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1. INTRODUCAO

A equinocultura é um dos setores que regem de forma positiva ao
agronegocio, sendo fundamental para a economia brasileira. Atualmente, estima-
se que o rebanho equino seja de ~5,5 milhdes de cabecas, sendo o quarto maior
do mundo. O mercado movimenta R$ 16 bilhdes anualmente e emprega
aproximadamente 600 mil trabalhadores diretos e 3 milhdes indiretos (Estudo do
Complexo do Agronegoécio Cavalo, Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz/Universidade de Sao Paulo, Esalg/SP).

A produtividade da pecuéria esta diretamente relacionada a saude e bem-
estar animal, sendo estes suscetiveis a doencas infecciosas. A baixa
produtividade implica em perdas econdmicas, restricbes comerciais e reducao do
valor de mercado (DEHOVE et al., 2012). Lawsonia intracellularis € uma bactéria
Gram-negativa intracelular obrigatéria, que tem sido relatada em todo o mundo
como um patégeno emergente em equinos (BOHLIN et al., 2019). Trata-se do
agente causador da Enteropatia Proliferativa, doenca que afeta potros. Os sinais
clinicos da infeccdo sao inespecificos e incluem anorexia, febre, letargia,
depresséo e edema (LAVOIE et al., 2000).

A profilaxia € a melhor medida de controle contra a EP, contudo ndo ha
vacinas comerciais destinadas a equinos (VISSCHER et al., 2018; NIWA et al.,
2022). As vacinas disponiveis no mercado sdo destinadas a suinos e possuem
uma producdo onerosa. Além disso, ha estudos controversos quanto a eficacia
das vacinas comerciais (RIBER et al., 2015; KRUSE et al., 2016).

Desta forma, as vacinas recombinantes vém ganhando destague como
estratégia para superar as limitacées de vacinas comerciais. Além da praticidade,
seguranca e reprodutibilidade (SANTOS & GASPAR, 2015), esses antigenos
podem ser previamente selecionados em dominios imunogénicos e expressos na
forma de recombinantes capazes de proteger contra diferentes doengas
(FERREIRA et al.,, 2016b). Em conjunto, existe a possibilidade de se adicionar
adjuvantes para aumentar a imunogenicidade do antigeno vacinal, como o toxoide
tetanico (TT) (TYMCIU et al., 2004; SANTOS et al., 2020).

A emergéncia de L. intracellularis em equinos pode ser explicada por fatores
como o estresse pos-desmame e a reducdo da transferéncia de anticorpos
maternos (LAVOIE et al., 2000; FRAZER, 2008). Estudos em éguas naturalmente
infectadas, foi observado que anticorpos anti-L. intracellularis adquiridos
passivamente foram detectaveis por entre 1-3 meses apdés o parto, conforme
demonstrado pelo método de imunofluorescéncia indireta (PUSTERLA et al.,
2009; PAGE et al., 2011).

Sendo assim, 0 objetivo desse trabalho foi de avaliar a imunidade passiva
em potros descendentes de éguas vacinadas contra L. intracellularis.
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2. METODOLOGIA
2.1 Obtencédo do antigeno recombinante

O plasmideo contendo a sequéncia da proteina de L. intracellularis Li0902
fusionada ao epitopo T-helper derivado do toxoide tetanico (TT-Th) foi sintetizado
e transformado em células de Escherichia coli BL21 Star. A proteina foi expressa,
e caracterizada conforme descrito por SAMBROOK & RUSSEL (2012). A
expressdo da rLiTT foi confirmada através de eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) 15% e Western blot. A purificacdo e quantificacdo da
proteina foram feitas utilizando coluna de cromatografia de afinidade ao niquel e
Ensaio de Bradford, respectivamente.

2.2 Vacinacao de equinos

A vacinacéo foi feita com a formulacdo experimental composta pela proteina
recombinante purificada (400 ug/dose) adsorvida no adjuvante hidroxido de
aluminio (10%), em um volume total de 2 ml por dose, aplicadas via
intramuscular.

Foram utilizados 20 equinos (Equus cabbalus) fémeas adultas, prenhas e
sem raca definida, divididas de forma aleatéria em 2 grupos. O primeiro grupo
recebeu a vacina recombinante e 0s animais pertencentes ao segundo conjunto, o
grupo controle, receberam inoculac¢des de solugcdo salina tamponada com fosfato
(PBS) e hidroxido de aluminio.

As éguas foram vacinadas no terco final da gestacdo, nos dias 0 e 14. Ao
longo do estudo, amostras de sangue foram obtidas por puncéo da veia jugular
externa em intervalos de 10 dias, totalizando seis coletas (do dia 0 ao dia 50). Os
soros dos equinos foram utilizados para avaliar os niveis séricos de IgG total
especificos anti- rLiTT por ELISA.

Apos o parto, foram realizadas coletas de amostras sanguineas dos potros
nos dias 0, 10 e 30, para avaliar a imunidade passiva dos potros. Todas as etapas
do experimento foram submetidas a analise e aprovacéo pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA n° 28134-2019) da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel).

2.3 Ensaio imunoenziméatico

As placas foram revestidas com 200 ng/cavidade de rLITT diluido em
tampdao carbonato bicabornato (pH 8,0) e incubado por 18 h a 4 °C.
Os soros foram diluidos 1:100 em PBS e aplicados em duplicata nas placas.
Em seguida, anticorpos anti-IgG de equino conjugados a peroxidase (Sigma-
Aldrich), diluidos 1:4000 em PBS, foram adicionados. Entre cada etapa, as placas
foram incubadas a 37 °C por 1 hora e lavadas 3 vezes com PBS-T.
Posteriormente, 100 yl de uma solucéo de revelacao (preparada com 10 ml de
tampéo fosfato-citrato, 0,004 g de Ortho-Phenylenediamine (Sigma-Aldrich), e 15
pl de H202) foram adicionados a cada cavidade, e a reacao ocorreu no escuro a
temperatura ambiente por 15 minutos. Para interromper a reagdo, 50 pl de
solugdo de parada (H2SOs4 2N) foram adicionados por cavidade. As leituras de
absorbéancia foram realizadas em um leitor de microplacas EZ Read 400
(Biochrom, Reino Unido) com filtro de 492 nm.
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Os dados obtidos foram analisados utilizando o software estatistico
GraphPad Prism 5.03 (GraphPad Software, California, EUA). As diferencas entre
as médias foram avaliadas por meio do teste de Tukey, considerando uma
diferenca significativa quando p<0.05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A proteina rLiTT foi expressa na cepa E. coli Star, de maneira insoluvel,
sendo solubilizada com adicdo de tampéo contendo uréia (8M). O rendimento da
expressao de rLiTT foi de 0.6 ug/pl. Os equinos vacinados apresentaram
anticorpos contra o antigeno recombinante apds uma unica dose vacinal, sendo
detectados ja no dia 10 do experimento, com nivel de anticorpos de
aproximadamente 1.2 (absorbancia). Apos a segunda dose, dia 20 do
experimento, um maior nivel de anticorpos foi observado, com nivel de 2.2
(absorbancia).

A avaliacdo da resposta imune dos potros foi realizada a partir do soro
coletado nos dias 0, 10 e 30 apds o nascimento. Foi observada a presenca de
anticorpos anti-rLiTT nos potros, atingindo absorbancia entre 1,0 e 2,0 (densidade
optica) no primeiro dia de vida (dia 0), sugerindo a transferéncia de anticorpos
maternos. Os niveis de anticorpos se mantiveram significantes até a coleta final,
no dia 30 do experimento. De forma geral, a avaliagdo das médias dos animais
revelou que os animais responderam de forma homogénea (Figura 1).
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A imunidade passiva desempenha um papel fundamental na defesa contra
infeccbes (BIGLER et al., 2022; Pusterla et al., 2012). Potros recém-nascidos tém
um sistema imunolégico ainda em desenvolvimento e dependem das
imunoglobulinas transferidas pelo colostro materno para combater agentes
patogénicos (BIGLER et al., 2022).

Apesar da transferéncia passiva de anticorpos contra L. intracellularis ter
sido previamente documentada em suinos (HOLYOAKE et al., 1994; WENDT et
al., 2000; GUEDES et al.,, 2002b), sabe-se que a disparidade nos niveis de
anticorpos entre potros esta relacionada com a quantidade de anticorpos
especificos presentes no colostro, bem como a absorcao variavel de diferentes
guantidades de colostro (PUSTERLA et al., 2012).

Os resultados sorolégicos demostraram que anticorpos contra
L. intracellularis foram transferidos passivamente para potros. Embora testes de
diagnéstico e métodos de tratamento para Enteropatia Proliferativa em equinos
tenham sido estabelecidos e descritos, medidas preventivas para a doenca
permaneceram em grande parte ndo abordadas (PUSTERLA et al., 2012). Nesse
contexto, a imunizacdo materna mostra-se ndo somente como um componente
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fundamental na prevencdo da doenca, como também torna o consumo de colostro
um fator crucial para a transferéncia de imunidade.
4. CONCLUSOES
As éguas prenhas vacinadas responderam a vacina, e foram capazes de
transmitir anticorpos anti-rLiTT para seus potros através do colostro.
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