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1. INTRODUCAO

A piroplasmose equina € causada por Theileria equi e Babesia caballi
(WISE et al., 2014). A forma de transmissdo mais comum da doenca se d&a
através de carrapatos ixodideos (WISE et al., 2014), também podendo ocorrer por
transmissao iatrogénica (Rego, 2008) e transplacentaria (ALLSOPP et al., 2007).

O principal carrapato envolvido na transmissdo de T. equi € o
Rhipicephalus microplus (GUIMARAES et al., 1998), que € 0o mesmo vetor de
Babesia bovis, causadora da Tristeza Parasitaria Bovina (TPB). O municipio de
Santa Vitéria do Palmar, RS, localiza-se ao sul do paralelo 32°S, regido
considerada area livre da ocorréncia de carrapatos, onde a TPB nado ocorre.
Nessas areas todos os animais sao susceptiveis e a doenca pode ocorrer se
houver entrada acidental de carrapatos em periodos de clima favoravel (FARIAS,
2007). O que ocorre com TPB pode ser extrapolado para theileriose, tendo em
vista a similaridade entre os parasitos e a forte associacdo de T. equi com a
presenca do carrapato (GUIMARAES et al., 1998).

O objetivo deste estudo foi avaliar a dindmica da resposta humoral a T.
equi através de vacinacdo com EMA-2 recombinante em area livre de carrapatos
(Santa Vitdria do Palmar, RS), bem como sua imunogenicidade em éguas
gestantes e potros.

2. METODOLOGIA

O experimento foi conduzido em uma propriedade rural particular, situada
no municipio de Santa Vitéria do Palmar, Rio Grande do Sul, com localizag&o
geografica na latitude 33° 31' 08" Sul e longitude 53° 22' 05" Oeste. Foram
utilizados 28 equinos da raca Crioula, todos mantidos em regime de criacédo
extensivo.

Equas gestantes: Foram utilizadas 14 éguas gestantes, com idades entre 6 e 11
anos, divididas em dois grupos: Eguas vacinadas (n=10) e Eguas controle (n=4).
Aos 300 dias de gestacdo foi administrada a primeira dose de vacina rEMA-2,
com dose de reforco aos 321 dias. Coletas de sangue para obtencéo de soro
sanguineo em tubos sem anticoagulante foram realizadas com 300, 314, 321 dias
de gestacdo e 07 e 30 dias pOs-parto. Apds esse periodo, as coletas foram
realizadas mensalmente por 6 meses (até o desmame dos potros).

Potros: Os produtos das éguas avaliadas no experimento foram coletados aos 7
dias, 30 dias e ap0s esse periodo mensalmente até o desmame. Foram divididos
em dois grupos: potros provenientes de éguas vacinadas formaram o grupo de
Potros vacinados (n=10) e potros de éguas controle, o grupo de Potros controle
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(n=4). O esquema vacinal com rEMA-2 nos potros ocorreu no 2° més de vida
(DO), com reforgo vacinal 21 dias depois (D21).

Os procedimentos realizados com animais neste experimento foram
aprovados pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade
Federal de Pelotas (CEEA-UFPel), nimero de protocolo 7896.

Preparo_da vacina rEMA-2: Foi utilizada a proteina EMA-2 recombinante,
conforme protocolo de clonagem e expressédo descrito por Vianna et al. (2014).
Para a producéo da vacina, foram utilizados 200 pg de rEMA-2, acrescido de 200
pl de Hidréxido de Aluminio a 10% (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha), e
tampdao fosfato salino (PBS) 1x estéril, completando a dosagem de 2ml. Foram
administrados 2 ml da vacina via intramuscular, na musculatura peitoral, mediante
antissepsia.

Ensaio de imunoabsorgcéo enzimatica (ELISA)

O ensaio de ELISA indireto para determinacao de imunoglobulinas G totais
foi realizado sensibilizando placas de poliestireno 96 orificios com rEMA-2 na
concentracdo de 200 ng/well, conforme protocol descrito por VIANNA et al.
(2014). Como controle positivo, utilizou-se soro de equino naturalmente infectado,
confirmado através de imunofluorescéncia indireto, e controle negative, o soro de
um potro neonato antes da primeira mamada.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos animais estudados nao foram observadas reacbes adversas
decorrentes da vacinacdo. No periodo em que os animais foram acompanhados,
nenhum demonstrou sinal clinico compativel com theileriose equina. A escolha
por realizar o estudo em zona livre de carrapatos favorece a avaliacdo da
imunidade vacinal por reduzir as chances de infec¢des naturais durante o estudo.

Na avaliacdo da dinamica de IgG total de éguas gestantes, observamos
gue houve resposta vacinal a rEMA-2, apresentando diferenca estatistica (p<0,05)
entre os grupos a partir de D21. O pico de IgG total no grupo de Eguas vacinadas
foi observado em D35, representando um aumento percentual de 170,1% da
absorbancia média observada em DO. Tanto no grupo de Eguas vacinadas como
Eguas controle observamos queda na média de absorbancia de IgG total em D7
(Figura 1).
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Figura 1 - Dinamica de IgG total especifica para T. equi. Os dados representam meédias e
erro padréo da média da absorbancia em leitura 6ptica (492 nm) de Eguas vacinadas (n=10)
e Eguas controle (n=4) em propriedade rural de Santa Vitoria do Palmar, RS, avaliadas
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através de ELISA indireto. As vacina¢8es ocorreram em DO e D21. A linha pontilhada
horizontal indica o cut-off. Asteriscos (*) indicam diferenca estatistica entre os grupos
(p<0,05).

Em éguas gestantes, em torno de 150 dias apds a primeira vacinagao ja se
observa queda préxima aos niveis basais. Este € um dado importante porque
além de ser o primeiro relato da dinamica de IgG total utilizando o antigeno rEMA-
2 de T. equi, sugere-se a revacinacdo apos esse periodo. A reducédo dos niveis
séricos em torno de 7 dias pos parto decorre da mobilizacdo de imunoglobulinas
para o colostro, e posteriormente leite materno, tendo em vista que a IgG € a
imunoglobulina predominante no leite equino até 15 dias pés-parto (Perkins &
Wagner, 2015).

Observamos que potros provenientes de éguas vacinadas apresentaram
aos sete dias de vida niveis de IgG total para rEMA-2 aproximadamente 3 vezes
maiores que os controles, decorrente da imunidade passiva. Apds a vacinacgao (2°
més), foi observado aumento dos niveis de IgG total, mantendo a diferenca
estatistica entre os grupos de Potros vacinados e Potros controle (Figura 2).
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Figura 2 - Dinamica de IgG total especifica para T. equi. Os dados representam médias e
erro padrdo da média da absorbancia em leitura éptica (492 nm) de Potros vacinados (n=10)
e Potros controle (n=4) em propriedade rural de Santa Vitoria do Palmar, RS, avaliados
através de ELISA indireto. As vacina¢gdes ocorreram no 2° més com refor¢co apés 21 dias.
Asteriscos (*) indicam diferenga estatistica entre os grupos (p<0,05).
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Os titulos de potros provenientes de éguas vacinadas aos sete dias de vida
sugerem transmissao de imunidade passiva quando comparados aos controles,
ainda que a avaliagdo em nosso estudo seja tardia, tendo em vista que o pico de
absorcdo de 1gG ocorre com 12 horas de vida (Curcio & Nogueira, 2012). A
vacinacgéo dos potros com rEMA-2 aos 2 meses de vida promoveu incremento dos
niveis de IgG totais, detectaveis pelo menos até o 5° més de vida.

A vacinacdo no 2° més de vida se deu em fungcdo de observamos em
estudos anteriores (Kumar et al.,, 2008; Santos et al., 2018), que os anticorpos
maternos no caso de rEMA-2 decaem neste periodo. Embora Van QOirschot et al.
(1991) tenha descrito que potros com idade inferior a 6-8 meses tenham
dificuldade em responder a vacinacdo em funcdo de interferéncia da imunidade
passiva, em nosso estudo observamos que potros vacinados mais precocemente
elevaram os niveis de IgG total. Perkins e Wagner (2015) afirmam que a idade da
primeira vacinacdo em potros depende do antigeno utilizado. Além disso, que a
dificuldade na resposta vacinal pode estar mais relacionada a resposta imune
celular nos primeiros meses de vida, e consequente reduzida estimulacdo de
linfécitos B, do que a interferéncia de imunoglobulinas maternas.
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4. CONCLUSOES

Os dados preliminares obtidos neste estudo demonstram que 0s animais
responderam a vacinacdo com rEMA-2, tanto na producdo de anticorpos vacinais,
como na transmissao via imunidade passiva. Os anticorpos vacinais mantiveram
niveis séricos até por volta de 150 dias apos a administracéo da primeira dose em
equinos adultos e éguas gestantes. Em potros provenientes de éguas vacinadas,
0s anticorpos via imunidade passiva foram detectados no minimo até o 5° més de
vida.
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