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Padronizagéo das técnicas de citometria de fluxo para quantificagéo de
monécitos e células NK (natural killers) em amostras de sangue bovino
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Babesia bovis e B. bigemina sdo hemoparasitas que causam grandes prejuizos para os
produtores de bovinos no Brasil. A ocorréncia da babesiose segue a dispersdo do carrapato
Rhipicephalus microplus, considerado o Unico vetor desses parasitas. Estudos anteriores mostram
variagdo entre animais na resisténcia a babesiose. O presente estudo é parte de um projeto que
pretende caracterizar bovinos resistentes a babesiose bovina, por meio da quantificacdo dos
niveis de hemoparasitas no sangue e da andlise de pardmetros imunolégicos que possam ser
usados como marcadores para identificacdo de animais resistentes. Assim a cada 15 dias
amostras de sangue de 48 bezerros da raca Canchim (5/8 Charolés/zebu) estdo sendo colhidas,
desde o nascimento até os doze meses de idade. A quantificagdo das células é feita no dia da
colheita em um citémetro BD Accuri Cé Plus, sendo utilizados os anticorpos monoclonais anti-
CD172a bovino conjugado com RPE-Cy5 para a marcagdo de mondcitos e anti-CD335 bovino
conjugado com AlexaFluor488 para os linfécitos NK (natural killer). Em cada bateria de
amostras sdo incluidas uma amostra néo marcada e outra marcada com isétipos controle. Para
otimizacéo dos ensaios, foram realizadas titulagdes dos anticorpos e cdlculo do “Stain index”, e
devido & marcacdo inespecifica observada com uso do isétipo controle do anti-CD172a, foram
testados diversos protocolos para bloqueio das interagdes inespecificas mediadas por receptores
do fragmento cristalizdvel de anticorpos (FcRy). Nenhuma marcacéo inespecifica foi observada
com isétipo controle do anti-CD335. Os resultados parciais mostraram que as porcentagens de
mondcitos sofreram quedas a partir da primeira colheita (8,86% do total de células brancas) e
chegaram a 4,61% na sétima colheita, quando comecaram a subir novamente, voltando aos
niveis iniciais na décima quinta colheita. J& as células NK representavam 0,76% das células
brancas na colheita 1, atingiram o pico na colheita 4 (3,40%) e voltaram a cair, chegando a
0,71% na colheita 15. Os dados dessas fenotipagens seréo agora analisados com o programa
Flowlo, recentemente adquirido e serdo confrontados com os dados de quantificaggo de DNA
dos hemoparasitas em cada colheita. Cadastro SisGen n. AD22351.
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