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1. INTRODUGCAO

A Equinocultura € um importante setor do agronegadcio visto que, segundo a
Organizagdo das Nacbes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo (FAO),
movimentando ~ R$ 30 bilhdes por ano, empregando diretamente cerca 640 mil
pessoas (Estudo do Complexo do Agronegécio Cavalo, Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz/Universidade de S&o Paulo, Esalg/SP). O Brasil possui
0 4° maior rebanho do mundo, com aproximadamente 5,8 milhdes de animais, e o
estado do Rio Grande do Sul possui rebanho de equinos de aproximadamente 500
mil animais (IBGE,2023). A produtividade na pecuaria esta diretamente associada
a saude e ao bem-estar dos animais, os quais sdo vulneraveis a enfermidades
infecciosas. A queda na produtividade acarreta prejuizos econémicos, limitagdes
no comércio e desvalorizagado no mercado (DEHOVE et al., 2012).

Os rotavirus séo virus RNA de fita dupla, ndo envelopados, classificados em
grupos de A-J, de acordo com a composi¢cao do seu capsideo intermediario
(BANUAI et al., 2017). Os rotavirus do grupo A s&0 os principais virus entéricos que
acometem mamiferos (CAROSSINO et al.,, 2024). Os denominados rotavirus
equinos s&o considerados os principais enteropatdégenos responsaveis por quadros
de diarreia e altas taxas de morbidade e mortalidade em potros, resultando em
prejuizos econdmicos significativos e riscos a saude animal (CARSTENS, 2010;
BAILEY et al., 2013; CAROSSINO et al., 2018). Em relacao ao grupo A e de acordo
com a classificagao pelos tipos G e P, seis tipos G e seis tipos P foram identificados
em equinos (BAILEY et al., 2013). Contudo, os rotavirus G3P[12] e G14P[12] séo
os que predominam nas populagcdes de equinos e, portanto, sdo comumente
denominados de rotavirus equinos (PAPP et al., 2013).

A principal medida de prevencgao do rotavirus em equinos € a vacinagao.
Atualmente, trés vacinas inativas estdo comercialmente disponiveis para equinos
no mundo, porém, estas apresentam baixa eficacia na prevenc¢ao da doenca. Um
estudo demonstrou que ~83% dos potros infectados por rotavirus eram nascidos
de éguas vacinadas com as vacinas comerciais (CAROSSINO et al., 2018).

Os antigenos vacinais, através da bioinformatica, podem ser previamente
selecionados e expressos na forma de recombinantes capazes de proteger contra
diferentes doengas (FERREIRA et al., 2016). A utilizagao de vacinas recombinantes
vem sendo apresentada como uma potencial estratégia, podendo superar as
limitagbes das vacinas convencionais comercialmente disponiveis.

Desta forma, este projeto visou avaliar a resposta imune vacinal em equinos
com a vacina experimental formulada com a proteina recombinante Rota10 de
rotavirus equino G3P[12] e G14P[12].
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2. METODOLOGIA

2.1 Obtencgao do antigeno recombinante

O antigeno para o desenvolvimento da vacina foi previamente selecionado
através de estudos de vacinologia reversa. A sequéncia selecionada foi sintetizada
comercialmente e inserida no vetor pET-23a(+). As células de Escherichia coli
foram transformadas com o plasmideo e a expressdo da proteina foi realizada
conforme descrito por MULLER (2025) e patente BR 10 2024 003285 3. A
expressao da proteina recombinante (Rota10) foi verificada através de eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% e Western blot utilizando anticorpo anti-
histidina. A purificagdo e quantificagdo da proteina foram realizadas utilizando,
respectivamente, coluna de cromatografia de afinidade ao niquel e Ensaio de
Bradford, com base na curva de albumina do soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrich).

2.2 Vacinagcao de equinos

Foram incluidos neste estudo 28 equinos da raga Crioula, que foram
divididas em quatro grupos experimentais de acordo com o esquema vacinal:
Grupo 1. Vacinados com uma unica dose (dia 0, n=7); Grupo 2. Vacinados com
duas doses nos dias 0 e 14 (n=7); Grupo 3. Vacinados com duas doses, dias 0 e
21 (n=7); Grupo 4.; Controle (n=7). Todas as vacinas foram formuladas com 400 ug
de rRota10 + 10% de hidroxido de aluminio (Sigma-Aldrich), exceto do grupo
controle que foi formulada com 400 pg de PBS + 10% de hidréxido de aluminio
(Sigma-Aldrich). Os animais foram vacinados por via intramuscular. Foram
realizadas coletas de sangue para obtenc¢ao de soro nos dias 0, 7, 14, 21, 28, 60 e
90 do experimento. As amostras foram identificadas e armazenadas a -20 °C,
sendo utilizadas para analise sorolégica através de ensaio imunoenzimatico ELISA
indireto.

2.3 IgG total anti-Rota10

Para a avaliagdo da dinamica de anticorpos anti-Rota10, foi realizado o
ELISA indireto in-house. Placas de 96 -cavidades foram revestidas com
200ng/cavidade da proteina Rota10 diluida em tamp&o carbonato bicabornato (pH
8,0). As placas foram incubadas por 18 horas a 4 °C. Posteriormente, os soros
diluidos (1:100) em tampao fosfato-salino (PBS) foram aplicados e as placas foram
incubadas a 37 °C por 1 hora. O anticorpo monoclonal anti-equino conjugado a
peroxidase (Sigma-Aldrich) (1:8000) foi adicionado e as placas foram incubadas
novamente por um periodo de incubacdo de 1 hora a 37 °C. As placas foram
lavadas com PBS-T entre todas as etapas, por fim, uma solugcado reveladora
contendo OPD foi adicionada e incubada por 15 minutos. A reacgao foi interrompida
com H2SO4 2N, e as absorbancias foram medidas em espectrofotémetro a 492 nm.
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2.4 Analise estatistica

A avaliagao estatistica foi realizada com o GraphPad Prism v7. ANOVA
bidirecional foi realizada para analise de variancia, seguida por SIDAK para testes
de comparagdo multipla. A significancia foi estabelecida em p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os equinos foram monitorados por veterinarios apdés as vacinagdes para
observar a presenca de reacdes adversas.

Os resultados sorolégicos demonstram diferengas estatisticas (p<0,05) na
resposta imunoldgica dos animais submetidos aos diferentes esquemas vacinais.
Os animais que receberam duas doses apresentaram uma resposta imune
significamente distinta ao longo dos dias experimentais quando comparados ao
grupo que recebeu uma unica dose (Figura 1).

Figura 1. Dindmica de anticorpos especificos anti-Rota10 nos quatro grupos de
equinos. Os dados representam as médias dos valores de absorbancia dos
anticorpos especificos anti-Rota10 dos soros coletados nos dias 0, 7, 14, 21, 28,
60 e 90. As letras minuusculas representam as diferencas estatisticas (SIDAK,
p<0,05) entre os grupos nos dias 7,14, 21, 28, 60 e 90. As setas indicam os dias de
vacinagao, as setas pretas indicam uma dose de vacinagao nos grupos 1,2 e 3; a
seta vermelha indica segunda dose da vacinagao no grupo 2 e a seta verde indica
segunda dose da vacinagéo no grupo 3
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Comparando os dois esquemas de duas doses, dias 0 e 14 e dias 0 e 21,
observou-se que a resposta anamnética foi a mesma. Verifica-se que a segunda
dose no dia 14 gerou niveis (Valor de ELISA) sorolégicos mais elevados que os
demais grupos vacinados no dia 21. Ja a segunda dose no dia 21 apresenta niveis
soroldgicos elevados no dia 28, apresentando niveis similares ao esquema vacinal
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de duas doses dias 0 e 14 e niveis mais elevados que o grupo vacinado com uma
dose no dia 0 e grupo controle. Porém, no esquema vacinal dias O e 14 vai se obter
niveis de anticorpos elevados dias antes do esquema vacinal dias 0 e 21, podendo
ser um esquema benéfico em casos de surto.

Entretanto, vale a pena salientar que apenas com uma dose da vacina no
dia 0, os grupos vacinados apresentam niveis similares de anticorpos nos dias 7 e
14. No entanto, ambos os esquemas vacinais que utilizam duas doses apresentam
niveis de anticorpos mais altos do que o esquema de apenas uma dose, iSsO
corrobora que o reforgo vacinal de vacinas nao replicativas aumenta a producéo de
anticorpos especificos. Porém, cabe salientar que, com apenas uma dose os
grupos vacinados ja apresentam niveis de anticorpos significamente maiores que
0s animais do grupo controle. Entretanto, nosso estudo possui uma limitagéo, onde
nao foi realizada a avaliacdo da capacidade virus neutralizante dos anticorpos
obtidos tanto com uma dose ou com duas doses, sendo necessaria, futuramente,
a avaliagao dessa resposta da vacina.

4. CONCLUSOES

A proteina recombinante Rota10 apresentou antigenicidade e apresentou-se
uma vacina promissora para o controle do rotavirus equino. Entretanto mais
experimento se fazem necessarios para a utilizacdo dessa vacina no campo.
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