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The mucosal immunization consists on antigen administration in these surfaces it is a not invasive method,
inductor of local and systemic immune response. This work evaluated the immune response of the synthetic vaccine
anti-tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus SBm7462®, via oral and nasal routes. Were used 60 BALB/c mice,
divided in three groups of 20 animals each (I: oral immunization; I1: nasal immunization; I11: animals not immunized).
Nine and 15 days after the first and the second immunization was collected, separately for each group, T cells from
the immunized animals, cultivating them per 10 days. After the incubation, were determined the percentage of
cellular viability and the specific nature of this T cells, which had held as memory T cell. The averages of T cell
SBm7462-reagents had been submitted to the analysis of variance and comparison for Tukey test, 5% of probability.
Group Il presented higher cellular proliferation “in vitro”. For ELISA test, were positive only two animals in group
I and eight in group Il. The oral and nasal routs alternatively viable for immunization with the synthetic peptide
SBm7462®, however require greater number of doses to induce responses with high levels of immunoglobulins.
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RESUMO

A vacinacao via mucosa consiste na administracdo de antige-
nos nestas superficies. E um método n&o invasivo indutor de
resposta imune sistémica e local. Neste trabalho avaliou-se a
resposta imune a vacina sintética anticarrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus SBm7462®, administrada pelas vias oral
e nasal. Utilizaram-se 60 camundongos BALBY/c, divididos em
trés grupos de 20 animais cada (I: imunizacdo via oral; I1: imu-
nizacdo via nasal; I11: animais ndo imunizados). Aos 9 e 15 dias
apos a primeira e segunda imunizacdo, coletaram-se, separada-
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mente para cada grupo, os linfocitos T dos animais imuniza-
dos, cultivando-os em estufa por 10 dias. Apds a incubagao,
determinou-se a porcentagem de viabilidade celular e a nature-
za especifica dos linfocitos T, os quais se comportaram como
linfocitos T de memoria. As médias do nimero de linfécitos T
SBm7462-reativos foram submetidas a andlise de variancia e
comparacao pelo teste de Tukey, 5% de probabilidade. O Gru-
po Il apresentou uma maior proliferacéo celular in vitro. Para o
ELISA-indireto, foram positivos somente dois animais do Gru-
po I e oito do grupo I1. As vias oral e nasal sdo vias alternativa-
mente viaveis para imunizacdo com o peptideo sintético
SBm7462°, porém requerem maior nimero de doses para in-
duzir resposta com altos niveis de imunoglobulinas.

PALAVRAS-CHAVE: Imunizacdo, carrapato, vacina via mu-
cosas, vacinacdo oral, vacinacao nasal.

INTRODUCAO

O processo de vacinagdo é o método que apresenta a me-
Ihor relagdo custo-beneficio para prevenir perdas econdmi-

Rev. Bras. Parasitol. Vet., 17, Supl. 1, 9-13 (2008)
(Brazil. J. Vet. Parasitol.)



10

cas e aumentar a qualidade de vida dos animais domésticos
(AUCOUTURIER et al., 2001). No ambito da Medicina Ve-
terinaria, muitos imunogenos ainda sdo produzidos utilizan-
do-se tecnologia convencional, tais como vacinas atenuadas.
Porém, com o desenvolvimento de pesquisas que aplicam fer-
ramentas de biotecnologia, aquelas estdo sendo usadas no
desenvolvimento de vacinas. As vacinas “modernas” ndo séo
utilizadas apenas para o controle de doengas infecciosas, mas
também para aumentar a produtividade do rebanho e o con-
trole de ectoparasitos (BABIUK, 2002).

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus repre-
senta o principal ectoparasito de bovinos nas regifes tropi-
cais e subtropicais; e o seu controle repousa principalmente
na utilizagdo de farmacos carrapaticidas, os quais propiciam
a selecdo de populagdes resistentes (SANGSTER, 2001;
TAYLOR, 2001). A dependéncia exclusiva de compostos qui-
micos para o controle desse parasita tem-se tornado uma das
principais preocupac0es técnico-cientificas e econdmicas da
atualidade. Dai a necessidade de se desenvolver vacinas ca-
pazes de induzir a imunidade do hospedeiro contra o parasita.

O Laboratdrio de Biologia e Controle de Hematozoarios e
\etores (LBCHV/BIOAGRO/DVT/UFV) vem desenvolvendo
pesquisas visando ao constante aprimoramento da vacina sin-
tética anti carrapato R. (B.) microplus (SBm7462°®), de com-
provada eficiéncia, a qual ja foi patenteada no Brasil, EUA,
Meéxico, Australia e Unido Européia. Os imundgenos sintéticos
sdo desenhados para estimular uma resposta imune apropriada,
incluindo epitopos de células B e T relevantes e excluindo aque-
las regides da proteina que poderiam atuar estimulando a ativi-
dade de mecanismos supressores, alérgicos e/ou auto-imunes.
Patarroyo et al. (2002) demonstraram a eficacia de vacinas sin-
téticas na inducdo de uma forte atividade estimuladora das cé-
lulas linfoides por meio dos peptideos sintéticos.

A vacinagao via mucosa consiste na administra¢do de an-
tigenos nestas superficies. E um método n&o invasivo que in-
duz tanto uma resposta imune sistémica como local
(AIZPURUA; RUSSELL-JONES, 1988; BERGQUIST etal.,
1997; KOGA et al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta imune a
vacina sintética anti carrapato R. (B.) microplus SBm7462°,
administrada pelas vias de mucosa oral e nasal, uma vez que
essas rotas podem ser uma alternativa viavel para administra-
cao de vacinas sintéticas.

MATERIAL E METODOS

Foi utilizado como antigeno o peptideo sintético
SBm7462°, o qual foi desenhado no LBCHV/BIOAGRO/
DVT/UFV e sintetizado com o auxilio da Fundacéo Instituto
de Imunologia da Colémbia (FIDIC), em Bogota, Coldmbia.

Foram utilizados 60 camundongos da raca BALB/c, adul-
tos, oriundos do Biotério Central da Universidade Federal de
Vicosa (UFV) e mantidos durante o periodo experimental de
12 semanas no Laboratério de Biofarmacos do Departamento
de Bioguimica e Biologia Molecular da UFV, em salas com
temperatura e umidade controladas, submetidos a um regime
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diario de luz artificial de 12 horas, recebendo ragdo comerci-
al com composicao nutricional adequada para roedores e agua
ad libitum.

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais
com 20 animais cada: Grupo I: animais imunizados por via
oral com 100mg do peptideo SBm7462® diluido em 50mL de
agua milliQ g.s.p.; Grupo Il: animais imunizados por via na-
sal com 100mg do peptideo SBm7462® diluido em 50mL de
aguamilliQ g.s.p.; Grupo IlI: animais ndo imunizados. Aos 9,
15, 30 e 45 dias apds a primeira imunizagdo, foram eutanasi-
ados cinco animais de cada grupo. Coletaram-se, separada-
mente para cada grupo, os linfécitos dos animais imunizados.
Os animais também tiveram seu sangue coletado em tubos de
vidro sem anticoagulante, sendo centrifugadas, e 0s soros
aliquotados, identificados e conservados em freezer a -20°C.

Foi utilizado o teste imunoenzimatico ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay) para a pesquisa de anticor-
pos no soro dos animais imunizados dos Grupos | e 11. A lei-
tura das amostras foi feita em leitor de ELISA a 492nm e para
discriminar o ponto de corte entre positivo e negativo, utili-
zou-se a média dos valores dos controles negativos, acrescida
de dois desvios padrdo. Os valores foram expressos em médi-
as de absorbéncia para cada grupo, individualmente.

Os animais foram eutanasiados de acordo com o Cddigo
de Etica Profissional do Médico Veterinario, com os principi-
0s éticos na experimentacdo animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e com a le-
gislagdo vigente, sendo o projeto de pesquisa aprovado pela
Comissdo de Etica do Departamento de Veterinaria da UFV
(DVT/UFV), no processo n° 28/2006, e registrado sob o nu-
mero 21.101.155.103/PPG/UFV.

Apos a eutanasia, os animais foram mergulhados em alco-
ol 70%. Sob condicGes de esterilidade em capela de fluxo
laminar, retirou-se o bago dos animais de cada grupo, separa-
damente, os quais foram colocados em meio de cultura RPMI-
1640 incompleto e submetidos ao protocolo de isolamento de
células esplénicas. As suspensoes de células esplénicas foram
fracionadas em coluna de 1& de nailon, para se obter um
efluente da populacéo de linfécitos T.

Os linfacitos T isolados foram cultivados por 10 dias, em
estufa a 37°C com 5% de CO,, em placas de cultivo celular,
separadamente para os Grupos | e Il, acrescidos de 1mg de
SBm7462° e células esplénicas apresentadoras de antigenos,
isoladas dos animais do Grupo Il1. Apés o periodo de incuba-
¢do, determinou-se a viabilidade celular dos linfocitos pelo
método de excluséo pelo Azul de Tripan SIGMAP, por meio de
contagem em camara de Neubauer e com auxilio microscopio
de luz, com objetiva de 40X. Contou-se o0 nimero de células
viaveis nos cinco quadrantes da camara, ajustando-se o fator
de diluicdo, para se obter o nimero total de células viaveis.
Para determinac&o da porcentagem de viabilidade celular, usou-
se a seguinte formula: Viabilidade Celular (%) = (total de célu-
las viaveis + (total de células viaveis e ndo viaveis) x 100).

Com base nos valores do nimero de linfocitos SBm7462-
reativos, obtidos apds 10 dias de cultivo, para cada data de

Rev. Bras. Parasitol. Vet., 17, Supl. 1, 9-13 (2008)
(Brazil. J. Vet. Parasitol.)



Imunizacéo com o peptideo sintético anti carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus SBm7462 por vias de mucosa 11

coleta foram ajustadas regressdes para cada grupo, utilizan-
do-se 0 método quasi-Newton do programa STATISTICA
versdo 6.0 (STATSOFT, 1996). Os modelos foram escolhi-
dos com base na significancia dos coeficientes de regressao,
no coeficiente de determinacéo e no comportamento do fené-
meno em estudo. As médias obtidas pelo método de exclusdo
do Azul de Tripan foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA) e posterior comparacéo pelo teste de Tukey ao ni-
vel de 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o programa Sistemas para Analises
Estatisticas e Genéticas (SAEG, 1993).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O ELISA indireto usado neste trabalho j& havia apresenta-
do bons resultados em trabalhos anteriores com o peptideo
SBm7462®, em consequéncia a sua boa sensibilidade e espe-
cificidade (PIMENTEL, 2002; PATARROYO et al., 2002;
SALES-JUNIOR, 2005). Tais autores observaram que ocor-
reu um aumento nos valores de absorbancia apos a segunda
imunizacdo com o peptideo. Os resultados para o teste de
ELISA estdo representados na Tabela 1, e mostram que o maior
nGmero de animais positivos esta presente no Grupo Il (imu-
nizacdo nasal).

A ndo-deteccdo de niveis significativos de imunoglobuli-
nas em algumas amostras pode se dar pelo fato de que a res-

Tabela 1. Numero de animais positivos para o ELISA indireto,
para os Grupo | e I, seguindo-se as dadas de coleta.

Coletas Grupo I(oral) Grupo ll(nasal)
09 dias 1 2
15 dias 0 2
30 dias 0 1
45 dias 1 3
Total de animais positivos 2 8

posta, ap6s a primeira inoculagdo, corresponde a uma respos-
ta imune priméria, na qual se tem a estimulacdo de clones de
linfocitos B reativos ao peptideo pela primeira vez, com a
producao indetectavel de imunoglobulinas (PORTELA, 2000).
Pode-se considerar também que somente duas imunizagdes
ndo foram suficientes, sendo necessaria a realizacdo de mais
imunizac@es para induzir uma resposta imune mais eficiente,
com altos niveis de imunoglobulinas, pois alguns autores
encontraram um pico de 1gG apds a terceira imunizagdo com
0 peptideo sintético SBm7462® (PORTELA, 2000;
PIMENTEL, 2002; SALES-JUNIOR, 2005).

O cultivo celular a partir da suspensao de células esplénicas
de camundongos BALB/c imunizados com o peptideo sinté-
tico SBm7462®, proporcionou culturas celulares formadas por
populacGes de células homogéneas, as quais proliferaram ati-
vamente em suspensdo. A natureza especifica dos linfocitos T
foi confirmada pelo aumento no ndmero de células apds re-
estimulacdo in vitro com o peptideo sintético SBm7462°, po-
dendo-se considerar esses como clones afins, uma vez que 0s

linfocitos selecionados para gerar a memdria imunolégica
possuem uma alta afinidade pelo antigeno ap6s um contato
primario, conforme o ja citado por Sprent (1997).

As culturas celulares dos linfécitos T isolados de cada gru-
po imunizado, separadamente, apds 10 dias de cultivo e acom-
panhando-se as datas de coleta (9, 15, 30 e 45 dias ap0s a pri-
meira imunizacdo), a partir de uma concentracéo celular inicial
de 2x10%células, apresentaram proliferacdo e reprodutibilidade
invitro. Sanchez (2004), utilizando-se de mesma metodologia,
também obteve uma linhagem de linfécitos T SBm7462-
reativos, apos cultura e re-estimulo in vitro de linfdcitos isola-
dos de animais imunizados por via subcutanea, com somente
duas inoculag@es do peptideo sintético SBm7462°.

Na Tabela 2, pode-se observar os valores, em milhdes, do
numero de linfécitos T SBm7462-reativos apos 10 dias de cul-
tivo celular, para as diferentes épocas de coleta, em cada grupo.

Os valores obtidos experimentalmente, e as curvas obti-
das por analise de regressdo do namero de linfécitos T
SBm7462-reativos, nos Grupos | e 11, em relagdo ao tempo,
apresentaram um comportamento cubico, seguindo a equa-
cdoy =a + bx + cx? + dx®, conforme mostra a Figura 1.

Graficamente, pode-se observar que houve aumento do
ntmero de linfécitos para os Grupos | e I1, nas diferentes épo-

Tabela 2. Numero de linfocitos T SBm7462-reativos (milhes)
apos 10 dias de cultivo celular.

Coletas Grupo I(oral) Grupo ll(nasal)
09 dias 11 x 10%A 15x10° B
15 dias 14 x 10° A 18 x 10° B
30 dias 20 x 10° A 30x 10°B
45 dias 46 x 105 A 55x10°B

*Médias seguidas pelas mesmas letras, na mesma linha, n&o dife-
rem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

60
55
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40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15 <

Ndmero de linfécitos (milhdes)
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0 T T T 1
0 9 15 30 45

Datas de coleta (dias)

®  Grupol y=20554%%+15517%*%~0,0667*%x +0,0012*%°(r* = 0,99)

A Grupo2 y=72088**+1 7747 **x—0,0585*%x +0,0010*=x’(r’ = 0,99)

Figura 1. Curvas de regressao do numero de linfocitos T SBm7462-
reativos (nimero de linfécitos em milhdes), nos Grupos | e I, em
relagéo ao tempo.
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cas de coleta, sendo que ocorreu maior proliferagéo nas datas
de coleta apds a segunda imunizagdo dos animais.

Para todas as datas de coleta, o Grupo Il (imunizacdo na-
sal) apresentou uma maior proliferacdo celular in vitro, ap6s
0 estimulo com o peptideo sintético SBm7462®. A maior pro-
liferacdo de linfécitos T de memdria, obtidos dos animais
imunizados por via nasal, corrobora os estudos de alguns au-
tores que mostram essa via como uma rota viavel para a ad-
ministracdo de antigenos. Hirabayashi et al. (1990) propdem
que a rota nasal € mais viavel que a oral, pois o trato respira-
torio é um ambiente menos éacido e proteolitico e também
menos colonizado por micro-organismos. Para Hirabayashi
et al. (1990) a imunizacdo por via oral requer geralmente do-
ses maiores e administragdes repetidas, em decorréncia da
instabilidade dos antigenos e do ambiente proteolitico e aci-
do do estdbmago. Outros autores também citam que a imuniza-
cao oral é um procedimento que requer uma quantidade mai-
or de antigenos para poder ultrapassar a barreira do trato
gastrintestinal (MOWAT, 1994; KE; KAPP, 1996; SUN et al.,
1999; GABIUS, 2001).

Muitos antigenos sdo pouco imunogénicos quando admi-
nistrados por via mucosa, provavelmente porque falham ao
interagir efetivamente com o tecido linfoide associado as
mucosas (AIZPURUA; RUSSELL-JONES, 1988). Lehner et
al. (1993) destacaram a influéncia da rotas de imunizacéo e a
importancia destas para o desenho de peptideos sintéticos
usados para imunizag&o via nasal.

Os linfécitos T SBm7462-reativos, obtidos neste traba-
Iho, comportaram-se como linfdcitos T de meméria, clones
altamente afins que proliferaram apds o re-estimulo in vitro.
Os linfécitos T SBm7462-reativos obtidos dos animais imu-
nizados por via nasal foram 0s que apresentaram uma maior
proliferacdo celular ap0s re-estimulacdo in vitro. As vias de
mucosa oral e nasal podem ser consideradas vias alternativas
para a imunizagdo com o peptideo sintético SBm7462®, po-
rém a imunizacgao por essas vias parece requerem um maior
ntmero de doses para induzir uma resposta imune com altos
niveis de imunoglobulinas. A via nasal foi a que apresentou
melhores resultados para a imunizagdo com o peptideo sinté-
tico SBm7462°.
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