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1. DESCRIGAO DA INOVAGAO

Os rotavirus séo virus RNA fita dupla que pertencem ao género Rotavirus,
sdo nao envelopados e possuem formato estrutural icosaédrico (NEWMAN et al.,
1975). Estes agentes virais sdo responsaveis por causar gastroenterite aguda em
diversas espécies de mamiferos, incluindo humanos, bovinos, suinos e equinos,
entre outras espécies. A infecgao por rotavirus € a principal causa de diarreia em
potros, e se caracteriza principalmente pela ma absorc¢ao, devido a destruigao dos
enterdcitos presentes no apice das vilosidades intestinais (BAILEY et al., 2013).
Como consequéncia, potros infectados podem apresentar apatia, anorexia, febre
e, frequentemente, quadros graves de desidratacdo e desequilibrio eletrolitico,
condicdes que podem ser fatais se n&o houver intervengdo adequada
(FREDERICK et al., 2009). O sequenciamento do genoma de rotavirus isolados
das fezes de equinos propde que o G3P[12] e o G14P[12] s&o os principais
genotipos que infectam equinos (BAILEY et al., 2013). Além disso, um estudo que
investigou a distribuicao global dos rotavirus que infectam equinos demonstrou
que 99% das cepas identificadas em potros sdo G3P[12] ou G14P[12], enquanto
que os demais rotavirus identificados foram considerados casos raros de
transmissao cruzada entre espécies (PAPP et al., 2013)

A elevada eliminagao viral pelas fezes dos potros, aliada a resisténcia e
persisténcia do virus no ambiente, favorece a alta transmissibilidade e elevada
morbidade na espécie equina, o que reforca a necessidade de estratégias
eficazes de controle. A principal medida profilatica é a vacinagdo das éguas
gestantes no terco final da gestacdo, a fim de imunizar os potros através da
transferéncia passiva de anticorpos vacinais (MAGDESIAN, 2005). Contudo, no
Brasil ndo existem vacinas comerciais disponiveis para equinos.

Para o desenvolvimento de uma vacina recombinante contra os principais
rotavirus que infectam equinos, realizou-se o desenho in silico de uma quimera
recombinante. Inicialmente, foi realizado o alinhamento das sequéncias de
nucleotideos que codificam as proteinas virais VP6, VP7 e NSP4 de rotavirus
G3P[12] e G14P[12] de diferentes isolados. Posteriormente, foram selecionados
dez epitopos com predilecio para MHCIl (complexo principal de
histocompatibilidade classe Il) e BCR (receptor de células B) para compor o gene
sintético, que foi denominado de Rota10. Estas proteinas desempenham papéis
fundamentais na estrutura e patogenicidade do virus. A proteina VP6 constitui a
camada intermediaria do capsideo viral, sendo altamente conservada e capaz de
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induzir respostas imunes celulares e humorais (ESTES & GREENBERG, 2013). A
VP7 € uma (glicoproteina da camada externa do virus que contém epitopos
neutralizantes, essenciais para a inducdo de anticorpos capazes de bloquear a
infeccao viral (SETTEMBRE et al., 2011). Por sua vez, a NSP4 é uma proteina
nao estrutural que funciona como enterotoxina viral, modulando a resposta
imunoldgica do hospedeiro (HU et al., 2012). A combinagao dessas trés proteinas
na formulacdo da vacina visa promover uma protecdo mais ampla e eficaz,
estimulando multiplos mecanismos de defesa contra os principais rotavirus que
infectam equinos.

2. ANALISE DE MERCADO

Apesar de a infeccéo por rotavirus ser reconhecida como a principal causa
de diarreia em potros, atualmente existem apenas trés vacinas comerciais
disponiveis no mercado mundial, produzidas nos Estados Unidos, Japao e
Argentina. Todas sao compostas por virus inativados do gendtipo G3P[12] e,
portanto, ndo incluem antigenos do gendtipo G14P[12], cuja circulagdo tem se
tornado cada vez mais frequente em populagdes de equinos ao redor do mundo
(CAROSSINO et al., 2018). Diversos estudos tém demonstrado um aumento na
incidéncia de casos de infecgao por cepas G14P[12], evidenciando a limitagcao
das vacinas atuais em promover uma protecao eficaz. (CAROSSINO et al., 2024).

No Brasil, ndo existem vacinas licenciadas para uso em equinos, e 0s
criatorios enfrentam dificuldades para importar as vacinas comerciais de outros
paises. Esse cenario reforca a importancia no desenvolvimento de uma vacina
capaz de gerar imunidade heterotipica que contemple os gendtipos G3P[12] e
G14P[12], atualmente os principais responsaveis pelos casos de rotavirose em
equinos (CAROSSINO et al., 2024).

3. ESTRATEGIA DE DESENVOLVIMENTO E IMPLEMENTAGAO

Para o desenvolvimento deste produto, obteve-se um plasmideo
pET23a(+) contendo o gene sintético Rota10. Diferentes linhagens de
Escherichia coli (Star, C41(DE3), C43, pLysS e Rosetta) foram transformadas com
o vetor recombinante por choque térmico. A melhor cepa e o tempo 6timo de
expressdo foram determinados por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE), selecionando-se a E. coli C41(DE3) e o tempo de expressao de 4
horas. As bactérias transformadas foram cultivadas em caldo LB (Luria Bertani)
acrescido de 0,1 mg/ml de ampicilina. Os cultivos foram mantidos a 37 °C e 180
rom até atingirem a OD=0,6-0,8 e, entdo, mantidos no shaker, sob as mesmas
condigdes, por 4 horas. Os cultivos foram centrifugados, ressuspendidos em
tampéo de ligagdo, sonicados e centrifugados por 12.000 x g e 4 °C por 45
minutos. O sobrenadante foi clarificado e a proteina recombinante Rota10 foi
purificada através da cromatografia de afinidade ao niquel. A proteina foi
posteriormente dialisada, quantificada e caracterizada por SDS-PAGE e Western
Blot.

A proxima etapa para o desenvolvimento e implementagdo desta vacina,
consiste na determinacdo da sua imunogenicidade. Para isso, sera realizado o
delineamento experimental para imunizagao da espécie alvo. Serdo incluidas no
estudo 50 éguas gestantes da raga Crioula, com idades entre 5-12 anos. As
éguas serao divididas em dois grupos: Grupo Controle (n=25), que nao recebera a
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vacina, e Grupo Vacinado (n=25), composto por éguas que receberdo 400 ug do
antigeno Rota10, acrescido de 10% de hidréxido de aluminio, totalizando um
volume de 2 ml, que sera administrado via intramuscular entre 270 e 300 dias de
gestacdo. Posteriormente, o Grupo Vacinado recebera uma dose de reforco, 14
dias apdés a primeira administragdo. Amostras de sangue das éguas serao
coletadas antes da vacinacgao e, posteriormente, a cada 10 dias, durante 90 dias
apos a primeira aplicagdo. Nos potros, as coletas sanguineas ocorrerdo nos dias
2,15, 30, 45 e 60 de vida.

A resposta imune humoral sera avaliada por meio de ELISA indireto, para
deteccao de IgG total especifica contra o antigeno Rota10. A caracterizagao dos
isotipos de 1gG (IgG1, 1gG4/7 e 1gG3/5) sera realizada por ELISA indireto,
utilizando anticorpos especificos para cada subclasse. Para determinar a
capacidade neutralizante dos anticorpos vacinais, sera realizado o teste de
neutralizacdo viral no Laboratério de Virus Equinos - INTA Castelar (ARG),
conforme descrito anteriormente por Barrandeguy et al. (1998), e utilizando cepas
de rotavirus G3P[12] e G14P[12].

A resposta imune celular sera avaliada por analise da expressao génica de
citocinas proé-inflamatérias. Para isso, serdo isoladas células mononucleares do
sangue periférico (PBMCs) a partir de amostras de sangue total coletado das
éguas (30 dias apos a vacinagao) e dos potros (15 dias de vida). Para posterior
extragdo de mRNA e analise da expresséo génica por RT-PCR.

4. RESULTADOS ESPERADOS E IMPACTO

Espera-se que a vacinagédo de éguas com o antigeno recombinante Rota10
seja capaz de induzir uma resposta imune humoral e celular contra os rotavirus
G3P[12] e G14P[12]. Aléem do aumento quantitativo da IgG total, espera-se uma
modulagao qualitativa da resposta imune, com elevagao dos niveis dos diferentes
subclasses de IgG, e que estes anticorpos possuam capacidade neutralizante
contra os principais rotavirus que acometem equinos. No que diz respeito a
transferéncia de imunidade passiva, espera-se que os potros nascidos de éguas
vacinadas adquiram niveis superiores de IgG especifico anti-Rota10, bem como
das subclasses de IgG, em relagdo aos potros nascidos de éguas nao vacinadas.
Além disso, espera-se que os anticorpos adquiridos via imunidade passiva
possuam capacidade neutralizante, sugerindo uma transferéncia ndo apenas
quantitativamente superior, mas também qualitativamente mais eficaz, diminuindo
assim a infecgdo, sintomatologia clinica nos potros e disseminagao do rotavirus
através das fezes.

Embora ja existam vacinas inativadas contra o rotavirus G3P[12], estas
geram imunidade de forma parcial e ndo estao disponiveis no mercado brasileiro.
Com o desenvolvimento deste produto, esperamos disponibilizar uma vacina
recombinante contra os principais rotavirus que infectam equinos, capaz de
superar as limitagcdes das vacinas atualmente disponiveis no mercado e de gerar
imunidade heterotipica contra os gendtipos G3P[12] e G14P[12].

5. CONCLUSOES

Embora o rotavirus seja reconhecido como o principal agente causador de
diarreia neonatal em potros, as opgdes de vacinas disponiveis no mercado sao
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escassas e apresentam importantes limitagdes quanto a eficacia. Nesse contexto,
o desenvolvimento da vacina recombinante Rota10 surge como uma alternativa
promissora para a prevengcao em equinos, especialmente no cenario nacional,
onde ndao ha vacinas especificas e o acesso as formulacbes comerciais
importadas é restrito.
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