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1. INTRODUCAO

Theileria equi € um hemoprotozoario que, juntamente com Babesia caballi,
sdo 0s agentes causadores de piroplasmose equina (WISE et al., 2014). A
doenca cursa com anemia, desidratacéo, pirexia, perda de peso e desempenho,
podendo ocorrer também de forma assintomatica, através de portadores cronicos
no rebanho (ROTHSCHILD, 2013). A dindmica da resposta imunoldgica a T. equi,
embora ndo totalmente compreendida (WISE et al., 2014), envolve a imunidade
adaptativa atraves do desenvolvimento de memdria imunoldgica, que atua no
controle da parasitemia (CUNHA et al., 2006). Os antigenos de superficie do
parasito sdo os Equine merozoite antigens (EMAS), que sdo os principais sitios de
reconhecimento, e consequentemente alvos da producéo de anticorpos (HUANG
et al., 2006). EMA-2 sdo os antigenos imunodominantes na interacdo com o
citoesqueleto de eritrocitos (KUMAR et al., 2015), e por este motivo vém sendo
estudados tanto para o diagnéstico como para o desenvolvimento de ferramentas
profilaticas, como vacinas (KUMAR et al., 2013; KUMAR et al., 2015; VIANNA et
al., 2014).

Observamos em estudos anteriores que a vacinacao de éguas gestantes
com EMA-2 recombinante de T. equi foi capaz de estimular a resposta imune
humoral e produzir quantidades detectaveis de imunoglobulinas vacinais no
colostro (SANTOS et al., 2016). Entretanto, ainda € importante entender como a
resposta imune humoral ocorre em potros vacinados, tendo em vista a
susceptibilidade imunolégica observada no organismo ainda em amadurecimento
(HODGINS & SHEWEN, 2012). O objetivo deste estudo foi avaliar a modulagéo
da resposta imune humoral de potros do nascimento até seis meses frente a
vacinagdo com rEMA-2 de T. equi, relacionando com o histoérico de vacinagédo da
mae no periparto.

2. METODOLOGIA

A proteina EMA-2 recombinante foi obtida através de clonagem e
expresséo em Pichia pastoris (VIANNA et al., 2014). A producéo da vacina utilizou
200ug de rEMA-2 por dose de vacina (2ml), com adjuvante Hidroxido de Aluminio
a 10%. Todo o preparo foi realizado em fluxo laminar com controle de pH (7,0) e
controle bacteriologico em agar sangue.

Foram utilizados 18 potros pertencentes ao CEEEP UFPel (Centro de
Estudo, Ensino e Experimentacdo em Equinocultura da Palma) nascidos nas
temporadas reprodutivas de 2015 e 2016. Os potros foram avaliados desde o
nascimento até o 6° més de vida, onde foi realizada avaliacéo clinica e coletas de
sangue para obtencdo do soro sanguineo. As coletas foram realizadas com 0
horas (nascimento), 12, 24 e 48 horas de vida, com 07 e 15 dias, e mensalmente
do 1° ao 6° més de vida. O parto foi assistido e com minima intervencédo em todas
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as éguas. Antes da primeira mamada do potro, foram coletados 2ml de colostro
para posterior andlise (Registro no Comité de Etica e Experimentacdo Animal
UFPel n° 8247).

Os animais foram divididos em trés grupos: Grupo 1) Potros vacinados
provenientes de maes vacinadas (n=8); Grupo 2) Potros vacinados provenientes
de maes nao vacinadas (n=6) e Grupo 3) Controle - Potros n&o vacinados
provenientes de mées ndo vacinadas (n=4). O esquema vacinal nos potros dos
Grupos 1 e 2 foi realizado a partir do 2° més de vida, em trés doses da vacina
rEMA de T. equi via intramuscular, com intervalo de 21 dias entre as aplicagoes.

No processamento das amostras, a técnica para detec¢cdo de anticorpos foi
ELISA indireto, utilizando como antigeno a proteina rEMA-2, conforme protocolo
descrito por VIANNA et al. (2014). Os testes foram realizados com soros e
colostros. Na analise estatistica foram utilizadas Analise de Variancia e
comparacao entre as médias pelo teste LSD, através do software Statistix 8.0®
(Analytical Software,Tallahasse, FL, USA), utilizando p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
No periodo de realizagcdo do estudo ndo houveram rea¢des vacinais ou
efeitos colaterais causados pela rEMA-2 de T. equi. Os animais nao apresentaram
alteracdes clinicas, tampouco foram observadas infestacdes por carrapatos. A
tabela 1 indica os resultados obtidos através de ELISA indireto para as amostras
de soro e colostro equino avaliadas.

Tabela 1 - ELISA indireto de soro e colostro equino. Média e desvio padrdo da absorbéancia
em leitura Optica (492nm) entre os grupos. Grupo 1) Potros vacinados provenientes de
mées vacinadas (n=8); Grupo 2) Potros vacinados provenientes de maes controle (n=6) e
Grupo 3) Potros controle provenientes de maes controle (n=4). As letras a e b indicam
diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05).

Grupo 1 (n=8)

Grupo 2 (n=6)

Grupo 3 (n=4)

Colostro 1,4769+0.4294a 0,6705+0,007b 0.5558+0,1999b
12 horas 0,9037+0,3444a 0,1462+0,1078b 0,1966+0,0617b
24 horas 0,8154+0,3239%a 0,1405+0,1266b 0,1497+0,0177b
48 horas 0,8175+0,3227a 0,1305+0,0792b 0,1166+0,059b

07 dias 0,7679+0,3069a 0,0998+0,052b 0,0832+0,0712b
15 dias 0,6583+0,2843a 0,0253+0,0357b 0,0770+0,0632b
1°més 0,4297+0,2091a 0,0130+0,0184b 0,0616+0,0494b
2° més 0,2351+0,1471a 0,056+0,001a 0,0509+0,0388a
3°més 0,5196+0,4282a 0,7065+0,3514a 0,0666+0,0698b
4° més 1,122+0,3568a 1,269+0,3429a 0,0909+0,1117b
5°més 1,080+0,2538a 1,041+0,4052a 0,0749+0,0887b
6° més 0,9426+0,1513a 0,7310+0,3239ab 0,1024+0,1186b

Conforme demonstra a Tabela 1, a concentragdo de imunoglobulinas no
colostro das éguas do Grupo 1 foi superior aos Grupos 2 e 3 (p<0,05), decorrente
da vacinacdo com rEMA-2 no periparto. A absorcao efetiva das imunoglobulinas
através de imunidade passiva pode ser confirmada através dos valores
alcancados logo apés a primeira mamada (12 horas), que tendem a decrescer
proximo do 2° més de vida. KUMAR et al. (2013) descrevem resultados
semelhantes avaliando potros provenientes de éguas infectadas por T. equi, que
apresentaram decréscimo dos niveis de anticorpos anti-T. equi em torno de 63-77
dias de vida.
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Para melhor compreenséo da soroconversao vacinal, a Figura 1 demonstra
graficamente as médias e desvio padrdo das leituras de absorbancia no soro
equino, durante o periodo avaliado, nos trés grupos.
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Figura 1 - ELISA indireto de soro equino. Média e desvio padrdo das absorbéncias em
leitura 6ptica (492nm) dos grupos avaliados. Grupo 1) Potros vacinados provenientes de
maées vacinadas (n=8); Grupo 2) Potros vacinados provenientes de maes controle (n=6) e
Grupo 3) Potros controle provenientes de mées controle (n=4). A seta indica o inicio do
esquema vacinal nos grupos 1 e 2.

Analisando em conjunto os dados da Figura 1 e da Tabela 1, observamos
que a vacinagdo com rEMA-2 em potros com 2 meses de vida foi capaz de
estimular a producdo de anticorpos. Entretanto, observamos que embora
apresentem imunoglobulinas anti-EMA-2 de T. equi prévio a vacinacdo, potros
provenientes de maes vacinadas (Grupo 1) ndo apresentaram diferenca
estatistica em relagdo aos potros provenientes de maes ndo vacinadas (Grupo 2)
no que tange a resposta vacinal. Em um animal adulto que ja apresente
anticorpos contra determinado antigeno, um boost vacinal tenderia a incrementar
rapidamente o titulo de anticorpos contra tal patdgeno em razdo da memoéria
imunologica (GOEHRING et al., 2010). E possivel que as imunoglobulinas
colostrais ndo causem o mesmo efeito por terem sido adquiridas de forma
passiva, e nao produzidas pelo proprio sistema imune do potro.

Em nosso trabalho, optamos por avaliar a resposta vacinal de potros a
partir do 2° més de vida em funcdo da janela imunologica decorrente do declinio
de imunoglobulinas passivas (2° més) até o estabelecimento eficiente da
imunidade ativa (4° més) (PERKINS & WAGNER, 2015). Alguns autores indicam
gue os anticorpos adquiridos via imunidade passiva interfiram na resposta
humoral de potros vacinados antes do 6° més de vida (VAN OIRSCHOT et al.,
1991), e que as imunoglobulinas colostrais possam ter efeito supressor nas
células B de potros jovens (PERKINS & WAGNER, 2015; TIZARD, 2014).
Entretanto, observamos que os potros do Grupo 1 ndo apresentaram diferenca na
producdo de anticorpos quando comparados aos potros do Grupo 2, 0s quais néao
apresentavam niveis significativos prévios de imunoglobulinas colostrais.

4. CONCLUSOES
A vacinacdo de éguas no periparto com rEMA-2 de T. equi contribui para o
fornecimento de imunoglobulinas colostrais nos primeiros momentos de vida, e
sem duvida tem importante papel na imunidade de potros ainda em
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amadurecimento. Entretanto, estas imunoglobulinas, uma vez alcancado niveis
basais (2° més de vida), ndo parecem interferir na magnitude da resposta imune
guando o animal é exposto novamente ao antigeno.
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