo 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).

Viarios genes hsp70 estdo localizados na regido do MHC classe II de
humanos, ratos e sapos. A HSP70 no citosol interage com vérios 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
protozoarios parasitas intracelulares. No entanto, alguns microorganismos tém
desenvolvido varias 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 patdgeno (LUDER et al.,

2001).

O estresse celular ¢ 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, conseqiientemente, impedindo a apoptose.

A Theileria parva induz a ativagao 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 produgao de 6xido 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 apOs a morte ou injuria celular, ocorre a liberagdo de HSP70
no meio extracelular; porém, estudos recentes sugerem que esta liberagdo
extracelular pode ser de origem hepatoesplénica, através de uma via de exocitose
especifica, favorecendo uma rapida liberacdo destas proteinas através da estimulagdo
neuroenddcrina, nao 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 producao de vacinas
(MEYER & SILVA, 1999). A vantagem do desenvolvimento de vacinas baseadas
em HSP ¢ que ndo ha necessidade de identificar e purificar antigenos para terapia

(ROBERT, 2003).

A resposta imune dos bovinos, principalmente os jovens, tem as células Tyd
como “linha de frente” nos mecanismos de defesa (UNGAR-WARON et al., 1996).
Este subgrupo de linfocitos pode reconhecer HSPs autdlogas e heterdlogas
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 linfocitos, 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 ¢ 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 relagdo a apresentacao e processamento de antigenos
tém surgido a partir do reconhecimento de que as HSPs também podem apresentar

antigenos por facilitarem a aglomeracao 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 estao
envolvidos no processamento e apresentacdo de antigenos, comprovando a

participagdo destas proteinas na resposta imune.

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

Em experimentos sobre a participagdo das HSPs no fenomeno de
termotolerancia, células incapazes de sintetizar HSP sofreram danos irreversiveis,
com elevagdo da temperatura, assim como c¢lulas 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, através de um fendmeno

denominado “tolerancia cruzada” (SANDOVAL, 2002).

A expressao 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 indugdo 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 transcri¢do 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

producdo de TNF-a e IL-1 em determinados tipos celulares.

A APR ¢ dependente de comunicagdo intercelular, mediada por citocinas
(TNF-a e IL-1) e no figado ha producao 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 inflamatoéria sistémica, que,

caso perdure, evolui para a sindrome de disfuncdo organica multipla. Dai, a
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importancia da acdo das HSPs protegendo e prevenindo danos celulares e teciduais

dos efeitos deletérios da inflamacdo (MEYER & SILVA, 1999).

Posteriormente, verificou-se que a HSR ¢ um fendmeno 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 fendmeno termotolerante, de um modo
relevante, requereria ao menos este intervalo de tempo. Embora este intervalo de
tempo ainda ndo exista, mesmo que se consiga um método 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
intervengdes cirdrgicas e em tratamentos prolongados de doencas degenerativas e

autoimunes.

Células apresentadoras de antigeno (APCs) tém maior dificuldade na tarefa
de apresentacdo imune, j4 que processam e apresentam peptideos ndo somente de
origem intracelular, mas também extracelular, incluindo células doentes. Existe uma
proposta de que o mecanismo usado pelas APCs ¢ o uso de HSPs como
transportadoras de peptideos, ja que em torno de 25 peptideos derivados de HSP
foram identificados, confirmando a hipdtese do transporte e apresentacdo de

peptideos pelas HSPs. (HICKMAN-MILLER & HILDEBRAND, 2004).

Muitas viroses aumentam a expressao de HSP e, subseqiientemente, a
apresentacao de peptideos derivados das mesmas, que sdo reconhecidos tanto pelo
sistema imune inato, quanto pelo adaptativo. Este pode ser, entdo, o0 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
endogenas, o que gera uma potente resposta CD8+. Juntamente com a habilidade dos
complexos peptideos-HSP em elucidar uma resposta MHC classe II 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 infec¢do e cancer. Niveis de
expressdo de HSP70 e HSP90 podem servir como biomarcadores da satide de um

tecido ou populagdo celular (ROBERT, 2003).

Classicamente, a febre ¢ definida como uma elevacao no centro regulador de
temperatura, provocada por alteracdes na taxa caldrica dos neurdnios
termorreguladores mediados por pirdgenos endogenos. Alteragdes nestes neurdnios €
que regulam a integragdo dos processos de comportamento, fisiolégicos e
bioquimicos, 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 os
Deuterostomas (vertebrados) e Protostomas (artrépodes e anelideos), sugere sua
origem ha mais de 600 milhdes de anos (HASDAY & SINGH, 2000). Esta existéncia
pré-historica fornece evidéncia de sua importancia protetora no hospedeiro infectado.
Esta protecdo pode ser esclarecida pelo efeito citotoxico ou citostatico dos
microorganismos, que sob exposi¢do a temperaturas febris, aceleram a liberacdo de
patogenos e “encurtam” a duragdo da doenga.

Um segundo caminho para explicar o efeito protetor da febre durante uma
infeccdo seria pela inducgdo da expressao de HSP nas células do hospedeiro, de modo
a aumentar sua resisténcia ao estresse quimico gerado no microambiente infectado.
Esta citoprotecdo conferida pela exposi¢do a temperaturas acima das fisiologicas ¢é
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, o
superoxido 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 vérias proteinas, com caracteristicas imunogénicas.
A seqiiéncia aminoacidica do peptideo permite a simulagdao dos sitios antigénicos ou

receptores protéicos, que os torna de grande interesse para a producdo 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 seguranga, pureza, estabilidade, além de ser mais
competitiva em relagdo aos custos. Patarroyo et al. (1999), destacam a melhor
padronizagdo 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 patogenos sdo, inicialmente, mensuradas e correlacionadas com protecao
em doengas infecciosas (SEGAL et al., 2006).

Recentemente, o conceito de adjuvantes foi expandido e inclui mediadores
soluveis 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 funcao efetora inata e antigeno-especifica, fazendo destas moléculas

fortes candidatas a adjuvantes em vacinas (QAZI et al., 2005, SEGAL et al., 20006).

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
descrigdo de Freitas et al. (2001), o peptideo foi obtido da unido dos peptideos 5084 ¢
5081, que apresentaram maiores estimulos de células T e B apos a mensuragdo da
producdo de IFN vy, IL — 12, TNF — a.

Segundo Patarroyo et al. (1999), o peptideo SBbo23290 possui uma
conformacao distinta daqueles que o originaram, além de possuir, em sua estrutura, um
maior nimero 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-populacdes de linfocitos B CD 21+ e Tydo WCI1+. Além disto, foi demonstrado
que houve formagao de estruturas que conferiram especificidade e memoria nos

tecidos linfoides apds as vacinagdes.
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3.3.2 — Peptideo SBm 7462

O peptideo SBm7462 ¢ um antigeno vacinal sintético, desenvolvido a partir
da proteina Bm86, por predi¢do computacional de sitios imunogénicos, capaz de
proteger os animais contra a infestacdo de carrapatos.

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

Gonzalez (2003) demonstrou que o peptideo SBm 7462 estimulou a producao
de imunoglobulinas antigeno-especificas, com predominancia do isotipo IgG1 sobre o
isotipo IgG2. 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 circulagdo da
linfa. Histologicamente sdo dividido em duas regides denominadas cortex, mais
externa e altamente celular, ¢ uma regido mais central conhecida como medular.
Nestes orgdos linféides secunddrios 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 paracértex. No
cortex externo estao localizadas as células B “naive”, que se aglomeram, formando
os foliculos primarios, podendo possuir dreas centrais denominadas centros
germinativos (CGs), onde ocorre alta proliferagdo e diferenciacdo de células B. Os
foliculos de células B sdo os principais sitios das respostas humorais. O paracortex ¢é
o local onde os linfocitos circulantes entram nos linfonodos e onde as células T
interagem com as células dendriticas. J4 na regido medular, encontram-se os seios
drenantes separados por corddes medulares, contendo células plasmaticas,

macrofagos e células T de memoria (VON ANDRIAN & MEMPEL, 2003).

Estes orgaos linfoides secundarios sao 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 interagao entre
c¢lulas apresentadoras de antigenos e linfocitos antigenos especificos, resultando na

estimulagdo de longo prazo e na imunidade protetora (DRAYTON, et al., 20006).

Von Andrian & Mempel (2004) definiram como principais fungdes dos
linfonodos o recrutamento de linfocitos virgens do sangue, a coleta de antigenos e
células dendriticas dos tecidos periféricos, a promocdo de respostas efetoras, a
modulacdo das células T de memoria 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 ¢ composta pela interacdo entre
células apresentadoras de antigenos e alguns poucos linfécitos especificos para
determinados antigenos, o que os torna um O6timo local para indugdo de respostas
imunes adaptativas. Duas células altamente especializadas apresentam os antigenos
nos linfonodos: as células dendriticas (DC), que apresentam peptideos através do
MHC classe I e II as c€lulas T, e as células dendriticas foliculares (FDC) que formam
complexos imunes antigeno-anticorpo, auxiliando na formag¢ao 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
hipermutagdo somdtica, selecdo antigeno-especifica preservando células B de

memoria (LIU et al., 1997).

3.5 - Variaveis bioquimicas

Muitas das mudangas enddcrinas e bioquimicas que acontecem no organismo
durante um processo de resposta a uma infec¢do, tém sido mensuradas para avaliagdo

do estado de satude do individuo (OLFERT & GODSON, 2000).
3.5.1 - Glicose

Segundo Kaneko et al. (1997), a concentrag@o sangiiinea de glicose depende
de uma variedade de fatores e ¢ resultante do equilibrio entre as taxas de entrada e
saida de glicose na circulacdo. O organismo utiliza vias elaboradas para garantir a

manutengdo 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 apds ingestdo de grandes
quantidades de agucar. A glicose do sangue nos bovinos ¢ fornecida por neoformacgao
de ligacdes glicoplasmaticas, principalmente propionato e aminodcidos

glicoplasmaticos, no figado (KOLB et al., 1987).

No animal em jejum, as concentragdes plasmaticas de glicose sdo mantidas
pela mobilizagdo de carboidratos em qualquer local onde possam ser encontrados.
Geralmente, ha predominio de glicogenolise hepatica associada a lipolise e
gliconeogénese, mas se o quadro de inanicao 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 hormdnio de crescimento (GH) sdo os
responsaveis pela manuten¢do dos niveis adequados de glicose. Enquanto que nos
estados anormais de jejum ou estresse, os glicocorticoides e a adrenalina passam a ter
importancia. Contrastando com os multiplos agentes que atuam aumentando os
niveis plasmaticos de glicose, apenas a insulina ¢ responsavel pela diminui¢do de sua

concentragdo (KERR, 2003).

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

danosa a curto prazo.

A combinagdo do aumento da producdo de glicose hepatica, diminuindo a
utilizagdo de glicose, associada aos niveis anormais de insulina resulta em estresse
hiperglicémico. Uma correlagdo positiva entre hiperglicemia e severidade de doencas
tem sido descrita em associagdo com cirurgias, traumas, choque e infarto do

miocardio (NYLEN & ALARIFL 2001).
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Os valores normais de glicose no bovino estdo entre 45 ¢ 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 relagdo inversa entre hiperlactatemia
e sobrevivéncia. Varios estudos clinicos tém correlacionado niveis de lactato
sangiliineo 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 6rgios e mortalidade, o que faz com que a duragdo
da acidose lactica assuma importancia como fator relacionado a faléncia de 6rgaos

ou mortalidade em pacientes em choque (NYLEN & ALARIFI, 2001).

Segundo Allison et al. (2006), nos ruminantes, as concentragdes de lactato no
sangue sdao dependentes de fatores como dieta, funcionamento do rumen, estado
fisiologico, estresse e atividade fisica do animal. Existe uma grande variacdo 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 sedimentagdo de neutrofilos ¢ aumentada
no sangue de pacientes com doencgas infecciosas. Esta sedimentacdo ¢ caracterizada
por elevadas concentragdes de vérias proteinas no plasma, conhecidas como
proteinas de fase aguda (APP), gerando uma resposta de fase aguda. Esta resposta &,
agora, considerada um processo dinamico, envolvendo mudancas metabolicas e
promovendo um mecanismo de defesa precoce e ndo especifico contra injurias, antes

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

Citocinas pro-inflamatoérias sdo liberadas e o sistema vascular e células
inflamatérias sao ativados. Estas citocinas ativam receptores em diferentes alvos
celulares levando a uma reagdo sistémica que resulta em ativacdo do eixo HPA,
redu¢do da secrecdo de hormonio do crescimento, além de inumeras mudancgas
fisicas clinicamente caracterizadas por febre, anorexia, balango negativo de
nitrogénio e catabolismo de células musculares. Atualmente, uma série de alteragdes
tem sido mensurada em laboratorio, tais como diminuicdo do plasma sangiiineo e

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

Dentro de poucas horas apds uma infec¢do, o padrao de sintese de proteinas
hepaticas ¢ 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 pré-
albumina, proteina ligada ao retinol, globulina ligada ao cortisol, transferrina e
albumina.

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

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

fenomeno € pouco compreendida (KENT, 1992).

As principais mudangas metabodlicas durante uma APR s3o 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 ingestdo de alimentos ¢ reduzida.

Aminoacidos s3ao 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 balango negativo de nitrogénio e perda de peso no animal

doente.

Alguns orgdos 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 domésticos ainda sdo limitados, mas sabe-se que a mais
importante mudanca metabolica ¢ o grande aumento da sintese de APPs no figado

(PYORALA, 2000).

3.5.3.1 - Haptoglobina

A haptoglobina (hp) tem mostrado ser um pardmetro de alto valor para
analises de importantes doengas em bovinos, tornando-se um Otimo candidato a
medidor de estresse em rebanhos em func¢do 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 a hemoglobina, adquirindo habilidades
antiinflamatorias (GRUYS et al., 2005). Considerada como uma APP de segunda
linha, ¢ 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 funcao de sua habilidade em se
ligar a polissacaride-C pneumococico. Na literatura, suas fun¢des bioldgicas sdo
descritas como ativacdo de complemento e opsonizacdo 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 interacao da proteina C-reativa com a proteina S por fatores inativadores
Va e VIlla, deprime a formagdo 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
reposicio de PCR pode ser benéfica em casos de sepse (NYLEN & ALARIFI, 2001).

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

3.6 - Babesiose bovina

A babesiose ¢ uma infec¢do provocada por um parasito intraeritrocitico do
género Babesia, que requer um hospedeiro vertebrado e um hospedeiro invertebrado
para manuten¢do do ciclo (HOMER et al.,, 2000). Os bovinos representam o0s
hospedeiros vertebrados de maior importdncia 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 numero de
humanos infectados com malaria (GELETA, 2001; COOKE et al., 2005). No Brasil,
as perdas econdmicas sdo estimadas em torno de US$11,76/bovino/ano

(PATARROYO et al., 2004).

Parasitas do género Babesia sao hematozoarios transmitidos pelo carrapato
Boophilus microplus. O ciclo de vida da B. bovis comeg¢a com a inocula¢do das
formas infectantes na corrente sangiiinea. Os esporozoitos, apds penetrarem nas
hemadcias, diferenciam-se em trofozoitos, multiplicando-se assexuadamente e dando
origem a dois merozoitos que infectam outras hemacias. Seu ciclo estd completo em

torno de 17 h (HOMER et al., 2000; COOKE et al., 2005).

A B. bovis ¢ um parasito especifico de hemacias, nao invadindo outro tipo
celular e, ap6s a penetracdo do merozoito no eritrocito, ocorre sua fixagdo, a
membrana do vacuolo ¢ destruida e o mesmo fica em contato com o citoplasma

(HERNANDEZ, 2002).

Assim como na maldria humana, a babesiose se manifesta com febre aguda e
anemia hemolitica que, se ndo tratada, evolui para a forma mais grave e at¢ mesmo
fatal. Uma das principais lesdes patologicas causada pela Babesia bovis é de ordem
circulatoria, com adesao de eritrocitos nas células endoteliais dos capilares, mediada

por proteinas de superficie. H4 um intenso seqiiestro 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 maldaria
produzida pelo Plasmodium falciparum, tanto na babesiose como na malaria, o
seqliestro de eritrocitos nas vénulas e capilares ¢ mais evidente no sistema nervoso
central, principalmente no encéfalo. Vargas & Patarroyo (2004) descreveram os
sintomas e sinais neuroldgicos, freqiientemente fatais. Apesar de ocorrer acimulo de
eritrocitos na microcirculagdo de outros 6rgaos como rim, mucosa intestinal, coragdo
e pulmao, neste ultimo pode ocorrer edema, levando a uma sindrome respiratoria
aguda (ARDS) que, possivelmente, ¢ 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 doenca
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 manipulé-lo a seu favor.

Ruef et al. (2000), bascado em estudos de seqiienciamento de dados do
GenBank, identificaram as HSPs da B. bovis sob os 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 relagcdo a outros
parasitas como o Plasmodium falciparum, através de analises filogenéticas (COOKE
et al., 2005). Isto sugere perspectivas futuras para produgdo de vacinas baseadas em
fragmentos de HSP do parasita, uma vez que esta ja ¢ 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 Hematozoarios ¢ Vetores, BIOAGRO da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vicosa — MG. A partir de um modelo para
mensuragdo das respostas imune e celular dos peptideos sintéticos SBbo 23290 e
Sbm 7462, buscou-se avaliar o estresse de bovinos mantidos no isolamento contra
artropodes e vetores de hematozoarios. Considerou-se como agente estressante os
imunogenos 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

analises histopatologicas, 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 Hematozodarios para
Bovinos, localizado no Departamento de Veterinaria (DVT) da Universidade Federal

de Vigosa (UFV), Vigosa — 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 substitui¢do, 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 sorologica e hematologicamente quanto a presenga de hemoparasitas.
Também receberam brincos numéricos para identificacao.

Parametros clinicos tais como freqiiéncia cardiaca, freqliéncia respiratoria,
elasticidade da pele, mucosas, tempo de retorno capilar, bem como peso e estimativa
de escore corporal, foram mensurados ao inicio do experimento para aferi¢do do
estado de satde 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 ANIMALIS BAIAS
1.Controle 41, 28, 22, 46 le2
2. Saponina 45, 29, 20, 23 3e4
3. SBb023290(D) 25, SN, 27, 24 5e6

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

Fonte: Dados da pesquisa

4.2 - Esquema de inoculacao dos peptideos sintéticos e desafio

Apo6s um periodo de 10 meses, considerando-se que os animais estariam

adaptados ao ambiente em boas condigdes corporais, iniciou-se o experimento.

Cada grupo de quatro animais recebeu 3 inocula¢des de 4dgua, adjuvante ou
peptideo, de acordo com a divisdo dos grupos, nos dias 01, 30 ¢ 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-cutanea, do lado direito do pescoco. Os animais do grupo
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adjuvante , denominado Saponina, receberam 1,5 mg de saponina' diluida em 4gua
deionizada, por via sub-cutdnea, 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 pescogo 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-cutinea.
O grupo que recebeu o imunogeno 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 4gua deionizada. Esta vacina, em dose Unica, foi
aplicada por via sub-cutanea, do lado direito do pescogo. O esquema destes

procedimentos estdo descritos no quadro 2 e figura 1.

Desafio Desafio

12 Imunizagéo 22 Imunizagao 32 Imunizagéo -
C: ¢ ¢ Carrapatos B.bovis

1L 1L 1L
b B B dh déa B

.Exérese cirdrgica do linfonodo pré-escapular

Semanalmente: coleta de sangue

Figura 1: Delineamento experimental

Todos os animais foram submetidos a mensuragdes de temperatura corporal

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

O desafio dos animais foi feito 30 dias apds a terceira inoculagao, 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 mecanica dos

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

! Saponina 5012 sample NO SOSO8064 Quantity 100g (Kerry Bio- Science) Ireland.

31



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 imunogenos utilizados no experimento. (D)
imunogeno aplicado do lado direito, (E) imundgeno aplicado do
lado esquerdo, SC: via de aplicagdo subcutanea.

GRUPO ANIMAIS IMUNOGENO
Controle 41,28,22,46 Agua
, deionizada

(agua)

Saponina 45,29, 20,23 Saponina
Agua
deionizada

Duas Vacinas SBm 7463

SBm7462(E) 25, SN, 27, Saponina

SBb023290(D) 2% Agua
deionizada
SBbo 23290
Saponina
Agua
deionizada

Polivalente SBm 7462

(SBm7462 + 53,42,21,54 SBbo 23290

SBb023290) Saponina
Agua
deionizada
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VOLUME VIA
INOCULADO

2 mL SC

1,5 mg SC

2 mL

2 mg
1,5 mg (E)

2 mL

1,5 mg (D)

2 mL

2 mg SC



Aos 35 dias apds a terceira inoculacao dos peptideos, foi realizado o desafio
com Babesia bovis cepa UFV1 — 9* passagem, diluida em PBS a uma concentragao

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 alteragdes condizentes com um quadro clinico de doenga. Apds o
desafio, a avaliagdo destes parametros passou a ser didria e a temperatura foi

mensurada duas vezes ao dia.

Nos animais que apresentaram alteragdes nos parametros clinicos associada a
diminui¢do no hematocrito, hemoglobina e presenga 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
SBm7462 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 didrias. Apos a remogao cirargica, cada linfonodo foi medido

nos sentidos de comprimento e largura.

O protocolo cirurgico seguiu as recomendacdes 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 contengdo 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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cirtrgica, extirpacdo do linfonodo e ligadura dos vasos. Foi feita reducao do espago
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 puncao da veia jugular,
de todos os animais utilizando tubos sem anticoagulante, com anticoagulante acido
etilendiamino tetracético (EDTA) e com fluoreto, para acompanhamento do perfil
hematologico e bioquimico dos animais antes, durante as vacinagdes e apds o

desafio.

No perfil hematoloégico avaliou-se hemoglobina, contagem de eritrocitos,
contagem de leucocitos, sendo mensurado em sangue total coletado em frascos com
EDTA. O soro foi obtido apos 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 andlises de glicose e lactato. Tanto
o soro quanto o plasma foram aliquotados em tubos Eppendorf devidamente

identificados e congelados a — 20° C até o 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. Apds este
periodo, foram lavados com alcool 70% e nele conservados até o procedimento de
inclusdo. Os fragmentos foram entdo desidratados em solugdes alcoolicas crescentes
de 70%, 80%, 90% e duas de 100%, sendo, a seguir, diafanizados em xilol. A
inclusio se deu em Parapast Plus (Sigma™) (PROPHET et al., 1992).

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

com Hematoxilina & Eosina.

A avaliagdo das alteragdes histologicas das laminas foi feita em microscopio

optico binocular, modelo ECLIPSE E600, Nikkon, Japan.
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4.6 - Imunoistoquimica da expressao de HSP70 e HSP90

A expressao 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 seguir, desparafinados em duas passagens de xilol com 30 minutos de duracio 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 (1,482 de fosfato de sodio
dibésico anidro, 0,43g de fosfato de s6dio monobdasico anidro, 7,2g de cloreto de

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

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

7,4 com duragdo de 5 minutos cada.

A peroxidase enddgena foi bloqueada com peroxido de hidrogénio
metanodlico 3% durante 15 minutos, a temperatura ambiente € em camara imida 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 cadmara umida por

mais 45 minutos, com o objetivo de bloquear os sitios inespecificos da reagao.

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 umida a 4° C. Ap0s este periodo, os cortes foram lavados
com PBS pH 7,4 por 3 vezes de 5 minutos de duragcdo cada e cobertos com o
anticorpo secundario marcado com peroxidase, produzido pelo LBCHV, na dilui¢do
de 1: 500 em PBS pH 7,4 ¢ novamente incubados em cdmara umida por 1 hora, a 37°

C.

Procederam-se mais duas lavagens dos cortes com PBS pH 7,4 de 5 minutos
de duragdo cada, para em seguida cobri-los com a solucdo reveladora DAB
adicionada de 5 pL de perdxido de hidrogénio, diluido em PBS pH 7,4 (1:500) por
15 minutos em cAmara imida 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.
3 HSP 90 (N-17): sc-1055 — Santa Cruz Biotechnology, INC.
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A revelagdo foi feita com diaminobenzidina (DAB) na dilui¢do de 2,5mg/
10mL, durante 15 minutos em camara 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 alcoois crescentes e diafanizados em xilol,

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

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

processo de imunoistoquimica.

4.7 - Imunoistoquimica da expressao dos peptideos SBm7462 e SBbo23290

Os cortes histoldgicos foram mantidos em estufa a 56° C por 24 horas, sendo,
a seguir, desparafinados em duas passagens de xilol com 30 minutos de duracao cada
e dois banhos de alcool absoluto (5 minutos cada). A hidratacao foi feita com banhos
decrescentes de alcoois 90%, 80%, 70% e PBS pH 7,4 (1,48g de fosfato de sodio
dibésico anidro, 0,43g de fosfato de s6dio monobdasico anidro, 7,2g de cloreto de

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

O bloqueio da peroxidase endogena foi feito com peroxido de hidrogénio
metanodlico 3%, por 30 minutos, em temperatura ambiente. Apos 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 cdmara 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 Laboratorio de Biologia e Controle de Hematozodarios e Vetores e
diluidos em PBS pH 7,4 (1:10). Apds incubagido por 30 horas a 4° C em cAmara
umida, repetiram-se mais trés lavagens e adicionou-se o anticorpo secundario IgG de

cabra anti- IgG de coelho diluido em PBS pH 7,4 (1:10).

Os cortes foram novamente incubados em cadmara 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 imida a 37° C, lavando-se novamente por mais duas vezes de

cinco minutos cada.

A revelagdo 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 entdo
contracorados com hematoxilina de Harris 1:10 diluida em 4gua destilada durante 20
segundos, lavados, a seguir, com agua destilada por 5 minutos e as bordas das
laminas foram secas com papel absorvente. Apos serem lavados com PBS pH 7,4 por
5 minutos, os cortes foram entdo desidratados em alcoois crescentes e diafanizados

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

4.8 - Analises bioquimicas do soro e plasma

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

Beckman Coulter v

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 formagao
do imunocomplexo Ag-Ac e a quantidade de luz dissipada ¢ diretamente
proporcional 4 concentragdo 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
repeti¢des. 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 varidvel tempo, pelo
teste de Scott Knott. As varidveis foram analisadas por testes comparativos diferentes
em fun¢do das ambigiiidades encontradas. A ambigiiidade ¢ 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 minimiza¢do da variagdo dentro e
maximizag¢do da variagdo entre grupos. Na sua propria 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 observagdes 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 - Avaliagao dos parametros clinicos dos animais

Considerando-se uma avaliacdo 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 nimero SN, pertencente ao
grupo Duas Vacinas. Este apresentou parasitemia confirmada pela presenga do
agente na circulagdo 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.

Doenga, em um sentido amplo, pode ser decorrente de uma situagdo na qual
ndo hé uma boa adaptacdo entre o individuo e o meio em que ele vive, alterando os
processos normais de formagdo, desenvolvimento e sobrevivéncia (BOGLIOLO,
1978).

Durante todo o experimento ndo ocorreu nenhum oObito 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, nao
aparentando sinais clinicos de doenga instalada. Com exce¢@o do animal nimero SN,
pertencente ao grupo Duas Vacinas. Este apresentou parasitemia confirmada pela
presenga do agente na circulagdo 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.

Alteragdes na temperatura corporal sdo comuns em doencas infecciosas e a
resposta inicial do organismo ¢ a febre ou hipertermia (OLFERT & GODSON,
2000). Para avaliacao 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 ap6s as inoculagdes, independentemente do grupo ao
qual pertenciam (figuras 2,3 e 4).

Apos a segunda inoculagdo, ou seja, no dia trinta do experimento, ocorreu um
pico febril com duragdo 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,
os 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

relagdo aos demais grupos (Figura 4).

Muitos estudos mostram que a indu¢do 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
inibitorios na resposta do hospedeiro, uma vez que células polimorfonucleares
(PMN), mesmo tendo a motilidade e capacidade fagocitaria aumentadas pela
temperatura elevada, t€m diminuida a quimiotaxia e a atividade bacteriostatica torna-
se fraca.

Os niveis maximos de temperatura dos animais de todos os grupos nao
excederam o limite de 40,2° C, sendo insuficiente para promover uma reducdo na

resposta imune. Esta redugdo seria esperada em temperaturas superiores a 41° C

(HASDAY & SINGH, 2000).

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

doenca.
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Fonte: Dados da pesquisa
Figura 2 — Médias de temperatura retal apds primeira inoculagao
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Fonte: Dados da pesquisa
Figura 3 - Médias de temperatura retal apds segunda inoculagdo
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Fonte: Dados da pesquisa
Figura 4 - Médias de temperatura retal apos terceira inoculagao

Os bezerros deste experimento sofreram influéncia destas variaveis, porém,
considerando a capacidade de adaptagdo da espécie bovina a variados manejos, o
fator ambiente, provavelmente, ndo contribuiu para aumentar a susceptibilidade ao
estresse. Logo, os animais mantiveram-se saudaveis mesmo apos o desafio com a
cepa patogénica de Babesia bovis, sugerindo a importancia do bem estar na

eficiéncia da resposta imunologica.

5.2 - Avaliag¢des macroscopica e histopatoldgica 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 ¢ de onde emerge a
circulagdo eferente (GETTY, 1981).

Antes que fossem iniciados os procedimentos propostos durante o
experimento, realizou-se a remocao cirargica do linfonodo pré-escapular de um dos
animais do grupo Controle para obten¢do 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 orgaos linfaticos, até a coleta realizada apos a segunda inoculagao,
com pico maximo de tamanho dos animais dos grupos que receberam inocula¢io dos
peptideos. Nestes grupos, o tamanho dos linfonodos alcangou 17 X 4 centimetros.
Aos quinze dias ap6s a segunda inoculagdo, houve regressao no tamanho, como pode
ser observado no Quadro 3. Esta regressdao do 6rgao pode ser interpretada como um
processo anérgico.

Os animais do grupo Controle ndo apresentaram alteragdes macroscopicas no
decorrer do experimento.

O aumento macroscopico dos linfonodos coincide com as alteragdes
histologicas, cuja dindmica foi correlacionada nos grupos Duas Vacinas e
Polivalente.

Ao exame microscopico dos linfonodos, verificou-se que 7 dias apds a
primeira inoculagao ja ¢ 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 inoculagdao de uma
cepa atenuada de B. bovis ¢ do peptideo SBbo 23290, respectivamente, em
linfonodos bovinos.

Os animais do grupo Controle mantiveram-se com discreta reatividade
durante as inoculagdes de dgua, o 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. Apds o desafio,
os linfonodos destes mesmos animais apresentaram discreta hiperplasia de
paracortical., com aumento do numero 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 1,8x 1,5 20/mar 7 dias apds 1* inoc.
29 Adjuvante direito 2x1,3 20/mar 7 dias ap6s 1% inoc.
SN Duas Vacinas direito 2x1,3 20/mar 7 dias ap6s 1? inoc.
53 Polivalente direito 2,5x 1,5 20/mar 7 dias ap6s 1? inoc.
22 Controle direito 2,5x1,5 28/mar 15 dias apos 1? inoc.
45 Adjuvante direito 2,5x1,5 28/mar 15 dias apos 1? inoc.
25 Duas Vacinas direito 2,8x2 28/mar 15 dias apos 1* inoc.
42 Polivalente direito 3x 1,8 28/mar 15 dias apos 1* inoc.
46 Controle direito 4x1,5 17/abr 5 dias apés 2% inoc.
20 Adjuvante direito 12x3 17/abr 5 dias ap6s 2? inoc.
27 Duas Vacinas direito 15x3 17/abr 5 dias ap6s 2% inoc.
54 Polivalente direito 17x4 17/abr 5 dias apo6s 2% inoc.
41 Controle esquerdo 2x2 27/abr 15 dias apos 2? inoc.
23 Adjuvante direito 4x2 27/abr 15 dias apos 2? inoc.
24 Duas Vacinas direito 6x2,5 27/abr 15 dias apos 2% inoc.
21 Polivalente direito 7x3 27/abr 15 dias apos 2% inoc.
28 Controle esquerdo 6x1,5 17/mai 5 dias apés 3% inoc.
45 Adjuvante esquerdo 5x1,5 17/mai 5 dias ap6s 3? inoc.
25 Duas Vacinas esquerdo 7x2 17/mai 5 dias ap6s 3 inoc.
53 Polivalente esquerdo 4,5x 1,2 17/mai 5 dias apo6s 3 inoc.
22 Controle esquerdo 6x1,5 24/mai 12 dias apos 3? inoc
29 Adjuvante esquerdo 6x1,5 24/mai 12 dias apos 3? inoc
SN Duas Vacinas esquerdo 7x2 24/mai 12 dias apos 3% inoc
42 Polivalente esquerdo 5x1,2 24/mai 12 dias apos 3% inoc
46 Controle esquerdo 4x1,5 25/jun 7 dias apds desafio
20 Adjuvante esquerdo 1x0,5 25/jun 7 dias ap6s desafio
27 Duas Vacinas esquerdo 6x2,5 25/jun 7 dias apds desafio
54 Polivalente esquerdo 7x3 25/jun 7 dias apds desafio

Fonte: Dados da pesquisa

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

individuo, o que caracteriza a plasticidade destes 6rgaos.
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Comparando a evolugdo macroscopica e os achados histopatolégicos, fica
caracterizada esta plasticidade deste 6rgdo linféide. Houve um aumento de tamanho
apds as primeiras imunizag¢des, acompanhado de uma maior densidade celular e
maior reatividade de CGs. A partir da terceira imunizagdo, verificou-se uma
regressao no diametro dos linfonodos, com conseqiiente diminui¢ao 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 inoculagdo. B: Aos sete dias apds desafio com
B.bovis. Coloragao H&E, 100X.

Aos quinze dias apds 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 mitoticas 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 formagdao 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 preparagdes dos peptideos.

Os animais do grupo Adjuvante demonstraram uma resposta semelhante a
dos animais imunizados, apds a segunda inoculag¢do, 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

44



LPS, cujas moléculas mediadoras seriam IL-1 e TNF-a. Baseado nestas informacdes,
¢ provavel que os linfonodos tenham se tornado reativos ap6s uso de adjuvante.

Segundo Camacho et al. (1998), os CGs com distingdo entre zonas clara ¢
escura, somente sdo observados duas semanas ap6s uma imuniza¢ao, o que ¢ devido
a uma selegdo por afinidade e hipermutacao de células B dentro da rede de FDCs,
localizadas na zona clara. Aos cinco dias apds a segunda imunizagdo, verificou-se a
presenca de CGs de contornos bem definidos, com presenga de células com pouco
citoplasma e nucleos de cromatina densa, sugerindo mitose, discordando de
Camacho et al. (1998).

A interacdo entre células B e células T-auxiliares, apos reconhecimento de
antigeno, foi recentemente visualizada em tempo real (OKADA & CYSTER, 2006).
As células B possuem grande mobilidade até mesmo apds conjugadas com células T.
Ao contrario, as células T perdem a mobilidade apds formacao do conjugado com as
células B. A formagdo do conjugado Cé¢lulas B-T parece ser responsiva a
quimiocinas e € necessaria para ativa¢ao da resposta de memoria.

Avaliando-se a cinética dos CGs dos linfonodos, observou-se que sete dias
apds 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 inoculagdo. A érea central foi
adquirindo propor¢des maiores com o decorrer do tempo da imunizagdo,
apresentando menor densidade celular. Provavelmente, isto se deve a mobilidade de
células B, sofrendo hipermuta¢do na tentativa de promover uma resposta humoral
(CAMACHO el al. 1998; OKADA & CYSTER, 2006).

A hiperplasia dos corddes medulares verificada apos a segunda imunizagao
esta de acordo com as observagdes de Lui et al. (1997), demonstrando que as células
B de memoria sdo capazes de originar reagdes plasmocitarias extrafoliculares apos
uma nova estimula¢do antigénica. Este fato se deve a diferenciagdo terminal das
células B de memoria em plasmocitos. As Células B de memoria, se comparadas as
células B “naive”, sdo mais eficientes. Originam de cinco a oito vezes mais
plasmocitos e secretam de trés a quatro vezes mais imunoglobulinas.

Segundo Brown et al. (2006), as imunoglobulinas sdo importantes no controle da

babesiose em func¢ao da sua capacidade opsonizante. Os altos niveis de IgG anti-
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SBb023290 encontrados por Benavides (2006) nos animais vacinados sugerem
estimulacdo de clones de linfocitos B, com conseqiiente formagdo de células de
memoria.

Histologicamente, estes dados sdo confirmados pelo aumento da zona
clara nos CGs e evidente hiperplasia de corddes medulares nos animais dos grupos

Duas Vacinas e Polivalente (figuras 6B e 6C).

Figura 6 — Linfonodos bovinos imunizados com peptideos sintéticos SBbo23290 e
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 imunizagdo. C: Grupo Polivalente
(recebeu os dois peptideos em uma Unica inoculagdo), aos 15 dias apds
segunda imunizacdo. D: Grupo Polivalente, aos 12 dias apods terceira
imunizacao. Coloracdo H&E, 100X.

Aos cinco dias apo6s a terceira inoculagdo, a reatividade dos linfonodos
comegou a apresentar declinio, com presenga de um menor nimero de CGs em

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

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

resposta de memoria.

5.3 - Expressdo de proteinas do choque térmico

A expressdo de proteinas do estresse nos linfonodos bovinos, pela técnica
imunoperoxidase, apresentou discreta imunomarcacdo. A HSP90 apresentou
imunomarcagdo 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

condi¢des de crescimento saudavel.

A expressao de HSPs pode ocorrer independente de um dano fisico direto. O
estresse psicoldégico como manejo, atordoamento ou aquele provocado por
exoantigenos como parasitas, seriam suficientes para que houvesse manifestagdo do
efeito citoprotetor. O local de expressao destas proteinas seria, inicialmente, o local
de fixa¢do ou porta de entrada da infec¢do, que posteriormente levaria a uma lesdo
tecidual. As HSPs minimizariam o dano provocado pela agressdo, através do
mecanismo de liberagdo de citocinas pro-inflamatorias, induzindo a resposta

inflamatoria (SEGAL et al., 2006).
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 7 - Linfonodos bovinos submetidos a técnica imunoistoquimica
imunoperoxidase para expressao de HSP70 ¢ HSP90. A: HSP70 em
animal do grupo Polivalente, 7 dias apds primeira imuniza¢do com
peptideos sintéticos, regidao medular. B: HSP90 no mesmo animal,
regido medular. C: HSP70 em animal do grupo Polivalente 7 dias
ap6s segunda imunizacdo, regido cortical. D: HSP90 no mesmo
animal, também na regido cortical. 100X.

As HSPs aumentam no local de uma injaria agindo como protetoras celulares
contra uma lesdo celular (MEYER & SILVA, 1999; SEGAL et al., 2006) . Buscou-
se, através dos imundgenos SBbo23290 e SBm7462, um estimulo para expressdo de
HSPs. O tecido linféide analisado mostrou-se reativo conforme ja descrito
histologicamente.

Niveis de expressao de HSP70 e HSP90 podem servir como biomarcadores
da saide de um tecido ou populacdo celular (ROBERT, 2003). Importante
compreender qual tecido pode ser eleito para coleta de amostras. Em ruminantes, nao
existe um local pré-determinado para avaliagao destas proteinas.

Semanalmente, os animais foram manuseados para venopun¢do da jugular,

exame clinico e mensuragdo de temperatura retal. O fator mais estressante a que se
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submeteram foram as cirurgias dos linfonodos pré-escapulares, que tinham a duracao
média de 60 minutos, incluindo a contencao, anestesia, cuidados pré e pos cirurgicos.

Segundo Meyer & Santos (1999), o tempo necessario para expressao de HSPs
nas células ¢ em torno de 18 horas apds o estimulo. A cirurgia, principal agente
estressante, ndo foi suficiente para alteracdo dos niveis basais destas proteinas no
tecido linféide em questdo.

Nas laminas analisadas, a expressdo de HSP90 se estendeu por uma area
maior nos cortes histolégicos, quando comparada a HSP70. A HSP90 expressou-se
mais na regido medular e, as vezes, na paracortical. J4 a HSP70 apresentou marcagao
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 imunomarcacao na regiao medular. B: HSP70 com
imunomarcag¢do na paracortical. 100X

O comportamento bovino apresenta particularidades em relacdo a outras
espécies, principalmente no que diz respeito a grande capacidade de adaptagdo. Os
animais do experimento foram mantidos em condigdes de isolamento, desde os
primeiros dias de vida, sugerindo que eles se adaptaram a manipulacdo humana.

Admitindo que eles se adaptaram as condigdes de ambiente e tratamento, a
avaliagdo de HSP70 e HSP90, como marcadores de estresse nos animais deste

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

Os animais de todos os grupos nao apresentaram sinais de doencga evidente. O
pico febril foi dentro de temperaturas consideradas ndo lesivas ao organismo e houve
controle da doenga, mesmo nos animais nao 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 apresentacdo de peptideos pelas HSPs.

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

A imunomarcacao das proteinas do estresse verificada nos linfonodos apos as
inoculagdes, coincide com os periodos de melhor visualizagdo da expressdo
imunoistoquimica dos peptideos. Isto sugere a ocorréncia de formacao 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 formagao

resposta imunologica.

5.4 — Imunoistoquimica dos peptideos sintéticos

Os animais dos grupos Duas Vacinas e Polivalente apresentaram
comportamento semelhante em relacdo a imunomarcagao dos peptideos SBm7462 e
Sbbo23290. Aos sete dias apds a primeira inoculagdo 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 c¢lulas 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 SBbo023290, e observou células

imunomarcadas aos cinco dias apds a primeira imunizagao.

50



Fonte: Dados da pesqu-lsé.'

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

A presenca de DCs imunomarcadas podde ser verificada nos cortes
histologicos dos animais imunizados nos diferentes tempos de coleta. Segundo
Abbas et al. (2003) sua fungdo ¢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 imunizag¢do, encontraram-se corddes
medulares imunomarcados com presenca de DCs, macrofagos e plasmocitos no corte
histologico do grupo Polivalente. Os CGs apresentaram imunomarca¢do menos
evidente em relacao a regido medular.

A partir da terceira imunizacdo e apds 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 localizagcdo da imunomarcagao para os peptideos sintéticos coincide com a
imunomarcagdo das proteinas de estresse quando se comparara oS mesmos cortes
histologicos, dos mesmos animais, dentro dos mesmos tempos de experimentagdo. A
expressao da HSP90 acompanha a imunomarcagdo dos peptideos SBbo23290 e

SBm7462 (figuras 9 e 10).

Fonte: Dados da pesquisa

Figuras 10 - Linfonodos bovinos submetidos a técnica imunohistoquimica 15 dias
apos a segunda imunizacdo. A: Expressdao de HSP90 na regido medular.
B: Expressdo de SBBo 23290. C: Expressao 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 I apresentam ligantes de HSP para inspegdo
imune. Estes ligantes podem ser de diferentes HSPs, porém, a HSP90 possui, em
média, oito peptideos ligantes cada uma tornando-as mais aptas a apresentd-los ao

sistema imune (HICKMAN-MILLER & HILDEBRAND, 2004).
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As HSPs possuem habilidade para acompanhar peptideos exogenos e
introduzi-los via endogena, 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
IT antigeno especifica, restrita a CD4+.

BROWN et al. (2006) confirma a importancia da resposta de células T CD4+
na imunidade contra Babesia spp. atuando como ligac¢ao entre a resposta imune inata
e a resposta antigeno-especifica. Estas informac¢des 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 localizagdo da imunomarcagdo para os
peptideos sintéticos SBb023290 e SBm7462 com a imunomarcagdo das HSP70 e
HSP90 encontradas nos cortes histoldgicos, acredita-se que houve um sinergismo
destes no mecanismo de protecdo dos animais desafiados pelo carrapato R. (B.)

microplus e pela B. bovis.

5.5 - Parametros bioquimicos:

Os parametros bioquimicos foram analisados, objetivando avaliar o estado de
saude 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 correlagdes entre os valores encontrados para glicose,
lactato, haptoglobina e proteina C reativa com a expressao das proteinas de choque

térmico.

5.5.1 — Glicose
A glicose ¢ importante no metabolismo energético dos bovinos. Seus niveis

fisiologicos variam de 45 a 75 mg/dL, podendo alterar em funcdo de um estado

patologico (KANEKO et al., 1997).
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Tabela 1 - Analise de variancia dos parametros bioquimicos dos bezerros

Glicose Lactato Proteina C Reativa
(PCR)

Fator variagao GL QM F QM F QM F
Grupo 3 56,381863 1,530  0,42959  1,563™  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™ 030317 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 variagdo de 9,09%, dentro dos pardmetros
considerados normais para a espécie (KANEKO et al., 1997). Ao analisar o teste F,
observa-se que entre os grupos ndo houve diferenga estatistica, ao nivel de 5,0%,
para glicose. Os dados dos grupos Controle, Adjuvante, Duas Vacinas e Polivalente,
quando analisados pelo teste comparativo de Tukey, ndo apresentaram diferenga

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

Tabela 2 - Andlises 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 sao 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 mudanga nos niveis de glicose ao longo do
experimento, que coincidiu com os procedimentos de imunizacao e desafio (tabela 3

e figura 11).
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As imunizagdes aconteceram, respectivamente, nos dias treze de marco,
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 subseqiiente a estes procedimentos.

Observa-se que os niveis de glicose encontrados apds cada procedimento,
foram estatisticamente diferentes, ao nivel de 5,0%, em relacdo as amostras
anteriores. Houve uma variagdo 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 imunizagdes 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 ja descritos.

Os grupos Controle e Adjuvante receberam agua e saponina, respectivamente.
Os demais grupos receberam imunizagdo com os peptideos sintéticos. Desta forma,
as mudancas nos niveis de glicose devem ser provenientes do estresse de manejo e
nio das imunizagdes. Segundo Kerr (2003), uma elevacao nos valores de glicose
pode ser esperada apoOs episddios de estresse, estimulada por glicocorticoide 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 concentragdo 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 relacdo
entre produgéo e liberagao 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, o que estd de acordo com os parametros considerados normais
para a espécie bovina.

Ao analisar o teste F, observa-se que entre os grupos também nao 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 nao apresentaram diferenca

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

Tabela 3 - Analises dos parametros bioquimicos 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 sdo 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
variacao tempo. Conforme observado na tabela 3 e figura 11, as mudangas ocorreram
justamente apds os procedimentos de imunizac¢ao e desafio.

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

porém, ndo foram diferentes entre si. Houve um aumento nos valores de lactato para
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2,06250, 2,42688 e 2,25250 mmol/L, de acordo com os periodos referidos,

respectivamente.

Dosagem média de glicose no plasma dos grupos avaliados
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 11 — Dosagens de parametros bioquimicos médios nos grupos avaliados ao
longo do tempo.
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Estas alteragdes estao evidenciadas na figura 11, onde se observam picos nas
curvas para todos os quatro grupos apds as intervengdes, 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 distribui¢do do lactato no soro difere
entre espécies 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 alteragdo comportamental
condizente com sinais de doenca.

Ao confrontar os valores obtidos para lactato nas amostras com os parametros
citados por Kaneko et al. (1997), os valores se encontram dentro da normalidade.
Quando os mesmos sdo 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 os
valores fisiologicos e o estado geral dos animais, ndo foi possivel correlacionar este

pardmetro com o estresse ou indicio de doenca.

5.5.3 — Proteinas de fase aguda (APPs)

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

Aumentos séricos nos niveis de citocinas e proteinas de fase aguda (APPs)
ocorrem até mesmo antes de alteragcdes comportamentais e fisioldgicas, servindo
como indicadores da presenca de doengas infecciosas e como parametros da
severidade e capacidade do organismo de resolver a infec¢do (OLFERT &

GODSON, 2000).
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5.5.3.1 — Haptoglobina (Hp)

A haptoglobina ¢ considerada a principal APP em bovinos e pode aumentar
rapidamente como conseqiiéncia de uma infecgdo microbiana ou inflamagao.
Segundo Ramirez et al. (2002), apenas 0,6% dos bovinos saudaveis apresentam

niveis detectdveis de haptoglobina.

Nenhuma amostra analisada apresentou niveis detectdveis 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 hd como explicar se houve diferenga entre os grupos

e ao longo do tempo.

% Redugao do (VG)
—_— N W B W
S O O O o o O

0 2 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Dias apos desafio

—o— Controle —8— Adjuvante —4— Duas Vacinas —*— Polivalente

Fonte: Adaptado de BENAVIDES, 2006.
Figura 12 - Porcentagem (%) de redu¢dao do VG apos desafio. A seta indica o desafio

com Babesia bovis.

De acordo com Benavides (2006), os animais apresentaram percentagens de
reduc¢do do volume globular acima de 40% apds o desafio com B. bovis, conforme
figura 12. A concentragdo plasmatica de Hp pode sofrer influéncias além da APR.
Nos bovinos, esta proteina desaparece da circulagdo 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 circulagdo durante 2 a 4 dias apds 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 fungdo das Hp ¢ transportar o complexo haptoglobina-
hemoglobina ao figado. Em funcao 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
duragdo de 6 e 5 dias, respectivamente (BENAVIDES, 2006). A presenca do
hemoparasita B. bovis na circulagdo destes animais pode ter ocasionado hemdlise,

contribuindo para diminui¢ao dos niveis de Hp.

5.5.3.2 — Proteina C-reativa (PCR)

Durante os estdgios iniciais de infec¢do, as concentracdes plasmaticas de
PCR aumentam e este aumento tem sido descrito antes de uma eclevacdo 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 saudéaveis, podendo ndo 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 diferengas, 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 ambigiiidades, ou seja, as médias dos grupos
Controle, Duas Vacinas e Polivalente ndo sdo estatisticamente diferentes. O grupo
Adjuvante, estatisticamente, ¢ diferente dos dois primeiros, porém, ¢ 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 significincia. Mais uma vez, os
resultados foram maiores na semana seguinte aos procedimentos de inoculagdo e ou
desafio e se apresentaram diferentes, estatisticamente. Apos as trés inoculagdes, 0s
resultados encontrados ndo foram estatisticamente diferentes entre si, porém, o foram

apos o desafio.
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Nao 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 os niveis normais.

As alteragdes 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 padronizagao das analises de APPs ¢ necessaria,
antes que elas possam ser aplicadas para monitoramento sistematico da satide em
medicina veterinaria.

Apoés episoddios de vacinagdes, uma reagdo de fase aguda pode ser
desenvolvida. Isto parece limitar as vantagens das vacinas, principalmente porque as
respostas de fase aguda s3o conhecidas por ser contraprodutivas em fungdo do
anabolismo muscular promovido pelas APPs (GRUYS et al., 2005).

Os animais dos grupos Controle, Duas Vacinas e Polivalente nao
apresentaram diferengas estatisticamente para PCR e ndo houve detec¢do 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 relagdo ao perfil de resposta de APPs nos animais do grupo
Controle, acredita-se que o 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¢des do ambiente ¢ de manejo, mostrando-se

saudaveis durante todo o experimento;

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

uma resposta imune;

3 — Os bovinos imunizados com os peptideos Sbbo23290 e SBm7462 apresentaram

maior reatividade macroscopica e microscopica nos linfonodos;

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

esteve mais evidente na regido medular;

5 - As células dos linfonodos dos animais imunizados apresentaram imunomarcagao

para os peptideos SBb023290 e SBm7462;

6 - A localizagdo da expressdo dos peptideos Sbbo23290 ¢ SBm7462 ¢ da HSP90

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

considerados normais;

8 - Nao foi possivel estabelecer correlagcdes entre os pardmetros bioquimicos dos

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

Os animais adaptaram-se as condi¢des de confinamento e manejo, o que
minimiza a possibilidade de estresse. O fato de ndo ter ocorrido lesdo celular no
orgao linfoide 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 anatomicos
que a HSP90, sugerem que ocorreu um sinergismo entre 0s mesmos.

De acordo com a literatura, as HSPs “chaperonam” peptideos, formando
complexos HSP-peptideos, favorecendo a apresentagdo as moléculas MHC. E
provavel que a HSP90 cumpriu este papel em relagdo aos peptideos sintéticos
utilizados nesta pesquisa. Portanto, tornam-se necessarias novas pesquisas sobre a
possibilidade da utilizagao 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 utilizagdo como
parametro de saude 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 inducdo das HSPs entre a promocgao
da saude e o dano ao organismo suscita novas pesquisas em prol do uso clinico,

como vacinas ou terapéutica, visando a saude animal ¢ do homem.

63



7- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABBAS, A K.; LICHTMAN, A.H.; POBER, J.S. Imunologia Celular e Molecular.
Editora Revinter Ltda. 4°. edigdo. p.544. 2003.

ALLISON, G.C.; HORTON, R.A.; REES STEVENS, P.; JACKMAN, R
MOORBY, J.M. Changes in plasma metabolites and glycogen are correlated to
bovine spongiform encephalopathy in infected dairy cattle. Research in Veterinary
Science. Disponivel em: < http://www.elsevier.com/locate/rvsc> Acessso em 28 de

Janeiro de 2007.

BASU, S.; MATSUTAKE, T. Heat shock protein-antigen presenting cell interations.
Methods. v.32. p.38-41. 2004.

BENAVIDES, J.A.M. Avaliacdo dos peptideos sintéticos SBbo 23290 e SBm 7462
na forma monovalente e polivalente em bovinos desafiados com Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (CANESTRINI,1887) e Babesia bovis (BABES, 1888 e
STARCOVICI, 1888): resposta humoral, parametros clinicos e biolégicos. 2006.
129p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterindria) — Departamento de
Veterinaria, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, 2006.

BICEGO, K.C.; BARROS, R.C.H.; BRANCO, L.G.S. Physiology of temperature
regulation: Comparative aspects. Comparative Biochemistry and Physiology. Part
A. p. 01-24. 2006.

BLACK, P.H. Stress and the inflammatory response: A review of neurogenic

inflammation. Brain, Behavior and Immunity. v.16. p.622-653. 2002.

BOGLIOLO, L.. Patologia geral basica. Agressdo. Defesa. Adaptagdo. Doenga.
Editora Guanabara Koogan. 1%. Edic¢do. p.713. 1978.

64



BORN, P.; HAPP, M.P.; DALLAS, A.; REARDON, C.; KUBO, R.; SHINNICK, T.;
BRENNAN, P.; O’BRIEN, R. Recognition of heat shock proteins and 3 cell
function. Immunology Today. V.11.p.44-47. 1990.

BROUN, U.; CAMENZIND, D.; WANNER, M.; HAESSING, M. The influence of a
fermentation-resistant glucose diet on the glucose concentration and other
metabolites in portal and jugular blood in cows. Journal Veterinary Medicine. v.
50. p. 8-13. 2003.

BROWN, W.C.; NORIMINE, J.; KNOWLWS, D.P.; GOFF, W.L. Immune control
of Babesia bovis infection. Veterinary Parasitlogy. V.138. p. 75-87. 2006

CAMACHO, S.A.; VILBOIS-KOSCO, M.H.; BEREK, C. The dynamic struture of
the germinal center. Immunology Today. v.11. p. 1327-1329. 1998.

CASTRO, C.C.M. Estudo experimental da resposta imune celular de bovinos
vacinados com o peptideo sintético SBbo 23290 no controle da babesiose por
Babesia bovis (Babes, 1888). 2005. 93 p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria) —Departamento de Veterinaria, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa,

2005.

COGHE, 1J.; UYSTEPRUYST, CH.; BUREAU, J.; ART, T.; LEKEUX, P.
Validation and prognostic value of plasma lactate measurement in bovine respiratory

disease. The Veterinary Journal. V.160. p. 139-146. 2000.

COOKE, B.M.; MOHANDAS, N.; COWMAN, A.F.; COPPEL, R.L.. Cellular
adhesive phenomena in apicomplexan parasites of red blood cells. Veterinary
Parasitology. Disponivel em: <http:/www.elsevier.com/locate/vetpar> Acesso em

29 de agosto de 2005.

DEVRIES, E.M.; RAN, L.; KELVIN, D.J. On the edge: the physiological and
pathophysioldgical role of chemokines during inflammatory and immunological

responses. Seminars in Immunology. v.11.p.95-104. 1999.

65



DOBBIN C.A.; SMITH, N.C.; JOHNSON A.M. Heat shock protein 70 is a potential
virulence factor in murine Toxoplasma infection via immunomodulation of host NF-

kB and nitric oxide. The Journal of Immunology. v.169. p.958-965. 2002.

DONG, Z.; SAIKUMAR, P.; WEINBERG, J.M.; VENKATACHALAN, M.A..
Calcium in cell injury and death. Annual Review Pathology Mechanism Disease.
v.1l. p.405-434. 2006.

DRAYTON D.L.; LTIAO S.; MOUNZER R.H.; RUDDLE N.H.. Lymphoid organ
development: from ontogeny to neogenesis. Nature Immnunology. v.7.p.344-353.
2006.

ECKERSALL, P.D. Recent advances and future prospects for the use of acute phase
proteins as markers of disease in animals. Revue Medicine Veterinary. v.
151.p.577-584. 2000.

FERNANDES, M.; SILVA, R.; ROSSLE, S.C.; BISCH, P.M.; RONDINELLI, E;
URMENYI, T.P. Gene characterization and predicted protein struture of the
mitochondrial chaperonin HSP10 of Trypanosoma cruzi. Gene Section
Evolutionary Genomics. v.394. p.135-142. 2005.

FERREIRA, D. F.; BORGES, L. V. Poder e taxas de erro tipo 1 dos testes Scott-
Knott, Tukey e Student-Newmankeuls sob distribui¢des normal e ndo normais dos

residuos. Revista de Material Estatistico. v. 21.n.1.p. 67-83. 2003.

FERRER, E. GONZALEZ, LM.; FOSTER-CUERVAS, M.; CORTEZ, M.M.;
DAVILA, I.; RODRICUEZ, M.; SCIUTTO, E.; HARRISON, L.J.S.; PARKHOUSE,
R.M.E.; GARATE, T. Taenia solium: characterization of a small heat shock protein
(Tsol-sHSP35.6) and its possible relevance to the diagnosis and pathogenesis of

neurocysticercosis. Experimental Parasitology. v.101 p.1-11. 2005.

66



FLESHNER, M.; CAMPISI, J.; AMIRI, L.; DIAMOND, D.M. Cat exposure induces
both intra- and extracellular Hsp72: the role of adrenal hormones.

Psychoneuroendocrinology. v.29. p. 1142-1152. 2004.

FREITAS, C.M.B. Avaliacdo da resposta imune de bovinos, inoculados com
amostra atenuada de Babesia bovis (STARCOVICI, 1893). 2001. 105 p.
Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Departamento de Veterinaria,

Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, 2001.

FRIER, B.; LOCKE, M.. Preservation of heat stress induced myocardial hsp 72 in
aged animals following caloric restriction. Experimental Gerontology. v. 13.n.45.
p.1-3.2005.

GELETA, A.R.. Antibody response to Babesia bigemina and Babesia bovis by
vaccinated and unvaccinated cattle in an endemic area. Disponivel em:

<http://upetd.up.ac.za/thesis/available/etd>. Acesso em 08 de Agosto de 2005.

GILROY, D.W.. The endogenous control of acute inflammation — from onset to
resolution. Drug Discovery Today: Therapeutic Startegies. v.1. n. 3. p.313-319.
2004.

GONZALEZ, L. C. Z. Controle de Boophilus microplus (CANESTRINI, 1887)
resposta imune de bovinos vacinados com peptideo sintético SBm 7462. 2003.
p.74. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Departamento de

Veterinaria, Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, 2003.

GRUYS, E.; TOUSSAINT, M.J.M; UPRAGARIN, N.; VAN EDEREN, A.M.;
ADEWUYI, A.A.; CANDIAANI, D.; NGUYEN, T.K.A.. SABECKIENE
(BALCIUTE), J. Acute phase reactants, challenge in the near future of animal
production and veterinary medicine. Journal of Zhejiang University Science. v.10.
p. 941-947. 2005a.

67



GRUYS, E.; TOUSSAINT, M.J.M.; NIEWOLD, T.A.; KOOPMANS, S.J. Acute
phase reaction and phase proteins. Journal of Zhejiang University Science. v.11. p.
1045- 1056. 2005b.

GETTY, R. Sison/Grossman: Anatomia dos animais domésticos. Editora

Interamericana. 5% edigdo. Vol.1. p.1134.1981.

GULL, C.A.; TEOH, G. Heat shock proteins: to present or not, that is the question.
Immunology Letters. v. 94. p.1-10. 2004.

HADDAD, J.J.; SAADE, N.E.; SAFIEH-GARABEDIAN, B. Cytokines and neuro-
immune-endocrine interations: a role for hypothalamic-pituitary-adrenal revolving

axis. Journal of Neuroimmunology. v.133. p.1-19. 2002.

HASDAY, J.D.; SINGH, L.S. Fever and the heat shock response: distinct, partially
overlapping processes. Cell Stress & Chaperones. v.5. p. 471-480. 2000.

HEMSWORTH, P.H.; BARNETT, J.L.; BEVERIDGE, L.; MATTHEWS, L.R. The
welfare of extensively managed dairy cattle: A review. Applied Animal Behaviour
Science. v.42. p.161-182. 1995.

HERNANDES, R.; FERRO, J.A.; GONZALES, E.; MACARI, M.; BERNAL,
F.E.M.; FERRO, M.L.T. Resisténcia a sindrome ascitica, competéncia homeotérmica
e niveis de HSP 70 no coragdo e pulmao de frangos de corte. Revista Brasileira de
Zootecnia. v.31. n.3. 2002.

HERNANDEZ, M.X.S. Expressdao de moléculas de adesdo de Babesia bovis
(ICAM-1, VCAM, PECAM-1, E-SELECTINA E TROMBOSPONDINA) em
células endoteliais. 2002. 96 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) -

Universidade Federal de Vigosa. Vigosa.

68



HICKMAN-MILLER, H.D.; HILDEBRAND, W.H.. The immune response under
stress: the role of HSP-derived peptides. Trends in Immunology. v. 25. n.8. p.427-
433.2004.

HOMER, M.J.; AGUILAR-DELFIN, I.; TELFORD III, S.R.; KRAUSE, P.J;
PERSING, D.H. Babesiosis. Clinical Microbiology Reviews. p. 451-469, Jul. 2000.

HOWARD, C.J.; COLLINS, R.A.; SOPP, P.; BROOKE, G.P.; KWONG, L.S;
PARSONS, K.R.; WEYNANTS, V.; LETESSON, J.J.; BEMBRIDGE, G.P. T-cell
responses and the influence of dendritic cells in cattle. Advances in Veterinary
Medicine. v.41. p. 275-288. 1999.

KANEKO, J.J.; HARVEY, J.W.; BRUS, M.L.. Clinical Biochemistry of Domestic
Animal. Academic Press. Fifth Edition. P.932. 1997.

KANITZ, E.; TUCHSCHERER, M; PUPPE, B.; TUCHSCHERER, A
STABENOW, B. Consequences of repeated early isolation in domestic piglets (Sus
scrofa) on their behavioural, neuroendocrine and immunological responses. Brain,
Behavior and Immunity. v. 18. p. 35-45. 2004. Disponivel em:

<http://www.sciensedirect.com> Acesso em: 04 de Junho de 2005.

KENT, J. Acute phase proteins their use in veterinary diagnosis (guest editorial).

British Veterinay Journal. v.148. p.279-282. 1992.

KERR, M.G. Exames laboratoriais em medicina veterinaria. 2*. Ed. Sdo Paulo:
Editora Roca LTDA. 436p. 2003.

KOLB, L.; GURTLER, H.; KETZ, H.-A.; SCHRODER, L.; SEIDEL, H. Fisiologia
Veterinaria. Editora Guanabara. 5*. Ed. 611p. 1987.

69



LEE, W; HSIAO, H; WU, Y; LEE, Y; FUNG, H; CHEN, H; CHEN, Y; CHU, R.
Serum C-reactive protein in dairy herds. The Canadian Journal of Veterinary
Research. v.67. p. 102-107. 2003.

LI, Z. In vitro rescontitution of heat shock protein- peptide complexes for generating
peptide-specific vaccines against cancers and infectious diseases. Methods. v. 32.

p.25-28. 2004.

LUI, Y-J.; BOUTEILLER, O.; FUGER-VIVIER, 1. Mechanisms of selection and
differentiation in germinal centers. Current Opnion in Immunology. v.9. p.256-
262.1997.

LUDER, C.G.K.; GROSS, U.; LOPES, M.F. Intracelular protozoan parasites and
apoptosis: diverse strategies to modulate parasite-host interations. Trends in

Parasitology. v.17. n.10. 2001.

LYDYARD M.P.; VAN EDEN, W. Heat shock proteins: immunity and
immunopathology. Immunology Today. v. 11.n. 7.p.228-230. 1990.

MARSLAND, A.L; BACHEN, E.A.; COHEN, S.; RABIN, B.; MANUCK, S.B.
Stress, immune reativity and susceptibility to infectious disease. Physiology &

Behavior, v.77, p. 711-716, 2002.

MASEK, K.; SLANSKY, J.; PETROVICKY, P.; HADDEN, J.W. Neuroendocrine
immune interations in health and disease. International Immunopharmacology.
v.3. p.1235-1246. 2003.

MEHTA, T.A.; GREENMAN, J.; VENKATASUBRAMANIAM, A.; CHETTER,
I.C.; McCOLLUM, P.T.. Heat shock proteins in vascular disease — a review.

European Journal Vasculare and Endovasculare Surgery. v.29.p.359-402.2005

70



MEYER, T.N.; DA SILVA, A.L. Resposta celular ao estresse. Revista da
Associacdo Médica Brasileira. v.45. n. 2. Abr / Jun, 1999.

MINISTERIO da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Estatistica agropecuéria
1995-2005. Disponivel em: http://www.agricultura.gov.br .Acesso em 03 de Fev
2007.

MINOWADA, G.; WELCH, W.J. Clinical implications of the stress response.
Journal Clinical Investigation. v. 95. p.3-12. 1995.

MOINE, P.; ASEHNOUNE, K.; EDOUARD, A.; PAYEN, D. Immunomodulation
and sepsis — Impact of the microorganisms. Reanimation. v.12. p.182-191. 2003.

MONTENEGRO — JAMES, S. Prevalence and control of babesiosis in the Americas.
Memoria do Instituto Osvaldo Cruz, v.87, Supl. 3, p.27-36, 1992.

MOSTIL, E.; PALME, R. Hormones as indicators of stress. Domestic Animal
Endocrinology. v.23. p.67-74. 2002.

NICCHITA, C.V.; CARRICK, D.M.; BAKER-LEPAIN, J.C. The messenger and the
message: gp96 (GPR 94)-peptide interactions in cellular immunity. Cell Stress &
Chaperones. v.9. n.24. p.325-331. 2004.

NJEMINI, R.; DAMANET, C.; METS, T. Comparason of two ELISAs for
determination of HSP70 in serum. Journal of Immunological Methods. Disponivel

em: <http://www.elsevier.com/locate/jim>. Acesso em: 04 de Jun 2005.

NYLEN, E.S.; ALARIFI, A.A. Humoral markers of severity and prognosis of critical
illnes. Best Practice & Research Clinical Endocrinology and Metabolism. v. 15.
p.553-573. 2001.

71



OKADA, T.; CYSTER, J.G. B cell migration and interactions in early phase of

antibody responses. Currente Opinion in Immunology. v. 18. p.1-8.2006.

OLFERT, E.D.; GODSON, D.L. Humane endpoints for infectious disease animal
models. ILAR Journal Online, v. 41, 2. p. 1-16. 2000.

PARKER, A.J.; HAMLIN,G.P.; COLEMAN,C.]J.; FITZPATRICK, A. Excess
cortisol interferes with a principal mechanism of resistance to dehydration in Bos

indicus steers. Animal Growth, Physiology and Reproduction. 2004.

PATARROYO, J.H.; VARGAS, M.I.; FREITAS, C.M.; MACEDO, P.A.; PRATES,
A.A.; PORTELA, R.W.; CAETANO, B.C. Mapeamento de epitopos T reativos da
proteina By60 (RAP-1) de Babesia bovis. Anais do XI Seminéario Brasileiro de

Parasitologia Veterinaria. Salvador, 1999.

PATARROYO, J. H.; PORTELA, R. W.; DE CASTRO, R. O.; PIMENTEL, J. C,;
GUZMAN, F.; PATARROYO, M. E.; VARGAS; M. I.; PRATES, A. A.; MENDES,
D. M. A. Immunization of cattle with synthetic peptides derived from the Boophilus
microplus gut protein (Bm86). Veterinary Immunology and Immunopathology,
v.88, p. 163-172, 2002.

PATARROYO, J.H; SOSSALI, S. Alternativa para o controle de carrapatos: vacinas e
medicamentos. Simposio de producédo de gado de corte, IV, 2004, Vigosa. Anais

..., Vicosa.Departamento de Zootecnia — Universidade Federal de Vigosa, 2004.

PETERSEN, H.H.; NIELSEN, J.P.; HEEGAARD, P.M.H. Application of acute
phase protein measurements in veterinary clinical chemistry. Vet. Res. v.35. p.163-

187.2004.

POCKLEY, A.G. Heat shock proteins as regulators of the immune response. The
Lancet. v. 362.p. 469-476. 2003.

72



PROPHET, E.B; MILLS, B; ARRINGTON, J.B; SOBIN,L.H. Laboratory Methods
in histotechnology. Washington Armed Forces Institute of Pathology, 1992. p.27.

PYORALA, S.. Hirvonen’s thesis on acute phase response in dairy cattle. 2000.
80 f. Faculty of Veterinary Medicine - University of Helsinki — Helsinki -

QAZI, K.R.; WIKMAN, M.; VASCONCELOS N.; BERZINS, K.; STAHL, S;
FERNANDEZ, C. Enhancement of DNA vaccine potency by linkage of Plasmodium
falciparum malarial antigen gene fused with a fragment of HSP70 gene. Vaccine. v.
23.p. 1114-1125. 2005.

RAMIREZ, N.; MOLINA, S.; SIERRA, G.; PAREJA, J.. Prevalencia de niveles
séricos de haptoglobina em bovinos adultos, de cuatro hatos de Antioquia. Revista

do Col. Cienc. Pec.v 15. p.160-168. 2002.

RENSIS, F.D.; SCARAMUZZI, R.J. Heat stress and seasonal effects on
reproduction in the dairy cow — a review. Theriogenology. V. 60. p.1139-1151.
2003.

REZENDE, D.M. Resposta celular em linfonodos de bovinos inoculados com
Anaplasma marginale. 2003. 60 p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria)

— Deparatmento de Veterinaria, Universidade Federal de Vicosa, Vicosa. 2003.
REZZANI, R.; BUFFOLI, B.; RODELLA, L.; STACCHIOTTI, A.; BIANCHI, R..

Protective role of melatonin in cyclosporine A-induced oxidative stress in rat liver.

International Immunopharmacology. v.5. p.1397-1405. 2005.

ROBERT, J.. Evolution of heat shock protein and immunity. Developmental &
Comparative Immunology. v.27. p.449-464. 2003.

73



ROUSSEL, S.; BOISSY, A.; MONTIGNY, D.; HEMSWORTH, P.H.; DUVAUX-
PONTER, C. Gender-specific effects of prenatal stress on emotional reactivity of

goat kids. Hormones and Behavior. V. 47. p. 256-266. 2005.

RUEF, B.J.; WARD, T.J.; OXNER, C.R.; CONLEY, P.G.; BROWN, W.C.; RICE-
FICHT, A.C.. Phylogenetic analisis with newly characterized Babesia bovis hsp70
and hsp90 provides strong support for paraphyly within the piroplasms. Molecular
and Biochemical Parasitology. v. 109. p.67-72. 2000.

RUIS, M.A.W.; GROOT, J.; BRAKE T, et al. Behavioural and physiological
consequences of acute defeat in growing gilts: effects of the social environment.

Applied Animal Behaviour Science. v.70, p.201-225. 2001.

SALES JUNIOR, P.A. Utilizacdo de microesferas biodegradaveis PLGA como
sistema de liberacdo para a vacina sintética SBm 7462 no controle do Boophilus
microplus (Canestrini, 1887): modelo experimental em camundongos. 2003. 77 p.
Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Departamento de Veterinaria,

Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, 2003.

SANDOVAL, M.P.C.. Estudio inmunohistoquimico de la expresion de proteinas
de choque térmico (HSP 70 y HSP 27) em pulmén humano y tumoral. 2002. 271
f. Doutorado (Grado de Doctor em Medicina) — Universidad Complutense de Madrid
— Madrid.

SANTOS, E. O.. Metabolismo do estresse: impactos na salde e na producao
animal. 2005. Seminario (Disciplina Bioquimica do Tecido Animal no Programa de

Pos-Graduacao em Ciéncias Veterinarias). Universidade Federal do Rio Grande do

Sul.

74



SEGAL, B.H.; WANG, X.; DENNIS, C.G.; YOUN, R.; REPASKY, E.A.;
MANIJILI, M.H.; SUBJECK, J.R.. Heat shock proteins as vaccine adjuvants in
infections and cancer. Drug Discovery Today. v.11. p. 534-540. 2006.

SEPPONEN, K.; POSO, A.R.. The inducible form of heat shock protein 70 in the
serum, colon and small intestine of the pig: Comparison to conventional stress
markers. The Veterinary Journal. Disponivel em:

<http://www.elsevier.com/locate/tvil>. Acesso em: 06 de Jul 2005.

SHERWOOD, E.R.; TOLIVER-KINSKY, T.. Mechanisms of the inflammatory
response. Best Practice & Research. v. 18.n.3.p. 385-405. 2004.

SISTEMA de analise estatistica e genética (SAEG), UFV, Centro de
processamento de dados, Vigosa-MG, 1999.

SLOCOMB, L.L.; COLDITZ, 1.G.. Evaluating the stress of production in catlle using
haptoglobin. 5°. Intennational Colloquium on Animal Acute Phase Proteins —
Dublin — March 2005.

STEPTOE, A.; WARDLE, J.; MARMOT, M.. positive affect and health-related
neuroendocrine, cardiovascular, and inflammatory process. PNAS. v. 102. 18.

p.6508-6512. 2005.

STEWART, G.R.; YOUNG, D.B.. Heat-shock proteins and host-pathogen
intaraction during bacterial infection. Current Opinion in Immunology. v.16.
p.506-510. 2004.

TAYLOR, R.P.; BENJAMIN, I.J.. Small heat shock proteins: a new classification
scheme in mammals. Journal of Molecular and Cellular Cardiology. v.38.p.433-
444.2005.

75



VAN REENEN, C.G.; O°’CONNELL, N.E.; VAN DER WERF, J.T.N.; KORTE,
S.M.; HOPSTER, H.; JONES, R.B.; BLOKHUIS, H.J.. Responses of calves to acute
stress: individual consistency and relations betwenn behavioral and physiological

measures. Physiology & Behavior. v.85. p.557-570. 2005.

VARGAS, M. 1. V.; PATARROYO, J. H. S. Patofisiologia da infec¢cdo por Babesia
bovis. Curso de Patologia Geral, 01 — 30 de maio de 2004. 6 f. Notas de Aula.

Mimeografado.

VON ADRIAN, U.H.; MEMPEL, T.R.. Homing and Cellular Traffic in Lymph
Nodes. Immunology. v.3. p. 867-878. 2003.

UNGAR-WARON, H.; BRENNER J.; PAZ, R.; MOALEM,U.; TRAININ, Z.. yd T-
lynphocytes and anti-heat shock protein reativity in bovine leukemia virus infected

cattle. Veterinary Immunology and Immunopathology. v. 51. p. 79 — 87. 1996.

WEBSTER, J.I.; TONELLI, L.; STERNBERG, E.M.. Neuroendocrine regulation of
immunity. Annu.Rev.Immunol. v.20. p.125-163. 2002.

76



9 - ANEXOS

As figuras a seguir estdo relacionadas aos valores das andlises

bioquimicas, com avaliagdo por animais em cada grupo.
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