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RESUMO

O presente trabalho avaliou o papel do bago no armazenamento e na reativagdo das linhagens de células
B, representadas por células IgM positivas imunomarcadas no tecido esplénico, bem como a
funcionalidade dessas células, sobre a cinética dos linfocitos e na produgdo sistémica de anticorpos em
tilapias-do-nilo (Oreochromis niloticus). Foram separados dois grupos: grupo memoria, constituido por
peixes previamente imunizados com hemacia de carneiro a 2,5%, para a geragdo da memoria imune, € o
grupo naive, que recebeu o mesmo volume de solugio salina a 0,65%. Apds 32 dias, os dois grupos foram
submetidos a uma nova dose do antigeno na mesma concentracdo, volume e via de inoculagdo. A
reativagdo dos clones de memoria foi evidenciada pelo aumento do niimero de células IgM positivas no
bago do grupo memoria no dia zero/pré-imune. Além disso, 0 mesmo grupo apresentou aumento dos
titulos de anticorpos séricos no 14° dia e no niimero absoluto de linfocitos no 21° dia em relagdo ao grupo
naive. Esses resultados sugerem que o baco ndo seja apenas um local de armazenamento, mas também de
reativagdo de células B de memoria em tilapia-do-nilo.
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ABSTRACT

This work aimed to evaluate the role of the spleen in storage and reactivation of the memory B cells,
represented by IgM positive cells and the systemic production of sheep antibodies anti-red cell in Nile
tilapia (Oreochromis niloticus). Two groups were established: the memory group, containing fish
previously immunized with a 2,5% sheep anti-red cell, to generate the immune memory; and the naive
group, containing fish that received a 0,65% saline solution. After 32 days, both groups were subjected to
a new dose of the same antigen at the same concentration, volume, and inoculation via. The memory
clones reactivation was correlated to the increase of the IgM positive cells in the spleen in the memory
group at 0 day. The memory group showed an increase in the absolute number of lymphocytes at 21 days
and an increase in the antibodies at 14 days after inoculation when compared to the naive group. The
results suggest that the spleen may be a storage and reactivation place of memory B cells in Nile tilapia.
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INTRODUCAO

A resposta imune humoral tem como fungdo
primordial a ativagdo e expansdo de clones
especificos de células T e B e o armazenamento
de parte dos clones como células de memoria na
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medula 6ssea (Fernandes et al., 2015). A eficacia
do método de vacinagdo, pelo menos em parte,
estd na dependéncia direta da ativagdo das
células T e B de memoria, que sdo responsaveis
pela produgdo e secrecdo basal de anticorpos
especificos para diversos antigenos naturais ou
vacinais (Bergljot, 2010). Em mamiferos, apos a
eliminacdo do antigeno, partes das células T ¢ B,
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geradas na expansdo clonal, migram para a
medula 6ssea e residem no tecido como células
de memoria (Eto et al., 2012).

Os peixes teledsteos, apesar de ndo possuirem
medula oOssea, sdo constituidos por oOrgdos
linfoides primarios, como o timo, o rim cefalico
e o caudal, e outros secundarios, como as
branquias, o intestino e o bago, que ¢
estruturalmente e funcionalmente analogo ao
encontrado nos mamiferos (Ye et al., 2011). O
rim cefélico/anterior ¢ predominantemente
hematopoiético, enquanto no caudal/posterior
predomina a fungdo filtrante, pelo aumento das
ultraestruturas glomerulares e tubulares (Kaattari
etal., 2002).

O bago tem maior capacidade de produgdo de
anticorpos, sendo responsavel também pela
hemocaterese (Fernandes et al., 2015). Células
IgM™ (IgM positivas) foram descritas no bago,
nos rins cefalico e caudal de teledsteos, o que
sugere que esses dois oOrgdos sejam sitios de
armazenamento de células de memoria e, por
conseguinte, confirma a relagdo funcional com a
medula 6ssea de mamiferos (Kaattari et al.,
2002).

A ativagdo das células B e T naive e de memoria
para determinado antigeno ¢é relevante para a
geracdo e a manutencdo da resposta vacinal e
posterior protecdo do hospedeiro a patogenos e
toxinas. Portanto, este trabalho teve como
objetivo avaliar o potencial da resposta esplénica
em peixes teledsteos, por meio da fungdo do
6rgdo no armazenamento € na manutengdo de
células B ativas/plasmacitos, naive e dos clones
de memoria, mediante a expressdo de células
IgM" no tecido e a participaciio delas na cinética
sistétmica dos linfocitos e na produgdo de
anticorpos séricos.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica
no Uso de Animais (Ceua) da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Unesp, campus
de Jaboticabal, sob o protocolo nimero
17205/15. Foram utilizadas 60 tilapias-do-nilo
(80,71£10,52g), mantidas em 10 aquarios de
vidro de 90L (n=6), com fluxo continuo de dgua
de poco artesiano, livre de cloro, vazdo de
1L/min, e aeracdo constante. Os peixes foram
alimentados com ragao comercial
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(suplementadas 3% do peso vivo, 28% de
proteina digestivel e 4.000kcal de energia
digestiva’kg). A qualidade da 4gua permaneceu
na faixa adequada ao conforto dos peixes
(oxigénio dissolvido = 6,1+1,6mg/L; temperatura
= 28,37+3,8°C; pH = 6,96+1,2; ¢ condutividade
elétrica = 120,96£16,3uS/cm) e os pardmetros
foram  mensurados com o  aparelho
multipardmetro AK87 (Boyd, 1990).

Apds aclimatacdo por 21 dias, os peixes foram
distribuidos em delineamento inteiramente ao
acaso, em dois grupos (n=30). Para a formagdo
do grupo memoria (GM), 30 peixes foram
injetados com solucdo de hemacia de carneiro
(HC) 2 2,5%, em 0,15M de tampao fosfato-salino
(PBS) esterilizado (pH 7,2), na dose de 250uL
por peixe, via celomatica, para a geracdo prévia
da resposta imune humoral e formacdo dos
clones de memoria. Ja o grupo naive (GN) foi
injetado apenas com solu¢do salina 0,65%, com
0 mesmo volume e via de inoculagdo que o GM,
tendo como objetivo a ndo formagdo de resposta
imune humoral. Apds 32 dias, ambos os grupos
receberam uma dose de HC. Os tempos de coleta
iniciaram-se no dia anterior a segunda dose, o
qual representou o tempo zero, pré-imune, e
depois no sétimo, 14, 21 e 28° dia. Nos tempos
predeterminados, os peixes foram anestesiados
em banho de solugdo de benzocaina (1:20.000)
diluida em  alcool 98°GL  (0,1g/mL)
(Wedemeyer, 1970), até o quarto estagio de
anestesia (Woody et al., 2002). O sangue de cada
peixe foi coletado por pungdo do vaso caudal
(n=7) e os peixes foram eutanasiados por
aprofundamento anestésico e para a coleta do
bago (n=5) para as avaliagdes nos tempos
supracitados.

Para o preparo do inoculo de HC, inicialmente
coletaram-se 10mL de sangue de carneiro, que
foram transferidos para tubos graduados de
50mL contendo solugdo de Alsever (v/v). Em
seguida, estes foram centrifugados a 250qg,
durante 10min. O sobrenadante foi descartado, e
as hemacias foram ressuspendidas em PBS
0,15M (pH 7,2) esterilizado; logo apos, a solugdo
foi centrifugada novamente durante cinco
minutos. A lavagem foi repetida até a remocao
total da hemolise, observada pela auséncia da
coloragdo vermelha no sobrenadante. Apds o
término, a suspensdo de hemacias foi diluida na
concentragdo de 2,5% em PBS 0,15M (pH 7,2)
esterilizado. A suspensdo de hemacias foi
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armazenada para imunizag@o dos peixes e para o
teste de hemaglutinagdo direta, mantida a 4°C até
ao momento da sua utilizacio.

O teste de aglutinacdo direta foi realizado de
acordo com Fernandes et al. (2015). As amostras
de soro dos peixes foram desativadas a 47°C,
durante 30min, em banho-maria. Em seguida, foi
realizada a diluigdo seriada de log, dessas
amostras, em placas de microtitulagdo. Foram
adicionados 50pL de PBS 0,15M (pH 7,2)
esterilizado em todos os pogos e, a seguir, SOuL
de plasma desativado no primeiro pogo da placa.
Em seguida, realizaram-se a homogeneizagdo da
solucdo e a transferéncia de 50uL para o orificio
seguinte, repetindo-se o processo até o 11° pogo,
onde o mesmo volume da solugdo foi
desprezado. Esse procedimento foi realizado para
todas as amostras de plasma da avaliagdo pré-
imune € no sétimo, 14, 21 e 28° dias. Em
seguida, foi adicionado volume igual do inoculo
de HC a 2,5% em cada pogo, ¢ a placa incubada
por uma hora, a 37°C, e 22 horas a 4°C. Apoés
esse periodo, foi realizada a leitura visual das
placas, comparando-se o padrdo de sedimentagdo
do pogo controle sem plasma (12° pogo), com o0s
padrdes de sedimentacdo dos demais. O titulo de
anticorpos totais foi identificado como a maior
dilui¢do em que foi possivel observar aglutinagio
positiva das hemacias. Os resultados foram
expressos no log, dos reciprocos dos titulos dos
soros, ¢ os dados processados submetidos a
analise estatistica.

Os perfis hematologico e bioquimico foram
avaliados durante todo o percurso da
resposta imune humoral. Inicialmente, a
porcentagem do hematdcrito foi determinada
usando tubos de micro-hematécrito e a
escala de hemoconcentracdo (volume globular)
(Goldenfarb et al.,, 1971). A concentragdo de
proteinas  plasmaticas  totais (PPT) foi
quantificada pelo método utilizando a solugdo de
biureto (545nm de comprimento de onda). Na
contagem dos leucdcitos totais, utilizou-se a
camara de Neubauer (Martins et al., 2009), e a
contagem dos linfocitos absolutos foi realizada
em extensdo sanguinea corada com a coloragdo
de May-Grunwald-Giemsa-Wright (Tavares-Dias
e Moraes, 2007). A determinagdo da
concentragdo de albuminas totais (Alb) foi
realizada no soro pelo método colorimétrico,
com o uso de Kit comercial (Albumina
Monoreagente-K 040, Bioclin, BR). A
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concentragdo de imunoglobulinas totais (Ig) foi
calculada e determinada por meio da subtragdo
do valor da albumina do valor da concentragao
de proteinas totais, tendo como resultado a
expressao do valor das imunoglobulinas totais.

Para a avalia¢do da resposta esplénica, por meio
da expressio de células IgM’, fragmentos de
baco dos peixes foram processados para
obtengdo de cortes semisseriados de 3pum de
espessura, que foram depositados em laminas de
vidro, polarizadas, e desparafinados. A
recuperagdo antigénica foi feita por calor em
panela do tipo Pascal (Dako, USA), com solugao
tampdo Tris EDTA (pH 7.,4), durante 30 minutos.
Seguiu-se o bloqueio da peroxidase enddgena
com solucdo comercial (Hydrogen Peroxide
Block, Spring, cod. DHP-060, UK) e um banho
em tampdo Tris HCL (pH 7,4), durante cinco
minutos.

Um novo bloqueio da peroxidase fora realizado,
com agua oxigenada (30 vol.) e alcool metilico
(solugdo final a 10%). O bloqueio das reagdes
inespecificas (Protein Block, Spring, cod. DPB-
060, UK), foi realizado por uma hora, em cdmara
umida e em temperatura ambiente, seguido de
uma lavagem com Tris HCL (pH 7,4), durante
cinco minutos. Em seguida, foi realizado novo
bloqueio das proteinas inespecificas, com leite
em p6 (Molico®, BR, 2g para cada 25mL de dgua
destilada), por uma hora, em cdmara imida ¢ em
temperatura ambiente.

A incubagdo do anticorpo primario foi a 4°C,
durante 18 horas, em cadmara umida, na dilui¢ao
de 1:2.000 (rabbit polyclonal antibody to human
IgM, DBS, cod. RP024, UK) e aplicagdo do
substrato (REVEAL — Biotin Free Polyvalent AP
(RED), cod. PAR-060, UK), com incubacido do
HRP-link, por 10 minutos, seguido da aplicagdo
do polimero, por 30 minutos, em temperatura
ambiente, sem lavagem entre eles. Para a
visualizagdo da reacdo, utilizou-se o cromdgeno
diaminobenzidina  (DAB)  (Spring,  3,3'-
diaminobenzidina - cod. DAB-060, CA). Para o
controle positivo, foi utilizada tonsila humana e,
para o controle negativo, foi utilizado bago de
peixe, sem a inje¢do de HC, a 2,5%. A
contracolora¢do foi realizada com hematoxilina
de Harris, e a montagem das laminas com
Permount (Fisher Scientific, cod. S70104, CA).
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A contagem das células imunomarcadas foi
realizada sob microscopia de luz, com
equipamento para fotomicrografia digital (Nikon
E200, BR). Para a quantificacdo, foram
escolhidos, aleatoriamente, cinco campos, onde
foi contabilizado o ntmero total de células
marcadas, na objetiva de 40x.

Todos os resultados foram submetidos a analise
de variancia e a comparagdo de médias pelo teste
de Tukey (P<0,05), ao nivel de significancia de
5% (Snedecor e Cochran, 1974).

RESULTADOS

A avaliacdo da resposta esplénica por imuno-
histoquimica qualitativa resultou na
imunomarcagio de células IgM’, o que permitiu,
por meio da analise morfoldgica, distinguir dois
estagios celulares distintos (Fig. 1A) plasmdcitos
(Fig. 1B) e célula B ndo ativada/naive ou de
memoria (Fig. 1C). As células IgM" foram
visualizadas em todas as amostras e grupos
analisados. Entretanto, quando as células IgM"
foram quantificadas, o GM obteve um aumento
significativo (P<0,05) comparado ao GN no
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periodo pré-imune, representado pelo dia zero
(Fig. 1D).

Quando a resposta imune humoral dos grupos foi
avaliada, ambos os grupos mostraram-se capazes
de reconhecer e produzir anticorpos reativos para
os antigenos presentes nas HC. Porém, a
intensidade da resposta foi divergente entre os
grupos (Fig. 1E). O GM, apesar de ndo
significativo, apresentou titulos de anticorpos
séricos no periodo pré-imune. O mesmo grupo
apresentou aumento significativo (P<0,05) em
relacio ao GN no 14° dia do protocolo
imunizagao.

Os valores hematoldgicos ¢ bioquimicos ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa
entre os grupos durante o periodo experimental
(Tab. 1). O leucograma do GM apresentou
aumento significativo (P<0,05) do numero total
de leucocitos no 21° dia apés o inicio do
protocolo em relagdo ao GN (Tab. 1). A analise
diferencial demonstrou que a leucocitose foi
representada em parte pelo aumento do numero
absoluto dos linfocitos do GM em relagdo ao
naive no mesmo periodo de analise (Fig. 1F).

L]

150800 EEE Memdria

linfacitos (mm*)

0 7 14 11 28
Dias apds i muomnt zag 50

Figura 1. A) Fotomicrografia de fragmento de bago com imunomarcag@o positiva para células produtoras de
IgM reveladas com (DAB). B) Célula IgM+ com nucleo periférico e citoplasma abundante. C) Célula IgM+,
niicleo central e pouco citoplasma. Hematoxilina de Harris. Barra: 10pm. D) Numero de células IgM". E)
Resposta humoral. F) Cinética da resposta linfocitdria em tilapias-do-nilo (n=7), inoculadas com HC. Cada
ponto representa a média =+ erro padrdo observados nos grupos naive e memoria. *Diferenca significativa pelo
teste de Tukey (P<0,05). DAB: diaminobenzidina; HE: hemacia de carneiro.
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Tabela 1. Perfil hematoldgico e imune humoral de tildpias-do-nilo inoculadas com HC

Tempo (dias)
Tratamento
0 (pré-imune) 7 14 21 28
VG (%) Naive 26,3+1,5A 27,5+0,9A 24,4+1,4A 26,5+0,9A 26,9+1,3A
0
Memoria 28,1+1,1A 27,3+1,7A 27,24+0,8A 30,6+0,3A 24,6+1,3A
Naive 3,4+0,1A 3,8+0,2A 3,9+0,1A 4,3+0,2A 3,9+0,1A
PPT (g/dl) .
Memoéria 3,3+0,1A 3,9+0,2A 3,8+0,1A 4,4+0,3A 3,8+0,1A
. Naive 0,7+0,0A 0,8+0,0A 1,1£0,0A 1,1£0,0A 1,0+0,0A
Albumina (g/dl) .
Memoria 0,7+0,0A 0,9+0,0A 1,1+0,0A 1,0+0,0A 1,0+0,0A
. Naive 2,7+0,1A 2,9+0,1A 2,9+0,1A 3,2+0,2A 2,9+0,2A
Imunoglobulina (g/dl) .
Memoéria 2,5+0,1A 3,0+0,1A 2,7£0,1A 3,4+0,3A 2,7+0,1A
. . Naive 0,0+0,0A 1,0+0,3A 1,240,3A 1,5+0,2A 0,5+0,2A
Anticorpos Totais (%) o
Memoria 0,3+0,2A 1,3£0,1A 2,540,3A 2,340,1A 0,7+0,2A
Naive 98890,0+ 93984,0+ 95722,0+ 122056,0+ 120692,0+
Leucocitos Totais 4909,0A 2413,0A 4629,0A 8306,0B 4599,0A
(nimero/puL) Meméria 97240,0+ 103488,0+ 103752,0+ 175154,0+ 114724,0+
3675,0A 3512,0A 1313,0A 3650,0A 1215,0A
Naive 73526,0+ 77830,0+ 83052,0+ 103660,0+ 94518,0+
Linfocitos absolutos 4077,4A 3773,9A 4997,1A 7872,9B 4608,9A
(nimero/uL) Meméria 79213,0+ 69246,0+ 88071,0+ 125260,0+ 87482,0+
4283,5A 4285,4A 1553,5A 3346,2A 9231,1A

Meédias (n = 7) com os respectivos erro padrio, letras maitsculas comparam a coluna entre os grupos em cada
periodo de tempo experimental. Letras maitisculas distintas se diferem pelo teste Tukey (p>0,05). HC-Hemacia
de Carneiro; VG - Volume Globular; PPT - Proteina Plasmatica Total.

DISCUSSAO

A ativagdo das respostas imune humoral ou
celular em teledsteos, seja por infeccdo natural,
experimental ou profilatica, estara sempre sob a
regéncia e  interdependéncia  estrutural,
organizacional e funcional dos orgdos e tecidos
linfoides primarios e secundarios. As células B e
T orquestram a resposta imune adquirida em
nivel celular e molecular e sdao amplamente
distribuidas para a corrente sanguinea e o0s
orgdos secundarios, como intestino (Zapata et
al., 2006), pele (Wolfle et al., 2009) e branquias,
participando ativamente na resposta imune
humoral (Von et al., 2011). O bago é o principal
orgdo linfoide secundario em teledsteos,
responsavel pela atividade de hemocaterese e
pela  produgdo de anticorpos, analogo
funcionalmente ao bago dos mamiferos e a
outros vertebrados superiores, sendo ativamente
compensatorio a auséncia de nodulo ou sistema
linfoide nessa espécie (Zapata et al., 2006;
Salinas et al., 2011).

As células IgM" surgem no baco 26 dias apds a
eclosdo e aumentam progressivamente até 102
dias, durante o processo ontogenético dessas
células em peixe-mandarim Siniperca chuatsi
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(Tian et al, 2009). Esse fato prova a
preexisténcia de células IgM" no bago em um
estado imunofisiologico, observado no GN.
Contrario a isso, o aumento do nimero dessas
células no GM no periodo pré-imune gera
supostas evidéncias de que esse numero distinto
e elevado de células IgM' no bago possa ser
clone da primeira expansdo gerada 32 dias
anteriores a andlise. A diferenciacdo entre os
estdgios de maturacdo das células B estudadas
foi possivel por meio da analise morfologica, que
diferenciou as células B ativadas/plasmocitos das
ndo ativadas. Entretanto, toda a linhagem de
células B ¢ IgM", e essas podem ser detectadas
na forma de receptor acoplado a membrana ou
contidas em vesiculas secretoras citoplasmaticas
de plasmocitos ativados (Kaattari et al., 2002).

Ye et al. (2011) descreveram um modelo de
diferenciacdo, recirculagdo e distribuicdo das
células B em teledsteos, dividindo as células B
em trés fenotipos celulares distintos: naive,
ativados/plasmocitos e de memoria, residentes na
circulacdo sanguinea, no bago, nos rins posterior
e anterior, sendo o ultimo o local de
armazenamento das células de memoria/longa
vida. A residéncia de um ntmero elevado de
células IgM" no bago, apds 32 dias da primeira
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dose no GM, levanta a hipotese de que parte
dessas células da linhagem B sejam de memoria,
geradas na primeira expansdo clonal, o que
indica um possivel sitio de permanéncia de
plasmocitos ativados e também células B de
memoria.

O aumento do ntiimero de células IgM" no bago
do GM, no periodo pré-imune, sugere que essas
células sejam compostas por plasmocitos e
células B reativas e de memoria, gerados na
[A]

Bago

Grupo Memoéria

Plasmécito ativado .
1° Expansio clonal :

Sangue

primeira expansao clonal. Indica também que as
mesmas células foram, em parte, responsaveis
pela producdo basal de anticorpos séricos anti-
hemacia de carneiro, detectados no mesmo
periodo de tempo e grupo, e pelo aumento dos
titulos de anticorpos no 14° dia ¢ do numero
absoluto dos linfécitos no 21° dia apds o indculo
no GM. O mecanismo proposto de ativagdo das
linhagens de células B no bago esta ilustrado e
esquematizado na Fig. 2.

21 dia

X . Dia 0
Células Te B Plamdcito
de memoria 2" Expansiio clonal
..................... .
2° Expanséo clonal
—
B Grupo Naive
Bago ¢, Sangue
Dia 0

R T L L B

Celulas Te B
Naive

Plamocito
1? Expansio clonal

1" Expansio clonal

Anticorpos especificos #
ndo detectados

Figura 2. Mecanismo de ativagdo das células de memoria no baco de tilapias-do-nilo, imunizadas com
HC. (A) Plasmocitos ativados gerados na primeira expansdo clonal (ExC), responsavel pela producio
basal de anticorpo no pré-imune e total durante a cinética da resposta humoral. Reativagdo das células de
memoria, geradas no primeiro estimulo imunogénico, resultando no aumento dos anticorpos no 14° dia e
dos linfécitos sanguineos no 21° dia apos o segundo estimulo. Observar que a segunda ExC no GM foi
detectada na corrente sanguinea no 21° dia, o que prova que o aumento dos titulos de anticorpos no 14°
dia foi produzido pela primeira geragdo de clones. (B) Bago GN, ativagdo da primeira gerag@o de clones,
aumento da producéo de anticorpos no 28° dia e de linfocitos sanguineos no 21° dia.
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Ativacédo de células...

Castro et al. (2013) investigaram o papel do bago
na resposta imune humoral e a expressdo de
genes relacionados a fracdo constante (Fc) das
imunoglobulinas da classe IgM, IgD e IgT, em
trutas arco-iris, desafiadas com cepas desativadas
de Rhabdovirus. Os autores observaram um
aumento expressivo da classe IgM e IgT durante
o percurso da infecg¢do experimental. No presente
estudo, os niveis de anticorpos especificos,
aumentaram progressivamente durante todo o
protocolo de imunizagdo. A atividade aglutinante
no ensaio de aglutinagdo direta prova que, além
da expressdo em nivel cromossémico, como
relatado  pelos autores supracitados, a
imunoglobulina ¢ também funcional, sintetizada
e secretada na circulagdo sistémica.

O conceito da reativacdo das células de memoria
ap6s um segundo estimulo antigénico e seus
efeitos no aumento da producdo de anticorpos e
no numero absoluto de linfécitos circulantes
foram descritos em teledsteos inoculados com
HC, sendo observado o aumento desses
pardmetros no 21° dia apdés a segunda dose
comparada a uma unica dose em tilapias-do-nilo
(Fernandes et al., 2015). O padrdo cinético das
respostas humoral e celular foi semelhante ao do
estudo prescrito acima. Porém, os resultados
fornecidos pelo atual estudo possibilitaram
analisar o nivel da resposta esplénica e seu efeito
sobre a producdo de anticorpos ¢ na expansio
dos clones de células B e T de memoria na
circulagdo sanguinea. Rombout et al. (2011)
descreveram que entre 30-40% dos linfocitos
circulantes sdo fendtipos de células B, o que
possibilita afirmar que parte do nimero de
linfécitos circulantes observados no 21° dia seja
composto, em sua maioria, por células B.

O baco apresentou aspectos funcionais
importantes na geracdo e manutengdo de células
residentes ativas e de memoria, detectadas 32
dias apos a primeira dose no GM por meio dos
niveis basais de anticorpos e do nimero absoluto
de linfocitos. Esses resultados colaboram para o
entendimento da cinética da resposta esplénica e,
consequentemente, da resposta imune humoral
em teleodsteos, o que abre novas perspectivas para
a profilaxia de doencas nessa espécie.
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CONCLUSOES

O conjunto de informagdes obtidas no presente
estudo permite a implantagdo de protocolos mais
eficazes para a imunizacdo de matrizes ou
reprodutores de alto valor zootécnico, a fim de
reduzir o estresse, prolongar o intervalo entre
doses e aumentar a eficacia da resposta imune
humoral, por meio da reativagdo dos clones de
memoria no baco. Finalmente, a ativa¢do dessas
células de memoria resulta na produgdo de
anticorpos de alta afinidade, potencializando-se,
assim, a resposta vacinal e, consequentemente, o
nivel de protecdo do hospedeiro.
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