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“O que prevemos raramente ocorre; o que

menos esperamos geralmente acontece.”
(Benjamin Disraeli)

“A ciéncia nunca resolve um problema

sem criar pelo menos outros dez.”
(George Bernard Shaw)
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RESUMO

A producéo de anticorpos em aves imunizadas seguida da extracdo desses anticorpos da gema dos
ovos (IgY), tem atraido o interesse da comunidade cientifica, como pode ser demonstrado pelo
aumento significativo da literatura sobre a 1gY. Esta abordagem, que € apropriada & producéo em
larga escala, oferece inUmeras vantagens, tais como, baixo custo e alta eficiéncia da técnica, em
vista do extraordinario rendimento de IgY em somente uma ave (20-40 g IgY por ano), e € mais
adequada ao conceito bioético quando trata-se da manutencdo e do manejo das aves. Destaca-se
que a tecnologia da IgY oferece novas possibilidades de aplicagdo em imunoterapia e métodos de
diagnostico, tanto para aplicagdo humana quanto veterinaria, incluindo estratégias de tratamento
de doencas intestinais graves em criancas, particularmente em paises pobres. Neste presente
estudo, objetivou-se avaliar a eficiéncia terapéutica da IgY utilizando macacos cynomolgus
(Macaca fascicularis) jovens desafiados com o rotavirus do grupo A (RVA) humano, a maior
causa de morbidade e mortalidade de criangcas em todo o mundo, especialmente em paises em
desenvolvimento. Para esta proposta, anticorpos IgY especificos contra o0 RVA foram produzidos
em aves, purificados por polietileno glicol, caracterizados por eletroforese em gel de
poliacrilamida, western blotting e um teste de neutralizacdo em cultura de células (MA-104). Este
experimento preliminar rendeu uma suspensdo altamente concentrada de IgY especifica anti-
rotavirus (IgY anti-RVA) (média de 37 mg/mL). O macaco cynomolgus foi estabelecido como
modelo de infeccdo experimental apdés uma Unica administracdo de suspensdo de rotavirus
humano (3,1x10° FFU/mL) por sonda gastrica. Os animais foram acompanhados durante onze
dias, sendo observadas as manifestacGes clinicas, cargas virais sérica e fecal, hematologia e
dosagem de eletrolitos séricos. O principal sinal clinico (observado em dois dos sete animais
inoculados) foi diarreia associada com diminuicdo dos niveis séricos de potassio durante trés dias,
seguido de recuperacdo. O RNA viral foi detectado nas fezes e no soro dos animais infectados,
além de particulas infecciosas encontradas nas fezes, sugerindo replicacdo viral. Na imunoterapia
experimental, os macacos foram inoculados com RVA humano (3,1x10" FFU/mL), desafiados
com a suspensédo de IgY anti-RVA obtida previamente, e foram monitorados durante cinco dias
pelos parametros observados no experimento anterior. A eficiéncia terapéutica da imunoterapia
com IgY foi confirmada pela auséncia de episodios de diarreia, que € reconhecida como “padrao
ouro” para eficacia clinica, apesar do RNA viral ter sido detectado nas fezes de 11 de 12 animais
inoculados com 0 RVA. A duracdo da detecgdo do RNA foi reduzida em dois dos trés grupos de
animais tratados com IgY, quando comparado ao grupo controle positivo. Em um animal que foi
tratado com IgY pelas vias oral e intravenosa, ndo foi detectado genoma viral nas fezes. Como
conclusédo, a aplicacdo de anticorpos IgY anti-RVA especificos produzidos em aves, apresenta
eficacia no tratamento de gastroenterite aguda causada pelo rotavirus do grupo A humano. Nossos
resultados também confirmam que macacos cynomolgus podem ser considerados hospedeiros
suscetiveis a infeccdo com RVA humano, e apontam para a necessidade de controle sanitario da
rotavirose humana em coldnias de criagdo de macacos cynomolgus. Esses resultados preliminares
sugerem um papel promissor da imunoterapia passiva utilizando IgY anti-RVA em infeccéo
experimental com o rotavirus do grupo A humano. No entanto, um enfoque direto na patogénese
da infeccdo no trato entérico fornecerd informacGes adicionais para confirmar a eficacia do
tratamento com a IgY.

Palavras chave: rotavirus grupo A, imunoglobulina Y, imunoterapia, Macaca fascicularis.



ABSTRACT

The production of antibodies in chickens and the extraction of specific antibody suspensions from
egg yolk (IgY) are increasingly attracting the interest of the scientific community, as
demonstrated by the significant growth of the IgY literature. This approach, which is suitable to a
large-scale production, offers several advantages such as the low cost and high efficiency of the
technique, in view of the extraordinary yield of 1gY by a one hen (20 g — 40 g IgY per year), and
its suitability to a more bioethical manner for hen keeping. Of note, the IgY-technology offers
new possibilities for application in human and veterinary diagnostics and therapeutics, including
strategies for the treatment of severe intestinal diseases in children, particularly in poor countries.
In this study, we aimed to evaluate the therapeutic efficacy of the IgY by using young
cynomolgus monkeys (Macaca fascicularis) challenged with human rotavirus group A (RVA), a
major cause of morbidity and mortality in children worldwide, especially in developing countries.
For this purpose, specific IgY antibodies against RVA were produced in hens, purified by
polyethylene glycol, characterized by polyacrylamide gel electrophoresis, western blotting and a
neutralization assay in a cell culture system (MA-104). This preliminary experiment has yielded a
high concentrated suspension of anti-rotavirus specific IgY (anti-RVA IgY) (average 37 mg/ml).
The cynomolgus experimental infection model was established after a single administration of a
human rotavirus suspension (3.1x10° FFU/ml) by oral gavage. The confined animals were
followed during a period of eleven days, observed for clinical signs, measurement of serum and
faecal viral load, and evaluation of hematology and serum electrolytes. The main clinical sign
(observed in two of the seven inoculated monkeys) was diarrhea associated with a decrease in
serum potassium during three days, followed by recovery. Viral RNA was detected in both serum
and faeces of the infected animals, thus suggesting viral replication. In cynomolgus experimental
immunotherapy, the monkeys were inoculated with human RVA (3.1x10° FFU/ml), challenged
with the anti-RVA I1gY suspension previously obtained, and monitored during five days by using
the same clinical and biochemical parameters, as previously established. The therapeutic efficacy
of the immunotherapy with IgY was confirmed by the absence of episodes of diarrhea, which is
recognized as the "gold standard" for clinical efficacy, although viral RNA had been detected in
faeces of all but one of the inoculated monkeys. The duration of RNA detection was shortened in
two of the three groups of animals treated with IgY, when compared to the positive control. One
animal, which was orally and intravenously treated with the anti-RVA IgY, had no RNA detected
in faeces. In conclusion, the application of specific anti-RVA IgY antibodies, produced in hens,
presents efficacy in the treatment of acute gastroenteritis caused by human rotavirus group A. Our
results also confirm that cynomolgus monkeys can be considered susceptible hosts to infection
with human RVA, and pointed to the necessity of sanitary control of human rotavirus disease in
the breeding colonies of cynomolgus monkeys. Our preliminary results suggest the promising role
of passive immunotherapy using anti-RVA IgY in experimental infection with human rotavirus
group A. However, a direct approach to the pathogenesis of enteric tract infection will provide
additional data to confirm the effectiveness of the IgY treatment.

Key words: group A rotavirus, immunoglobulin Y, immunotherapy, Macaca fascicularis.
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Anticorpos IgY especificos para rotavirus do grupo A. Uma abordagem terapéutica para rotavirose em Macaca fascicularis

1. INTRODUCAO

1.1. Rotavirus

1.1.1. Historico

A gastroenterite € definida como uma inflamag&o do trato gastrintestinal que pode ser
causada por agentes infecciosos ou toxinas. A gastroenterite infecciosa causa morbidade e
mortalidade substancial em todo o mundo. As infeccbes bacterianas eram comumente
associadas a gastroenterite (Parashar et al., 1998), e os virus ndo eram associados a esta
infecgdo até o inicio da década de 1970. No entanto, com o descobrimento do virus Norwalk
em 1972 (Kapikian et al., 1972) e do rotavirus em 1973 (Bishop et al., 1973), agentes nédo

bacterianos causadores de gastroenterite foram identificados.

Quase que imediatamente, o espectro de virus que causavam a infec¢do gastrintestinal
em adultos foi reconhecido como diferente daqueles que acometiam criancas. Entre as
criancas até dois anos, aproximadamente metade dos casos de diarreia que requeriam
atendimento hospitalar eram atribuidos ao rotavirus (Kapikian, 1993), enquanto em adultos,
0s surtos de gastroenterite ndo bacteriana eram associados as viroses tipo-Norwalk
(Fankhauser et al., 1998).

Em 1973, Bishop e colaboradores descreveram particulas virais Unicas obtidas a partir
de bidpsia da mucosa duodenal de criangcas com gastroenterite (Bishop et al., 1973). Virus
com aspectos morfologicos semelhantes ja haviam sido visualizados em 1963 em cortes
histoldgicos intestinais de camundongos com diarreia (Adams and Kraft, 1963). Através da
microscopia eletronica, particulas virais de 70 nm de didmetro descritas nestes estudos,
aparentavam o formato de uma roda (Figura 1.1), do latim rota, motivando o nome rotavirus
(Flewett et al., 1974).

Figura 1.1 — Micrografia eletronica de particulas do rotavirus. Proveniente de uma amostra de fezes
de crianca com diarreia por rotavirus (escala representa 100 um). (Glass et al., 2014)
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Atualmente, o rotavirus do grupo A é um dos principais agentes causadores da
gastroenterite viral aguda, seguido pelos norovirus, adenovirus entéricos e astrovirus,
respectivamente (Clark and McKendrick, 2004; Ramani and Kang, 2009; Madsen et al.,
2014).

1.1.2. Estrutura

O rotavirus € um virus ndo envelopado, com 70 nm de didmetro, pertencente a familia
Reoviridae e é classificado em oito grupos (A-H), também comumente referido por espécies
(Matthijnssens et al., 2012; Than and Kim, 2013). Desses grupos, somente os grupos A, Be C
séo reconhecidos por infectar humanos e animais, enquanto os grupos D, E, F e G infectam
somente animais (Estes and Kapikian, 2007; Matthijnssens et al., 2012). No entanto, em
1997, um novo grupo de rotavirus (H) foi descoberto infectando adultos e que ndo pertencia a
nenhuma outra espécie estabelecida (Yang et al., 1998; Matthijnssens et al., 2012). Este novo
virus foi nomeado “novo rotavirus da diarreia adulta” (ADRV-N) (Yang et al., 2004; Alam et
al., 2007). Recentemente, um virus correlacionado ao ADRV-N foi isolado em porcos
(Wakuda et al., 2011).

O genoma viral consiste de 11 segmentos de dupla-fita de RNA (RNAfd), que codifica
seis proteinas estruturais que compdem o capsideo viral (VP1-VP4, VP6 e VP7) e seis
proteinas ndo estruturais (NSP1-NSP6) (Clark and McKendrick, 2004; Estes and Kapikian,
2007). Cada segmento do RNA codifica uma proteina, com exce¢do do segmento 11 que em
muitos isolados do virus codifica duas proteinas, NSP5 e NSP6 (Mattion et al., 1991; Estes
and Greenberg, 2013). O virus é constituido de um triplo capsideo: externo, intermediério e
interno, este ultimo também é chamado de core e confere protecdo ao RNA (Figura 1.2). O
capsideo externo compreende duas proteinas, a glicoproteina VP7 e a VP4, que definem os
gendtipos G e P, respectivamente, e estdo relacionados a especificidade do hospedeiro,
viruléncia e a imunidade protetora (Estes and Cohen, 1989; Kapikian et al., 2001). A VP4 é
clivada pela tripsina em duas proteinas, VP5* e VP8*, importantes na fase de adsorcdo a
célula (Estes, 2001). Os capsideos intermediario e externo conferem a particula viral uma
estrutura icosaédrica de dupla camada visualizado no microscopio eletronico (Kapikian et al.,
2001). O capsideo intermediario € composto pela VP6, a proteina viral mais abundante e que
é utilizada na classificacdo dos grupos (Parashar et al., 1998; Desselberger, 1999), sendo
também o epitopo mais comum para deteccdo em testes de diagnostico. Outras proteinas
estruturais também parecem conferir certo grau de especificidade entre os grupos (Estes,
2001).
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segmento RNAfd

VPI/VP3

VP2

Nature Reviews | Microbiology

Figura 1.2 — Representacdo esquematica do virion de rotavirus. (Adaptado de Angel et al., 2007)

1.1.3. Classificagdo

Tradicionalmente, a classificacdo viral era apoiada nas caracteristicas clinicas,
morfoldgicas e soroldgicas dos diferentes isolados virais. Contudo, com o crescimento rapido
do uso de técnicas moleculares em todo 0 mundo, a classificacdo baseada no sequenciamento
estd complementando e substituindo os métodos de classificagdo mais tradicionais
(Matthijnssens et al., 2012). A construcdo de sequéncias pareadas identificando perfis tem
sido utilizada para diferenciar tipos em espécies virais (de Villiers et al., 2004; Johne et al.,
2011) ou definir gen6tipos dentro de espécies de virus causadores de gastroenterites agudas
(de Villiers et al., 2004; Matthijnssens, Ciarlet, Heiman, et al., 2008).

Em 1989, foi estabelecido um sistema binario de classificacdo para RVA, sendo
baseado em reacdes imunoldgicas e na estrutura dos genes das duas proteinas que compdem o
capsideo externo (VP7 e VP4), as quais, independentemente, estimulam a producdo de
anticorpos neutralizantes (Ciarlet and Estes, 2002). Dessa forma, as amostras de RVA s&o
classificadas em VP4 ou “sorotipos P” (P refere-se a sensibilidade a protease) e VP7 ou
“sorotipos G” (G refere-se a glicoproteina) (Matthijnssens, Ciarlet, Heiman, et al., 2008; Estes
and Greenberg, 2013). A classificagdo dos RVA em sorotipos VP4 ou VP7 € realizada por
ensaios de neutralizacdo cruzada utilizando soros hiperimunes. Essa técnica é demorada, pois
requer colecdes virais, reagentes imunoldgicos apropriados e estd disponivel em poucos
laboratdrios de pesquisa (Matthijnssens, Ciarlet, Rahman, et al., 2008). Adicionalmente, 0s
gendtipos de rotavirus podem ser classificados com base na identidade entre as sequéncias
genéticas dos segmentos que codificam as proteinas VP7 (com os tipos definidos pela sigla G,
diferenciados em 23 G) e VP4 (com os tipos definidos pela sigla P, diferenciados em 32 P),
no formato GxP[x] (Kapikian et al., 2001; Matthijnssens, Ciarlet, Heiman, et al., 2008; Assis
etal., 2013).
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Outra classificacdo, mais atual, proposta pelo Rotavirus Classification Work Group
(RCWG), pretende uniformizar a nomenclatura do rotavirus, utilizando o sequenciamento
completo ou parcial de todos os 11 segmentos do material genético para classificar em
gendtipos: Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx, que representam 0s genes VP7-VP4-
VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/NSP6, respectivamente. Com  base
nesta nomenclatura, foram descritos até o momento 27 G, 37 P, 17 1,9 R, 9C, 8 M, 16 A, 10
N, 12 T, 15 E, e 11 H genotipos de RVA. Este novo sistema de classificacdo recomenda
nomear a sequéncia viral obtida considerando-se 0s seguintes parametros: a) a espécie de
rotavirus; b) a sua origem (humana ou animal), identificando também se a sequéncia foi
obtida a partir de virus selvagem (wt “wild type”) ou virus de cultura celular (tc “tissue
culture™); c) o pais em que foi detectado o virus, utilizando o cddigo padrido de 3 letras; d) o
nome comum dado pelo pesquisador; €) o ano de deteccdo; f) os gendtipos G e P da seguinte
forma: GXP[X] (Matthijnssens et al., 2011). Como exemplo, o rotavirus do grupo A humano:
RVA/human-tc/USA/Wa/1974/G1P[8].

1.1.4. Replicacao viral

Os estudos pioneiros a respeito da replicacdo dos RVA foram realizados utilizando
uma linhagem de células fetais derivada de rim de macaco rhesus (Macaca mulatta) (MA-
104) analisadas através da microscopia eletrénica. Resultados mais recentes foram obtidos
através de estudos em células polarizadas do epitélio intestinal e, através de investigacdes
sobre etapas especificas do ciclo replicativo utilizando expressdo génica e interacdo proteica
in vitro (Estes and Greenberg, 2013). Estudos envolvendo RNA de interferéncia (RNAI)

também tém sido muito utilizados (Arias et al., 2004; Campagna et al., 2005).

O rotavirus infecta os enterdcitos das vilosidades do intestino delgado e replica
exclusivamente no citoplasma celular (Trask et al., 2012). O processo de adsorcéo dos RVA ¢
complexo, envolve diferentes proteinas e é sabida a existéncia de mais de um receptor de
membrana envolvido no processo, sendo um localizado na regido apical da célula hospedeira
e dependente de &cido sialico e o outro localizado na regido basolateral da célula. Em células
MA-104 o processo de adsor¢do dura de 10-12 horas a temperatura de 37°C (Ramig, 2004;
Guerrero and Moreno, 2012; Estes and Greenberg, 2013).

A arquitetura complexa das particulas maduras com triplo capsideo (TLP) integram os
elementos necessarios para a entrada na célula e transcricdo endégena dos RNA mensageiros
(RNAm) do virus (Li et al., 2009; Settembre et al., 2011). O virion precisa se ligar a célula

alvo pela interacdo entre as espiculas virais do capsideo externo (VP4) e receptores
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especificos presentes na membrana plasmatica. No entanto, a particula ndo € infecciosa para
penetrar pela membrana, assim, durante o processo de adsor¢édo, a proteina VP4 ¢ clivada em
VP5* e VP8* pela acdo da tripsina pancreética presente no trato gastrintestinal do hospedeiro.
A ligacdo da proteina VP5* a receptores de membrana é independente de &cido sialico. A
proteina VP7 também parece estar envolvida no processo de adsorcdo, sendo &cido-sialico
dependente (Haselhorst et al., 2009), e ja foi demonstrado que a VP7 se liga a outros
receptores, incluindo as integrinas e a proteina do choque térmico cognato 70 (HSC70)
(Ramig, 2004; Lopez and Arias, 2006; Guerrero and Moreno, 2012; Trask et al., 2012; Estes
and Greenberg, 2013).

A endocitose independente de clatrina e caveolina permite que o virion forme o
endossomo inicial. Nesta fase, a queda na concentragcdo de célcio leva a perda da proteina
VP7 e a penetracdo na membrana pela VP5* (Chemello et al., 2002; Pando et al., 2002; Ruiz
et al., 2009; Trask et al., 2012). A perda do capsideo externo e liberacdo da particula de duplo
capsideo (DLP) transcricionalmente ativa no citosol, ativa o complexo polimerase interno
(VP1 e VP3) para transcrever a fita de RNA polaridade positiva (RNA+) de cada um dos 11
segmentos gendmicos de RNA de fita dupla (RNAfd) (Trask et al., 2012; Estes and
Greenberg, 2013). O RNA+ serve tanto como RNAmM como molde para a sintese das fitas de
RNA polaridade negativa (RNA-) para formar o genoma de RNAfd (Carrefio-Torres et al.,
2010; Trask et al., 2012).

Uma vez que as proteinas sintetizadas estdo prontas em quantidade suficiente, o
genoma é replicado e empacotado nas novas DLPs, dentro de inclus@es citoplasmaticas eletro-
densas chamadas de viroplasmas (Petrie et al., 1984; Cheung et al., 2010). Duas proteinas ndo
estruturais, NSP2 e NSP5, demonstraram ser suficientes para formar estas inclusdes
citoplasmaticas livres de membranas (Fabbretti et al.,, 1999), que sdo de tamanhos
heterogéneos (LoOpez et al., 2005; Campagna et al., 2007). Sdo nestas estruturas que ocorrem a
sintese do RNAfd e o empacotamento destes dentro do core das particulas pré-virion
(Silvestri et al., 2004). Desta forma, a sintese do genoma se inicia quando a VP1 e a VP3 se
ligam ao terminal 3> do RNA+ viral e, a condensagdo da proteina do capsideo interno VP2 em
torno do complexo de polimerase desencadeia a sintese de RNAfd pela VP1. A proteina do
capsideo intermediario VVP6 agrega o core para formar a DLP (Trask et al., 2012). Portanto,
além da NSP2 e NSP5, as proteinas VP1, VP2, VP3 e VP6 também se acumulam no
viroplasmas (Gonzalez et al., 2000; Lopez et al., 2005; Arnoldi et al., 2007; Patton et al.,
2007).
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Por meio das proteinas VP6 e VP4, as novas DLPs prontas ligam-se a NSP4, que serve
como um receptor do reticulo endoplasmaético (RE), propiciando o brotamento das DLP para
o interior do RE. Durante este processo, particulas transitérias envelopadas sdo observadas no
RE. A remocdo da membrana transitéria e a montagem das proteinas VP4 e VVP7 do capsideo
externo resultam na maturacdo da particula de triplo capsideo. Os virions formados séo
liberados pela lise celular ou pela utilizagédo de uma via secretora (Musalem and Espejo, 1985;
Jourdan et al., 1997; Hu et al., 2012; Trask et al., 2012). Todo o processo de replicagdo esta

demonstrado na Figura 1.3.
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Figura 1.3 — Ciclo de replicacdo do rotavirus. (Adaptado de Trask et al., 2012)

Apesar das atividades das proteinas NSP2, NSP3, NSP4 e NSP5 durante a replicacdo
estarem relativamente bem caracterizadas, as atividades da NSP1 e NSP6 permanecem
desconhecidas. Entretanto, estudos mais recentes tém associado a NSP1 ao escape viral a
defesa do hospedeiro a infec¢do, ao combate da resposta antiviral inata do hospedeiro e a
supressdo da inducgé@o de apoptose durante os estagios iniciais da infecgdo para promocao da
replicacdo viral (Arnoldi et al., 2007; Graff et al., 2009; Bagchi et al., 2010). Diferente das
outras NSPs, a NSP6 ndo é codificada por todos os isolados de rotavirus. Para as cepas que a
expressam, esta proteina é codificada de uma area aberta de leitura (ORF) junto com a NSP5
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no segmento 11 (Mattion et al., 1991). Esta proteina € altamente efémera e é degradada dentro
de duas horas ap6s sua sintese (Rainsford and McCrae, 2007). Nao obstante muitos estudos
sugerirem que a NSP6 localiza-se no viroplasmas (Rainsford and McCrae, 2007), o papel
preciso na replicacdo do rotavirus necessita ser elucidado. De modo geral, os aspectos que
envolvem a replicacdo dos RVA sdo complexos e ndao foram totalmente compreendidos
(Greenberg and Estes, 2009).

1.1.5. Patogenia

Os mecanismos de patogénese do rotavirus vém sendo estudados em modelos animais
e humanos. No ser humano, a dose infectante estimada é de 100 a 1.000 particulas virais
(Ward et al., 1986). A transmissao do rotavirus ocorre de pessoa para pessoa, frequentemente
pela via fecal-oral (Cortese et al., 2009). Contudo, ja foi descrito rotavirus em amostras de
urina, em secrecOes do trato respiratorio superior, sistema nervoso central e liquido céfalo-
raquideo (LCR) (Vollet et al., 1981; Zheng et al., 1991; Nishimura et al., 1993; Ushijima et
al., 1994), no entanto, acredita-se que estes achados néo estdo associados com transmissao. A
disseminacdo pode ocorrer por meio de mdos contaminadas, superficies de ambientes,

objetos, alimento e gua (Parashar et al., 2013).

Apos a ingestdo, as particulas de rotavirus chegam ao intestino delgado e internalizam
exclusivamente em enterdcitos maduros no apice das microvilosidades (Holmes et al., 1975),
mas anticorpos neutralizantes contra VP4 ou VP7, ou ambos, podem prevenir a ligacdo viral e
a penetracdo no enterdcito (Figura 1.4) (Parashar et al., 2013). A infeccdo destas células
ocorre, e apos a replicagdo citolitica nos enterdcitos do intestino delgado, as novas particulas
do virus sdo produzidas de 10 a 12 horas apds a infeccdo, sendo liberadas em grande
guantidade na luz intestinal, podendo infectar porcdes distais do intestino delgado ou ser
eliminadas nas fezes (Anderson and Weber, 2004). A infeccdo de células vizinhas causa
continua replicacéo e liberagdo de novos virions, assim sendo, a carga viral é alta no estagio
inicial da infeccdo. Mais de 10 particulas virais por grama de fezes sdo excretadas pela
crianca durante a infeccdo (Editorial: Rotaviruses of man and animals, 1975; Desselberger,
1999). Esta carga diminui rapidamente logo que a diarreia acaba, mas o acido nucléico viral
pode ser detectado em baixos niveis por varias semanas (Richardson et al., 1998). Entretanto,
a quantidade de rotavirus eliminado por adultos pode ser muito variavel, podendo ser de 10 a

100 vezes menor quando comparado a criangas (Vollet et al., 1979).

A patogenia da diarreia inclui a reducdo na absorcdo de agua e nutrientes, e aumento

na secrecdo fluida intestinal (Lundgren and Svensson, 2001). Morfologicamente, a infeccéo
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causa encurtamento das vilosidades; necrose de enterocitos com descamacdo das
microvilosidades do intestino delgado, determinando a perda das células absortivas e a
proliferacdo das células da cripta secretoria; edema mitocondrial; distensdo do reticulo
endoplasmatico; e infiltracdo de células mononucleares na mucosa (Barnes and Townley,
1973; Davidson and Barnes, 1979; Lundgren and Svensson, 2001; Boshuizen et al., 2003). A
ma absorcdo pode também ser resultado da reducdo na expressdo de enzimas digestivas,
induzida pelo virus, bem como o vazamento paracelular, consequéncia de alteracdes
funcionais das juncbes de adesdo entre os enterdcitos, mediadas pela NSP4 (Lundgren and
Svensson, 2001). O aumento da secrecdo de cloro atraves da ativacdo de canais de cloro
dependentes de calcio, e a consequente perda de agua e eletrdlitos também sdo mediados pela
NSP4, que age como uma enterotoxina viral induzindo diarreia secretoria (Ball et al., 1996;
Horie et al., 1999). A NSP4 também estimula o sistema nervoso entérico (plexo mesentérico),
promovendo o aumento do peristaltismo intestinal, e contribuindo assim para a diarreia
(Lundgren et al., 2000; Greenberg and Estes, 2009). Enzimas produzidas pelas células
absortivas como a sacarase e isomaltase tém sua expressdo reduzida, resultando no acimulo
de acUcares ndo digeridos no lumen intestinal, aumentando o gradiente osmatico que favorece
a secrecdo fluida intestinal (Parashar et al., 2013). Pode-se concluir que a diarreia induzida

pelo rotavirus € de caracteristica multifatorial (Lundgren and Svensson, 2001).

by
..t’q
J,
- 4
1Y
>

% Py
s e -
Enterbcitos &= §

O
3

‘ : &S = S\t t Y
Lamina propria W P kS . %
Dimeros delgA ul 3 |r Cltocmas’fg "O‘ =L g
o~ N O :

o célulasT

Nature Reviews | Microbiology
Figura 1.4 — Potencial mecanismo da patogénese do rotavirus e imunidade. (1) Anticorpos
neutralizantes especificos contra VP4 e/ou VP7 podem prevenir a ligacdo viral e penetracdo a célula,
induzindo a exclusdo viral. (2) Se este mecanismo falhar, o rotavirus internaliza os enterocitos
causando alteracdo do metabolismo das proteinas da membrana do enterdcito, induzindo diarreia por
deficiéncia absortiva ou mesmo osmética. O rotavirus também aumenta de concentracdo de calcio
(Ca™) intracelular que rompe o citoesqueleto e as juncdes de adesdo entre os enterdcitos, resultando no
extravasamento paracelular. (3) A replicacdo viral intracelular pode ser inibida pela IgA anti-VP6
secretéria durante a transcricdo nos enterocitos. (4) Citocinas secretadas de células T rotavirus-
especificas podem inibir a replicacéo viral. (5) Se a replica¢do nédo for parada, ha a producdo de NSP4,
uma toxina que induz diarreia e estimula o plexo mesentérico (6), induzindo a diarreia secretéria e
aumento da peristalse. (7) Finalmente, o rotavirus lisa a célula hospedeira, adicionalmente,
contribuindo para diarreia méa absortiva ou osmoética. SNE: Sistema Nervoso Entérico. (Adaptado de
Angel et al., 2007)
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Considerava-se que a infeccao por rotavirus era limitada ao intestino, porém, inimeros
estudos ao longo da ultima década, tém mostrado que o rotavirus pode provocar viremia de
curto prazo em criangas imunocompetentes, bem como em animais infectados
experimentalmente (Blutt et al., 2003). A relevancia clinica da propagacao sistémica do
rotavirus ainda ndo é clara, mas pode estar associada as manifestacfes extraintestinais da

infeccdo (Parashar et al., 2013).

1.1.6. Imunidade ao rotavirus

A resolucdo da infeccdo por rotavirus depende bastante da resposta imunoldgica do
hospedeiro. Basicamente, em um individuo considerado saudavel, durante a infeccdo, os
antigenos do rotavirus sao transportados para as placas de Peyer, sofrem processamento pelos
macrofagos, células dendriticas ou células B, e sdo apresentadas as células T helper. Esta
cascata de eventos culmina na estimulacdo da expansdo das células B especificas e
precursores de linfocitos T citotoxicos (Offit, 1996).

Evidéncias sugerem que a resposta imune inata é imprescindivel como primeira linha
de defesa, limitando a replicacdo do RV e a infeccdo propriamente dita no hospedeiro
(Broquet et al., 2011; Pott et al., 2011; Angel et al., 2012; Pott et al., 2012; Sen et al., 2012).
Apos o inicio da infecgdo no intestino, a resposta imune inata é rapidamente desencadeada.
Células do sistema imune, como asapresentadoras de antigenos (APC), possuem receptores de
reconhecimento de padrdes (PRR) que reconhecem estruturas microbianas conservadas, 0s
chamados padrdes moleculares associados a patogenos (PAMP) (Matzinger, 2002).
Componentes virais como a presenca de RNAfd, sdo reconhecidos por diferentes classes
desses receptores, principalmente Toll-like 3 (TLR 3), RIG-1 e MDAS (Takeuchi and Akira,
2008; Pott et al., 2012). A cascata de sinalizacdo gerada a partir deste reconhecimento,
principalmente por células dendriticas e macrofagos, leva a ativagéo de fatores de transcri¢éo
que regulam a expressdo de genes que codificam citocinas proinflamatorias e o interferon
(IFN), resultando na reducdo da replicacdo e disseminacdo do virus (Takeuchi and Akira,
2008; Angel et al., 2012; Holloway and Coulson, 2013).

Além de desempenhar este papel regulatorio inicial, a resposta imune inata é
potencialmente importante para a intensidade e longevidade da resposta imune adaptativa
(Cervantes-Barragan et al., 2012). Isso porque os produtos gerados a partir dela, como 0s
IFNs o e B, por exemplo, tém importante efeito imunomodulador, incluindo a ativagéo de
células dendriticas e expanséo e diferenciacdo de células B produtoras de anticorpos e células

T especificas (Seo and Hahm, 2010), alem de regularem o ciclo celular e a apoptose
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(Bonjardim et al., 2009). Outro exemplo da importancia da imunidade inata para a geracéo de
uma resposta adaptativa eficaz é o processamento dos antigenos de RV por células dendriticas
e macréfagos nas placas de Peyer, que sdo agregados linfonodulares que comp6em o tecido
linfoide associado ao intestino (em inglés, Gut Associated Linfoid Tissue ou GALT). La, estes
antigenos sdo apresentados aos linfocitos T auxiliares (T CD4") que promovem uma série de
eventos, culminando na estimulacéo da ativagdo especifica dos linfocitos B e T (diferenciacéo
em células com poder citotoxico e secre¢do de citocinas) (Offit, 1996).

As células B produzem anticorpos contra proteinas especificas do virus e as células T
reconhecem através do complexo principal de histocompatibilidade (em inglés, major
histocompatibility complex ou MHC), células infectadas que estejam expondo epitopos do RV
na sua superficie celular (Desselberger, 2014). Anticorpos especificos contra as proteinas
estruturais VP4 e VP7 sdo neutralizantes in vitro e protetores in vivo, como demonstrado por
transferéncia passiva em modelos animais como camundongos e porcos gnotobidticos (Franco
and Greenberg, 1997; Jiang et al., 2002; Wen et al., 2011). No entanto, a protecdo contra a
infeccdo de RV ndo é correlacionada somente com a concentragdo destes dois anticorpos
neutralizantes. H&4 também a producéo de anticorpos contra outras proteinas estruturais e nao
estruturais como VP2, VP6 e NSP4, respectivamente (Desselberger, 2014). Burns e
colaboradores demonstraram que anticorpos especificos anti-VP6 da classe IgA eram
protetores in vivo e que esta classe de imunoglobulina é considerada um consistente marcador
de imunidade contra o rotavirus, ja que é o anticorpo predominante nas mucosas (Burns et al.,
1996). Estes anticorpos especificos anti-VP6 sdo denominados IgA secretdria (sIgA) e
recentemente foi atribuida a eles a funcdo neutralizante intracelular. Foi comprovado que
receptores presentes na membrana basolateral de células epiteliais intestinais reconhecem
estes anticorpos e 0s transportam para dentro do limen caracterizando um processo
denominado “transcitose de sIgA”. Uma vez dentro das células, os anticorpos neutralizam as
DLPs recem sintetizadas formando complexos, prevenindo assim a maturacdo de TLPs (Feng
et al., 2002; Corthésy et al., 2006; Aiyegbo et al., 2013; Sapparapu et al., 2014).

Bernstein e colaboradores, observaram que a concentragdo de IgA especifica nas fezes
atingiu o pico méaximo entre 14 e 17 dias ap6s a infeccdo e persistiu por mais de um ano, em
concentracdes decrescentes (Bernstein et al., 1989). No entanto, a IgA € frequentemente
indetectavel no fluido duodenal ou nas fezes na primeira semana da infecgdo, apesar dos
sinais clinicos desaparecem dentro deste tempo (Offit, 1996). Este padrdo sugere um
mecanismo independente da imunidade humoral. Os autores ainda ressaltam que células

epiteliais maduras das vilosidades infectadas s@o imediatamente substituidas por enterocitos
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imaturos, que podem ser menos suscetiveis a invasdo do rotavirus. O aumento do
peristaltismo melhora o clearance das particulas virais e a atividade dos interferons,
prevenindo a traducdo das proteinas estruturais virais. J& foi reportada correlacdo entre a
concentracdo plasmatica de interferon e diarreia de menor duracao entre pacientes infectados

pelo rotavirus (De Boissieu et al., 1993).

Apesar de muitos autores presumirem que a infeccdo do rotavirus ird conferir
imunidade protetora, casos de reinfeccdo sdo bastante comuns (Veldzquez et al., 1996), até
mesmo em individuos vacinados. Durante o periodo neonatal, a infeccdo ndo protege contra
uma futura reinfeccdo durante os trés primeiros anos de vida, porém, estas infeccOes
subsequentes sdo mais brandas (Velazquez et al., 1996; Fischer et al., 2002). Portanto, apesar
de quase todos os adultos apresentarem anticorpos para rotavirus (Kapikian et al., 1983), eles
ainda podem ser suscetiveis a infeccdo, pois diversos mecanismos de escape ao sistema imune
do hospedeiro contribuem para infeccGes repetidas (Jiang et al., 2002). H& mdltiplos grupos,
subgrupos e sorotipos de rotavirus. A resposta inicial pelos anticorpos a infeccdo é sorotipo
especifica, com limitada reacdo cruzada dos anticorpos (Jiang et al., 2002). No entanto,
subsequentes infec¢bes aumentam a diversidade de anticorpos, tendo maior chance de reacao
cruzada com mudltiplos sorotipos (Jiang et al., 2002). O titulo de anticorpos tem pico em
criangas de um a trés anos, mas posteriormente cai para concentracdes quase indetectaveis em

individuos acima de 70 anos (Elias, 1977).

Acredita-se que a protecdo contra 0os RV envolva anticorpos locais (mucosas),
sistémicos e a resposta imune celular (Offit et al., 1986). Basicamente o que ha na literatura a
respeito da resposta imune durante a infeccdo por RV se refere a resposta imune humoral.
Investigagcbes sobre o papel da imunidade celular na infeccdo por RV séo realizadas
principalmente através da utilizacdo de modelos animais e cultura de células (Offit, 1996;
Angel et al., 2012), entretanto, até 0 momento, poucos modelos como coelhos, camundongos
lactentes e porcos gnotobidticos mimetizam a infeccdo de RV em criangas (Molyneaux,
1995). Por esta razdo, ainda ha uma lacuna no entendimento do papel efetivo da resposta

imune celular durante a infeccdo por rotavirus.

1.1.7. A Rotavirose
1.1.7.1. Clinica

A primeira infeccdo pelo rotavirus normalmente ocorre em criangas entre seis meses a
dois anos de idade. Nesta fase ha maior risco da doenca grave, a qual requer internacédo

hospitalar (Crawley et al., 1993; Sharma et al., 2002). Infec¢cBes em neonatos ocorrem, mas
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muitas vezes assintomaticas ou leves, possivelmente por causa da protecdo de anticorpos da
mde passados através do leite materno. Trés ou mais infeccBes podem acometer 42% das
criangas com dois anos de idade, e os sinais clinicos sdo abrandados a cada reinfeccao
(Velazquez et al., 1996; Gladstone et al., 2011). Em um estudo realizado no México com
criancas acompanhadas desde o nascimento, foi descrito que com dois anos de idade 96% das
criancas ja haviam sido infectadas pelo rotavirus uma vez, enquanto aproximadamente 70% ja
haviam sido infectadas duas vezes. Mais de 10% das criancas estudadas tiveram cinco ou
mais infeccles (Velazquez et al., 1996). Yolken e colaboradores haviam descrito previamente
que em criancas com dois anos de idade, mais de 85% tinha anticorpos para dois sorotipos

diferentes de rotavirus (Yolken et al., 1978).

A infeccdo € ubiqua e o espectro clinico da rotavirose pode variar da doencga subclinica
ou diarreia aquosa moderada autolimitada a diarreia profusa com vémito e febre, que pode
resultar em desequilibrio hidroeletrolitico, choque e morte (Parashar et al., 2013). Em todos
0S grupos etarios, a apresentacao classica é de febre e vémito por dois a trés dias, seguida por
diarreia aquosa (Grimwood et al., 1988), no entanto, a diarreia pode ser profusa e a ocorréncia
de 10 a 20 episodios por dia é habitual (Anderson and Weber, 2004). Aproximadamente 30-
40% das criangas apresentam febre moderada (39°C a 40°C). Quando ha episddios de vomito,
estes duram de um a dois dias, mas especialmente quando associada a esta condicdo, a
diarreia por rotavirus pode ser acentuada e com desidratacdo fatal. Apesar de a gastroenterite
ser a principal manifestacdo da infeccdo por rotavirus, sinais clinicos neurolégicos também ja
foram descritos, como convulsdes (comumente afebris), encefalopatia e cerebelite (Dickey et
al., 2009). Outras manifestacdes clinicas, tais como, sindrome de morte stbita em criangas,
enterocolite necrosante e intussuscepg¢do, tém sido associadas a gastroenterite por rotavirus,

porém, ainda sem confirmacao (Parashar et al., 2013).

Uma apreciacdo da apresentacdo tipica da infecgdo pelo rotavirus em criancas é
fundamental para a compreensdo do quadro clinico da doenga em adultos. Normalmente a
infeccdo em adultos é subclinica, mas pode ser grave, particularmente em individuos com
idade mais avangada, apresentando assim amplo espectro de manifestagGes clinicas (Anderson
and Weber, 2004). Tendo em vista a amplitude da sintomatologia nesta faixa etéaria, é dificil
fornecer uma descric¢ao concisa da apresentagéo clinica caracteristica. Estudos prospectivos de
voluntarios jovens adultos que ingeriram rotavirus fornecem alguns esclarecimentos
(Kapikian et al., 1983; Ward et al., 1986; Ward et al., 1989; Ward et al., 1990). Nestes
estudos, frequentemente, o tempo de incubagdo do rotavirus foi de dois a seis dias ap0os a

ingestdo do virus e a doenca teve curso clinico de um a quatro dias (Anderson and Weber,
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2004). Cerca de 2/3 dos participantes tiveram producdo de anticorpos, com mais da metade de
todos os participantes eventualmente eliminando virus nas fezes. Sinais clinicos sdo menos
comuns que a evidéncia da infeccdo, mas a maioria incluia diarreia, febre, dor de cabega, mal-
estar, ndusea ou caimbra. As particulas de virus foram detectadas nas fezes desde o inicio do
quadro clinico e persistiram por mais de dez dias em alguns casos. Ja foram descritos casos
com eliminacéo viral de até 35 dias (Mori et al., 2002). No estudo em uma universidade
americana durante um surto de rotavirus entre os estudantes, de 83 individuos confirmados
para a infeccdo, 93% tiveram diarreia, 90% dores abdominais ou desconforto, 83% perda de
apetite, 81% nausea, e mais de 50% tiveram fadiga, vomito, dor de cabeca, calafrios, febre ou
mialgia (CDC, 2000).

Pacientes com imunodeficiéncia tém maior risco de aparicdo dos sintomas e
disseminacéo prolongada do virus podendo chegar a um ano ou mais, representando assim,
um potente reservatorio da infeccdo, fenémeno ja descrito em criancas (Saulsbury et al.,
1980; Glass et al., 2014).

1.1.7.2. Epidemiologia

O rotavirus é a principal causa de gastroenterite grave em criancas e € responsavel
anualmente por aproximadamente 25 milhGes de visitas clinicas, dois milhdes de internacoes
hospitalares, e de 200 mil mortes em criancas abaixo de cinco anos de idade em todo o0 mundo
(Tate et al., 2012; Lanata et al., 2013; Walker et al., 2013). Esta virose infecta quase todas as
criangas entre trés a cinco anos de idade em paises desenvolvidos e em desenvolvimento.
Apesar da infeccdo por rotavirus estar presente no mundo todo, a maior parte das mortes

ocorre nos paises em desenvolvimento (Chang et al., 2003).

Uma revisdo que compilou 131 estudos de vigilancia publicados de 2001 a 2011
encontrou que o rotavirus foi diagnosticado em 33-49% dos casos de gastroenterites
registrados em diferentes regides geograficas e com variados niveis de mortalidade infantil
(Tate et al., 2012). No entanto, mais de 90% das mortes por rotavirus ocorreram em paises de
baixa renda na Africa subsaariana e sul da Asia (Figura 1.5), provavelmente pela falta de
assisténcia médica e auséncia de saneamento basico (Patel, Steele, et al., 2011; Tate et al.,
2012). Além disso, nestes paises, a fome atinge grande parte da populacdo o que gera
inimeros casos de desnutricdo. Existem alguns agentes patogénicos entéricos que sdo
comumente encontrados em criangas mal nutridas, e esses agentes frequentemente variam
pelo estado nutricional (Ferdous et al., 2013). Em criangas acometidas por desnutri¢do, a

diarreia é frequentemente mais grave e fatal, e esta correlacionada a duracdo da mesma pelo
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rotavirus (Nitiema et al., 2011). Em razdo da imunidade humoral e celular defectiva, os
individuos mal nutridos, consequentemente estdo mais sujeitos a serem acometidos por

diarreia mais longa (Temu et al., 2012).

[ <10 mortes por 100.000

3 10-50 mortes por 100.000

3 5--100 mortes por 100.000

B8 100-1.000 mortes por 100.000

Figura 1.5 — Mortalidade pelo rotavirus em criangas menores de cinco anos em 2008. (Adaptado de
Tate et al., 2012)

Em climas temperados, a gastroenterite por rotavirus apresenta sazonalidade
proeminente, ocorrendo especialmente durante o outono e inverno, com pouca ocorréncia
durante os meses do verdo (Patel et al., 2013). Nos paises tropicais, a infeccdo ocorre em
todas as épocas do ano, apesar da incidéncia frequentemente aumentar durante os meses frios
e secos (Parashar et al., 2013). No Brasil, a distribuicdo sazonal das gastroenterites por RV
assume duas configuracGes bem distintas. As regides Centro-Oeste, Sul e Sudeste, exibem
marcante perfil sazonal, observando-se maior prevaléncia nos meses com menores indices
pluviométricos do ano (maio a setembro) (Gomes et al., 1991; Teixeira et al., 1991; Stewien
et al., 1993). Nos estados das regides Norte e Nordeste, tal sazonalidade parece nao se revelar
tdo evidente (Linhares et al., 1983; Stewien et al., 1993).

A maioria destas infeccdes € causada pelo rotavirus do grupo A, sendo esse 0 mais
encontrado no mundo e também o grupo detectado pelos testes comerciais. Entretanto, o
grupo B também é responsével por muitos surtos e parece ser limitado a infeccbes na Asia,
com endemicidade em certas regides, principalmente na india, China e Bangladesh (Sanekata
et al., 2003; Ahmed et al., 2004; Anderson and Weber, 2004). O grupo C é conhecido por
causar doencas esporadicas que, frequentemente, passam despercebidas e desde que foi
descrito pela primeira vez nos Estados Unidos em 1995, tem sido encontrado em diversos
paises (Castello et al., 2000; Sanchez-Fauquier et al., 2003; Anderson and Weber, 2004),

podendo causar doenca tanto infectando isoladamente o individuo como por coinfec¢do com o
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grupo A em locais onde este é endémico (Cunliffe et al., 2001). Apesar do grupo A ser
endémico, também pode causar surtos importantes (Marshall et al., 2003; Villena et al.,
2003).

Dos gendtipos do grupo A, no minimo dez tipos de G e oito tipos de P causam
infeccdes em humanos. G1-4 sdo 0s mais comuns tipos de G encontrados em todo 0 mundo, e
P[4] e P[8] s&o os tipos de P mais frequentemente associados a estes primeiros. O sorotipo
G1P[8] é o mais encontrado no mundo, mas outras quatro combinagdes, G2P[4], G3P[8],
G4P[8] e G9P[8], sdo também frequentemente encontradas, e mais de 50 isolados tipos G- e
P- tém sido identificados em diferentes locais (Kostouros et al., 2003; Glass et al., 2014). Este
padrdo é visto em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, apesar de infec¢des mistas
serem mais comumente descritas em paises em desenvolvimento (Kasule et al., 2003). Alguns
tipos de G ndo usuais estdo surgindo com mais frequéncia, especialmente o0 G9 (Armah et al.,
2003; Doan et al., 2003; Kirkwood et al., 2003), contudo, a distribuicdo genotipica varia

amplamente entre as diferentes regides.

O gendtipo G1P[8] é o mais prevalente nas Américas (43%), na Europa (33%) e na
regido Pacifico Oeste (47%). No entanto, as prevaléncias de G4P[8] nos paises europeus
(23%) e G3P[8] na regido do Pacifico Oeste (25%) sdo relevantes. Na regido Mediterranea
Leste, G2P[4] € o gendtipo mais comumente identificado (41%) seguido de uma propor¢do
substancial de outros genétipos incomuns (31%). Dados da Africa e do Sudeste Asiatico
revelam um cenario diferente, onde gendtipos incomuns como G2P[6], G3P[6], G12P[8],
G12P[6] e G9P[6] sdo predominantes. Esses gendtipos sdo muito significantes no total de
infecgBes por rotavirus, 35% na Africa e 55% no Sudeste Asiatico (Jain et al., 2014). No
Brasil, 0 G1P[8] era 0 mais prevalente, contudo, apds a introducdo da vacina monovalente no
Programa Nacional de Imunizac6es, houve uma queda na epidemiologia deste gendtipo, e o
G2P[4] (51,3%) foi o mais encontrado em casos de hospitalizacBes por diarreia até 2011
(Ichihara et al., 2014). Devido a sazonalidade dos gendtipos, atualmente, 0 G12P[8] € 0 mais
detectado em amostras de individuos com diarreia (Laboratorio de Virologia Comparada e

Ambiental - Referéncia Regional em Rotaviroses).

Novos genotipos de rotavirus tém surgido devido a resposta eficdz do sistema imune
nos individuos vacinados contra 0s principais gendtipos circulantes. Desta forma, o
monitoramento da evolugdo dos genes da VP4 e VP7 ¢ essencial para entender a diversidade
genética e molecular do virus nos niveis regional e global, com o fito de selecionar as

proteinas que irdo integrar as vacinas candidatas (Das et al., 2004).
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A infeccdo pelo rotavirus pode ser dividida em quatro formas caracteristicas: doenca
endémica, surtos epidémicos, gastroenterite do viajante e infecgdes transmitidas de criangas
para adultos (Anderson and Weber, 2004). Entre os adultos, os surtos epidémicos por
rotavirus ocorrem mais frequentemente em comunidades que de algum modo sd@o mais
protegidas de exposi¢cdo a criangas infectadas pelo rotavirus (von Bonsdorff et al., 1978).
Surtos de rotavirus também tém ocorrido em unidades de salde, particularmente aquelas com
aglomeracdo, com individuos com imunidade comprometida e multiplas comorbidades que
podem facilitar a disseminacéo da infec¢do, como por exemplo, asilos (Ryan et al., 1997). O
rotavirus tem sido associado como um importante agente de diarreia dos viajantes entre
adultos, especialmente entre aqueles que visitam a América Central e o Caribe (Bolivar et al.,
1978; Vollet et al., 1979; Keswick et al., 1982; Steffen et al., 1999). Além de o rotavirus estar
ligado a gastroenterite em adultos, principalmente aqueles que estdo em contato com criancgas
tém maior risco de infeccdo. A transmissdo do rotavirus ocorre simultaneamente em membros
da familia (Kim et al., 1977; Wenman et al., 1979; Grimwood et al., 1983).

1.1.7.3. Diagnéstico

A gastroenterite causada por rotavirus ndo pode ser distinguida de outros patdgenos
entéricos que também causam gastroenterite somente pelo quadro clinico, portanto, o
diagnostico pode ser realizado com acuracia pela rapida deteccdo do antigeno viral nas
amostras de fezes (Parashar et al., 2013). Todavia, o rotavirus ndo é rotineiramente testado em
pacientes com gastroenterites porque seu resultado pouco altera a conduta clinica, que indica
a terapia de reidratacédo apropriada (Parashar et al., 2013).

Quando se recorre ao diagnéstico, métodos comerciais de deteccdo de antigenos sdo 0s
mais  utilizados, tais como: ensaios imunoenzimaticos (EIA) e métodos
imunocromatograficos, testes estes que possuem alta sensibilidade e especificidade (90-95%)
(Yolken et al., 1977; Thomas et al., 1988). No entanto, o rotavirus pode ser detectado em
espécimes de fezes de individuos com gastroenterite por varios outros métodos, incluindo
microscopia eletrbnica (Bishop et al., 1974), isolamento viral em cultura de células
(Hasegawa et al., 1982), teste de aglutinacdo em latex (Haikala et al., 1983), eletroforese em
gel de poliacrilamida (&cido nucléico e proteinas) (Kalica et al., 1978), teste de hibridizagédo
em dot-blot (Flores et al., 1983) e a reacdo em cadeia da polimerase pela transcriptase reversa
(RT-PCR) (Wilde et al., 1991).

O diagnostico inicialmente era realizado pela microscopia eletrdnica, com ou sem

aglutinacdo por imunossoro. Como muitas particulas virais sdo excretadas nas fezes durante a
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fase aguda da infeccdo, podendo chegar até a 10™ particulas/g (Kang et al., 2004), esta
técnica era corriqueiramente utilizada, pois permite a visualizacdo da particula, contudo o
ensaio imunoenzimatico tornou-se 0 mais comumente utilizado por ser uma técnica mais
rapida e pratica (Than and Kim, 2013). A eletroforese em gel de poliacrilamida detecta o
RNA do rotavirus extraido diretamente de espécimes fecais, e 0 padrdo de migracdo
eletroforética dos 11 segmentos de RNA de dupla fita permite a anélise dos isolados virais
circulantes (Herring et al., 1982).

A taxa de resultados falso-positivos dos testes comerciais é de 3-5% (lturriza-Gomara
et al., 2000). Uma das maiores limitagdes destes testes € detectar somente rotavirus do grupo
A (Hrdy, 1987; Rao, 1995). Outros métodos mais sensiveis estdo sendo amplamente
utilizados em laboratério de pesquisa, como por exemplo, a RT-PCR para detec¢do do
genoma viral (lturriza-Gomara et al., 2004), que é até mil vezes mais sensivel que o0s
imunoensaios (Wilde et al., 1991). Esta técnica resulta em dados de genotipagem da VP7 e
VP4 que formam a base da classificagdo binaria (G e P) dos isolados de rotavirus (Than and
Kim, 2013).

1.1.7.4. Tratamento

O controle da gastroenterite aguda por rotavirus se concentra no tratamento e na
prevencdo da desidratacdo, alivio dos sintomas e sinais clinicos, e restabelecimento do
funcionamento fisioldgico normal (Parashar et al., 2013). A terapia de reidratacdo oral e/ou
intravenosa é o principal tratamento da gastroenterite aguda por rotavirus e outros agentes. A
via oral é a preferida no tratamento da desidratacdo leve a moderada em criancas com diarreia
aguda (Nelson et al., 2003; Hartling et al., 2006; Lawson, 2012). No entanto, para cada 25
criancas tratadas, uma ndo respondera ao tratamento oral e sera necessaria a reidratacdo
intravenosa (Hartling et al., 2006). Recomenda-se que criangas que estejam debilitadas,
letargicas, com dificuldade em realizar a hidratacdo oral, ou em choque, iniciar o tratamento
intravenoso. A reidratacdo oral ndo deve ser utilizada em criangas com ma absorcdo da

glicose (Nelson et al., 2003).

Por mais de duas décadas, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomendou como
tratamento a solugéo padrdo de reidratacédo oral (sédio — 90 mmol/L, glicose — 111 mmol/L e
osmolaridade total — 311 mmol/L) (Hahn et al., 2002). No entanto, estudos demonstraram que
quando comparada a esta solugdo padrdo da OMS, a administracdo de solucdo de reidratacdo
oral com osmolaridade reduzida associada com pequenas infusdes de fluido intravenoso,

culminou em menor volume de fezes, diminuicdo de episédios de vomito e diminuigdo do
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risco de perda de sdédio (Hahn et al., 2002). Portanto, a partir de 2002, a OMS passou a
recomendar na rotina o0 uso da solugdo com osmolaridade reduzida (sédio — 75 mmol/L,
glicose — 75 mmol/L e osmolaridade total — 224 mmol/L). Para manter a hidratacdo infantil
sem sinais de desidratacdo, a OMS recomenda administrar fluido extra ou essa solucdo de
reidratacdo oral ap6s cada episodio de diarreia. O volume sugerido é de 50 a 100 mL em
criangas menores de dois anos de idade e de 100 a 200 mL para criangas acima desta idade
(WHO, 2005). Em criancas que ja estejam apresentando alguns sinais de desidratacdo, a OMS
recomenda corrigir a hidratacdo ao longo de quatro horas com 75 mL/kg de solucdo (WHO,
2005).

Além da recomendacdo da OMS, inumeros guias de avaliacdo e tratamento da
gastroenterite aguda em criancas estdo disponiveis (Gorelick et al., 1997; Goldman et al.,
2008; Health, 2009; Allen et al., 2010; Gregorio et al., 2011; Service, 2011; Lewis et al.,
2012), e uma revisdo de oito desses guias internacionais notou varia¢fes nas suas qualidades,
inconsisténcia nas recomendacdes da dose da solucdo de reidratacdo oral, falta de evidéncias
em muitas recomendacOes e falta de padrdo nas préaticas gerais (van den Berg and Berger,
2011). Os autores notaram que na pratica ndo esta claro para quem e como a terapia por
reidratacdo oral deve ser administrada, portanto, o regime 6timo ndo é claro. Essas
constatacdes sugerem uma possivel razdo da pouca aderéncia a tal guia nos paises
desenvolvidos. Eles concluiram que futuros estudos, particularmente na pratica, necessitam
determinar o valor dos sinais clinicos e sintomas para avaliar a desidratacdo, a dose ideal da
solucdo de reidratacdo oral para cada nivel de desidratacdo, e a validade dos motivos pelos

quais os médicos prescrevem outros medicamentos.

A reidratacdo oral deve ser recomendada de inicio. Na maioria dos paises em
desenvolvimento, a reidratacdo oral com solucdo salina é utilizada extensivamente em
criangas. No caso dos adultos podem ser estimulados a ingerir bastante liquido. Uma
intervencdo adicional que é utilizada € a ingestdo de Lactobacillus spp para diminuir a
duracdo da diarreia (Guarino et al., 1997; Shornikova et al., 1997). Apesar de raramente
serem utilizados em criangas, medicamentos opioides, redutores da motilidade, como a
codeina, loperamida e cloridato de difenoxilato podem ajudar no alivio dos sintomas e
controle do volume da diarreia (Desselberger, 1999). Outros tratamentos tais como
probidticos, zinco, ondansetrona, nitazoxanida e alguns compostos bioldgicos séo eficazes no
tratamento da gastroenterite aguda (Sarker et al., 2001; WHO, 2005; Rossignol et al., 2006;
Allen et al., 2010; Dalby-Payne and Elliott, 2011; Fedorowicz et al., 2011; Lawson, 2012;

Lazzerini and Ronfani, 2013; Sarker et al., 2013). Porém, a recomendacdo de uso desses
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tratamentos varia consideravelmente entre os diferentes niveis de desenvolvimento das
regides e paises (Parashar et al., 2013). E importante que a amamentacgdo continue durante
todo o tratamento de reidratacdo (WHO, 2005). A alimentacdo deve ser reintroduzida logo
que possivel, pois isso reduzira a duracdo da gravidade da diarreia (Gregorio et al., 2011), no

entanto, alimentos com lactose devem ser evitados (Dalby-Payne and Elliott, 2011).

Se os sinais e sintomas ndo puderem ser controlados e os pacientes vierem a ficar
desidratados, a administracdo intravenosa de fluidos e a internacdo hospitalar serdo
necessarias. O leite materno tem sido utilizado no auxilio da resolucéo da diarreia crénica em
criancas imunodeficientes infectadas (Saulsbury et al., 1980), e a neutralizacdo do antigeno do
rotavirus livre por imunoglobulinas também é uma abordagem terapéutica descrita na
literatura (Guarino et al., 1994). Guarino e colaboradores notaram uma média de duracdo da
diarreia de 76 horas em criangas que receberam a dose oral de 300 mg/kg de imunoglobulina
anti-rotavirus, comparado com 131 horas em criancas que ndo receberam (Guarino et al.,
1994). Em um estudo envolvendo trés criangas imunocomprometidas com diarreia cronica por
rotavirus, a administracdo oral de imunoglobulina (IgG 150 mg/kg) teve acdo neutralizante do

antigeno de rotavirus nas trés, mas houve recorréncia em duas (Losonsky et al., 1985).

1.1.75. Prevencéo

N&o obstante criancas serem propensas a infeccdo por rotavirus até quatro a cinco
vezes no primeiro ano de vida, a incidéncia de gastroenterite grave por rotavirus é reduzida a
cada repeticdo da infeccdo (Veldzquez et al., 1996; Gladstone et al., 2011). Por este motivo,
vacinas orais e atenuadas foram desenvolvidas para mimetizar o efeito natural da infeccéo e
prevenir a doenca acentuada (Parashar et al., 2013). Uma vacina recombinante com rotavirus
humano e simio foi licenciada em 1998 nos Estados Unidos apds demonstrar alta eficacia
contra gastroenterite grave por rotavirus em criancas (RotaShield®, Wyeth), porém, foi
inesperadamente retirada de comercializagcdo apds um ano, pois em estudos observacionais
pos-licenca, diversos eventos de intussuscepcdo associados a vacina foram descritos (CDC,
1999; Murphy et al., 2001).

A intussuscepcdo € uma forma de obstrucdo intestinal grave que requer cirurgia
corretiva com alto risco de fatalidade, que ocorre pela invaginacdo de uma porcao do intestino
dentro de um segmento adjacente do préprio intestino, ocasionando assim uma obstrugao
estrangulante (Nakagomi, 2000; Jehangir et al., 2014). A oculséo das artérias mesentéricas do
segmento intestinal invaginado, eventualmente acarreta em necrose isquémica e resulta em

perfuracdo e peritonite (DiFiore, 1999). No periodo de 1998 a 1999, a vacinacdo de 10.000
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criancas com RotaShield® foi relacionada a casos de intussuscepcdo (CDC, 1999; Murphy et
al., 2001; Parashar et al., 2013).

Atualmente, duas outras vacinas orais atenuadas, uma pentavalente de rearranjo
bovino-humano (RotaTeq®, Merck & Co, Inc) e outra monovalente humana (Rotarix®,
GlaxoSmithKline Biologicals), estdo licenciadas e disponiveis desde 2006 e tém sido
implementadas em varios paises, enquanto a RotaShield® foi descontinuada (Parashar et al.,
2013). No entanto, antes de terem a licenca liberada, ambas foram testadas em ensaios
clinicos com 60.000-70.000 criancas cada, para avaliar o risco de intussuscepcdo (Ruiz-
Palacios et al., 2006; Vesikari et al., 2006). As vacinas apresentaram 85-98% de eficacia
contra gastroenterite grave por rotavirus nestes testes clinicos conduzidos nas Américas e
Europa, também com boa protecdo contra doenca causada pelo rotavirus de genétipos ndo
incluidos na vacina (Parashar et al., 2013). Estudos adicionais das vacinas estdo em
andamento para avaliar a eficacia em paises de baixa renda, como os africanos e do Sudeste
Asiético, onde o desempenho da vacina pode ser afetado por fatores como infeccGes entéricas
simultdneas e a grande prevaléncia de gendtipos incomuns de rotavirus (CDC, 2008; Nelson
and Glass, 2010; Glass et al., 2014). Diferentes aspectos como composicdo, dose, nimero de
doses, esquema de imunizacédo e contraindicacdes das duas vacinas estdo descritos no Quadro
1.1

Quadro 1.1 — Aspectos das vacinas Rotarix® e RotaTeq®. (Adaptado de Parashar et al., 2013)

popecto. | mown | Rowte®

Rearranjo de cinco isolados de
. . rotavirus humano G/P com um
. Um isolado de rotavirus humano . , .
Composicao (P1A[8], G1) isolado de rotavirus bovino WC3
' (P7[5],G6): G1xWC3; G2xWC3;
G3xWC3; G3xWC3; P1A[8]xWC3

NUmero de doses 2 doses orais 3 doses orais
12 Dose: 6 semanas de idade no 12 Dose: 6-12 semanas de idade;
minimo; 2% e 32 Doses: 4-10 semanas de
Esquema de 2 2 Dose: 4 ou mais semanas depois. intervalo
imunizacédo* . . . - . -
Ultima dose aplicada no maximo com | Ultima dose aplicada no méximo com
24 semanas de idade 32 semanas de idade
Cada dose (1-1,5 mL) contendo pelo Cada dose (2 mL) contendo pelo
Dose menos 10° doses infectantes em menos 2,0-2,8x10° unidades
cultura de células infectantes por rearranjo

*A idade de aplicagdo das doses varia de acordo com as recomendacdes de cada pais e seus programas
de imunizacéo.
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Atualmente, a vacina de rotavirus foi adotada no programa nacional de imunizac6es de
75 paises, no entanto, em mais de 100 paises também esté disponivel em clinicas particulares
(PATH, 2015). No Brasil, a Rotarix® é a vacina oferecida pelo Sistema Unico de Satide desde
2006. Um estudo de revisdo sistematico em oito paises relatou um declinio de 49-89% em
atendimentos hospitalares por rotavirus e 17-55% de reducdo em todos os casos de
atendimentos hospitalares por gastroenterite em criangas menores de cinco anos nos dois
primeiros anos de introdugéo da vacina (Patel et al., 2012). Inesperadamente, a vacinagao por
rotavirus também resultou na diminuicdo da rotavirose em criangas que nao eram mais
elegiveis para vacinacdo, como criangas com idades mais avancadas (Gastafiaduy et al.,
2013). Esse fendmeno, conhecido como epidemia vacinal, ou vulgarmente chamado de
“vacinagdo em rebanho”, provavelmente esta relacionado a redugdo da transmissdo do
rotavirus na populacdo. A reducdo de infeccbes nosocomiais por rotavirus também tem sido
relatada desde a introducdo da vacina (Zlamy et al., 2013). Estudos realizados no México e
Brasil demonstraram declinio de 35% e 22% de morte de criangas por diarreia,
respectivamente, desde a introducdo da vacina (Richardson et al., 2010; do Carmo et al.,
2011), e esta reducdo tem sido sustentada por gquatro anos no México. Esses achados séo
particularmente notaveis, pois a eficiéncia na diminuicdo na proporcdo de oObitos ndo foi

avaliada em testes pré-clinicos da vacina (Parashar et al., 2013).

Estudos observacionais pés-licenca em muitos paises, incluindo Estados Unidos,
Australia, México e Brasil, também tém identificado um pequeno risco de intussuscep¢édo
pelas duas vacinas (Patel, Lopez-Collada, et al., 2011; Carlin et al., 2013; Haber et al., 2013).
Os beneficios da vacinacdo para salde publica em numeros de episodios de gastroenterite
grave por rotavirus a cada cem criancas foram maiores nos paises em desenvolvimento, isto se
deve pela grande incidéncia de casos nesses paises. Diante disso, em 2009 a OMS
recomendou a inclusdo da vacina no programa de imunizacdo desses referidos paises
(Parashar et al., 2013).
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1.2. Imunoglobulina Y

1.2.1. Historico

A geracdo de anticorpos especificos a antigenos de forma rapida, ndo-invasiva,
associada a elevada relagdo custo-beneficio, e a aplicacdo no diagndstico e na imunoterapia, é
de grande importancia na pesquisa em saude publica (Stockwin and Holmes, 2003a; b).
Tradicionalmente, os modelos animais mais escolhidos para producdo de anticorpos
monoclonal e policlonal sdo os mamiferos, principalmente lagomorfos e roedores. Nestes
animais, a producdo envolve a imunizacdo e as repetidas sangrias ou eutanasia para
esplenectomia, que € pré-requisito para a preparacdo dos anticorpos monoclonais
(Chalghoumi, Beckers, et al., 2009).

Em 1893, Klemperer demonstrou que a imunizacdo de uma ave resultou na
transferéncia de anticorpos especificos do soro para a gema do ovo (Klemperer, 1893 apud
Schade et al., 2005). Por mais de cem anos, este achado ndo foi utilizado cientificamente, mas
a partir do momento que o bem-estar animal tornou-se prioridade no meio cientifico, os
resultados de Klemperer atrairam uma grande atencdo, especialmente a partir dos anos 1980.
Nesta época, iniciativas pioneiras vindas do Japdo comegaram a chamar séria atencdo para a
tecnologia da imunoglobulina Y (IgY) que constituia um campo relativamente novo dentro
das disciplinas biofarmacéuticas. Com a acessibilidade de produtos com IgY, como alimentos
funcionais, na ultima década nos mercados japoneses e de paises do Leste Asiatico, o impacto
pratico da IgY para aplicagdes humanas criou ondulacBes na esfera biomédica com amplo
potencial comecando a ser explorado somente agora. O relativo baixo custo da producédo de
anticorpos por meio dos ovos de aves é uma caracteristica muito atrativa da IgY. A
necessidade por uma alternativa de baixo custo contra agentes infecciosos tornou-se ainda
mais urgente com a escalada acentuada nos custos dos cuidados em saude, a perspectiva de
envelhecimento da populagdo em muitos paises desenvolvidos e a escassez de recursos
financeiros entre as economias dos paises em desenvolvimento. Da mesma forma, com a
tendéncia atual entre os consumidores mudando de produtos sintéticos para materiais naturais
com propriedades curativas, proporcionou um novo impulso para o crescimento de espacgo no
mercado para IgY. Como um alimento funcional, a IgY est4 bem posicionada para expandir o
seu nicho tanto na &rea farmacéutica como de suplementos alimentares (Rahman et al., 2013).

Justifica-se, portanto, o uso de frangas poedeiras (Gallus gallus domesticus) no
processo de producdo de anticorpos policlonais pela deposi¢cdo dos mesmos na gema do ovo,

fato que descarta a necessidade de procedimentos invasivos e dolorosos que envolvem a
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obtenc¢do dos anticorpos séricos. Quanto ao rendimento, o emprego desta metodologia implica
na reducdo no nimero de animais usados, pois a produgdo dos anticorpos nas aves poedeiras é
quase dez vezes maior que em coelhos (Svendsen Bollen et al., 1996). A denominacéo IgY
tem origem da expressao inglesa egg yolk immunoglobulin, segundo Klemperer (Klemperer,

1893), que em portugués significa “anticorpo da gema do ovo”.

1.2.2. O anticorpo

A lgY ¢ isolada da gema do ovo de alguns vertebrados tais como aves e répteis (Leslie
and Clem, 1969; Hadge and Ambrosius, 1984), e representa a principal imunoglobulina
presente no soro destes animais (Sun et al., 2001). A mesma difere estruturalmente da 1gG de
mamiferos, e esta presente no soro e na gema do ovo das aves, tendo maior concentracdo na
gema (Rose et al., 1974; Larsson et al., 1993).

Como descrito hd mais de cem anos, aves tém a capacidade de transferir anticorpos
maternos do soro para a gema do ovo com a finalidade de conferir imunidade passiva para o
embrido e para o neonato (Klemperer, 1893). De acordo com a literatura, a tecnologia de IgY
(Fischer et al., 1996) oferece muitas vantagens: (i) ndo ha sangria do animal, pois somente a
coleta dos ovos € necessaria apos a imunizacao; (ii) o isolamento da IgY é rapido e simples;
(iii) pequenas quantidades de antigeno sdo requeridas para obter altos e duradouros titulos de
IgY na gema do ovo de aves imunizadas; e (iv) a manutencdo das aves € de baixo custo
(Gottstein and Hemmeler, 1985; Gassmann et al., 1990; Hatta et al., 1993; Murata et al.,
1996; Schade and Hlinak, 1996; Tini et al., 2002).

E importante afirmar que proteinas conservadas de mamiferos exibem elevado grau de
imunogenicidade nas aves, justificada pela grande distancia filogenética, gerando anticorpos
com alta avidez e baixa reacdo cruzada as proteinas humanas. Isto confere maior
imunogenicidade as proteinas ndo habitualmente presentes em aves (Jensenius et al., 1981,
Losch et al., 1986; Stuart et al., 1988; Gassmann et al., 1990; Larsson and Sjoquist, 1990;
Larsson et al., 1991; Ermeling et al., 1992; Larsson et al., 1993; Rosol et al., 1993; Svendsen
et al., 1995; Murata et al., 1996; Schade and Hlinak, 1996; Tini et al., 2002; Huang and Fang,
2008).

Outra caracteristica relevante é a regido Fc (da expressdo inglesa Fragment
crystallizable - Fragmento cristalizavel) da IgY que ndo se liga a receptores Fc de mamiferos,
além de ndo ativar o sistema complemento, ou interagir com fator reumatoide (FR) e
anticorpos  anti-mouse  produzidos em humanos (HAMA), aumentando assim

significativamente a aplicabilidade da IgY como anticorpo de captura, o que possibilita a
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diminuicdo de resultados falso positivos quando empregados em testes de diagnostico ou
mesmo seu emprego na citometria de fluxo (Boscato and Stuart, 1988; Larsson et al., 1991,
Larsson et al., 1992; Akita and Nakai, 1993; Larsson et al., 1993; Warr et al., 1995; Carlander
et al., 2000; Davalos-Pantoja et al., 2000; Tini et al., 2002; Huang and Fang, 2008).

De um modo geral, muitos tipos de antigenos podem ser utilizados para induzir a
producdo de IgY antigeno-especifica, tais como: proteinas, bactérias, virus, parasitas, fungos,
polipeptideos, hormonios, toxinas, entre outros (Schade et al., 2005).

1.2.3. Propriedades moleculares da IgY
1.2.3.1.  Estrutura

Historicamente, a IgY era chamada de IgG, no entanto, tornou-se claro que esta
denominacdo € inadequada em consequéncia de diferencas estruturais entre as duas
moléculas. Essas diferencas estruturais da molécula de IgY sdo refletidas nas diferentes
interacbes moleculares e bioguimicas (Schade et al., 2005). Agora sabe-se que esta
imunoglobulina é evolutivamente a precursora das imunoglobulinas 1gG e IgE de mamiferos
(Warr et al., 1995).

A estrutura geral da molécula da 1gY consiste de duas cadeias pesadas (H — heavy)
idénticas e duas cadeias leves (L — light) também idénticas, que sdo ligadas por pontes
dissulfeto. A cadeia leve da IgY consiste de um dominio variavel (V.), e um dominio
constante (C.), similar a IgG de mamifero (Figura 1.6). Porém, a ligacdo dissulfeto intra-
cadeia entre o dominio Ve o dominio C_ da cadeia leve, que estabiliza a estrutura da cadeia
leve da IgG de mamifero € ausente na cadeia leve da IgY e, assim as forcas intra-moleculares

da IgY sdo mais fracas que da IgG de mamifero (Shimizu et al., 1993).

A cadeia pesada da IgY contém um dominio varidavel (Vy) e quatro dominios
constantes (Cyl, Cy2, Cu3 e Cpd), diferente da IgG de mamifero que tem trés dominios
constantes (Cnyl, Cy2 e Cy3) (Figura 1.6) (Chalghoumi, Beckers, et al., 2009). Em adicdo, a
molécula de IgY é menos flexivel quando comparada a 1gG devido a auséncia da regido de
dobradica (Warr et al., 1995). Na cadeia pesada da IgG, os dominios Cyl e 0 Cy2 sdo
separados por esta regido de dobradica, que da consideravel flexibilidade ao fragmento Fab
(da expressédo inglesa Fragment antigen binding - Fragmento que se liga ao antigeno). Em
contraste, a cadeia pesada da IgY nédo possui esta regido, possui somente residuos de prolina e
glicina nas regides entre dos dominios Cy1-Cy2 e Cy2-Cy3, que conferem certa flexibilidade

a moléecula (Chalghoumi, Beckers, et al., 2009).
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ComparacOes das sequéncias dos dominios na 1gG e na IgY tém mostrado que 0s
dominios Cy2 e Cu3 da IgG sdo equivalentes aos dominios Cy3 e Cpyd da IgY,
respectivamente. O equivalente do dominio Cy2 da IgY ndo existe na cadeia pesada da 1gG
(Chalghoumi, Beckers, et al., 2009). Como na IgG, a porcdo Fc da IgY € o sitio de maior
parte das funcGes bioldgicas efetoras. Esta contém dois carboidratos lateralmente as cadeias,
em contraste da IgG que possui somente um carboidrato (Figura 1.6) (Schade et al., 2005;
Chalghoumi, Beckers, et al., 2009).

IgY lgG

Vi

Regides de Regido de
flexibilidade dobradica
limitada
Cu3
_ Cadeiade

~ carboidratos

Figura 1.6 — Representacdo esquematica da IgY de aves e da 1gG de mamiferos. (Adaptado de Warr
et al., 1995)

A IgY tem peso molecular de aproximadamente 180 kDa, ou seja, mais pesada que a
IgG de mamiferos (aproximadamente 150 kDa) (Shimizu et al., 1993). O peso molecular da
cadeia pesada da IgY € de 70 kDa, enquanto a cadeia pesada da IgG de mamifero pesa 50
kDa. Ambos 0s anticorpos possuem o mesmo peso de cadeia leve: 21 kDa (Hatta et al., 1993).
O elevado peso molecular da IgY se deve ao nimero aumentado de dominios constantes e

cadeias de carboidratos contidos na cadeia pesada (Warr et al., 1995).

1.2.3.2. Estabilidade

A estabilidade da IgY frente & variagdo de pH tem sido estudada em varias condicGes.
Verificou-se que a atividade da IgY diminuiu em pH 3,5 ou mais acido e foi quase
completamente perdida em pH 3 (Shimizu et al., 1988; Shimizu et al., 1992; Shimizu et al.,

1993). A rapida diminuicéo da atividade da IgY em pH baixo indica mudanca conformacional

Tese de Doutorado - Gentil Arthur Bentes 25



Anticorpos IgY especificos para rotavirus do grupo A. Uma abordagem terapéutica para rotavirose em Macaca fascicularis

e dano na porcao Fab, incluindo o local de ligacdo ao antigeno. Sob condicgdes alcalinas, a
atividade da IgY ndo se alterou até atingir pH 11, reduzindo significativamente em pH 12 ou
superior (Shimizu et al., 1988; Shimizu et al., 1992; Shimizu et al., 1993). Resultados
semelhantes foram reportados por outros autores, tanto nas condi¢des acidas como alcalinas
(Losch et al., 1986; Hatta et al., 1993; Lee et al., 2002; Shin et al., 2002).

A IgY é relativamente resistente a tripsina ou a quimiotripsina, mas € bastante sensivel
a pepsina. Hatta e colaboradores demonstraram que quase toda atividade da IgY é perdida
apos incubacdo com pepsina e que 61% da atividade é perdida depois de oito horas de
incubacdo com tripsina (Hatta et al., 1993). A estabilidade da IgY contra a pepsina aparenta
ser altamente dependente do pH e da razdo enzima/anticorpo. Em pH 5 ou maior, IgY foi
bastante resistente a pepsina e manteve sua ligacdo ao antigeno e atividade de aglutinacdo de
células, no entanto, em pH 4,5 ou abaixo, ambas as atividades foram perdidas (Shimizu et al.,
1988). Os resultados de Hatta et al., que também observaram o comportamento da IgY com
pepsina sob diferentes tempos de incubacdo e pH, confirmaram a susceptibilidade da IgY a
esta enzima em baixos valores de pH. A incubagdo de IgY com pepsina a pH 2 resultou em
hidrolise completa da molécula do anticorpo, deixando somente pequenos peptideos.
Entretanto, incubacdo com pepsina a pH 4 manteve 91% e 63% da atividade ap0s incubacdes

de uma e quatro horas, respectivamente (Hatta et al., 1993).

Sobre a estabilidade da 1gY sob diferentes condi¢Ges térmicas, Shin et al. encontraram
que a IgY foi estavel a 40°C, porém perdeu aproximadamente 20% da sua atividade a 60°C
por 10 minutos (Shin et al., 2002). Shimizu et al. e Hatta et al. encontraram resultados
parecidos e demonstraram também que acima de 70°C a IgY perdeu grande parte de sua
atividade (Shimizu et al., 1988; Shimizu et al., 1992; Hatta et al., 1993). O anticorpo perdeu
mais de 90% de sua atividade quando aquecido a 80°C (Chang et al., 1999; Shin et al., 2002).
Pelo fato da IgY ser estavel a 60°C, esta tolera o0 processo de pausterizacdo para diminuicdo

da carga microbiana (Shin et al., 2002).

Congelamento ou liofilizacdo da IgY ndo afetam sua atividade, a menos que esses
processos sejam repetidos varias vezes (Shimizu et al., 1988). Fu e colaboradores também
demonstraram que a IgY pode ser liofilizada e as propriedades fisicas, bioldgicas e de
neutralizacdo sdo mantidas. A atividade de ligagdo da imunoglobulina se manteve inalterada
no teste imunoenzimatico (ELISA), e testes de estabilidade demonstraram que a atividade de
ligacdo ndo diminuiu significativamente, mesmo quando a IgY liofilizada era submetida a
90°C durante quinze minutos, ilustrando a estabilidade térmica da liofilizacdo. A atividade

também permaneceu inalterada sob condicdes acidas de pH 2 a 7 apos tratamento a 37°C por
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duas horas. Ademais, a atividade também se manteve durante mais de cinco meses de

armazenamento a -20°C, 4°C ou temperatura ambiente (Fu et al., 2006).

A regido Fc é a parte mais hidrofébica na molécula do anticorpo, e como esta regido é
maior na IgY que na IgG, a molécula de IgY é mais hidrofobica que a molécula de 1gG
(Déavalos-Pantoja et al., 2000). A IgY também é relativamente estavel a pressdo, ndo havendo
inativacdo até 4.000 kg/cm? (Shimizu et al., 1994).

1.2.4. Rendimento

Frangas acumulam altos teores de IgY na gema e sdo consideradas eficientes
produtoras de anticorpos (Gottstein and Hemmeler, 1985) e a quantidade total de IgY na gema
do ovo é relativamente constante (0,6%) independente da raca da franga, do peso do ovo, da
producdo do ovo ou periodo experimental (Li et al., 1998). Resultado semelhante sobre
concentracdo de IgY durante a imunizagdo de frangas, ja havia sido relatado (Shimizu et al.,
1988; Sunwoo et al., 1996).

Shin et al. estimaram que 1 mL de gema de ovo continha 9,4 mg de IgY, sendo que
cada ovo tem aproximadamente 10 mL de gema (Shin et al., 2002). Supondo que uma ave
coloque aproximadamente 240 ovos (2.400 mL de gema de ovo) por ano, estima-se que uma
ave imunizada teria um rendimento de aproximadamente 23 g de IgY por ano. Akita et al. e
Chalghoumi et al. encontraram dados similares (Akita and Nakai, 1992; Chalghoumi,
Beckers, et al., 2009). Importante ressaltar que esses resultados sdo de somente uma ave e
uma franga poedeira pode colocar ovos durante dois anos com uma média de vinte ovos por
més (Chalghoumi, Beckers, et al., 2009).

O rendimento de IgY pode ser comparado a IgG obtida a partir de métodos de
imunizacdo convencionais; 200 mg de 1gG podem ser obtidos mensalmente, enquanto que,
pelos calculos demonstrados, a IgY rende aproximadamente 2 g por més, ou seja, a IgY
possui rendimento dez vezes maior (Schade et al., 1994). Svendsen e colaboradores obtiveram
dados que corroboram estes valores, onde a producdo de anticorpos em aves, utilizando a
gema de ovo como fonte dos anticorpos, era de cinco a dez vezes maior que a producdo em
coelho (Svendsen Bollen et al., 1996).

1.2.5. Contetdo da gema

Agua, lipidios e proteinas sdo os principais constituintes da gema do ovo, onde a 4gua

representa aproximadamente 50% do total. A parte lipidica é aproximadamente um terco da
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gema e contém triglicerideos, fosfolipidios e colesterol. As proteinas compdem de 15 a 17%
da gema, e podem ser separadas em duas fragdes principais pela centrifugacdo; a granular
(fluido precipitado) e o plasma (fluido sobrenadante claro) (Li et al., 1998; Kovacs-Nolan et
al., 2005).

A fracdo granular possui 22% das proteinas totais da gema, sendo composta por 70%
de lipoproteinas de alta densidade (HDL: o- e pB-lipovitelinas), 16% de fosvitina
(glicofosfoproteina) e 12% de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (Burley and Cook,
1961). A fracdo de plasma possui 78% das proteinas totais da gema, sendo composta por 86%
de LDL e 14% de livetinas (McCully et al., 1962). As livetinas séo glicoproteinas globulares
livres de lipidios, soluveis em agua, e que sdo divididas em trés classes: a-, B- e y-livetinas
(Bernardi and Cook, 1960). A IgY € a proteina predominante da y-livetinas (Kovacs-Nolan
and Mine, 2005; Nilsson, Hanrieder, et al., 2008).

Mann e colaboradores afirmam que foram os primeiros a identificar algumas proteinas
plasméticas na gema do ovo (Mann and Mann, 2008). Nilsson et al. também encontraram
algumas proteinas plasmaticas, tais como: fibrinogénio, hemopexina e o fator de coagulacao
IX (Nilsson, Hanrieder, et al., 2008). Proteinas que sdo conhecidamente pertencentes a clara
do ovo também ja foram encontradas na gema (Nilsson et al., 2006; Nilsson et al., 2007;
Mann and Mann, 2008). Exemplos destas proteinas encontradas tanto na clara como na gema
sdo: ovoalbumina, ovomucoide, ovotransferrina, cistatina e ovoinibidores. Interessantemente,
a ovotransferrina e a cistatina apresentam atividade antibacteriana, enquanto a ovomucoide e a
ovoinibidor tém atividade antiviral, sendo que algumas destas proteinas mencionadas também
sdo imunoestimulatorias (Kovacs-Nolan et al., 2005). As lipoproteinas de alta e baixa
densidade (HDL e LDL) que estdo presentes em alta quantidade na gema do ovo (Luo et al.,
2010), também foram relatadas pelo efeito antibacteriano (Kovacs-Nolan et al., 2005). Um
namero de apolipoproteinas foi detectado no purificado de IgY: apolipoproteina Al,
apolipoproteina B, vitelogeninas 1 e 2, e apovitelinina 1 (Nilsson, Hanrieder, et al., 2008).
Estes dados demonstram que outras proteinas presentes no purificado de IgY podem gerar
efeitos positivos adicionais em tratamentos que utilizem a IgY, além do efeito priméario dos

anticorpos (Nilsson, Hanrieder, et al., 2008).

Determinar a concentragdo de colesterol no preparado de IgY para o fim da
administracdo oral € interessante, uma vez que a alta concentracdo deste pode contribuir para
elevacdo do colesterol plasmatico (LDL e HDL) apds a ingestdo de qualquer produto
contendo IgY. A quantidade de colesterol e triglicerideos é baixa, onde a concentragdo de

colesterol é aproximadamente dez vezes menor que o nivel normal no soro humano, portanto,
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de acordo com Nilsson e colaboradores, em uma possivel imunoterapia, a ingestdo diaria de
IgY ndo afetaria os niveis de colesterol e triglicerideos (Nilsson, Hanrieder, et al., 2008).
Alguns autores compartilham deste pensamento, e descreveram que 0 consumo de ovo nao
necessariamente afeta os niveis de colesterol sérico (Dawber et al., 1982; Qureshi et al.,
2007), podendo inclusive, gerar o efeito contrario, o consumo de ovo diminuiria 0s niveis de

colesterol sérico (Song and Kerver, 2000).

1.2.6. Transferéncia da IgY para gema do ovo

Trés classes de imunoglobulinas, que séo distinguidas em concentracgdo, estrutura e
funcdes imunoquimicas, sdo encontradas nas aves: IgA, IgM e IgY. A IgA e IgM séo
similares as IgA e IgM de mamiferos no peso molecular, estrutura e mobilidade eletroforética.
A IgY representa cerca de 75% do total de imunoglobulinas nas aves e as concentracdes
séricas de IgY, IgA e IgM sdo de 5,0 mg/mL, 1,25 mg/mL e 0,61 mg/mL, respectivamente
(Leslie and Martin, 1973).

Os anticorpos sdo transferidos da ave para a progénie no estagio de formacao do ovo, e
desempenham um importante papel protetor para o embrido em desenvolvimento. A IgY ¢é
continuamente secretada durante a embriogénese, fornecendo evidéncias de imunizagdo
passiva proveniente da ave (Li et al., 1998). Nas aves, somente 0 ovario e o oviduto esquerdo
se desenvolvem. O ovario possui cinco ou seis foliculos ovarianos em estagios de maturacéo,
de F1 a F6, onde o estagio F6 é a fase inicial de maturacdo do foliculo e o F1 é o foliculo mais
maduro e o préximo foliculo a ovular, na iminéncia de ser expelido durante a postura (Figura
1.7). Logo que o F1 é ovulado, o foliculo F2 passa a ser F1, o0 mesmo ocorre com todos na
cadeia hierarquica, e um novo foliculo é selecionado a ser o F6, proveniente do estroma com

foliculos pequenos (Conn, 2008).

Pequenos e grande
foliculos brancos
(1-5mm)

Pequenos foliculos
amarelos (5-8mm)

Figura 1.7 — Ovaério de franga. Os foliculos em estagio de pré-ovulagdo estdo identificados de acordo
com o tamanho, onde F1 é o maior foliculo e o proximo a ser ovulado, seguido pelo foliculo F2, o
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segundo maior, e assim por diante. Pequenos foliculos sdo classificados de acordo com o tamanho e a
cor da gema. (Adaptado de Conn, 2008)

Patterson et al. e Rose et al. demonstraram que a IgY proveniente do sangue da
galinha é secretada seletivamente por transporte ativo, através da membrana folicular
(oolema) do ovério para a gema (odcito) dos foliculos ovarianos em maturacdo (Patterson et
al., 1962b; Rose and Orlans, 1981). A transferéncia da IgY para os foliculos ocorre via um
receptor especifico na superficie da membrana do saco vitelinico, que permite o transporte
seletivo de todas as subpopulacGes de 1gY apresentadas no sangue da ave (Tressler and Roth,
1987; Mohammed et al., 1998; Morrison et al., 2002). O receptor de membrana especifico
presente no saco vitelinico é o receptor Fc da gema do ovo (FCRY), homélogo a um receptor
(PLA2R) pertencente da familia de receptores de manose de mamiferos (West et al., 2004). O
FCRY apresenta caracteristica pH acido-dependente, necessitando de condi¢do acida para se
ligar & IgY (West et al., 2004). Morrison et al. e West et al. identificaram vérias regifes na
molécula do anticorpo que sdo importantes para sua ligacdo aos receptores. Seus dados
demonstraram que a regido Fc e a regido de flexibilidade sdo requeridas para esse transporte
(Morrison et al., 2002; West et al., 2004). A regido Fab ndo tem participacdo. O receptor
FCRY se liga especificamente ao dominio Cy3-Cp4 da regido Fc da IgY para realizar o
transporte do anticorpo (Morrison et al., 2002; West et al., 2004; Kitaguchi et al., 2008). A
razdo de proporcdo entre receptores e moléculas de IgY é de 2 para 1, respectivamente, ou
seja, cada IgY se liga a dois receptores FCRY, onde cada receptor interage com uma das
cadeias do dimero da molécula do anticorpo (Figura 1.8) (West et al., 2004). A passagem
transovariana da IgY demora aproximadamente de 3 a 6 dias (Patterson et al., 1962a; Woolley
and Landon, 1995). A quantidade de IgY transferida para a gema do ovo tem sido relatada
como proporcional a concentracdo de IgY no soro da ave (Loeken and Roth, 1983; Al-Natour
et al., 2004; Hamal et al., 2006). Tesar et al. sugeriram a possibilidade da homeostase da IgY
no soro das aves ser regulada pelo receptor FCRY (Tesar et al., 2008).

Kitaguchi e colaboradores descreveram que as imunoglobulinas monomeéricas (IgY)
sdo muito mais eficientemente incorporadas no foliculo ovariano que as imunoglobulinas
poliméricas, como a IgA, que forma complexos de dimeros, e a IgM, que forma pentameros
(Janeway et al.,, 2002; Kitaguchi et al., 2008). A IgY ¢é incorporada na gema
aproximadamente oito vezes mais que as outras imunoglobulinas (Kitaguchi et al., 2008). A
possivel explicacdo para a menor taxa de transferéncia de imunoglobulinas poliméricas para
gema é o tamanho causado pela polimerizacdo, resultando em baixa infiltracdo através da
membrana folicular (Kitaguchi et al., 2008). Estes autores propuseram um sistema de

facilitacdo do transporte da IgY na membrana folicular, onde ha um portdo que bloqueia a
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passagem das imunoglobulinas poliméricas (Figura 1.8). Este portdo estd localizado na
membrana folicular do ovério, mas o local preciso ainda € desconhecido. Entre as
imunoglobulinas monoméricas que passam pelo portdo, a IgY liga-se preferencialmente ao
receptor ou a proteina carreadora que reconhece a regido Fc, enquanto as outras
imunoglobulinas monoméricas ligam-se com menos eficiéncia, pois 0 receptor presente na
membrana é o FCRY (West et al., 2004; Kitaguchi et al., 2008).

7 SRR

@ Portéo de Igs poliméricas
Membrana lexclusao pon
folicular tamanho
mranana_.. Receptor de Ig T Y
ou
Proteina IgY Qutras Igs
carreadora monomericas
Figura 1.8 - llustracdo esguematica do transporte seletivo no foliculo ovariano aviario.

Imunoglobulinas presentes no capilar sanguineo passam através da membrana folicular. A linha
pontilhada representa o portdo de exclusdo por tamanho, onde imunoglobulinas poliméricas sdo
blogueadas e imunoglobulinas monoméricas tém passagem. Entre as imunoglobulinas monoméricas
gue passaram pelo portdo, a IgY liga-se preferencialmente ao receptor ou a proteina carreadora que
reconhece a regido Fc, enquanto as outras imunoglobulinas monoméricas ligam-se com menos
eficiéncia. (Adaptado de Kitaguchi et al., 2008)

As imunoglobulinas IgA e IgM estdo presentes na clara do ovo como resultado de
secrecdo mucosa destes por células do oviduto (Figura 1.9) (Rose et al., 1974). Nesta, as
concentracdes de IgA (~0.7 mg/mL) e IgM (~0.15 mg/mL) sdo relativamente pequenas
enquanto a de IgY (8-25 mg/mL) na gema do ovo é considerada alta (Rose et al., 1974;
Hamal et al., 2006). Apesar da IgA e da IgM serem predominantemente imunoglobulinas da
clara, Yamamoto e colaboradores relataram que ha a transferéncia de pequenas quantidades
de ambas as imunoglobulinas da clara para gema em ovos que ndo foram fecundados

(Yamamoto et al., 1975).
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Figura 1.9 — Transferéncia de anticorpos para o ovo. Durante a formacéo do ovo, a IgY (azul) é
transferida do sangue para o ovario (gema) pelos receptores especificos. IgA (verde) e IgM (roxo) sdo
depositadas mais tardiamente na clara do ovo durante a passagem pelo oviduto. (Adaptado de Kovacs-
Nolan and Mine, 2012)

1.2.7. Produgéo da IgY

O desenvolvimento e a producdo de anticorpos IgY especificos podem ser alcangados
pela imunizacdo de aves poedeiras com o antigeno alvo. O antigeno pode ser apresentado ao
sistema imune como estruturas complexas (bactéria, virus e parasitas) ou simples (proteinas,
polissacarideos e toxinas) (Schade et al., 2005). Entretanto, o resultado da resposta imune das
aves imunizadas pode ndo ser muito previsivel. Dois fatores muito importantes influenciam
esta resposta: tipo de adjuvante usado e a via de administracdo do antigeno (Schade and
Hlinak, 1996).

1.2.7.1. Adjuvante

Para a inducdo de altos e sustentaveis titulos de anticorpo utiliza-se adjuvante, apesar
da imunizacdo das aves sem o uso de qualquer adjuvante também resultar em titulos
aceitaveis de anticorpo (Gutiérrez Calzado et al., 2001). Existem mais de cem adjuvantes, que
diferem em caracteristicas quimicas, sua eficicia na estimula¢do do sistema imune e efeitos
colaterais (Chalghoumi, Beckers, et al., 2009). O adjuvante considerado padrdo ouro em
termos de inducéo da resposta imune especifica é o adjuvante completo de Freund (CFA), que
contém micobactérias mortas pelo calor e ressecamento (Lévesque et al., 2007). Porém,
recentemente, o CFA esta sendo utilizado com menos frequéncia, pois tem sido associado a
inflamacdo grave e necrose tecidual no local da inoculagdo em mamiferos (Wanke et al.,
1996). Em aves, 0 uso do CFA parece ndo causar lesdes acentuadas como nos mamiferos. Os
resultados de Gassmann et al. e Svendsen et al. sugerem que as galinhas apresentam maior

resisténcia ao dano tecidual pelo CFA que coelhos, apesar dos resultados de Wanke et al. e
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Olbrich et al. contradizerem esses dados (Gassmann et al., 1990; Svendsen Bollen et al.,
1996; Wanke et al., 1996; Olbrich et al., 2002). Portanto, o substituto mais efetivo encontrado
foi o adjuvante incompleto de Freund (IFA), que atualmente é o mais utilizado para producgéo

de imunoglobulinas especificas (Lévesque et al., 2007; Chalghoumi, Beckers, et al., 2009).

Ambos, 0 IFA e o CFA sao adjuvantes lipofilicos, que armazenados no local da
administragdo, liberam o antigeno lentamente permitindo a estimulagdo duradoura do sistema
imune. No IFA, alguns componentes da micobactéria ndo sdo adicionados para evitar a
necrose tecidual, tendo como consequéncia uma menor imunoestimulacdo (Lévesque et al.,
2007). Alguns autores testaram os dois adjuvantes: o0 CFA na primeira imunizacao e o IFA na
segunda imunizacdo (Kapoor et al., 2000; Li et al., 2006; Chalghoumi et al., 2008). Nestes
estudos, os resultados foram alcancados e ndo houve efeito adverso. A alternativa é a

suplementacédo do IFA para potencializar a estimulacdo do sistema imune.

Outro adjuvante promissor € o uso de oligodesoxinucleotideos contendo C-fosfato-
guanosina (CpG-ODN) (Klinman et al., 1999; Hemmi et al., 2000; Cooper et al., 2004;
Hemmi and Akira, 2005). Lévesque et al. concluiram que o uso de CpG-ODN na imunizagdo
das frangas resultou em um aumento de até 480% da concentracdo de anticorpos especificos
presentes na gema, embora ocorresse um pequeno aumento nos custos do procedimento
(Lévesque et al., 2007). Em outro estudo, de Paula e colaboradores (2011) observaram que a
combinacdo de CpG-ODN e IFA aumentou significativamente o titulo de anticorpos contra o
virus da hepatite A em aves imunizadas (de Paula et al., 2011). A CpG-ODN ¢ reconhecida
pelas células do sistema imune pelos receptores Toll-like (TLR) 9. Os TLRs sdo receptores
reconhecedores de padrdes (PRR) que se ligam a certos padrées moleculares associados a
patégenos (PAMP) (Medzhitov and Janeway, 1997), e estdo amplamente distribuidos nas
células do sistema imune tais como macrofagos, células dendriticas, neutréfilos, células B,
bem como células epiteliais das mucosas e células endoteliais (Cario et al., 2000; Faure et al.,
2001; Visintin et al., 2001). O TLR 9 é expresso no compartimento endossomal das células
citadas e reconhece sequencias CG incluidas em certas sequéncias conservadas, tornando o

CpG-ODN um promissor candidato a adjuvante (Dalpke et al., 2002).

1.2.7.2.  Viade inoculagdo

A rota mais comum para inje¢do do antigeno em aves é a via intramuscular. A
imunizacdo é habitualmente aplicada no masculo peitoral (Schade et al., 2005). As galinhas
podem também ser injetadas subcutaneamente na regido cervical. Entretanto, em animais

muito jovens, é preferivel que a injecdo seja administrada via intramuscular no musculo
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peitoral, pois a injecdo subcutanea € mais dificil de ser aplicada e pode causar dor e
sofrimento (Schade and Hlinak, 1996). Além disso, Chang et al. encontraram que a
imunizagdo pela via intramuscular resultou no aumento do titulo de anticorpos especificos

qguando comparada com a imunizacdo subcutanea (Chang et al., 1999).

1.2.7.3.  Purificacdo

A gema do ovo contém altas concentracdes de anticorpos, mas a elevada concentracao
de lipidios é a maior limitacdo para o processo de purificacdo dos anticorpos. Existem varias
formas de purificar a IgY da gema do ovo, como por exemplo, por sal, sulfato de dextrano,
diluicdo xantana, goma, etanol, precipitacdo por polietileno glicol (PEG), cromatografia
tiofilica, diluicdo em agua, entre outros (Akita and Nakai, 1992; Hansen et al., 1998). O
método de diluicdo em agua resulta em solugcdo contendo lipidios e proteinas sollveis em
agua (Akita and Nakai, 1992). Este método é simples, rapido, adequado para producdo em
larga escala e eficiente para a obtencdo de IgY, que é importante para uso medicinal que
necessita de grandes quantidades (Akita and Nakai, 1993; Nilsson, Hanrieder, et al., 2008).

A precipitacdo da gema do ovo por polietileno glicol, acidificacdo e o método de
diluicdo por agua sdo os mais comuns (Larsson and Sjoquist, 1990; Akita and Nakai, 1993;
Svendsen et al., 1995; Davalos-Pantoja et al., 2000). Esta primeira etapa na purificacdo da
IgY envolve a extracdo dos lipidios e lipoproteinas. Uma vez que os lipidios sdo retirados da
amostra, a IgY é geralmente purificada por precipitacdo sendo os mais utilizados o sulfato de
amonio e novamente o polietileno glicol (Polson, 1990; Akita and Nakai, 1993; Hansen et al.,
1998). A pureza e o rendimento variam muito de método para método (Gee et al., 2003). Fu et
al. obtiveram pureza da IgY de 92% apds purificacdo através do método de dilui¢do por agua
e cromatografia (Fu et al., 2006). A IgY isolada tinha elevado grau de pureza confirmado pela
eletroforese em gel de poliacrilamida e apresentou boa atividade bioldgica como confirmado
pelo Western Blotting (Fu et al., 2006).

Apesar das claras vantagens da utilizacdo de 1gY na pesquisa e diagndstico, o uso de
rotina € muitas vezes considerado impraticAvel em razdo das limitacbes existentes nos
protocolos de purificacdo da IgY (Akerstrom et al., 1985; Camenisch et al., 1999). A alta
concentragédo de lipidio na gema do ovo também interfere nas purificagdes que utilizam como
método a afinidade, porém, tem sido feito muitos esforgos para sintetizar ligantes de IgY para
permitir a purificacdo por afinidade (Hansen et al., 1998; Verdoliva et al., 2000). As proteinas

A e G sdo comumente empregadas neste tipo de purificacdo para anticorpos policlonais de
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mamiferos, mas sdo incapazes de ligarem-se a IgY devido uma diferenca na regido Fc deste

anticorpo (Akerstrom et al., 1985; Camenisch et al., 1999).

1.2.8. Aplicacao

Tem crescido o interesse no uso da imunoglobulina Y de gema de ovos de galinhas
para imunoterapia e imunodiagnostico (Erhard et al., 2000; Tini et al., 2002; Nilsson,
Hanrieder, et al.,, 2008). O Laboratorio de Desenvolvimento Tecnolégico em Virologia
(IOC/Fiocruz) desenvolveu um kit de ELISA para diagnostico do virus da hepatite A
utilizando 1gY especifica. O teste diagndstico apresentou nivel de sensibilidade de 95% e
especificidade de 98,8% (Silva et al., 2012).

A administracdo oral de IgY purificada pode ser usada em imunoterapia passiva
contra infeccbes no trato gastrintestinal por bactérias e virus. Deste modo, a IgY é uma
alternativa a antibidticos para tratamento de patdgenos entéricos antibidtico-resistentes em
humanos e animais (Carlander et al., 2000). Muitos estudos nos animais € no homem com
IgY contra diferentes patdgenos tém provado que esta imunoglobulina tem sido eficiente na
prevencdo e tratamento de infeccBes. Por exemplo, Di Lonardo et al. sugeriram que a
tecnologia da IgY pode ser utilizada futuramente como uma ferramenta de diagndstico para o
papilomavirus humano (HPV) 16 em amostras clinicas (Di Lonardo et al., 2001). Rollier et al.
obtiveram sucesso na producédo de IgY contra o virus da hepatite B de patos (DHBV), analogo
ao virus da hepatite B (HBV) de humanos (Rollier et al., 2000). Mine et al. relataram
producdo de IgY contra rotavirose bovina e humana, enquanto Carlander et al. relataram que
a IgY contra Escherichia coli reduziu a mortalidade em leitdes recém nascidos (Carlander et
al., 2000; Mine and Kovacs-Nolan, 2002). A salmonelose p6de ser prevenida tanto em
bezerros como em ratos neonatos (Yokoyama, Peralta, et al., 1998; Yokoyama, Umeda, et al.,
1998; Mine and Kovacs-Nolan, 2002).

O uso da IgY em humanos contra Streptococcus mutans diminuiu a incidéncia de
caries quando rinsado na boca (Hatta et al., 1997) e IgY anti-Helicobacter pylori reduziu as
infeccOes gastricas por Helicobacter (Shin et al., 2002; Shin et al., 2003; Horie et al., 2004;
Suzuki et al., 2004). A IgY anti-H. pylori ja foi utilizada como suplemento em iogurte (Horie
et al., 2004), o que demonstra a possibilidade de utilizacdo da IgY em alimentos funcionais.
Apesar de 0 mecanismo que previne a coloniza¢do nao ter sido elucidado, é sugerido que a
IgY anti-H. pylori iniba a aderéncia do H. pylori no epitélio gastrico (Shin et al., 2002).
Nilsson et al. trataram pacientes de fibrose cistica com doses orais de IgY anti-Pseudomonas

e este tratamento preveniu infecgdes por Pseudomonas aeruginosa e retardou a progressao
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para infeccdo crbnica (Kollberg et al., 2003; Nilsson, Larsson, et al., 2008). Mine e
colaboradores comprovaram que a IgY foi eficiente para os seguintes agentes: coronavirus
bovino, Yersinia ruckeri, Escherichia coli enterotoxigénica, Edwardsiella tarda,

Staphylococcus spp. e P. aeruginosa (Mine and Kovacs-Nolan, 2002).

O principal modo de acdo € a ligacdo dos anticorpos a certos componentes da
superficie bacteriana como proteinas de membrana, lipopolissacarideos (LPS), flagelo e
fimbria (ou pili). A hipdtese é que esses componentes de superficie de células podem ser
facilmente reconhecidos pelos anticorpos e essa ligagdo pode levar a insuficiéncia das funcdes
bioldgicas desses componentes, os quais desempenham papel importante no crescimento
bacteriano (Sim et al., 2000) e na ligacdo com as células intestinais (Yokoyama, Umeda, et
al., 1998). Desta forma, 0s anticorpos protegem contra adesdo de bactérias e virus as células
do intestino (Sugita-Konishi et al., 2000; Girard et al., 2006; Chalghoumi, Théwis, et al.,

2009) e previnem a invasdo das células epiteliais (Sugita-Konishi et al., 2000).

A eficdcia da IgY no tratamento da gastroenterite aguda por rotavirus ja foi
investigada em criangas com idade de 4 a 24 meses de vida em Bangladesh. Em um ensaio
clinico duplo cego randomizado, pesquisadores avaliaram a eficiéncia terapéutica da IgY anti-
rotavirus humano em criancas com diarreia aquosa por rotavirus. Foi observado que o
tratamento com a IgY, resultou em discreta melhora da diarreia, que foi mensurada pela
reducdo do volume de fezes associado ao clearance viral mais rapido (Sarker et al., 2001). A
IgY mostrou-se mais efetiva quando comparada a outro tratamento, como a administracdo de
probidticos, pois eliminou o virus mais rapidamente e encurtou o curso da doenca, além dos
probidticos levarem mais tempo para gerar alivio das manifestacfes clinicas (Xie et al.,
2013). Outros autores encontraram resultados similares em relagdo a imunoterapia com IgY
para rotaviroses (Rahman et al., 2012), portanto, esses dados indicam um desempenho
promissor deste anticorpo no tratamento e atenuacdo da diarreia induzida por rotavirus em

criangas.

A IgY e resistente a barreira gastrica (Lee et al., 2002), porém, Chang et al., Cho et al.
e Kovacs-Nolan et al. demonstraram que o uso de microcapsulas pode ser um método Util e
efetivo para proteger a IgY da inativacdo gastrintestinal na utilizacdo da terapia oral por IgY
(Chang et al., 2002; Cho et al., 2005; Kovacs-Nolan and Mine, 2005), alem da proteina
ovomucoide, presente na gema do ovo purificada, que a protege até certo ponto contra a
degradacéo proteolitica pelas enzimas digestivas (Shah and Khan, 2004; Kovacs-Nolan et al.,
2005).

Tese de Doutorado - Gentil Arthur Bentes 36



Anticorpos IgY especificos para rotavirus do grupo A. Uma abordagem terapéutica para rotavirose em Macaca fascicularis

1.3. Modelos animais de infeccdo experimental

Um grande numero de modelos animais tem sido utilizado para esclarecer o
mecanismo de patogénese e imunidade do rotavirus do grupo A (RVA), tais como, cordeiros
(Snodgrass and Wells, 1978), bezerros (Fernandez et al., 1998), porcos gnotobioticos (Ward
et al., 1996; Yuan et al., 2001; Azevedo et al., 2005; Wen et al., 2011), coelhos (Ciarlet et al.,
1998), camundongos (Preidis et al., 2012) e ratos (Ciarlet et al., 2002). Considerando que
primatas ndo humanos sdo os animais mais filogeneticamente correlacionados aos humanos,
h& uma lacuna de conhecimento sobre a susceptibilidade de macacos para 0 RVA, apesar de
eles serem naturalmente infectados com RVA simio (Chege et al., 1995; Otsyula et al., 1996;
McNeal et al., 2005). Malherbe e Harwin identificaram indmeras viroses presentes em
macacos verde africano, entre elas, o rotavirus simio SA11, antes mesmo do virus ser descrito
como rotavirus (Malherbe and Harwin, 1963). Trabalhos demonstram a utilizacdo de alguns
modelos de infeccdo experimental para rotavirus em macacos utilizando tanto isolados de
rotavirus humano como simio. McNeal e colaboradores inocularam com rotavirus simio
macacos rhesus recém-nascidos. Apesar de ndo ter sido observada diarreia e 0s animais terem
permanecido clinicamente sadios, todos o0s macacos eliminaram grande quantidade de
rotavirus nas fezes ap0s a inoculacdo (McNeal et al., 2005). No Centro de Pesquisa Nacional
de Primatas Yerkes, cinco espécies de primatas ndo humanos foram testados para presenca de
anticorpos especificos de rotavirus e 88% foram soropositivos, constatando assim, a infeccédo

natural deste virus em primatas ndo humanos (Jiang et al., 2004).

E possivel demonstrar a evidéncia da quebra de barreira entre espécies e a adaptaco
do virus a diferentes espécies animais (Nakagomi and Nakagomi, 1993). No entanto, em
1974, Holmes e colaboradores ndo conseguiram induzir diarreia em Macaca radiata com
isolado de rotavirus humano (Holmes et al., 1974). O primeiro trabalho demonstrando a
transmissdo heterdloga do rotavirus humano a uma espéecie de macaco ocorreu em 1977 na
Macaca nemestrina (Mitchell et al., 1977). Apesar do RVA ndo ser espécie-especifico, na
maioria dos isolados naturais obtidos de qualquer espécie, a viruléncia do prot6tipo humano
de RVA tem sido associado a reducdo dos sinais clinicos em hospedeiros heter6logos
(Nakagomi and Nakagomi, 1993; Iturriza-Gomara et al., 2004). Isto pode ser comprovado em
alguns estudos em que o rotavirus humano foi inoculado em macacos cynomolgus (Macaca
fascicularis), babuinos (Papio) e macacos verde africano (Chlorocebus aethiops) (Majer et
al., 1978; Leong and Awang, 1990; Chege et al., 2005). A diarreia que é um sinal clinico
evidente da rotavirose ndo foi observada, porém, a deteccdo do rotavirus nas fezes foi

comprovada exclusivamente nos animais neonatos. Entretanto, em um zoolégico de Bristol
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(Reino Unido) foi reportado que dois macacos jovens, um chimpanzeé (Pan troglodytes) e um
gorila (Gorilla beringei), desenvolveram infecgdo natural provavelmente por rotavirus
humano com manifestacdo de sinais clinicos, principalmente diarreia. Além de outros dois
gorilas e dois orangotangos (Pongo pygmaeus), todos adultos ou adolescentes, como 0 mesmo

quadro clinico dos jovens (Ashley et al., 1978).

A 1gY ja foi avaliada como uma possivel ferramenta de imunoterapia para rotavirus
em alguns modelos animais. Vega e colaboradores realizaram um estudo onde bezerros recém
nascidos eram inoculados com rotavirus bovino (BRV) e tratados com IgY anti-BRV que foi
incluida na dieta dos animais, e a IgY mostrou-se uma estratégia promissora na prevencao da
diarreia (Vega et al., 2011). O mesmo grupo de pesquisa também avaliou a protecdo contra
diarreia por rotavirus em porcos gnotobidticos neonatos experimentalmente inoculados com
rotavirus humano (HRV), e tratados com anticorpos IgY especificos administrados de forma
profilatica (Vega et al., 2012). Testes em camundongos também foram realizados (Sarker et
al., 2007). Portanto, sugere-se que a estratégia de producdo de IgY policlonal com finalidade
de aplicacdo em medidas preventivas e de terapia passiva ao controle da diarreia por rotavirus,
pode ser realizada de forma efetiva, de baixo custo e em grande quantidade (Sarker et al.,
2007; Vegaet al., 2011; Vega et al., 2012; Rahman et al., 2013).

O macaco cynomolgus (Macaca fascicularis) é proveniente do Sudeste Asiatico e tém
uma expectativa de vida de aproximadamente 30 anos em cativeiro (Blancher et al., 2014).
Atualmente € utilizado como modelo animal em véarios campos da imunologia experimental,
especialmente no desenvolvimento de drogas imunossupressoras para prevencdo da rejeicao
em transplantes (Menninger et al., 2002; Wieczorek et al., 2006; Bigaud et al., 2012), testes
de vacinas candidatas para prevencdo e tratamento de doencas infecciosas (Arikata et al.,
2012), e compreensao da fisiopatologia de doencas infecciosas (Walsh et al., 1996; Willer et
al., 2010). O cynomolgus também é conhecido como o primeiro animal de ensaio clinico para
0 desenvolvimento da vacina contra a poliomielite (van Steenis et al., 1980; Ghendon, 1993),
além de inimeros estudos relacionados ao virus da pélio terem sido realizados neste modelo

animal no passado (Faber and Silverberg, 1942; Faber et al., 1943; Howe and Bodian, 1948).
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1.4. Justificativa

Casos de gastroenterite reportados anualmente sédo atribuidos a um largo espectro de
patdgenos virais, bacterianos e parasitarios. Entre os agentes etiologicos, o rotavirus € o mais
importante sendo responsavel por mais de dois milhdes de episodios de diarreia entre criangas
e quase 200 mil mortes anuais, principalmente em paises em desenvolvimento (Tate et al.,
2012; Walker et al., 2013).

Com a comercializagdo de duas vacinas licenciadas, houve reducdo da taxa de
mortalidade, uma vez que ambas mostraram-se altamente eficazes. Contudo, 0 esquema de
aplicacdo das doses é limitante, pois as imunizagdes necessitam ser administradas na idade
especifica recomendada pelo fabricante, caso contrario, a crian¢a pode ter maior risco de
intussuscepcdo. Assim, algumas criangas acabam ndo sendo imunizadas. Nestes casos, a
imunizagdo passiva local é uma estratégia bastante eficiente no controle da rotavirose, e a
tecnologia da IgY seria uma alternativa econémica e pratica neste controle (Vega et al.,
2011). Ao mesmo tempo, este imunotratamento resultaria em uma menor eliminacdo de
particulas infecciosas pelas fezes, ja que o anticorpo estaria ligado aos virus, neutralizando-os.
Dessa forma, estas particulas excretadas teriam a capacidade de infeccdo reduzida, e
possivelmente, evitaria que outros individuos fossem infectados, ou seja, a IgY teria um viés

de prevencao.

Isto posto, a IgY especifica contra infeccBes virais entéricas surge como um
complemento adequado para o tratamento suporte padrdo da gastroenterite infecciosa. Ja foi
demonstrado inclusive, que a IgY especifica para antigenos de rotavirus é capaz de inibir in
vitro a aderéncia deste virus a células epiteliais intestinais (Rahman et al., 2013). Ha vaérias
propriedades que tornam esta imunoglobulina atrativa para a imunoterapia oral. O trato
digestivo é a porta de entrada para muitos agentes infecciosos, portanto, é l6gico usar esta via
para administracdo da IgY. Além do relativo baixo custo da producdo de anticorpos através

dos ovos de aves.

No presente estudo, a proposta foi o desenvolvimento de uma terapia anti-rotavirus
baseada em anticorpos a ser aplicada ao modelo de infec¢do por rotavirus humano em
macacos cynomolgus (Macaca fascicularis) pela administracdo oral e venosa do anticorpo
policlonal 1gY especifico. Isto porque o estabelecimento do modelo de infeccdo experimental
para rotavirus humano e gastroenterite aguda em primatas ndo humano, seria de extrema
importancia para realizacdo de testes de imunoterapia utilizando a IgY ou até mesmo testes de

vacinas candidatas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Obijetivo geral

Avaliar anticorpos IgY especificos produzidos em aves imunizadas como agente
imunoterapico para o rotavirus do grupo A utilizando macacos cynomolgus (Macaca
fascicularis) como modelo de infec¢do experimental, bem como verificar a performance da

IgY anti-HAV para diagnoéstico do virus da hepatite A em figado de cynomolgus infectado.

2.2. QObjetivos especificos

v Produzir rotavirus do grupo A de humano (protétipo Wa) e de simio (SA11).

v Produzir anticorpos IgY especificos para rotavirus humano e simio do grupo A

utilizando aves poedeiras.
v’ Caracterizar os anticorpos IgY anti-RVA produzidos.

v’ Estabelecer a concentracdo de IgY anti-RVA capaz de bloquear a atividade funcional

do virus por meio de ensaio de neutralizacéo in vitro.

v’ Estabelecer o modelo de infeccdo heterdloga pelo rotavirus humano do grupo A em

macacos cynomolgus.

v Verificar a performance (ou desempenho) da IgY anti-RVA em imunoterapia para

rotavirus humano do grupo A em macacos cynomolgus.

v" Verificar a performance (ou desempenho) da IgY anti-HAV em diagnéstico do virus
da hepatite A em figado de cynomolgus infectado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Delineamento experimental

Basicamente, 0 projeto contou com cinco etapas. A primeira delas foi a producao dos
rotavirus humano e simio que foram utilizados durante todo o trabalho. Esta producéo deu-se
em cultura de células, e os virus foram purificados e caracterizados. Na etapa seguinte,
procedeu-se com a producgdo de anticorpos IgY especificos para rotavirus grupo A humano e
simio em aves imunizadas, e a purificacdo destes anticorpos a partir da gema do ovo das aves.
Apébs, algumas técnicas de caracterizacdo do anticorpo foram realizadas, tais como,
eletroforese em gel de poliacrilamida e western blotting, com o intuito de comprovar que a
imunoglobulina purificada foi a IgY e com especificidade para 0 RVA. Ao término desta
segunda etapa de producdo do anticorpo, iniciou-se a terceira fase do projeto, que
essencialmente teve como objetivo estabelecer o macaco cynomolgus (Macaca fascicularis)
como modelo de infecdo experimental para RVA humano e a dose infectante de rotavirus
necessaria. Apds este estabelecimento, foi iniciada a quarta etapa, na qual realizou-se a
tentativa de imunoterapia em cynomolgus inoculados com rotavirus humano pela utilizacéo
dos anticorpos IgY anti-RVA produzidos. Para tal, foi determinada a quantidade ideal da
imunoglobulina a ser administrada nos animais pelo teste de neutralizacdo em cultura de
células. Com esta determinacdo, iniciamos o desafio nos macacos. Tal metodologia permitiu o
ensaio com os primatas ndo humanos. A quinta e Gltima fase do trabalho foi independente das
demais, uma vez que o objetivo foi demonstrar a aplicabilidade da IgY em outras
metodologias. Portanto, foi desenvolvido um método de deteccdo do virus da hepatite A
(HAV) em cortes histolégicos de figado congelado de macacos cynomolgus previamente
infectados, utilizando IgY anti-HAV, também previamente produzida (de Paula et al., 2011).

Nas duas infecgBes experimentais com os cynomolgus, o virus inoculado foi o
rotavirus humano, no entanto, 0 RVA simio também foi utilizado para imunizar as aves, pois
pretende-se testar a IgY anti-RVA em outros estudos, ndo apenas neste projeto de
imunoterapia. O trabalho foi desenvolvido em conjunto nos Laboratério de Desenvolvimento
Tecnologico em Virologia (I0C/Fiocruz) e Laboratorio de Virologia Comparada e Ambiental
(10C/Fiocruz).
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3.2. Producao dos rotavirus

3.2.1. Propagacéo dos rotavirus em cultura de células

Os rotavirus do grupo A humano (RVA/human-tc/USA/Wa/1974/G1P[8]) e simio
(RVA/Simian-tc/ZAF/SA11/1958/G3P[2]) utilizados neste projeto foram produzidos em
cultura de células fetais de rim de macaco rhesus (Macaca mulatta), linhagem MA-104
(ATCC® CRL-2378). O meio de cultura para propagacdo foi o meio Eagle Hanks
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco®, Eugene, OR, Estados Unidos), 1% de
bicarbonato de sodio gaseificado, 0,3 g/L de triptose fosfato, 1% de aminoacidos néo
essenciais (Gibco®, Eugene, OR, Estados Unidos) e 1% de gentamicina (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, Estados Unidos).

Para a propagacdo do RVA, o virus foi ativado com tripsina na concentracdo de 10
pg/mL durante 30 min em banho maria a 37°C. Apo0s esta ativacdo viral, as células foram
inoculadas com 1,0 mL do RVA ativado (1x10° copias RNA/mL) e incubadas em estufa a
37°C durante 1 hora sob agitacdo, para adsorcdo. Posteriormente, o indculo foi retirado para
adicdo de 30 mL do meio de manutencdo (meio Eagle Hanks com 0,5 pg/mL de tripsina). As
garrafas foram incubadas a 37°C por aproximadamente 5 dias, periodo que foi observado
efeito citopatico em quase toda a monocamada. Ao término do tempo de incubacdo, as células
restantes foram rompidas por trés ciclos de congelamento e descongelamento para liberacdo

das particulas virais. O material foi estocado a -70°C até a etapa de purificacao.

Em todo o processo de propagacdo dos rotavirus foram produzidas 24 garrafas de
cultura de 150 cm? (Corning, Nova lorque, Estados Unidos) para cada virus (Wa e SA11).

Para isso, foram necessarias trés producdes virais, e a cada producao cultivou-se oito garrafas.

3.2.2. Purificacdo e concentracgdo por gradiente de cloreto de césio

O meio sobrenadante das culturas foi utilizado para purificar os virus. A primeira
etapa da purificacdo foi centrifugacdo a 100.000 x g durante 1 hora a 4°C na ultracentrifuga
Beckman Coulter modelo L8-80M - rotor type 35 (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, Estados
Unidos). Como para cada virus o saldo da producéo foi de aproximadamente 750 mL, todo
esse volume foi processado em varias centrifugacbes. Apds cada centrifugacdo, o
sobrenadante era descartado, o pellet mantido e ap6s a adicdo de meio com virus
centrifugava-se novamente. Assim sendo, ao final de toda esta primeira etapa, formou-se uma
concentracdo viral (pellet) com restos celulares. O pellet obtido foi ressuspendido em tampé&o

tris/calcio (100 mM Tris; 1,5 mM CaCl; pH 7,2) até completa liquefacdo. Em seguida foi
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adicionado o mesmo volume de 1,1,1,2,3,4,4,5,5,5-decafluoropentano e pérolas de vidro. O
material foi homogeneizado para desfazer bem o pellet e centrifugado durante 30 min a 1.500
X @, apos, a fase aquosa superior foi coletada e passada cuidadosamente para outro tubo onde
havia sacarose 45%. N&o houve mistura das duas solucdes. Este tubo foi centrifugado a
240.000 x g durante 1 hora a 4°C na ultracentrifuga Beckman Coulter modelo L8-80M - rotor
SW 50.1 (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, Estados Unidos). Ao final da centrifugacéo, o
sobrenadante foi descartado e ressuspendido com um pequeno volume de tampéo tris/calcio.
Essa suspensdo foi adicionada cuidadosamente a um tubo novo contendo solucéo de cloreto
de césio (CsCl) 500 mg/mL sem haver mistura das duas solucdes. Esta etapa do gradiente de
cloreto de césio foi importante na separacdo das particulas completas das particulas
incompletas ou proteinas virais soltas. Este tubo foi centrifugado a 240.000 x g durante 20
horas a 4°C na ultracentrifuga Beckman Coulter modelo L8-80M - rotor SW 50.1. Apoés a
centrifugacdo, observou-se a formacdo de anel formado no meio do tubo (Figura 3.1). Neste
ponto, a densidade é de aproximadamente 1,375 g/cm®, onde as particulas virais completas se
concentram. Para ndo haver mistura dos gradientes, o fundo do tubo foi perfurado com uma
agulha permitindo que o liquido escape, de maneira gradativa e sequencial, pela densidade e
dai separando em fragdes: dez fracbes do RVA Wa e oito do RVA SAll. Finalmente, as
fraces foram dialisadas com tampao tris/calcio overnight a 4°C. Este processo de purificacdo
do rotavirus pelo gradiente de cloreto de césio foi descrito previamente (Espejo et al., 1981,
Zarate et al., 2000).

Anel de
rotavirus

Figura 3.1 — Purificagdo e concentracdo do rotavirus pelo cloreto de césio. Representacdo do anel de
virus formado apds a centrifugacdo para formacdo do gradiente de cloreto de césio. (Imagem do
arquivo pessoal)
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3.2.3. Caracterizacao dos rotavirus

Para caracterizar os virus produzidos foi realizada uma eletroforese em gel de
poliacrilamida para detecgdo dos 11 segmentos do RNA viral e uma para deteccdo das
proteinas virais. A primeira foi executada em uma cuba grande e a segunda em uma cuba de
mini-gel da Bio-Rad® (Bio-Rad Laboratories, CA, Estados Unidos).

3.2.3.1.  Eletroforese em gel de poliacrilamida do &cido nucléico viral

Na eletroforese do RNA viral, cada fracdo da purificacdo foi aplicada em um poco
separado, portanto, fraces de 1 a 10 no RVA Wa e fragdes de 1 a 8 no RVA SA1ll. Antes da
eletroforese, os dois virus foram desnaturados com tampdo contendo [-mercaptoetanol
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Estados Unidos) por 5 min a 95°C. Apds a deshaturacao,
as amostras foram submetidas a eletroforese em gel poliacrilamida bis-tris 7,5% a 30 mA por
aproximadamente 4 horas. O gel foi impregnado por nitrato de prata 0,011 M (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO, Estados Unidos) para visualizacédo e avaliacdo dos segmentos presentes em
cada fracdo. As duas fracdes que mais apresentaram virus foram unidas, tanto para 0 RVA Wa
(fracdes 5 e 6) como para 0 RVA SA11 (fracBes 4 e 5). Essas duas unides passaram a ser
denominadas de RVA Wa e RVA SA1l, e as fracOes restantes foram descartadas, pois ndo
apresentaram quantidade suficiente de rotavirus ou ndo continham as particulas integras. Essa

inferéncia foi dada pela densidade em que elas se encontravam.

3.2.3.2.  Eletroforese em gel de poliacrilamida das proteinas virais

Pela unido das fragdes onde os virus estavam concentrados, procedeu-se com a
eletroforese das protefnas. O RVA Wa foi aplicado em 2 pogos (10° e 107 cépias de RNA) do
gel e 0 RVA SA11 em 5 pocos (10° dois de 10° e dois de 10° cépias de RNA). O padréo de
peso molecular BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen™/Life Technologies, Carlsbad, CA,
Estados Unidos) foi o utilizado para identificar o perfil de migracdo das proteinas. Antes da
eletroforese, os dois virus com tampao de desnaturagdo com [-mercaptoetanol (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, Estados Unidos) foram desnaturados por 5 min a 95°C. Apo0s a
desnaturacdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel poliacrilamida bis-tris 12%
a 120 V por aproximadamente 90 min. O gel com as proteinas virais foi corado com
coomassie® brilliant blue 0,1% (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Estados Unidos) para

visualizacdo e avaliacdo das proteinas presentes no purificado.
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3.2.4. Quantificacao dos rotavirus

A quantificacdo do acido nucléico viral (RNA), pela reacdo da transcriptase reversa
seguida da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR), foi um dos métodos
utilizados para mensurar a quantidade de virus presente em cada purificado. No entanto, a
simples quantificacdo do acido nucleico viral ndo é suficiente, pois para as infeccOes
experimentais com o0s cynomolgus € necessario quantificar as particulas infectantes no
indculo. Portanto, foi realizada a quantificagdo do RVA Wa pelo ensaio de unidade de foco
fluorescente (FFU), técnica que consiste na contagem de focos fluorescentes dos virus que
internalizaram as células. Estes virus que entraram nas células sdo identificados por

anticorpos especificos com fluoréforo que ligam-se aos antigenos virais.

3.2.4.1. Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

Utilizamos a reacdo da transcriptase reversa seguida da reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-qPCR) pelo TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems®/Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos). Antes da transcri¢ao reversa,
realizou-se a extragdo do 4cido nucléico pelo kit comercial QlAamp Viral RNA Mini Kit®
(Qiagen, Valencia, CA, EUA) a partir de 140 pL dos virus. A extensdo do cDNA foi
procedida com o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit® (Applied
Biosystems®/Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos) a partir de 10 pL do RNA
extraido. Antes do processo, este foi desnaturado com 2 pL dimetil sulféxido (DMSOQO) a 97°C
durante 7 min e somente apds, foi adicionado a mistura dos componentes do kit (10X RT
Buffer; dNTP Mix - 100 mM; 10X RT Random Primers; e MultiScribe™ Reverse
Transcriptase - 50 U/uL). O gPCR a partir do cDNA ja amplificado foi procedido utilizando
primers especificos para o gene da NSP3 (NSP3F - nucleotideos 963 ao 988 - 5'-
ACCATCTWCACRTRACCCTCTATGAG-3’; e NSP3R nucleotideo 1.028 ao 1.049 -5'-
GGTCACATAACGCCCCTATAGC-3"; genoma de referéncia do isolado ST3 [acesso
GenBank: X81436] - Invitrogen™/Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos), que
gerou um fragmento de 87 pares de base (bp), e uma sonda TagMan® Probe (5-VIC-
AGTTAAAAGCTAACACTGTCAAA-MGB-3" nucleotideo 995 ao 1.017; genoma de
referéncia do isolado ST3 [acesso GenBank: X81436] — Applied Biosystems®/Life
Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos) (Zeng et al., 2008).
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3.2.4.2.  Ensaio de unidade de foco fluorescente (FFU)

Em uma lamina Lab-Tek® Chamber Slide™ System (Nalgene Nunc, Naperville, IL,
Estados Unidos) contendo células MA-104 com 70-80% de confluéncia foi adicionado 100
puL de meio Eagle Hanks sem SFB, porém, com tripsina na concentracdo de 1 ug/ml. A 200
uL do rotavirus foi adicionado 1 pL de tripsina 2 mg/mL (concentracao final de 10 ug/mL) e
incubado em banho maria a 37°C durante 1 hora para ativacdo viral. Foram preparadas as
diluicBes do rotavirus Wa (10, 1072, 107,10, 107, 10°®, 10" e 10°%), e adicionado 100 pL
de cada diluicdo viral nos pocos da lamina que ja continham 100 pL de meio Eagle Hanks
com 1 pg/mL de tripsina. A lamina foi incubada durante 1 hora a 37°C sob leve agitacdo para
adsorcdo viral. Apés, o inoculo foi removido e em cada pogo foi adicionado 200 pL de meio
Eagle Hanks com 2% SFB com intuito de neutralizar qualquer tripsina residual que tenha
permanecido nos pogos, para evitar que novas particulas geradas sejam internalizadas por

outras células. A placa permaneceu sob incubacdo em 37°C durante 22 horas.

Ap0s a incubacdo, os pocos foram lavados duas vezes durante 5 min cada com PBS
1X sob agitacdo. Entdo, as células foram fixadas pela adicdo de paraformaldeido 4% e
incubadas em gelo durante 10 min. As células fixadas foram lavadas novamente 3 vezes
durante 5 min cada com PBS 1X sob agitacdo. Apds, as células foram permeabilizadas com
Triton X-100 0,5% com albumina de soro bovino (BSA) 1% e incubadas em temperatura
ambiente durante 10 min. As células foram lavadas novamente 3 vezes durante 5 min cada
com PBS 1X sob agitacdo. Foi realizado o bloqueio com solucdo de bloqueio (BSA 4% com
Tween® 20 0,1%) em temperatura ambiente durante 30 min com suave homogeneizagdo. Ao
término da incubacdo, a solugéo de bloqueio foi retirada e adicionou-se cada pogo o anticorpo
priméario IgG monoclonal de camundongo anti-VP6 (Abcam®, Cambridge, UK) diluido 1:100
em solucdo de blogqueio. A incubacdo foi em temperatura ambiente por 30 min com suave
homogeneizacdo. A solugdo do anticorpo primario foi removida e as células lavadas
novamente 3 vezes durante 5 min cada com PBS 1X sob agitagdo. Apos, foi adicionado em
cada poc¢o o anticorpo secundario 1gG anti-lgG camundongo produzido em burro conjugado
com Alexa Fluor® 488 (Abcam®, Cambridge, UK) diluido 1:1.000 em solugéo de bloqueio. A
incubacéo foi em temperatura ambiente por 30 min com suave homogeneizagédo. A solucdo do
anticorpo secundario foi removida e as células lavadas somente uma vez durante 5 min com
PBS 1X sob agitacdo. Para finalizar, incubou-se as células durante cinco minutos com DAPI
(4' 6-diamidino-2-fenilindol) na diluicdo de 1:5.000. A solugéo de DAPI foi removida e as
células lavadas novamente 3 vezes durante 5 min cada com PBS 1X sob agitacdo. Apos, a

lamina foi finalizada com glicerol sobre as células e laminula.
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A contagem dos focos fluorescentes foi realizada em um microscopio de fluorescéncia
invertido ApoTome (Zeiss, Jena, Alemanha) e o calculo do titulo viral pela férmula a seguir.
Todo o procedimento foi realizado com adaptacdes de acordo com o trabalho de Montero et
al. e Arnold et al. (Montero et al., 2008; Arnold et al., 2009).

N° focos x 1 X 1 = FFU/mL
fator de diluicdo volume do inéculo em mL
31x_ 1 x 1 = 31x10°x10 = 3,1x10° FFU/mL
107 0,1

A concentracdo viral obtida do rotavirus Wa através da contagem de unidade de foco
fluorescente foi 3,1x10° FFU/mL

3.3. Producédo da imunoglobulina Y

3.3.1. Acomodacéo, alimentacéo e procedimentos com 0s animais

Foram utilizadas nove frangas poedeiras (Gallus gallus domesticus) clinicamente
sadias, da raca Rhodia provenientes de matrizeiro comercial na cidade de Teresopolis/RJ, que
estavam com 23 dias de vida e pesando de 0,068 a 0,170 kg. As aves foram vacinadas contra
Fowlpox virus e doenga de New Castle e foram mantidas em acomodagdes adequadas no
Biotério do Laboratério de Bioclimatizacdo da Faculdade de Medicina Veterinaria do Centro
Universitario Serra dos Orgdos (UNIFESO) em Teresopolis/RJ. Todas as aves foram
colocadas individualmente em gaiolas apropriadas, em regime de 12 horas de luz para 12
horas de escuriddo, temperatura entre 18-20°C e umidade relativa de 70-80%. Agua e racio
foram oferecidas ad libitum sendo considerado o estagio de vida dos animais. O procedimento
de imunizacéo foi iniciado aos 38 dias de vida das aves e as mesmas ja apresentavam peso de
0,255 a 0,387 kg. Semanalmente, as aves eram manipuladas a fim de monitorar o peso

corporal.

Aos 138 dias de vida das aves, a postura de ovos comecou. Os mesmos foram
recolhidos durante 13 semanas e estocados em geladeira a 4°C até a fase de purificacdo da
imunoglobulina Y. As frangas foram submetidas a eutanasia aos 229 dias de vida, 13 semanas
apos o inicio da postura dos ovos, por puncdo cardiaca (exsanguinacdo total) sob anestesia
profunda por tiopental sédico, por via intravenosa, na dose de 40 mg/kg (Cristalia, S&o Paulo,
SP, Brasil).
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Amostras do figado, rim, baco, bursa de Fabricius, ileo e medula 6ssea dos animais
foram fixados em formalina tamponada a 10%, incluidos em parafina, cortados com 4 pum,
corados pela técnica de hematoxilina e eosina (H-E) e analisados por microscopia ética. Esse
estudo foi realizado no Laboratério de Patologia do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz. Todos 0s
procedimentos experimentais foram aprovados em 30 de junho de 2011 pela Comissédo de
Etica no Trato com Animais da Fundacdo Educacional Serra dos Orgdos (CETA-UNIFESO)
com numero de licenga 0331/11 (Anexo ).

3.3.2. Imunizacgéo das aves

As nove aves foram divididas em trés grupos (I-111) com os seguintes protocolos de
imunizacdo: Grupo | — recebeu trés imunizacdes, cada dose com uma mistura contendo 50 pL
de rotavirus grupo A de humano (RVA Wa - 2,2x10° cpias de RNA) e rotavirus grupo A de
simio (RVA SA11 — 2,0x10° copias de RNA) associado com 80 L de Adjuvante Incompleto
de Freund (IFA) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Estados Unidos) e 20 uL CpG-ODN (1
mg/mL - 5-TCGTCGTTTGTCGTTTTGTCGTT 3’ - BioCorp Inc., Montreal, Canadd)
(Rankin et al., 2001); Grupo Il — recebeu a primeira imunizacdo com uma mistura contendo
50 pL de tampao tris-célcio, 80 pL de IFA e 20 pL CpG-ODN (1 mg/mL), a partir da segunda
imunizacdo as aves receberam imundgeno no indculo, ou seja, uma mistura de 50 uL de RVA
Wa (2,2x10° copias de RNA) e RVA SA11 (2x10° copias de RNA) associado com 80 pL de
IFA e 20 pL CpG-ODN (1 mg/mL); Grupo Il — recebeu trés imuniza¢bes com uma mistura
contendo 50 pL de tampéo tris-calcio, 80 pL de IFA e 20 pL CpG-ODN (1 mg/mL) como
controle negativo. Os rotavirus ndo foram inativados antes da inocula¢do. Os grupos | e 1l
diferem no numero de doses aplicadas nas aves com imunogeno (RVA), como pode ser
observado no Quadro 3.1 que exibe o esquema de inoculacdo dos grupos. Buscou-se avaliar a
diferenca de rendimento na producéo de IgY, se o sistema imune fosse somente estimulado
(primado) com os adjuvantes, ou seja, ndo administrando o RVA na primeira imunizagdo. O
volume total de 150 pL do in6culo foi inoculado, pela via intramuscular, no masculo peitoral
em todos os grupos. A primeira imunizagdo ocorreu aos 38 dias de vida dos animais, a
segunda e a terceira imunizagOes ocorreram aos 74 e 103 dias de idade das aves,

respectivamente.
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Quadro 3.1 — Protocolo de imunizacéo das aves para avaliacao de rendimento.

Grupo | Grupo |1 Grupo 111
Imunizacao
3 animais 3 animais 3 animais
12 RVA + IFA + CpG-ODN IFA + CpG-ODN IFA + CpG-ODN
28 RVA + IFA + CpG-ODN RVA + IFA + CpG-ODN IFA + CpG-ODN
3 RVA + IFA + CpG-ODN RVA + IFA + CpG-ODN IFA + CpG-ODN

RVA: Rotavirus grupo A humano e simio; CpG-ODN: Sequéncia nucleotidica; IFA: Adjuvante
Incompleto de Freund

3.3.3. Meétodo de purificacdo da IgY

Quando a postura de ovos comegou aos 138 dias de vida das aves 0os ovos foram
recolhidos e estocados em geladeira a 4°C até a purifica¢do da IgY. Ficou estabelecido que 0s
ovos fossem agrupados em pools por semana, ou seja, todos 0s ovos coletados na mesma
semana formavam uma sé amostra, separados por cada grupo de imunizacdo. Os ovos foram
coletados desde a primeira postura e a coleta foi encerrada exatamente apds 13 semanas. O

total de ovos recolhidos de todos os grupos neste periodo foi de 477 unidades.

O método de purificacdo da IgY empregado foi a precipitacdo em polietileno glicol
(PEG) desenvolvido por Polson et al. (Polson et al., 1985), procedimento que consiste em
quatro etapas de precipitacdo da gema do ovo com PEG 6000 (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, Estados Unidos) por centrifugacdo para separacdo das proteinas. Para iniciar o processo,
a uma parte de gema de ovo foram adicionados 3,5% (p/v) de PEG 6000 e quatro partes de
tampéo fosfato salina (PBS) (pH 7,5). A mistura foi homogeneizada e incubada por 20 min a

temperatura ambiente e posteriormente centrifugada por 10 min (14.000 x g) a 25°C.

Apos a centrifugacédo, a solucdo estava dividida em trés fases (Figura 3.2). A fracdo
semissolida (precipitada) composta de outras proteinas que ndo a IgY foi descartada. As
fragdes de gordura (sobrenadante) e IgY (fase intermediaria) foram decantadas por um funil
com papel de filtro. A esta solugdo decantada, adicionamos PEG 6000 a uma concentragdo
final de 12% (p/v). A mistura foi homogeneizada e incubada por 10 min; posteriormente, foi
centrifugada novamente (14.000 x g) por 10 min a 25°C. O sobrenadante (gordura) foi
descartado e o precipitado (IgY) foi dissolvido novamente em PBS até o volume de 35 mL,
com adicdo de PEG 6000 a uma concentracdo final de 12% (p/v). A mistura foi
homogeneizada e incubada por 10 min. Posteriormente, repetiu-se a centrifugacdo (14.000 x
g) por 10 min a 25°C. Apds, o sobrenadante foi novamente descartado e o precipitado
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dissolvido em 2,5 mL de etanol gelado 50% e 2,5 mL de PBS pH 7,4, para retirar o PEG
residual. A solugdo foi centrifugada (10.000 x g) por 10 minutos a -5°C, descartando o
sobrenadante ao final (PEG residual). Para finalizar a purificagao, o precipitado contendo IgY
foi ressuspendido em 2,5 mL de PBS pH 7,4.

@ Centrifugacdo @
— 14.000 g 1 1 - Fracio amarela: gordura
Gema Q
+ q 2 - Fracdo clara: [gY
PES
PEG \/; 3 - Fracdo semi-solida

Figura 3.2 — Esquema representativo da primeira etapa de centrifugacao da purificagdo por polietileno
glicol (PEG). A centrifugacdo da mistura de gema do ovo, PEG 6000 e PBS forma um gradiente de
trés fracOes.

3.3.4. Quantificacdo de proteinas totais

Com o intuito de conhecer a concentra¢do aproximada de IgY purificada da gema do
ovo, foi realizada a dosagem de proteinas totais pelo método de Lowry pelo kit de dosagem de
proteinas pelo acido bicinconinico (BCA) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Estados Unidos).
O principio consiste na formacdo do complexo proteina-cobre (Cu) em condigdo alcalina,
sequida pela reducdo de Cu?* para Cu'*. A quantidade de cobre reduzido é proporcional a
quantidade de proteina. O BCA forma um complexo com Cu'* que deixa o meio de cor
violeta. Portanto, para calibrar o aparelho que fara a leitura das amostras, uma curva padréao
de 5 pontos com concentracdo de proteinas conhecida foi preparada. As amostras e a curva
padrdo foram incubadas a 37°C por 30 min com o BCA e a leitura foi realizada no
espectrofotobmetro GeneQuant PRO (GE Healthcare, Estados Unidos) no comprimento de
onda de 562 nm.

3.3.5. Caracterizagédo da IgY

A caracterizacdo da imunoglobulina Y anti-rotavirus deu-se pelas técnicas de
eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE) e western
blotting. Na eletroforese, pode-se identificar se a proteina presente no produto purificado é a
IgY, pelo perfil de peso molecular das cadeias leve e pesada da proteina. Consegue-se,
também, observar se h& a presenca de outras proteinas interferentes, contudo, somente pelo
SDS-PAGE ndo h& a possibilidade de identificacdo da especificidade da IgY. Portanto, o
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western blotting foi realizado para este propdésito de caracterizar a especificidade da IgY

purificada para 0 RVA humano (Wa) e simio (SA11).

3.3.5.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese foi realizada em uma cuba de mini-gel da Bio-Rad® (Bio-Rad
Laboratories, CA, Estados Unidos). Foram realizados trés procedimentos, e em cada
procedimento somente um grupo era testado e dois géis eram corridos para comportar as 13
semanas de cada grupo. Cada pool das semanas purificadas foi individualizado em um poco
do gel. O padrdo de peso molecular BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen™/Life
Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos) foi o utilizado para identificar o perfil de
migracdo das proteinas. Antes da eletroforese, o purificado foi diluido em 1:100 (1 pL do
purificado, 49,5 pL de agua Milli-Q autoclavada e 49,5 pL de tampéo de desnaturagdo com f3-
mercaptoetanol - Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Estados Unidos) e desnaturados por 5 min
a 95°C. ApO6s a desnaturacdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel
poliacrilamida bis-tris 12% a 120 V por aproximadamente 90 min. O gel com as proteinas da
IgY foi corado com coomassie® brillant blue 0,1% (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Estados
Unidos) para visualizacdo das proteinas presentes no purificado. Com a avaliacdo das
proteinas pelo perfil de peso molecular das cadeias leve e pesada, foi verificado se a

imunoglobulina presente seria ou ndo a IgY (Marshall, 1984).

3.3.5.2. Western blotting

Na técnica pelo western blotting, a eletroforese também teve que ser realizada antes da
transferéncia para a membrana, porém, neste caso o produto que foi submetido a eletroforese
foi o rotavirus. Uma vez que o intuito da técnica é avaliar a especificidade da IgY para o
rotavirus, se fossemos aplicar a imunoglobulina no gel, esta teria que ser desnaturada e
haveria mudanca conformacional do anticorpo, com grande probabilidade de perda do

potencial de reconhecimento antigénico durante a desnaturacao.

A eletroforese foi realizada em uma cuba de mini-gel da Bio-Rad® (Bio-Rad
Laboratories, CA, Estados Unidos). No procedimento, foi verificada a especificidade da I1gY
tanto para o rotavirus simio como para o rotavirus humano, portanto, foi aplicado RVA SA11l
em trés pocos do gel e trés pogos do RVA Wa, para serem testados os trés grupos distintos de
IgY. O padrédo de peso molecular para proteinas pre-corado Kaleidoscope™ Standards (Bio-
Rad Laboratories, CA, Estados Unidos) foi o utilizado para identificar o perfil de migracdo

das proteinas. Antes da eletroforese, os dois virus (10 pL do virus e 10 pL de tampéo de
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desnaturacdo com [-mercaptoetanol - Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Estados Unidos)
foram desnaturados por 5 min a 95°C. Foram aplicadas 10° cépias RNA do RVA Wa e 10°
copias RNA do RVA SAl1l. Apo6s a desnaturagdo, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel poliacrilamida Bis-Tris 12% a 120 V por aproximadamente 90 min. Apds
o término da eletroforese, as proteinas virais presentes no gel foram transferidas para a

membrana de nitrocelulose pela mesma cuba da Bio-Rad®.

A transferéncia ocorreu a 100 V por 120 min e ap6s, a membrana foi incubada em
solucéo de bloqueio 5% overnight em temperatura ambiente sob leve agitacdo. Em seguida, a
membrana foi lavada com tampao fosfato salina Tween® 20 (PBS-T) 0,05% trés vezes por 5
min em cada lavagem. A membrana foi cortada em tiras iguais de forma que cada tira
continha todas as proteinas dos dois rotavirus. Cada tira foi incubada com um grupo da IgY
na concentracdo de 0,5 mg/mL por 2 horas a 37°C sob leve agitacdo. Apds a incubacao, as
membranas foram lavadas trés vezes com PBS-T 0,05% por 5 min cada. A segunda incubacéo
foi com IgG anti-IgY conjugada a peroxidase na diluigdo de 1:2.000 por 1 hora e 30 min a
37°C sob leve agitacdo. Apos a incubacdo, as membranas foram lavadas trés vezes com PBS-
T 0,05% por 5 min cada. A solucdo de revelacdo composta por 0,025 g 3,3 -diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB - Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Estados Unidos), 500 pL cloreto
de cobalto (CoCl,), 100 pL de peroxido de hidrogénio (H,0,) e 50 mL PBS (q.s.p.) foi feita
durante a ultima lavagem. O PBS-T da ultima lavagem foi descartado e as bandas apareceram
com as tiras mergulhadas na solucdo de revelacdo. A reacdo foi interrompida pela adicdo de
agua destilada (Towbin et al., 1979).

3.4. Estabelecimento do modelo de infeccdo pelo RVA em macacos

cynomolgus

Antes da realizagdo da imunoterapia para 0 rotavirus com a IgY, o macaco
cynomolgus (Macaca fascicularis) foi estabelecido como modelo de infeccdo experimental
por rotavirus. Esta etapa foi determinante na susceptibilidade do cynomolgus ao rotavirus

humano.

3.4.1. Animais

Nove animais clinicamente saudaveis, de 2 anos e 8 meses a 8 anos e 9 meses,
sorologicamente negativos para RVA (ELISA in house) e auséncia de eliminacdo de RVA nas

fezes (RT-PCR), provenientes do Servico de Primatologia (SCPrim) do Centro de Criacao de
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Animais de Laboratério na Fundacdo Oswaldo Cruz (CECAL/Fiocruz), foram alojados no
Biotério de Experimentacdo em Primatas do CECAL. Um estudo retrospectivo assegurou que
0s animais eram livres do virus da imunodeficiéncia simia (SIV) e retrovirus simio tipo D
(SRV/D) (Andrade et al., 2003). Todos os procedimentos experimentais foram aprovados em
26 de setembro de 2011 pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Fundacdo Oswaldo
Cruz (CEUA/Fiocruz) com numero de licenca LW-35/11 (Anexo II).

3.4.2. Procedimentos da infeccdo

Sete macacos cynomolgus com identificagdo alfanumérica tatuada no térax (X9, AB7,
V11, Z7, U13, T7 e AAT7) receberam, pela via oral, 2,0 mL (3,1x10° FFU/mL) de suspensdo
do rotavirus humano - RVA Wa (grupo desafio), e em 2 animais (V7 e X11) foram
administrados oralmente 2,0 mL de solucdo isotonica salina e mantidos como nao infectados
(grupo controle). O dia da inoculagdo foi considerado o dia 0, portanto, para estabelecer os
valores basais da bioquimica, hematologia e virais pré-inoculacdo, coletam-se amostras de
sangue e fezes neste periodo. Durante 11 dias foram avaliados sinais clinicos de diarreia
(fezes aquosas ou semiliquidas), vomito, ataxia e desidratacdo. A temperatura corporal foi
aferida diariamente com termémetro digital infravermelho e temperaturas acima de 38,5°C
foram consideradas hipertermia. Amostras fecais foram coletadas diariamente do 1° ao 10° dia
pos-inoculacdo (dpi). No 1° 3°, 7° e 10° dpi todos os animais foram anestesiados com 15
mg/kg de cloridrato de cetamina (K6nig, Santana de Parnaiba, SP, Brasil) e 0,1 mg/kg de
cloridrato de midazolam (Sandoz, Pyrmont, NSW, Australia) para coletar amostras de sangue
pela veia femoral e pesagem corporal. No dia 10 ap6s a inoculacdo, todos os animais foram
anestesiados com solucdo anestésica barbiturica (tiopental sédico 50 mg/kg) e submetidos a
eutanasia pela exsanguinacdo por puncéo cardiaca. O protocolo da infeccdo estd demonstrado
no Quadro 3.2.

Quadro 3.2 - Protocolo de infecgdo de Macaca fascicularis pelo RVA.

Grupo N””.‘em. Ee Carga viral do in6culo Avaliacéo da infecgéo
animais
Desafio 7 3,1x10° FFU/mL 1 — Clinica
2 — Bioquimica e hematoldgica
Controle 2 Solugdo isotonica salina | 3 _ peteccdo viral
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3.4.3. Analise hematolodgica e bioquimica

Os animais anestesiados pela via intramuscular com cloridrato de cetamina (10 mg/kg)
foram submetidos a puncdo venosa femoral. Foram coletados dois tubos de sangue utilizando
o sistema Vacutainer® 1,5 mL em um tubo de EDTA (BD Vacutainer®, Franklin Lakes, NJ,
Estados Unidos) para hemograma, e 1,5 mL em um tubo com gel separador (BD Vacutainer®,
Franklin Lakes, NJ, Estados Unidos) para obtencéo do soro. O soro foi utilizado para deteccéo
do RNA viral, além da analise de padrdes bioquimicos, tais como, sddio (Na*), potassio (K*)
e cloro (CI"). As amostras de sangue total e soro foram enviados para analise pelo Servico de
Controle de Qualidade Animal (CECAL/Fiocruz), além de uma lamina de distengédo
sanguinea para contagem especifica dos leucdcitos. O hemograma foi processado no
equipamento automatizado pocH-100iVDiff (Sysmex Europe GmbH, Hamburgo, Alemanha)
e o soro foi processado no equipamento Vitros 250 (Ortho Clinical Diagnostics — Johnson &

Johnson, Auckland, Nova Zelandia).

3.4.4. Deteccdo do RVA nas amostras

3.4.4.1. Deteccao do antigeno viral nas fezes

A deteccdo do antigeno viral nas fezes foi realizada pelo ensaio imunoenzimético
comercial EIA RIDASCREEN® Rotavirus (R-Biopharm AG, Darmstadt, Alemanha) seguindo

o manual do fabricante.

3.4.4.2. Deteccdo do RNA viral nas fezes e no soro

Para deteccdo do RNA viral, foi realizada a reacdo da transcriptase reversa seguida da
reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) do fragmento da VP6. Para confirmacdo da
infeccdo viral, também foi realizado um teste quantitativo pela reacéo da transcriptase reversa
sequida da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR) pelo TagMan®
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems®/Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados
Unidos).

Antes da amplificacdo, a extracdo e a transcricdo reversa do &cido nucléico foram
realizadas de acorco com os procedimentos do item 3.2.4.1, a partir de 140 uL de amostras da
suspensdo fecal 10% e do soro dos animais. O PCR para amplificar o fragmento de 379 bp do
genoma do RVA foi realizado utilizando primers especificos que amplificam o gene da VP6
(lturriza Gomara et al., 2002). A mistura dos reagentes era composta de 10X buffer; dXTP
(25 mM); forward primer VP6 (20 M) nucleotideo 747 ao 766 (5-
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GACGGVGCRACTACATGGT-3"); reverse primer VP6 (20 uM) nucleotideo 1.126 ao 1.106
(5-GTCCAATTCATNCCTGGTGG-3") - genoma de referéncia Rotavirus subgroup 1 gene
VP6 (acesso GenBank: D00325.1); MgCl, (50 mM); e Platinum® Tag DNA Polymerase (5
U/uL) (Invitrogen™/Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos).

O gPCR a partir do cDNA ja amplificado foi procedido como descrito anteriormente
no item 3.2.4.1.

3.4.4.3. Evidéncia de particulas virais infecciosas eliminadas nas fezes

Com o proposito de confirmar a presenca de particulas infecciosas de rotavirus nas
fezes dos macacos inoculados, estas foram utilizadas para inocular células MA-104. Foi
selecionada uma amostra fecal RNA positiva de cada animal para ser utilizada como in6culo.
O macaco V7 que pertencia ao grupo controle, também foi testado. Como o critério de selecao
da amostra era a presenca do &cido nucléico, os dias das amostras eram distintos para cada
animal, como por exemplo, no macaco AB7 as fezes eram do 5° dpi; os macacos T7, V11 e
Z7 eram do 7° dpi; e os animais AA7, X9, U13 e V7 eram do 6° dpi.

Em uma lamina Lab-Tek® Chamber Slide™ System (Nalgene Nunc, Naperville, IL,
Estados Unidos) contendo células MA-104 com 70-80% de confluéncia foi adicionado 100
puL de meio Eagle Hanks sem SFB, porém, com tripsina na concentracdo de 1 ug/mL. As
amostras de fezes foram centrifugadas a 10.000 x g por 15 min com o objetivo de clarificar o
indculo. Apos, a 100 pL desta suspensdo fecal foi adicionado tripsina, para uma concentracdo
final de 20 pg/mL, e incubado em banho maria a 37°C durante 1 hora para ativagédo viral. Ao
término da incubacdo, as amostras foram adicionadas nos pocos da lamina que ja continham
100 pL de meio Eagle Hanks com 1 pg/mL de tripsina. A ldmina foi incubada durante 1 hora
a 37°C sob leve agitacdo para adsorcédo viral. Apés a adsor¢do, o indculo foi removido e em
cada poco foi adicionado 500 pL de meio Eagle Hanks com 2% SFB. A placa permaneceu
incubada em 37°C durante 18 horas.

Ap0s o periodo de incubagdo para replicacédo viral, os pocos foram lavados duas vezes
durante 5 min cada com PBS 1X sob agitacdo. Entéo, as células foram fixadas pela adi¢éo de
paraformaldeido 4% e incubadas em gelo durante 30 min. As células fixadas foram lavadas
novamente 3 vezes durante 5 min cada com PBS 1X sob agitacdo. Apos, as células foram
permeabilizadas com Triton X-100 0,5% com BSA 1% e incubadas em temperatura ambiente
durante 10 min. As células foram lavadas novamente 3 vezes durante 5 min cada com PBS 1X
sob agitacdo. Foi realizado o blogueio com solugdo de blogueio (BSA 4% com Tween® 20

0,1%) em temperatura ambiente durante 30 min com suave homogeneizagdo. Ao término da
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incubacdo, a solucdo de bloqueio foi retirada e adicionou-se cada pogo o anticorpo primario
IgG monoclonal de camundongo anti-VP6 (Abcam®, Cambridge, UK) diluido 1:100 em
solugéo de bloqueio. A incubacdo foi em temperatura ambiente por 30 min com suave
homogeneizacdo. A solugdo do anticorpo primario foi removida e as células lavadas
novamente 3 vezes durante 5 min cada com PBS 1X sob agitagdo. Apos, foi adicionado em
cada poco o anticorpo secundéario 1gG anti-lgG camundongo produzido em burro conjugado
com Alexa Fluor® 488 (Abcam®, Cambridge, UK) diluido 1:1.000 em soluco de bloqueio. A
incubacéo foi em temperatura ambiente por 30 min com suave homogeneizacgdo. A solucdo do
anticorpo secundario foi removida e as células lavadas somente uma vez durante 5 min com
PBS 1X sob agitacdo. Para finalizar, incubou-se as células durante 5 min com DAPI (4' 6-
diamidino-2-fenilindol) na diluicdo de 1:5.000. A solugdo de DAPI foi removida e as células
lavadas novamente 3 vezes durante 5 min cada com PBS 1X sob agitacdo. A lamina foi

finalizada com glicerol sobre as células e laminula.

A infecgdo das células pelo rotavirus foi constatada pelo microscopio de fluorescéncia
invertido ApoTome (Zeiss, Jena, Alemanha). Todo o procedimento foi realizado com
adaptacdes de acordo com o trabalho de Arnold et al. e Montero et al. (Montero et al., 2008;
Arnold et al., 2009).

3.5. Imunoterapia para RVA em macacos cynomolgus

Com o modelo de infeccdo experimental para o rotavirus ja estabelecido, realizou-se a
tentativa de imunoterapia para rotavirus no macaco cynomolgus. A imunoglobulina Y anti-
RVA produzida no inicio do projeto foi utilizada nesta imunoterapia. Contudo, foi necessario
definir a concentracdo ideal da IgY a ser administrada em cada animal como contrapartida
terapéutica para a quantidade de in6culo administrada, portanto, realizou-se um ensaio de
neutralizagdo in vitro utilizando cultura de células. O intuito do ensaio foi avaliar qual a
concentracdo de IgY capaz de neutralizar o indculo, ou seja, capaz de impedir do virus entrar

nas células.

3.5.1. Ensaio de neutralizacdo da IgY em cultura de células

A célula utilizada neste ensaio de neutralizagdo in vitro foi a MA-104 (ATCC® CRL-
2378), a mesma utilizada na producdo dos RVA, ou seja, todos 0s insumos e procedimentos

de crescimento e manutencdo das células também foram os mesmos descritos na producéo dos
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rotavirus. No entanto, desta vez as células foram propagadas em placas de 24 pogos e sO 0

rotavirus humano (RVA Wa) foi testado.

A primeira etapa do ensaio foi a ativagio do RVA Wa (concentracdo de 3,1x10’
FFU/mL) em estufa a 37°C durante 30 min. Apds a ativacdo, as diferentes concentracfes da
IgY foram incubadas com o virus durante 1 hora e 30 minutos para ocorrer a interagdo entre o
virus e o anticorpo. Foram testadas as seguintes concentragdes de I1gY: 4,0 -3,5-3,0-2,5 -
20-15-10-0,75-0,5mg/mL. A IgY anti-RVA utilizada foi a do Grupo | semana 11 que

estava com a concentracdo do purificado de 34 mg/mL.

Com o término da incubacdo e as células na confluéncia ideal para infeccdo, o
“inoculo” composto do virus com a IgY foi adicionado a cada pogo correspondente e foi
espalhado por toda monocamada de células. A placa foi incubada em estufa a 37°C durante 1
hora, para adsorcdo das particulas virais do rotavirus que nao foram neutralizadas. Apds esse
periodo, o “inoculo” foi descartado ¢ as células lavadas duas vezes com PBS 1X estéril. Estas
lavagens sdo necessarias para que todo o virus que ndo penetrou na célula seja retirado dos
pocos. O meio de manutencdo Eagle Hanks com tripsina 0,5 pg/mL foi adicionado a cada
poco, a placa foi mantida em estufa a 37°C durante 24 horas e ap0s este tempo, foi submetida
a 3 ciclos de congelamento e descongelamento para rompimento total das células e liberacdo
do virus no meio. A replicacdo do RVA Wa foi avaliada pela quantificagcdo na técnica de PCR
em tempo real, como descrito anteriormente no item 3.2.4.1. A partir do meio, fez-se a

extracdo do RNA, a extensdo do cDNA pela transcricéo reversa e a amplificacdo pelo gPCR.

3.5.2. Animais

Nesta etapa de imunoterapia foram utilizados quatorze animais clinicamente
saudaveis, de 10 meses a 27 anos (média de 6 anos), sorologicamente negativos para RVA
(ELISA in house) e auséncia de eliminacdo de RVA nas fezes (RT-PCR). Os animais tinham
a mesma procedéncia dos macacos utilizados no estabelecimento do modelo e também
ficaram alojados no Biotério de Experimentacdo em Primatas do CECAL. Todos o0s
procedimentos experimentais foram aprovados em 26 de setembro de 2011 pela Comisséao de
Etica no Uso de Animais da Fundacio Oswaldo Cruz (CEUA/Fiocruz) com numero de
licenca LW-35/11 (Anexo II).
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3.5.3. Procedimentos da infecc@o e imunoterapia

Os macacos foram divididos em 5 grupos com diferentes protocolos de inoculagéo e
tratamento. Grupo controle negativo (CN): dois animais (B2 e J6) foram administrados
oralmente com 10 mL de solucdo isotonica salina e mantidos como néo infectados; Grupo
controle positivo (CP): dois animais (AE15 e AE11) foram administrados oralmente com 10
mL de suspenséo do rotavirus humano - RVA Wa (3,1x10° FFU): Grupo prova do principio
(RVA + 1gY): em dois animais (R9 e Q5) foram administrados oralmente 10 mL de
suspensdo do RVA Wa (3,1x10" FFU) incubado anteriormente com IgY anti-RVA (2,5 mg)
em estufa a 37°C durante 1 hora e 30 minutos; Grupo imunoterapia oral (10): em quatro
animais (AD15, AA3, AE5 e AE17) foram administrados oralmente 10 mL de suspenséo do
RVA Wa (3,1x10" FFU) e ap6s 2 horas foram administrados oralmente com 5 mL de IgY
anti-RVA (2,5 mg); Grupo imunoterapia oral e intravenosa (I01V): quatro animais (AD13,
X5, AE1l e AE13) foram administrados oralmente com 10 mL de suspensdao do RVA Wa
(3,1x10” FFU) e ap6s 2 horas foram administrados oralmente com 5 mL de IgY anti-RVA
(2,5 mg) e via intravenosa com 1 mL de IgY anti-RVA (2,5 mg). O dia da inoculagéo foi
considerado o dia 0, portanto, para estabelecer os valores basais da bioquimica, hematologia e
virais pré-inoculacdo, coletamos amostras de sangue e fezes neste periodo. Durante 5 dias
foram avaliados sinais clinicos de diarreia (fezes aquosas ou semiliquidas), vémito, ataxia e
desidratagdo. A temperatura corporal foi aferida diariamente termdmetro digital
infravermelho e temperaturas acima de 38,5°C foram consideradas hipertermia. Amostras
fecais e de sangue foram coletadas diariamente do 1° ao 4° dia p6s-inoculacédo (dpi), portanto,
em todos os dias, os animais foram anestesiados com 15 mg/kg de cloridrato de cetamina
(Kdnig, Santana de Parnaiba, SP, Brasil) e 0,1 mg/kg de cloridrato de midazolam (Sandoz,
Pyrmont, NSW, Australia) para coletar amostras de sangue pela veia femoral e pesagem
corporal. No dia 4 ap6s a inoculacdo, todos os animais foram anestesiados com solugéo
anestésica barbitarica (tiopental sédico 50 mg/kg) e submetidos a eutanasia pela
exsanguinagao por puncéo cardiaca. O protocolo da infeccdo estad demonstrado no Quadro 3.3.
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Quadro 3.3 - Protocolo de imunoterapia pelo RVA em Macaca fascicularis.

Idade

Peso

Carga viral

Grupo Animal (anos) (kg) do indculo g¥
Controle B2 27a0m 3,650 . o
Negativo (CN) J6 19a 1m 3,380
Controle AE15 0a 10m 1,330 S 110" FFU o
Positivo (CP) AE11 1a Om 1,340 ’
Prova do R9 11a 8m 5,840
Principio 3,1x10" FFU 2,5 mg - Oral
(RV + 1gY) Q5 13a2m 4,500
AD15 1a 10m 1,600
- AA3 5a 3m 3,970
'mé‘”oltelr Sp'a 3,110’ FFU 2,5mg - Oral
ral (10) AE5 1a2m 1,250
AE17 0a 10m 1,130
AD13 la1lm 1,150
Imunoterapia X5 723m 6.650 I
, 2,5 mg—Ora
| Oral e 3.1x10” EFU d
ntravenoso AE1 1a 3m 1,550 2,5 mg — Intravenoso
(101V)
AE13 1a Om 1,200

a: ano; m: més.

3.5.4. Andlise hematoldgica e bioquimica

Os animais anestesiados pela via intramuscular com cloridrato de cetamina (10 mg/kg)

foram submetidos a puncdo venosa femoral. Foram coletados trés tubos de sangue utilizando

o sistema Vacutainer®: 1,5 mL em um tubo de EDTA (BD Vacutainer®, Franklin Lakes, NJ,

Estados Unidos) para hemograma, 1,5 mL em um tubo com gel separador (BD Vacutainer®,

Franklin Lakes, NJ, Estados Unidos) para obtengdo do soro, e 1,5 mL em um tubo de citrato

(BD Vacutainer®, Franklin Lakes, NJ, Estados Unidos) para analise de marcadores

imunolégicos, como por exemplo, células do sistema imune. O soro foi utilizado para

deteccdo do RNA viral, andlise do perfil de citocinas, além da anélise de padrfes bioquimicos,

tais como, sddio (Na*), potassio (K*) e cloro (CI). As amostras de sangue total e soro foram

enviados para analise pelo Servico de Controle de Qualidade Animal (CECAL/Fiocruz), além

de uma lamina de distencdo sanguinea para contagem especifica dos leucocitos. O
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hemograma foi processado no equipamento automatizado pocH-100iVDiff (Sysmex Europe
GmbH, Hamburgo, Alemanha) e o soro foi processado no equipamento Vitros 250 (Ortho
Clinical Diagnostics — Johnson & Johnson, Auckland, Nova Zelandia). As analises de
citocinas, marcacdes celulares (células CD4" e CD8") e perfis de migracéo e ativacéo celular
estdo sendo realizadas no proprio laboratorio em um projeto a parte. As amostras de sangue
total dos animais J6, AE17 e AE13 coagularam na coleta, portanto, ndo houve como fazer a
contagem de células. O animal Q5 foi a 6bito no ultimo dia, consequentemente, ndo foi

possivel retirar sangue para fazer a contagem de células.

3.5.5. Detecgdo do RNA viral nas amostras de fezes e soro

Para deteccdo e quantificacdo do RNA viral, foi realizada a reacdo da transcriptase
reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR) pelo TagMan®
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems®/Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados
Unidos).

Antes da transcricdo reversa, a extracdo do acido nucléico foi realizada. Para fezes, foi
utilizado o método de extracdo pela silica (Boom et al., 1990) com modificacGes (Leite et al.,
1996) a partir de 400 pL de amostras da suspensdo fecal 10%. A extragdo do soro foi
realizada pelo kit comercial High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche, Basiléia, Suica) a
partir de 100 pL. A extensdo do cDNA foi procedida com o High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit® (Applied Biosystems®/Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos)
a partir de 10 pL do RNA extraido. Antes do processo, este foi desnaturado com 2 L dimetil
sulféxido (DMSO) a 97°C durante 7 min e somente apds, foi adicionado a mistura dos
componentes do kit (10X RT Buffer; dNTP Mix - 100 mM; 10X RT Random Primers; e
MultiScribe™ Reverse Transcriptase - 50 U/UL). A deteccdo e quantificacdo do RNA viral a
partir do cDNA ja amplificado foi realizado pelo g°PCR como descrito anteriormente no item
3.2.4.1.

3.6. Aplicacdo da IgY em diagndstico

Para demonstrar a funcionalidade da IgY em outras aplicagdes, testamos uma IgY
especifica para o virus da hepatite A (HAV) em um teste diagndstico, em que a IgY havia
sido produzida em um estudo anterior do nosso laboratorio (de Paula et al., 2011). A detec¢édo
do HAYV foi realizada pela imunofluorescéncia indireta em cortes histologicos de figado

congelado de macacos cynomolgus (Macaca fascicularis). As amostras de figado utilizadas

Tese de Doutorado - Gentil Arthur Bentes 60



Anticorpos IgY especificos para rotavirus do grupo A. Uma abordagem terapéutica para rotavirose em Macaca fascicularis

no teste também foram obtidas de um estudo prévio realizado pelo Laboratério de
Desenvolvimento Tecnoldgico em Virologia (Amado et al., 2010), onde os cynomolgus
foram infectados experimentalmente com o isolado de HAV brasileiro (HAF-203; GenBank
AF268396).

As amostras de figado congelado foram recobertas em resina Tissue-Tek® (Miles Inc.
Diagnostic Division, Elkhart, Estados Unidos) em baixas temperaturas (gelo seco). Em
seguida, os fragmentos foram cortados em criostato com uma espessura de 4 um e aplicados
em laminas, fixados com acetona gelada (4°C) e congelados a -70°C. As laminas foram
bloqueadas com solucéo de bloqueio contendo 2,5% de BSA e 8% de soro fetal bovino (SFB)
por 2 horas em cdmara Umida a 37°C. As laminas foram lavadas 3 vezes com PBS (pH 7,2).
Posteriormente, os cortes foram incubados durante 1 hora e 30 min com anticorpo primario
IgY anti-HAV (0,337 mg/mL) diluido em 1:120 em camara Umida a 37°C. As laminas foram
lavadas 3 vezes com PBS. Finalmente, os cortes foram incubados com anticorpo secundario
lgG anti-lgY produzido em cabra/Alexa Fluor® 488 (2 mg/mL) diluido em 1:1.200
(Molecular Probes®/Life Technologies™, Eugene, OR, Estados Unidos) por 1 hora e 30 min
em camara umida a 37°C. As laminas foram novamente lavadas 3 vezes com PBS. O azul de
Evans foi utilizado como contracorante dos cortes histoldgicos e a lamina foi finalizada com
SlowFade® Gold Antifade Mountant with DAPI (Invitrogen”/Life Technologies™, Carlshad,
Estados Unidos) e laminula. As imagens da imunofluorescéncia foram obtidas pelo
microscopio confocal LSM Zeiss 510 Meta (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) do

Laboratorio de Patologia (IOC/Fiocruz).

Em um experimento paralelo, a titulo de controle do procedimento, o anticorpo
primario foi substituido por uma IgY néo especifica (0,314 mg/mL) diluida 1:120 para checar
a especificidade da marcacdo nos figados infectados. E, para o proposito de comparagdo, uma
IgG anti-HAV comercial (0,1 mg/mL) diluida 1:20 (United States Biological, Swampscott,
MA, Estados Unidos) também foi testada como anticorpo primario, como previamente
descrito (Amado et al., 2010).

3.7. Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism 5.0. Os dados foram
relatados como media + desvio padréo e os niveis de significancia foram avaliados utilizando

ANOVA. A diferenca estatistica foi considerada significante quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Producéo do indculo de rotavirus humano

A producéo dos rotavirus em cultura de células MA-104 apresentou alto rendimento e
a purificacdo em cloreto de césio destacou-se ndo sO na retirada de residuos celulares e
impurezas, como também na alta concentracéo do virus. As fragdes resultantes da purificacdo
por cloreto de césio foram analisadas pela eletroforese em gel de poliacrilamida do acido
nucléico para observar em quais havia maior concentracdo do virus. Vé-se na Figura 4.1 que
as fracBes 5 e 6 do RVA Wa apresentaram as maiores concentragcdes do virus, enquanto no
RVA SA11 houve acentuacdo das fracGes 4 e 5. Assim, essas duas fracdes de cada virus
foram unidas e ambas foram quantificadas. A concentracdo do RVA Wa foi 2,2x10™ cépias
de RNA/mL e o RVA SA11 foi 1,9962x108 copias de RNA/mL. Sendo assim, foi atingido o

objetivo da obtencdo de duas suspensdes virais altamente concentradas.

Fracbes Wa Fracfes SA11l
1 2 345 6 7 8 910 1 2 3 4 56 7 8

Figura 4.1 — Eletroforese em gel de poliacrilamida do RNA viral das fragdes purificadas dos rotavirus
do grupo A humano (RVA Wa) e simio (RVA SA1l).
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Isoladamente a analise dos 11 segmentos do RNA é insuficiente para caracterizar que
0 virus esteja completo, ou seja, com toda sua particula formada. Portanto, a eletroforese em
gel de poliacrilamida também foi realizada com a finalidade de observar a presenca das

proteinas virais. Na Figura 4.2 podem ser observadas duas proteinas, VP4 e VP7.

Wa SA1l
10 10° | 10® 10® 10° 10° 10°

VP4

VP7

Figura 4.2 — Eletroforese em gel de poliacrilamida das proteinas virais dos rotavirus do grupo A
humano (RVA Wa) e simio (RVA SA1l).

Para o rotavirus humano Wa, além da quantificagéo do virus pelo PCR em tempo real
guantitativo (RT-qPCR), foi realizada a quantificacdo pelo ensaio de unidade de foco
fluorescente (FFU). Neste método a quantidade de particulas infectantes pdde ser aferida,
além de confirmar que no inéculo que foi administrado nas aves e nos macacos havia
particulas completas e infectantes. Conseguiu-se visualizar foco fluorescente até a diluicdo de
10, como pdde ser observado na Figura 4.3, portanto, a contagem destes focos foi realizada
nesta ultima diluicdo e calculou-se a dose de particulas infectantes (Arnold et al., 2009). A
concentracdo viral obtida do rotavirus Wa através da contagem de unidade de foco
fluorescente foi 3,1x10° FFU/mL.
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Figura 4.3 — Quantificacdo do rotavirus do grupo A humano (RVA Wa) pelo ensaio de unidade de
foco fluorescente (FFU). [A] Diluicdo do RVA em 107 [B] Diluicdo do RVA em 10™; [C] Diluigdo
do RVA em 10°; [D] Diluicdo do RVA em 10°®; [E] Diluicdo do RVA em 107; [F] Diluicdo do RVA
em 107,

4.2. Producéo da IgY anti-RVA nas aves (Gallus gallus domesticus)

4.2.1. Observacéao clinica

As frangas foram observadas duas vezes ao dia (pela manha e a tarde) dentro de suas

gaiolas durante os dias que se seguiram a inoculacdo. Visualizam-se as caracteristicas gerais e
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as de comportamento. Em nenhum animal foi observado quaisquer manifestacdes clinicas. A

area da inoculagéo nao provocou dor, desconforto ou dano tecidual.

4.2.2. Pesagem das aves

Com o0 objetivo de investigar o estresse causado nos animais e a toxicidade dos
adjuvantes utilizados nas imunizagGes, a variacdo de peso dos animais foi verificada entre 0s
grupos durante o experimento. No Gréafico 4.1, observamos a média de peso das aves em cada
grupo por imunizacdo. Ndo houve diferenca na cinética de crescimento comparando as aves

inoculadas ou ndo com 0s rotavirus.

25001

20004 3% Imunizagédo

!

[y

al

o

o
1

2% Imunizagéo

!

1000+

Peso das aves (g)

1% Imunizagéo
-~ RVA + CpG-ODN + IFA (3 doses)
- RVA + CpG-ODN + IFA (2 doses)
500+

-4 CpG-ODN + IFA

T T T T T T T
38 45 52 59 66 73 80 87 94 101 150 164
Dias de vida

Gréfico 4.1 — Média do peso corporal das frangas de cada grupo ap6s as imunizac@es. Grupo I: RVA
+ CpG-ODN + IFA (3 doses); Grupo II: RVA + CpG-ODN + IFA (2 doses); Grupo I1l: CpG-ODN +
IFA.

4.2.3. Histopatologia

Todos os animais apresentaram no figado areas de congestdo e esteatose difusa com
discreta alteracdo da arquitetura acinar. No baco, apenas congestdo foi visualizada. Os rins

apresentaram-se histologicamente normais.

4.2.4. Dosagem das proteinas totais purificadas

Pelo método de Lowry quantificamos a concentragéo total de proteinas purificadas da

gema do ovo durante as 13 semanas de coleta. A concentragdo de cada amostra pode ser vista
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na Tabela 4.1. Na primeira semana somente as aves do Grupo | haviam iniciado o ciclo de
postura, portanto, ndo houve quantificacdo dos Grupos Il e Ill. Nas primeiras semanas de
coleta a quantidade de proteina ndo foi tdo alta, principalmente no Grupo Il. No entanto, a
partir da 5% semana de postura, o0 Grupo Il alcancou 0 mesmo patamar de concentracdo dos
outros dois grupos, com o pico de concentracdo na 9% semana e manteve-se alto até a ultima
semana (Gréfico 4.2). O Grupo | que recebeu trés imuniza¢des com imundgeno (RVA)
apresentou concentragdo de proteinas totais mais alta em relagdo aos outros grupos
praticamente durante toda a coleta dos ovos (Grafico 4.2). O Grupo |1l teve dosagem bem
abaixo dos outros grupos até a 10* semana, a concentracdo elevou a partir da semana 11, se
igualando aos demais grupos (Grafico 4.2). A maior concentragdo alcancada foi a do Grupo |
na 10? semana com 59,5 mg/mL de proteinas totais (Tabela 4.1). A concentracdo média dos
Grupos I, Il e 11l foram 37,35 mg/mL, 31,58 mg/mL e 27,46 mg/mL, respectivamente. Houve

diferenca entre os grupos imunizados com significancia estatistica (p < 0,05).

Tabela 4.1 — Concentracdo das proteinas totais purificadas da gema em cada grupo nas 13 semanas de
coleta dos ovos.

Grupo | Grupo 11 Grupo 111

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Semana 1 18 2 2
Semana 2 32 7 30
Semana 3 32 11 20
Semana 4 42 24 21
Semana 5 20 19 16
Semana 6 32 38 24
Semana 7 42 38 34
Semana 8 34 36 15
Semana 9 46 49 26
Semana 10 59,5 35 19
Semana 11 34 36 38
Semana 12 44 40 52,5
Semana 13 50 46 34

Grupo I: RVA + CpG-ODN + IFA (3 doses); Grupo II: RVA + CpG-ODN + IFA (2 doses); Grupo IlI:
CpG-ODN + IFA. *Nao ha amostra.
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Gréfico 4.2 — Concentracdo das proteinas totais purificadas da gema em cada grupo nas 13 semanas
de avaliagdo. Grupo I: RVA + CpG-ODN + IFA (3 doses); Grupo Il: RVA + CpG-ODN + IFA (2
doses); Grupo I1l: CpG-ODN + IFA.

4.2.5. Caracterizacdo da IgY anti-RVA purificada

4.25.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O padréo eletroforético das proteinas purificadas da gema do ovo esta de acordo com o
padrdo da IgY (Figura 4.4), onde o peso molecular da cadeia leve é 21 kDa e a cadeia pesada
de 70 kDa (Hatta et al., 1993). Pode-se constatar também que nas amostras havia outras
proteinas além da IgY, porém, em quantidade bem inferior. Em todos os grupos as bandas

mais espessas eram as das cadeias da IgY, ou seja, em maior quantidade que as demais

proteinas.

70 kDa

21 kDa
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Figura 4.4 — Eletroforese em gel de poliacrilamida da IgY. [A] Grupo I (3 doses do imund6geno); [B]
Grupo Il (2 doses do imundgeno); [C] Grupo 111 (controle); PM: peso molecular.

4.25.2. Western blotting

No western blotting, a IgY purificada de cada grupo foi incubada com as proteinas
virais que foram transferidas para a membrana de nitrocelulose. Nos grupos que receberam o
rotavirus como imundégeno (I e 11) muitas proteinas do virus foram reveladas. No entanto, o
Grupo Il (controle) quando incubado com as proteinas virais, nenhuma proteina do RVA foi
revelada. Deste modo, identificamos especificidade do anticorpo purificado para o rotavirus,

tanto simio como humano. Esses resultados constam na Figura 4.5.
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Figura 4.5 — Western blotting da IgY anti-RVA. Presenca de bandas especificas para o rotavirus
apenas nas membranas referentes aos Grupos | e Il. Na coluna referente ao Grupo Ill ndo ha banda
especifica. [A] Grupo | (3 doses do imun6geno); [B] Grupo Il (2 doses do imundgeno); [C] Grupo Il
(controle). PM: peso molecular; Wa: rotavirus humano; SAL11: rotavirus simio.
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4.3. Estabelecimento do modelo de infeccdo pelo RVA em macacos

cynomolgus

4.3.1. Observacao clinica

Os sinais clinicos caracteristicos da infeccdo pelo RVA: hipertermia (>38.5°C),
vOmitos, anorexia e perda de peso foram investigados durante o estudo. Diarreia foi observada
durante o curso da infeccdo. Apenas o0 cynomolgus T7 teve duracédo por trés dias (do 7° ao 9°
dpi) e no animal AB7 por dois dias (2° e 3° dpi), ambos do Grupo Desafio. Trés animais (Z7,
T7 e AAT) apresentaram hipertermia, todos do Grupo inoculado com RVA, apresentando
temperaturas de 38,6°C (7° dpi), 38,5°C (1° dpi) e 39,0°C (1° dpi), respectivamente (Tabela
4.2).

Tabela 4.2 — Temperatura dos macacos cynomolgus durante os 11 dias de estabelecimemto do modelo
experimental.

Temperatura (°C)

0 dpi 1 dpi 3dpi  4dpi 5 dpi 6 dpi 7 dpi 8 dpi 9dpi  10dpi

Grupo Controle

V7 36,0 36,9 37,0 37,2 36,0 36,5 36,4 36,6 37,0 37,5

X11 37,5 38,2 37,2 38,1 36,6 37,1 38,2 37,0 36,8 37,1

Grupo Desafio

AB7 36,0 37,7 36,5 37,5 36,9 37,0 37,4 36, 6 37,1 36,4

zZ7 36,8 37,3 36,7 38,1 37,8 38,2 38,6 37,5 37,3 36,5

V11 37,5 38,4 37,4 38,0 36,1 36,9 36,7 37,0 37,2 37,0

U13 37,4 37,7 36,8 37,7 36,5 37,1 37,4 37,9 37,2 37,0

T7 38,2 38,5 37,2 37,9 37,0 37,0 37,1 37,3 36,9 36,8

AAT7 36,6 39,0 36,1 37,0 37,9 37,6 37,5 37,5 37,1 37,4

X9 37,4 38,1 37,6 37,7 37,2 37,5 37,4 37,1 37,3 37,2

Os numeros em vermelho representam os episodios de hipertermia.

4.3.2. Dados hematologicos e bioquimicos

Houve queda nos niveis séricos de potéassio (K*) do 7° ao 10° dpi no grupo dos
animais inoculados do Grupo Desafio comparativamente em relacdo ao Grupo Controle
(Grafico 4.3a). Dividindo o Grupo Desafio em dois, em animais com hipopotassemia e sem
hipopotassemia, visualiza-se que dos trés cynomolgus do Grupo Desafio com hipopotassemia

(T7, AB7 e AAY), dois deles tiveram diarreia. No Gréafico 4.3b constata-se que nestes trés
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animais a hipocalemia (do 1° ao 10° dpi) foi bem significativa quando comparada com o0s

demais animais, Grupo Desafio sem hipopotassemia e Grupo Controle.
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Graéfico 4.3 — Niveis séricos de potassio nos macacos cynomolgus. [a] Diferenca dos niveis séricos de
potassio entre os macacos do Grupo Desafio e 0s macacos do Grupo controle. A seta representa o
momento da inoculacdo. [b] Divisdo do Grupo Desafio entre animais com e sem hipopotassemia.
Diferenca dos niveis de potassio sérico entre 0s macacos do Grupo desafio sem hipopotassemia, 0s
macacos do Grupo Desafio com hipopotassemia (T7, AB7 e AAT), e os macacos do Grupo Controle.
A seta representa 0 momento da inoculacéo.
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Os niveis séricos de sodio (Na*) e cloro (CI") (Gréafico 4.4), bem como as contagens
hematoldgicas ndo tiveram alteracBes entre os dois grupos. Uma elevacdo na contagem de
linfocitos foi observada somente em um animal, AB7, do 7° dpi até o final da infeccdo
(5,6x10° linfocitos/mL) (Gréfico 4.5).
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Gréfico 4.4 — Comparacdo dos niveis séricos de sodio [a] e cloro [b] entre os macacos cynomolgus do
Grupo Desafio e os macacos do Grupo Controle. A seta representa 0 momento da inoculago.
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Gréfico 4.5 — Contagem de linfécitos dos macacos cynomolgus. Linfocitose (5,6x10° linfécitos/mL)
do animal AB7 (Grupo Desafio) quando comparado com os demais animais. A seta representa o
momento da inoculagao.

4.3.3. Deteccdo do RVA nas amostras

A confirmacdo da replicacdo do RVA nos enterdcitos dos macacos ocorreu pela
deteccdo continua do RNA viral nas fezes e por um curto periodo da deteccdo do RNA viral
no soro, no entanto, cabe ressaltar que esses achados ndo foram associados aos episédios de
diarreia. Todos os macacos inoculados do Grupo Desafio tiveram eliminacdo de RVA em
suas fezes. Esta eliminacéo viral nas amostras de fezes obedeceu a um padrdo intermitente. A
primeira deteccdo do RNA viral ocorreu entre 1° e 3° dpi e persistiu do 7° ao 10° dpi. Os
macacos do Grupo Desafio apresentaram um intervalo de um a dois dias sem detec¢do do
RNA viral em suas fezes, cinco deles (AB7, T7, X9, AA7 e Z7) tiveram este intervalo duas
vezes. Durante o curso da infeccdo, a média de deteccéo viral no grupo desafio foi de 10°
copias de RNA/mg de fezes. O RNA viral foi detectado no soro em 5 dos 7 animais do Grupo
Desafio no 1° e 3° dpi. Em quatro dos cinco macacos, a detecgdo foi em somente um dia, no
entanto, no macaco Z7, houve deteccdo nesses dois dias. Os dias e a concentracdo de virus
encontrada nas fezes e nos soros estdo presentes na Tabela 4.3. Os testes de ELISA nédo

detectaram nenhuma amostra positiva para RVA.
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Tabela 4.3 — Macacos cynomolgos inoculados com RVA por via oral. Quantificacdo de RVA nas

fezes e soro em diferentes tempos apés a inoculagdo, deteccéo realizada pelo RT-gPCR.

Grupo Controle

Grupo Desafio

V7 X11 z7 AB7 Vil T7 X9 u13 AAT7

Idade 6al10m  5a8m 4a 6m 2a 8m 6a 8m 8a 9Im 5a 9Im 7a2m 3a5m
DPI Fezes (copias RNA/mg)

0 ) ) ) ) ¢) ) Q) ) Q)

1 ) ) ) ) ) 5.709x10° ) 6.137x10° )

2 ) ) 5.691x10°  3.0x10° 6.5x10°  1.749x10° ) 4.646x10°  5.4x10°

3 ¢) ) 5.211x10° ) 3.6x10°  8.229x10° 3.531x10° 4.594x10° 1.041x10*

4 ¢) ¢) ) 4.714x10°  1.068x10* ) 4.269x10° ) 3.669x10°

5 ) ) Q) 3.686x10° ) ) ) ) Q)

6 ) ) 4217x10°  3.12x10°  9.909x10° 4.251x10° 2.160x10° 8.674x10° 1.174x10*

7 ) ¢) 1.01x10°  2.451x10° 1.239x10"  1.903x10° ) ¢) 4.149x10°

8 ) ) ) ) ) ) ) ) )

9 ) ) ) 3.497x10° ) ) 3.36x10° ) 6.703x10°

10 ) ) ) ) ) 3.051x10° ) ) )
DPI Soro (copias RNA/mL)

0 ) ) ¢) ) ¢) ) ) ) Q)

1 ) ) 1.455x10° ) ) ) 1.589x10° 2.253x10° )

3 ¢) ¢) 9.549x10>  2.157x10°  9.206x10 ) ) ) ¢)

7 ) ) Q) ) Q) ) Q) ) Q)

DPI: Dia(s) pds-inoculacéo; (-): N&o detectado; a: ano; m: més.

Limite minimo de deteccdo RT-gPCR é de 4,4x10° copias de RNA/mg ou mL (Freeman et al., 2008).

A infeccdo de células MA-104 com amostras fecais foi realizada para confirmar que a

deteccdo nas fezes ndo era meramente RNA livre, mas sim, particulas infecciosas completas.

Os sete animais inoculados foram confirmados com a presenca de particulas infecciosas nas

fezes pela replicagdo viral na cultura de células. As fezes do macaco V7, um dos macacos

controle, ndo apresentou infeccdo das células (Figura 4.6).

Tese de Doutorado - Gentil Arthur Bentes

74



Anticorpos IgY especificos para rotavirus do grupo A. Uma abordagem terapéutica para rotavirose em Macaca fascicularis

Figura 4.6 — Evidéncia de excrecdo de particulas infecciosas de rotavirus nas fezes dos macacos.
Imunofluorescéncia indireta da cultura de células infectada com rotavirus das fezes dos macacos. [A]
V7 (6° dpi - macaco controle); [B] AA7 (6° dpi); [C] T7 (7° dpi); [D] U13 (6° dpi); [E] Z7 (7° dpi); [F]
X9 (6° dpi); [G] V11 (7° dpi); [H] AB7 (5° dpi).
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Estes dados apresentados do estabelecimento do macaco cynomolgus como modelo de
infecgdo experimental foram submetidos a revista Intervirology em forma de artigo cientifico,

e estdo sob analise da revista para publicag&o.

4.4. Imunoterapia para RVA em macacos cynomolgus

4.4.1. Ensaio de neutralizacdo em cultura de células

Para obtencdo da concentracdo ideal de IgY anti-RVA necessaria para neutralizar o
virus, procedeu-se com um ensaio de neutralizacdo in vitro. Além da quantidade adequada de
anticorpo, esta metodologia ajudou a confirmar a especificidade e eficacia da IgY no bloqueio
da penetracdo do RVA nas células MA-104. Os resultados indicaram que os anticorpos de
IgY foram eficazes na neutralizacdo até a concentracdo de 2,0 mg/mL. A replicacdo viral
comecou a ocorrer na diluicdo de 1,5 mg/mL da IgY, como demonstrado na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 — Teste de neutralizagdo do rotavirus com IgY anti-rotavirus.

Concentracéo IgY Cépias de RNA/uL Neutralizagdo

4,0 mg/mL ND sim
3,5 mg/mL ND sim
3,0 mg/mL ND sim
2,5mg/mL ND sim
RVA + I1gY a-RVA 2,0 mg/mL ND sim
1,5 mg/mL 1,94 nao
1,0 mg/mL 6,61 nao
0,75 mg/mL 5,19 néo
0,5 mg/mL 3,24 nao
Controle positivo da infecgdo (RVA) 5,05x10 -

ND = Nao detectado

4.4.2. Observacao clinica

Clinicamente apenas o cynomolgus Q5 do Grupo Prova do Principio (RVA + IgY)
apresentou diarreia com fezes liquidas durante todos os dias da experimentacdo apds a
inoculacdo. A gastroenterite foi grave ao ponto do animal ndo ter controle da eliminacédo

fecal. Quando anestesiado e sedado, para coleta de sangue, os episddios diarréicos eram
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frequentes. Esta diarreia ndo foi observada em nenhum outro animal. No 4° dpi, o animal foi a
Obito. Procedeu-se com a necropsia para retirada de fragmentos do intestino para detec¢do do

rotavirus.

Pela temperatura corporal os animais AE15 e AE1 revelaram hipertermia. O AE15 do
grupo de macacos controle inoculados com RVA, apresentou 38,5°C no 1° e 2° dpi. O
cynomolgus AE1 do grupo inoculado com RVA e tratado com IgY oral e intravenosa (I01V),
indicava 38,6°C no 1° dpi. Estes resultados podem ser visualizados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 — Temperatura dos macacos cynomolgus durante os 5 dias de imunoterapia.

Temperatura (°C)

0 dpi 1 dpi 2 dpi 3dpi 4 dpi
B2 38,0 38,2 38,3 36,9 37,6
CN
J6 37,4 38,4 38,2 36,4 37,3
AE11 36,9 37,7 38,3 36,4 37,9
cP
AE15 37,8 38,5 38,5 37,0 37,1
RvA R9 36,1 375 37,7 37,5 37,2
+1gY o5 37,9 37,8 38,1 36,0 -
AD15 37,6 374 37,2 36,7 -
AA3 37,1 37,9 374 37,6 37,6
10
AE5 37,9 37,5 36,4 37,0 37,9
AE17 38,1 37,6 38,4 36,0 37,3
AD13 38,4 37,8 37,9 36,5 38,0
X5 36,3 36,6 38,2 37,8 37,2
101V
AE1 37,6 38,6 38,0 37,0 37,2
AE13 37,9 37,1 36,6 36,7 36,6

CN: Controle negativo; CP: Controle Positivo; RVA + IgY: Prova do Principio; 10: Imunoterapia
Oral; IOIV: Imunoterapia Oral e Intravenosa. Os nimeros em vermelho representam os episédios de
hipertermia.

4.4.3. Dados hematologicos e bioquimicos

A andlise bioguimica basicamente levou em consideracdo a dosagem de eletrolitos
(K*, Na" e CI"). Nesta anlise, observou-se diminuigio acentuada dos niveis séricos de sodio e

cloro somente do grupo da Prova do Principio (RVA + IgY). O potassio deste grupo também
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teve valores inferiores aos demais grupos. Na andlise individual de cada animal, observou-se
que o macaco Q5 foi responsavel pela queda acentuada desses niveis no grupo RVA + IgY
desde o 1° dpi. Para o sodio e o cloro, a queda foi acentuada até o 4° dpi. Este foi o Unico
macaco que teve diarreia dentre todos os animais. Esses dados podem ser visualizados no
Gréfico 4.6.
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Gréfico 4.6 — Niveis séricos de potassio [a] e [b], sédio [c] e [d], e cloro [e] e [f] nos macacos
cynomolgus. Os gréficos [a], [c] e [e] representam o0s niveis dos trés eletrolitos referidos,
respectivamente, nos cinco grupos testados. Observa-se que para os trés eletrélitos, o grupo da prova

Tese de Doutorado - Gentil Arthur Bentes 78



Anticorpos IgY especificos para rotavirus do grupo A. Uma abordagem terapéutica para rotavirose em Macaca fascicularis

do principio (RVA + IgY — linha azul) apresentou leve queda ou valores mais baixos que os demais
grupos apos a inoculacdo. Quando se analisou individualmente os animais, nos graficos [b], [d] e [f],
observa-se que o macaco Q5 (linha vermelha) foi o responsavel por essa queda no grupo RVA + IgY,
pois foi o animal Unico que perdeu muita quantidade de eletrdlitos, principalmente sédio e cloro. A
seta representa 0 momento da inoculacao.

Foi observado que o aumento na contagem dos neutréfilos segmentados e linfocitos
ocorreu nos animais AE15 (4° dpi), AE11 (2° e 3° dpi), R9 (2° dpi), Q5 (2° e 3° dpi), AD15 (2°
dpi), AE17 (2° dpi) e AD13 (2° e 3° dpi); e diminuicdo na contagem de neutrdfilos
segmentados nos cynomolgus AA3 (1° ao 4° dpi), AE5 (1° ao 4° dpi), X5 (2° e 3° dpi) e AE13
(1° ao 3° dpi). A contagem de linfocitos apresentou elevacdo no AE15 (3° e 4° dpi), AE11 (1°
ao 4° dpi), R9 (1° dpi), AA3 (1° ao 4° dpi), AE5 (1° ao 4° dpi), AEL7 (2° e 3° dpi), AD13 (2° e
3° dpi), X5 (4° dpi), AE1 (1° ao 4° dpi) e AE13 (1° ao 3° dpi). Esses dados podem ser
visualizados no Grafico 4.7.
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Grupo Imunoterapia Oral e Intravenosa
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Gréfico 4.7 — Contagem de linfécitos e neutréfilos dos macacos cynomolgus. Cada animal esta
individualizado em um grafico.

4.4.4. Deteccdo do RVA nas amostras

Fezes e soro foram coletados durante os cinco dias de experimentacdo para detec¢do
do RNA viral. Os animais pertencentes ao grupo Controle Negativo ndo tiveram RNA viral
detectado nas fezes. Contudo, todos os animais que receberam indculo contendo rotavirus de
alguma forma tiveram eliminagdo do RNA viral em suas fezes, exceto o macaco AD13.
Semelhante ao que ocorreu na primeira infeccdo experimental, a primeira deteccdo do RNA
viral ocorreu no 1° ou 2° dpi, e na maioria dos animais 0 RNA viral foi encontrado de um a
dois dias, exceto 0 AE15, que teve deteccdo do 1° ao 3° dpi, portanto, trés dias de eliminagéo
viral. No entanto, diferente do que foi observado no experimento anterior, ndo houve
intermiténcia na eliminagdo viral nas fezes, mesmo porque o periodo de experimentacdo
durou apenas cinco dias. O RNA viral ndo foi detectado no soro em nenhum dos animais. Os

dias e a quantidade de virus encontrada nas fezes podem ser observados na Tabela 4.6.
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Tabela 4.6 — Quantificacdo de RVA nas fezes dos macacos cynomolgus pelo RT-qPCR.

Grupo Macaco Fezes (copias RNA/mMQ)
0 dpi 1° dpi 2° dpi 3° dpi 4° dpi
Controle B2 (') (') (') (') (')
Negativo g 0 0 0 0 0
ot AE15 ) 6,24x10 ¢) ¢) )
Positivo AE11 0 415x10°  2,02x10° 0 0
Prova do R9 ) ) 1,98x10° ) )
Principio X
(RVA + 1gY) Q5 ) ) 2,68x10 ) Q)
AD15 ) ) 1,56x10° ) ¢
Imunoterapia  AA3 () 1,41x10°  2,64x10° ) )
Oral (10) AE5 0 2,88x10°  3,94x10°  1,58x10° 0
AE17 ) ) 7,98x10° ) 2,14x10°
~ ADI3 ) ) ) ) )
'muc';?;?reap'a X5 ) ) 4,31x10° ) )
Intravenosa 2
(101V) AE1 ® 7,40x10 ¢) ¢) )
AE13 ) ) 1,96x10° ) )

dpi: dia(s) pos-inoculagdo; (-): ndo detectado.
Limite minimo de deteccdo RT-gPCR é de 4,4x10° copias de RNA/mg ou mL (Freeman et al., 2008).

4.5. Aplicacdo da IgY em diagndstico

A IgY anti-HAV ligou especificamente aos antigenos virais presentes nas células de
revestimento sinusoidal (SLC) e de modo difuso nos hepatdcitos nos parénquimas do figado
dos macacos infectados (Figura 4.7B e C). Ademais, nenhuma ligacdo inespecifica ou
background foi visualizado quando a IgY anti-HAV foi utilizada. No teste de controle da
especificidade da 1gY, ndo houve ligacdo do anticorpo com o HAV nas bidpsias de figado
infectadas. Marcacao especifica do antigeno-anticorpo nao foi observada (Figura 4.7A). Em
comparacdo a IgG anti-HAV comercial, a IgY anti-HAV produzida apresentou resultados

mais claros e evidentes. A ligacdo dos antigenos virais foi fraca com a IgG (Figura 4.7D).
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Figura 4.7 — Imunofluorescéncia indireta utilizando IgY para deteccdo do antigeno da hepatite A no
figado de macacos cynomolgus inoculados com HAV. [A] Auséncia de células marcadas por
fluorescéncia utilizando uma IgY néo especifica em figado infectado com HAV (controle). [B] e [C]
IgY anti-HAV como anticorpo primério ligando especificamente aos antigenos virais no citoplasma
das células de revestimento sinusoidal (setas). [D] IgG anti-HAV comercial como anticorpo primario
ligando especificamente aos antigenos virais nos hepatécitos (cabeca de seta) e no citoplasma das
células de revestimento sinusoidal (setas).

Estes dados relativos ao diagnostico do virus da hepatite A em figado congelado foram

publicados na revista cientifica Memorias do Instituto Oswaldo Cruz (Anexo III).
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5. DISCUSSAO

A producdo de anticorpos tem importante papel no diagnostico e imunoterapia; e
frequentemente essas fung¢des exigem grandes quantidades de anticorpos. As imunoglobulinas
utilizadas sdo principalmente anticorpos monoclonais e policlonais provenientes de
camundongos e coelhos, respectivamente, que tém oferta limitada. Mais especificamente, no
caso dos policlonais, podem causar possiveis riscos a saude e reacdes cruzadas indesejaveis e
alergias. A producdo limitada da IgG pelo pequeno rendimento torna a producdo do anticorpo
muito dispendiosa. Neste trabalho consideramos os beneficios teéricos descritos na literatura
relacionados a tecnologia da IgY para a producao de anticorpos policlonais e sua aplicacdo na
pesquisa biomédica e na imunoterapia. Espera-se no futuro que a tecnologia da IgY
desempenhe uma importancia maior na pesquisa, diagnéstico e na imunoterapia (Tini et al.,
2002).

Para a inoculacdo das frangas (Gallus gallus domesticus) e producdo da IgY anti-
RVA, foi necessaria a producdo dos rotavirus simio (SA1l) e humano (Wa). Esses virus
foram propagados em cultura de células, em grande quantidade, uma vez que todas as etapas
do trabalho exigiam ser da mesma producdo viral. Se para cada etapa, o virus fosse propagado
em momentos distintos, de certa forma, o rotavirus poderia apresentar diferencas de uma
producdo para a outra, mesmo que pequenas, fruto de mutacfes pontuais que ocorrem
continuamente devido a alta taxa de erro durante a replicacdo (Desselberger, 2014). Com estas
alteracbes, a IgY produzida poderia ndo ter especificidade para o rotavirus inoculado na
imunoterapia. Assim, pode-se assegurar que ndo ha risco do virus que foi inoculado nos

primatas ndo humanos ser diferente do virus que foi utilizado para produzir a IgY nas aves.

O método de concentragdo pelo gradiente de cloreto de césio refinou bastante os dois
virus, deixando-os concentrados e puros. O RVA Wa com 2,2x10™ cépias de RNA/mL ou
3,1x10° FFU/mL, e 0 RVA SA11 com 1,9962x10° c6pias de RNA/mL. A auséncia de restos
celulares e proteinas provenientes da cultura de células foram decisivas para a etapa de
inoculagdo do virus nas aves. As proteinas conservadas de mamiferos exibem alta
imunogenicidade nas aves (Gassmann et al., 1990), portanto, estes antigenos interferentes
gerariam uma resposta imunoldgica nas aves de alto impacto, por se tratar de células de
mamiferos, com isso, as aves também produziriam IgY para outros antigenos que ndo 0s

antigenos do rotavirus.

A producdo de anticorpos anti-rotavirus nas aves representa uma alternativa

eticamente correta para substituir os mamiferos, portanto, este modelo se enquadra ao
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principio dos 3R: reposicdo, reducdo e refinamento, do inglés replacement, reduction and
refinement (Russell and Burch, 1959). Dentre as aves desta casuistica, o inicio da postura dos
ovos ocorreu aos 138 dias de vida, sem manifestacGes clinicas, mesmo na curva de
crescimento normal das aves submetidas & imunizacio. Areas de esteatose difusa e congesto
no figado foram observadas em todos os animais, incluindo os do grupo controle. Estes sdo
considerados achados histoldgicos inespecificos e podem estar relacionados a dieta comercial
rica em gordura (Ayala et al., 2009).

A primeira imunizacdo ocorreu somente quando as aves atingiram 38 dias de vida para
evitar a susceptibilidade das aves ao estresse e consequentemente, reducdo na postura de ovos
(Lévesque et al., 2007), além do sistema imune estar mais maduro para melhor produgdo de
imunoglobulinas. A Gltima imunizagdo ocorreu aos 103 dias de idade das aves (35 dias antes
do inicio da postura). As aves do Grupo | foram as primeiras a iniciar a postura seguida dos
Grupos Il e 11l qgue comecaram na segunda semana. Tao logo comecgou a postura, a dosagem
de proteinas totais do material extraido das gemas foi realizada pelo método de Lowry. Em
todos 0s grupos imunizados, 0 pico maximo de concentracdo de proteinas totais aconteceu na
92 semana (Grupos Il e 111) e 10* semana (Grupo I) de postura dos ovos, e apos reducdo da
concentracdo, estabilizou-se até a 13% semana. Esses dados assemelham-se aos descritos por
Loeken e colaboradores (Loeken and Roth, 1983). Dentre os trés grupos, o Grupo | foi o de
maior quantidade de proteina produzida e maior média 37,35 mg/mL. Em segundo, o Grupo Il
e em terceiro o Grupo Ill. Este resultado ndo representa necessariamente que estas amostras
com alta dosagem indiquem a concentracdo de IgY, pois ndo ha como diferenciar qual a

proteina quantificada pelo método empregado.

Portanto, a caracterizacdo pela eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada com
0 intuito de confirmar que todas as amostras purificadas continham de fato a imunoglobulina
Y. Na analise das proteinas na eletroforese pelo perfil de peso molecular (PM) das cadeias
leve e pesada, pode-se inferir que a imunoglobulina presente no purificado da gema é a IgY.
A cadeia leve da IgY tem peso molecular de 21 kDa e a cadeia pesada 70 kDa, enquanto, o
PM das cadeias leve e pesada da 1gG séo 22 kDa e 50 kDa, respectivamente (Hatta et al.,
1993). Ainda pela eletroforese, observou-se a presenga de outras proteinas, contudo, em
quantidades bem inferiores. Ressalta-se que as amostras eram diluidas cem vezes e, mesmo
assim, as bandas correspondentes as cadeias pesada e leve da IgY apresentaram-se mais
espessas que as bandas das demais proteinas. Esses achados reforcam que a maior parte das

proteinas quantificadas no método de Lowry era de fato a IgY. A presenca de outras proteinas
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além da IgY apo6s purificagdo ja havia sido descrita anteriormente (Klimentzou et al., 2006;
Nilsson, Hanrieder, et al., 2008).

O grupo que recebeu as trés imunizagdes com imunogeno (RVA) apresentou maior
rendimento em titulo de anticorpo IgY. Os resultados mencionados sd@o semelhantes aos
descritos por Schade e colaboradores, no qual o titulo de anticorpos pode aumentar
significativamente se as aves receberem refor¢co de imunizagdo, conhecido como booster
(Schade et al., 2005). Este fato foi claramente exemplificado nas aves que receberam apenas
duas doses do RVA: produziram anticorpos em titulos altos, embora menores daquelas que
receberam uma terceira imunizacdo, comprovando-se o efeito booster. Em um estudo
anterior, foi observado um elevado rendimento na producdo de IgY para o virus da hepatite A
(HAV) quando aves eram imunizadas obedecendo o mesmo esquema de imunizacgdo (de
Paula et al., 2011).

Nesta pesquisa, objetivou-se uma producdo de altos titulos de anticorpos especificos
para 0 RVA pela coadministracdo de adjuvante incompleto de Freund (IFA) com
oligodesoxinucleotideo sintético (CpG-ODN). A obtencdo de altos niveis de anticorpos
especificos com a utilizacdo de adjuvantes foi descrito anteriormente por Lévesque et al.
(Lévesque et al., 2007). CpG-ODN séo agonistas sintéticos de receptores Toll-like 9 e
potentes indutores da imunidade inata e adquirida (Vincent et al., 2009). Tem sido
demonstrado que o0 CpG-ODN pode funcionar como adjuvante eficaz para vacinas contra uma
variedade de patdgenos, como bactérias, virus, fungos e parasitas (Davis et al., 1998;
Moldoveanu et al., 1998; Eastcott et al., 2001; Mahmood et al., 2006; Wu et al., 2009). O
bem-estar dos animais € uma obrigacdo €tica. A utilizacdo de frangas domésticas em
experimentos na substituicdo mamiferos representa 0 comprometimento com os principios
humanitarios da experimentacdo animal (Russell and Burch, 1959). Além disso, a imunizacao
de aves oferece vantagens: a imuniza¢do com CpG-ODN como adjuvante foi bem tolerada e a

coleta dos ovos, em contraste a sangria de animais, é ndo invasiva (Gassmann et al., 1990).

Notou-se ainda nesta tese que, a quantidade de IgY ndo é a unica variavel
preponderante da producdo. E necessario que parte desta IgY presente nas amostras tenha
especificidade para o antigeno alvo: os rotavirus do grupo A humano e simio. Os métodos
discutidos até entdo nao tinham esta caracteristica de avaliacdo da especificidade, pois as aves
realizam normalmente deposi¢cdo de IgY no dvulo para protecdo caso seja fecundado. Em
virtude disso, pela realizacdo da dosagem de proteinas e a eletroforese constatou-se, que ha
IgY nestes purificados de gema, mas ndo necessariamente, esta IgY é especifica para o

rotavirus. Isto pode ser observado no Grupo Ill, que também teve altas concentracfes de
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proteinas e identificacdo da IgY no purificado, contudo, ndo recebeu qualquer tipo de
imund6geno nas trés imunizacOes. Portanto, o western blotting foi realizado para avaliar a
especificidade da IgY purificada ao RVA em cada grupo. O virus foi desnaturado, corrido em
gel de poliacrilamida e posteriormente transferido para uma membrana de nitrocelulose. Nos
Grupos | e Il houve ligacdo da IgY purificada as proteinas dos virus presentes na membrana,
enquanto a IgY do Grupo Il néo se ligou, aparentemente ndo demonstrando especificidade
aos virus. Assim, pdde-se confirmar que a IgY presente no purificado da gema € especifica
para o rotavirus, pois as bandas foram reveladas no peso molecular das proteinas virais VP7,
VP6 e VP4, que pesam respectivamente, 37,4 kDa, 44,8 kDa e 86,7 kDa (Estes and Kapikian,
2007).

A caracterizacdo dos anticorpos especificos em conjunto com a neutralizagdo em
cultura de célula demonstra que as aves produziram anticorpos IgY anti-RVA e, a seguir,
transportado para a gema dos ovos. Embora o titulo de anticorpos tenha variado de acordo
com a formulagdo do indculo utilizado em cada grupo, forneceu uma quantidade
consistentemente alta de anticorpos, onde cada grupo foi responsavel pela postura de
aproximadamente 180 ovos durante 13 semanas. Considerando que a gema do ovo de galinha
contém de 100 a 150 mg de anticorpos IgY, esta quantidade de ovos pode resultar em 24 a 36
g de IgY ao ano por galinha (Mine and Kovacs-Nolan, 2002; Pauly et al., 2009). A fracdo de
anticorpos IgY especificos representa de 2 a 10% da IgY total obtida (Schade et al., 1994).

O rendimento da IgY especifica aumentou ao longo do tempo, de modo que o titulo de
anticorpos permaneceu elevado, mesmo apds bastante tempo decorrido das imunizagoes, além
da capacidade demonstrada pela IgY de neutralizagéo, onde bloqueou a atividade funcional do
RVA in vitro. A neutralizacdo ocorreu até a concentracao de 2,0 mg/mL da IgY. Mesmo nas
concentracdes mais baixas de IgY, de 1,5 a 0,5 mg/mL, houve uma menor infeccdo pelo
rotavirus das células em relagdo ao controle positivo com diminuicdo de 10% copias de
RNA/UL, ou seja, dois logs. Na concentracdo de 1,5 mg/mL, a quantidade de RVA
encontrada apds a neutralizacdo foi muito baixa (1,94 copias RNA/uL), porém, deve-se
considerar como uma diluigdo sem eficiéncia em neutralizar o rotavirus. Dai e colaboradores
encontraram resultado semelhante com a IgY especifica para rotavirus, onde obtiveram
neutralizacdo na concentracdo de 1,0 mg/mL (Dai et al., 2013). Esses resultados demonstram
que a IgY anti-RVA proveniente da gema do ovo pode ser Gtil em imunoterapia passiva, uma
vez que as imunoglobulinas parecem ser eficazes para profilaxia pré-exposicdo e tratamento
pos-exposicao ao rotavirus (Dai et al., 2013). Portanto, este ensaio de neutralizacdo além da

caracterizacdo da especificidade, permitiu determinar a concentracdo minima necessaria para
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administracdo durante a imunoterapia nos primatas ndo humanos. Como houve neutralizacdo
até 2,0 mg/mL, foi utilizada a quantidade absoluta de 2,5 mg da IgY anti-RVA como margem

de seguranca.

Contudo, antes de qualquer ensaio de imunoterapia para rotavirus em macacos
utilizando a IgY, foi necessario o estabelecimento do modelo em macacos cynomolgus
(Macaca fascicularis). Macacos de vérias faixas de idade, inclusive adultos jovens,
apresentaram-se suscetiveis ao rotavirus humano, com uma infeccdo experimental. A
limitacdo de fornecimento de macacos cynomolgus infantis pelo Servico de Primatologia
(SCPrim) do Centro de Criacdo de Animais de Laboratério (CECAL) da Fundagdo Oswaldo
Cruz (Fiocruz), determinou a presente pesquisa a comprovar experimentalmente a infeccao

com rotavirus em macacos juvenis, adultos jovens e adultos.

A gastroenterite aguda (GA) induzida pelo rotavirus humano foi acompanhada pela
eliminacdo viral nas fezes dos macacos AB7 (juvenil — 2 anos e 8 meses) e T7 (adulto — 8
anos e 9 meses). Os animais desafiados desenvolveram uma infeccdo subclinica, que de um
modo geral, coincidem com outro estudo que demonstrou uma infeccdo efetiva em 4/6
macacos neonatos inoculados com RVA Wa, no qual somente um apresentou diarreia (Majer
et al., 1978). Leong e colaboradores demonstraram padrdo dose dependente de infeccdo por
RVA e GA exclusivamente em macacos cynomolgus neonatos (24 horas de vida) (Leong and
Awang, 1990). Nos macacos juvenis ou adultos ndo houve confirmacdo da infeccao (Majer et
al., 1978; Leong and Awang, 1990). Esta susceptibilidade de recém-nascidos ao RVA
humano também foi descrita em macacos rhesus (Macaca mulatta), macaco verde africano
(Chlorocebus aethiops) e babuinos (Papio) (Wyatt et al., 1976; Chege et al., 2005). Apesar
do RVA ndo ser espécie-especifico, na maioria dos isolados naturais obtidos de qualquer
espécie, a viruléncia do prototipo humano de RVA tem sido associada a redu¢do dos sinais
clinicos em hospedeiros heterélogos (Nakagomi and Nakagomi, 1993; Iturriza-Gomara et al.,
2004). Mesmo os macacos rhesus neonatos infectados com RVA homologo ndo apresentaram
sinais de diarreia ou desidratacdo, permanecendo clinicamente normais, apesar de eliminarem

grandes quantidades de RVA em suas fezes (McNeal et al., 2005).

Nesta pesquisa, a deteccdo do RVA foi evidenciada nas fezes durante o periodo da
experimentacao, enquanto no grupo controle negativo, todas as amostras foram negativas. A
primeira deteccdo do RNA viral em cada animal ocorreu no 1°, 2° ou 3° dia pos-infeccéo
(dpi). Depois de um intervalo de um ou dois dias sem eliminacdo viral, uma segunda deteccéo
foi observada, ocorrendo no 4° ou 6° dpi. Acredita-se que o primeiro periodo de excre¢do

viral represente parte do inoculo sendo naturalmente eliminado (periodo de incubacdo apos

Tese de Doutorado - Gentil Arthur Bentes 88



Anticorpos IgY especificos para rotavirus do grupo A. Uma abordagem terapéutica para rotavirose em Macaca fascicularis

inoculacdo oral do RVA), enquanto a segunda deteccdo seja um indicativo da replicacdo no
intestino e o periodo de eliminacdo nas fezes. Comparativamente, depois do periodo de
incubacdo, 0 macaco AB7 teve eliminagdo viral persistente, cinco dias, e 0 macaco U13
eliminou somente por um dia. Os aspectos mencionados foram semelhantes aos observados
em voluntarios com doenca induzida por rotavirus, com inicio da gastroenterite de 2 a 6 dias
apos a ingestdo do virus, e com duracdo da diarreia de 1 a 4 dias (Anderson and Weber,
2004). A eliminagdo viral continua ocorrendo por até 10 dias ap0s ingestdo do virus mesmo

apos o desaparecimento dos sinais clinicos (Pickering et al., 1988).

Nos animais AB7, T7, X9 e AA7, a eliminacdo viral foi intermitente, ou seja, houve
outro intervalo sem virus nas fezes apds a segunda detec¢do. Esta intermiténcia ocorre tanto
em criangas sintomaticas quanto assintomaticas (Mukhopadhya et al., 2013). Apesar da
deteccdo do RNA do rotavirus nas fezes, a carga viral ndo foi elevada, com média aproximada
de 10° copias de RNA/mg. A maior quantificacdo atingida foi de 10* copias de RNA/mg.
Vollet et al. descreveram que adultos eliminam menos rotavirus nas fezes que criancas (Vollet
et al., 1979). Além disso, individuos assintomaticos infectados por rotavirus eliminam
quantidades menores de virus em relacéo a individuos que apresentam diarreia (Mukhopadhya
etal., 2013).

Apesar de a eliminacdo viral ter ocorrido por varios dias apés a inoculacdo, a simples
deteccdo do acido nucléico do rotavirus nas fezes ndo comprova que eram particulas
completas. Mesmo que pouco provavel, estas deteccGes poderiam ser somente o RNA viral
livre sendo liberado no intestino e consequentemente nas fezes. Portanto, a realizacdo da
infeccdo de células MA-104 com amostras fecais foi realizada e a posterior marcacdo da
proteina viral VP6 pela imunofluorescéncia indireta evidenciou que houve eliminacdo de
particulas de rotavirus viaveis nas fezes, ou seja, particulas completas e infecciosas. Os sete
animais inoculados eliminaram particulas infecciosas nas fezes, provavelmente produto da
replicacdo do rotavirus nos enterocitos. Vale ressaltar que os dias selecionados das amostras
(5°, 6° e 7° dpi) foram escolhidos no segundo periodo de eliminagéo viral nas fezes, portanto,
é pouco provavel que este virus eliminado seja do in6culo. Assim sendo, podemos admitir que
ocorreu a replicacdo viral no intestino dos animais, dai a infeccdo, mesmo nos macacos que

ndo desenvolveram nenhum episddio de diarreia.

A deteccdo do RNA no soro ocorreu em 5/7 cynomolgus inoculados, porém, néo
sendo detectado nos animais do grupo placebo. Esta deteccdo foi transitoria, de um ou dois
dias na maioria dos animais desafiados. Comparativamente, 50 a 90% das criangas com

infeccbes pelo RVA também apresentaram antigenemia e presenca do RNA viral no soro
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(Blutt et al., 2003; Blutt et al., 2007; Fujita et al., 2010; Ahmed et al., 2013; Hemming et al.,
2014). Apesar da relevancia clinica reduzida, a presenca do RNA viral no sangue periférico
representa a capacidade do virus de transpor a barreira intestinal, confirmando a viremia do
RVA humano nos macacos cynomolgus. Visto que a viremia pode contribuir para a
disseminacéo do virus no trato digestivo. Ha descri¢cdes da presenca do RNA viral no sistema
nervoso central, fluido cérebro-raquideo e coracdo de criancas infectadas com o rotavirus,
além da presenca de proteinas ndo estruturais detectadas no figado e rim de criangas
imunocomprometidas infectadas (Gilger et al., 1992; Nishimura et al., 1993; Ushijima et al.,
1994; Morrison et al., 2001; Blutt et al., 2003; Blutt et al., 2007; Glass et al., 2014). O RVA
provavelmente ultrapassa o trato intestinal na crianca e acessa a corrente sanguinea pelas
celulas epiteliais especializadas que recobrem foliculos linféides das placas de Peyer (células
M) (Blutt et al., 2003). Embora 0 macaco T7 tenha apresentado expressiva gastroenterite
aguda, este animal ndo desenvolveu viremia, indicando que antigenemia e viremia ndo sdo
determinantes criticos para a ocorréncia de diarreia (Ray et al., 2006; Blutt et al., 2007).
Adicionalmente, ainda ndo se demonstrou de forma conclusiva em seres humanos que a
identificacdo de RNA e antigenos do RVA no soro estejam associados a presenca de virus
integros no sangue (Blutt et al., 2007; Ahmed et al., 2013).

O teste imunoenzimatico (EIA) falhou na detec¢do dos antigenos de RVA no soro ou
nas fezes dos animais inoculados, confirmando estudos prévios e inconclusivos sobre a
deteccdo do RVA em primatas ndo humanos juvenis e adultos ao RVA humano (Majer et al.,
1978; Leong and Awang, 1990). Recentemente, métodos moleculares mais sensiveis tém
facilitado o diagndstico do RVA (Dung et al., 2013; Guo et al., 2013). No presente estudo, 0s
resultados foram confirmados com o RT-PCR e RT-gPCR (Gautam et al., 2013). O ELISA
comercial (RIDASCREEN® Rotavirus - R-Biopharm AG, Darmstadt, Alemanha) utilizado
tem um limite de deteccdo minimo de 10° particulas virais (Wilde et al., 1991) e segundo
Yolken et al., testes comerciais s@o confiaveis, praticos e econdbmicos, mas requerem no
minimo 10* a 10" particulas virais para gerar um resultado positivo (Yolken and Wilde, 1994).
Portanto, o ELISA é altamente eficaz para amostras de fezes com grande quantidade de
rotavirus, que normalmente sdo bem mais altas que o limite minimo de deteccdo do método,
mas ndo é apropriado para especimes que a concentracdo de rotavirus é baixa (Ray et al.,
2006). Neste sentido, outros autores reportaram que macacos adultos assintomaticos podem
eliminar RVA em quantidades tdo baixas que sdo indetectaveis na maioria dos testes de rotina
(Barnes et al., 2003). Em uma mesma amostra, a deteccdo do RNA e a positividade pelo
ELISA nem sempre sdo concordantes, acredita-se que fatores como fragmentacéo e a baixa

concentracdo de antigenos dificultariam a identificacdo pelo ELISA ainda que fosse possivel
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detectar o genoma viral, ou parte deste, com o uso de técnicas de PCR (Blutt et al., 2007;
Fujita et al., 2010). Portanto, a carga viral reduzida que foi observada nos cynomolgus
justifica a auséncia de positividade do antigeno de RVA pelo ELISA neste modelo, como
observado em outras infec¢bes heter6logas com os virus das hepatites A e E (Amado et al.,
2010; de Carvalho et al., 2013).

Indicadores hematoldgicos e bioquimicos em primatas ndo humanos podem ser
alterados por vérias condi¢fes clinicas (MacKenzie et al., 1986; Chen et al., 2009; Lugo-
Roman et al., 2010). Na gastroenterite, os niveis de eletrélitos e contagem de células
sanguineas podem variar de acordo com a intensidade da diarreia, em consequéncia da
passagem de agua e eletrélitos para o Iimen intestinal e eliminacdo destes nas fezes. Por esta
razdo, o sangue foi coletado de todos os animais durante a experimentacdo para anélise dos
eletrolitos (potassio, cloro e sodio). A observacdo da queda progressiva dos niveis de
concentracéo sérica de potassio (K*) nos macacos T7, AB7 e AA7, do 1° dpi até o final da
experimentacdo, foi coincidente com os episddios de diarreia relatados em dois desses
animais durante a infeccdo experimental. As alteracdes observadas coincidem com as
relatadas por outros autores (del Castillo et al., 1991; Pérez et al., 1999). No entanto,
nenhuma alteracdo foi observada nos niveis de sddio (Na") e cloro (CI") dos macacos, como
frequentemente ocorre em criangas com gastroenterite (Sack et al., 1978; Molla et al., 1981).
A elevacdo na contagem de linfdcitos foi outra alteragdo hematoldgica identificada no macaco
AB7 do 7° ao 10° dpi; uma elevacdo de curta duracao de células T também havia sido relatada

em porcos gnotobioticos infectados com rotavirus humano (Ward et al., 1996).

Analisando todos estes aspectos, estes resultados confirmam que macacos cynomolgus
de vérias idades desenvolveram uma infec¢do com virus heter6logo, o RVA humano. De uma
maneira geral, os animais apresentaram uma infeccdo subclinica com episddios esporadicos
de gastroenterite, que induziram alteracGes eletroliticas, com RNA viral detectavel e deteccdo
de particulas virais em pequenas quantidades nas fezes. Portanto, 0s macacos cynomolgus
foram utilizados como modelo para avaliar a eficiéncia da terapia passiva pelo uso de IgY de
infeccbes pelo RVA humano. H& muito tempo, as imunoglobulinas séo utilizadas como forma
profilatica ou de terapia passiva contra o rotavirus em inimeros modelos animais, inclusive
em humanos. Em um estudo realizado em Melbourne na Austrélia, IgG humana anti-RV
modificou o curso da infeccdo e da doenca causada por rotavirus em bebés recém nascidos,
atrasando a excrecdo viral e com pequena reducdo na duracdo e na quantidade de rotavirus
eliminado nas fezes (Barnes et al., 1982). Rochi e colaboradores também descreveram a

utilizacdo da IgG intravenosa em dois bebés recém nascidos (Rochi et al., 1981). Nestes
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casos, 0 uso do colostro € aparentemente o melhor método de prevencdo da doenca, no
entanto, em situacdes de alto risco, onde este ndo esta disponivel, a administracdo profilatica
da imunoglobulina pode ser uma alternativa viavel (Barnes et al., 1982).

Além da utilizacdo em métodos de diagndstico e pesquisa, a administracédo oral de IgY
foi avaliada como uma possivel ferramenta de imunoterapia para rotavirus em criancas
(Sarker et al., 2001; Rahman et al., 2013) e em alguns modelos animais, tais como, bezerros
(Kuroki et al., 1994; Ozpinar et al., 1996; Kuroki et al., 1997; Vega et al., 2011), porcos
gnotobioticos (Vega et al., 2012; Vega et al., 2013) e camundongos (Ebina, 1996; Sarker et
al., 2007). No entanto, em primatas ndo humanos esta imunoglobulina nunca havia sido

testada para o rotavirus.

Na anélise de eletrolitos, sodio e cloro tiveram diminuicéo nos niveis do Grupo Prova
do Principio (RVA + IgY) desde o 1° dpi até o final da infeccdo, contudo, a queda foi
acentuada no 4° dpi para os dois eletrélitos. O potassio manteve-se estavel por todo o periodo
da infeccdo em todos os grupos, ndo houve alteracdo. Quando a analise foi individualizada
por animal, o macaco Q5 foi o Unico que apresentou uma grande perda de eletrolitos ao longo
da infeccdo experimental. Os niveis de sodio e cloro foram discrepantes em relacdo aos
demais animais, com queda muito acentuada. Provavelmente a alteracdo ndo seja apenas em
funcdo da injaria pelo rotavirus. Ressalte-se que o macaco Q5 apresentou diarreia intensa com

fezes liquidas durante todos os dias e ndo resistiu até o término da infeccéo.

Os animais aparentavam estar clinicamente sadios e sem sintomatologia de
gastroenterite, exceto o macaco Q5. A contagem de linfocitos teve elevacdo em quase todos
0s macacos inoculados com rotavirus, exceto Q5 (grupo RVA + IgY) e AD15 (grupo 10).
Porém, apenas apresentaram elevacdo acentuada os cynomolgus R9 (Grupo RVA + IgY) e
AD13 (Grupo IOIV) por somente uma vez, ou seja, a elevacdo foi de curto prazo, como
anteriormente descrito por Ward e colaboradores (Ward et al., 1996). Infecges virais séo
frequentemente associadas com aumento na contagem de linfocitos, como foi observado para

o rotavirus (Tabin and Nusslé, 1980).

Todos os grupos de animais inoculados com o rotavirus tiveram detecgdo do RNA
viral em suas fezes, exceto o macaco AD13. Como foi observado no estabelecimento do
cynomolgus como modelo de infeccdo experimental, nos primeiros dias de eliminacdo do
virus nas fezes, provavelmente o proprio indculo sendo excretado nas fezes. Somente na
segunda eliminacdo apds o intervalo, que de fato era comprovadamente o virus que havia
replicado nos enterdcitos. Esta segunda fase de eliminacdo viral ndo foi observada na

imunoterapia porque a experimentacdo durou apenas cinco dias. Assim sendo, a detec¢édo do
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RNA do rotavirus nas fezes nos macacos que receberam RVA na imunoterapia, encontra
consonancia com o0 achado da primeira experimentacdo. Esta deteccdo pode parecer
incoerente nos grupos tratados, principalmente no Grupo Prova do Principio (RVA + I1gY),
pois foi administrado aos animais inoculo previamente neutralizado com IgY anti-RVA na
concentracdo necessaria para bloguear a infeccdo, e mesmo assim, houve deteccdo do RNA
viral nas fezes. Contudo, isto ndo representa que houve de fato a infeccdo, e sim que foi
detectado RNA viral nas fezes. O virus pode ter passado pelo intestino sem infectar

enterdcitos por estar neutralizado pela IgY.

O grupo tratado com IgY pela via oral e intravenosa (I01V) eliminou rotavirus durante
menos tempo em comparacdo ao grupo tratado somente pela via oral (10), sendo detectado
nas fezes somente por um dia em 3 dos 4 macacos. J& no grupo 10 os 4 macacos tiveram virus
nas fezes de dois a trés dias. Portanto, tem-se a compreensao que a IgY sendo administrada
diretamente no trato gastrintestinal € menos eficaz que a administracdo concomitante pelas
vias oral e venosa. De alguma forma, a IgY no sangue pode impedir a disseminagdo do
rotavirus, uma vez que foi detectada viremia na primeira experimentagcdo com rotavirus em
cynomolgus. Houve também constatacdo de diarreia em dois animais e alteraces bioquimicas
em trés. Desta forma, ressalta-se que nesta segunda experimentacdo, utilizamos maior numero
de animais e mais jovens, era plausivel a expectativa que houvesse casos de gastroenterite em
alguns animais, fato que ndo ocorreu. Ndo ha confirmacdo, mas isto pode ser devido ao

imunotratamento.

Diferente da primeira infeccdo experimental, que visava o estabelecimento da infeccao
do rotavirus, portanto, a simples identificacdo do rotavirus nas fezes e no soro responderia a
pergunta se houve ou ndo infeccdo, na imunoterapia dos macacos cynomolgus, o objetivo foi
avaliar se a replicacdo viral no intestino dos animais tratados seria menor que nos animais ndo
tratados. Por essa diferenca, foi decidido que esta segunda experimentacdo teria o periodo de
apenas cinco dias de duracgdo, pois no estabelecimento do modelo, observou-se que o periodo
de incubacéo do rotavirus foi aproximadamente até o 5° dpi. Apos este dia, houve o inicio da
eliminacdo viral produtiva nas fezes. Contudo, somente a detecgdo viral nas fezes e as
analises bioquimica e hematoldgica seriam resultados muito simples para poder determinar se
houve efetividade no imunotratamento com a IgY. A eficacia poderd ser mensurada pela
deteccdo do rotavirus e talvez da IgY, por imunofluorescéncia indireta, nos fragmentos de
intestino delgado que foram coletados durante a necropsia. Uma menor detecgdo viral no
intestino dos animais tratados seria uma visdo bem mais realista da replicacdo, além do poder

de visualizacdo do virus internalizado no enterdcito. Nesta deteccdo, serdo utilizados
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anticorpos anti-VP6 e anti-NSP4, uma proteina estrutural e uma proteina ndo estrutural,
respectivamente, portanto, esta Ultima so esta presente durante a replicagdo. Deste modo, se a
NSP4 for visualizada na imunofluorescéncia, haverd a certeza de replicacdo viral, ndo sé a

internalizacdo do rotavirus nos enterocitos.

A gquantificacdo das citocinas como fator de necrose tumoral-o. (TNF-a), interferon- y
(IFN-y), interleucina-2 (IL-2), IL-4, IL-5 e IL-6, e das células T CD4" e CD8" pela
caracterizacdo fenotipica por citometria de fluxo, também possibilitaria uma anélise mais
profunda de que tipo de resposta imune foi gerada pelo rotavirus e se houve algum tipo de
resposta diferente entre os grupos dependendo do tratamento. Posto isso, a andlise dos

resultados da imunoterapia ainda néo estdo concluidos.

Alguns fatores limitantes do estudo precisam ser discutidos, e o primeiro deles € sobre
0 in6culo de rotavirus. Nas duas infec¢bes experimentais com macacos cynomolgus, a
replicacdo viral no intestino apresentou pequenas quantidades de virus pela deteccdo fecal.
Além do virus utilizado ser heterélogo, fato que contribui para uma infec¢do atenuada
(McNeal et al., 2005), outro fator que pode ter contribuido para tal infeccdo reduzida, é do
virus que foi inoculado ser originado de cultura de células. Passagens seriadas de um virus
selvagem virulento, frequentemente quando propagado in vitro, resulta na perda da viruléncia
qguando inoculado em um animal hospedeiro natural. Inclusive, as vacinas virais atenuadas sao
produzidas por passagens seriadas em cultura de células (Tsugawa et al., 2014). No presente
estudo, o virus semente que foi cedido pelo Laboratério de Virologia Comparada e
Ambiental/lIOC era de uma producdo anterior e foi novamente propagado em cultura de

células MA-104 para obtencao de alta quantidade do rotavirus utilizado em todo o projeto.

O segundo fator limitante corresponde a resisténcia da IgY a passagem pelo trato
gastrintestinal. A gema de ovo purificada possui algumas proteinas além da IgY (Nilsson et
al., 2007) e uma dessas proteinas, a ovomucoéide da galinha, presente no purificado da gema
do ovo, protege até certo ponto contra a degradacdo proteolitica da IgY pelas enzimas
digestivas (Shah and Khan, 2004; Kovacs-Nolan et al.,, 2005). Lee e colaboradores
demonstraram que tanto a 1gG quanto a IgY quando encapsuladas demonstraram menos
atividade no estbmago apds administracdo em camundongos do que quando ndo
encapsulados. No entanto, no intestino delgado 3 horas e 30 minutos depois da administracdo
foi observada atividade do anticorpo significantemente maior nos grupos encapsulados (Lee et
al., 2012). Com isso, talvez seja necessaria uma melhoria no processo de administragdo do
anticorpo no modelo animal, de forma que a imunoglobulina seja protegida da acdo das

enzimas proteoliticas do trato gastrintestinal.
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E uma terceira questdo a ser discutida € sobre a imunizacdo passiva de animais com
anticorpos de outras espécies. Gefen e colaboradores descreveram que esta imunizagdo
desencadeia a resposta imune no individuo (Gefen et al., 2010). Nos macacos utilizados no
presente estudo, este tipo de resposta a IgY nao foi analisada, porém, é provavel que tenha
sido estimulado o sistema imunoldgico contra IgY administrada, principalmente nos animais
tratados pela via intravenosa. Vega et al. descreveram que a IgY administrada oralmente em
porcos induziu resposta por anticorpos IgG no soro e por anticorpos IgA e IgG na mucosa
intestinal (Vega et al.,, 2012). A producdo de anticorpos IgG anti-lgY em um primeiro
momento ndo geraria grandes complicacdes ao individuo tratado, porém, em uma segunda
tentativa de tratamento, a imunoglobulina seria rapidamente depurada do organismo, deste
modo, ndo permitindo tratamentos repetidos (Gefen et al., 2010; Vega et al., 2012). Uma
abordagem interessante é o uso de capeadores da regido Fc do anticorpo que tém o intuito de
reduzir ou bloguear o reconhecimento imunologico do animal tratado. Alguns autores
desenvolveram uma nova molécula capeadora produzida pela reacdo de duas moléculas
enddgenas, manosamina e biotina, para formar a manose-biotina aduta (MBA), do inglés
mannose—biotin adducts (Vaya et al., 2009). A MBA tem sido descrita como um agente de
mascaramento para redu¢do imunogénica e sua funcionalidade como um agente mascarador
para imunizacdo passiva com anticorpos de espécies diferentes ja foi demonstrada com
anticorpos IgG (Vaya et al., 2009; Gefen et al., 2010).

Para demonstrar a funcionalidade da IgY também no diagnostico, um teste de
imunofluorescéncia indireta para deteccdo do virus da hepatite A em figado foi procedido e a
eficacia da IgY no diagnostico foi comprovada. Quando comparada com uma IgG comercial,
a IgY foi mais contundente na deteccdo viral, e cabe ressaltar que a quantidade de 1gG
utilizada foi o dobro da quantidade de IgY, 0,005 mg/mL e 0,0025mg/mL, respectivamente.
Esta foi a primeira vez que o uso da IgY foi demonstrado no diagndstico do HAV pela
imunofluorescéncia indireta. Adicionalmente, em um estudo prévio, foi evidenciado o uso da
IgY anti-HAV como anticorpo de captura em um ELISA in house (Silva et al., 2012). Saniee
e colaboradores também provaram a eficiéncia da IgY na imunofluorescéncia direta para
busca de H. pylori (Saniee et al., 2013). Outros autores descreveram uma imunofluorescéncia
indireta marcando o fator indutor de hipoxia l-alfa (HIF-1a) em células de macacos da
linhagem COS-7 (Camenisch et al., 1999). Portanto, nossos resultados reforcam a
importancia do uso da IgY como um método alternativo e especifico para o diagnéstico da

hepatite A em cortes histoldgicos de figado congelado.
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O desenvolvimento de novos métodos de producédo de anticorpos que sejam de menor
custo, de produgdo simples e boa qualidade € uma urgente necessidade da satde publica, uma
vez que as imunoglobulinas sdo indispensaveis na producdo de testes diagndsticos, na
utilizacdo em pesquisa cientifica e em imunoterapia. A producédo de imunoglobulina Y torna
este objetivo menos dispendioso e mostra-se como uma alternativa eficaz e confiavel. O
macaco como modelo de infeccdo experimental para o rotavirus apresentou algumas
limitagdes clinicas, no entanto, a replicagdo intestinal ocorreu, portanto, a IgY pdde ser
testada neste modelo animal. O estudo como um todo teve suas limitacGes, principalmente nas
infeccdes utilizando os macacos cynomolgus. As trés limitagdes discutidas (virus proveniente
de cultura de ceélulas, resisténcia da IgY ao trato gastrintestinal e elicitagdo de resposta imune
do hospedeiro & 1gY) necessitam ser pensadas em futuros experimentos com tentativa de
imunoterapia, independente do agente infeccioso a ser tratado. As respectivas solucgdes
seriam: utilizar um virus clarificado de fezes para inocular os animais, realizar o
encapsulamento do anticorpo, e a utilizacdo da molécula de MAB no capeamento da regido Fc
da imunoglobulina Y. Os resultados da imunoterapia ainda ndo sdo consistentes para
confirmar a importancia da IgY no imunotratamento, mas a menor deteccdo de virus
excretado nas fezes dos animais tratados talvez indique eficacia. Este trabalho contribui para
disseminar a tecnologia da IgY para desempenhar um papel ainda maior na pesquisa, no

diagnostico e imunoterapia.
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6. CONCLUSOES

v' Os rotavirus humano e simio produzidos apresentaram alto rendimento apos

purificacdo e concentracdo, além de domonstrarem potencial infeccioso.

v A producéo de IgY especifica para o rotavirus do grupo A pela imunizacéo de frangas
poedeiras é um procedimento possivel, relativamente simples e adaptado & producéo

em larga escala.

v" A imunoglobulina Y anti-RVA especifica mostrou-se capaz de bloquear a atividade

funcional do virus por meio de ensaio de neutralizacéo in vitro.

v" Macacos cynomolgus infantis, juvenis e adultos desenvolveram infeccdo subclinica,
porém, produtiva, com um virus heter6logo, o rotavirus grupo A humano.
Representando assim um modelo eficiente para avaliacdo de novas estratégias de

imunoterapia passiva pelo uso de imunoglobulinas.

v' A avaliacdo da imunoterapia para o rotavirus pela utilizacdo de IgY ndo esta
concluida, sua eficicia ainda ndo estd comprovada, contudo, os resultados obtidos
sugerem que a IgY pode ter potencial imunoterapéutico.

v A funcionalidade da imunoglobulina Y em diagndstico foi comprovada. O seu uso na
deteccdo do virus da hepatite A em cortes histologicos de figado congelado por

imunofluorescéncia indireta foi eficaz.
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8. ANEXO |

Certificado de aprovacdo do uso das aves no projeto pela Comisséo de Etica no Trato com
Animais da Fundacdo Educacional Serra dos Orgdos (CETA/UNIFESO) sob licenca 0331/11
aprovado em 30/06/2011.
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9. ANEXO Il

Certificado de aprovacdo do uso dos macacos cynomolgus no projeto pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais da Fundag¢do Oswaldo Cruz (CEUA/FIOCRUZ) sob licenga LW-35/11
aprovado em 26/09/2011.

Ministério da Salde

FIDCRUZ
Funda¢io Cawaldo Cruz

Comissao de Etica

Vipe-presidéncia de Pesquisa e I
ipe-presidéncia de Pesquisa e no Uso de Animais

Laboratdrios de Releréncia

LICENGCA LW-35/11

Certificamos que o protocolo (P-75/10-4), intitulado “Anticorpos 1gY contra o virus
da hepatite A e rotavirus: Aplicagdes biotecnoldgicas na terapéutica e no diagnostico
viroldgico”, sob a responsabilidade de MARCELO ALVES PINTO, atende ao disposto na Lei
11794/08, que dispde sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive aos principios da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratdrio (SBCAL). A referida licenga nao
exime a observancia das Leis & demais exigéncias legais na vasta legislagio nacional,

Esta licenga tem validade até 26/09/2015 & inclui o uso total de :

Macaca fascicularis
- 4 Machos, ldade: & Mes(es), Peso: 2,0000 Kilo(s).

Macaca fascicularis
- 8 Machos, Peso: 4,0000 Kilo(s).

Macaca fascicularis
- 10 Machos, Idade: & Mes({es), Feso: 2,0000.

Rio de Janeiro, 26 de setembro de 2011

Octavio Augusto Franca Presgrave
Coordenador da CEUA

ComissSo de Etica no Usa de Animals
Vice-presigdnca de Pesguiss & Laboratinos de Fetartnca - Fundscio Oswaida Cre
A, Brasd, 4005 - Prédio da Swpansio - sals 200 - Manguinfizs - Sio de Jansin | 5
Telefone: (21] 3882.9121 e-mal: ceusimocne hr
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10. ANEXO Il

Artigo publicado na revista Memorias do Instituto Oswaldo Cruz referente a aplicacédo da IgY

em diagnostico.

Aderm dnst Owaaddo Crusz, Rlo de Jlaneiroc 4-3, 2045 1

Using immunoglobulin Y as an alternative antibody for
the detection of hepatitis A virus in frozen liver sections

Centil Arthur Bentes'*, Natilia Maria Lanzarini®, Lyana Rodrigues Pinto Lima', Pedro Paule de
Abreu Manso®, Alexandre dos Santos da Silva’, Sergio da Silva e Mouta Junior®, Juliana Rodrigues
Cuimaries', Marcia Terezinha Baroni de Moraes®, Marcelo Pelajo-Machado®, Marcelo Alves Pinto'

'Laborahinio de Desenvolimento Tecnolgics em Virslogia “Laboraitrio de Paiologia
Laborattrio de Virologia Comparada e Ambiental, Institubo Cewaldo Cruz-Fioonz, Ro de |anesio, /), Brasil

An increasing amount qf research has been conducted on fmmmoglobulin T (TgT) because the use qf JgT qffers
several advantapes with respect fo diggmostic westing, including fis easy accessibility, low cost and transiatability o
large-scale production, in addition to the fact that it can be ethically produced. In a previous work, immunogiobulin
wizs produced and purjffed from egg yoiks (Ig¥) reactive to hepatitiz 4 virus (HAF) anfigens. In the present work,
this anti-HAF specific JeY waz wied in an indirect immungfluorescence assay to detect viral antigens i [iver biop-
stes that were obiained from experimentally iyfected cymomoleus monkeys. Fields that were positive for HAF antigen
ware detected i [hver sections using confbeal microzcopy. In conclusion, ey yoiks from immumnised hens may be a
relighie rource for antibody production, which can be employed for mmunological studies.

Eey wands: impmmeglobuolin Y - hepatitis A viros - indirect impmmefloorescence

Immmaeglobulin ¥ (IEY) is the major antibody pro-
duced by chickens ((aifus galfus domesticus). It is con-
timally synthesiced at a large scale, secreted into the
blood and transferred o the epg yolk, where it accumm-
lates (Warr ef al 1995). To obtin specific ISY antibod-
ies aFainst an antigen of interest, egz-laying hens are mm-
purified from their egg yolks. This nonimvasive method of
obtaining antibodies is one of the advantages of using Iy
in virological immmnodiagnostics. Additional advantages
of using IgY inclode the generstion of a betier imnmne Te-
sponsiveness to mammalian antigens doe to the phyloze-
netic distance between hens and mammals, the sbility o
regions that do not bind to Fc recepiors in mammals the
fact that I=Y does not activaie the complement system and
its lack of interaction with theomatoid factor (Schade et
al. 2005). Compared to immmmoglobulin G purification,
IgY purification is an easy, fast and low-cost isolation pro-
cess that produces a hizh quantity of specific antibody.
Therefore, IFY can be used in varions immmnokegical as-
says and may offer better results than traditionally used
mammalian antibodies (Ericka 1000

Infection with hepatitis A virus (HAV) ocours viag
the faecal-oral route and is the most common cause of
acuie viral bepatitis in Brazil The incidence rate of

HAV is closely comrelated to socio-economic conditions,
hygiene stames and access to safe drinking water (Franco
et al 2017} HAV infection spreads easily, either by per-
sonal contact or by the ingestion of contaminated fsod
and water (Vitral et al 20{4). The infection is generally
self-limiting and can produce effects that range from an
absence of sympioms to death from fulminant hepatitis
(Mainan et al 20{4). IFY has been widely used in the
diagnosis of infections diseases, in methods such as im-
munafluorescence, immunohistechemisiry, immunoen-
Zymatic assay (ELISA) and western blotting (WE) (Timi
et al 2002, Young et al. 2007, The detection of HAWV
in liver sections is a nsefnl tool for identifying acute or
fulminant hepatitis cases in which IgM iz undetectable
in blood samples using commercial immminoassays and
in cases where the semum viral load is either too low or
unshle to be detected wsing molecular EMA detection
techniques (Shimizn et al. 1982, Ferreira et al. 20080
Bezende et al (2003) concluded that low viral load was
the primary factor associated with acute liver failore,
presumably owing to 4 sitronz host Immume Tesponse.

In a previons study, we demonstrated the nse of
anti-HAW ISY as a capiure anfibody in an “in-house™
ELISA {da Silva et al. 2012). Here, we suggest the ef-
fectiveness of nsing IgY as a disgnostic measure of
HAV in frozen liver sections from monkeys vig indirect
immmnofinorescence (IIF).

The IFY used in this study was obtained during pre-
vious work performed by our group (de Paula et al. 2011),
in which hens were immmnised with HAV antipens com-

bined with adjmvants (incomplete Freund's adjovant and

diod: 10 1 F0074-02T60140457 CpG-oligodecrymuclestides, CpG-ODM). Ezgs were
Financial sepport: CHPg (EU 133007, 476808/5007-3), FIDCRLIZ collected and the impmnoglotulin was purified by pre-
(FAFES V) cipitation using the polyethylens glycol (PEG) method
* Com muther: guntilbantes 3 facrue br described by Polson et al. (1085). Mext, the antibody was

spanding
Raecanued 2 Decsmber 2014
Accapted 27 February 2015

characterised by sodium dodecyl s:ult'al:epu]jaﬂ'ﬂ.am:.de
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2 Y Is 3 ussful im0l for HAY studies = Centll Arthur Bentes =t al.

zel electrophoresis; its detected molecular weizht con-
firmed that it was in fact IEY. To further confirm this
result, the binding specificity of our purified anti-HAV
IgY to HAV antigens on VP1, VP2 and VP3 was charac-
terised by WB (Towhbin et al. 1979) and in witro newirali-
sation assay. Antibody levels were also tirated

To be shle to use IgY as a disgnostic, an additional
purification was required The anti-HAV IFY that was
purified from egg yolks by FEG was subjected to thio-
philic adsorption using a HiTrap IgY Purification HP
column according to the mamifacturer’s instuctions
(GE Healthcare Bio-Sciences AB, Sweden). The puri-
fied I=Y was dialysed against phosphate buffered saline
l:_'PBS-} a.nd the samples were concentrated using FEG.

(V' antizens were detected by IIF in histological
mnmsoffrmnhversamplﬁ taken from cynomaolgus
monkeys (Macaca fhscicularis). These samples were
obtzined from Amado et al (2010, who had subjected
cynomaolzes monkeys to experiments] infection with the
Braziliam HAV strain (HAF-203; GenBank AFZ6E3046)
in a previous study. First, the frozen liver samples were
embedded in resin Tissue-Tek® (Miles Inc Diagnostic
Drivision, 1T54) at low temperatures (dry ice). Next, the
sections were cuf imto 4-pm-thick slices using a cryostat
and they were then applied to slides, fixed with acetone
at 4°C and frozen at -70°C. The slides were blocked with
a solution contaiming 2. 5% bovine serum albumin and
B% foetal bovine serum (FBS) for 120 min in 3 moist
chamber at 37°C. The slides were washed three times
with PBS (pH 72} Subsequently, the fissue was imcu-
bated in 8 moist chamber at 37°C with the anti-HAW IsY
(0.337 mg/mL) primary antitody at a dilution of 1:120 for
90 min. The slides were washed three times with FBS.
Finally, the slides were incubated with goat anti-IgY IgG
Alexa Fluor™ 488 (2 mg/mL) sacondary antibody at a di-
hatiom of 1:1, 200 (Molecular Probes® Life Technologies™,
U5A) for 90 min in a dark chamber at 37°C. The slides
were again washed three imes with PRS. Evans blue dye
was used to counterstain the histological sections amd
Slow Fade™ glycerol with 4°6-diamino-2-phenylindols
was added (Tovitrogen™Life Technologies™, TT5A). Im-
apes of the liver sections were nbtmnedusmr__ a LSM
Zaizz 510 Meta confocal microscope (Card Zeiss, Ger-
many). Additionalty, the primary antibody was replaced
with a nonspecific chicken immunoglobulin IgY (0.314
mgml) at a dilution of 1:120 to werify the specificity of
staining in infected tissues. For comparative purposes, a
commercial monoclonal anti-HAV mouse Iz (0.1 mg/
mL) diluted at 1:20 (United States Biological, TI5A) was
also tested, a5 described by Amado et al. 200100

We next determined that our purified anti-HAV ISY
bound specifically to viral antipens present in simisoidal
lining cells and to hepatocybes scattered throughout the
liver parenchyma of infected monkeys (B, C in Figure)
A control antibody was used to verify the specificity ISY
and it did not bind to HAWV in an infected liver biopsy
sample; specific staiming of antizen-antibody was not ob-
served (A in Figure). Forthermore, no backzround or non-
specific binding was visualised when the anti-HAWV ISY

MtﬁmwmmmYﬂﬂjh]&

shbusmcs of fucwscencs libsl calls uEing 2 nompecific ngmI'L'ﬁ?
imfocted liver (control section; B, C: anti-HAV I5Y a5 a primary an-
tibody binding spacificalky wrth virl antigens in cytoplaam of sim-

- indi
oyims h.rmwhl.:n and cytoplasey of SLCs (ammoes).

was used, indicating that its purification by thiophilic ad-
sorption was efficient at removing potentially imterfering
molecnles from solution. Indeed, our purified anti-HAWV
I=Y presented more clear and evident results than com-
mercial mouse IgG (D in Figore). The staming of viral
antigens was weaker with IgG, even when the g con-
ceniration was two-fold higher than the IgY (0L005 me'
mL vs. 00025 mg/ml). Thos, IgY demonsirated supe-
rior effectivensss, as only half of the amount of IgY was
needed to produce more satisfactory results than I=G.

In this study, for the first time, the ability touse IgY
as an altermative and specific diagnostic of hepatitis A in
liver sections has been demonstrated, reinforcing the im-
portance of this approach. Such an approach was previ-
ously demonsirated for the detection of Mycobacterium
avitm subsp. in purine macrophages derived from bone
marmow (Shinetal 2009). Saniee et al. (2013) also proved
the efficiency of using IgY to identify Helicobaciar my-
lori vig direct immmnoflnorescence. Additional stodies
have described wsing OF to detect hypois-inducing
factor-1 alpha in CO5-T monkey cells (Camenisch et al
19007, Our results demonsirated the effectiveness of us-
ing IgY as a detection tool to facilitate the diapnosis of
HAWV by immmnofhorescence. This work contributes to
the dissemination of knowledze regarding IgY techmol-
ogy, which may enable it to play an even bigger role in
research, diapnostics and immunotherapy.
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