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Resumo

RODRIGUES, Paulo Ricardo Centeno. Clonagem e expressao do gene da
glicoproteina D do herpesvirus equideo tipo 1 em Pichia pastoris e avaliagéo
de suaimunogenicidade. 2018. 65f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Programa de
Pés-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2018.

O herpesvirus equideo 1 (EHV-1) apresenta distribuicdo mundial e causa graves
prejuizos a equideocultura e a cadeia produtiva desse agronegdécio, como agente de
surtos de doenca respiratéria, reprodutiva e neurolégica, em animais jovens e adultos.
A glicoproteina D do EHV-1 (gDEHV-1) é uma glicoproteina do envelope, essencial
para a penetracdo do agente em células do hospedeiro e jA demonstrou capacidade
de induzir protecdo contra esse agente em modelos murino e equino. Os objetivos
deste trabalho foram: clonar, expressar e demonstrar a imunogenicidade da gDEHV-
1 expressa em Pichia pastoris, em modelo murino. Para tanto, avaliou-se a resposta
imune induzida por duas vacinas: uma formulada com a gDEHV-1 e outra com a
gDEHV-1 associada ao EHV-1; frente a trés vacinas: uma comercial, formulada com
0 EHV-1 associado ao EHV-4, outra experimental, formulada com EHV-1, e o controle,
formulado com PBS. Em todas as vacinas o adjuvante utilizado foi hidroxido de
aluminio a 10%. Os resultados encontrados permitem concluir que a glicoproteina D
recombinante do EHV-1, expressa em P. pastoris, demonstrou sua antigenicidade e
imunogenicidade. Além disso, conservou epitopos que permitiram sua identificacdo
por anticorpos especificos anti-EHV-1 induzidos pelas vacinas, comercial e
experimental, formuladas com virus integro inativado. A vacina experimental contendo
virus integro (EHV-1) inativado acrescido da glicoproteina D recombinante do EHV-1
foi significativamente superior na inducao de anticorpos especificos contra a gDEHV-
1, no ELISA indireto, em compara¢cdo com as vacinas contendo virus integro ou de
subunidades do virus.

Palavras-chave: rinopneumonite; EHV-1; abortamento viral; vacinagao;
equideocultura



Abstract

RODRIGUES, Paulo Ricardo Centeno. Cloning and expression of the equine
herpesvirus type 1 glycoprotein D gene in Pichia pastoris and evaluation of its
immunogenicity. 2018. 65f. Thesis (Doctor degree in Sciences) - Programa de Pés-
Graduacgdo em Veterinéria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2018.

Equine herpesvirus 1 (EHV-1) has a worldwide distribution and causes serious
damage to the equidoculture and the productive chain of this agribusiness, as an agent
of outbreaks of respiratory, reproductive and neurological disease, in young and adult
animals. EHV-1 glycoprotein D (gDEHV-1) is an enveloped glycoprotein essential for
the agent penetration into the host cells and has already demonstrated the ability to
induce protection against this agent in murine and equine models. The objectives of
this work were: to clone, express and demonstrate the immunogenicity of gDEHV-1
expressed in Pichia pastoris, in a murine model. For this, the immune response
induced by two vaccines was evaluated: one formulated with gDEHV-1 and another
with gDEHV-1 associated with EHV-1; compared to three vaccines: one commercial,
formulated with EHV-1 associated with EHV-4, another experimental, formulated with
EHV-1, and the control, formulated with PBS. In all vaccines the adjuvant used was
10% aluminum hydroxide. The results showed that recombinant D-glycoprotein EHV-
1, expressed in P. pastoris, demonstrated its antigenicity and immunogenicity. Also, it
conserved epitopes that allowed its identification by commercial and experimental
vaccine-induced anti-EHV-1 specific antibodies formulated with inactivated whole
virus. The experimental vaccine containing inactivated whole virus (EHV-1) plus the
recombinant D-glycoprotein of EHV-1 was significantly superior in the induction of
specific antibodies against gDEHV-1 in the indirect ELISA when compared to the
vaccines containing whole virus or subunits of the virus.

Keywords: rhinopneumonitis; EHV-1; viral abortion; vaccination; equidculture



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Lista de Figuras

Classificacdo dos herpesvirus equideos...........ccccevvveveeviiiiieee e,
TiPOS de VACINAS VIFICAS........uuurriiiiiiiieeeeeeeeee et e e e
Principais vacinas contra o herpesvirus dos equideos...................
MetabolisSmo do metanol.............oooeviiiiiiiiee e
Vetor de expressdao pPICZa para expressdo de proteinas
heter6logas em Pichia pastoris.........ccccouiiiviiieiiiiiiiiiiee e
Plasmideo sintético pPICZaA-gDEHV-1 que contém um
fragmento de DNA de 1022 pb que corresponde a uma fracédo da
glicoproteina D do herpesvirus equideo 1.........ccccoccuvvveeeeneiennnnnee.
Esquema demonstrativo do cultivo, com 0os meios BMGY e
BMMY, e inducdo com metanol de Pichia pastoris estirpe KM71H.
Transcricao relativa de mRNA da interleucina 10 nos diferentes

grupos vacinais ap0s desafio com concanavalina, gDEHV-1 e

Identificacdo, em gel de SDS-PAGE 12%, da glicoproteina D
recombinante do herpesvirus equideo 1, expressa em Pichia
pastoris, nas fracdes 4, 5 e 6 da purificacdo (peso molecular 41
kDa) do sobrenadante do clone Muts 30. M = marcador, 1 =
fracdo 2 da purificacdo, 2 = fragao 3 da purificacéo, 3 = fracao 4
da purificacdo, 4 = fracdo 5 da purificacdo, 5 = fracdo 6 da
purificacéo, 6 = fracdo 7 da purificag@o.............ccceeevvvvvevririvnnnnnnnnnn.
Identificacdo da glicoproteina D recombinante do herpesvirus
equideo 1, expressa em Pichia pastoris, através da técnica de
Western blot, marcada pelo anticorpo monoclonal anti-histidina
(2, 3 e 5). M = marcador, 1 = sobrenadante de Pichia pastoris
KM71H nao transformada, 2 = produto da purificagcdo do

sobrenadante de seis clones Mut®, 3 = produto da purificacédo do

44

45

49

50



Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

sobrenadante de seis clones MutS tratados pela enzima Endo H,
4 = produto da purificacdo do sobrenadante do clone Mut® 30, 5
= produto da purificacdo do sobrenadante do clone MutS 30
tratado pelaenzima ENdO H..............ooooiriicccie e,
Identificacdo da glicoproteina D recombinante do herpesvirus
equideo 1, expressa em Pichia pastoris, através da técnica de
Western blot, marcada por anticorpos policlonais anti-EHV-1,
peso molecular 41 kDa (2). M = marcador, 1 = sobrenadante de
Pichia pastoris KM71H néo transformada, 2 = produto da
purificacdo do sobrenadante dos clones MutS 29 e 30...................
Niveis de anticorpos especificos contra a glicoproteina D
recombinante do herpesvirus equideo 1, detectados por ELISA
indireto. Os dados representam as médias em valores de ELISA
de 1gG total de camundongos BALB-c vacinados nos dias 0 e 21,
nos diferentes grupos vacinais, em funcédo do tempo. Amostras
(pool, n=10) usadas na diluicdo 1:100, em duplicata, titulos
expressos na absorbanciade 490 NM...........coovvvevieeccccceeen
Niveis de anticorpos especificos contra o herpesvirus equideo 1,
detectados por ELISA indireto. Os dados representam as médias
em valores de ELISA de IgG total de camundongos BALB-c
vacinados nos dias 0 e 21, nos diferentes grupos vacinais, em
funcdo do tempo. Amostras (pool, n=10) usadas na diluicdo
1:100, em duplicata, titulos expressos na absorbancia de 490 nm.
Os dados representam os titulos de anticorpos neutralizantes
contra o herpesvirus equideo 1, de camundongos BALB-c
vacinados nos dias 0 e 21, detectados através de
virusneutralizacéo, em diferentes grupos vacinais, em funcao do

tempo. Amostras (POOl, N=10).......ccoviiiiiiiiiiiiiiieeeee e

51

52

53

54



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3
Tabela 4

Lista de Tabelas

Vantagens da utilizacdo da levedura Pichia pastoris como sistema
de producédo de proteinas heterdlogas...........cceuvvvvvviiiiiiiiiieeeeeeee i, 36
Gendtipo e fendtipo de algumas linhagens de Pichia
ST Y (0] 4 1 J PP TPPPPPPP 39
Composicédo das vacinas administradas nos grupos experimentais... 46
Citocinas e [-actina com respectivos primers e referéncias,

utilizadas nas rea¢cdes em cadeia da polimerase, em tempo real........ 48



Lista de Abreviaturas e Siglas

AOX Enzima alcool oxidase

ASH Herpesvirus asinino

BEI Bromoetilenimina

CD Cluster of Differentiation

cDNA DNA complementar

CDTec Centro de Desenvolvimento Tecnholdgico
CTL Linfécitos T citotdxicos

DNA Acido desoxirribonucleico

ECP Efeito citopatico

EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético

EHM Mieloencefalopatia equina por herpesvirus
EHV Herpesvirus equideo

ELISA Ensaio de imunoabsor¢cdo enzimatica
E-MEM Meio essencial minimo

FAO Food and Agriculture Organization of the United Nations
FC Fixacdo de complemento

gD Glicoproteina D

GRAS Generally regarded as safe

IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
IFA Imunofluorescéncia

lgG Imunoglobulina G

IL Interleucina

INF-y Interferon gama

IPX Imunoperoxidase

Labvir Laboratério de Virologia e Imunologia
LCR Liquido cefalorraquidiano

MADb Anticorpo monoclonal



MAPA
MHC
MRNA
oD

OPD
PBS
PBS-T
PCR

PIB
PMEDAP
PMSF
pPICZa
gPCR
rpm
RPMI
SDS-PAGE
SFB
SIBIA
SINDAN
SNC
TCIDso/ml
Th
UFPEL
USA

VN

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Complexo de histocompatibilidade principal

Acido ribonucleico mensageiro

Densidade otica

o-Phenylenediamine dihydrochloride

Tampao fosfato-salino

Tampéo fosfato-salino com 0,05% de Tween 20

Reacgéo em cadeia da polimerase

Produto interno bruto
9-(2-Phosphonylmethoxyethyl)-2,6-diaminopurine
Phenylmethanesulfonyl fluoride

Plasmideo, vetor de expressao utilizado em Pichia pastoris
Reacdo em cadeia da polimerase, em tempo real
Rotagbes por minuto

Meio para cultivo celular, especialmente células hematopoiéticas.
Sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis
Soro fetal bovino

Salk Institute Biotechnology/Industrial Associates

Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Saude Animal
Sistema nervoso central

Tissue culture infection dose

Linfécitos T auxiliares

Universidade Federal de Pelotas

United States of America

Virusneutralizagao



kb
Nm

°C

mm
pb

ml

pm

mM
kDa

Lista de Simbolos

Quilobase (1000 pares de bases)
Nanoémetro (1x10° metro)
Maior

Grau Celsius

Menor

Milimetro

Pares de bases

Microlitro

Mililitro

Litro

Milimicras

Milimolar

Quilodaltons



Sumario

R [ gL oo [V T o3= Lo H PP P PP PPPPPPP 16
2 REVISE0 08 LItEratUra.......uuuiviieiiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e s 19
2.1 HErpesVvirus eqUIAEOS........c.ooiiiiiieieeie st 19
2.2 PICNIA PASTONIS ..t 35
S HIPOLESE € ODJELIVOS. ..ceiiiiiiiiiiie e 41
G0 I o [ 10} (=] = RS 41
3.2 ODJetiVO geral......ccoiieeeeeee e 41
3.3 ODbjetivos @SPECITICOS . uuuiiiiiiiiiiiiie et 41
/Y = oo Fo] [oTo T - VTSP PPPPPRP 42
4.1 CEIUIAS € VITUS ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e s e s e nnnnnes 42
4.2 EXtrac8o de DNA VIral......ccooiiiiiieeee e e 42
VG T @ T Y =T 1= o o PP PPUPT 43

4.4 Expressao do gene da glicoproteina D do EHV-1 em Pichia pastoris 44
4.5 Purificacéo e quantificacdo da glicoproteina D recombinante (rgD).. 45

4.6 Producao das vacinas experimentaiS.............uuuveivieiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeenennnns 46
4.7 Avaliacao da respostaimune em modelo mMurino..........ccccceeeeeeeeeeeennne 46
4.8 ANAlISE EStAtISTICA...uuuiiiiiiiiiiiii e 49
5 ReSUItAd0S € DISCUSSA0.....cciiiiiiiiieeeiiiii ittt ee e e e 50
6 CoNSIAEragOeS FINAIS......ccoiiiiiiiiiieieiiti e 56
RETEIBNCIAS ..ciiiiiiii e re e e e e e e e e e e e e e e 57



1 Introducéo

A populagdo mundial de equideos, nas ultimas décadas, apresenta-se estavel
e gira em torno de 113 milhdes de cabecas (58,5 milhdes de equinos, 43,5 milhdes de
asininos e 11 milhdes de muares). O continente americano abriga 33,5 milhdes de
equinos, ou seja, 57,2% de toda a populacdo mundial. O Brasil possui 0 4° maior
rebanho equino do mundo, com 5,6 milhGes de cabecas, possui ainda, 1,1 milh&o de
asininos e 1,3 milhdo de muares (ALMEIDA; SILVA, 2010). Segundo o IBGE (2014),
o Rio Grande do Sul possui 0 2° maior rebanho equino do Brasil (540.815 cabecas),
ficando atras de Minas Gerais (763.780 cabecas) e superando estados como a Bahia
(470.761 cabecas), Goias (385.525 cabecas) e Sao Paulo (363.380 cabecas). O
Complexo do Agronegdcio Cavalo contribui com 1,6% do PIB brasileiro, empregando,
direta e indiretamente, ao redor de 3,2 milhdes de individuos nessa cadeia produtiva
(LIMA et al., 2006; MAPA, 2016). Esses numeros e valores demonstram a importancia
da criacdo de equideos para a economia brasileira, americana e mundial.

As enfermidades causadas por herpesvirus em equinos destacam-se pela
abrangéncia mundial e pelos graves prejuizos impostos aos rebanhos. Causam
transtornos respiratérios, neurolégicos e reprodutivos (AIELLO; MOSES, 2016).

Os herpesvirus equideos (EHV) pertencem a familia Herpesviridae, até o
presente, foram identificadas nove espécies: EHV-1 (agente do aborto herpético
equino), EHV-3 (agente do exantema coital equino), EHV-4 (agente da
rinopneumonite viral equina), EHV-6 (homédlogo ao herpesvirus asinino tipo 1, ASH-
1), EHV-8 (homodlogo ao herpesvirus asinino tipo 3, ASH-3), EHV-9 (herpesvirus de
gazela tipo 1), pertencentes a subfamilia Alphaherpesvirinae; EHV-2 (herpesvirus
equideo tipo 2), EHV-5 (herpesvirus equideo tipo 5) e EHV-7 (homdlogo ao
herpesvirus asinino tipo 2, ASH-2), pertencentes a subfamilia Gammaherpesvirinae
(MARENZONI et al., 2015; MAXWELL, 2017).

O EHV-1 e o0 EHV-4, entre todos os herpesvirus equideos, sdo aqueles que
demonstraram importancia do ponto de vista clinico, epidemiolégico e econdémico,
pelas severas perdas impostas aos rebanhos infectados mundialmente. Guardam
estreita relacao genética e antigénica. Apresentam similaridade de 55 a 84% em nivel
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de nucleotideos e de 55 a 96% em nivel de amino4cidos (FRANCO et al., 2017,
PATEL; HELDENS, 2005; TELFORD et al., 1992).

As infec¢Bes causadas pelo EHV-1 e pelo EHV-4 sdo enzoodticas na maioria
das popula¢des equinas do mundo e uma fracéo relevante desses animais apresenta
anticorpos contra esses agentes (DIAZ et al., 2015). No Brasil, em 1966, Nilson e
Corréa isolaram o EHV-1, pela primeira vez, de um feto equino abortado. Os mesmos
autores haviam registrado o abortamento herpético equino em 1964 (MOREIRA et al.,
1998).

No Brasil, levantamentos sorolégicos realizados em 8.820 equinos
provenientes dos estados de Sdo Paulo, Rio Grande do Sul, Parana, Para, Minas
Gerais, Ceara e Rio de Janeiro, entre 1988 e 2015, apontaram uma soroprevaléncia
contra o EHV que variou de 4,5 a 92,3%, demonstrando a ampla disseminacédo do
virus no territorio nacional (ALENCAR-ARARIPE et al., 2014; DIAZ et al., 2015; DIEL
et al., 2006; LARA et al., 2010; MORI, 2005).

O EHV-1 é o maior responsavel por abortamento em éguas no terco final da
gestacao e o EHV-4 é a principal causa de rinopneumonite em potros em nivel mundial
(FRANCO et al., 2017). Os dois agentes sdo 0s maiores responsaveis por doenca
respiratoria em equinos mundialmente (FOOTE et al., 2006).

O valacyclovir demonstrou acao profilatica e terapéutica contra uma cepa
neuropatogénica do EHV-1, tornando-se uma nova alternativa no tratamento das
enfermidades causadas por herpesvirus equideos (MAXWELL, 2017; MAXWELL et
al., 2017).

O controle desse agente se baseia na vacinacdo do rebanho. Vacinas
inativadas e atenuadas séo utilizadas com relativo sucesso, porém induzem uma
imunidade de curta duracdo, ndo impedem o estabelecimento de laténcia e a protecéo
contra a doenca neuroldgica e os abortamentos sdo questionaveis (FRANCO et al.,
2017; GOEHRING et al., 2010; KYDD et al., 2006).

Alguns experimentos mostraram a importancia da glicoproteina D (gD) do
herpesvirus equideo tipo 1 (EHV-1) na penetracdo e na disseminacao ceélula-célula
desse agente em células do hospedeiro, além do elevado potencial imunogénico.
Vacinas de subunidades, utilizando a gD do EHV-1, em modelos murino e equino,
revelaram resultados promissores (ZHANG et al., 1998).

A levedura metilotréfica Pichia pastoris vem sendo bastante utilizada para

expressao de proteinas heterdlogas, em detrimento de outros sistemas de expressao,
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por ser de facil manipulacdo genética, expressar proteinas heterdlogas em niveis
elevados, promover O- e N-glicosilagéo e processar sequéncias sinais com rapidez,
facilidade e economia. (CEREGHINO; CREGG, 2000).

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a imunogenicidade da
glicoproteina D recombinante do hespervirus equideo 1, expressa em Pichia pastoris,
em modelo murino. Buscando novas alternativas, tendo em vista a formulagédo de
vacinas que promovam um maior nivel de protecdo para equideos contra o

herpesvirus.



2 Revisado da Literatura

2.1 Herpesvirus equideos

Entre as inUmeras enfermidades infecciosas que acometem o0s equideos,
destacam-se aquelas causadas por herpesvirus, ndo sé pelas graves perdas infligidas
como também pela distribuicdo em nivel mundial. Surtos de doenca respiratéria em
potros, abortos, mortalidade de neonatos e, em menor grau, enfermidade neuroldgica,
causados por herpesvirus equideos, acontecem anualmente em locais de alta
concentracdo de equinos, asininos e muares (AIELLO; MOSES, 2016). O resultado
da infeccdo por esse agente pode ser devastador, especialmente em casos de
abortamentos epizodticos (WEIBLEN, 2001).

Conforme Lunn et al. (2009), séo trés os principais efeitos do herpesvirus sobre
0s equideos: ocorréncia esporadica de doenca respiratoria leve associada a pirexia,
principalmente em equideos com menos de dois anos de idade; abortamentos durante
o terceiro trimestre de gestacao e surtos de doenca neurolégica (mieloencefalopatia
por herpesvirus), causando interrup¢des nos programas de treinamento esportivo,
perdas por infertilidade e abortos, restricbes ao movimento e mortalidade, interrupgéo
em programas de criacdo, dificuldades de manejo em centros esportivos, pistas de
corrida, eventos de cavalos e criatérios.

Os herpesvirus equideos (EHV) pertencem a ordem Herpesvirales, familia
Herpesviridae, subfamilias Alphaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae. Os virions
contém uma molécula de DNA de fita dupla linear, um capsideo icosaédrico de
aproximadamente 100 a 110 nm de diametro que envolve o ndcleo, uma camada
protéica amorfa (tegumento) que circunda o capsideo e um envelope lipoprotéico que
possui espiculas de glicoproteinas na superficie. O envelope tem um diametro de
aproximadamente 150 nm (FRANCO et al., 2017; WEIBLEN, 2001).

O genoma do EHV-1 possui 150,2 kb e até o momento 76 genes foram
descritos, os quais codificam 13 glicoproteinas distintas: gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl,
gK, gL, gM, gp2, gp21/22a e gpl0 (FRANCO et al., 2017; SAENZ; URCUQUI-
INCHIMA, 2006; TELFORD et al., 1992). A gD é uma glicoproteina do envelope,
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essencial para a penetracao do agente em células do hospedeiro (CSELLNER et al.,
2000) e ja foi demonstrada sua capacidade de induzir protecdo contra a doenca.
Experimentos utilizando a glicoproteina D do EHV-1 (gDEHV-1) expressa em
Escherichia coli (WEERASINGHE et al., 2006; ZHANG et al., 1998), baculovirus
(FOOTE et al., 2005) e Pichia pastoris (RUITENBERG et al., 2001) confirmaram essas
potencialidades em modelos murino e equino.

O genoma dos herpesvirus € replicado no nucleo das células hospedeiras e
fatores virais e celulares sdo empregados nesse processo. Da interagdo com as
células e a expressao de certos genes, dois ciclos distintos podem ocorrer: a infec¢ao
aguda ou produtiva (ciclo litico) e a infeccdo latente. O primeiro evidencia-se pela
expressao de todos os genes virais, replicacdo do genoma e producdo de progénie
viral infecciosa, o segundo caracteriza-se pela interrup¢cédo do ciclo replicativo logo
apos a penetracdo do genoma no nucleo da célula hospedeira, entretanto, sob certas
condi¢cdes (estresse), o genoma € ativado e a expressdo génica € reiniciada,
seguindo-se producao de progénie viral e infeccdo aguda (FRANCO et al., 2017).

A instalacdo da infeccdo latente é uma particularidade marcante dos
herpesvirus, e revela a elevada capacidade de adaptacdo desses virus aos seus
hospedeiros. Os herpesvirus equideos produzem laténcia em neurdnios dos ganglios
sensoriais e autonémicos, tecidos linfoides e leucdcitos periféricos (FRANCO et al.,
2017; WEIBLEN, 2001).

O EHV foi descrito pela primeira vez em 1933 por W. W. Dimock e P. R.
Edwards da Kentucky Agriculture Experimental Station, Lexington e, desde entdo, a
infeccdo por esse agente e suas consequéncias tém sido objeto de inimeros trabalhos
e publicacdes (KYDD et al., 2006).

Em equideos, até o presente, foram identificados nove herpesvirus: EHV-1
(virus do aborto herpético equino), EHV-3 (virus do exantema coital equino), EHV-4
(virus da rinopneumonite viral equina), EHV-6 (homadlogo ao herpesvirus asinino tipo
1, ASH-1), EHV-8 (homdlogo ao herpesvirus asinino tipo 3, ASH-3), EHV-9
(herpesvirus de gazela tipo 1), pertencentes a subfamilia Alphaherpesvirinae; EHV-2
(herpesvirus equideo tipo 2), EHV-5 (herpesvirus equideo tipo 5) e EHV-7 (homdlogo
ao herpesvirus asinino tipo 2, ASH-2), pertencentes a subfamilia
Gammaherpesvirinae (Figura 1) (MARENZONI et al., 2015; MAXWELL, 2017).
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Ordem Familia Sub-familia Género Espécie

Herpesvirales | Herpesviridae | Alphaherpesvirinae Varicellovirus Equid alphaherpesvirus 1

Equid alphaherpesvirus 3

Equid alphaherpesvirus 4

Equid alphaherpesvirus 6

Equid alphaherpesvirus 8

Equid alphaherpesvirus 9

Gammaherpesvirinae | Percavirus Equid gammaherpesvirus 2

Equid gammabherpesvirus 5

N&o designado | Equid gammaherpesvirus 7

Figura 1 — Classificacdo dos herpesvirus equideos. Fonte: International Committee on Taxonomy of
Viruses (ICTV, 2017).

O cavalo (Equus caballus) é o hospedeiro natural dos herpesvirus equideos de
1 a 5, enquanto o asno (Equus asinus) € o hospedeiro natural dos herpesvirus
equideos de 6 a 8, e a zebra (Equus grevyi) do EHV-9 (MARENZONI et al., 2015).

O EHV-1 e o0 EHV-4, entre todos os herpesvirus equideos, sdo aqueles que
demonstraram importancia do ponto de vista clinico, epidemiolégico e econdémico,
pelas severas perdas impostas aos rebanhos infectados mundialmente. Até 1981
eram considerados subtipos 1 e 2 do EHV-1, respectivamente. Somente em 1988
essa distincdo foi oficialmente reconhecida. Guardam estreita relacdo genética e
antigénica, sendo impossivel distinguir os anticorpos contra o EHV-1 dos anticorpos
contra o EHV-4 através dos testes soroldgicos de rotina. Apresentam similaridade de
55 a 84% em nivel de nucleotideos e de 55 a 96% em nivel de aminoacidos (FRANCO
et al., 2017; PATEL; HELDENS, 2005; TELFORD et al., 1992).

As infec¢des causadas pelo EHV-1 e pelo EHV-4 sdo enzodticas na maioria
das popula¢des equinas do mundo e uma fracao relevante desses animais apresenta
anticorpos contra esses agentes (DIAZ et al., 2015). No Brasil, em 1966, Nilson e
Corréa isolaram o EHV-1 pela primeira vez, de hamsters lactentes, a partir do figado
de um feto equino abortado. Os mesmos autores haviam registrado o abortamento
herpético equino em 1964, através de achados histopatologicos em fetos equinos
abortados (MOREIRA et al., 1998). Em 2008, Lara et al. realizaram o primeiro
isolamento do EHV-1 proveniente de uma égua com mieloencefalopatia herpética no
Brasil.
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No Brasil, levantamentos sorolégicos realizados em 8.820 equinos
provenientes dos estados de Sdo Paulo, Rio Grande do Sul, Parana, Para, Minas
Gerais, Ceara e Rio de Janeiro, entre 1988 e 2015, através de provas de
virusneutralizacdo e de fixacdo de complemento, apontaram uma soroprevaléncia
contra o EHV que variou de 4,5 a 92,3%, demonstrando a ampla disseminacéo do
virus no territério nacional (ALENCAR-ARARIPE et al., 2014; DIAZ et al., 2015; DIEL
et al., 2006; LARA et al., 2010; MORI, 2005).

O EHV-1 e o0 EHV-4 séo transmitidos de forma horizontal, através do contato
direto e/ou indireto entre animais que estao excretando o virus e animais suscetiveis.
Isso ocorre durante a infeccdo aguda ou nas ocasides em que ha reativacdo da
infeccédo latente. Os animais com infec¢ao latente sdo importantes fontes de infec¢céo
e manutencdo da enfermidade nos rebanhos. Em relacdo ao EHV-1 e o EHV-4 foi
demonstrada laténcia em tecidos linféides e neurais, sendo que os linfocitos T
CD5*/CD8* foram definidos como os principais locais de laténcia para o EHV-1 e os
ganglios trigémeos para o EHV-4. Animais de todas as idades podem ser infectados,
entretanto, potros de dois meses até um ano de idade, especialmente no periodo do
desmame, formam o grupo mais suscetivel a infeccdo (FOOTE et al., 2006; FRANCO
et al., 2017; PATEL; HELDENS, 2005).

O EHV-1, agente do aborto herpético equino, manifesta-se através de sinais
respiratorios, neurologicos, abortamento e mortalidade perinatal, enquanto que o
EHV-4, agente da rinopneumonite equina, desenvolve a forma respiratoria da doenca
e nunca esteve associado a surtos epizodéticos de abortamento nas raras vezes em
que foi isolado desses casos (WEIBLEN, 2001).

O EHV-1 é o maior responsavel por abortamento em éguas no terco final da
gestacdo em todo o mundo (SMITH, 2006). Eguas suscetiveis, de modo geral, se
infectam durante o contato da mucosa respiratéria com fetos abortados, fluidos e
restos placentarios de éguas que sofreram abortamento causado pelo EHV-1. Nesse
momento, o virus penetra e multiplica-se inicialmente no epitélio da cavidade nasal,
faringe, traqueia, brénquios e bronquiolos. Em seguida, passa a infectar leucdcitos e
células endoteliais de vasos sanguineos e linfaticos, alcanca os linfonodos locais e,
através das células mononucleares infectadas, penetra na circulacdo sistémica,
causando uma viremia associada a células, que possibilitara acesso a 6rgaos
internos, locais secundarios de replicacdo viral (FRANCO et al., 2017). Desse modo,

o EHV-1 pode, em éguas gestantes, penetrar no U(tero, cruzar a barreira
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transplacentéria e causar lesdes na placenta e/ou tecidos fetais, ou ainda, com menos
frequéncia, alcancar o sistema nervoso central e causar vasculite, isquemia e infartos
hemorragicos no cérebro, tronco cerebral e medula espinhal (FRANCO et al., 2017;
SMITH, 2006).

A infecg@o respiratoria causada pelo EHV-1 é geralmente assintomética. Nas

raras ocasioes que se manifestam, sdo sinais respiratorios brandos, semelhantes aos
causados pelo EHV-4 (FRANCO et al., 2017).
Os abortamentos podem ocorrer a partir do quarto més de gestacdo, mas a partir do
sétimo més é quando ocorrem com maior frequéncia, no nono e no décimo més em
especial, sem sinais prodromicos ou evidéncia de doenca. Os fetos, na sua grande
maioria, sdo abortados espontaneamente junto com a placenta e estdo sempre
mortos, fetos autolisados sédo observados em fémeas que sofreram abortamento antes
dos seis meses de gestacdo, éguas que se infectam tardiamente durante a gestacao
podem parir potros vivos, porém, de modo geral, nascem débeis, apresentam
dificuldade respiratdria e morrem poucos dias depois. O abortamento, com frequéncia,
ocorre dentro de 30 dias apés a infeccdo, mas pode demorar por até 90 dias. A
imunidade induzida ap6s abortamento € mais duradoura do que a produzida por
doenca respiratéria, que dura de trés a seis meses, sendo que a repeticdo de
abortamento pela mesma fémea é pouco frequente (FRANCO et al., 2017; KYDD et
al., 2006; MORI, 2005; SMITH, 2006).

A mieloencefalopatia equina por herpesvirus (EHM) causada pelo EHV-1
ocorre com menor frequéncia e sua associagdo com sinais respiratorios e/ou
abortamentos pode ou ndo estar presente. Animais de todas as idades sao
suscetiveis, mas éguas prenhes, especialmente nos dois primeiros trimestres de
gestacgdo, e potros em aleitamento, aparentemente, sdo mais afetados. O periodo de
incubacdo varia de seis a dez dias e a doenca apresenta-se de forma aguda:
hipertermia (>39,7 °C), ataxia com maior intensidade nos posteriores, deficiéncias
proprioceptivas cognitivas, debilidade, paresia que pode evoluir para tetraplegia,
incontinéncia urinaria, dilatacdo da bexiga com sinais de colica, anus e cauda flacidos
e areas variaveis de dessensibilizacéo perineal. A maior gravidade dos sinais clinicos
€ atingida apos 48 horas do inicio do quadro neuroldgico, a progressao € variavel,
alguns animais se estabilizam e melhoram rapidamente ap6s alguns dias, outros
morrem em estado de coma ou em convulsao, a taxa de mortalidade varia de <1% até
40% (AIELLO; MOSES, 2016; FRANCO et al., 2017; SMITH, 2006; WEIBLEN, 2001).
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O EHV-4 é a principal causa de rinopneumonite em potros, o periodo de
incubacéo varia de dois a dez dias, a doenca geralmente apresenta-se de forma aguda
e cursa com sinais clinicos leves a moderados. Os mais comuns sao: hipertermia,
anorexia, depressao, conjuntivite, corrimento nasal bilateral copioso, inicialmente
seroso, passando a mucopurulento, se houver infec¢cdes bacterianas secundérias,
aumento dos linfonodos regionais e tosse, que pode estar presente ou ndo. Em geral,
0s sinais clinicos persistem por dois a sete dias. Mortalidade € rara, e quando ocorre
deve-se a broncopneumonia causada por infec¢cdes secundarias em associacdo com
superlotacdo e inadequadas condi¢gbes sanitarias (FRANCO et al., 2017; SMITH,
2006). A enfermidade respiratéria causada pelo EHV-4 é clinicamente indistinguivel
daquela produzida pelo EHV-1, sendo que os dois agentes sd80 0Ss maiores
responsaveis por doenca respiratdria em equinos mundialmente (FOOTE et al., 2006;
WEIBLEN, 2001).

As lesBes causadas pelo EHV variam conforme os tecidos onde ocorreu a
replicacdo viral, no epitélio respiratério e linfonodos observam-se necrose e
corpusculos de incluséo intranucleares; no endotélio dos vasos uterinos identificam-
se lesbes isquémicas, vasculite, trombose e infartos dos cotilédones, causando
abortamentos; nos fetos com menos de seis meses de gestacdo observa-se autolise
generalizada; nos fetos mais tardios encontram-se edema subcutaneo e pulmonar,
ascite, esplenomegalia e necrose hepética (pequenos focos de cor cinza de 2-4 mm).
Nos potros que morrem apds o nascimento, as lesdes no aparelho respiratério sao as
mais evidentes, pneumonia intersticial severa, atelectasia e edema pulmonar, também
se observam petéquias no miocardio, lesbes no figado, tecido linforreticular e
adrenais. Pequenos focos hemorragicos no encéfalo, meninges e medula espinhal
sao visualizados nos casos de mieloencefalopatia, na microscopia observam-se
vasculite, congestdo, trombose das pequenas arteriolas e degeneracdo neuronal
(FRANCO et al., 2017; SMITH, 2006; WEIBLEN, 2001).

O diagnostico presuntivo da infecgcdo pelo EHV-1 e EHV-4 baseia-se no
histérico da propriedade, sinais clinicos e lesfes, entretanto € necessaria a
confirmacéo através de exames laboratoriais. O isolamento e a identificagdo do virus,
a partir de amostras clinicas, € o método mais indicado e definitivo para confirmar a
enfermidade (WEIBLEN, 2001).

As amostras a serem coletadas e enviadas ao laboratério incluem: sangue total,

soro sanguineo colhido na fase aguda e convalescente; na forma respiratoria, swabs
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da nasofaringe em meio de transporte e remetidos sob refrigeracao; na forma nervosa,
liquido cefalorraquidiano (LCR), swabs da nasofaringe, medula espinhal, metade do
cérebro sob refrigeracdo e a outra metade fixada em formalina a 10%; nos
abortamentos, pulmdes, baco, figado e timo fetais, biopsia endometrial, sob
refrigeracdo (FRANCO et al., 2017; SMITH, 2006; WEIBLEN, 2001).

Na fase aguda da doenca, podem-se realizar testes para deteccdo de virus,
antigenos ou DNA viral em amostras clinicas, as amostras devem ser enviadas sob
refrigeracéo, o congelamento a -20 °C pode inativar o virus. As amostras devidamente
preparadas séo inoculadas em cultivos celulares, visando o isolamento do agente. O
EHV-1 é capaz de se multiplicar em cultivos celulares de outras espécies além da
equina, como células RK-13 (rabbit kidney cells) e VERO (african green monkey
kidney cells), jA o EHV-4 multiplica-se somente em células de origem equina ou PK-
15 (pig kidney cells), o que é utilizado para diferencia-los (MORI, 2005). Em cultivos
celulares o EHV causa efeito citopéatico (ECP) caracteristico de herpesvirus, células
arredondadas, escurecidas e aumentadas tamanho, aglomerados semelhantes a
cachos de uva, focos de destruicdo celular com ruptura do tapete de células e
destruicdo total do tapete. O ECP torna-se visivel entre 24 e 72 horas apés a
inoculacdo, apés trés passagens, nao havendo evidéncia de ECP, o material é
considerado negativo para o virus. Havendo ECP compativel com herpesvirus, a
identidade do virus devera ser confirmada por imunofluorescéncia (IFA) ou
imunoperoxidase (IPX), com anticorpos especificos. Um diagndstico rapido (uma a
duas horas) por IFA ou IPX, em cortes ou impressdes de tecidos, ou até mesmo de
secrecbes em esfregacos, pode ser realizado. A identificacdo de DNA viral em
amostras clinicas por PCR pode ser realizada para diagndstico de infec¢des agudas,
apresentando elevada sensibilidade, especificidade e rapidez, sendo também
benéfica na identificagdo de DNA em locais de laténcia do virus (DIAZ, 2013; FRANCO
et al., 2017).

O diagnéstico sorolégico (indireto), através da detecg¢édo de anticorpos contra o
EHV no soro, pode ser utilizado para confirmacéo do diagnéstico, desde que duas
coletas (sorologia pareada) tenham sido realizadas, a primeira durante a fase aguda
da enfermidade e a segunda trés a quatro semanas apoés (fase convalescente). Um
aumento de quatro vezes no titulo de anticorpos entre a primeira e a segunda coleta
€ indicativo da infeccdo. Entretanto, convém lembrar que alguns cavalos com

mieloencefalopatia herpética ndo produzem titulos de anticorpos substanciais e a
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sorologia em éguas que sofreram abortamento tém pouco valor diagnéstico. A
presenca de anticorpos no soro, em um teste isolado, indica somente que o animal
teve contato anterior com o agente, seja por infeccdo natural (potencial portador) ou
por vacinacdo. A presenca de anticorpos no LCR é diagnéstica para a
mieloencefalopatia, porém nem todos os cavalos nessa condicdo apresentam
anticorpos no LCR (FRANCO et al., 2017; SMITH, 2006).

As técnicas de virusneutralizacéo (VN), fixacdo de complemento (FC) e ELISA
podem ser utilizadas para a deteccao de anticorpos no soro de animais com suspeita
de infeccao pelo EHV (FRANCO et al., 2017).

O diagnéstico diferencial deve levar em consideracdo algumas patologias
como: influenza equina (sinais respiratorios), arterite equina (sinais respiratérios e
aborto) e mieloencefalopatia causada por protozoario (AIELLO; MOSES, 2016).

Nos surtos de doenca respiratéria ou abortamento recomendam-se o
isolamento dos animais enfermos e medidas sanitarias como: limpeza e desinfec¢céo
das instalagcbes com desinfetantes a base de alcool (isopropanol ou etanol 70-80%
por cinco minutos), formaldeido a 0,2-0,8% ou glutaraldeido a 2%. Os fetos abortados,
os envoltérios fetais e restos placentarios devem ser removidos e destruidos. Os
animais somente poderdo deixar a propriedade apos trés semanas da recuperacao
do ultimo caso clinico (AIELLO; MOSES, 2016; LUNN, et al., 2009; SMITH, 2006).

Algumas drogas virustaticas, como o ganciclovir, PMEDAP e acyclovir,
demonstraram eficécia in vitro contra 0 EHV-1 (GARRE et al., 2007a). A determinac&o
da superioridade farmacocinética e farmacodinamica do valacyclovir, um pré-farmaco
do acyclovir, sobre o acyclovir, em equinos saudaveis (GARRE et al., 2007b), motivou
pesquisas sobre a eficacia terapéutica dessa droga. Em 2017, Maxwell et al.
demonstraram a acgdo profilatica e terapéutica do valacyclovir em éguas infectadas
com uma cepa neuropatogénica do EHV-1, através da diminui¢do da replicagéo viral,
da viremia, da eliminagdo do virus, dos sinais clinicos e da gravidade da ataxia.
Introduzindo uma nova opg¢ao no tratamento da enfermidade, podendo ser utilizado
em diferentes estagios da infeccdo ou em equideos que ainda ndo manifestaram
sinais clinicos durante um surto da doenga (MAXWELL, 2017; MAXWELL et al., 2017).

O tratamento sintomatico, baseado em antiinflamatérios ndo esteroidais, para
reduzir a hipertermia, a dor e a inflamacgéo, e antibidticos sistémicos de amplo
espectro, para controlar as infec¢cdes secundarias, é indicado. De modo geral,

preconiza-se uma semana de repouso para cada dia de temperatura retal elevada
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(AIELLO; MOSES, 2016; SMITH, 2006). O uso de corticosteroides é reservado para
casos de EHM que se apresentam em decubito ou com grave ataxia, na intencédo de
auxiliar no controle ou prevencao da resposta celular adjacente a infeccéo de células
endoteliais do SNC, para reducédo da vasculite, trombose e lesdo neural resultante
(LUNN et al., 2009).

Em relagdo ao controle do EHV-1 e do EHV-4, as medidas adotadas devem
levar em consideracdo o historico de doenca respiratoria e abortamento por esses
agentes e a situacdo epidemioldgica na propriedade e regido. Dessa andlise
dependera a escolha entre duas estratégias principais: controle sem ou com
vacinacdo. Nas propriedades com histdrico comprovado de infec¢éo, enfermidade e
sorologia positiva recomenda-se a vacinacdo. Nas propriedades sem histérico de
infeccdo ou doenca, sem sorologia positiva, recomenda-se o controle sem vacinacao.
Nas propriedades livres e sem vacinacao o controle deve ser baseado na prevencéo,
para evitar o ingresso do virus no rebanho. Instituicdo de quarentena (trés a quatro
semanas) para todos os equideos que ingressam e teste soroldgico para descarte dos
positivos. Testes sorolégicos periddicos de todo o rebanho e descarte de eventuais
positivos. Nas propriedades com animais soropositivos e com vacinagao devemos
evitar o ingresso de animais soropositivos (quarentena), reduzir as atividades de
manejo que causem estresse para evitar a reativacdo em animais portadores latentes,
manter as éguas prenhes separadas das outras categorias de equinos da fazenda,
em especial dos potros desmamados até um ano de idade, isolar do resto do rebanho
éguas que abortaram e evitar fatores estressantes como desnutricdo e lotacdo
excessiva (AIELLO; MOSES, 2016; FRANCO et al., 2017).

Entre as medidas profilaticas destaca-se a vacinagéo, porém as vacinas contra
o EHV-1 e o EHV-4, inativadas e atenuadas, induzem uma imunidade de curta
duracdo (2 a 4 meses), exigindo revacinacbes frequentes, ndo impedem o
estabelecimento de laténcia a partir de virus de campo, a protecdo contra 0s
abortamentos é questionavel e ndo protegem contra a forma neurolégica da doenca.
Atualmente séo utilizadas com relativo sucesso para controlar a disseminagao e
circulagdo do virus na populagdo, prevenir a enfermidade clinica e diminuir a
gravidade dos sinais clinicos quando ela se manifesta (FRANCO et al., 2017
GOEHRING et al., 2010; KYDD et al., 2006).

No Brasil, existem 31 vacinas licenciadas pelo Ministério da Agricultura, Pesca

e Abastecimento (MAPA) para uso em equideos, contra varias enfermidades
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infectocontagiosas. Em relagcdo a protecdo contra o herpesvirus equideo, trés
industrias farmacéuticas: Merial Brasil, Venco Saude Animal e Zoetis, produzem cinco
vacinas, uma contra o EHV-1 e quatro contra o EHV-1 e o EHV-4, inativadas,
associadas ou ndo a outros agentes infecciosos (SINDAN, 2015).

As vacinas viricas podem ser classificadas em replicativas, ndo-replicativas e
de DNA/RNA (Figura 2) (CANAL et al., 2017). As vacinas inativadas contendo virus
integro e as vacinas com virus atenuados sédo consideradas vacinas convencionais,
tradicionais.

A grande maioria das vacinas ofertadas no mercado mundial séo inativadas,
uma vacina de subunidades do virus (Pneumequine®) € comercializada no Brasil e
outros paises, até 0 momento nenhuma vacina atenuada contra o EHV foi licenciada
no Brasil. Somente uma vacina com virus atenuado (Rhinomune®) tem

comercializa¢@o permitida na Europa e América do Norte (Figura 3).

Tipo Caracteristicas
Replicativas (virus vivo) Virus patogénicos
Virus heterélogos
Virus Virus naturalmente atenuados

atenuados | Virus atenuados por passagens em cultivo celular
Virus atenuados por passagens em ovos
embrionados

Virus atenuados por passagens em espécie
heter6loga

Virus temperatura-sensiveis

Virus modificados pela delacdo de genes
Vacinas com marcadores antigénicos
Vetores virais

N&o-replicativas (sem virus Virus inativado

Vivo) Produtos | Subunidades de virus

de virus Proteinas recombinantes

Peptideos sintéticos

DNA/RNA Contém o gene da proteina de interesse

Figura 2 — Tipos de vacinas viricas. Fonte: Canal et al. (2017).

As primeiras vacinas contra o EHV-1 surgiram na década de 40, com virus
inativados, isolados de tecidos de fetos abortados (BRUNER et al., 1948, 1949;
KRESS, 1946 apud TIMONEY et al., 1992). Em 1953, Doll et al. utilizaram vacinas
com virus atenuados através de sucessivas inoculacbées em hamsters. Em 1977,
Purdy et al. usaram vacinas atenuadas produzidas em células Vero. Gerber et al.
(1977) utilizaram vacinas atenuadas produzidas em células equinas (NL-EQ4). Cada

uma dessas vacinas apresentava vantagens e desvantagens, entretanto, nenhuma
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delas era completamente satisfatoria (TIMONEY et al., 1992). Alguns experimentos
demonstraram que as vacinas atenuadas promoviam boa protecéo, entretanto, relatos
de doenca neurolégica em animais vacinados foram atribuidos a vacinacao (LIU;
CASTLEMAN, 1977). A falha em produzir vacinas atenuadas seguras e confiaveis
para o EHV-1, estimulou os pesquisadores a se voltarem para as vacinas inativadas,
mais seguras (KYDD et al., 2006).

Inicialmente o virus era replicado em tecidos fetais de equinos, posteriormente
em hamsters e finalmente em linhagens celulares (in vitro), o que reduziu
significativamente as reacdes de hipersensibilidade (TIMONEY et al.,, 1992). A
propagacdo dos agentes virais em cultivos celulares (décadas de 60/70) livres de
contaminacgdo bacteriana, gracas ao advento dos antibioticos, permitiu a deteccéo e
multiplicacdo dos virus para diagndstico, estudos bioquimicos e moleculares e a

producéo de vacinas seguras para os animais e o homem (AIELLO; MOSES, 2016).

Vacinas inativadas

A primeira vacina comercial contendo virus inteiro, inativado com formalina, em
adjuvante oleoso (Pneumabort K®, Fort Dodge) foi introduzida em 1975 no Kentucky,
apos experimentos demonstrarem sua eficacia em prevenir abortamentos quando
administrada no 5°, 7° e 9° més de gestacéo, a intervalos de 60 dias (BRYANS, 1978).

Heldens et al. (2001), utilizando uma vacina com virus inteiro inativado contra
o EHV-1 e o EHV-4 (Duvaxyn EHV14), com carbopol como adjuvante, apls a
administracdo de duas doses por via intramuscular profunda com intervalo de quatro
semanas nos potros (controle = 10 e vacinados = 20) e trés doses, no 5°, 7° e 9° més
de gestacdo, em éguas prenhes (controle = 4 e vacinadas = 5), demonstraram, apos
desafio com EHV-1 cepa Ab4, EHV-1 cepa 121412 e EHV-4 cepa 122324, reducéo
significativa nos abortamentos, na duracdo e gravidade dos sinais clinicos, assim
como nos titulos e duracdo da excrecéo viral. Concluindo que a vacinacao dos potros
e éguas prenhes reduziu o risco de abortos e surtos de doencas respiratorias

causadas por virus de campo.



30

Vacina Comerciali- Empresa Tecnologia Adjuvante Antigenos Cepas
zagao
Pneumequine® Brasil, outros Merial Saude Inativada, de Oleoso Glicoproteinas | EHV-1 Kentucky
(contra herpesvirus dos paises Animal Ltda. subunidades virais do virus
equideos)
Herpes Horse® Brasil Venco Saude Inativada, virus Hidroxido de Virus inteiro EHV-1, EHV-4
(contra herpesvirus dos Animal inteiro aluminio
equideos)
Influenza H %® Brasil Venco Saude Inativada, virus Hidroxido de Virus inteiro EIV Prague/56 (H7N7), EIV
(contra influenza e herpesvirus Animal inteiro aluminio Newmarket/2/93 (H3N8), EIV
dos equideos) South Africa/4/03 (H3N8), EHV-
1, EHV-4
Lexington 8® Brasil Venco Saude Inativada, virus Hidroxido de Virus inteiro EEEV, WEEV, EIV Prague/56
(contra encefalomielite, Animal inteiro. aluminio (H7N7), EIV Kentucky/94
influenza, herpesvirus dos Inativada, toxina do (H3N8), EIV South Africa/4/03
equideos e tétano) tétano. (H3N8), EHV-1, EHV-4
Fluvac Innovator EHV 4/1® Brasil, outros Zoetis Inativada, virus MetaStim Virus inteiro EHV-1, EHV-4, EIV A2
(contra herpesvirus dos paises inteiro
equideos e influenza equina)
Duvaxin® EHV1 4 Outros paises | Zoetis Inativada, virus Carbopol Virus inteiro EHV-1, EHV-4
(contra herpesvirus dos inteiro
equideos)
Pneumabort K® + 1B Outros paises | Pfizer Inativada, virus Oleoso Virus inteiro EHV-1p, EHV-1b
(contra herpesvirus dos inteiro (Polysorbate
equideos) 60, Sorbitan
monostearate)
Prodigy® with Havlogen® Outros paises | MSD - Intervet Inativada, virus Havlogen Virus inteiro EHV-1
(contra herpesvirus dos inteiro
equideos)
Calvenza™EHV Outros paises | Boehringer Inativada, virus Carbopol Virus inteiro EHV-1
(contra herpesvirus dos Ingelheim inteiro
equideos)
Rhinomune™ Outros paises | Boehringer Atenuada (MLV, Nao ha Virus inteiro EHV-1
(contra herpesvirus dos Ingelheim modified live virus)

equideos)

Figura 3 — Principais vacinas contra o herpesvirus dos equideos (SINDAN, 2015).




31

Foote et al. (2006) demonstraram circulacdo viral (EHV-1 e EHV-4) em potros de 1
a 4 semanas de idade, filhos de 40 éguas vacinadas com Duvaxin® EHV1.4 (inativada,
bivalente, virus inteiro, carbopol como adjuvante) no 5°, 7° e 9° més de gestacédo, conforme
as recomendac0Oes do fabricante. Identificaram cinco potros e uma égua com evidéncias
soroldgicas de infeccéo ou reativacao por EHV-1 e quatro potros e duas éguas para EHV-
4, utilizando um ELISA especifico para EHV-1 e EHV-4 baseado na glicoproteina G (gG).
Evidenciando a circulacdo desses virus em rebanhos vacinados, provocando novas
consideracdes e cuidados no estabelecimento de um programa de vacinacao assim como

no delineamento estratégico de medidas de controle e na formula¢éo de novas vacinas.

Vacinas atenuadas

No Brasil, todas as vacinas licenciadas pelo MAPA contra o herpesvirus dos
equideos séo inativadas (ndo-replicativas).

Em 2006, Goodman et al. compararam a eficacia de duas vacinas contra o EHV-1,
cepa Findlay/OHO03, isolada de um caso fatal de EHM: a Fluvac Innovator 6 combination
vaccine® (inativada, Fort Dodge) e a Rhinomune™ (atenuada, Pfizer). Quinze cavalos
foram divididos em trés grupos de cinco animais cada: grupo controle sem vacinacao
(placebo), grupo vacina inativada (Fluvac Innovator 6®) e grupo vacina atenuada
(Rhinomune™). Todos os cavalos receberam duas injecdes intramusculares, conforme as
recomendacdes dos fabricantes, com 30 dias de intervalo. Todos foram desafiados com a
cepa OHO03, 59 dias apds a primeira injecdo. Nao foram observadas reacfes clinicas
adversas apoés a vacinacao, apenas trés animais do grupo vacina inativada apresentaram
pequenos inchagos apos a segunda dose da vacina. Trés animais do grupo controle e trés
animais do grupo vacina inativada apresentaram sinais neurolégicos durante os 14 dias de
observacdo apos o desafio. A duracdo do periodo febril foi significativamente menor no
grupo vacina atenuada. Em relacéo a vacina inativada, a vacina atenuada induziu titulos de
anticorpos neutralizantes significativamente menores durante o experimento e em baixas
razdes EHV-1l-especificos 1gG(T)/IgGa e IgG(T)/IgGb, sugerindo uma resposta imune
citotoxica. A excrecao viral através da nasofaringe foi praticamente indetectavel no grupo
vacina atenuada e foi significativamente menor quando comparada aos outros grupos.
Tendo como base os sinais neuroldgicos, as temperaturas retais, o isolamento do virus de
swabs nasais e a especificidade da resposta imune, os autores concluiram que a protecao

induzida pela vacina atenuada foi superior aquela induzida pela vacina inativada.
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Em 2010, Goehring et al. avaliaram a eficacia da Rhinomune® (atenuada) e da
Pneumabort-K® (inativada) em relagdo a protecdo contra o EHV-1 cepa Findlay/OHO03.
Vinte quatro péneis de raca mista (12 machos e 12 fémeas) de 11 a 13 meses de idade,
sem historico de exposicao ou vacinacao contra o EHV, foram divididos em trés grupos de
8 animais cada: grupo controle sem vacinacgao (placebo), grupo vacina virus vivo modificado
(Rhinomune®, Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc.) e grupo vacina virus morto
(Pneumabort-K®, Pfizer Animal Health). Trés doses de cada vacina foram administradas
por via intramuscular profunda nos dias 0, 27 e 97 do experimento. Os animais foram
desafiados, por instilagdo intra-nasal do EHV, no dia 121 do experimento. Os resultados
mostraram que reacdes adversas nao foram observadas no grupo controle; no grupo vacina
virus vivo somente um animal teve uma leve reacéo vacinal no local da injecdo apdés a 12
dose, que desapareceu 24 h ap0s; no grupo vacina virus morto ocorreram multiplas reacoes
adversas a vacinac¢ao, apoés a 12 dose, dois poneis tiveram reacdes locais com duracdo de
1 a 2 dias, apoés a 22 dose, sete poneis tiveram reacgdes locais que duraram de 3 a 13 dias,
e 0S mesmos sete animais tiveram reacdes sistémicas (hipertermia com duracdo de 1 a 2
dias), apos a 32 dose, quatro pbneis tiveram reacdes locais que duraram de 1 a 3 dias.
Reacbes vacinais sdo comumente observadas ap6s a administracdo de vacinas que
utilizam adjuvantes em sua formulagdo. Os sinais clinicos foram significativamente menores
nos dois grupos vacinados apoés o desafio, tanto em relagdo ao tempo quanto a gravidade
da doenca clinica, essa reducao foi maior no grupo vacina virus vivo. A excrecdo nasal do
virus foi reduzida de 1 a 2 logs em ambos grupos vacinados. Em relacéo a viremia, houve
reducdo no numero de dias, entretanto somente no grupo vacina virus morto foi

significativa.

Vacinas nao convencionais

Uma vacina da Merial Saude Animal Ltda., Pneumequine® (Figura 3) composta de
subunidades virais (glicoproteinas do EHV-1) em veiculo oleoso esta licenciada para uso
no Brasil e outros paises. Segundo o fabricante, produz imunidade ativa contra a
rinopneumonite equina, podendo ser utilizada em equinos acima de seis meses de idade e
eguas prenhes (MERIAL, 2018).

Muitas vacinas experimentais contra a rinopneumonite equina foram testadas em
animais de laborat6rio e equinos, algumas com resultados promissores. Foote et al. (2005)

testaram trés vacinas em equinos mesti¢os: vacina inativada, virus inteiro, contendo EHV-
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1 e EHV-4 (Duvaxin™), vacina de proteina recombinante (gDr EHV-1) produzida em
baculovirus e vacina de DNA (EHV-1 gD DNA) codificada em um vetor de expressao
mamifero. Os titulos de anticorpos neutralizantes induzidos pela vacina inativada com virus
integro foram semelhantes aos induzidos pela vacina de proteina recombinante, a vacina
de DNA foi menos efetiva na inducdo de anticorpos neutralizantes. Os resultados
demonstraram que a gD do EHV-1 pode desempenhar um importante papel em vacinas de

subunidade, restando ser avaliada em experimentos com desafio viral.

Resposta imune a vacinacao contra o EHV

De modo geral, as informacdes sobre resposta imune a vacinacao limitam-se a
capacidade que a vacina investigada tem de estimular a producdo de anticorpos
neutralizantes contra os antigenos vacinais.

Vacinas inativadas ou de subunidades virais, que empregam proteinas purificadas,
estimulam linfécitos Th CD4*, além de resposta humoral mediada por linfocitos B e
anticorpos. De modo geral, ndo promovem uma resposta expressiva de linfocitos T
citotéxicos (CTL), pois esses antigenos sao processados e apresentados quase que
unicamente associados ao complexo de histocompatibilidade (MHC) classe 1l (CANAL et
al., 2017).

As vacinas atenuadas (virus vivo modificado), administradas por via intramuscular,
induzem a producédo de anticorpos neutralizantes e proporcionam boas condicées clinicas
e protecdo contra a infeccdo em experimentos com desafio por cepas altamente
patogénicas, sendo particularmente eficazes na reducéo de células associadas a viremia,
provavelmente por estimularem respostas por CTL, entretanto o risco de reversédo a
viruléncia permanece (JESSETT et al., 1999).

Allen et al. (1999), levando em consideracdo a imunopatogenia do EHV-1, com o
epitélio do trato respiratorio como sitio primario da infeccdo e um ciclo replicativo
intracelular, sugeriram que trés tipos de resposta imune sédo necessarias para controlar a
viremia associada as células, evitando abortamentos e provavelmente a doenca
neuroldgica: imunidade de mucosa, anticorpos neutralizantes e CTL para lisar células

infectadas pelo virus.
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Consideracdes finais

Nos ultimos 40 anos, muitos experimentos foram conduzidos sobre a eficacia de
vacinas comerciais e experimentais contra o EHV-1 e o EHV-4, usando diversos modelos
experimentais, mostrando, algumas vezes, resultados diferentes sobre a mesma vacina.
Entretanto, sem qualquer davida, podemos afirmar que as vacinas comerciais disponiveis
no mercado foram capazes de reduzir significativamente os surtos de abortamentos pelo
EHV-1, a gravidade e a duracéo dos sinais clinicos, a viremia e a excrecao viral. No entanto,
mesmo vacinados, 0s animais ainda continuam suscetiveis a doencas respiratérias,
abortamentos e enfermidade neurolégica causados pelo EHV. As vacinas induzem uma
imunidade de curta duracdo (2 a 4 meses), exigindo revacinagfes frequentes e nao
impedem o estabelecimento de laténcia a partir de virus de campo (FRANCO et al., 2017;
GOEHRING et al., 2010; KYDD et al., 2006).

O controle da viremia associada a células é considerado fundamental para a
prevencdo do abortamento e provavelmente da doenca neuroldgica, logo, o objetivo de
gualquer programa de vacinacgao que busca prevenir o abortamento e a doenca neuroldgica
provocada pelo EHV deve promover uma resposta imune que reduza ou elimine a viremia
(LUNN et al., 2009).

Possivelmente, novas estratégias de controle do EHV contemplem a utilizacao de
mais de um tipo de vacina nas diferentes categorias e praticas de manejo dentro de um
mesmo criatdrio: vacinas inativadas por via intramuscular, atenuadas por via intramuscular
e atenuadas por via intranasal, buscando resposta imune humoral e celular, além de
praticas de manejo que reduzam o estresse, especialmente nos animais jovens.

Atualmente, as vacinas comerciais falham em impedir a infec¢@o e a laténcia pelo
EHV, reduzem, porém ndo impedem a disseminacédo viral através da nasofaringe, limitam,
mas nao bloqueiam a viremia associada as células. Apesar de aumentarem
consideravelmente a protecdo contra a enfermidade respiratoria e os abortamentos, 0s
animais, individualmente, continuam suscetiveis, especialmente a forma neuroldgica da

doenca.
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2.2 Pichia pastoris

A levedura Pichia pastoris foi isolada da natureza durante a primeira metade do
século XX, um isolado do sul da Franca e outro do norte da Califérnia, provavelmente
através da identificacdo de leveduras selvagens contaminantes, que estavam em
competicdo com cepas utilizadas na vinicultura. Emil Christian Hansen, micologista
dinamarqués, estabeleceu o género em 1904, em homenagem a P. Pichi, cientista do
século XIX (BIOGRAMMATICS, 2018).

A Phillips Petroleum Company, uma empresa americana de gas e petréleo, iniciou
um programa para oxidar quimicamente o gas metano e utilizar o metanol resultante para
fins comerciais. Dentre varias espécies de leveduras que poderiam utilizar o metanol como
fonte de carbono e energia, P. pastoris foi a escolhida para, através de um processo de
fermentacdo de alta densidade celular, produzir um aditivo para alimentacdo animal
(AHMAD et al., 2014).

Os aumentos nos custos do gas natural, na década de 1970, tornaram o programa
economicamente inviavel, fazendo a Phillips rever sua politica em relacdo a P. pastoris.
Nos anos 80, a companhia financiou uma pesquisa, junto ao Salk Institute
Biotechnology/Industrial Associates (SIBIA), para desenvolver ferramentas de biologia
molecular necessarias para producdo de proteinas heterdlogas em Pichia
(BIOGRAMMATICS, 2018). O sistema foi patenteado, e atualmente a empresa Invitrogen
(USA) disponibiliza o kit de expresséo para uso em pesquisa.

Em 1995, P. pastoris foi reclassificada, atualmente pertence ao género
Komagataella, sendo dividida em seis espécies: K. pastoris, K. phaffii, K. pseudopastoris,
K. poluli, K. ulmi, e K. kurtzmanii (NAUMOV et al., 2013; NCBI, 2018).

Entre outros sistemas de expresséo de proteinas heterdlogas, a P. pastoris tem se
destacado e vem sendo muito utilizada devido a indmeras vantagens, apresentadas na
Tabela 1.
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Tabela 1 — Vantagens da utilizacdo da levedura Pichia pastoris como sistema de producdo de proteinas
heterélogas.

Facil manipulacdo genética

Expressar proteinas heterélogas em niveis elevados, intra e extracelularmente
Habilidade de realizar modificacbes pOs-traducionais: clivagem proteolitica,
enovelamento, glicosilacao e formacgéo de pontes dissulfeto

Sistema eucariotico capaz de promover O- e N-glicosilagéo

Processar sequéncias sinais

Integracdo estavel de varias cépias do DNA transformante

Minima possibilidade de hiper-glicosilacao

Possuir status GRAS (Generally Regarded As Safe)

Producédo de proteina heterdloga na faixa de 1 g/L

Baixa secrecao de proteinas endégenas no meio

Crescimento com alta densidade celular, podendo chegar a 200 g/L

Ser um sistema que apresenta rapidez, facilidade e economia

Fonte: Cereghino e Cregg (2000), Demain e Vaishnav (2009), Hohenblum et al. (2004).

Pichia pastoris € uma levedura metilotréfica, ou seja, € capaz de utilizar o metanol
como Unica fonte de carbono, em razdo da presenca de enzima alcool oxidase em seu
metabolismo. A primeira etapa da metabolizacdo do metanol é sua oxidacédo, gerando
formaldeido, reacdo catalisada pela enzima alcool oxidase (AOX), que utiliza oxigénio
molecular e gera peroxido de hidrogénio (Figura 4). As etapas iniciais ocorrem nos
peroxissomos, tendo continuidade no citosol. Entre outras func¢des, o metabolismo do
metanol fornece energia para as células que crescem em meios contendo metanol (CREGG
et al., 2000).
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Figura 4 - Metabolismo do metanol. Fonte: Krainer et al. (2012).

AOX1 e AOX2 sdo os dois genes da P. pastoris que codificam a enzima alcool
oxidase (AOX). O primeiro é encarregado por 85% de toda a atividade de &lcool-oxidase na
célula. A levedura tem preferéncia por crescimento respiratério, com a utilizacdo de Oz,
possibilitando crescimento até altas densidades celulares. Como a AOX possui pouca
afinidade pelo O2, as leveduras metilotréficas suprem essa deficiéncia sintetizando
elevadas quantidades da enzima (GELLISSEN, 2000).

Quando a levedura cresce em meios que utilizam outras fontes de carbono, como
glicose, glicerol ou etanol, apenas vestigios da AOX sao detectados, entretanto, quando a
levedura cresce em meio metandlico, a enzima pode alcancar até 30% das proteinas totais
soluveis (CEREGHINO; CREGG, 2000).

Trés etapas fundamentais séo necessarias para a expressao de um gene heterélogo
em P. pastoris:

a) Insercdo do gene em um vetor de expresséo,

b) Integragcéo desse vetor dentro do genoma da levedura,

c) Selecdo dos clones que potencialmente estiverem expressando 0 gene de

interesse (LI et al., 2007).
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A integracdo cromossomal € o método de transformacdo mais empregado em P.
pastoris, pela estabilidade do cassete de expressao, controle do sitio de integracédo e a
possibilidade da geracdo de transformantes com mdultiplas copias, podendo aumentar a
guantidade de proteina expressa (SREEKRISHNA et al., 1997).

Os vetores de expressao devem conter um cassete de expressao com 0s seguintes
elementos:

a) Um promotor,

b) Uma sequéncia terminadora da transcricao,

c) Um ou mais sitios de restricdo para a clonagem do gene heterdlogo,

d) Sinais de secrecdo (fosfatase acida de P. pastoris ou o fator alpha de

Saccharomyces cerevisiae),

e) Marca de selecéo (para permitir a identificacéo do clone transformante, a do gene

histidinol desidrogenase — his4 — € uma das mais utilizadas),

d) Origem para replicacdo de Escherichia coli (pois, em geral, as etapas de

clonagem sdao realizadas nesta bactéria) (LI et al., 2007).

O vetor de expressao pPICZa € um dos mais usados atualmente, possui o promotor
AOX1 e aregido terminadora de transcricdo do gene AOX1, possui 0 peptideo sinal do fator
alpha e selecédo para o antibiético zeocina (gene de resisténcia a zeocina — Sh Ble), além
de uma cauda de polihistidina C-terminal, que permite a identificacdo e a purificacdo da

proteina (Figura 5).
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Figura 5 — Vetor de expressao pPICZa para expressao de proteinas heterélogas em Pichia pastoris. Fonte:

Invitrogen (2010).

A maioria das linhagens mutantes de P. pastoris é derivada da linhagem selvagem

ou nativa NLLR-Y 11430, classificada como K. phaffii, sendo a linhagem parental das
linhagens auxotréfica GS115 (his4) e prototrofica X-33 (KURTZMAN, 2009). Algumas

linhagens mutantes e linhagens deficientes em proteases sdo comumente empregadas

como hospedeiras dos vetores de expressao (Tabela 2).

Tabela 2 — Gendtipo e fenétipo de algumas linhagens de Pichia pastoris.

Linhagem Gendtipo Fendtipo
X33 Ahis4 :: HIS4 selvagem
GS115 his4 His-
KM71 Aaox1:: SARG4 his4 arg4 MutS, His
SMD1168 Apep4 : : URAS3 his4 ura3 His-, deficiente em proteinase A
YJIN410 arg3 Arg-
KM71H aoxl :: ARG4, arg4 Muts
YJIN411 his1 His-

Fonte: Cereghino e Cregg (2000), Cregg et al. (2000), Nett et al. (2005).
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As linhagens de P. pastoris séo classificadas em relacdo a capacidade de metabolizar o
metanol em trés fenétipos: Mut* (Methanol Utilization Plus), MutS (Methanol Utilization Slow)
e Mut (Methanol Utilization Minus). As estirpes Mut® sdo aquelas nas quais os genes AOX1
e AOX2 estdo presentes. Em meios contendo metanol, apresentam velocidade de
crescimento semelhante as estirpes selvagens, exigindo grandes quantidades de metanol
no meio. Nas estirpes Mut® o gene AOX1 foi deletado, a sensibilidade ao metanol torna-se
reduzida, ficando o crescimento limitado pela expressao do gene AOX2, desse modo, com
a velocidade de crescimento diminuida, ha maior facilidade de controle do processo. As
estirpes Mut- ndo expressam nenhum dos dois genes AOX, ou seja, ndo crescem na
presenca de metanol (POTVIN et al., 2012).



3 Hipotese e objetivos

3.1 Hipotese
A glicoproteina D do herpesvirus equideo 1 expressa em Pichia pastoris € capaz de

induzir uma resposta imune humoral em camundongos.

3.2 Objetivo geral

Producédo de uma vacina de proteina recombinante contra o EHV-1.

3.3 Objetivos especificos
a) Clonagem e expressao do gene da glicoproteina D (gD) do EHV-1 em P. pastoris.
b) Producdo de uma vacina de proteina recombinante contra o EHV-1.
c) Avaliar a resposta imune humoral induzida com as vacinac¢des atraves de ELISA

indireto e virusneutralizacao.



4 Metodologia

Inicialmente, apds a extracdo do DNA viral (EHV-1) e confirmacéo pela técnica da
PCR, procedeu-se a clonagem de um fragmento de DNA do virus no plasmideo pPICZaA
(Invitrogen, SP, Brasil). Diante do insucesso desse procedimento, foi obtido junto a Genone
Solucdes em Biotecnologia (RJ, Brasil), um plasmideo sintético para dar seguimento ao

Projeto de Pesquisa, conforme detalhado a seguir.

4.1 Células e virus

Foram utilizadas células da linhagem RK-13 (rabbit kidney cells) provenientes do
Laboratorio de Virologia e Imunologia da Universidade Federal de Pelotas para a replicacéo
do herpesvirus equideo tipo 1 (EHV-1) cepa Kentucky D, cedida pelo Professor Doutor
Eduardo Furtado Flores da Universidade Federal de Santa Maria.

As células, armazenadas em botijdo com nitrogénio liquido, foram descongeladas e
cultivadas em garrafas para cultivo celular contendo E-MEM (Meio Essencial Minimo,
Sigma-Aldrich®) suplementado com antimicrobianos (penicilina G, Sigma-Aldrich®;
estreptomicina, Vetec®; enrofloxacina, Bayer® e anfotericina B, Cristdlia®) e soro fetal
bovino (SFB, Gibco®) a 10%, e mantidas em estufa umida com 5% de CO2 a 37 °C por 72
horas. Apdés a confirmacdo da formagdo da monocamada de células, o cultivo foi
tripsinizado e transferido para placas de 12 pocos (Kasvi®), 1 ml/poco, na concentracao
6x10° células/ml e mantido em estufa por 48 horas. Apés esse periodo, 0,15 ml de uma
suspenséo contendo EHV-1 com titulo de 1x107 TCIDso/ml (tissue culture infection dose) foi
inoculada por pogo para adsorcao, totalizando 8 pocos, restando 4 po¢gos como controle. A
placa foi mantida em estufa até a visualizacdo de efeito citopatico (ECP) nos pogos
inoculados. ApoOs observacdo de ECP em 80% do cultivo foi realizada a retirada do

sobrenadante e o armazenamento da placa e do sobrenadante em freezer a —70 °C.
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4.2 Extragao de DNA viral

Foi realizada a extracao do DNA viral a partir das células RK-13 infectadas pelo EHV-
1 que estavam congeladas em uma placa de 12 pocos em freezer a —70 °C. Para tanto
utilizou-se o Trizol® Reagent (Thermo Fisher Scientific) conforme o método desenvolvido
por Chomczynski (1993).

4.3 Clonagem

Um fragmento de DNA de 1.306 pb que corresponde a uma fracédo da glicoproteina
D do EHV-1 (numero de acesso do GenBank: AB279610.1) (GHANEM et al., 2007) foi
amplificado  por PCR utiizando os oligo iniciadores F-gD-HVE1-KD
(GGCTCGAGAAAAGAATGCCTGCTGTGCTGCTTGTACTGT) e R-gD-HVE1-KD
(TCTAGACAAGCCGTTCTGTGCAGACTTT), em termociclador Biocycler MJ96G,
utilizando Platinum® Tag DNA polimerase de alta fidelidade, e clonado no vetor pPICZaA
(Invitrogen, SP. Brasil).

Foi utilizada Escherichia coli cepa TOP10F (Invitrogen, SP. Brasil) para a
transformacao por choque térmico do plasmideo pPICZaA, os clones foram selecionados
em placas contendo zeocina (25 pg/ml) em meio LB (triptona 1%, extrato de levedura 0,5%,
NaCl 0,5% e &agar 2%). O DNA plasmidial foi extraido utilizando-se o Plasmid Mini
Purification Kit® (Ludwig Biotecnologia Ltda). Foi realizada uma restricdo enzimatica dupla,
utilizando as enzimas Xhol e Xbal, e Cut Smart Buffer® (New England Biolabs), do
plasmideo e do produto da PCR (gDEHV-1), que apos foram deixados em um banho maria
a 37 °C por 18 horas. ApGs esse periodo, os produtos digeridos foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1% para confirmacgéo da digestéo. Verificado o resultado
do procedimento, utilizou-se o Gel Purification Kit® (Ludwig Biotecnologia Ltda) para a
retirada do material genético do gel de agarose. Os fragmentos de DNA purificados foram
guantificados e submetidos a reacéo de ligacéo. A ligagao foi realizada em duas relacdes,
3:1 e 5:1 gDEHV-1/plasmideo, sob acdo da enzima T4 DNA ligase (Ludwig Biotecnologia
Ltda). Os produtos das ligagbes foram propagados em E. coli cepa TOP10F em meio LB
contendo zeocina. A extracdo do DNA plasmidial foi realizada através do Plasmid Mini
Purification Kit®. O plasmideo recombinante resultante foi denominado pPICZaA-gDEHV-
1 (4.825 pb). O clone recombinante foi submetido a sequenciamento para confirmacao do

resultado. O resultado foi negativo.
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Diante do insucesso do procedimento de clonagem, e tendo em vista o tempo
restante para execucdo do Projeto de Pesquisa, foi deliberado obter junto a Genone
Solucbes em Biotecnologia (RJ, Brasil) um plasmideo sintético (pPICZaA-gDEHV-1) que
contém um fragmento de DNA de 1022 pb que corresponde a uma fragdo da glicoproteina
D do herpesvirus equideo 1 (numero de acesso do GenBank: AB279610.1.) (Figura 6).
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Zeo(R) EcoRI (z=og)
EM7 pmmok j
TEF1 promoter )T gDs-EHV

AOX1 transcription terminator

3' AOX1 primer &Xhﬂ(z@
6xHis c-myc epitope

Figura 6 - Plasmideo sintético pPICZaA-gDEHV-1 que contém um fragmento de DNA de 1022 pb que
corresponde a uma fracdo da glicoproteina D do herpesvirus equideo 1 (nimero de acesso do GenBank:
AB279610.1.).

4.4 Expressao do gene da glicoproteina D do EHV-1 em Pichia pastoris

O plasmideo pPICZaA-gDEHV-1 foi propagado em E. coli TOP10F, utilizando um
protocolo de choque térmico. Apds a extragao, linearizacéo e purificagdo do DNA plamidial,
este foi transformado em P. pastoris conforme descrito por Dummer et al. (2009).

ApoOs a eletroporagcédo da P. pastoris estirpe KM71H com o plasmideo pPICZaA-
gDEHV-1, utilizando MicroPulser (Bio-Rad) conforme instru¢bes do fabricante, 63 clones
recombinantes foram selecionados em placas de YPDS contendo zeocina (extrato de
levedura 1%, peptona 2%, dextrose 2%, sorbitol 18,22%, agar 2% e zeocina 100 pg/ml),
numerados em ordem crescente, e armazenados a —20 °C, em eppendorfs contendo 400
pl de YPD e 100 ul de glicerol 80%, para posterior processamento.

Foram selecionados 13 clones para extracdo de DNA total para atravées da PCR
confirmar a existéncia do inserto, destes foram selecionados, inicialmente, 7 clones para
expansdo (clones 22, 29, 30, 36, 44, 57 e 63). Uma col6nia isolada de cada clone MutS foi
inoculada em um frasco erlenmeyer de 500 ml contendo 100 ml de meio BMGY (extrato de
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levedura 1%, peptona 2%, fosfato de potassio 100 mM, YNB -yeast nitrogen base — 1,34%,
biotina 4 x 10-°%, glicerol 1%, pH 6,0) e incubada durante a noite em agitador orbital a 200
rpm, 28 °C, até atingir ODeoo nm = 4 (20-24 h). As culturas, apds esse periodo, foram
centrifugadas a 3.000 x g durante 5 min. a temperatura ambiente e os sobrenadantes
descartados. O sedimento da cultura Mut® foi suspendido em 10 ml de meio BMMY (extrato
de levedura 1%, peptona 2%, fosfato de potassio 100 mM, YNB - yeast nitrogen base —
1,34%, biotina 4 x 10°%, metanol 0,5%, pH 6,0), a uma ODsoo Nm = 1,0, em um frasco
erlenmeyer aletado de 100 ml, e incubado em agitador orbital a 200 rpm, 28 °C, por 96
horas (periodo da inducéo). As culturas foram suplementadas com metanol a 1% (v/v) a
cada 12 horas (Figura 7). ApGs esse processo, as culturas foram centrifugadas a 3.000 x g
a 4 °C, durante 5 min. Os sobrenadantes foram separados, tratados com 1 mM de PMSF

(phenylmethanesulfonyl fluoride) e congelados a -20 °C.

BMGY BMMY

@ @ ® ® ° ® o ® ®

20-24 h 12h 24h 36h 48 h 60 h 72h 84h 96 h

©® Metanol 1% v/v

Figura 7 — Esquema demonstrativo do cultivo, com os meios BMGY e BMMY, e indu¢cdo com metanol de
Pichia pastoris estirpe KM71H.

4.5 Purificacao e quantificacdo da glicoproteina D recombinante (rgD)

Os sobrenadantes do material expresso pelos clones MutS foram purificados em
coluna de cromatografia de afinidade de ions Ni?* (Ni-NTA, Qiagem) no sistema de
purificacdo de proteinas AKTA™ (GE Healthcare, WI, EUA), quantificados pelo método da
curva padréao de albumina bovina (BSA) e monitorados em SDS-PAGE 12%.

A identificacdo da proteina foi realizada através do Western blot com MAb Anti-
histidina e um pool de soros de trés equinos positivos contra o EHV-1 (titulos 32, 64 e =2256)

em partes iguais. Algumas amostras de proteina sofreram digestdo pela enzima Endo H
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(Endoglycosidase H, New England BioLabs, USA), para visualizacdo no Western blot com
MADb Anti-histidina (SAMBROOK; RUSSEL, 2001)

4.6 Producéao das vacinas experimentais

O EHV-1 foi inativado pela bromoetilenimina (BEI), que foi obtida pela ciclizacdo da
2-bromoetilamina (BEA) a 37 °C por uma hora sob condicéo alcalina (0,2 N NaOH). O
processo de inativacao viral foi realizado pela adicdo de 1mM de BEI pH 7,8 sob agitacéo
lenta e constante, por 12 horas a 18 °C. Apoés a inativacdo, a BEI foi neutralizada pela
adicdo de tiossulfato de sédio até a concentracdo final de 1%. Para o controle de virus
infeccioso residual, o EHV-1 inativado foi inoculado em cultivo de células RK-13, sendo a
presenca e/ou auséncia de ECP monitorada por 96 horas. Foram preparadas trés vacinas
inativadas, todas com adjuvante hidroxido de aluminio (Sigma-Aldrich®) a 10%: uma vacina
utilizando o EHV-1 integro na concentracéo de 1x107 TCIDso/ml, uma vacina contendo EHV-
1 (1x107 TCIDso/ml) e gDEHV-1 (200 pg/ml) e uma vacina contendo 200 pug da gDEHV-1/ml
(Tabela 3).

Tabela 3 - Composi¢éo das vacinas administradas nos grupos experimentais.

Grupos Tipos Composicéo/dose

Grupo 1 Vacina comercial | EHV-1/EHV-4 (0,2 ml)
inativada

Grupo 2 Vacina experimental | EHV-1 1x107 TCIDso/ml (0,2 ml)
EHV-1

Grupo 3 Vacina experimental | EHV-1 1x107 TCIDso/ml + gDEHV-1 200 pg/ml (0,2 ml)
EHV-1 + gDEHV-1

Grupo 4 Vacina experimental | gDEHV-1 200 pg/ml (0,2 ml)
gDEHV-1

Grupo 5 Controle PBS 1x pH 7,4 + hidroxido de aluminio 10% (0,2 ml)

4.7 Avaliacao da resposta imune em modelo murino

Cinquenta camundongos BALB-c, machos, com 60 dias de idade, foram agrupados
aleatoriamente em 5 grupos de 10 animais cada e receberam duas doses de vacina com

intervalo de 21 dias, por via intramuscular (dias 0 e 21). Experimento aprovado pela



47

Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal de
Pelotas, n°® CEEA 5727-2017, de 11 de outubro de 2017.

Amostras de sangue foram coletadas para obtencao de soro nos dias 0, 21, 28, 35
e 47, colhidas das veias submandibulares. No dia 47 do experimento os animais foram
eutanasiados por aprofundamento anestésico, e apds esse procedimento, foi realizada a
retirada do baco. A resposta imune humoral foi avaliada através da técnica de
virusneutralizacdo, conforme descrito por Fischer et al. (2007), e ELISA utilizando o soro
dos animais (WRIGHT et al., 1993).

Para a realizagdo do ELISA, as placas de 96 pocos (Costar, USA) foram
sensibilizadas por 18 horas a 4 °C, 100 pl/poco, com 0s seguintes antigenos diluidos em
tampdao carbonato bicarbonato pH 9,6. Placas com 50 ng/poco da gDEHV-1 e placas com
EHV-1, com titulo de 1X10% TCIDso/ml ja& diluido 1:10 no tamp&o carbonato bicarbonato.
Posteriormente, as placas foram lavadas por trés vezes com PBS tween 20 0,05% (PBS-
T), sendo imediatamente submetidas a bloqueio com leite em pd desnatado (Molico®)
diluido a 5% em PBS-T, em volume de 150 pul/poco, durante 60 minutos a 37 °C. As placas
sofreram trés lavagens com PBS-T e foram adicionados os soros sanguineos dos
camundongos, na diluicdo 1:100. ApGs o periodo de 60 minutos a 37 °C, as placas foram
novamente submetidas a trés lavagens e receberam o conjugado anti-mouse IgG —
peroxidase produzido em coelho (Sigma-Aldrich®), diluido a 1:8000. Finalmente, as placas
foram lavadas por cinco vezes com PBS-T e receberam a substéncia de revelacdo o-
Phenylenediamine dihydrochloride (OPD Sigma-Aldrich®), sendo mantidas a temperatura
ambiente, no escuro, durante 15 minutos para que ocorresse a revelagéo. A revelagao foi
interrompida com a utilizacao de 100 pl/poco de solucao de acido sulfarico 3%. A leitura de
absorbancia foi realizada em leitor de microplacas Reader (Thermoplate) utilizando
comprimento de onda de 490 nm.

O perfil da resposta imune foi avaliado pela técnica de gPCR, através da
guantificacdo da transcricdo relativa de genes de citocinas a partir do cultivo celular de
esplendcitos dos animais eutanasiados ao final do experimento.

Os bacos dos camundongos eutanasiados foram coletados assepticamente em
capela de fluxo laminar, e para cada grupo foi feito um pool com 6 bagos. Na sequéncia, 20
ml de solugado de Hank’s e 100 pl de EDTA 300 mM foram adicionados aos bagos para
manté-los fisiologicamente em equilibrio. Os bac¢os foram macerados com o auxilio de um
émbolo de uma seringa de vidro em um cell strainer (BD-Falcon, USA), o material resultante

foi passado para um tubo falcon e foram adicionados: 100 pl de EDTA 300 mM e solucéo
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de Hank’s até completar 40 ml, apés foi centrifugado a 2000 rpm por 7 minutos. Na
sequéncia, o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 20 ml de solucéo de lise 1, ap0s
homogeneizacao, passados dois minutos, adicionou-se 20 ml de solucéo de lise 2 e 100 pl
de EDTA 300 mM. Novamente foi realizada centrifugacédo a 2000 rpm por 7 minutos. Apds
descarte do sobrenadante, foi adicionado 40 ml de solu¢do de Hank’s para lavar as células.
Apos nova centrifugacdo a 2000 rpm durante 7 minutos, o sobrenadante foi descartado e
as células de cada falcon receberam 17 ml de meio RPMI com 10% de SFB. Apds contagem
em camara de Fuchs-Rosenthal, utilizando Azul de Tripan como corante, a quantidade de
células viaveis foi padrozinada em 6X108/ml e incubadas em placas de 24 cavidades, 1
ml/pogo, em estufa a 37 °C e 5% de COg2, durante 24 horas. Ao final desse periodo,
observado o crescimento celular, foi realizado o desafio do cultivo com meio RPMI,
concanavalina (Sigma-Aldrich®), gDEHV-1 e EHV-1 inativado, e nova incubacéo em estufa
a 37 °C e 5% de COz2, por 24 horas, foi realizada. Finalmente, as células foram congeladas
em Trizol (Invitrogen) e armazenadas em tubo de criopreservagédo a -75 °C até o momento
das analises.

Foi realizada a extracdo do RNA conforme protocolo TRIzol™ Reagent
(INVITROGEN, 2016), quantificacdo e sintese do cDNA. A quantificacdo da expressao
relativa de mRNA foi feita por gRT-PCR utilizando os primers de INF-y, IL-4, IL-10, IL-12 e
IL-17 (Tabela 4), B-actina foi usada como gene de referéncia endégeno. As reacdes foram
realizadas no CFX96™ Real-Time System - C1000™ Thermal Cycler (Bio-Rad
Laboratories, Inc). Para célculo da expresséo relativa foi utilizado o método matematico de
Pfaffl (2001).

Tabela 4 — Citocinas e B-actina com respectivos primers e referéncias, utilizadas nas reacées em cadeia da
polimerase, em tempo real.

Primers Refer.
INF-y 5 - GCGTCATTGAATCACACCTG 5 - TGAGCTCATTGAATGCTTGG 1
IL-4 5 - CCAAGGTGCTTCGCATATTT 5 - ATCGAAAAGCCCGAAAGAGT 1
IL-10 5 - TTTGAATTCCCTGGGTGAGAA 5 - ACAGGGGAGAAATCGATGACA 1
IL-12 5'- AGCACCAGCTTCTTCATCAGG 5 — CCTTTCTGGTTACACCCCTCC 2
IL-17 5 - GCTCCAGAAGGCCCTCAGA 5 - AGCTTTCCCTCCGCATTGA 1
B-actina 5 - AGAGGGAAATCGTGCGTGAC 5 — CAATAGTGATGACCTGGCCGT 2

Fonte: 1 — Dummer et al. (2014); 2 — Cardona et al. (2003).
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O cultivo celular de esplendcitos, dos grupos comercial, EHV-1 + gDEHV-1, gDEHV-

1 e controle foram insuficientes para permitir uma analise da transcricdo relativa de genes

de citocinas, como mostra a Figura 8.
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Figura 8 — Transcrigdo relativa de mMRNA da interleucina 10 nos diferentes grupos vacinais apds desafio com

concanavalina, gDEHV-1 e EHV-1.

4.8 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas através do software BioStat versao 5.3. Foi

realizada a analise de variancia (ANOVA) com comparacdo entre médias nado relacionadas

pelo teste de Tukey.



5 Resultados e Discussao

ApOs 96 horas do inicio da indugdo com metanol, o sobrenadante dos diversos
cultivos de P. pastoris estirpe KM71H realizados, eram filtrados (0,22 um), tratados com 1
mM de PMSF e congelados a -20 °C, para posterior processamento. Na Figura 9, em gel
de SDS-PAGE 12%, observou-se uma maior concentragdo da glicoproteina D
recombinante do hespesvirus equideo 1, apés a purificacéo do sobrenadante do clone Mut®
30, nas fracdes 4 e 5 da purificacdo. As fracdes 4, 5 e 6 desta purificacdo foram juntadas e

a concentragéo da proteina foi estimada em 157 ng/pl.
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Figura 9 — Identificacdo, em gel de SDS-PAGE 12%, da glicoproteina D recombinante do herpesvirus equideo
1, expressa em Pichia pastoris, nas frages 4, 5 e 6 da purificagdo (peso molecular 41 kDa) do sobrenadante
do clone Mut® 30. M = marcador, 1 = fragcdo 2 da purificacdo, 2 = fragédo 3 da purificagdo, 3 = fracdo 4 da
purificacéo, 4 = fracdo 5 da purificacdo, 5 = fracdo 6 da purificaco, 6 = fracdo 7 da purificacdo.

Amostras do sobrenadante dos cultivos, revelaram, em SDS-PAGE 12%, uma maior
concentracdo da proteina apés 72 horas do inicio da inducdo por metanol (dados ndo
apresentados), resultado compativel com Ruitenberg et al. (2001), que ao expressarem a
glicoproteina D truncada do EHV-1 em P. pastoris, detectaram maxima concentracao apos



51

48 horas da inducéo. A linhagem de P. pastoris escolhida para a propagacao do plasmideo
sintético, KM71H, possui fenétipo MutS, ou seja, o gene AOX1 foi deletado, ficando a
metabolizacdo do metanol sob conducéao do gene AOX2, controlado por um promotor fraco,
sendo responsavel por apenas 15% da atividade AOX total na célula, lentificando a
velocidade de crescimento e consequentemente a expresséo de proteinas pela levedura
(KRAINER et al., 2012).

ApoOs a purificacdo dos sobrenadantes dos cultivos, a proteina era visualizada em
gel de SDS-PAGE 12%, porém o produto dos clones Mut® 29, 30, 50, 57 e 63 ndo foram
identificados pelo MAb anti-histidina no Western blot. Promoveu-se, entdo, o tratamento do
resultado da purificacéo de seis clones (1, 9, 29, 30, 36 e 63) e do clone 30 isoladamente,

com a enzima Endo H. O resultado pode ser observado na Figura 10.

Figura 10 — Identificag@o da glicoproteina D recombinante do herpesvirus equideo 1, expressa em Pichia
pastoris, através da técnica de Western blot, marcada pelo anticorpo monoclonal anti-histidina (2, 3 e 5). M =
marcador, 1 = sobrenadante de Pichia pastoris KM71H néo transformada, 2 = produto da purificacdo do
sobrenadante de seis clones MutS, 3 = produto da purificacdo do sobrenadante de seis clones Mut® tratados
pela enzima Endo H, 4 = produto da purificacdo do sobrenadante do clone Mut® 30, 5 = produto da purificacdo
do sobrenadante do clone MutS 30 tratado pela enzima Endo H.

A identificacdo da fracéo deglicosilada do produto do clone 30 e do produto dos seis
clones, entre 25 e 37 kDa, e do produto dos seis clones (néo tratado, 41 kDa) entre 37 e 50
kDa, mostrou que a N-glicosilacdo promovida pela P. pastoris, em alguns clones, impediu
a identificagcdo pelo MAb anti-histidina. A glicosilagdo pds-traducional possivelmente

encobriu epitopos essenciais para a ligacdo do anticorpo anti-histidina. Ruitenberg et al.
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(2001), demostraram a hiperglicosilacdo da gD recombinante do EHV-1 expressa em P.
pastoris e sua identificacdo no Western blot com MAb anti-histidina somente apdés
tratamento com a enzima Endo H. Conforme Audonnet et al. (1990) a gD do EHV-1 possui
guatro sitios potenciais para N-glicosilacéo.

Para confirmar a antigenicidade da glicoproteina D recombinante do EHV-1,
expressa em P. pastoris, foi realizado um Western blot utilizando um pool de soros de
equinos positivos contra o virus e o produto da purificacdo do sobrenadante dos clones
Muts 29 e 30 (Figura 11).
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Figura 11 - Identificacdo da glicoproteina D recombinante do herpesvirus equideo 1, expressa em Pichia
pastoris, através da técnica de Western blot, marcada por anticorpos policlonais anti-EHV-1, peso molecular
41 kDa (2). M = marcador, 1 = sobrenadante de Pichia pastoris KM71H n&o transformada, 2 = produto da
purificacdo do sobrenadante dos clones MutS 29 e 30.

As amostras de soro dos camundongos foram avaliadas por ELISA indireto, com
placas sensibilizadas com a gDEHV-1 (Figura 12) e EHV-1 (Figura 13), e virusneutralizacdo
(Figura 14).
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Figura 12 - Niveis de anticorpos especificos contra a glicoproteina D recombinante do herpesvirus equideo
1, detectados por ELISA indireto. Os dados representam as médias em valores de ELISA de IgG total de
camundongos BALB-c vacinados nos dias 0 e 21, nos diferentes grupos vacinais, em fun¢édo do tempo.
Amostras (pool, n=10) usadas na diluicdo 1:100, em duplicata, titulos expressos na absorbancia de 490 nm.

Os resultados expressos na Figura 12 mostraram que os anticorpos induzidos pela
vacina comercial e pelas vacinas experimentais reconheceram a gDEHV-1 recombinante
expressa em P. pastoris.

Apés 21 dias da primeira vacinacdo, em nenhum dos grupos, o0s niveis de anticorpos
anti-gDEHV-1 foram significativos em relag@o ao grupo controle. No dia 28, sete dias apos
a segunda vacinacdo, com excecdo do grupo vacina comercial, todos os demais
apresentaram titulos, no ELISA, estatisticamente superiores ao grupo controle, sendo que
0 grupo vacina EHV-1 + gDEHV-1 mostrou titulos superiores ao grupo EHV-1 e ao grupo
gDEHV-1 (p<0,01). No dia 35, 14 dias apds a segunda dose de vacina, todos 0s grupos
diferiram do grupo controle, porém, novamente o grupo EHV-1 + gDEHV-1 foi superior aos
grupos comercial, EHV-1 e gDEHV-1 (p<0,01). No dia 47, 26 dias ap0s a segunda dose de
vacina, novamente, todos 0s grupos apresentaram titulos superiores ao controle,
entretanto, o grupo gDEHV-1 foi superior aos grupos vacina comercial e EHV-1 (p<0,01), e
0 grupo EHV-1 + gDEHV-1 foi superior a todos (p<0,01). Estes resultados demonstraram
com clareza que associagdo da glicoproteina D recombinante do EHV-1 com o0 virus
integro, causou um incremento nos niveis de anticorpos especificos contra a gDEHV-1.
Demonstrou também a imunogenicidade da glicoproteina D recombinante do herpesvirus

equideo 1 expressa em P. Pastoris. Foote et al. (2005), demonstraram que a gDEHV-1
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recombinante produzida em baculovirus e formulada com adjuvante Iscomatrix™ induziu a
formacgédo de anticorpos virus neutralizantes e anticorpos especificos para gD no ELISA no

soro de mais de 90% dos equinos vacinados.
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* Indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle pelo teste Tukey (p<0,01).

Letras diferentes no mesmo grupo vacinal indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey (p<0,05).

Figura 13 - Niveis de anticorpos especificos contra o herpesvirus equideo 1, detectados por ELISA indireto.
Os dados representam as médias em valores de ELISA de IgG total de camundongos BALB-c vacinados nos
dias 0 e 21, nos diferentes grupos vacinais, em funcéo do tempo. Amostras (pool, n=10) usadas na dilui¢cdo
1:100, em duplicata, titulos expressos na absorbancia de 490 nm.

Os niveis de anticorpos induzidos pelas vacinas que utilizaram virus integro na sua
formulacdo, em relacdo a absorbancia, em placas sensibilizadas com o EHV-1 inativado,
foram marcadamente superiores quando comparados com placas sensibilizadas com a
gDEHV-1. Este resultado é esperado, tendo em vista 0 nimero e a variedade de epitopos
disponiveis nos poc¢os sensibilizados e a diversidade de anticorpos induzidos pelo virus
inteiro. Araujo (2014), ao vacinar bovinos com a glicoproteina D recombinante do
herpesvirus bovino 5, expressa em P. pastoris, também detectou niveis de anticorpos
significativamente menores, ao comparar as respostas no ELISA, de placas sensibilizadas
com o virus integro das placas sensibilizadas com a proteina recombinante (QgDBoHV-5).

Na Figura 13, observou-se que, decorridos 21 dias da primeira vacinagdo, com
excecao do grupo gDEHV-1, os niveis de anticorpos induzidos pelos demais grupos foram
estatisticamente superiores ao grupo controle (p<0,01), porém os grupos EHV-1 e EHV-1

+ gDEHV-1 foram superiores ao grupo vacina comercial (p<0,01).
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Apéds segunda vacinagéo, dias 28, 35 e 47, com excec¢do do grupo gDEHV-1, todos
0s demais mostraram niveis de anticorpos significativamente superiores em comparacao
ao grupo controle (p<0,01), porém sem diferenca entre eles. Packiarajah et al. (1998),
expressaram as glicoproteinas gB, gC e gD do EHV-1 em baculovirus, vacinaram
camundongos com as proteinas isoladas e em combinacgéo, e verificaram, no ELISA, uma

fraca resposta de anticorpos contra a gC.

gD

Comercial EHV-1 EHV-1+gD
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Figura 14 — Os dados representam os titulos de anticorpos neutralizantes contra o herpesvirus equideo 1, de
camundongos BALB-c vacinados nos dias 0 e 21, detectados através de virusneutralizacdo, em diferentes
grupos vacinais, em func¢éo do tempo. Amostras (pool, n=10).

Em relacdo aos niveis de anticorpos neutralizantes induzidos pelas diversas vacinas,
em camundongos BALB-c (Figura 14), notou-se que as vacinas formuladas com virus
inteiro inativado, apos 21 dias da primeira vacinagao, mostraram titulos neutralizantes, que
se elevaram gradativamente apdés a segunda dose de vacina, revelando, entre esses
grupos, um mesmo padrao de resposta imune. A vacina produzida com a gDEHV-1
apresentou anticorpos neutralizantes apés 14 dias da segunda dose de vacina (dias 35 e
47), porém com niveis baixos, possivelmente devido a producéo de anticorpos de diferentes
isotipos, nao neutralizantes. Weerasinghe et al. (2006) demonstraram que camundongos e
cavalos inoculados com a gDEHV-1 expressa em E. coli e baculovirus induziram anticorpos

virus neutralizantes e EHV-1 especificos no teste de ELISA.



6 Consideragdes Finais

Os resultados encontrados permitem concluir que a glicoproteina D recombinante do
herpesvirus equideo 1, expressa em Pichia pastoris, demonstrou sua antigenicidade e
imunogenicidade em modelo murino e conservou epitopos que permitiram sua identificacao
por anticorpos especificos anti-EHV-1 induzidos por vacinas, comercial e experimental,
formuladas com virus integro inativado.

A vacina experimental contendo virus integro (EHV-1) inativado acrescido da
glicoproteina D recombinante do EHV-1 foi significativamente superior na inducdo de
anticorpos especificos contra a gDEHV-1, no ELISA indireto, em comparacdo com as

vacinas contendo virus integro ou de subunidades do virus.
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Anexos



Certificado da Comiss&o de Etica em Experimentacdo Animal

UFPel

Cu-z-ssm R Boa e Bpesmenlagad Anime

Pelotas, 03 de outubro de 2017

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Clonagem e expressio do gene da
glicoproteina D do herpesvirus equkdeo tipo 1 em Pichia pastoris e av:iﬁacio de sua
imunogenicidade” prdcesso ntimero 23110.005727/2017-98, de responsabilidade de
Fibio Pereira Leivas Leite - que envolve a produgo, manutencdo ou utilizacdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensinc;) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagsio Animal
(CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua complementacgio pela Comissio
de Etica em Experimentag8io Animal, em reunifio de 02/10/2017.

Finalidade (X)) Pesquisa () Ensino
Vigéncia da autorizagio | 04/10/2017 a 31/08/2018
Espécie/linhagem/raca Mus musculus/ Balb/c

N° de animais 50

Idade 28 dias

Sexo Machos

Origem Biotério Central - UFPel

Solicitamos, apés tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo a CEEA.
Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao COBALTO
para posterior registro no COCEPE (c6digo para cadastro n° CEEA §727-2017).

, decteno

e
M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA
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