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Resumo

SANTOS, Alice Correa. Resposta vacinal a proteina recombinante EMA-2 de
Theileria equi em éguas prenhes e seu reflexo no neonato. 2017. 31p.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pds-Graduacdo em Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

O objetivo desse estudo foi avaliar a dindmica da resposta imune humoral & vacina
elaborada com proteina rEMA-2 de T. equi em éguas gestantes, bem como a
transmissao de imunidade passiva ao neonato. A piroplasmose equina, causada por
T. equi, tem impacto sanitario e econdémico internacional. Eguas gestantes
infectadas cursam com abortos e danos ao neonato, caracterizando grande
susceptibilidade a doenca no periodo neonatal. A vacina foi produzida através de
clonagem do gene de expressao de EMA-2 e expressa em Pichia pastoris, utilizando
hidroxido de aluminio como adjuvante. Foram utilizadas 18 éguas gestantes
divididas em dois grupos, sendo um grupo vacinado com rEMA-2 a partir dos 300
dias de gestacdo em trés doses, e outro grupo controle. Os 18 potros provenientes
das médes de ambos grupos foram avaliados até o 6° més de vida em relagdo aos
anticorpos obtidos através da imunidade passiva. No 2° més de vida um grupo de
potros recebeu esquema vacinal com rEMA-2, buscando avaliar a dinamica da
resposta imune ativa. ELISA indireto foi o teste de eleicdo para todas as amostras
avaliadas. A vacina rEMA-2 desenvolveu imunidade humoral nas éguas gestantes
vacinadas, com aumento na producao de imunoglobulinas 2,3 vezes o valor basal. A
concentragédo de imunoglobulinas vacinais no colostro, bem como no soro de potros
provenientes de éguas vacinadas, demonstraram que houve passagem de
imunoglobulinas vacinais aos neonatos através de imunidade passiva. Os potros que
passaram por esquemas vacinais a partir do 2° més de vida obtiveram incremento
de 8,3 vezes o valor basal de anticorpos. O esquema vacinal com rEMA-2 estimulou
a imunidade humoral em éguas gestantes, que concentraram imunoglobulinas
vacinais no colostro. Potros provenientes destas obtiveram incremento nos niveis
séricos de anticorpos apds a primeira mamada.

Palavras-chave: Resposta imune humoral; éguas gestantes; potros; vacina; EMA-2
recombinante



Abstract

SANTOS, Alice Correa. Vaccine response to EMA-2 recombinant protein of
Theileria equi in pregnant mares and its reflex in the newborn. 2017. 31p.
Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa de Pés-Graduagdo em
Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2017.

The aim of this study was to evaluate the dynamic of the humoral immune response
to recombinant EMA-2 to T. equi in pregnant mares, as well the transfer of passive
immunity to the foal. Equine piroplasmosis, caused by T. equi, has severe economic
and sanitary international impact. Pregnant mares infected can lead to abortion and
neonatal damage, which makes the neonatal period critical for this disease. The
vaccine was produced through cloning the EMA-2 expression gene and expressed in
Pichia pastoris, and aluminum hydroxide was used as adjuvant. Eighteen pregnant
mares were used, which were divided in Control and Vaccinated that received three
doses of rEMA-2 starting at 300 days of gestation. The 18 foals delivered both
groups was evaluated until 6 months of life with respect the antibodies obtained
through passive immunity. On 2nd month of life, a grouo of foals received vaccinal
scheme with EMA-2, looking evaluate the dynamic of active immune response.
Indirect ELISa was the chosen test for all samples. The rEMA-2 vaccine developed
humoral immunity in vaccinated pregnant mares that showed an increment on
antibody levels of 2.3 times when comparing to the baseline values. Concentration of
vaccinal antibodies in colostrum and serum of foals delivered by vaccinated mares
showed that antibodies were transfered to foals through passive immunity. Foals that
received vaccinal scheme after 2nd month of life showed an increment on antibody
levels of 8.3 times when comparing to the baseline values. The vaccine scheme with
rEMA-2 was able to stimulate the humoral immunity in pregnant mares. Vaccinated
mares concentrated vaccine immunoglobulins in colostrum. Foals delivered by these
mares had an increment in serum levels of vaccine antibodies after the first nurse.

Keywords: Humoral immune response; pregnant mares; foals; vaccine; recombinant
EMA-2
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1 Introducéo

Theileria equi € um hemoprotozoario, que juntamente com Babesia caballi
causam a piroplasmose equina (NUTTALL & STRICKLAND, 1910), doenca
endémica em regides tropicais e subtropicais. Apesar da enfermidade apresentar a
mesma manifestacdo clinica, B. caballi e T. equi sdo organismos distintos,
especialmente na severidade da doencga provocada, ciclo de vida, persisténcia no
equino infectado e susceptibilidade ao tratamento. Ambos sao parasitos
intraeritrocitarios, entretanto, T. equi apresenta uma fase extraeritrocitaria em células
polimorfonucleares, especialmente do sangue periférico (WISE et al., 2014).

Uma vez infectado por T. equi, 0 equino torna-se portador, podendo transmitir
a doenga a outros animais mesmo estando assintomatico (WISE et al., 2014). O
Brasil € considerado area endémica para piroplasmose, o que dificulta o comércio
equestre com paises considerados livres da doenca. No Rio Grande do Sul séo
registradas perdas financeiras importantes relacionadas ao acometimento de
animais em treinamento e abortos causados por piroplasmose (NIZOLI et al., 2008).
Diante deste cenario, o controle da doenca se faz necessario, e embora ndo haja
monitoramento efetivo, a profilaxia € fundamental tanto para o controle sanitario
como para a manutencéo do Estado e do Brasil no mercado equestre internacional.

A infeccdo pode se manifestar nas formas superaguda, aguda, subaguda e
cronica (WISE et al.,, 2014). A forma superaguda se caracteriza pela répida
replicacdo da T.equi nos eritrcitos, sendo descrita com maior frequéncia em potros
logo apds o nascimento e animais imunossuprimidos que sejam introduzidos em
areas endémicas, cursando com sintomatologia de ictericia, anemia, febre e em
alguns casos, hemoglobindria. A manifestacdo aguda caracteriza-se por pirexia,
desidratacdo, decubito, hiperemia de mucosas e em alguns casos envolvimento
digestivo e faléncia hepatica renal. Casos subagudos cursam com perda de peso,
pirexia intermitente, anemia normocitica normocromica, edema periférico e também

com episddios intermitentes de coélica. A manifestacdo cronica apresenta
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sintomatologia inespecifica, como perda de peso e desempenho, sendo minima
ocorréncia de anemia, demonstrando danos eritrocitarios minimos (ROTHSCHILD,
2013; WISE et al., 2014).

Os carrapatos ixodideos séo os transmissores conhecidos de T. equi, sendo 0
equideo o Unico reservatorio do hemoparasita conhecido at¢é o momento. Outra
importante forma de transmissao é a iatrogénica, através de agulhas contaminadas,
instrumental cirdrgico e principalmente transfusdes sanguineas (ROTHSCHILD,
2013). A transmissao transplacentaria de T. equi vem sendo descrita nos ultimos
anos (ALLSOPP et al., 2007; CHHABRA et al., 2012; SANT et al., 2016), porém o
mecanismo especifico ainda ndo foi comprovado (WISE et al., 2014).

A transmisséo de T. equi para o feto durante a gestacdo pode cursar com
aborto, nascimento de um natimorto, ou nascimento de um potro que manifeste os
sinais clinicos da doenca ja nos primeiros dias de vida (WISE et al., 2014). Medidas
efetivas para prevenir a infeccdo do potro pela via intrauterina ainda ndo foram
descritas, até porque ndo se tem conhecimento sobre a fase gestacional em que a
T. equi infecta o feto (ROTHSCHILD, 2013). Os abortos s&o geralmente descritos no
terco final, mas existem relatos da presenca do parasita ja aos 120 dias de gestacéo
(LEWIS et al., 1999).

Inicialmente a hipbtese para a transmissao transplacentaria de T. equi era de
gue 0s animais entravam em contato com o agente através de danos placentarios,
0S quais permitiam a mescla do sangue materno e fetal e, consequentemente, a
infeccdo do feto (ERBSLOH, 1975). Porém, como nem todos 0s neonatos positivos
para T. equi eram provenientes de gestacdes com danos placentarios, acreditou-se
que a infeccdo poderia se dar através da nutricdo fetal por histotrofo, que é
composto de secrec¢do uterina e eritrocitos maternos, e ocorre por volta dos 40 a 150
dias de gestacdo, momento no qual o potro ainda ndo tem o sistema imune
desenvolvido (ALLSOPP et al., 2007).

Tendo em vista a importancia da piroplasmose equina no rebanho brasileiro, e
as consequéncias sanitérias e financeiras que pode causar, a profilaxia da doenca
se torna fundamental. O combate aos carrapatos e cuidados que evitem a
transmissdo iatrogénica sdo de suma importancia para evitar a transmisséo
horizontal. Entretanto, com a evidéncia do nascimento de potros portadores através

7

da transmissdo transplacentaria, € importante que 0S mesmos sejam
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imunologicamente capazes de responder contra T. equi nos primeiros momentos de
vida ou até mesmo durante a gestacao.

O objetivo desse estudo foi avaliar a dinamica da resposta imune humoral a
vacina elaborada com proteina rEMA-2 de T. equi em éguas gestantes, bem como a

transmissao de imunidade passiva ao neonato.



2 Revisdo da Literatura

2.1 Etiologia

A T. equi é um protozoario pertencente ao Filo Apicomplexa, parasita
intracelular obrigatorio. Juntamente com B. caballi, sdo causadores da doenca
conhecida como Piroplasmose Equina. A doenca recebeu este nome em razéo do
formato piriforme que ambos parasitas apresentam quando infectando heméacias
(ROTHSCHILD, 2013). Diferente da B. caballi, que apresenta apenas a forma
intraeritrocitaria, T. equi desenvolve-se inicialmente em linfocitos, infectando num
segundo momento as hemacias — caracteristica que é comum da espécie Theileria
sp. (REHBEIN et al., 1982). Outra particularidade da T. equi em relacdo a B. caballi,
é a divisdo em quatro merozoitos nos eritrocitos, formando o corpusculo
patognomoénico de “Cruz de Malta”. Uma das caracteristicas mais importantes que
diferencia T. equi de B. caballi, é que uma vez infectado, passada a fase aguda, o
animal torna-se um reservatério da doenca, e na maioria dos casos, portador
assintomatico (WISE et al, 2014).

Os vetores conhecidos de T. equi sdo os carrapatos ixodideos, principalmente
do género Amblyomma, Haemaphysalis, Hyalomma e Rhipicephalus (MANS et al.,
2015). Os equideos séo o Unico reservatorio conhecido até o momento de T. equi, e
mesmo em animais com parasitemia baixa, é possivel que, no repasto, o carrapato
seja infectado (FRIEDHOF & SOULE, 1996).

A parasitemia de T. equi varia em torno de 1 a 7% de hemacias infectadas.
Uma vez infectado, o equino torna-se portador, e os tratamentos empregados
provocam a remissdo dos sinais clinicos, e ndo a morte do parasita. Equinos
portadores sdo os responsaveis pela manutencdo da doenca nos rebanhos, e como
atualmente o controle de vetores ndo é satisfatorio, a melhor maneira de evitar a
disseminagdo é n&o introduzir animais infectados em areas livres de T. equi
(ROTHSCHILD, 2013).



14

2.2 Aspectos Epidemioldgicos

Na epidemiologia de T. equi devem ser consideradas: a distribuicao
geografica do parasita e do vetor, mortalidade e morbidade da doenca, riscos e
controle de surtos, fatores climaticos das regiées envolvidas, resisténcia e
susceptibilidade do hospedeiro (MANS et al., 2015).

A enfermidade estad distribuida globalmente em regides tropicais e
subtropicais, com prevaléncia variando entre 15% e 100%, diretamente relacionada
a distribuicdo de carrapatos aptos a transmitir o agente (TORRES et al., 2012,
WISE et al., 2014). O Brasil, em raz&do das condi¢cfes climaticas, é considerado
area endémica para T. equi (TORRES et al., 2012). Em um estudo epidemiolégico
no Rio Grande do Sul utilizando imunofluorescéncia indireta para deteccdo de
anticorpos anti-T. equi, foi observada prevaléncia da doenca em torno de 57,9%
(TORRES et al., 2012).

Altas prevaléncias de T. equi sdo associadas com a criacdo concomitante de
equinos e bovinos. Esta relacdo sugere que, pelo menos no Brasil, o Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, principal carrapato de bovinos e em muitas areas o unico
encontrado também em equinos, desempenha um papel importante na transmissao
do parasita (TORRES et al., 2012). Segundo TORRES et al. (2012), os equinos
que sao criados separadamente de bovinos apresentam soropositividade para T.
equi em torno de 12%, ja os criados no mesmo ambiente apresentam sorologia
positiva de 81%. Foram encontrados apenas carrapatos Rhipicephalus microplus
nos equinos que sao criados em conjunto com bovinos, sugerindo a importancia

dos mesmos na transmissao da enfermidade.

2.3 Patogenia

O ciclo de vida de T. equi € composto por trés fases distintas: esporozoito,
merozoito e gameta. Os esporozoitos estdo presentes nas glandulas salivares do
carrapato, que durante o repasto sanguineo acabam por infectar o equino. As
primeiras células a serem invadidas sdo as PBMCs (células mononucleares de
sangue periférico) (WISE et al., 2014). Além de linfécitos T e B, T. equi tem
capacidade de invadir também mondocitos e macrofagos (RAMSAY et al., 2013). No

interior das PBMCs, o0s esporozoitos desenvolvem-se em esquizontes e
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posteriormente em merozoitos, que ganham a circulacdo parasitando eritrocitos.
Os merozoitos multiplicam-se através de reproducédo assexuada nos eritrécitos, e
alguns diferenciam-se em gametas na circulacao periférica. Quando no repasto por
carrapatos, estes podem ser ingeridos, e no vetor formam novos esporozoitos
através de reproducdo sexuada, podendo infectar, entdo, outros equinos (WISE et
al., 2014).

A penetracé@o e aderéncia de T. equi nos eritrocitos do hospedeiro € facilitada
pela expressdo de antigenos de superficie dos merozoitos (EMAs - equi merozoite
antigen) (KUMAR, et al., 2004). Na infeccdo pela via iatrogénica, 0s merozoitos
estdo presentes no sangue do animal infectado, que através de fébmites podem
infectar um animal sadio. A infeccdo pela via transplacentaria ja foi reportada,
entretanto, 0 mecanismo de transmissdo e o motivo pelo qual nem todos os potros
provenientes de éguas positivas para T. equi desenvolvam a doenca e nem todas as
éguas positivas tenham gestacdes cursando com aborto ainda ndo foi elucidado
(WISE et al., 2014).

2.4 Antigenos de superficie dos merozoitos (EMAS)

As EMAs sédo proteinas expressas em diferentes estagios do ciclo do parasita
extra e intraeritrocitario, e tem papel imunolégico no reconhecimento pelo sistema
imune (KUMAR et al., 2013). EMA-1, EMA-2, EMA-3, EMA-6 e outros antigenos de
baixa imunogenicidade sao expressos na superficie de merozoitos (SILVA et al.,
2013). Entretanto, EMA-1 e EMA-2 sdo os antigenos imunodominantes na interacao
com o citoesqueleto de eritrocitos (KUMAR et al., 2015).

EMA-2 é expressa em todas as fases do ciclo de vida do parasita, e no
citoplasma e membrana de T. equi, sugerindo ser um dos primeiros antigenos a
serem reconhecidos pelo sistema imune (KUMAR et al., 2013). Pesquisas com a
utilizacdo destes antigenos de superficie ttm demonstrado que 0s mesmos podem
ser empregados tanto para diagnéstico como no desenvolvimento de ferramentas
seguras de profilaxia, como vacinas (KUMAR et al., 2013; KUMAR et al., 2015;
VIANNA et al., 2014).
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2.5 Diagnéstico

Para o eficiente controle da doenca, é essencial que se desenvolvam e
viabilizem testes diagndsticos sensiveis e especificos para T. equi, que possibilitem
a deteccdo de animais portadores e que sejam de facil execucdo, confiaveis e
econbmicos. O diagnéstico pode ser realizado de forma direta, com a
caracterizacdo do agente, e indireta, com a deteccdo de anticorpos anti-T. equi.
Dentre os meios diretos estdo a visualizacdo microscépica do parasita em
esfregaco sanguineo, o xenodiagndstico, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
e o cultivo in vitro de T. equi. Os meios indiretos de diagndstico sédo representados
pela reacdo de fixacdo do complemento (RFC), teste de imunofluorescéncia
indireta (IFAT) e ELISA (do inglés Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay)
(SANTOS et al., 2009; ROTHSCHILD, 2013; MANS et al., 2015).

Dentre os testes diagndsticos aprovados pela OIE para o comércio
internacional de equinos, estdo IFAT e ELISA, sendo que IFAT necessita de
confirmacédo por RFC ou ELISA. O ELISA de competicéo é utilizado pela OIE, sendo
considerado o teste mais sensivel, especialmente para portadores crbnicos e
assintomaticos (WISE et al., 2014)

2.5.1 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) no diagndéstico de
Theileria equi

As maiores vantagens da técnica de ELISA consistem no seu elevado
rendimento, baixo custo, e diagndstico rapido para triagem de um grande namero de
amostras (MANS et al., 2015). ELISA indireto tém sido utilizado no diagndstico de T.
equi com a utilizacdo dos antigenos de superficie recombinantes EMA-1 (KNOWLES
et al.,, 1992; BALDANI et al., 2011) e EMA-2 (TANAKA et al., 1999; KUMAR et al.,
2013, VIANNA et al. 2014).

Na comparacao entre EMA-1 e EMA-2 como antigeno para imunodiagndstico,
KUMAR et al. (2013), relataram que EMA-1, por apresentar diversidade genética,
poderia alterar a especificidade e sensibilidade do teste diagnostico. Ja a utilizagédo
de EMA-2 parece ser mais segura por ndo haver tanta diversidade genética e o

ELISA utilizando-a como antigeno ter correlacdo com o ELISA padrédo (KUMAR et
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al., 2013), e niveis superiores de especificidade e sensibilidade quando comparados
a Imunofluorescéncia (VIANNA et al., 2014).



3 Artigo
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Finger, Vitéria Muller, Bruna R. Curcio e Carlos E. W.Nogueira
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Dinamica da resposta imune humoral em éguas gestantes e potros vacinados com
EMA-2 recombinante de Theileria equi

Alice C. Santos?", Fabio P. L. Leite?, Ana M. Vianna?3, Guilherme B. Weege3, [lusca S. Finger?, Vitoria Muller?,
Bruna R. Curcio? e Carlos E. W. Nogueira!

ABSTRACT. Theileria equi is one of the hemoprotozoan agents of the equine piroplasmosis, a disease that
has severe economic and sanitary international impact. Besides the clinical presentation, it can cause
abortion and neonatal damage, which makes the neonatal period susceptible to this disease. The aim of
this study was to evaluate the dynamic of the humoral immune response to recombinant EMA-2 to T. equi
in pregnant mares and foals, as well the transfer of vaccine antibodies through the colostrum. Thirty-six
horses were used, which 18 were pregnant mares and 18 were foals. The mares were divided into Control
and Vaccinated groups, which received three doses of rEMA-2 every 21 days starting at 300 days of
gestation. For vaccine production, EMA-2 expression gene was cloned and expressed in Pichia pastoris.
Foals from Vaccinated and Control groups were evaluated until the sixth month of life. The production of
antibodies in foals submitted to the rEMA-2 vaccination scheme starting at the 2nd month of life was also
evaluated. On the end of the vaccine scheme, vaccinated mares showed an increment on antibody levels of
2.3 times when comparing to the baseline values. The colostrum of vaccinated mares presented antibody
titre of 1.0432+0.33. Foals delivered by vaccinated mares presented an average greater than those from
control mares after the first nurse (12 hours). Vaccinated foals received three doses of the vaccine every
21 days starting at the 2nd month of life. These foals showed an increment on antibody levels of 8.3 times
when comparing to the baseline values. The vaccine scheme with rEMA-2 was able to stimulate the
humoral immunity in pregnant mares. Vaccinated mares concentrated vaccine immunoglobulins in
colostrum. Foals delivered by these mares had an increment in serum levels of vaccine antibodies after the
first nurse.

INDEX TERMS: Theileria equi, pregnant mares, foals, humoral immunity, rEMA-2.

RESUMO. Theileria equi é um hemoprotozoario, agente da piroplasmose equina, doengca de impacto
sanitario e econdmico internacional. Em éguas gestantes além da doenga clinica, podem ocorrer abortos e
danos ao neonato, caracterizando grande susceptibilidade a doenga no periodo neonatal. O objetivo deste
estudo foi avaliar a dindmica da resposta imune humoral a EMA-2 recombinante de T. equi em éguas
gestantes e potros, bem como a transferéncia de anticorpos vacinais no colostro. Foram utilizados 36
equinos, sendo 18 éguas gestantes e 18 potros. As éguas foram divididas em grupo Controle e Vacinado,
que receberam rEMA-2 a partir dos 300 dias de gestagcdo em trés doses com intervalos de 21 dias. Para
producdo da vacina, o gene de expressdo de EMA-2 foi clonado e a proteina expressa em Pichia pastoris. Os
potros provenientes de éguas Vacinadas e Controle grupos foram avaliados até o 62 més de vida. Avaliou-
se também a producdo de anticorpos em potros submetidos ao esquema vacinal com rEMA-2 a partir do
22 més de vida. Nas éguas gestantes vacinadas com rEMA-2 ocorreu o incremento de 2,3 vezes o valor
basal ao final do esquema vacinal. O colostro de éguas vacinadas apresentou titulo médio de anticorpos de
1,0432+0,33, e potros Provenientes de éguas vacinadas apresentaram média maior que os Provenientes
de éguas controle ap6s a primeira mamada (12 horas). Os potros que passaram por esquema vacinal a
partir do 22 més de vida obtiveram incremento de 8,3 vezes o valor basal de anticorpos. O esquema
vacinal com rEMA-2 foi capaz de estimular a imunidade humoral em éguas gestantes. Eguas gestantes
vacinadas concentraram imunoglobulinas vacinais no colostro, e os potros provenientes destas obtiveram
incremento nos niveis séricos de anticorpos vacinais ap6s a primeira mamada.

TERMOS DE INDEXACGAOQ: Theileria equi, éguas gestantes, potros, imunidade humoral, rEMA-2.

INTRODUGAO

Theileria equi é um protozoario hemoparasita, que juntamente com Babesia caballi sio
causadores da piroplasmose equina. A doenga apresenta impacto epidemioldgico internacional,
especialmente nas dreas com presenca de vetores, sendo endémica em regides tropicais, subtropicais e
algumas areas temperadas (Friedhoff & Soule, 1996). Diferente da B. caballi, que parasita somente
eritrocitos, T. equi apresenta uma fase intraeritrocitiria e uma fase extraeritrocitdria em células
mononucleares, tornando frequentemente o equino um portador crénico (Wise et al. 2014).

A theileriose é associada com perda de desempenho e consequentes perdas econdémicas com
tratamento. Além da importancia sanitaria, hd um impacto econdmico no mercado equestre internacional,
pois animais portadores tém restricdes no transporte e participacdo em eventos equestres em paises
considerados livres (Hussain et al. 2014). No Rio Grande do Sul (RS), T. equi é endémica na populagao



20

equina, por esse motivo seu controle e profilaxia sdo de extrema importancia, embora este
monitoramento nio seja efetivo (Nizoli et al. 2008).

As formas classicas de transmissdo sdo por carrapatos ixodideos e via iatrogénica. A transmissio
transplacentaria de T. equi tem sido descrita nos ultimos anos (Allsopp et al. 2007, Santos et al. 2009,
Chhabra et al. 2012, Sudan et al. 2015), porém o mecanismo especifico ainda nio foi comprovado (WISE et
al,, 2014). Esta pode cursar com aborto no terco final de gestacdo, nascimento de um natimorto, ou de um
potro que manifeste os sinais clinicos da doeng¢a nos primeiros dias de vida. Medidas efetivas para
prevenir a infec¢ao transplacentaria ainda ndo foram descritas (Rothschild, 2013).

O reconhecimento de T. equi pelo sistema imunolégico do equino se da principalmente através
dos antigenos de superficie de merozoitos (EMAs - equi merozoite antigen) (Kumar et al. 2015), que sao
expressos em diferentes estagios do ciclo do protozoario. EMA-1 e EMA-2 sdo expressas em diversos
estagios do ciclo de vida, entretanto, EMA-2 é um dos primeiros antigenos a ser reconhecido pelo sistema
imune do hospedeiro (Kumar et al. 2013), tendo potencial para o desenvolvimento de ferramentas
profilaticas, como vacinas (Kumar et al. 2013, Vianna et al. 2014).

Por ser prejudicial a saide da égua gestante, capaz de provocar abortos e danos ao neonato, T.
equi tem grande importancia durante a gestacdo e periodo perinatal. Neste contexto, a imunizacio de
éguas prenhes é uma alternativa para o fortalecimento da imunidade materna e transmissio de anticorpos
via imunidade passiva ao potro. O objetivo deste estudo foi avaliar a dindmica da resposta imune humoral
a EMA-2 recombinante de T. equi em éguas gestantes e potros, bem como a transferéncia de anticorpos
vacinais no colostro.

MATERIAL E METODOS

Animais. O experimento foi conduzido com 36 equinos no Centro de Ensino e Experimentacdo em
Equinocultura da Palma (CEEEP), Universidade Federal de Pelotas, RS. Destes, 18 éguas gestantes e 18
potros provenientes das mesmas. Apds o diagnéstico de gestacdo positivo, as éguas foram alojadas em
piquetes com pastagem cultivada de azevém (Lolium multiflorum), com agua ad libitum, onde foram
mantidas até o momento do parto. Todos os partos foram assistidos em baias previamente higienizadas, e
apo6s 24 horas de nascimento do potro, retornavam aos piquetes, onde foram mantidos até o término do
experimento.

Esquema vacinal e coleta de amostras. Para a obtencdo de EMA-2, utilizou-se o protocolo descrito por
Vianna et al. (2014). Para a producdo da vacina, foram utilizados 200pg da proteina recombinante,
acrescido do adjuvante Hidréxido de Aluminio a 10%, na dosagem de 2ml. O esquema vacinal
experimental foi realizado em trés aplicagdes com intervalo de 21 dias. Foram administrados 2ml da
vacina rEMA-2 via intramuscular, na musculatura peitoral, mediante antissepsia.

As 18 éguas gestantes avaliadas foram divididas em dois grupos: Grupo Vacinado (n=9) e Grupo Controle
(n=9). O Grupo Vacinado foi acompanhado semanalmente a partir dos 300 dias de gestacdo até o término
do esquema vacinal, com afericdo dos parametros clinicos e coletas de sangue. Foram aplicadas doses da
vacina aos 300, 321 e 342 dias. O Grupo Controle foi acompanhado no mesmo periodo, com afericdo dos
parametros clinicos e coletas de sangue.

Durante os partos, imediatamente apds a exposi¢do da bolsa amniética, foram coletados 2ml de
liquido amnidtico em seringas estéreis. Apdés o nascimento e primeiros cuidados, os neonatos foram
divididos em dois grupos: Provenientes de Eguas Vacinadas (n=9) e Provenientes de Eguas Controle
(n=9). Previamente a primeira mamada, foram coletados 2ml de colostro. Foram realizadas coletas de
sangue as 12 horas de vida, 07 dias, e do 12 ao 62 més de vida, mensalmente.

Posteriormente, no 22 més de vida, os 18 potros foram novamente divididos em grupos distintos
para que houvesse comparacdo entre: Grupo de Potros Vacinados (n=4) e Grupo de Potros Controle
(n=14). O primeiro esquema vacinal foi realizado no 22 més de vida e o segundo a partir do 52 més de
vida. Ambos os grupos - Potros Vacinados e Potros Controle - tiveram acompanhamento clinico semanal,
com coletas de sangue mensal até o 62 més de vida.

Todos os procedimentos realizados com animais foram aprovados pelo Comité de Etica e
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas (CEEA-UFPel), nimero de registro 8247.

Para as coletas de sangue, foi realizada venopun¢do da jugular esquerda com tubos sem
anticoagulante. As amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 400G e separado o soro em frascos do
tipo eppendorf para congelamento a -20°C, e posterior analise laboratorial. As amostras de liquido
amnidtico e colostro foram acondicionadas em frascos do tipo eppendorf, congeladas a -20°C e
posteriormente analisadas.

Analise laboratorial. Todas as amostras colhidas (soro, liquido amniético e colostro) foram analisadas
pela técnica de ELISA (Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay), conforme protocolo descrito por Vianna
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et al. (2014). A leitura das placas foi realizada no leitor de micro placas (TP-READER - Thermo Plate),
utilizando comprimento de onda de 492nm.

Analise estatistica. A analise de dados foi realizada através do software Statistix 8.0®. Utilizou-se o teste
de Shapiro-Wilk para verificacdo da normalidade dos dados, e distribuicdo de frequéncias. Ap6s Analise de
Variancia (ANOVA), os dados paramétricos passaram por Teste de Tukey e os dados ndo paramétricos
pelo teste Kruskal-Wallis, para comparagdes de médias. Foi atribuida significancia de p<0,05. Os graficos
foram realizados pelo programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).

RESULTADOS

0 acompanhamento clinico das éguas gestantes vacinadas e, posteriormente, dos potros
vacinados, ndo demonstraram nenhuma reac¢io vacinal ou efeito colateral causado pela vacina rEMA-2. A
Figura 1 descreve as médias de absorbancia em leitura 6ptica (492nm) pelo método ELISA, comparando
éguas gestantes do Grupo Vacinado (n=9) e Grupo Controle (n=9). A vacina rEMA-2 desenvolveu
imunidade humoral nas éguas gestantes vacinadas, com incremento de 2,3 vezes o valor basal de
imunoglobulinas ao final do esquema vacinal.
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Figura 1 - ELISA indireto. Média e erro padriao da absorbancia em leitura dptica (492 nm) entre os
Grupos Vacinado (n=9) e Controle (n=9). Nos dias 300, 321 e 342 foram realizadas as aplicacdes da
vacina rEMA-2 no Grupo Vacinado. Os * demonstram diferenca estatistica entre os grupos
(p<0,05).

As amostras de liquido amnidtico das éguas gestantes do Grupo Vacinado ndo apresentaram
valores significativos na média de absorbancia no ELISA (0,029+0,02). O colostro obtido antes da primeira
mamada dos neonatos apresentou valor médio de absorbancia no ELISA de 1,0432+0,33 no Grupo
Vacinado e 0,4678+0,345 no Grupo Controle, demonstrando diferenca estatistica entre os grupos
(p<0,05).

Na Figura 2 estdo apresentadas as médias de absorbancia (492nm) na comparagido entre os
grupos de potros Provenientes de Eguas Vacinadas (n=9) e Provenientes de Eguas Controle (n=9). O grupo
de potros Provenientes de éguas vacinadas apresentou no soro as 12h de vida absorbancia média de
0,7197+0,220, que representa 69% do valor observado no colostro de éguas vacinadas no momento do
parto (1,0432+0,33). No grupo de potros Provenientes de éguas controle, a absorbancia média de
imunoglobulinas séricas foi 0,2429+0,104, o que representa 51% do valor do colostro (0,4678+0,345) no
mesmo momento.
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Figura 2 - ELISA indireto. Média e erro padrio da absorbancia em leitura éptica (492 nm) entre os
grupos de potros Provenientes de Eguas Vacinadas (n=9) e Provenientes de Eguas Controle (n=9),
desde as 12 horas até o 62 més de vida. Os * demonstram diferenca estatistica entre os grupos
(p<0,05).

0 grupo de Potros Vacinados (n=4) a partir do 22 més de vida, esta descrito na Figura 3 em
comparacdo com o Grupo Controle (n=14), caracterizando as médias de absorbancia de ambos grupos. Os
potros que passaram por esquemas vacinais a partir do 22 més de vida obtiveram incremento de 8,3 vezes
o valor basal (22 més) ao final do esquema vacinal (62 més).
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Figura 3 - ELISA indireto. Média e erro padrao da absorbancia em leitura 6ptica (492 nm)
entre os grupos de Potros Vacinados (n=4) e Potros Controle (n=14). Os esquemas vacinais
com rEMA-2 foram realizados no 22 e 52 més no grupo vacinado. Os * demonstram diferenca
estatistica entre os grupos (p<0,05).

DISCUSSAO

Conforme os resultados observados, houve a indugdo de anticorpos especificos nas éguas
gestantes do Grupo Vacinado, quando comparado ao Grupo Controle. A média da concentragdo de
imunoglobulinas anti-T. equi no colostro, bem como a comparagio entre os grupos de potros Provenientes
de Eguas Vacinadas e Provenientes de Eguas Controle, demonstram que ocorreu a transferéncia passiva
de anticorpos vacinais maternos. Ainda, os potros que passaram por esquemas vacinais a partir do 22 més
de vida obtiveram niveis elevados de imunoglobulinas no soro, quando comparados a potros controle.
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0 método de eleicdo para acompanhamento sorolégico dos animais estudados foi ELISA indireto,
através de protocolo que, em estudos anteriores de nosso grupo, demonstrou especificidade de 83,3% e
sensibilidade de 90,9% (Vianna et al. 2014). ELISA nas suas diversas variacdes e com diferentes antigenos
tém sido empregados com sucesso no diagnoéstico e pesquisas com T. equi (Kumar et al. 2013, El-Sayed et
al. 2015, Kumar et al. 2015). A utilizag¢do da proteina rEMA-2 em nosso trabalho, tanto para a producao da
vacina como para antigeno no ELISA, se justifica por se manifestar nas diversas fases do ciclo de vida e ser
primariamente reconhecida pelo sistema imune, através da expressdo no citoplasma e membrana dos
eritrécitos (Vianna et al. 2014).

A placentacdo nas éguas ¢é epiteliocorial difusa, o que impede a passagem de imunoglobulinas de
forma passiva para o feto no periodo intrauterino. Entretanto, se desafiado, o feto equino tem capacidade
de produzir anticorpos neutralizantes por volta dos 200 dias de gestacdo. (Perkins & Wagner, 2015).
Kumar et al. (2008) ndo observaram anticorpos anti-T. equi no soro de neonatos provenientes de maes
positivas para theileriose. Os resultados da andlise do liquido amniético em éguas vacinadas com rEMA-2
em nosso estudo, reafirmam que ndo houve passagem de anticorpos através da placenta.

A formacdo de um colostro de qualidade é fundamental para que o potro receba anticorpos de
forma passiva e seja capaz de responder a uma grande demanda de patégenos presentes no ambiente
neonatal, por isso a maioria das vacinas desenvolvidas para éguas gestantes contemplam o terco final de
gestacdo. A absorcdo do colostro pelo potro se da de maneira ideal imediatamente ap6s o nascimento,
adotando-se um limite maximo para ingestdo de até 12 horas de vida (Curcio & Nogueira, 2012). Apds
este periodo a capacidade de absorg¢do intestinal das imunoglobulinas é reduzida e a égua comeca a
produzir leite (Jeffcott, 1971). Em nosso estudo, a concentragdo de imunoglobulinas vacinais no colostro
de Eguas Vacinadas foi superior ao de Eguas Controle. Observamos também que os potros do grupo
Provenientes de Eguas Vacinadas apresentaram niveis superiores de imunoglobulinas no soro quando
comparados aos Provenientes de Eguas Controle apés a primeira mamada, o que demonstra que houve
absorcao efetiva dos anticorpos vacinais transmitidos via imunidade passiva.

Embora os potros do grupo Provenientes de éguas vacinadas tenham demonstrado absor¢do dos
anticorpos adequada através do colostro (0,7197+0,220), observamos que os niveis de anticorpos séricos
nos potros foram decrescentes, chegando aos valores minimos no 22 més de vida (0,1566+0,086). Kumar
et al. (2008) observaram resultados semelhantes, avaliando a imunidade passiva de neonatos
provenientes de maes infectadas por T. equi, onde houve o decréscimo total do nivel de anticorpos de 63-
77 dias ap6s o nascimento. A IgG3 é a classe de imunoglobulinas mais associada a imunidade a T. equi, e
corroborando com nossos resultados, Perkins & Wagner (2015) apontam que a imunidade passiva
decorrente de IgG3 decresce a niveis muito baixos por volta de 10 semanas de vida.

Nos potros, existe uma janela de susceptibilidade imunolégica entre os dois meses (decorrente da
perda de imunidade passiva) e os quatro meses de vida, quando se estabelecem niveis adequados de
imunoglobulinas decorrentes da imunidade ativa (Perkins & Wagner, 2015). O periodo ideal para a
primeira vacinacdo em neonatos das mais diversas espécies ainda é discutivel, pois compreende uma
interacdo entre antigenos, anticorpos, sistema complemento e citocinas de um organismo ainda em
amadurecimento (Hodgins & Shewen, 2012). Observamos em nosso estudo que o esquema vacinal com
inicio no 22 més de vida induziu a produgdo de anticorpos vacinais, demonstrando capacidade de
estimular a imunidade humoral em um periodo onde ha maior vulnerabilidade dos potros.

CONCLUSOES

0 esquema vacinal com rEMA-2 foi capaz de estimular a imunidade humoral em éguas gestantes e
potros a partir do 22 més de vida. Eguas gestantes vacinadas concentraram imunoglobulinas vacinais no
colostro, e os potros provenientes destas obtiveram incremento nos niveis séricos de anticorpos vacinais
apo6s a primeira mamada.
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4 Consideracdes Finais

A ocorréncia de infeccbes por T. equi no periodo periparto e nos neonatos
causa danos por abortos, nascimento de natimortos ou de animais portadores que
geralmente ndo conseguem debelar a doenca. A vacina rEMA-2 demonstrou
capacidade de estimular a imunidade humoral de éguas gestantes e concentrar
anticorpos no colostro, para que de forma passiva fossem disponibilizados aos
neonatos. No 2° més de vida dos potros, periodo que coincide com uma janela de
susceptibilidade imunolégica, obtivemos através da vacinacdo com rEMA-2, o
aumento da producédo de anticorpos especificos.

Os resultados obtidos neste estudo através da vacinacdo com rEMA-2 séo
animadores, demonstrando que € possivel utilizar medidas profilaticas para o
controle de T. equi em um momento de maior susceptibilidade pelo equino,

entretanto mais testes com a vacina sdo necessarios até a sua viabilizacao.
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UFPel

Comissan e Ttaa em Bxasmertagan Arina

Pelotas, 14 de janeiro de 2016.

De: M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagiio Animal (CEEA)
Para: Prof. Carlos Eduardo Wayne Nogueira

Departamento de Clinicas Veterindgrias — Faculdade de Veterindria

Senhor Professor: -

A CEEA analisou as corregBes feitas o projeto intitulado: “Resposta
imunolégica a Theileria equi em éguas premhes vacinadas com proteina EMA-2
recombinante ¢ seu reflexo no neomato” processo n°23110.008247/2015-17, que
envolve a utilizagdio de animais pertencentes ao filo Chordata, Subfilo Vertebrata
(exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica, sendo de parecer FAVORAVEL a
sua execugho, pois esta de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de
2008, e cbm as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentac&o Animal (CONCEA).

Solicitamos, apés tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo 2 CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao

COBALTO para posterior registro no COCEPE (codigo para cadastro n° CEEA $247-
2015).

Vigéncia do Projeto: 10/02/2016 a 31/12/2017

Espécie/Linhagem: Equina/Mestigos Crioulos

N° de animais: 24

Idade: 12 entre 0-6 meses ¢ 12 entre 10-15 anos

Sexo: Fémeas

Origem: Hospital de Clinicas Veterindrias - UFPel
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