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1. INTRODUCAO

Diretrizes atuais recomendam a imuniza¢ao contra o tétano para equinos a
utilizacdo de trés vacinacdes de toxodide tetanico a partir dos 3 meses de idade.
Entretanto, quando as progenitoras forem vacinadas, sugerem iniciar as
vacinagcdes 0s 6 meses, pois a imunidade colostral pode comprometer a resposta
do potro (AMERICAN ASSOCIATION OF EQUINE PRACTITIONERS, 2023). Ha
relatos de respostas imunolégicas totalmente maduras em potros neonatos
(TALLMADGE, 2017). A imunizacdo dos potros é importante, considerando a taxa
de mortalidade por tétano em cavalos adultos e potros é proxima, 68,4 e 66,7%
respectivamente, sendo o tempo médio de internacdo de 10 dias com custos ~ de
902€ em adultos e 835€ em potros (VAN GALEN et al, 2017). As vacinas
recombinantes vém se destacando no mercado por serem seguras, tanto na sua
fabricagdo quanto no seu uso, além de um menor tempo de produgédo (MOREIRA
et al., 2018).

Tétano é uma doenca neuroldgica de distribuicdo mundial, caracterizada pela
hipertonia dos musculos estriados com sobreposicdo de espasmos musculares
paroxisticos clinicos causados pelas toxinas produzidas pelo Clostridium tetani,
sendo a que a toxina tenanoespasmina € neurotoxica (POPOFF, 2020). A doenca
afeta mamiferos em geral, mas os equinos séo 0s mais sensiveis, o agente coloniza
trato entérico de equinos (HELENE, AMORY, 2011).

Esse estudo objetiva avaliar a resposta humoral de potros de 2 meses de
idade inoculados com vacina recombinante experimental contra o tétano e
comparar com a resposta imune humoral de cavalos adultos.

2. METODOLOGIA

Foram utilizadas 10 éguas gestantes adultas e 10 cavalos adultos higidos,
oriundos do Centro Agropecuéario da Palma da Universidade Federal de Pelotas/RS
geracao 2024. Os potros foram vacinados a partir dos 2 meses de vida (dia 0), com
reforco aos 21 e 35 dias com a proteina recombinante contra o tétano (rTENT, 200
Hg) adsorvida em Hidroxido de Aluminio (10%), via intramuscular, em um volume
de 1 ml. Os cavalos adultos foram inoculados com a mesma vacina, porém com 2
doses, nos dias 0 e 21. Para obtencéo de soro e avaliagdo da resposta imune
humoral foram coletadas amostras de sangue (5ml) em tubos estéreis
(Vacunteiner®), por venopuncao da jugular das éguas progenitoras, dos potros e
dos cavalos adultos nos dias 0, 21, 35, 42 e 49 do experimento. A avaliagcao da
resposta humoral dos niveis de IgG totais foi realizado através do ensaio
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imunoenzimético (ELISA) indireto. Brevemente, placas de poliestireno com 96
cavidades foram sensibilizadas com 200ng/cavidade de rTENT diluido em tampé&o
carbonato-bicarbonato (pH 9,6) incubados overnight, a 37 °C. As amostras de soro
foram diluidas 1:100 em solucéo leite em p6 desnatado diluido em solucéo salina
fosfatada (PBS, pH 7,6). Posteriormente, foi adicionado o anticorpo anti—equino
conjugado com peroxidase, diluido 1:4000 em PBS. Entre cada uma das etapas as
placas foram incubadas por 1h & 37 °C e submetidas a lavagem com PBS-Tween
20. Para visualizar as reacoes foi adicionado substrato cromégeno (0,004 mg de
OrtoPhenilenoDiamina-OPD, 15ul de H202, 10 ml de tampé&o fosfato citrato pH 4,0).
Apos periodo de incubacéo (15 min) a temperatura ambiente e auséncia de luz foi
utilizado solucéo de acido sulfurico a 3% para parar a reagdo do cromoégeno. Apos,
as absorbancias foram aferidas em um leitor de microplacas TPReader8 a 492 nm.
A isotipagem foi realizada utilizando o protocolo descrito por VIANNA et al., 2014.
Brevemente, os anti-isotipos (BIO-RAD) para IgG1 e IgG4-7 foram diluidos em PBS
1:2000, enquanto que o 1gG3-5 foi diluido 1:5000 em PBS. A avaliagéo estatistica
foi realizada com o programa GraphPad Prism v7. Utilizando t-test e One-Way
ANOVA seguido por Tukey para testes de comparacao multiplas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na resposta de IgG totais especificas anti-rTENT foram detectados anticorpos
nos potros a partir da primo-vacinacdo. Os niveis de anticorpos aumentaram apés
a 22 e 32 doses vacinais (Figura 1). As progenitoras apresentaram niveis de
anticorpos anti-rTENT abaixo do cut-off (~0,149), sugerindo que 0s anticorpos
detectados nos potros foram produzidos por eles, pelo efeito vacinal, e nao
decorrentes da imunizacédo passiva via colostro (Figura 1). Em estudo realizado
pelo nosso grupo, com imunizagao iniciando aos dois meses de vida com uma
vacina recombinante para theileriose, os potros demonstraram ter condicfes de
resposta ao estimulo vacinal (SANTOS et al., 2021).
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FIGURA 1. Niveis de anticorpos especificos pararTENT. Os dados representam
as médias (+/- DP) dos valores obtidos na analise dos soros individuais em
absorbéancia de IgG especifica anti-rTENT. As flexas representam os dias das
vacinacoes.

Na caracterizacdo das imunoglobulinas G, podemos observar que 0s potros
responderam as doses vacinais, sendo o isotipo IgG4/7 o que atingiu niveis mais
altos, seguido por IgG1l (Figura 2). 1gG3/5 foi o isotipo de menor resposta. Os
isotipos de IgG podem estimar padrdo de respostas de linfocitos T e indicar
resposta imune direcionada para células T auxiliares tipo 1 ou células T auxiliares
tipo 2 (ESTES et al., 2002). Dados que diferem do estudo realizado em potros com
vacina recombinante de theileriose, onde até os 3 meses 0s potros sO tiveram
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aumento de IgG1 e auséncia dos isotipos 1gG3/5 e IgG4/7 (SANTOS, et al, 2021).
Estudos sugerem que a existéncia e padrdo de resposta imunoldgica de potros
pode variar de acordo com o antigeno utilizado (TALLMADGE, 2017). Foi reportado
potros com 3 dias de vida e trés meses, com 2 doses vacinais de vacina inativada
contra virus respiratorio bovino, produziram de IgGl e IgG3/5 especificas ao
antigeno vacinal, sendo que potros com trés meses de vida responderam com
niveis mais elevados que os de trés dias de vida (RYAN & GIGUERE, 2010).
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FIGURA 2. Avaliacdo os isotipos IgG1, IgG4/7 e IgG3/5 especificos anti-rTENT.
Os dados representam as médias (+/- DP) dos valores em absorbancia dos isotipos
de 1gG especifica anti-rTENT em pool de soros dos animais. Tridngulos
representando as doses vacinais.

Os cavalos adultos receberam 2 doses vacinais, e foram capazes de montar
resposta humoral especifica a vacina experimental (Figura 3b). Os cavalos adultos
inoculados com 2 doses vacinais demonstraram uma resposta de IgG total, e dos
isotipos 1gG1, 1gG3/4 e IgG4/7 semelhantes aos potros. Os isotipos apresentaram
padrdo semelhante em potros e adultos, 1gG4/7 e IgG1 foram predominantes em
ambos, enquanto e IgG3/5 apresentou niveis inferiores, sugerindo ser uma
caracteristica de estimulacdo do antigeno recombinante utilizado (Figura 3 a e b).
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FIGURA 3. Avaliacdao os isotipos 1gG1, 1gG4/7 e 1gG3/5 e IgGs totais
especificos anti-rTENT. Os dados representam as médias (+/- DP) dos valores
em absorbancia dos isotipos de IgG especifica anti-rTENT em pool de soros dos

animais. No grafico A em potros, e no gréafico B em cavalos adultos.

Os isotipos IgG1l e 1gG4/7 foram os predominantes com a vacina
experimental recombinante utilizada. Estes possuem a fungcdo de fixacdo do
complemento e mediacdo de citotoxicidade celular dependente de anticorpos,
sendo eficiente na neutralizagdo de toxinas como as de Clostridium sp. (Lewis et
al., 2008). Uma vacina eficiente para equinos deve induzir IgGs dos subtipos 1gG1,
19gG3, 1gG4 e 1gG7, que foram induzidas de maneira similar em cavalos adultos e
potros, com a vacina experimental utilizada.
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4. CONCLUSOES

Equinos com 2 meses responderam a vacina recombinante contra o tétano,
com niveis de anticorpos semelhantes aos adultos.
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