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1. INTRODUCAO

Theileria equi € um protozoario hemoparasita, que juntamente com Babesia
caballi sao causadores da piroplasmose equina, doenca de impacto
epidemioldgico internacional, endémica em areas tropicais e subtropicais.
Diferentemente da B. caballi, que infecta apenas eritrécitos, 7. equi apresenta
uma fase intraeritrocitaria e uma fase extraeritrocitaria, tornando o equino portador
pelo resto da vida (WISE et al, 2014). No Rio Grande do Sul (RS), T. equi é
endémica na populacdo equina, por esse motivo seu controle é extremamente
importante, embora ndao haja monitoramento efetivo da doenga (NIZOLI et al,
2008). Pela caracteristica de manter animais portadores assintomaticos na
populacdo, a profilaxia é fundamental para a manutengcéo do Estado (RS) e do
Brasil no mercado equestre internacional.

As formas classicas de transmissao sao por carrapatos ixodideos e via
iatrogénica. A transmissao transplacentaria de T. equi tem sido descrita nos
ultimos anos (ALLSOORP et al, 2007), porém o mecanismo especifico ainda nao foi
comprovado (WISE et al, 2014). Esta pode cursar com aborto, hascimento de um
natimorto, ou nascimento de um potro que manifeste os sinais clinicos da doenca
nos primeiros dias de vida (WISE et al, 2014). Medidas efetivas para prevenir a
infeccao transplacentaria ainda nao foram descritas (ROTHSCHILD, 2013).

Tendo em vista os danos causados na égua e principalmente no potro
neonato infectados por T. equi, a imunizagdao de éguas prenhes é uma alternativa
que poderia fortalecer a imunidade materna e possivelmente transmitir anticorpos
via imunidade passiva ao potro. O objetivo deste estudo é avaliar a resposta
imunolégica de éguas prenhes vacinadas com a proteina EMA-2 recombinante e
a concentracao de anticorpos obtida no colostro.

2. METODOLOGIA

Para obtencado da proteina de superficie da T. equi EMA-2 recombinante
(rEMA-2), utilizou-se clonagem e expressdao da mesma na levedura Pichia
pastoris (VIANNA et al., 2014). Para a producdo da vacina, proteina rEMA-2 foi
utilizada na concentragdo de 200ug por dose da vacina (2ml). Como adjuvante
utilizou-se Hidréxido de Aluminio a 10% acrescido de PBS 1X estéril até o volume
de 2ml. Todo o preparo foi realizado em fluxo laminar com controle de pH (7,0) e
controle bacterioldgico em agar sangue.

Foram utilizadas nove éguas prenhes pertencentes ao CEEEP UFPel
(Centro de Estudo, Ensino e Experimentacdo da Palma), alojadas em piquetes
com pastagem cultivada de azevém (Lolium multiflorum) com agua ad libitum. A
partir dos 300 dias de gestacao iniciou-se 0 esquema vacinal, com trés doses via
intramuscular, em intervalos de 21 dias, e coletas de soro sanguineo semanais. O
parto foi assistido e com minima intervencdo em todas as éguas. Antes da
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primeira mamada do potro, foram coletados 2ml de colostro, que foi
acondicionado a -20°C para posterior analise (Comité de Etica e Experimentacao
Animal n® 8247).

No processamento das amostras, a técnica para deteccao de anticorpos foi
ELISA indireto, utilizando como antigeno a proteina rEMA-2, conforme descrito
por VIANNA et al (2014). Os testes foram realizados com soros e colostros
maternos.

Os dados foram submetidos a estatistica descritiva de cada coleta e ao
teste de Shapiro-Wilk para avaliacdo da normalidade. Como as variaveis eram
paramétricas, foram avaliadas por andlise de variancia e comparacao entre as
médias pelo teste Tukey, através do software Statistix 8.0® (Analytical Software,
Tallahasse, FL, USA). A significancia foi atribuida aos valores de p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados demonstraram que a vacina utilizada apresentou
soroconversao satisfatéria para T. equi. As médias e desvio padrao das leituras
em densidade Optica no soro das éguas avaliadas semanalmente estdo descritas
na Tabela 1.

Tabela 1 - Médias e desvio padrdo das leituras em densidade optica (492nm) da
soroconversao de anticorpos para T. equi semanalmente

Média da leitura em densidade 6ptica

Semana 1 0.3512+0.09°
Semana 2 0.4164+0.10%
Semana 3 0.6132+0.18%°
Semana 4 0.5082+0.10°
Semana 5 0.7328+0.18%*
Semana 6 0.7283+0.23%*
Semana 7 0.6685+0.25%°
Semana 8 0.8097+0.16%
Semana 9 0.8118+0.162

abed’| etras diferentes nas linhas representam significancia estatistica entre as coletas
semanais, p < 0,001.

A diferengca observada ao longo das semanas na Tabela 1 é discreta,
contudo indica que a partir da 3% semana houve incremento na leitura em relacao
ao estado imunolégico inicial, e na 52 semana a leitura duplica em relagdo ao
estado inicial e se mantem elevada até a ultima semana. O parto ocorreu em
média 31,5515,93 dias apds a vacinacao, coincidindo com o decréscimo na leitura
de anticorpos por volta da 42 semana, que decorre da mobilizacdo de anticorpos
para o colostro no periparto. O colostro pré-mamada avaliado em nosso estudo
teve média de leitura em densidade oOptica de 1,043+0,34.

A Figura 1 demonstra graficamente as médias de leitura da soroconversao
para T. equi no ELISA. As setas na coleta 1, coleta 4 e coleta 7 indicam os
momentos em que o0s animais foram vacinados.
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Figura 1 - Médias de absorbancia na leitura em 492nm, indicando a soroconversao de
anticorpos para T. equi semanalmente. As setas indicam os momentos de vacinacao.

Observa-se na Figura 1 que ocorreu soroconversao (média de 48% de
aumento percentual) apés a 22 e 32 doses de vacina, e um platd entre as
semanas 8 e 9, indicando estabilizagdo da quantidade de anticorpos circulante.
Relacionando o estado imunolégico inicial com a leitura ap6s o término do
esquema vacinal, houve incremento percentual de 131,15%, resultado que indica
uma soroconversao significativa de anticorpos frente a vacina.

A vacina recombinante para T. equi foi capaz de produzir anticorpos contra
a proteina de superficie EMA-2, e consequentemente ao agente. Tanto a EMA-1
quanto a EMA-2 exercem importante papel na aderencia e penetracao de T. equi
nos eritrocitos do hospedeiro, e sdo expressas em diferentes estagios do ciclo do
parasita (KUMAR et al, 2013). Contudo, a EMA-2 ¢é liberada no citoplasma e
membrana do eritrocito, sendo o primeiro antigeno a ser reconhecido pelo sistema
imune (KUMAR et al, 2013), e por esse motivo foi utilizada em nosso estudo como
antigeno vacinal.

A gestacao é um evento capaz de alterar a resposta imunolégica frente a
patdbgenos, em razdo da diminuicdo da imunidade celular (NORONHA &
ANTCZAK, 2010). Em mulheres nota-se uma susceptibilidade maior a
microorganismos como Listeria e Toxoplasma (AVELINO et al, 2003), enquanto
éguas tornam-se mais vulneraveis a patégenos que cursem com infeccdes
abortivas (LUNN et al, 2009). Os abortos por T. equi ocorrem no final da gestacao
(LEWIS et al, 1999), por isso 0 esquema vacinal avaliado iniciou aos 300 dias de
gestagao, buscando imunizar a égua num periodo critico e concentrar anticorpos
vacinais no colostro.

A leitura de anticorpos (média de 1,043+0,34) no colostro foi satisfatéria
comparada a quantidade circulante na égua, o que indica que houve a
concentracao efetiva a ser fornecida ao neonato. Isto é importante porque a
imunidade humoral do potro depende da absor¢ao via colostro de anticorpos pré-
formados pela méae. O colostro equino é composto predominantemente de IgG,
que representa as experiencias imunolégicas da mae, levando a uma leve
imunossupressao durante sua concentracdo na glandula mamaria (TIZARD,
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2009). Em nosso estudo, observamos que no periodo coincidente com o periparto
ocorreu a diminuicdo na quantidade de anticorpos vacinais, decorrente da
mobilizacao sistémica para a formacao do colostro.

4. CONCLUSOES
A vacinagao de éguas prenhes com a proteina EMA-2 recombinante teve
soroconversao positiva contra T. equi e concentracao satisfatéria no colostro,
demonstrando ser uma alternativa promissora como profilaxia da doenca.
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