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RESUMO

MARTINEZ-RODRIGUEZ, Lorena Catalina, MSc., Universidade Federal de
Vigosa, Novembro de 2013. Resposta de linfonodos de bovinos mesticos
inoculados a campo com a vacina recombinante rSBm7462 anti
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Orientadora: Marlene Isabel Vargas
Viloria. Co-orientador: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo.

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus € responsavel por perdas
econdmicas significativas nos paises das regides tropicais e subtropicais.
Atualmente, o controle quimico para este parasito € afetado pela geragao de
resisténcia aos diversos acaricidas comerciais, ato que tem sido reportado em
varios paises do mundo. Além disso, a preocupagado com os residuos quimicos
nos produtos de origem animal e no ambiente € um problema de saude publica.
Portanto, o controle imunoldgico torna-se uma alternativa promissora devido a
sua facil administragdo, ser economicamente viavel e contribuir na seguranga
alimentar. O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta de linfonodos de
bovinos imunizados a campo com o peptideo rSBm7462 anti Rhipicephalus
(Boophilus) microplus. Foram utilizados 14 bovinos mesticos (Bos taurus x Bos
indicus), com grau de sangue variado holandés-zebu, com idades entre 4-10
meses, mantidos em duas propriedades rurais do norte de Minas Gerais. Os
animais receberam trés imunizag¢des do peptideo rSBm7462, aplicados por via
subcutanea, com intervalo de 30 dias. Apdés 15 dias de cada imunizacdo, os
linfonodos pré-escapulares foram coletados cirurgicamente e fixados por 18
horas em formol. Posteriormente foram incluidos em parafina. As amostras dos
linfonodos foram coradas pela técnica hematoxilina-eosina (HE) para a
observagdo de eventos celulares. Para a identificagdo do antigeno nos
linfonodos dos animais imunizados, foi realizada a técnica de imunoistoquimica
(IHQ) com o método peroxidase-anti-peroxidase (PAP). A resposta de
linfonodos dos bovinos inoculados foi avaliada pelas analises de formacgao de
centros germinais (CG), hiperplasia de cordées medulares (CM) e a presenga
do antigeno rSBm7462 em células PAP+, demostrando que o peptideo
recombinante rSBm7462 induz uma resposta imune adaptativa T-dependente,
caracterizada nos tecidos linféides secundarios pela formacao de estruturas

que conferem afinidade e memaria imunoldgica.
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ABSTRACT

MARTINEZ-RODRIGUEZ, Lorena Catalina M.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, November 2013. LYMPH NODES RESPONSE OF CROSSBRED
CATTLE INOCULATED AT FIELD WITH A RECOMBINANT VACCINE
rSBm7462 AGAINST Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Advisor:
Marlene Isabel Vargas Viloria. Co-advisor: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo.

The cattle tick, Rhipicephalus (Boophilus) microplus is responsible for
significant economic losses in tropical and subtropical countries around the
world. Nowadays, the chemical control for this parasite is affected by the
resistance development to several commercial acaricides, which has been
reported in many countries. Furthermore, the concerns generated by chemical
remains in animal products and the environment makes from this control a
problem of high level importance for the public health. Thus, the immunological
control becomes a promising alternative because the easy administration, low
costs and its contributions to the food security. The objective of this study was
to evaluate the lymph nodes response of cattle immunized at field with the
peptide rSBm7462 anti Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Fourteen
crossbred cattle (Bos taurus x Bos indicus) with degree of blood holstein-zebu
and aged 4-10 months were used. The animals were maintained on two farms
in the north of Minas Gerais and received three immunizations with the peptide
rSBm7462 applied subcutaneously at 30-day intervals. Pre-scapular lymph
nodes were collected surgically 15 days after each immunization and fixed in
formalin for 18 hours, then they were embedded in paraffin subsequently.
Lymph node samples were stained with Hematoxylin-Eosin (HE) for cellular
events observation. On the other hand, in order to antigens identifying in
immunized animals lymph nodes, the immunohistochemistry (IHC) with
peroxidase-anti peroxidase (PAP) method was performed. Lymph node
response of cattle inoculated was evaluated by analysis of germinal centers
(GC) formation, medullary cords hyperplasia (MC) and antigen rSBm7462
presence in PAP+ cells. This study shows that the recombinant peptide
rSBm7462 induces a T-dependent adaptive immune response on lymphoid
tissues characterized by the affinity and immunological memory in the

secondary lymphoid tissues structure formation.



1. INTRODUGAO

Pela capacidade de transmitir agentes infecciosos, os carrapatos
merecem importancia tanto para a saude publica como para a produgao
animal. Dentre os artrépodes de maior importancia na medicina veterinaria,
destaca-se o carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini 1888,
apud GUGLIELMONE et al., 2010), responsavel por perdas econbémicas nos
paises de regides tropicais e subtropicais.

A dependéncia exclusiva de compostos quimicos para o controle do R.
(B.) microplus tornou-se uma das maiores preocupagdes cientificas e
econbmicas dos ultimos anos, e como consequéncia, estdo sendo realizadas
pesquisas para o desenvolvimento de vacinas. Na busca de formas alternativas
para o controle do parasito, foi desenvolvido um imundgeno sintético anti R.
(B.) microplus (SBm7462%), que contém peptideos baseados na proteina do
intestino do carrapato, a Bm86. Quando usada em conjunto com saponina
experimentalmente em bovinos de varias ragas, este imundgeno alcangou uma
eficacia de 81,05%, tendo como parametros, a redugédo no numero e no peso
de fémeas adultas, redugao do peso médio dos ovos e diminuigao da fertilidade
(PATARROYO et al., 2002).

A demanda por vacinas parasitarias em saude animal € crescente, e
empresas remetem lucros acima de trés bilhdes de dolares somente nesse
setor (DALTON e MULCAHY, 2001). Para diminuir as dificuldades da sintese
quimica de peptideos, principalmente devido ao alto custo e logistica, a
producdo do peptideo recombinante SBm7462®, por fermentacdo em leveduras
Pichia pastoris, se apresenta como uma estratégia promissora para garantir
grandes volumes do imundgeno, por baixo custo (SOSSAI et al., 2009 NEVES
etal., 2011 e TAFUR et al., 2013).

Atualmente, ndo existe no pais um programa oficial de controle do
carrapato em vigor e, por esta razao, os critérios para a gestao de infestacbes
sao definidos exclusivamente pelos produtores. Neste cenario, € um motivo de
preocupacao  permanente  entre  produtores, industrias,  agéncias
governamentais e técnicas (ANDREOTTI, 2010).

Em concordancia com isso, no presente estudo foram analisados
eventos de respostas induzidas em linfonodos de bovinos depois de sucessivas
imunizagdes a campo com o peptideo recombinante rSBm7462.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Industria pecuaria

Atualmente devido ao crescimento populacional que ja atinge os sete
bilhbes de pessoas em todo o mundo e ao padrao de consumo que se eleva
em alguns setores da sociedade, a renda do consumidor tem impulsionado a
pecuaria a um desenvolvimento acelerado (UNFPA). Com capacidade de
fornecer alimento muitas vezes de origem confiavel e garantindo seguranga
alimentar & populagdo mundial que esta cada vez mais exigente. E necessario
aumentar a capacidade produtiva do rebanho nacional para que seja capaz de
satisfazer a demanda consumidora. Para isso, devem-se melhorar as
condigbes de bem estar animal, sanidade e reprodugédo através tecnologias
(MILAZZOTO et al., 2008).

O Brasil detém o maior rebanho comercial de bovinos do mundo, em torno
de 212,8 milhdes de cabecas distribuido em todas as regides (IBGE, 2011).
Atualmente, o Brasil produz 9,4 milhdes de toneladas de carne bovina, sendo
que 16,5% s&o negociados para dezenas de paises em todo o mundo. Na
ultima década, o pais registrou crescimento de 400% no valor de suas
exportagdes, atingindo o recorde histérico de US$ 5,7 bilhdes em faturamento,
e consolidando a posicao de maior exportador mundial de carne bovina. Sé no
periodo de janeiro a julho de 2013, o Brasil movimentou uma cifra de US$
3,579 bilhdes (ABIEC, 2013). Quanto a producgéo de leite, o Brasil ocupou a
sexta posicao mundial atras da Uniao Europeia, india, Estados Unidos, China e
Russia (DAIRY, 2011).

N&o obstante, apresenta-se alguns obstaculos na produg¢do animal, os
parasitas sao importantes causas de injurias aos rebanhos, sendo
responsaveis por perdas da produtividade, além da transmissao de patégenos
causadores de diversas enfermidades para os animais e também para o
homem (SOSSAI, 2009). Entre estes parasitas, os carrapatos, a nivel mundial,
sdo os segundos vetores mais importantes de enfermidades em humanos
depois dos mosquitos (DE LA FUENTE e KOCAN, 2006). Segundo a FAO
(Food and Agriculture Organization), os carrapatos causam prejuizos que
ultrapassam US$ 8 bilhdes anuais devido a infestacdo e transmissdo de

doencas. E estimado que cada teledgina seja responsavel pela queda de
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producao diaria de 8,9 mL de leite e de 3,0 g de peso corporal (JONSSON et
al., 1998).

Além disso, a aplicagdo dos avangos biotecnoldgicos, para a criagao de
novos métodos de diagndstico e a fabricagdo de vacinas, conseguem prevenir
e controlar enfermidades geradas por virus, bactérias, fungos e parasitas,
agentes etioldgicos de prejuizos milionarios que comprometem seriamente a
economia do setor pecuario(CAVALCANTI et al., 2008; GRISI, 2013).

2.2. O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Analises filogenéticas recentes usando métodos moleculares
determinaram cinco espécies do subgénero Boophilus dentro do género
Rhipicephalus: Rhipicephalus (Boophilus) microplus; Rhipicephalus (Boophilus)
annulatus; Rhipicephalus (Boophilus) decoloratus, Rhipicephalus (Boophilus)
kohlsi e Rhipicephalus (Boophilus) geigyi (MURRELL et al., 2000; BEATI e
KEIRANS, 2001).

O carrapato do boi, R. (B.) microplus, esta distribuido em praticamente
todos os paises compreendidos entre os paralelos 32° norte e 35° sul, sendo o
principal ectoparasita na pecuaria desses paises (NUNEZ et al., 1982; LIMA et
al., 2000). ESTRADA-PENA (1999) demonstrou a distribuicdo deste carrapato
na América do Sul, por predicdo espacial, estando amplamente distribuido no
norte da Argentina, Paraguai, Uruguai, leste da Bolivia, Coldmbia e Venezuela,
além do Brasil, com especial atengao as regides Sudeste e Centro-oeste e toda
a costa brasileira.

Considera-se que seja o ectoparasita mais prejudicial a economia
pecuaria. Afirma-se que mais de 75% da populagdo bovina mundial é atingida
pelo parasitismo deste carrapato (CORDOVES, 1997). No Brasil, dados do
Ministério da Agricultura de 1983 ratificaram que o R. (B.) microplus estav0061
presente em 96% dos municipios informantes (73,37% dos municipios
brasileiros), sendo que em 80% deles é muito frequente (VERISSIMO, 1993).
Estudo realizado por GRISI et al., (2002) evidenciou que este carrapato gera
prejuizos da ordem de US$ dois bilhdes anuais para o Brasil. A quantificacao
atual supera em 52% os valores de uma década atras, segundo 0s mesmos
autores num estudo recente. O calculo foi feito tomando como base um
rebanho bovino de 212,8 milhdes de cabecgas na propor¢édo de um animal para

um habitante humano, uma perda de 1,18 grama/carrapato/dia (430,7
3



gramas/ano), uma infestacdo média de 100 carrapatos/cabecga e 42,5 milhdes
de cabecas sob risco (perto de 20% do rebanho nacional). A perda anual no
rebanho somou, portanto, pouco mais de 1,8 bilhdo de toneladas. Com base
em um preco pago ao produtor de US$ 1,62/kg vivo, chegou-se ao prejuizo de
US$ 2,965 bilhdes (GRISI, 2013).

2.2.1. Efeitos do parasitismo

Em bovinos, a infestacdo do carrapato R. (B.) microplus gera varios
efeitos que sdo causados pela hematofagia intensa, realizada principalmente
pelas fémeas, podendo chegar a uma quantidade de 0,6 a 3 mL por teledgina
(ARTHUR, 1960), levando a perdas na produgcdo que sao proporcionais a
intensidade e frequéncia das infestagdes (CORDOVES, 1997). Além disso,
pode gerar quadros de anemia e perda de nutrientes nos animais infestados.
Durante a alimentagdo do carrapato nos locais de fixagdo algumas vezes
ocasiona reacgdes inflamatérias que evoluem a cicatrizes irreversiveis,
reduzindo a qualidade e o valor do couro. E também pela irritacdo que causa o
desconforto dos animais, impedindo o bem-estar e alterando o comportamento
(LIMA et al., 2000; LOVIS, 2012).

Segundo SPRINGELL (1983), em um estudo conduzido para a FAO
(Food and Agriculture Organization), as perdas econdmicas podem ser
estratificadas, com 36% causadas pelo aumento do custo do trabalho aplicado
ao controle e tratamento dos animais parasitados; 20% relacionados a perda
de produtividade carnea, ou seja, diminuicdo do ganho de peso, 16%
relacionados a perda de produtividade leiteira; 11% relacionados aos custos
diretos do tratamento a base de acaricidas; 7% com obitos e 10% com outras
perdas, como a diminuicdo do valor do couro, veiculagdo de doencgas e
tratamento destas, e finalmente o descarte de animais.

A parasitose do carrapato R. (B.) microplus predispde a transmissado de
agentes patogénicos, principalmente hematozoarios. No Brasil, os mais
importantes sdo Babesia bovis e B. bigemina, tendo participagdo também na
epidemiologia de Anaplasma marginale (PATARROYO, 1994), o que ocasiona
prejuizos ao produtor relacionados aos tratamentos de outras afecgdes
exacerbadas pela supressao da imunidade do hospedeiro e que, nos casos
mais severos, aumenta a mortalidade e compromete a natalidade dos

rebanhos. Por outro lado, incrementa o custo de produgdo na aquisicao de
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acaricidas e de equipamentos de suporte para aplicagdo dos mesmos. Além da
mao-de-obra, campanhas de educacédo e as despesas com instalagdes ou
infraestruturas para o controle das infestagbes (ANDREOTTI, 2010; LOVIS,
2012).

2.3. Métodos de controle

2.3.1. Controle quimico

KEARNEY (2013) relata que o controle preventivo ou terapéutico do
carrapato usualmente é através do uso dos acaricidas, iniciando-se uma
dependéncia a estes produtos quimicos que, embora apresentem eficacia,
contribuem para a selegcédo de carrapatos resistentes.

A resisténcia é o processo de sele¢cao genética em que alguns carrapatos
de uma populacdo sobrevivem apds exposi¢cao continuada a uma familia ou
grupo quimico carrapaticida letal para a maioria dos individuos normais da
especie, chegando a um ponto em que toda a populacdo seja resistente
(FURLONG, 1998). Este fato é determinado pelo estabelecimento e a
propagacdo do alelo resistente por pressédo de selecdo (FURLONG e
MARTINS, 2000) devido ao aumento de alguns individuos que sofreram
alteragdes (mutagdes), tornando-os resistentes e, uma vez que morrem 0s
sensiveis, 0s sobreviventes acasalam entre si, produzindo descendentes com
caracteristicas de resisténcia, ou seja, a pressao de selegdo aumenta a
proporcao da populagdo de carrapatos que carregam 0sS genes para estes
fatores de resisténcia (ANDREOTTI, 2010).

A resisténcia pode ser originada por varios mecanismos, classificada
geralmente em trés categorias principais: insensibilidade de sitio de acéo,
incremento de detoxificagado metabdlica e reducao da penetragao cuticular pela
alteragdo nos canais de sédio (OAKESHOTT et al., 2003; GUERRERO et al.,
2012a).

A resisténcia metabdlica e do sitio de acdo sdo comuns no R. (B.)
microplus. A primeira ocorre quando os artrépodes desenvolvem um aumento
de expressdao de genes envolvidos na atividade de enzimas metabdlicas de
xenobidticos/detoxificadoras, incrementando a habilidade celular para
sequestrar moléculas toxicas de um acaricida. A segunda caracteriza-se,
principalmente, por uma mutagédo de nucleotideo na regiao codificadora de um

gene. Essa mutagdo pode conferir uma mudanga de aminoacido e,
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consequentemente, uma alteragdo tridimensional na proteina formadora do
receptor. A mudanga estrutural pode alterar a habilidade da molécula do
componente acaricida de se ligar ao sitio de agao, resultando em resisténcia
(PEREIRA et al., 2008; GUERRERO et al. 2012a).

PATARROYO e VARGAS (1982) consideram como axiomatico o fato de
que, uma vez tenha aparecido resisténcia comprovada a um acaricida de
determinado grupo quimico, ela é irreversivel e que o emprego de uma mesma
base quimica apos determinado tempo ndo tera qualquer proveito para o
controle do carrapato. As vezes, a resisténcia esta instalada em uma populagao
de carrapatos até mesmo antes de estes entrarem em contato com aquele
produto, devido ao fato que ja existem na populagdo alguns individuos
naturalmente resistentes, cerca de um a cada um milhdo ou mais de individuos
(ANDREOTTI, 2010).

A detecgao precoce da resisténcia através do monitoramento pode ser
uma ferramenta chave para evitar a selegcdo de carrapatos resistentes em
situacdes de uso continuo de acaricidas do mesmo principio ativo, bem como
para atrasar a propagacgao. Isto depende de fatores que incluem a frequéncia
das mutagdes na populagao original antes do tratamento, 0 modo de heranga
do alelo resistente (dominante, codominante ou recessivo) e a proporgao da
populacao total de carrapatos que nao é exposta ao acaricida (refugios) (FAO,
2003).

A resisténcia do R. (B.) microplus aos acaricidas existe nas diversas
regides do mundo onde € realizado o controle quimico. Esse evento faz parte
da habilidade da populagao de carrapatos buscar alternativas de sobrevivéncia
no ambiente. Assim, em condicbes de uma forte pressdao seletiva, o
desenvolvimento da resisténcia é inevitavel (ANDREOTTI, 2010).

Desde a fabricacdo, no século XIX, de compostos quimicos para o
controle dos carrapatos, foram descritos casos de resisténcia poucos anos
apos entrar no mercado. Os primeiros foram os arsénicos e os derivados
destes que posteriormente foram suspendidos pela alta toxicidade. Com a falta
de um acaricida alternativo, as infestagdes por R. (B.) microplus em varias
partes do mundo tomaram enormes propor¢des. Além disso, o risco a saude e
as preocupacoes relacionadas a residuos motivou o desenvolvimento de novos

produtos, gerando os produtos organoclorados (OC), organofosforados (OP),



carbamatos, amidinas, piretroides sintéticos (SP), lactonas macrociclicas,
fenilpirazois, reguladores de crescimento e espinosinas (LOVIS, 2012).

O primeiro caso de resisténcia aos OCs foi observado no Brasil em 1952
(FREIRE, 1953) e, posteriormente, em areas da Australia e regides sul e
equatorial da Africa. Com a finalidade de substituir os OCs, foram
desenvolvidos os OP, mas também foi reportada resisténcia para estes no ano
1960. Os carbamatos estdo bem relacionados com os OPs e se caracterizam
por terem propriedades carcinogénicas. Portanto seu uso € minimo (LOVIS,
2012).

As amidinas ainda sdo um dos grupos mais utilizados, depois de mais de
30 anos de comercializagido. A resisténcia as amidinas apareceu 4 a 10 anos
apo6s do seu uso inicial em diferentes partes do mundo, iniciando na Australia, e
em seguida México, América do Sul, Africa do Sul e Nova Caleddnia (LOVIS,
2012).

Quanto aos SPs, esses tém sido amplamente usados desde que entraram
no mercado a meados de 1970. Devido a associagdo com o grupo das
amidinas, resultou o reaparecimento da resisténcia a esta classe de
substancias, sendo reportada na América do Sul e Central (Brasil e México),
Africa do Sul, Australia e Nova Caledénia (LOVIS, 2012).

As lactonas macrociclicas (ML) surgiram em 1981, e produziram grande
revolucdo no mercado mundial dos antiparasitarios. Somente em 2001 foi
reportada resisténcia cruzada por R. (B.) microplus no Brasil (FURLONG e
MARTINS, 2000), e México (PEREZ-COGOLLO et al., 2010).

O fipronil € o unico composto dos fenilpirazdis usado para o controle do
carrapato em bovinos em meados de 1990. A resisténcia ao fipronil foi relatada
em 2007 no Uruguai e no Brasil (CASTRO-JANER et al., 2010a, CASTRO-
JANER et al., 2010b).

Produtos como reguladores de crescimento (Fluazuron) e as espinosinas
(spinosad) atuam bem no controle contra o R. (B.) microplus. Até o ano 2010
nao foram observadas resisténcias para Fluazuron; porém, as espinosinas
apresentam uma baixa resisténcia cruzada com outros quimicos (LOVIS,
2012).

A resisténcia do R. (B.) microplus para organofosforados (OP), piretroides
sintéticos (SP) e amitraz estd distribuida mundialmente. Embora menos

comum, a resisténcia para lactonas macrociclicas (ML) e fipronil tém sido
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também reportadas. A figura 1 representa um mapa qualitativo a resisténcia
acumulada destas cinco classes de acaricidas, indicando que ha pelo menos
um relato de resisténcia no pais com base em informagdes disponiveis em até
junho de 2012.

Resisténcia ndo reportada

Resisténcia para uma classe: organofosforados (OP) ou para
piretroides sintéticos (SP).

Resisténcia para duas classes: entre OP, SP e amitraz.

Resisténcia para trés classes: OP, SP e amitraz

Resisténcia para quatro classes: OP, SP, lactonas macrociclicas (ML) ou fipronil

Resisténcia para cinco classes: OP, SP, amitraz, ML e fipronil

Figura 1 - Resisténcia a acaricidas reportada em diferentes paises.
Fonte: Adaptado de LOVIS, 2012.

O mercado de carrapaticidas no Brasil movimenta cerca de US$ 960
milhdes por ano e constitui 34% do mercado de produtos veterinarios (SINDAN,
2010). Considerando a velocidade com que aparece a resisténcia reportada
para todos os acaricidas comerciais devido as mutagdes sofridas pelas
diversas populagdes de carrapatos, desperta o interesse por parte das
empresas a criagdo de novos produtos para o controle deste parasita (LOVIS,
2012). A introducdo de um novo produto no mercado torna-se um fator
importante que interfere nos custos de produgdo. Nos Estados Unidos, estima-
se em US$ 100 milhdes para o descobrimento e desenvolvimento de novas
drogas com uma vida média de duragédo de 10 anos (GRAF et al., 2004), além
de exigir um tempo consideravel na fabricacao precisa da elaboracao de testes
destes novos produtos e que sejam capazes de atingir uma eficacia pelo
menos do 95% para serem registrados pelo Ministério da Agricultura e
Abastecimento (MAPA).



Entretanto, a comercializacdo de novos produtos apresenta potenciais
téxicos que geram danos ao meio ambiente e para a saude publica (OMS,
2000). Esta preocupacao esta relacionada com a presengca de residuos
quimicos toxicos na carne e no leite dos animais tratados com acaricidas. As
moléculas acumulam-se também no meio ambiente, contaminando o solo e
agua, o que representa um sério problema a saude humana e animal. No
Brasil, em 2011, as exportagdes de carne bovina acumularam prejuizo de US$
104 milhdes decorrente da rejeicdo de cargas por parte dos Estados Unidos,
com consequente suspencao devido a presencga de residuos de medicamentos
antiparasitarios a base de ivermectina acima dos limites tolerados pelas
autoridades norte americanas (ABIEC, 2013). O Plano Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento—-PNCRC/MAPA, ¢é responsavel por coordenar as acdes de
garantia de qualidade e de seguranga quimica dos produtos de origem vegetal
e animal, por meio de procedimentos de amostragem e analise laboratorial. Os
resultados das analises com violagbes de ivermectina realizadas em todo o
Brasil, entre os anos de 2002 e 2010, foram correlacionados com 0s riscos aos
quais o setor produtivo bovideo do pais é exposto bem como a seguranga
alimentar (MARTINS et al., 2010).

Devido ao comprometimento da saude humana e animal, e as sérias
consequéncias para o0 ambiente que o controle quimico provoca, sao
estimuladas pesquisas para o desenvolvimento de métodos alternativos e o
estabelecimento de manejo integrado para o controle dos carrapatos
(HERNANDEZ, 2005).

2.3.2. Controle alternativo

Métodos alternativos para o controle do R. (B.) microplus séo estudados
em diversas linhas de pesquisas.

Como exemplo, a selecdo de bovinos com maior resisténcia aos
carrapatos, principalmente Brahman X British (Bos indicus X Bos taurus). O
primeiro apresenta resisténcia media de 99% equivalente a 1% de
sobrevivéncia larvaria do parasita. Brahman X British representam 97%;
somente British, 85%; outras racas leiteiras como Jersey apresentam 98%,
superior a raga holandesa com 85%. Acredita-se que todos os bovinos,

incluindo Brahman, sao igualmente susceptiveis frente a uma exposic¢ao inicial;
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posteriormente sdo adquiridos niveis individuais de resisténcia pela experiéncia
com os carrapatos. Embora os niveis de resisténcia possam ser afetados por
diversos fatores como estresse, lactacdo, desnutricdo e sazonalidade, a
incorporagdo de ragas Bos indicus no rebanho diminui as infestagdes de
carrapatos sobre os bovinos (WHARTON e NORRIS, 1980).

O cultivo de pastagens que dificultam a sobrevivéncia das larvas, como o
capim gordura (Melinis minutiflora), ou de plantas como a leguminosa
Stylosanthes spp. que repelem (SUTHERST et al., 1982). Outras possuem
propriedades toxicas para os carrapatos como Gynandropsis gynandra e
Azadirachta indica, esta Gltima conhecida como o Neem (HERNANDEZ, 2005),
pudendo contribuir a redu¢ao da populacédo de carrapatos capazes de infestar
aos bovinos.

O manejo de predadores naturais nos diferentes estadios evolutivos do
parasita, tais como as aves Egretta ibis, garca-vaqueira (ALVES-BRANCO et
al. 1983), alguns falconideos como Milvago chimachima (ROCHA. 1984), e
galiformes a exemplo a Numida meleagris (galinhas d’Angola), que se
alimentam das teledginas. Algumas espécies de formigas sdo predadoras de
ovos e de fémeas ingurgitadas, tais como Pheydole spp., Solenopsis
saevissima (ROCHA, 1983a), Camponolus rengeri e Ectatomma quadridens
(PEREIRA, 2008). Aranhas da espécie Lycosa erythognata e Phoneutra
nigriventer (ROCHA, 1983b) também foram descritas como predadores do R.
(B.) microplus. A mosca Megaselia scalaris utiliza a teledgina para fechar o
ciclo (ROCHA, 1984). Alguns fungos como Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae (HAJEK e DELALIBERA, 2012) sdo patdégenos que afetam o
desenvolvimento dos ovos do carrapato. As bactérias Cedecea lapagei (BRUM,
1988), alguns virus e protozoarios também afetam os ovos, reduzindo o
numero de individuos nas geracdes futuras (HERNANDEZ, 2005).

Cruzamentos interespecificos para geragcdo de machos inférteis, foram
realizados usando as espécies microplus com annulatus, evidenciando
tendéncia de cruzamentos intraespecificos superior aos de cruzamentos
interespecificos. Entretanto, outros experimentos através do cruzamento das
cepas do R. (B.) microplus australianas com cepas sul-africanas e argentinas
resultou na obtengado de progénies hibridas estéreis (LABRUNA et al., 2009).
Nesse estudo, mediante o emprego de ferramentas moleculares e bioldgicas
sugere-se que o carrapato R. (B.) microplus presente na Australia difere das
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cepas africanas e americanas; portanto, devem ser reclassificadas as espécies
ja reportadas.

A utilizacado de modelos de simulagdo computadorizados de dinamicas
populacionais de carrapatos ajuda no planejamento estratégico do controle,
estudando o comportamento evolutivo da populacdo de carrapatos para
predizer a situagdo futura, integrando fatores climaticos, condigdes
bioecologicas e de manejo dos bovinos, além de incorporar dados de
enfermidades transmitidas por carrapatos. Estes métodos constituem
atualmente um dos instrumentos mais Uteis e versateis (HERNANDEZ, 2005).

Através de um manejo integrado de meétodos ja citados junto com o
emprego de vacinas, pode resultar um controle eficiente e inclusive a
erradicagao do carrapato R. (B.) microplus nas areas afetadas, fornecendo ao
invés do controle quimico, métodos alternativos que resultam em um ambiente
livre de contaminantes que possam prejudicar a saude humana e animal
(HERNANDEZ, 2005; POPARA et al., 2013).

2.3.3. Controle imunolégico

O controle imunolégico € um método promissor em Medicina Veterinaria
com valiosa importancia devido ao uso de vacinas para animais de producao,
de companhia e de saude publica, o que pode reduzir os indices de morbidade
e mortalidade, representando o melhor método avaliado com custo efetivo para
prevenir perdas econdmicas (ANDRE, 2001).

As vacinas baseadas em antigenos dos carrapatos alvo apresentam
varias caracteristicas: especificidade de espécie, impossibilidade de selecionar
populacdes resistentes, baixo custo, facil administracdo e incrementa a
seguranca alimentar, evitando o emprego em grande quantidade de compostos
quimicos contaminantes ao ambiente e aos produtos de origem animal que
colocam em risco a saude dos humanos (GUERRERO et al., 2012; POPARA et
al., 2013).

Ha mais de 70 anos que as infestagdes de carrapatos sao controladas
com uso vacinas, induzindo imunidade devido a uma variedade de materiais
antigénicos, incluindo macerados do carrapato na integra, extratos das
glandulas salivares, material intestinal, cuticulas, entre outros (WILLADSEN,
2004). A imunizacao contra carrapatos apresenta maior sucesso do que contra

qualquer outro ectoparasita, provavelmente porque os primeiros se alimentam
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mais lentamente, ficando mais tempo em contato com componentes do sistema
imune do hospedeiro (DALTON e MULCAHY, 2001).

Em todo o mundo tém sido desenvolvidas pesquisas por varios grupos
para o descobrimento e producédo de vacinas contra carrapatos que afetam o
gado bovino. Estudos baseiam-se no isolamento e caracterizagdo de moléculas
envolvidas em processos fisioldgicos vitais do carrapato como alimentagéo,
digestdo e reproducdo, uma vez que 0s animais sejam imunizados com tais
moléculas capazes de agir como imundégenos que inibem as fungdes
essenciais, afetando a sobrevivéncia e o metabolismo dos parasitas nos
diferentes estadios evolutivos (GUERRERO et al., 2012).

2.3.3.1. Novos candidatos para o controle do R. (B.) microplus

Recentemente, como exemplo especifico de grande interesse para o
desenvolvimento de vacinas contra o carrapato R. (B.) microplus, foram
reportados novos antigenos com potencial de serem empregados no controle
imunoldgico, incluem glutationa S-transferases; cisteino, aspartico e metalo
endopeptidases; inibidores de tripsina; ferritina 2; e alelos regionais da Bm86, o
antigeno protetor primario nas vacinas TickGARD e Gavac (Tabela 1).
GUERRERO et al., (2012) reportam outros antigenos (Tabela 1).

Tabela 1. Antigenos vacinais contra R. (B.) microplus em bovinos.

. % de .
Antigeno Eficacia Pais Grupo de trabalho
Yolk pro-Cathepsin 25 Brasil LEAL et al. (2006)
SBm7462 81 Brasil PATARROYO et al., (2002)
51 México ALMAZAN et al., (2010)
Subolesina
81 México ALMAZAN et al., (2012)
76 Brasil
ARS Antigeno 1
73 Brasil GUERRERO
ARS Antigeno 2 63 Brasil (dados ndo publicados)
ARS Antégeno 1+ 71 Brasil
Ferritina 2 64 México HAJDUSEK et al., (2010)

Fonte: modificado de GUERRERO et al., 2012.

2.3.3.2. Antigenos ocultos “concealed antigens”

As vacinas contra os carrapatos permitem a inclusdo de multiplos

antigenos que poderiam ter como alvo um grande rango de espécies de
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carrapatos e poderia com isso, prevenir a transmissao de patogenos (DE LA
FUENTE, 2006).

Os antigenos contra os carrapatos sao considerados geralmente como
antigenos expostos ou antigenos ocultos (concealed antigens). Os antigenos
expostos sao aqueles que naturalmente entram em contato com o sistema
imune do hospedeiro durante a infestacdo. Os hospedeiros imunizados com
este tipo de antigenos desenvolvem uma resposta pela continua exposi¢ao aos
carrapatos. Os antigenos ocultos ndo estdo expostos ao sistema imune do
hospedeiro e requerem repetidas imunizagbes para manter titulos altos de
anticorpos. Porém, os antigenos ocultos apresentam mais vantagens devido a
que é pouco provavel que os carrapatos desenvolvam mecanismos de evasao
da resposta imune do hospedeiro e, por conseguinte, a resposta imune
induzida pelos antigenos ocultos sera mais eficiente (DE LA FUENTE, 2006;
KISS, 2012).

Entres os candidatos identificados estdo as glicoproteinas intestinais
(Bm86 e Bm95). A Bm86 é encontrada nas microvilosidades das células
epiteliais do intestino do carrapato (GOUGH e KEMP, 1993), altamente
concentrada proximo a membrana basal (LEE e OPDEBEECK, 1994) e
presente em larvas, ninfas e adultos. Essa proteina tem participagao vital
durante a digestao do carrapato, um processo denominado heterofagia, no qual
metabdlitos digestivos e componentes do sangue passam por endocitose nas
células. Animais vacinados com base no conceito de antigenos ocultos
(WILLADSEN et al., 2004), induzem resposta imune, causando danos aos
carrapatos apos a captura de sangue do hospedeiro contendo altos niveis de
anticorpos especificos ao intestino, juntamente com outros efetores humorais
como o complemento (DE LA FUENTE et al., 1998; GARCIA-GARCIA et al.,
1998). Os anticorpos interagem com antigeno oculto na superficie do intestino,
causando ruptura do epitélio, havendo hemorragia interna para a cavidade
(RAND, et al, 1989) e interferindo na digestdo do sangue.

Como resultado dessas modificagbes  estruturais, algumas
imunoglobulinas passam intactas desde o intestino médio até a hemocele,
onde pode ocorrer adsorcdo de imunoglobulinas na hemolinfa. Essas
imunoglobulinas podem agir com os érgaos internos do carrapato alterando a
subsequente producdo de ovos e, inclusive pode ocasionar a morte (NUTALL

et al., 2006).
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Segundo KEMP et al. (1986), os anticorpos se fixam na membrana das
células digestivas, danificando-as. Os danos atingem quatro vias: redugao do
numero de fémeas ingurgitadas em bovinos vacinados; redugdo no peso das
fémeas ingurgitadas, postura dos ovos e, finalmente, na viabilidade dos ovos
(RODRIGUEZ, et al., 1994; COBON et al., 1995). O principal efeito ndo é
eliminar instantaneamente os carrapatos nos bovinos, mas reduzir o desafio na
préoxima geragao (COBON et al., 1995).

Diferentes antigenos ocultos dos carrapatos foram descritos. No entanto,
os antigenos derivados do intestino tiveram maior preponderéancia no
desenvolvimento de vacinas, especialmente aquelas baseadas na proteina
Bm86 que se tornou a proteina mais estudada e que apresentou melhores
resultados como antigeno vacinal eficiente em bovinos experimentais a campo
(CANALES et al., 2009).

2.3.3.3. Vacinas comerciais vigentes

A glicoproteina Bm86, foi isolada e purificada da membrana de células
intestinais de carrapatos R. (B.) microplus cepa australiana Yeerongpilly em
1989. Possui um peso estimado de 89 kDa e P.I de 5,5. RAND et al. (1989)
clonaram e sequenciaram o0 gene dessa proteina, caracterizando as
sequéncias nucleotidicas e aminoacidicas, determinado que esta proteina
estava composta por 650 aminoacidos.

Em 1994, foi langcada pela Hoeschst Animal Health (Australia), a primeira
vacina comercial contra carrapatos denominada TickGard® desenvolvida pela
Organizagédo de Pesquisa da Comunidade Cientifica e Industrial (CSIRO) em
colaboracédo com o Biotech Australia Pty. Ltd. Através da clonagem do gene
bm86 isolado da amostra Yeerongpilly em E. coli, foi produzida a proteina
Bm86 recombinante (SMITH et al, 1995). Esta vacina converteu-se
rapidamente no tratamento com mais sucesso para o controle de carrapatos na
Australia, embora depois de varias reestruturagdes nas empresas que
elaboravam esta vacina, a mesma desapareceu do mercado e foi
reincorporada em uma pequena parte do norte do pais. Trabalhos feitos com a
essa vacina em rebanhos leiteiros, JONSSON et al. (2000) obtiveram
resultados com redug¢ao de 56% no numero de carrapatos da primeira geragéo

em campo, 72% no desenvolvimento reprodutivo e um incremento no ganho de
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peso do gado. Além disso, o uso de acaricidas diminuiu significativamente, ndo
sendo necessario a sua aplicagéo.

Nesse mesmo ano, foi desenvolvida a vacina cubana GAVAC® pelo
Centro de Engenharia Genética e Biotecnologia e liberada pelo Heber Biotec
S.A. (Havana, Cuba) através da recombinagdo do gene da glicoproteina Bm86
(estoque cubano da amostra Yeerongpilly) na levedura Pichia pastoris. Em
experimentos a campo foi mostrado que este imundégeno nao apenas afetou a
redugdo do numero de carrapatos, mas também a reducdo do peso das
teledginas ingurgitadas, diminuicdo da postura e viabilidade dos ovos
(RODRIGUEZ et al., 1994).

Em 1997, a vacina recombinante GAVAC™ foi introduzida a México pelo
REVETMEX S.A. de C.V. convertendo-se também em uma importante
ferramenta no manejo integrado para o controle das infestagbes de carrapatos.
Devido ao crescente problema de resisténcia aos acaricidas o governo realiza
programas encaminhados aos produtores, oferecendo assisténcia financeira e
patrocinando o uso desta vacina. Os resultados mais recentes representam
67% na reducado das aplicagdes de produtos quimicos em varias fazendas
desse pais (DE LA FUENTE, 2007).

Desde seu descobrimento, registro e comercializagdo e apesar de varias
dificuldades para novas vacinas contra carrapatos, até a ultima década, as
vacinas para o gado bovino baseadas no antigeno intestinal Bm86 do R. (B.)
microplus tém fornecido um método de controle plausivel que oferece uma
alternativa efetiva, barata e amigavel com o ambiente, demostrada na reducéao
nas infestagdes deste carrapato nos animais imunizados e na diminuicao do
uso de acaricidas, incrementando a producao e reduzindo a transmissido de
alguns patégenos (DE LA FUENTE, 2007).

Entretanto, CUNHA et al. (2012) afirmam que a aplicagdo dessas vacinas
baseadas na proteina Bm86 em animais infestados com diferentes cepas de
carrapatos resultaram em varios graus de eficacia, impossibilitando o controle
do parasita no ambiente. Analises conduzidas com cepa argentina de R. (B.)
microplus, resultaram em minima eficiéncia a vacina GAVAC. Posteriormente,
o isolamento da amostra permitiu o surgimento de uma nova proteina muito
similar a Bm86, denominada Bm95. A vacina GAVAC-PLUS tornou-se a
alternativa para populagdes insensiveis a Bm86, utilizando a Bm95 expressa

em P. pastoris. Nao obstante, a utilizagdo dessa formulagdo também gerou
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resultados insatisfatorios no sul do Brasil, devido a polimorfismos genéticos na
expressao de aminoacidos das proteinas Bm86 e Bm95 na populagdo de
carrapatos (GARCIA-GARCIA et al., 2000; SOSSAI, 2004 TAFUR, 2011).

2.4. Peptideo SBm7462

A partir da sequéncia da proteina Bm86 pesquisadores do Laboratorio de
Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores (BIOAGRO) e do
Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa—MG,
através de ferramentas computacionais, desenharam a sequéncia de
aminoacidos 4822 (aa. 398-411), 4824(aa. 132—-145), e 4823(aa. 21-35), que
nessa ordem originou o peptideo antigénico SBm7462° (PATARROYO et al.,
2002)

Este peptideo é formado por 43 aminoacidos, com massa molecular de
5,5 KDa, correspondente ao 6,6% da proteina Bm86. SOSSAI et al. (2005)
observaram que apos o alinhamento entre as proteinas Bm86 e Bm95 apenas
duas mudancas ocorrem dentro das sequéncias que constituem a SBm7462°
Analises genéticas mostraram que os epitopos imunogénicos dessa molécula
estdo conservados nas diferentes populagbes do carrapato R. (B.) microplus
das regides tropicais e subtropicais da América do Sul (SOSSAI et al., 2005;
PECONICK et al., 2008), representando alternativa mais viavel para manter a
eficacia vacinal comparado com a experiéncia negativa obtida com vacinas
baseadas em proteinas integras PECONICK et al., 2008).

A capacidade imunogénica do peptideo SBm7462° foi demonstrada na
reducdo do numero de teledginas, da taxa de ovoposicéo, da relagao peso das
larvas/peso dos ovos, do peso dos ovos, das teledginas e da fertilidade dos
ovos. Em bovinos se geraram anticorpos protetores (IgG1) com eficacia vacinal
de 53% a 81% (COUTO-PIMENTEL, 2002; PATARROYO et al., 2002).

A partir deste estudo, o peptideo SBm7462® foi eleito como o imundgeno
a ser utilizado na primeira vacina sintética comercial contra o carrapato R. (B.)
microplus. Esse peptideo foi patenteado no México, EUA, Australia, Espanha,
Portugal e Brasil.

PATARROYO et al. (2009) avaliando a resposta imune induzida em
bovinos pelo SBm7462° demonstraram que este peptideo estimulou a
producdo de imunoglobulinas antigeno-especificas, com predominancia

estatisticamente diferente do isotipo IgG1 sobre o isotipo 1gG2. Portanto, se
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considerou que o peptideo sintético SBm7462° induzia eficientemente uma
resposta imune antigeno-especifica que envolvia mecanismos imunes, tanto
celular quanto humoral. A resposta imune induzida pelo SBm7462° se
caracterizava nos tecidos linfoides pela formacao tipica de estruturas que
conferiam especificidade e memoria quinze dias apds a primeira imunizagao,

com inducgio de apoptose em células linfociticas residentes em linfonodos.

2.4.1. Producao do peptideo recombinante 7462 em Pichia pastoris

Visando resolver as dificuldades da sintese quimica de proteinas em
massa, SOSSAI (2009) produziu quatro genes sintéticos com base na
sequéncia de aminoacidos dos epitopos do peptideo SBm7462°. Esses genes
foram otimizados para a expresséao proteica na levedura Pichia pastoris cepa
Km71.

Devido que este organismo metiltrofico apresenta varias caracteristicas
marcantes que facilitam para a manipulagdo genética, como a alta frequéncia
de transformacdo de DNA, clonagem por complementagéo funcional, além da
habilidade desta levedura em produzir proteinas em altos niveis, tanto
intracelulares quanto extracelulares; a capacidade de executar modificacdes
pos- traducionais, tais como glicosilacado, formacao de pontes de dissulfeto e o
processamento proteolitico; e, ainda, a disponibilidade deste sistema no
mercado na forma de kit comercial (CEREGHINO e CREGG, 2000). A
utilizacdo desta levedura proporciona vantagens com relagéo aos sistemas de
expressao procariotos, mantendo a facil manipulagdo genética associada ao
crescimento rapido em meios de cultivo relativamente simples, permitindo a
sua expansao para a producdo de proteinas em escalas industriais, além de
possuir um forte promotor induzivel por metanol (CEREGHINO e CREGG,
1999, 2000; GELLISSEN, 2000; TORRES; MORAES, 2000; CEREGHINO et
al., 2002).

Os produtos dos genes desenhados foram recuperados do meio
extracelular para os ensaios laboratoriais e vacinais. Na avaliagdo da resposta
imune produzida pelos peptideos recombinantes em camundongos BALB/c foi
comprovada a estimulagcdo da resposta imune tanto humoral quanto celular,
detectada através da analise cinética de anticorpos (IgG) e pela formacao de
centros germinais apos a vacinagao (TAFUR, 2008; SOSSAI, 2009).
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2.5. Resposta imune em linfonodos
O antigeno vacinal em contato com o organismo é reconhecido por trés

modelos comuns de transporte, que podem ser através de: células dendriticas-
like (DC’s) ou mondcitos. Alternativamente, o antigeno soluvel pode entrar
diretamente nos capilares e vasos linfaticos e ser transportada até os tecidos
linfoides secundarios, onde os linfocitos B, as DC-like e os macrofagos
residem. Finalmente, os antigenos que ndo entraram nos sistemas sanguineo
ou linfatico interagem no sitio de injecdo com as DC-like, mondcitos e
neutréfilos que sao sequestrados devido a inflamacao (PAL e RAMSEY, 2011).

As células transportam o antigeno até os linfonodos, que s&o o centro de
ativagdo da resposta imune. O linfonodo compreende trés regides: cortex
superficial, paracértex e medula. O tecido linfoide esta conformado por uma
complexa rede de sinusoides linfaticos. A linfa proveniente do fluxo aferente
entra nos sinusdides subcapsulares atravessando todo o linfonodo, para

finalmente sair pelo vaso linfatico eferente (Figura 2).

Antigeno
Centro geno =
Foliculo @erminativo Veia
(zona de linfatica
células B) aferente "\
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O / o
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(zonade Medula
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eferente .
Linfocitos

Figura 2. Representacdo anatomica de um linfonodo
FONTE: Adaptado de ABBAS et al., 2007

Os sinusodides linfaticos estdo conformados pelas células reticulares
fibroblasticas (FRCs), as quais modulam a vasculatura do linfonodo, além de
secretar quimosinas essenciais para a migragao de linfocitos B e T aos
respectivos compartimentos. O bergo dos linfocitos B de memoria € constituido
pela formagdo de centros germinativos (CG) nos foliculos linféides dos

linfonodos. Os CG sao um local especializado que suporta os eventos
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necessarios para uma eficiente maduragao de afinidade de células B (ALLEN
et al., 2007). Os CG sao induzidos por antigenos, no marco de uma resposta
imune celular do tipo T-dependente e se originam a partir da rapida expansao
clonal de poucas células formadoras (LIU & ARPIN, 1997). As respostas de
anticorpos T-dependentes comegam quando algumas células T e B especificas
para determinado grupo antigénico interatuam entre a regido de foliculos
celulares B e a zona de células T em ligacdes cognatas (OKADA, 2005).

Os CG estéao divididos em dois compartimentos denominados regido clara
e regido escura. Nos 6rgaos linfoides secundarios, a zona clara se encontra
estrategicamente posicionada em direcdo a fonte de antigenos estranhos, nos
linfonodos perto do espaco subcapsular que recebe a drenagem linfatica
aferente da pele, mucosa ou viscera. Os linfécitos B tanto da regidao escura
como da regido clara foram definidos como centroblastos e centrécitos,
respectivamente. Foi sugerido que estas células podem sofrer um processo de
rapida proliferacdo e hipermutacdo somatica, atravessando um processo de
selecao celular. Também, propds-se que os centroblastos saiam do ciclo
celular expressando anticorpos na sua superficie e se transformavam em
centrocitos que viajavam a zona clara. Assim os centrocitos adquiriam a
capacidade de interagir com as células apresentadoras de antigeno nesta
regido. Além disso, foi sugerido que os centrdcitos selecionados podem
apresentar antigeno as células Th na regido clara, aumentando assim a
sobrevivéncia e promoc¢ao da diferenciacdo de células plasmaticas ou de
células B de memoaria (ALLEN et al., 2007).

Estudos controvertem a idéia classica de migracédo celular unidirecional
desde a regido escura para a regido clara e o mecanismo pelo qual ocorre a
selegdo nos CGs. Através de ferramentas computacionais, foram evidenciadas
morfologias e velocidades iguais das células B tanto na regido clara como na
escura e, mediante sinais atrativos ou repulsivos as células respondem para se
movimentar entre estas duas regides. Do mesmo modo, imagens em tempo
real mostraram que a divisdo, proliferacdo e morte celular ocorrem tanto na
regiao clara como na escura, € ndo apenas na regiao escura como postulava o
modelo classico. O novo modelo ajuda, entdo, no entendimento da resposta
imune em relacao as interagcdes celulares (ALLEN et al., 2004; ALLEN et al.,
2007; VICTORA e NUSSENZWEIG, 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a resposta imune celular em linfonodos de bovinos vacinados a

campo com o imunogeno rSBm7462 anti Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

3.2. Objetivos especificos

a) Avaliar a dindmica e identificar as alteragdes histologicas dos foliculos

linféides e centros germinais de linfonodos dos animais imunizados com
0 rSBm7462.

b) Identificar a presenga de antigeno rSBm7462 em linfonodos de animais

imunizados mediante a técnica de IHQ.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local de estudo

O estudo foi realizado em duas etapas nos seguintes locais:

e Duas propriedades rurais no norte de Minas Gerais: “Fazenda A” a 668,7
metros de altitude, na cidade de Montes Claros (latitude 16° 44" 13" Sul,
longitude 43° 51' 53" Oeste),iniciando a primeira vacinagao em julho de
2012. “Fazenda B”, a 645 metros de altitude, no municipio de Francisco
Sa (latitude 16° 28' 8" Sul, longitude 43° 29' 7" Oeste), iniciando a
primeira vacinagcdo em dezembro do 2012.

e Universidade Federal de Vigosa (UFV), - Vigcosa-MG: Nos Laboratérios
de Histopatologia e Histologia do Departamento de Veterinaria (DVT).
No Laboratorio de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores
(LBCHV) localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicado a
Agropecuaria (BIOAGRO).

4.2. Animais utilizados e manejo
Todos os procedimentos experimentais que envolveram a manipulagao de

animais foram realizados por Médico Veterinario seguindo rigorosamente as
Normas de Conduta para o Uso de Animais no Ensino, Pesquisa e Extensao da
CEUA/Universidade Federal de Vigosa, estando o experimento registrado e
aprovado pelo Comité de Etica da instituicdo, com nimero de registro 44/2013
(Anexo 1).

Foram utilizados 14 bovinos mesticos (Bos taurus x Bos indicus), com
grau de sangue variado holandés-zebu, com idades entre 4-10 meses,
mantidos nas duas propriedades rurais “A” e “B” do norte de Minas Gerais. Os
animais foram identificados por meio de brincos auriculares numerados. A
alimentacao oferecida aos animais foi baseada no sistema tradicional a pasto
em cada fazenda, sem restricdo no manejo. Durante o periodo de estudo, os
animais receberam agua ad libitum, suplementag¢ao alimentar com sal mineral,
pastejo de Brachiaria brizantha cv Marandu e amamentacao diaria.

O numero de animais previstos foi definido pela amostragem nao
probabilistica, especificamente por acessibilidade ou por conveniéncia na qual
0 pesquisador seleciona os elementos a que tem acesso, admitindo que estes
possam representar um universo (estudos exploratérios ou qualitativos) (LEVY,

1980; LWANGA, 1991). A amostragem por conveniéncia € adequada e
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frequentemente utilizada principalmente para geragdo de ideias em pesquisas
exploratorias (OLIVEIRA, 2001).

4.3. O imunégeno
O peptideo recombinante rSBm7462 anti Rhipicephalus (Boophilus)

microplus, (depdsito de patente BR1020130266256) foi desenvolvido pela
equipe de trabalho do Laboratorio de Biologia e Controle de Hematozoarios e
Vetores (LBCHV) localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicado a
Agropecuaria (BIOAGRO) da UFV. Por meio de fermentacao utilizando-se a
levedura Pichia pastoris cepa Km71, os produtos expressados foram
recuperados do meio extracelular por ultrafiltracdo, e posteriormente,

adicionado a saponina.

4.4. Esquema de imunizagao

Os animais receberam trés doses de 1,5mg em 2,0 mL do peptideo
rSBm7462, aplicados com intervalo de 30 dias (Tabela 2). Por via subcutanea

na regiao cervical direita apds prévia assepsia no local da inoculagao.

Tabela 2. Esquema de imunizagao.

Animais Fazenda Fazenda

(A) (B)
Controle 1 animal 1 animal
12 vacinagao (dia 0) 2 animais 2 animais
22 vacinacgao (dia 30) 2 animais 2 animais
32 vacinagao (dia 60) 2 animais 2 animais

Apds 15 dias de cada imunizagao, o linfonodo pré-escapular foi coletado
cirurgicamente. Utilizou-se medicacao pré-anestésica a base de Cloridrato de
Xilazina 2% (0,1mg/kg) e para o bloqueio local infiltrativo, Cloridrato de
Lidocaina 2%, em forma de botdes anestésicos na regido pré escapular no

volume de 10 mL por animal. Uma vez que o mesmo demostrou estar sedado,
22



realizou-se tricotomia e a desinfeccdo do local com iodo tépico. Depois da
incisdo cirurgica, foi realizado a aplicagéao de analgésico (Diclofenaco Sddico
1mg/kg) e antibioticoterapia em dose unica (Oxitetraciclina 20% 20mg/kg).

A remocéo dos linfonodos foi realizada no dia zero (antes da primeira

inoculagao) e aos 15, 45, e 75 dias apos da primeira inoculagéo (Figura 3).

Primeira Segunda Terceira
inoculagdo DIA 15 inoculacdo DIA 45 inoculacdo DIA 75
COLETADE COLETADE COLETADE COLETADE
LINFONODOS LINFONODOS LINFONODOS LINFONODQS
(CONTROLE) (C1) (C2) (C3)

Figura 3. Esquema cronoldgico de imunizagcdes e coletas de linfonodos dos
bovinos.

4.5. Histologia dos linfonodos pré-escapulares bovinos

Os linfonodos foram seccionados em fragmentos de 1 cm? fixados
durante 24 horas em formol tamponado (pH 7,2) e conservados em alcool 70%.
Os fragmentos foram desidratados em solugdes alcoolicas crescentes (70%,
80%, 90% e 100%), diafanizados em xilol, e incluidos em Paraplast Plus®
(Sigma), (PROPHET et al.,1992).

Os cortes histolégicos foram realizados com 5 um de espessura em
micrétomo de rotacdo modelo RM2255 LEICA e corados pela técnica de
Hematoxilina-Eosina (HE). As laminas foram analisadas com auxilio de
microscopio de luz ECLIPSE E600° para observar a resposta de linfonodos dos
bovinos inoculados mediante a formacdo de centros germinais (CG) e

hiperplasia de corddes medulares (CM).

4.6. Imunoistoquimica para identificagao do antigeno vacinal in situ

Para deteccado do antigeno rSBm7462 in situ foi utilizada a técnica de
Peroxidase-anti-Peroxidase (PAP) descrito no ANEXO 2. As laminas foram

analisadas por meio de microscopio de luz no aumento de 1000X.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliagao histolégica dos linfonodos pré-escapulares

Na histologia diferencial pela coloracdo HE, a observagcdo das amostras
dos linfonodos pré-escapulares de animais controle ndo imunizados (Figura 4),
mostrou alguns foliculos secundarios com presenga de poucas células
linfociticas. Sao notaveis a zona clara e zona escura dos centros germinativos
dos foliculos secundarios (Figura 4A e 4C). Embora n&o tenha sido detectada
hiperplasia de areas paracorticais e nem de corddes medulares (Figura 4B e
4D). E possivel observar centros germinativos de forma inespecifica.

Os animais pertencentes as duas fazendas, mantidos em diferentes
condigdes de manejo, criados a campo e expostos a diversos antigenos,
apresentaram estas caracteristicas de formacdo de CGs e correspondem a
uma resposta imune nao especifica, ja que a reatividade dos CGs nao é regular
e nao se acompanha de outros eventos celulares que indicam uma resposta
imune adaptativa induzida por antigenos T-dependentes, tais como hiperplasia
de areas paracorticais e de corddes medulares.

Estes resultados para os animais controles, foram mais intensos que os
descritos por GONZALEZ (2003), PATARROYO (2009) e TAFUR et al., (2013),
sendo que nesses estudos os animais foram mantidos em condi¢cdes de
isolamento, desde seu nascimento e durante todo o experimento evitando-se o
completo contato com artrépodes ou outros vetores de hemoparasitas.

Esta afirmacgao é baseada nas observagées de MORRISON et al. (1986),
que constataram que nos linfonodos periféricos de bovinos saudaveis, entre 6-
12 meses de idade, em torno de 30-70% dos foliculos linféides podem conter
centros germinativos, e que, segundo os mesmos autores, indicaria que 0s
linfonodos de animais normalmente saudaveis sdo extremamente ativos, e
nesses poderia estar-se refletindo uma relativa protegao a antigenos exégenos.
Estudos recentes de linfonodos de bovinos clinicamente saudaveis
identificaram populagdes de células dendriticas, macréfagos, algumas
populagdes de células B, e células endoteliais nas areas dos foliculos linfoides
(principalmente na zona clara) e na regido medular, suportando os achados
anteriormente descritos no contexto que diversos tipos celulares estao

presentes em diferentes 6rgaos para fornecer o desenvolvimento de respostas
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imunes, uma vez que antigenos exdégenos entrem no organismo (ROMERO-
PALOMO et al., 2013).

Figura 4. Microfotografia de linfonodos de bovinos controle n&o imunizados.
(A) Foliculos linféides com Centros Germinativos (CG). HE,100X. (B) Corddes
Medulares (CM), e trabécula (T) HE, 100X.; (C) Formacao de CG. HE, 200X.
(D) CM desorganizados e seios medulares 200X. Eventos observados nos
animais das duas fazendas.

Quinze dias apds a primeira inoculacdo, os linfonodos pré-escapulares
revelaram hiperplasia das regides paracorticais e formagdo de centros
germinativos (CGs) (Figura 5A). Os CG apresentaram notavel diferenciagao da
zona clara e zona escura, delimitadas por uma populagéo linfocitica muito
homogénea cujas células eram pequenas, com nucleo hipercromatico,
constituindo a zona do manto (Figura 5E), onde podiam ser observados
linfoblastos, principalmente préximos a periferia desta area. Os CGs se
caracterizavam por apresentar uma area mais clara constituida por células
grandes, com citoplasma escasso, nucleo volumoso, cromatina frouxa ou
ligeiramente condensada e com nucléolos evidentes. Também se podiam

observar macréfagos e células dendriticas like foliculares (Figura 5B). Na
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camada apds esta area, evidenciava-se uma regiao cuja populagéo celular era
mais numerosa, homogénea, com citoplasma escasso e a cromatina mais
condensada, o que corresponde a zona escura.

Estas observagdes concordam com as descricbes de VICTORA e
NUSSENZWEIG (2012), que reportam que nao existem diferengas quanto a
morfologia e tamanho das células tanto da zona clara quanto na zona escura,
ou seja, nao existe uma barreira fisica que limite as duas zonas.

Também se observou ligeira hiperplasia dos corddes medulares,
principalmente na area mais proxima das areas paracorticais profundas,
semelhante ao descrito por GONZALEZ (2003), PATARROYO et al (2009) e
TAFUR et al (2013) que demonstraram que tanto o peptideo sintético SBm7462
quanto o recombinante rSBm7462, respectivamente, estimularam uma
resposta imune que conferiu especificidade e memadria imunolégica aos quinze
dias apos a primeira imunizacéo.

Esse achado pode ser explicado pelas observagbées de BAUMJOHANN
et al., (2013) quando afirmam que a resposta imune celular distingue-se pela
hiperplasia das areas paracorticais e surgimento de CGs, sendo caracteristica
de um imundégeno T-dependente, ou seja, uma resposta imune adaptativa que
exige a interacao entre células T e B. Respostas T-dependentes comegam
quando as células T e B afins para um grupo antigénico interagem nas regioes
paracorticais, em ligagbes cognatas, o que pode explicar a hiperplasia das
regides paracorticais (OKADA, 2005). Por outro lado, essa hiperplasia de
corddes medulares que foi observada, se assemelha ao descrito por FU et al.
(2000), que descreve que os primeiros eventos detectaveis de uma resposta

imune em animais imunizados a hiperplasia das zonas T em linfonodos.
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Figura 5. Microfotografia de linfonodos de bovinos imunizados com o peptideo
rSBm7462. (A) Foliculos linféides com Centros germinativos (CG) 15 dias apos
a primeira inoculagdo. HE, 400X. (B) Célula dendritica-like dentro do CG 15
dias apds primeira inoculagdo. HE, 1000X. (C) CG com zona clara (zc), zona
escura (ze) e manto (m) 45 dias apds a primeira inoculagdo. HE, 200X. (D)
Corddes medulares (CM) hiperplasicos rodeados dos seios medulares (sm) aos
45 dias apods a primeira inoculagdo. HE, 200X. (E) Detalhe do CG, mostrando
zc, ze e m. 75 dias apdés a primeira inoculacdo. HE, 1000X. (F) CM
hiperplasicos 75 dias apos a primeira inoculagao. HE, 200X.

Eventos celulares nos linfonodos dos animais quinze dias apds a primeira
imunizagdo assemelham-se aos relatos de PATARROYO et al. (2009) ao

utilizarem o peptideo sintético SBm7462®, sete dias apds a primeira
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imunizagdo. Segundo BOUSSO (2009), esta evolugdo de eventos nos
linfonodos ocorre devido a interacdo entre as células T naive e as células
apresentadoras de antigeno (APCs) mediadas pelo Receptor de célula T (TCR)
e o pMHC para o priming das células T. As observagdes deste estudo com o
imunégeno rSBm7462 sdo semelhantes aos relatos de TAFUR et al. (2013),
que comentaram que as alteragées histologicas nos linfonodos apds a
imunizagdo com o peptideo recombinante desencadeia uma sinapse
imunoldgica que pode ser similar ao que foi observado com o peptideo sintético
SBm7462® descrito por PATARROYO et al (2009).

ALLEN et al. (2007) demonstraram que uma vez que acontece a interagao
entre as células APCs e as células T, posteriormente ocorrem contatos
estaveis entre as células T e B nas bordas dos foliculos apés estimulacao.
VICTORA e NUSSENZWEIG (2012) reportam que a migragao bidirecional de
células B entre as zonas clara e escura do CG é necessaria nos processos de
proliferagcdo, mutacao, selecdo, diferenciacdo, maturacdo e afinidade, que
acontecem em um ciclo repetitivo. Na zona clara, as células B se unem com os
antigenos e séo selecionadas, segundo a afinidade por estes. Os sinais
recebidos através dos receptores de células B (BCR) sdo eventos essenciais
para a sobrevivéncia destas células. Uma vez selecionadas elas migram a
zona escura e ocorre a proliferacdo. Segundo estes mesmos autores, as
células B dos CG constantemente se transformam dependendo de sinais
seletivos para sair destas zonas e sofrer modificagdes estruturais e funcionais.
Este novo modelo baseia-se nas diferentes caracteristicas de expressao
genética, comportamento dinamico e tamanho celular observados.

Segundo FOOKSMAN et al. (2010), a hiperplasia dos corddes
medulares sdo dependentes do estagio da resposta imune e também pode
relacionar-se com reacgbes plasmocitarias extrafoliculares nos corddes
medulares, onde podem-se encontrar células plasmaticas de curta e longa
duragdo. Assim, as células plasmaticas finais de longa duragdo sédo produtos
de respostas T-dependentes (LUTHER, 2010). Tais eventos foram observados
aos 15 dias apdés a primeira inoculagdo com o peptideo recombinante
rSBm7462 anti  Rhipicephalus  (Boophilus) microplus, sugerindo o
desenvolvimento de uma amplificagao clonal que pode estar relacionada com a

geragado de células plasmaticas. Estes eventos imunes sdao semelhantes ao
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que foi constatado por PATARROYO et al. (2009) quando usaram o peptideo
sintético SBm7462°.

As amostras dos linfonodos obtidas nos dias 45 e 75 dias apds a
primeira inoculagao revelaram maior numero de foliculos linfoides com centros
germinativos, além de hiperplasia dos cordées medulares com presenga de
plasmdcitos (figura 5D e 5F), concordando com o descrito por GONZALEZ
(2003), que associou tal evento com a soropositividade antigeno-especifica
evidenciada no ELISA.

Ao analisar os linfonodos de animais imunizados 45 dias apds a primeira
imunizacdo apresenta-se forte resposta de CGs e marcada hiperplasia nas
regides paracorticais € medulares (Figura 5C e 5D e 5F).

A hiperplasia observada em areas T-dependentes apds a segunda
imunizagao, pode ser explicada devido a resposta de células T apds o segundo
desafio, que geralmente € mais rapida e efetiva do que o desafio antigénico
inicial, como consequéncia do aumento no numero de células antigeno-
especificas e de memodria que respondem de forma mais eficiente que as
células naive durante as repostas primarias (SAKAMOTO e CABRERA, 2003).

No sistema de células B, a protecdo imediata € mediada pelas células
plasmaticas de longa duracdo que estdo presentes na medula Ossea e
secretam anticorpos, mantendo quantidade constante no soro e nos fluidos
corporais. Por outro lado, no sistema de células T, a protegcao imediata é
conferida por células T de memoria efetoras (Tem) residentes nos tecidos,
células sobreviventes apds interagirem com o antigeno em diversos tecidos.
As células T de memoria central (Tcm) patrulham os tecidos linfoides
secundarios onde podem rapidamente proliferar em resposta a antigenos
apresentados pelas DC-like. O conhecimento destes dois mecanismos é
fundamental em estratégias de vacinacao na forma em que se relaciona com a
natureza e via do antigeno inoculado (SALLUSTO et al., 2010).

O surgimento de estruturas que conferem imunidade apds imunizagao
com o peptideo recombinante rSBm7462, sugere interacdes transitérias, nas
quais nesses contatos as células T ndo param completamente; porém, rolam
na superficie das DC-like e se afastam rapidamente. Caso o0 processo seja
repetido, as células T podem se ligar em curtas interagdes seriadas com varias
DC-like (BREART e BOUSSO, 2006).
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A hiperplasia de cordées medulares com o surgimento de numerosas
células caracterizadas como células plasmaticas e linfociticas, em maior
numero aos 45 dias ap6s a primeira inoculagcdo (Fig., 5D e 5F),
corresponderiam tanto a linfocitos B diferenciados em plasmacitos produtores
de imunoglobulinas em resposta ao imundgeno rSBm7462, e também a
linfécitos T maduros que migraram a regido dos corddes medulares e
seguidamente para o sistema circulatério linfatico, afirmagbes realizadas por
diferentes autores durante a resposta imune humoral (MUELLER et al., 2013;
CANNONS et al.,, 2012; MIRANDA et al., 2013). Isto provavelmente né&o
significa que as populagdes celulares nos dois periodos apresentem a mesma
afinidade.

Os achados descritos neste trabalho, assemelham-se ao relatado por
GONZALEZ (2003) com a imunizagdo com o peptideo sintético SBm7462,
quando sugerem que os imundgenos utilizados foram capazes de provocar
uma resposta imune com producdo de células de memoéria. Segundo
MORRISON et al. (1986), as duas principais fun¢gdes dos CGs s&o a produgao
de células de memdria e, seguidamente, a produgédo de anticorpos. Além do
mais, considera-se que as caracteristicas histolégicas dos CGs constatadas
neste estudo, também descritas em 6rgaos linfoéides periféricos de bovinos
(SAKAMOTO e CABRERA, 2003), sao caracteristicas do desenvolvimento de
CGs em resposta a antigenos T-dependentes (FREITAS, 2001; RESENDE,
2003).

Ao analisar os linfonodos dos animais 75 dias apds a primeira imunizagao
observou-se que a quantidade de foliculos linfoides com CGs era menos
evidente que aqueles observados nas duas imunizagdes anteriores, embora a
reatividade fosse similar, assim como a marcada hiperplasia dos corddes
medulares (Figura 5E e 5F). Porém, se compararmos a evolugao das respostas
celulares nos diferentes periodos (Figura 5) é possivel observar que essas
respostas relacionadas a formacao dos CGs e a hiperplasia dos corddes
medulares correspondem a alteracbes celulares que indicam afinidade e
memoria imunologica como resposta imune induzida pelo peptideo
recombinante rSBm7462.
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5.2. Imunoistoquimica para detec¢ao de antigeno rSBm7462.

Nos animais controle ndo foram observadas células PAP+ (Figura 6A). Ja
nos animais imunizados com o peptideo rSBm7462 15 dias apds a primeira
inoculagao foram encontradas células PAP+ nos corddes medulares e nos CGs
(Figura 6B). As células marcadas foram claramente distinguiveis das células
nao marcadas. Aos 45 e 75 dias apds a primeira imunizagao foi observada
presenca de células PAP+ na regiao paracortical. Entretanto, essas células
PAP+ foram mais intensamente marcadas nos corddes medulares, aos 45 e 75
dias apo6s a primeira imunizagao (Figura 6C e 6G).

Aos 15 dias apds a primeira imunizagdo, pode-se observar células
linfociticas interagindo com células dendriticas-like PAP+ como visto na figura
6B, sugerindo a interacdo e apresentagcdo do peptideo rSBm7462,
concordando com os relatos de TAFUR (2013) e aqueles observados por
GONZALEZ (2003), PATARROYO (2009) quando utilizaram o peptideo
sintético SBm7462.

PAL e RAMSEY (2011) explicam que, geralmente, quando um antigeno é
injetado através da via subcutanea, se nao entra nos sistemas sanguineo ou
linfatico, ele interage no sitio de inoculacdo com as DC-like, mondcitos e
neutréfilos que s&o sequestrados devido a inflamagdo. As células
apresentadoras de antigeno (APC’s) migram para os linfonodos onde seréo
reconhecidos e processados por células especializadas. RANDOLPH et al.
(2005) indicam que as DC-like sdo altamente moveis e reconhecem antigenos
estranhos para transporta-los rapidamente até os linfonodos através dos vasos
linfaticos aferentes. Entretanto, dependendo do tamanho e caracteristicas
estruturais do antigeno existem outras vias de transporte por outros tipos
celulares como: células dendriticas plasmacitéides (pDC’s), mondcitos nos
vasos sanguineos, e linfécitos B ou macrofagos residentes nos o6rgaos
linfoides periféricos. Alternativamente, o antigeno soluvel pode entrar
diretamente nos capilares e vasos linfaticos e ser transportado até os tecidos
linfoides secundarios onde os linfocitos B e as DC-like e macréfagos capturam

o antigeno.
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Flgura 6. Microfotografia demodos de bovinos imunizados com rSBmM7462
Técnica Imunoistoquimica Peroxidase — Anti — Peroxidase (PAP). (A) Controle,
1000X. (B) Células PAP+ nos corddes medulares 15 dias apos imunizagao
1000X. (C) Células PAP+ em Corddes Medulares (CM) 45 dias apos
imunizagdo 1000X. (D) Células PAP+ em Centro Germinativo (CG) 75 dias
apods primeira imunizacao, 1000X.

PATARROYO et al., (2009) observaram células positivas PAP+ apos 7
dias da imunizacdo com o peptideo sintético SBm7462, considerando que o
antigeno foi capturado e retido por DC-like residentes, transportando-se através
da rede do conduit para iniciar a ativagdo das células T. Neste trabalho, as
coletas de linfonodos se iniciaram 15 dias apds a primeira inoculagao, e foram
observadas células PAP+, mostrando que o peptideo é facilmente processado
por células DC-like. Devido ao peso molecular do peptideo recombinante ser
6,5 kDa, e levando em consideragdo que antigenos de baixo peso molecular
podem passar pelo sistema de conduit, possibilitou, esses aspectos

possibilitaram o aparecimento do antigeno aos sete dias como foi relatado por
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PATARROYO et al., (2009). Entretanto, se as coletas dos linfonodos tivessem
ocorrido antes dos quinze dias apds imunizacdo, provavelmente, esses
mesmos eventos poderiam ter sido observados. Portanto, sugere-se que o
peptideo recombinante rSBm7462 foi capturado eficientemente pelas células
DC-like, as quais corresponderiam as células PAP+ deste trabalho,
concordando com os achados de GONZALEZ (2003), PATARROYO (2009) e
TAFUR (2013).

Esses eventos sdo controlados pelas células reticulares fibroblasticas
(FRC) para limitar a entrada e a dindmica das células T naive no paracértex,
mediante liberacdo de quimiocinas e citocinas. Uma pequena porcédo da rede
nao € coberta por células reticulares. Nesta area, as APC’s e os macrofagos
estdo em contato direto com os antigenos soluveis presentes no conduit (PAL e
RAMSEY, 2011).

A presenca de células PAP+ observadas nos CGs aos 15 dias apés a
primeira imunizagao, pode ser explicada pelos relatos de MONSERRAT et al.
(2013), que afirmam que as células dendriticas foliculares (FDC) ndo sao
células dendriticas, pelo fato de nao terem a capacidade de processar nem
apresentar antigenos em moléculas de classe Il; porém, podem reter
complexos imunes mediante receptores Fc na superficie celular, por um
periodo prolongado, durante a reagdo do centro germinativo. Além disso,
acredita-se que as células B com receptores especificos para o antigeno séo
selecionadas sobre as FDC, o que contribui na maturagcdo e afinidade
(VICTORA e NUSSENZWEIG, 2012).

Aos 45 dias apds a primeira imunizacdo com o peptideo rSBm7462, foi
possivel visualizar incremento das células PAP+ principalmente na regido dos
cordées medulares, o que pode explicar a hiperplasia desta regido, a qual esta

relacionada com a memdria imunoldgica e a rapida expansao clonal induzida.
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6. CONCLUSOES

A resposta induzida pelo peptideo recombinante rSBm7462 foi
caracterizada nos tecidos linféides secundarios pela formacédo de
estruturas que conferem afinidade e memoaria imunoldgica. O peptideo
recombinante rSBm7462 induziu uma resposta imune adaptativa T-
dependente. O peptideo foi detectado nos linfonodos dos bovinos
analisados através da imunoistoquimica durante o decorrer do

experimento.
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ANEXO 1

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que
o processo n.° 44/2013, intitulado “Resposta celular em linfonodos em
bovinos de diferentes ragas a campo com vacina recombinante rSBm 7462
anti Rhipicephalus (Boophilus) microplus”, coordenado pela professora,
Marlene Isabel Vargas Viléria do Departamento de Medicina veterinaria,
esta de acordo com o Codigo de Etica Profissional do Médico Veterinario,
com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL), e
com a legislagdo vigente, tendo sido aprovado por esta Comissdo em
04/09/2013, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process
number 44/2013, named “Cell respose of different breed bovine’s lymph
nodes inoculated at field with a recombinant vaccine rSBm 7462 against
Rhipicephalus (Boophilus) microplus” is in agreement with the Medical
Veterinary Professional Ethics Code, with the Ethical Principles for Animal
Research established by the Brazilian Society of Science in Laboratory of
Animals (SBCAL) and with actual Brazilian legislation. This Institutional
Commission on September 04, 2013 approved this process. This certificate
expire in 12 months.
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ANEXO 2

Detecgao do antigeno rSBm7462 em linfonodos bovinos

Etapa Reagente - solucdo Equipamento Temperatura Tempo
Estufa 60°C 2 horas
Desparafinizago | 1. Xilol TA°C 15 min
Xilol TA°C 15 min
. ~ Alcool 100 % TA°C 5 min
Rehidratagdo | 2. Alcool 100 % TAC 5 min
Bloqueio de . : .
peroxidase 3. Peroxido d,e' hidrogénio TA°C 30 min
. metandlico 3%
enddgena
4 Alcool 96 % TA°C 5 min
Rehidratac&o ' Alcool 96 % TA°C 5 min
5. Alcool 70 % TA°C 5 min
Lavagem 6 PBS pH 7,4 TA°C 5 min
g ' PBS PH 7,4 TAC 5 min
Recuperacio Buffer Citrato de Sodio pH 6 STEAMER TA°C 35 min
antigénica 7. Preencher com H20 destilada TA 20 min
reposar a TA
Lavagem 8 PBS pH 7,4 TA°C 5 min
g ' PBS pH 7,4 TA°C 5 min
9. Albumina Se&'g/‘j‘ Bovina (BSA Camera Umida TA°C 45 min
Incubacéo do .

. Soro de coelho anti-SBm7462 A —— o .
an_tlcgrpo 10. 1:20 em PBS Camera Umida 4°C Overnight
primario

PBS pH 7,4 TA°C 5 min
Lavagem 11. PBS pH 7,4 TA°C 5 min
Incubacéo do .

. IgG de cabra anti-IgG de A A o .

antlcorpc_) 12. coelho 1:10 em PBS Camera umida 37 45 min
secundario
PBSpH 7,4 TA°C 5 min
Lavagem 13 PBS pH 7,4 TA°C 5 min
Complexo PAP 1:200 37° 45 min
Lavagem 15. PBS pH 7,4 TA°C 5 min
~ DAB 25mg em 100ml de PBS | Camera Uumida ne o .

Revelagdo | ¢ 200u! de HO, escuridade TAC 5 min
Lavagem Agua corrente TA°C 5 min
Contracoloracdo| 17. Hematoxilina de Harris TA°C 1 min
Alcool 70 % TA°C 5 min
Alcool 80 % TA°C 5 min
18. Alcool 90 % TA°C 5 min
Desidratacao Alcool 100 % TA°C 5 min
Alcool 100 % TA°C 5 min
19 Xilol 1 TA°C 5 min
' Xilol 1 TA°C 5 min

Montagem 20. | Entellan® TA°C
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