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Padronização das técnicas de citometria de fluxo para quantificação de 
monócitos e células NK (natural killers) em amostras de sangue bovino 
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Babesia bovis e B. bigemina são hemoparasitas que causam grandes prejuízos para os 
produtores de bovinos no Brasil. A ocorrência da babesiose segue a dispersão do carrapato 
Rhipicephalus microplus, considerado o único vetor desses parasitas. Estudos anteriores mostram 
variação entre animais na resistência à babesiose. O presente estudo é parte de um projeto que 
pretende caracterizar bovinos resistentes a babesiose bovina, por meio da quantificação dos 
níveis de hemoparasitas no sangue e da análise de parâmetros imunológicos que possam ser 
usados como marcadores para identificação de animais resistentes. Assim a cada 15 dias 
amostras de sangue de 48 bezerros da raça Canchim (5/8 Charolês/zebu) estão sendo colhidas, 
desde o nascimento até os doze meses de idade. A quantificação das células é feita no dia da 
colheita em um citômetro BD Accuri C6 Plus, sendo utilizados os anticorpos monoclonais anti-
CD172a bovino conjugado com RPE-Cy5 para a marcação de monócitos e anti-CD335 bovino 
conjugado com AlexaFluor488 para os linfócitos NK (natural killer). Em cada bateria de 
amostras são incluídas uma amostra não marcada e outra marcada com isótipos controle. Para 
otimização dos ensaios, foram realizadas titulações dos anticorpos e cálculo do “Stain index”, e 
devido à marcação inespecífica observada com uso do isótipo controle do anti-CD172a, foram 
testados diversos protocolos para bloqueio das interações inespecíficas mediadas por receptores 
do fragmento cristalizável de anticorpos (FcRγ). Nenhuma marcação inespecífica foi observada 
com isótipo controle do anti-CD335. Os resultados parciais mostraram que as porcentagens de 
monócitos sofreram quedas a partir da primeira colheita (8,86% do total de células brancas) e 
chegaram a 4,61% na sétima colheita, quando começaram a subir novamente, voltando aos 
níveis iniciais na décima quinta colheita. Já 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 serão agora analisados com o programa 
FlowJo, recentemente adquirido e serão confrontados com os dados de quantificação de DNA 
dos hemoparasitas em cada colheita. Cadastro SisGen n. AD22351. 
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