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RESUMO

A cinomose canina é uma infeccéo de distribuicdo mundial causada pelo virus da cinomose canina
(CDV). A ocorréncia do virus ja foi relatada em 12 familias de mamiferos, principalmente nos da
ordem Carnivora, e entre eles, a doenca resultante estd bem descrita nos caninos domésticos.
Nesta espécie, a vacinacgdo representa a melhor forma de controla-la. Vislumbra-se que as vacinas
disponiveis no mercado atualmente, recombinantes ou contendo virus vivos atenuados, serdo
substituidas por vacinas baseadas em epitopos antigénicos especificos. Desta forma, visando
oferecer subsidios para o desenvolvimento de novas vacinas, 0 mapeamento de epitopos reativos
para as células T do CDV foi realizado através de ensaios de Enzyme-Linked immunospot
(ELISPOT) para IFN-y utilizando-se 119 peptideos sintéticos da hemaglutinina viral agrupados
em 22 pools em formato de matrizes para testar a resposta imune de 32 animais vacinados contra
cinomose canina. De acordo com os critérios estabelecidos para identificacdo de pools reativos,
26 animais apresentaram pelo menos um pool reativo, um pool nao foi reativo em nenhum ensaio
e seis pools de peptideos foram mais frequentes. O cruzamento entre os pools reativos mais
frequentes revelou nove peptideos, os quais concluimos que devem ser considerados potenciais
candidatos a epitopos para as células T do CDV e que, portanto, poderdo ser utilizados na
formulacdo de uma nova vacina de DNA anti-cinomose.

Palavra-chave: peptideos, vacina, hemaglutinina, resposta imune, ELISPOT, IFN-y



ABSTRACT

Canine distemper is a worldwide infectious disease caused by the canine distemper virus (CDV).
The occurrence of the virus was reported in 12 families of mammals, mainly in the order
Carnivora, among which the resulting disease is best described in domestic dogs. In this species,
vaccination is the most effective way of control. One sees that the vaccines currently available on
the market, containing recombinant or attenuated live virus, will be replaced by vaccines based on
specific antigenic epitopes. Therefore, in order to offer subsidies for the development of new
vaccines, the mapping of reactive epitopes to T cells of CDV was performed by Enzyme-Linked
immunospot (ELISPOT) assays for IFN-y using 119 synthetic peptides of viral hemagglutinin
grouped in 22 pools in matricial form to test the immune response of animals vaccinated against
distemper 32. Based on the criteria for identification of reactive pools, 26 animals had shown at
least one reactive pool, one pool was not reactive in any trial and six pools of peptides were most
frequent. The crossmatch between the most common reactive pools revealed nine peptides, which
we conclude that must be considered potential candidates for epitopes to T cells CDV and,
therefore, may be used in the formulation of a new anti-canine distemper DNA vaccine.

Key-words: peptides, vaccine, hemagglutinin, immune response, ELISPOT, IFN-y



1 INTRODUCAO

A cinomose é uma enfermidade causada pelo virus da cinomose canina (CDV). Diversas
especies da ordem Carnivora sdo suscetiveis a infeccdo e as taxas de mortalidade variam muito
entre elas (SEKI et al., 2003). Entre os caninos domésticos a cinomose é apontada como a
segunda doenca infecciosa de maior relevancia (DEEM, 2000; NEGRAO et al., 2006).

Esta doenca caracteriza-se por alteracOes sistémicas, respiratorias, gastrointestinais e
neuroldgicas, associadas ou ndo (GEBARA et al., 2004, AMUDE et al., 2007; HASS, 2008).
Cées de qualquer idade, raca e sexo, com maior predilecéo por filhotes e animais ndo vacinados,
especialmente os com menos de trés meses de idade, podem ser acometidos (SILVA et al.,
2007).

A vacinacdo continua sendo a primeira medida contra o CDV, no entanto, medidas
sanitarias, como evitar contato entre animais em periodos de surto, podem ajudar a controlar a
transmisséo da infec¢cdo (RIKULA; NUOTIO; SIHVONEN, 2007; KAPIL e YEARY 2011).

A maioria das vacinas encontradas no mercado atualmente contém estirpes do virus vivo
atenuado (PATEL et al., 2012). Casos suspeitos de doenca pos-vacinal ja foram reportados,
portanto, verifica-se a necessidade de construcdo de vacinas mais seguras e eficazes
(MARTELLA et al, 2011).

As linhas de pesquisas mais avangadas em doencas virais visam a producdo de uma
vacina cuja principal caracteristica é a capacidade de estimular resposta contra epitopos
relevantes do virus, além de mediar & producdo de anticorpos neutralizantes contra a infec¢éo. O
primeiro passo para a criacdo destas vacinas é a realizacdo de ensaios de celulas T que
determinem se os peptideos derivados da proteina terapéutica contém sequéncias com uma
propensdo para estimular uma resposta imune celular (DE GROOT e SCOTT , 2007). Estudos
prévios para a identificacdo de epitopos relevantes do virus da cinomose ja foram feitos para a
proteina do nucleocapsideo (N), fosfoproteina (P) e proteina de fusdo (F), mas ainda ndo para
o fator de ligacdo viral, a proteina hemaglutinina (H) (YOSHIDA et al.1999; GHOSH,;
WALKER; JACKSON, 2001; SUGAI et al., 2009).

A proteina H desempenha um papel importante na estimulacdo da imunidade celular uma
vez que controla a especificidade do hospedeiro e o tropismo celular e induz a maioria dos
anticorpos neutralizantes de CDV (VON MESSLING et al.,2001; KAPIL e YEARY 2011). Esta
parece ser uma glicoproteina de classe Il com um Unico dominio hidréfobo grande o suficiente

para abranger a membrana lipidica localizado préximo do terminal N da proteina (aminoacidos
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35 a 55) e um grande ectodominio C- terminal (CURRAN; CLARKE; RIMA, 1991; ZIPPERLE
etal., 2010).

Assim sendo, realizamos o mapeamento de epitopos da proteina H do virus da cinomose
canina que sao reconhecidos pelos linfocitos T CD4+ e T CD8+ atraves da técnica de Enzyme-
Linked immunospot (ELISPOT) para IFN-y com intuito de identificar peptideos de relevancia

imunogénica e que poderdo ser utilizados para a producdo de uma nova vacina de DNA anti-
cinomose.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Epidemiologia

Conhecida desde 1760, a cinomose canina é a doenga infecciosa de distribuicdo mundial
mais importante dos cdes domésticos e de outros carnivoros, sendo sua taxa de mortalidade a
segunda maior ap6s a raiva (ETTINGER e FELDMAN, 1997; MURPHY, 1999; DEEN;
SPELMAN; YATES, 2000).

A infecgdo j& foi descrita nas familias Felidae (ledes, leopardos, cheetas), Mustelidade
(furdes, martas), Viverridae (“binturongs”, pequenos mamiferos carnivoros que vivem na llha
de Bornéu), Procyonidae (guaxinins), Ursidae (urso), Hyaenidae (hiena), Ailuridae (panda
vermelho), Myrmecophagidae (urso formigueiro), Delphinidae (golfinhos), Phocidae (focas) e
Cebidae (macaco-de-cheiro) e diferentes espécies da familia Canidae (cdes domésticos, coiotes,
lobos). (JONES; HUNT; KING, 2000; NELSON e COUTO, 2001, HIRSH e ZEE, 2003).

Nas ultimas décadas, vem ocorrendo em um numero significativo de novas espécies de
hospedeiro como em macacos rhesus e macacos cinomolgos na China e no Japao,
respectivamente (SEKI et al., 2003; KAMEO et al., 2012). Além disto, ha relatos de diversos
surtos em todo o mundo, como em ledes no Parque Nacional Serengeti, na Tanzania, em focas
no Lago Baikal, na Ruassia; em raposas-da-ilha, na California e em cées, no Alasca, Estados
Unidos da Ameérica (SEKI et al., 2003; MAES et al., 2003; LAN et al., 2006; KAMEO et al.,
2012).

No Brasil, a doenca é endémica, chegando a representar, 6% de todas as ocorréncias
clinicas de cdes e em um estudo da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria -
RS, verificou-se que a doenga foi a responsavel por 11% das mortes dos cdes necropsiados que
foram atendidos no hospital veterinario da UFSM durante um periodo de 2 anos (HEADLEY e
GRACA, 2000; NEGRAO et al., 2006).

Cées domésticos de qualquer sexo, raca ou faixa etaria podem ser acometidos, porém,
filhotes entre trés e seis meses de idade sdo mais frequentemente infectados, uma vez que a
imunidade materna transferida pelo colostro ou através da placenta declina neste periodo, e, que
0 sistema imune ainda ndo esta apto para suportar uma infeccdo por virus patogénico e virulento
(BIAZZONO; HAGIWARA; CORREA, 2001; FENNER, 2003; QUINN et al., 2005).
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2.2 Etiologia

A etiologia da cinomose foi demonstrada em 1906 por Carré (MURPHY, 1999). E
causada pelo virus da cinomose (CDV), que pertence ao género Morbilivirus da familia
Paramyxoviridae (GREENE, 2006).

O CDV é envelopado, com genoma de RNA de fita simples negativa ndo segmentada e
envolta por um nucleocapsideo de simetria helicoidal (TATSUO e YANAGI, 2002). Este agente
é pleomorfico, de tamanho que varia entre 150 e 300 nm e seu capsideo é composto por seis
polipeptideos, compartilhados entre todos os morbilivirus: as proteinas “N” (nucleoproteina),
“P” (fosfoproteina), “M” (protetora da matriz), “L” (grande proteina), sendo as principais: a “F”
(fusdo), responsavel pela fusdo nas células infectadas e a “H” (hemaglutinina), responsavel pela
adsorcdo aos sitios receptores das células suscetiveis (DIALLO, 1990; CURRAN; CLARKE;
RIMA, 1991; HIRSH e ZEE, 2003).

2.3 Sinais Clinicos

O curso da infeccdo e os sinais clinicos da cinomose foram descritos pela primeira vez
por Edward Jeniffer em 1809 (MURPHY, 1999). A doenca clinica varia de acordo com a cepa
do virus, a idade e a condicdo imune do hospedeiro (NELSON e COUTO, 2001). Apos
exposicdo ao CDV, ocorrem febre transitoria e perfil de leucopenia sem sinais evidentes da
doenca. Tosse, diarreia, vOmito, anorexia, desidratacdo e perda de peso com debilidade,
caracterizam o quadro inicial da doenca (ETTINGER e FELDMAN, 1997). No entanto,
provavelmente, 50 a 70% das infec¢bes sdo inaparentes (DUNN, 2001). No sistema linfatico,
observa-se um esgotamento de linfocitos (HIRSH e ZEE, 2003). Na pele, com maior frequéncia
na regido abdominal, pode ocorrer uma dermatite vesicular e pustular (JONES; HUNT; KING,
2000). Nos coxins hd uma intensa proliferacdo da camada de queratina da epiderme levando a
uma lesdo clinicamente observada pelo espessamento e endurecimento destes chamada de
“doenca da almofada dura” (JONES; HUNT; KING, 2000). Esta lesdo também pode ser vista no
focinho (QUINN et al., 2005). O tropismo do virus para o esmalte dos dentes durante o
desenvolvimento deste 6rgéo determina necrose do mesmo gerando irregularidades na superficie

dentaria, como as que foram observadas em animais que se recuperaram, como uma hipoplasia
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(ETTINGER e FELDMAN, 1997; JONES; HUNT; KING, 2000). Detec¢édo do RNA viral em
células 6sseas metafisarias indicou que a osteopatia metafisaria também pode ser consequéncia
desta infeccdo (ETTINGER e FELDMAN, 1997).

Um outro sinal € a reacdo inflamatoria na glandula lacrimal produzida pelo CDV que
caracteriza uma conjuntivite bilateral que progride de serosa para mucopurulenta, evidenciando-
se assim, como um dos sinais, a secrecdo ocular (GELLAT, 2003). Coriorretinite multifocal e
neurite dptica podem ser observadas quando do aparecimento agudo de cegueira e midriase
bilateral (ETTINGER E FELDMAN, 1997; GELLAT, 2003).

Tosse cronica, com corrimento nasal e sons pulmonares asperos caracteristicos de
broncopneumonia purulenta, em que bronquios e alvéolos estdo ocupados com neutrofilos,
mucina e debris teciduais sdo devido as infec¢cdes bacterianas secundarias (ETTINGER E
FELDMAN, 1997; JONES; HUNT; KING, 2000).

No sistema nervoso central (SNC), o CDV possui afinidade por partes mielinizadas do
cérebro e da medula espinhal (JONES; HUNT; KING, 2000). Lesdes provocadas pelo antigeno
viral em macrdéfagos meningeos, células ependimais, gigantes e neuronais originam 0s sinais
neuroldgicos vistos na doenca: mioclonia, convulsdes, hiperestesia, paresia, incoordenacdo e
andar em circulos (ETTINGER E FELDMAN, 1997; FENNER, 2003; HIRSH e ZEE, 2003).
Estas lesdes variam em intensidade e abrangéncia e estdo diretamente relacionadas com a
gravidade e a duracdo da doenga clinica (JONES; HUNT; KING, 2000).

Os linfocitos infectados cruzam a barreira hematologica ou penetram no liquido
cefalorraquidiano e transpdem a barreira entre o ultimo e o cérebro. Uma vez no SNC, 0s virus
saem dos linfécitos e entram nos neurdnios e na glia onde se replicam e provocam
desmielinizacdo, a qual € resultado da infeccdo restritiva dos olingodendrocitos e de necrose
subsequente (ETTINGER e FELDMAN, 1997; NELSON e COUTO, 2001).

Mesmo aqueles cdes que desenvolveram imunidade parcial ap0s exposicdo ao virus,
podem sofrer lesdo no SNC por causa do dano imunoldgico a substancia branca e da inflamacgéo
secundaria (NELSON e COUTO, 2001).

2.4 Imunopatologia

As vias de entrada do virus podem ser conjuntival, digestiva e respiratéria, sendo esta, a

principal (APPEL e CARMICHAEL, 1979; ETTINGER e FELDMAN, 1997; GRENE, 2006).
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Apos inalacdo, o CDV ¢ fagocitado pelos macréfagos e em 24 horas carreado pelos vasos
linfaticos para as tonsilas, linfonodos faringeos e brénquicos, onde se replicam (NELSON e
COUTO, 2001).

O virus entra nos linfdcitos apos a ligagdo da proteina H ao receptor principal para o
virus, a molécula de ativacdo para sinalizac¢do de linfocitos (SLAM) ou CD150 (SYKES, 2010;
MARTELLA et al., 2011). Esta é uma glicoproteina de membrana envolvida na ativacdo de
linfocitos e expressa em varias células do sistema imune, como células T ativadas, células B,
monocitos e células dendriticas e sua expressdo parece ser up regulada em resposta a infeccéo
por CDV (WENZLOW et al., 2007; SYKES, 2010, PATEL et al., 2012; CARVALHO et
al.,2012).

Uma vez o virus ligado a célula hospedeira, a proteina H sofre alteracfes estruturais e
transmite um sinal para a proteina F, a qual serve como uma mediadora para ajudar as
membranas virais e as das células hospedeiras a se fundirem umas com as outras, permitindo a
propagacao viral (CARVALHO et al.,2012).

Células T CD4+ sao preferencialmente esgotadas durante a fase aguda, a qual é seguida
por deplecdo das celulas T CD8+ (SYKES, 2010). Esta linfocitolise resulta em imunossupressao
e formacdo escassa de anticorpos neutralizantes, assim, o resultado da infeccdo dependerd da
velocidade em que o hospedeiro é capaz de eliminar o virus antes de ele ter tempo suficiente para
causar lesdes graves no sistema imune. (DUNN, 2001;SYKES, 2010).

2.5 Resposta imune

O sistema imune inato é a primeira linha de defesa do hospedeiro contra o CDV e,
também ¢é o responsavel pela producédo de citocinas (por exemplo, IFN-1) que ativaréo a resposta
imune adaptativa mediada por células. No entanto, este virus tem como caracteristicas lesar a
imunidade inata nas fases iniciais da infeccdo devido ao seu elevado linfotropismo, e gerar
interrupgdes em funcBes essenciais de células imunitarias (CESPEDES; CRUZ; NAVARRO,
2010).

Segundo Beineke et al. (2009) e Carvalho et. al (2012) as respostas imune humoral e
mediada pelas células T sdo cruciais para a eliminacdo deste virus. Geralmente, a protecdo

humoral contra cinomose ocorre pela produgdo de anticorpos contra as nucleoproteinas virais,
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seguida do desenvolvimento de anticorpos especificos para as proteinas do envelope viral
(CARVALHO et al., 2012). A auséncia de uma resposta imune humoral eficaz conduz a doenca
clinica aguda, frequentemente de curso fatal, ao passo que anticorpos IgM anti-CDV com titulos
detectaveis aos 10-14 dias poés-infeccdo, promovem a eliminacdo ou persisténcia viral,
respectivamente (BEINEKE et al., 2009; KAPIL e YEARY, 2011) .

Cées vacinados e infectados exibem uma resposta imune mediada por células T
especificas contra 0 CDV independentemente da concentracdo de anticorpos (BEINEKE et al.,
2009). Portanto, a importancia da resposta imunitaria celular na cinomose é evidenciada por
meio de imunidade protetora na auséncia de resposta humoral mediada pelos anticorpos
mensurdveis (CARVALHO et al., 2012). Uma forte resposta imune mediada pelas células T
especificas contra 0 CDV causa a eliminacédo viral em cées convalescentes (KAPIL e YEARY,
2011). Animais que se recuperaram de uma infeccdo pelo CDV adquirem imunidade duradoura
(HIRSH e ZEE, 2003). No entanto, cdes ndo vacinados ou nédo regularmente vacinados, podem
n&do possuir imunidade e apresentar a infec¢do (TIPOLD; VANDEVELDE; JAGGY, 1992).

2.6 Profilaxia

2.6.1 Medidas de Higiene

O controle, devido a natureza labil do virus que sobrevive em exsudados
aproximadamente 20 minutos e ndo é resistente a maioria dos desinfetantes utilizados em
hospitais, pode ser alcancado pelo isolamento estrito e a desinfec¢do (com compostos de amonio
quaternério, como o cloreto de benzalcénio 0,05%, por exemplo) (DUNN, 2001; NELSON e
COUTO, 2001; QUINN et al., 2005, KAPIL e YEARY, 2011). Em caso de reterem-se 0s
animais, deve-se vacinar todo o lote, separar os cées sadios dos doentes, ndo permitir a entrada
de novos animais e um més apds a recuperagdo do Ultimo caso, o canil deve ser limpo e
desinfetado (DUNN, 2001).

2.6.2 Vacinas

As tentativas iniciais para a producdo de ferramentas de imunizagdo contra o CDV foram

feitas em 1920 por Puntoni e por Laidlaw e Dunkin, usando material cerebral inativado em
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formalina de cées infectados ou a administragdo paralela de material cerebral infeccioso e de
soros hiperimunes (MARTELLA et al., 2011).

A introducdo das vacinas vivas modificadas contra este virus na década de 1950 e sua
ampla utilizacéo até os dias atuais tem ajudado a manter a doenca sob controle (MARTELLA et
al., 2011). Ainda assim, nas regiGes onde a vacinacao de cdes jovens ndo € executada ou esta mal
cronometrada, as epidemias continuam a ocorrer (SYKES, 2010).

As vacinas podem ser produzidas a partir do virus adaptado ao ovo ou a cultura de células
aviarias (linhagem Onderspoort) ou, a partir de virus adaptado a cultura de células caninas
(linhagem Rockborn), sendo as primeiras consideradas as mais seguras (QUINN et al., 2005).
Vacinas atenuadas geram respostas celular (linfocitos T auxiliar e T citotoxico) e (linfocitos B,
anticorpos) além de imunidade de mucosas (FLORES, 2007). No entanto, tem como
desvantagem a capacidade demonstrada do virus vivo atenuado em reverter, causar doenca e
mesmo mortalidade em cées sensiveis (FLORES, 2007; QUINLEY et al., 2013).

A vacina também pode ser recombinante entre 0 CDV e o poxvirus do canério, como a
Recombitek®C6/CV, Merial Saide Animal Ltda (FLORES, 2008; CESPEDES; CRUZ;
NAVARRO, 2010). Esta contém poxvirus de canario vivo modificado com dois genes do virus
da cinomose canina: as proteinas de fusdo e hemaglutinina que serdo expressas e apresentadas
induzindo respostas de linfécitos T e B (QUINLEY et al., 2013). A inducdo de resposta
imunolodgica contra os antigenos do poxvirus é irrelevante pois este ndo é um virus de caes
(FLORES, 2007). Apresentam a vantagem de ndo sofrerem interferéncia da imunidade passiva
materna, pois os animais geralmente ndo possuem imunidade contra antigenos do virus vetor e
sdo seguras, pois ndo ha replicacdo do virus, portanto, nenhuma possibilidade de causar doenca
viral (FLORES, 2007; QUINLEY et al., 2013).

2.6.3 Vacinacao

A cobertura vacinal de 95% dos cdes domesticados é necessaria para controlar cinomose
nestes pets, portanto, a vacinacgéo é a principal medida contra o virus (FLORES, 2007, RIKULA;
NUOTIO; SIHVONEN, 2007).

A idade em que os filhotes tornam-se suscetiveis a cinomose é proporcional ao titulo de
anticorpos de sua progenitora, bem como com a transferéncia colostral de anticorpos a eles, e,

em minima propor¢do, pela placenta (ETTINGER E FELDMAN, 1997; BIAZZONO;
22



HAGIWARA; CORREA, 2001). Os anticorpos maternos sio absorvidos no intestino, a partir de
colostro durante os 2 primeiros dias de vida e sdo extintos entre 6 e 12 semanas mais tarde
(KAPIL e YEARY, 2011).

De acordo com Biazzono, Hagiwara e Corréa (2001), o cdo deve ser vacinado quando se
tornar soronegativo, assegurando-se desta maneira, a maxima resposta soroldgica pés-vacinal
associada com a protecdo de mais longa duragdo. Como na pratica clinica é dificil estabelecer-se
este periodo recomendam-se multiplas vacinagdes em intervalos que variam entre os autores de
21 a 30 dias, sendo que a primeira deve ser realizada entre 6 e 8 semanas de vida, seguidos de
dois reforgos: o primeiro entre a 102 e 122 semanas de vida e o segundo apds a 13? semana de
idade, entre a 142 e 162 semanas de vida, seguidas entdo, da revacinagdo anual (BIAZZONO;
HAGIWARA; CORREA, 2001; NELSON e COUTO, 2001; DUNN, 2001; SHERDING e
BICHARD, 2003; QUINN et al., 2005). A vacinacédo de refor¢co anual ainda é discutida no meio
cientifico, sendo que dados sugerem que ndo € necessaria por no minimo trés ou sete anos
(NELSON e COUTO, 2001; DUNN, 2001; MARTELLA, 2011).

Complicagdes pos-vacinais sdo raras mas passiveis de ocorrer, principalmente se o
hospedeiro for imunocomprometido ou co-infectado com o parvovirus canino e caracterizam-se
por uma encefalite e trombocitopenia moderada ou transitéria (NELSON e COUTO, 2001,
DUNN, 2001).

Falhas vacinais ndo sdo incomuns, as quais estdo relacionadas tanto a vacina como ao
hospedeiro. Dentre elas, citam-se com maior frequéncia a interferéncia de anticorpos maternos,
que podem bloquear o virus vacinal e a inativagdo da vacina por manipulacdo inapropriada
(DUNN, 2001; NELSON e COUTO, 2001; EGHAFONA; JACOB; YAH, 2007).

Como recomendacdes, deve-se evitar a vacinagao: se a temperatura corpérea for igual ou
maior que 39,9°C; em cadelas prenhes ou que amamentam neonatos; em caes com sinais clinicos
sugestivos de parvovirose e a vacinacdo de espécies exdticas com vacinas de virus vivos
modificados (NELSON e COUTO, 2001, DUNN, 2001, HIRSH e ZEE, 2003).

2.7 Mapeamento de epitopos

Uma sequencia curta de aminoacidos que mantém a capacidade estimuladora para células
T, é chamada de epitopo ou peptideo imunodominante (LI PIRA et al., 2010). Originalmente,
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este fora definido como a parte de um antigeno que define a ligacdo para uma imunoglobulina e,
consiste de uma parte de uma proteina processada e partes da proteina complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) expressa pelo hospedeiro (LUNDEGAARD; LUND; NIELSEN,
2012). A proteina nativa a partir da qual se origina o epitopo é o antigeno, assim sendo, pode-se
dizer que o epitopo € um subtipo do antigeno (LUNDEGAARD; LUND; NIELSEN, 2012).

Ensaios de células T podem determinar se os peptideos derivados de uma proteina
contém sequéncias com uma propensdo para estimular uma resposta de anticorpos (DE GROOT
e SCOTT, 2007). Portanto, 0 mapeamento de epitopos para células T em antigenos proteicos
derivados de agentes patogénicos relevantes implica na identificacdo de sequéncias de
aminoacidos que sdo reconhecidos por células T CD4 + ou T CD8 + e € importante para a
compreensdo do desenvolvimento da imunidade mediada por células (LI PIRA et al., 2010;
WANG et al., 2011).

A abordagem comumente utilizada para este fim envolve a producdo de um painel
completo de peptideos com um determinado comprimento e uma sequéncia de sobreposigéo pre-
determinada que abrange a proteina candidata (LI PIRA et al., 2010). Um epitopo com uma
sequéncia que abrange dois peptideos sequenciais seria dispensada se ndo fosse abrangida pela
sequéncia de sobreposicdo (LI PIRA et al., 2010). Portanto, a sobreposicao entre os peptideos
vizinhos € importante no que diz respeito a capacidade dos peptideos cobrirem todos epitopos
possiveis ao longo de uma dada sequéncia de aminoacidos (HOFFMEISTER, 2003). Assim, para
cobrir cada determinante antigénico possivel dentro de uma dada sequéncia antigénica é
necessario o uso de peptideos com sobreposicdo de (n-1), onde n € o numero de aminoacidos
(DONALD e LEHMANN, 2003).

Geralmente, peptideos com 15-20 aminoacidos de comprimento sdo utilizados quando
um antigeno completo, ou mesmo um proteoma viral completo, é explorado (LUNDEGAARD;
LUND; NIELSEN, 2012).

No entanto, esta sobreposicdo ndo deve ser mais curta do que o comprimento tipico de
peptideos apresentados ao MHC de classe | (isto é, nove aminoacidos) menos um (isto €, oito
aminoacidos) (HOFFMEISTER, 2003). Uma sobreposicdo de oito aminoacidos garante que
todos o0s trechos possiveis dos nove aminoacidos estejam contidos na varredura
(HOFFMEISTER, 2003). Para o0 MHC de classe Il, os peptideos apresentados com esta

sobreposicdo seriam muito curtos, ja que o comprimento de um epitopo tipico para este,
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excedem nove aminoacidos (HOFFMEISTER, 2003). Desta forma, idealmente, para o rastreio,
uma combinacdo de peptideos mais longos e mais curtos poderiam ser utilizados, assegurando
peptideos ideais para estimulacdo de células-T CD4+ e T CD8+ (KIECKER, et al., 2004).
Kiecker et al. (2004), sugere que se devem utilizar peptideos com comprimentos de 15

aminoacidos com 11 sobreposic¢des (Fig. 1).

Figura 1 - Representacdo esquematica para explorar um peptideo cobrindo uma sequéncia com 15

aminoécidos de comprimento e 11 sobreposicBes. As caixas representam 0s aminoacidos.

Sequéncia do aminoacido primario

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 Peptideo 1

5 6 7 8 9 10 (11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 Peptideo 2

9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | Peptideo3

Sobreposicdo = 11 aminoacidos

| Comprimento do peptideo = 15 aminoacidos

Fonte: adaptado de HOFFMEISTER, 2003.

Para reduzir o esforco experimental consideravelmente, os peptideos sé@o reunidos em
amostras com até 64 peptideos em pools (LUNDEGAARD; LUND; NIELSEN, 2012). O
objetivo de usar pools de peptideos é determinar quais peptideos sdo estimulantes sem ter que
testar cada peptideo individualmente (HOFFMEISTER, 2003).

A forma mais eficiente para que as reunides de peptideos se sobreponham de forma que
cada peptideo individual esteja contido em exatamente dois pools e o0 nimero de pools é minimo,
é utilizando uma matriz quadrada ou retangular (Fig. 2) (DONALD e LEHMANN, 2003;
HOFFMEISTER, 2003).

Com tal matriz, as intersecches dos pools positivos correspondem aos peptideos

estimulantes (DONALD e LEHMANN, 2003; HOFFMEISTER, 2003).
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Figura 2 - Matriz quadrada de peptideos para mapeamento de epitopos. A intersec¢do entre 0s pools

reativos indicam um peptideo relevante (26).

Pools verticais

!

Vi V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 V10

H11 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

H12 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

N H13 | 21 22 23 24 25 27 28 29 30

H14 | 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Pools horizontais

H15 | 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

H16 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60

H17 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70

H18 | 71 72 73 74 75 76 7 78 79 80

Fonte: LI PIRA et al., 2010.

2.8 Ensaio ELISPOT para IFN-y

Vérios ensaios medem diferentes recursos da ativacdo das células T que se seguem ao
reconhecimento de antigenos, dentre eles, 0 ELISPOT (LI PIRA et al., 2010).

O ensaio ELISPOT para IFN-y é amplamente utilizado para quantificar a imunidade
antigeno-especifica no nivel de uma duanica célula, sendo realizado com uma amostra
recentemente obtida com menos do que 24 h de cultura ou amostra crioconservada (DONALD e
LEHMANN, 2003; MOODIE et al., 2010).

Células secretoras de interferon sdo incubadas em uma placa de 96 pogos revestida de
anticorpos anti-IFN-y. O interferon secretado ¢ entdo capturado ¢ as células sdo removidas por
lavagem. Em seguida, procede-se uma nova incubacdo, desta vez, com anticorpo biotinilado.
Posteriormente, realiza-se uma lavagem para remover qualquer anticorpo biotinilado néo ligado

e adiciona-se a fosfatase alcalina conjugada com estreptavidina (R&D SYSTEM, 2010).

A enzima ndo ligada é subsequentemente removida atraves de lavagem e a secrecdo de
IFN- vy por células individuais sdo visualizadas como manchas (spots) reveladas usando uma
enzima marcada com anticorpos monoclonais anti-IFN-y (BCIP/NBT) (Fig. 3) (MIYAHIRA,
1995; R&D SYSTEM, 2010). As manchas podem ser contadas com um sistema automatizado
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(leitor ELISPOT) ou manualmente, utilizando-se um estereomicroscopio (R&D SYSTEM,
2010).

Esta técnica destaca-se, pois quando o ensaio é realizado utilizando 3x10° de PBMC por
poco, o limite de deteccdo é de 1 em 3x10° o que é uma ou duas ordens de grandeza mais
sensivel do que técnicas baseadas em citometria de fluxo (DONALD e LEHMANN, 2003).
Além disto, ainda quando comparado a estas técnicas, 0 ensaio é executado em menos tempo, é
mais barato e quantifica diretamente o nimero de células efetoras (SCHEIBENBOGEN et al.,
2000; DEAN; LAVOY; BURKHARD, 2004).

Figura 3 - Esquema de ensaio ELISPOT para IFN- v.

P
——

- :‘ Incubar as células
PR secretoras de IFN-y
i Anticorpo vV VYV Vo num pogo revestido de
| —— anticorpo.
4 IFN«y ~
B Anticorpo .
#% biotinilado Remover as células por
- . lavagem. O IFN-y
oA Eg;}ﬁgfg:;ﬂma o %/4) o secretado €é capturado
LV W v LY ARV .
estreptavidina | | p_elo anticorpo
imobilizado.

® spot

Incubar com
anticorpo biotinilado.

Incubar com
fosfatase alcalina
conjugada com
estrepdavidina.

Adicionar
substrato
(BCIP/NBT) e
monitorar a
formacéo de
spots.

Fonte: adaptado de R&D SYSTEM, 2010.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Mapear epitopos da proteina H do virus da cinomose reconhecidos pelas células TCD4+
e TCD8+ em uma coorte de animais vacinados na cidade do Recife.

3.2 Objetivos Especificos

e Validar epitopos para serem futuramente utilizados em uma nova vacina de DNA anti-
cinomose;

e Determinar a producdo de anticorpos contra cinomose em uma coorte de animais
vacinados;
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Resumo A cinomose canina é uma infeccdo de distribuicdo mundial causada pelo virus da
cinomose canina (CDV). A ocorréncia do virus ja foi relatada em 12 familias de mamiferos,
principalmente nos da ordem Carnivora, € entre eles, a doenca resultante estd bem descrita nos
caninos domésticos. Nesta espécie, a vacinacdo representa a melhor forma de controla-la.
Vislumbra-se que as vacinas disponiveis no mercado atualmente, recombinantes ou contendo virus
vivos atenuados, serdo substituidas por vacinas baseadas em epitopos antigénicos especificos.
Desta forma, visando oferecer subsidios para o desenvolvimento de novas vacinas, 0 mapeamento
de epitopos reativos para as células T do CDV foi realizado através de ensaios de Enzyme-Linked
immunospot (ELISPOT) para IFN-y utilizando-se 119 peptideos sintéticos da hemaglutinina viral
agrupados em 22 pools em formato de matrizes para testar a resposta imune de 32 animais
vacinados contra cinomose canina. De acordo com os critérios estabelecidos para identificagdo de
pools reativos, 26 animais apresentaram pelo menos um pool reativo, um pool nao foi reativo em
nenhum ensaio e seis pools de peptideos foram mais frequentes. O cruzamento entre os pools
reativos mais frequentes revelou nove peptideos, os quais concluimos que devem ser considerados
potenciais candidatos a epitopos para as células T do CDV e que, portanto, poderdo ser utilizados

na formulacéo de uma nova vacina anti-cinomose.

Palavras-chave: peptideos, vacina, hemaglutinina, resposta imune, ELISPOT, IFN-y

Introducéo

A cinomose é uma doenga causada pelo virus da cinomose canina (CDV), um morbilivirus da
familia Paramyxoviridae [1-3]. Este agente possui genoma de RNA de fita simples negativa ndo

segmentada, que codifica seis proteinas estruturais: “N” (nucleoproteina), “O” (fosfopoteina),
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“M” (protetora da matriz) e “L” (grande proteina), “H” (hemaglutinina) e “F” (fusdo) [4-8].

Considerada uma das principais infeccGes virais em cdes e em outros carnivoros em todo
0 mundo, é a segunda doenca infecciosa com maior relevancia entre caninos domésticos, devido as
suas altas taxas de morbidade e mortalidade [9,10].

A vacinagdo continua a ser a principal medida contra a afec¢do [11]. No entanto, falhas
vacinais ndo sdo incomuns, estando relacionadas tanto a vacina como ao hospedeiro. Por outro
lado, é assumido que, ocasionalmente, as vacinas em utilizagdo ndo protegem adequadamente
contra infec¢Oes de cepas de campo mesmo quando aplicadas corretamente [12].

Uma possivel razdo para o insucesso da vacinagdo pode estar no fato de haver variagdo
das proteinas H entre as estirpes de CDV utilizadas em vacinas e as das estirpes de tipo selvagem
correntemente circulantes [13]. A proteina H é uma glicoproteina chave para o CDV, uma vez que
este se liga as células do hospedeiro através de sua ligacdo a molécula de sinalizagdo ativacdo de
linfcitos (SLAM ou CD150) e, logo, uma resposta imune adequada do hospedeiro contra ela,
pode prevenir uma infecgdo por este virus [3].

Sabe-se que existe um interesse crescente em vacinagGes baseadas em peptideos
individualizados ja que epitopos cuidadosamente selecionados podem ser utilizados para induzir
uma resposta imunitaria mais potente e eficaz contra agentes infecciosos [14,15]. O primeiro passo
para a criagdo destas vacinas € a realizacdo de ensaios de células T que determinem se os peptideos
derivados da proteina terapéutica contém sequéncias com uma propensdo para estimular uma
resposta de anticorpo [16]. Uma forte resposta imune mediada pelas células T especificas de CDV
causa a eliminacdo viral em cédes convalescentes [17]

Desta forma, realizamos o mapeamento de epitopos reativos a proteina H do CDV que
sdo reconhecidos pelos linfocitos T CD4+ e T CD8+, através da técnica de ELISPOT (Enzyme-
linked immunosorbent spot), com o intuito de oferecer subsidios fundamentais para o

desenvolvimento de uma vacina mais segura e eficiente contra este virus.

Materiais e Métodos

Populacéo de estudo

A populacdo do estudo foi constituida por 32 cédes de todas as faixas etarias e ragas que nao
atenderam aos critérios de exclusdo, vacinados pelo menos uma vez contra cinomose e

domiciliados na Regido Metropolitana do Recife, Pernambuco, Brasil.

Critérios de exclusao de amostra

Foram excluidos do estudo, os animais que se encontraram em pelo menos uma das seguintes
situacdes:
e gestantes;

e indicacgdo de soro anti-cinomose;
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e portadores de cancer ou doencas autoimunes ou desnutri¢do grave ou imunodeficiéncia;

e sob o uso de corticoide ou imunossupressores.

Protocolo de Separacao de Células Sanguineas Mononucleares
Periféricas (PBMCs)

A separacdo das PBMCs foi feita através de gradiente de centrifugacdo com Ficoll-Hypaque
(Ficoll Paque PLUS - GE Healthcare Life Sciences) no Laboratério de Virologia e Terapia
Experimental (Lavite) do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM), Campus da UFPE —
Recife, Pernambuco, Brasil.

As amostras sanguineas foram diluidas em tampéo fosfato salino (PBS), pH 7,2, estéril,
na proporcao de 1:1. Em seguida, o sangue diluido foi transferido cuidadosamente para um tubo
contendo Ficoll na mesma proporcdo do volume inicial de sangue, sem que houvesse mistura entre
eles e foram centrifugados por 30 minutos, a 2.000 rotagGes por minuto (rpm).

Terminada a centrifugacdo, aspirou-se o anel de células mononucleares e transferindo-se
para outro tubo, adicionou-se a este, um volume de PBS necessario para completar 15mL. Foi
realizada entdo, uma nova centrifugacdo, por 5 min a 1.500 rpm.

Desprezou-se o sobrenadante formado e adicionou-se 1 mL de tampdo ACK para lisar
células vermelhas incubando-se por 3 minutos. Durante este tempo, a cada minuto,
homogeneizava-se o tubo. Depois da incubacéo, completou-se o volume para 10 mL, com 9 mL de
meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) e realizou-s outra centrifugacdo por 5 min a 1500
rpm.

O sobrenadante resultante foi desprezado e adicionou-se 1 mL de meio de cultura livre de
soro (SFM), suspendendo o pellet. Uma aliquota de 100uL desta amostra foi diluida em 900 pL de
SFM para quantificacdo e analise de sua viabilidade através do ViCell® (Analisador de Viabilidade
Celular, Biosystems™, BD). Mais 4 mL de SFM foi adicionado ao pellet e de acordo com a

viabilidade celular, ajustou-se a concentragéo de células para 2 x 10%/pogo.

Peptideos sintéticos

Foram sintetizados 119 peptideos (GenScript® USA Inc.) a partir da sequencia da proteina H do

virus da cinomose canina (Figura 1).

1 mlpygdkvga fykdnarans tklslvtegh ggrrppyllf v1lillwvgil allaitgvrf

61 hgvstsnmef srllkedmek seavhhgvid vltplfkiig deiglrlpgk lneikgfilg
121 ktnffnpnre fdfrdlhwci nppstvkvnf tnycesigir kaiasaanpi llsalsggrs
181 difpphrcsg attsvgkvip lsvslsmsli srtsevinml taisdgvygk tyllvpddie
241 refdtreirv feigfikrwl ndmpllgttn ymvlpknska kvctiavgel tlaslcvees
301 tvllyhdssg sgdgilvvtl gifwatpmdh ieevipvahp smkkihitnh rgfikdsiat
361 wmvpalasek geeqgkgcles acgrktypmc ngaswepfgg rglpsygrlt lpldasvdlg
421 1nisftygpv ilngdgmdyy espllnsgwl tippkdgtis glinkagrgd gftvlphvlt
481 fapressgnc ylpigtsgii drdvliesni vvlptgsiry viatydisrs dhaivyyvyd
541 pirtisytlp frlttkgrpd flriecfvwd dnlwchgfyr feadianstt svenlvrirf
601 scnr

Fig.1. jpeg Sequéncia em cddigo de uma Unica letra da proteina de H do CDV.

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/BAF03641.1
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Estes foram arranjados em uma extensdo de 15 mers com uma sobreposicdo de 11
aminodacidos, o que representa um bom estimulo para as células T CD4+ e TCD8+ considerando
que o nucleo (core) de aminoacidos de cada peptideo é suficiente para preencher as fendas de
MHC de classe | (8-9-mers) e Il (11-15-mers) [17].

Os peptideos foram diluidos em dimetilsuféxido a 10% para uma concentracdo final de
10pL/mL.

Em seguida estes peptideos foram agrupados em pools e combinados em matrizes
(Quadro 1).

Pool 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
12 |[1-15|6-20| 11-25 |16-30|21-35|26-40 | 31- 45 | 36- 50 | 41— 55 | 46 —60 | 51— 65
13 56— | 61— | 66- | 71— | 76— | 81— | 86— | 91— | 96- | 101—- | 106 -

70 75 80 85 90 95 100 | 105 | 110 | 115 | 120
14 | 11-[116-] 121~ | 126~ [ 131~ [ 136~ | 141~ [ 146 | 151 | 156~ | 161~
125 | 130 135 140 | 145 | 150 | 160 | 160 | 165 | 170 | 175
15 | 166 [ 171—] 176 | 181 | 186 [ 191~ | 196~ [ 201~ | 206- | 211~ | 216-
180 | 185 190 195 | 200 | 205 | 210 | 215 | 220 | 225 | 230
16 | 22L-[226-] 231 | 236- | 241~ [ 246~ | 251~ | 256~ | 261 | 266~ | 271~
235 | 240 245 250 | 255 | 260 | 265 | 270 | 275 | 280 | 285
17 | 276- ] 281- [ 286~ [291- | 296- [ 301~ | 306 [ 311 [ 316 | 321- [ 326-
290 | 295 300 305 | 310 | 315 | 320 | 325 | 330 | 335 | 340
1g | 33L-[336-] 341 | 346- [ 351 [356- | 361 | 366~ | 371 | 376 | 381 -
345 | 350 355 360 | 365 | 370 | 375 | 380 | 385 | 390 | 395
19 | 386-[39L-] 396 | 401 [406- [ 411|416 | 421 | 426 | 431 | 436-
400 | 405 410 415 | 420 | 425 | 430 | 435 | 440 | 445 | 450
o | 441|446 | 451 [ 456- | 461- [ 466 | 471 | 476 | 481 | 486 | 491
455 | 460 465 470 | 475 | 480 | 485 | 490 | 495 | 500 | 505
o, | 496-|501-| 506~ [511-[516- 521|526 | 531~ | 536 | 541— | 546
510 | 515 520 525 | 530 | 535 | 540 | 545 | 550 | 555 | 560
oy | 551-[556-| 561 | 566~ | 571|576 | 581~ [ 586~ | 501- -
565 | 570 575 580 | 585 | 590 | 595 | 600 | 604

Quadro 1. Matriz dos pools de peptideos da proteina H do virus da cinomose por peptideo

individual (15 aminoacidos com 11 sobreposicdes).

ELISPOT para IFN-y

Os ensaios ELISPOT para IFN-y foram realizados utilizando-se o kit Canine IFN-gamma ELISpot
SixPak, R&D Systems, Inc.

Todos os pocos de cada placa foram preenchidos com 200uL de meio de cultura RPMI
estéril e estas foram incubadas durante aproximadamente 20 minutos a temperatura ambiente e
protegidas da luz.

Em seguida, aspirou-se o meio de cultura a partir das cavidades e adicionaram-se 100uL
de RPMI contendo um pool de peptideos em cada pogo ou 100puL de células apropriadas ou
controles a cada poco (Quadro 2).

O controle positivo foi realizado com phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) +
ionomicina. Como controle negativo, apenas as células de cada cdo respectivamente, foram

adicionadas.
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PLACA ELISPOT

Pool1 | Pool1 | Pool2 | Pool2 | Pool 3 | Pool3 | Pool4 | Pool4 | Pool5 | Pool5 Pool 6 Pool 6
Pool 7 | Pool 7 | Pool 8 | Pool 8 | Pool9 | Pool 9 | Pool 10 | Pool 10 | Pool 11 | Pool 11 | Pool 12 | Pool 12
Pool 13 | Pool 13 | Pool 14 | Pool 14 | Pool 15 | Pool 15 | Pool 16 | Pool 16 | Pool 17 | Pool 17 | Pool 18 | Pool 18
Pool 19 | Pool 19 | Pool 20 | Pool 20 | Pool 21 | Pool 21 | Pool 22 | Pool 22 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo | Cdo 1
Pool1 | Pool1 | Pool2 | Pool2 | Pool3 | Pool3 | Pool4 | Pool4 | Pool5 | Pool5 | Pool6 | Pool6
Pool 7 | Pool 7 | Pool 8 | Pool 8 | Pool9 | Pool9 | Pool 10 | Pool 10 | Pool 11 | Pool 11 | Pool 12 | Pool 12
Pool 13 | Pool 13 | Pool 14 | Pool 14 | Pool 15 | Pool 15 | Pool 16 | Pool 16 | Pool 17 | Pool 17 | Pool 18 | Pool 18
Pool 19 | Pool 19 | Pool 20 | Pool 20 | Pool 21 | Pool 21 | Pool 22 | Pool 22 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo | C3o 2

Quadro 2. Modelo adotado para realizagdo dos ensaios ELISPOT utilizando pools de peptideos

sintéticos para a proteina H do virus da cinomose canina.

As placas foram incubadas em uma incubadora de CO, umidificado a 37 °C, overnight.

Cada cavidade foi aspirada e procedeu-se a lavagem da placa enchendo cada pogo com o tampéo

de lavagem (250 - 300uL) por quatro vezes. Apos a Ultima lavagem, removeu-se qualquer tampéo

de lavagem residual por inversdo da placa contra toalhas de papel limpas.

Adicionaram-se 100uL de anticorpo de detecgao diluido em cada pogo e incubou-se cada

placa a 2° C - 8° C, overnight. A lavagem foi repetida conforme descri¢do acima e adicionaram-se

100uL de estreptavidina-AP diluido a cada poco, incubando-se durante 2 horas a temperatura

ambiente. Procedeu-se outra lavagem, igual as anteriores. Distribuiu-se 100 pL. de BCIP / NBT

cromégeno em cada po¢o e incubou-se durante 1 hora a temperatura ambiente, protegendo cada

placa da luz.

A solugdo de cromégeno foi descartada das microplacas e estas foram lavadas com agua

destilada. Em seguida, foram invertidas e batidas para remover o excesso de agua.

Removeram-se os drenos subterraneos de plastico flexivel, a partir do fundo da placas,

limpando-se a parte inferior destas completamente com toalhas de papel e secando-as

completamente a 37° C por 15 - 30 minutos.

Por fim, a leitura das placas foi realizada no Immunospot Series 3B Analyzer ELISPOT

(Cellular Technologies Ltd, Shaker Heights, OH) com a ajuda do software Immunospot versao 3.0
(Cellular Technologies Ltd).

Sorologia

A sorologia para deteccdo do nivel de anticorpos produzidos nos animais do estudo foi realizado

por imunoensaio cromatografico através do teste comercial Anigen Rapid CDV Ab Test®, Anigen,

Animal Genetics, Inc., que detecta qualitativamente e quantitativamente o anticorpo 1gG do virus

da cinomose canina em sangue, soro e plasma.

Para todos os animais, utilizou-se amostra de sangue total e procedeu-se de acordo com o

manual de instrucbes do produto. A interpretacdo dos resultados também foi realizada em

conformidade com as instrugGes do fabricante e os titulos foram classificados como baixo (1:16),
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médio (1:64) ou alto (1:128).

Resultados

Respostas de células T

Os critérios para identificagdo dos pools de peptideos reativos se deu através da combinagdo das

seguintes equacdes:

e Maédia no nimero de spots (peptideos) — 2 x o desvio padrdo> média do nimero de spots
do controle negativo;

e Média no n° de spots > média do nimero de spots do controle negativo + 2x desvio-
padrdo;

e Média do nimero de spots - média do nimero de spots do controle negativo > 10;

Seis animais foram excluidos deste estudo por ndo apresentarem reatividade para nenhum
dos pools. Desta forma, oito animais apresentaram um pool reativo e 18 individuos foram reativos

para mais de dois pools, sendo que um animal reagiu para 17 dos 22 pools analisados.

A identificacdo dos pools reativos obedecendo aos critérios citados possibilitou verificar a
frequéncia com que estes apareceram na populacdo estudada e que um pool (11) ndo foi reativo em

nenhum ensaio (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia dos pools que apresentaram reatividade na populacéo estudada.

Pool N° de Animais Positivos  Frequéncia (%)
2,10 1 3,85
8,12,19 2 7,69
6, 20 3 11,54
17,18 4 15,38
1,7,14,16 5 19,23
3,9,15 6 23,08
5,13 7 26,92
2,21 8 30,77
22 10 38,46

4 13 50

Estabeleceu-se o ponto de corte de 25%, a fim de identificar os pools mais frequentes

neste estudo. Seis pools foram identificados: 2, 4, 5, 13, 21 e 22. O cruzamento destes revelou
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nove peptideos (13, 15, 16, 101, 103, 104, 112, 114, 115) que foram considerados potenciais

candidatos a epitopos de células T (Quadro 3).

Pool | 1 Feo] 3 NS 6 [ 7 [ 8| 9 10 1
3 | 4

12 | 1 2 5 6 7 8 9 | 10 | 1
oy 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 10 | 20 | 21 | 22
14 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30 | 31 | 32 | 33
15 | 34 | 35 | 36 | 37 | 38 | 39 | 40 | 41 | 42 | 43 | 44
16 | 45 | 46 | 47 | 48 | 49 | 50 | 51 | 52 | 53 | 54 | 55
17 | 56 | 57 | 58 | 59 | 60 | 61 | 62 | 63 | 64 | 65 | 66
18 | 67 | 68 | 69 | 70 | 71 | 72 | 73 | 74 | 75 | 76 | 77
19 | 78 | 79 | 80 | 81 | 8 | 8 | 84 | 85 | 8 | 87 | 88
20 | 89 | 90 | 91 | 92 | 93 | 94 | 95 | 96 | 97 | 98 | 99
o] 100 | 201 | 102 | 208 | 204 | 105 | 106 | 107 | 108 | 109 | 110
sagme] 111 | 112 | 113 | 14 | 115 | 116 | 117 | 118 | 110 _

Quadro 3. Pools mais reativos ap6s analises estatisticas (hachurado) e peptideos considerados

potenciais candidatos a epitopos de células T (cinza).

As sequencias destes peptideos podem ser visualizadas na tabela a seguir (Tabela 2):

Tabela 2. Sequéncia de peptideos da proteina H do virus da cinomose considerados potenciais
candidatos a epitopos para células T atraves de ELISPOT para IFN-y.

Peptideo Sequéncia

13 H Q v S T S N M E F S R L L K
15 S R L L K E D M E K S E A H
16 E DM E K S E A V HH Q V 1 D
101 b R DV L I E S N I V V L P T
103 vV V. L P T Q S | R Y Vv I A T Y
104 Q S | R vy v 1 A T Y D I S R S
112 K 6 R P D F L R | E C F V W D
114 CcC F VWIDDNIL W CHQ F Y R
115 D N L W C H Q F R F E A D I

Resposta Imune Humoral

Quanto ao perfil soroldgico dos animais participantes do ensaio ELISPOT, 84,4% (27/32) dos cdes
exibiram titulacdo média de anticorpos (1:64 — 1:16), 9,36% (3/32) exibiram titulacdo baixa
(1:16), 3,12% (1/32) titulacdo alta (1:64) e 3,12% (1/32) ndo apresentaram anticorpos titulaveis

no teste.
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Discussao

Embora as cepas vacinais do CDV ndo mudaram nos ultimos 60 anos, ha potencial para novas
variantes antigénicas do virus surgirem em torno do mundo [18]. Sendo assim, devido a
distribuicdo global da infeccdo e a suscetibilidade de uma grande variedade de espécies, exigem-se
novas vacinas seguras e eficazes para a protecao e a erradicacao deste virus [19].

O conhecimento de antigenos e epitopos especificos tem sido utilizado para orientar a
concepcdo de vacinas que consistem apenas nos antigenos relevantes [15]. Portanto, o
mapeamento de epitopos para células T em antigenos proteicos derivados do virus da cinomose
canina, que permitam a identificacdo de sequéncias de aminoacidos que sdo reconhecidos por
células T CD4 + ou T CD8 +, podem fornecer orientacfes para a constru¢do de uma nova vacina
[20,21].

Estudos prévios para a identificagdo de epitopos relevantes deste agente ja foram feitos
para a proteina do nucleocapsideo, fosfoproteina e proteina de fusdo [22-24]. O fator de ligacéo
viral, a proteina H, foi escolhido para ser mapeada, com base em estudos que demonstraram que
este polipeptideo desempenha um papel importante na estimulacdo da imunidade celular, uma vez
que controla a especificidade do hospedeiro e o tropismo celular e induz a maioria dos anticorpos
neutralizantes de CDV [1,18].

Vérias ferramentas de predicdo de epitopos estdo disponiveis. Uma delas, o ensaio
ELISPOT, baseia-se no principio do ELISA para deteccdo de secrecéo de citocinas induzidas por
antigenos presas por um anticorpo imobilizado e visualizadas por um segundo anticorpo acoplado
a enzima e tem como vantagens sobre os ensaios tradicionais (como a citometria de fluxo), o fato
de ser realizado em menos tempo, ser mais barato e sensivel e quantificar diretamente o nimero de
células efetoras [20, 25,26].

O ensaio ELISPOT para IFN-y detecta a liberagdo de IFN- y em resposta ao antigeno no
nivel de uma Unica célula, permitindo desse modo, o calculo direto das frequéncias de ativacdo das
células T [27,28]. O IFN- y ndo é expresso em leucécitos do sangue periférico de cdes com
cinomose, portanto, ao utilizar esta técnica, nossos resultados expressam com fidelidade a
quantificacdo da ativagdo de células T que reconheceram os peptideos imunogénicos [29].

Os animais deste estudo foram imunizados pelo menos uma vez na vida e ha pelo menos
um més da coleta, com vacinas contendo virus vivos modificados (Nobivac®Canine, MSD Satde
Animal; Vencomax®, Laboratérios Vencofarma do Brasil, LTDA; Vanguard Plus®, Laboratérios
Pfizer Ltda; Bio Max®, Lema Injex Biologic) ou recombinante (Recombiteck®C6/CV, Merial Inn)
contra o virus da cinomose canina.

O intervalo de tempo entre a vacinagao e a obtencdo de sangue periférico como fonte de
PBMC para ensaios de proliferacdo in vitro, é crucial para a deteccdo de atividade de células T,
possivelmente porque quantidades muito pequenas de virus vivos presentes na vacina requerem
este tempo para replicar em niveis suficientes para estimulacdo de uma resposta imune [24]. Desta
forma, uma resposta imune prévia conhecida frente ao virus € interessante para ensaios ELISPOT
IFN- y.

Neste trabalho, foi realizada a titulagdo de anticorpos 1gG contra o CDV, a fim de asse-
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gurar a presenga de resposta imune das células B frente aos peptideos sintetizados. Segundo Monti
[30], a maioria dos autores determina 1:100 como titulo satisfatério para protecdo contra a
infeccdo. No nosso estudo, apenas 1 animal apresentou titulos acima de 1:100 (1:128). Ainda
assim, 25 animais que apresentaram titulos abaixo de 1:100 e o Gnico animal imunizado um més
antes da coleta e que ndo exibiu titulo vacinal, apresentaram resposta a pelo menos um pool de
peptideos, evidenciando mais uma vez a importancia da resposta imunitaria celular na cinomose na
auséncia de resposta humoral mediada pelos anticorpos mensuraveis [8].

Dos animais (6) que ndo apresentaram reatividade a algum pool e que foram excluidos do
estudo, todos exibiram titulo médio (entre 1:16 a 1:64) de anticorpo vacinal, sendo fatores que
podem ser apontados para tal, a presenca de uma elevada resposta inespecifica (background), baixa
viabilidade celular ou ainda sem resposta especifica [31].

Neste estudo, seis pools de peptideos foram reconhecidos em culturas contendo tanto
CD4+ quanto CD8+, pode sugerir que estes epitopos sdo reconhecidos por ambos os subconjuntos
de células T, assim como DEAN [20] demonstrou na realizacdo de mapeamento epitopos para o
virus da imunodeficiéncia felina (FIV). Seria interessante, num outro momento, determinar para
qual tipo de célula T os epitopos aqui sugeridos sdo mais imunogénicos. Além disto, como
perspectiva, sugere-se que 0s nove peptideos considerados candidatos potenciais a epitopos de

células T, sejam testados individualmente.

Conclusao

O mapeamento de epitopos reativos para as células T CD4+ e TCD8+ através da técnica ELISPOT
para IFN- vy, possibilitou a identificagdo de nove peptideos da proteina H do CDV, que foram
considerados de relevancia imunogénica e, portanto, potenciais candidatos para a producdo de

novas vacinas baseadas em epitopos antigénicos especificos contra a cinomose canina.
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6 CONCLUSOES

e A coorte de cdes vacinados estudada apresentou média de producdo de

anticorpos abaixo do nivel protetor contra a infeccéo;

e 26 animais apresentaram resposta de células T a pelo menos um pool de
peptideos através do mapeamento de epitopos reativos para as células T CD4+ e
T CD8+ da proteina H do virus da cinomose pela técnica de ELISPOT para IFN-
Y5

e A validacgéo dos resultados deste ensaio revelou nove peptideos, os quais devem
ser considerados como epitopos candidatos para utilizagdo em uma nova vacina

de DNA anti-cinomose;
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APENDICE A -TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome da Pesquisa: Coorte Clinica de Cinomose: “Mapeamento de Epitopos Reativos
para Células T do Virus da Cinomose em Cées Vacinados na Cidade do Recife”
Instituicbes Executoras: Departamento de Medicina Veterindria/UFRPE e Centro de
Pesquisa Aggeu Magalhdes/ FIOCRUZ

Prezado Senhor (a),
Estamos realizando um estudo sobre o virus da Cinomose para conhecer mais
sobre a doenga e sua vacina. Sabemos que a cinomose ¢ uma doenca causada por um

virus e que é transmitida aos cées pelo contato direto ou durante a gravidez.

Com essa pesquisa pretendemos ampliar os conhecimentos sobre a vacina e de
que forma ela poderia ser aperfeicoada, assim como ajudar no desenvolvimento de

melhores vacinas contra outras doencas.

Assim sendo, o que precisamos fazer € coletar amostras de sangue ao longo,
através de punc¢do venosa com material descartavel, de animais que sejam trazidos ao
médico veterinario para se vacinar contra a cinomose, e que sejam autorizados por seus
proprietarios a participar da pesquisa, bem como realizar uma breve entrevista atraves
de um questionario. Queremos também esclarecer que 0s riscos sd0 minimos, pois a
coleta de sangue é um método rotineiramente utilizado para varios tipos de exames
diagndsticos e a pungdo venosa sera feita por profissional experiente, com seringas e
agulhas descartaveis.

Ao permitir que o seu cao participe do estudo, o senhor(a) estard contribuindo
para 0 melhor conhecimento da vacinacdo contra a Cinomose e terd garantido o0s
seguintes direitos:

1. A ogarantia de receber esclarecimentos a qualquer duvida sobre  0s
procedimentos, risco e beneficios relacionados com a pesquisa;

2. A liberdade de retirar seu consentimento para que seu cdo continue participando
do estudo a qualquer momento que desejar;

3. A seguranca de que seu cdo ndo sera identificado e que serd mantido o caréater
confidencial da informagé&o relacionada com a sua privacidade

4. Receber o resultado do teste de deteccdo de anticorpos, para acompanhar a

protecdo da vacina no seu animal.
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Solicitamos ainda a sua autorizacdo para que os materiais coletados, questionario e
amostras de sangue de seu cdo passem a fazer parte dos bancos de dados e de amostras
das instituicOes e que possam ser usados em estudos posteriores, respeitando as mesmas
garantias acima descritas. Solicitamos autorizar também a utilizacdo das informacdes
destas pesquisas em publicagdes cientificas sem que o nome de seu cdo aparega.
Esclarecemos que as amostras bioldgicas ficardo sob a guarda do Departamento de
Medicina Veterinaria/UFRPE e do Laboratério de Virologia e Terapia Experimental -
LAVITE do CPqAM/FIOCRUZ.

Concordancia do responsavel pelo animal participante da pesquisa:

Eu, ,RG N° :
domiciliado a Rua , n°_
Bairro ,Municipio/UF, ,
CEP: , tendo recebido as informacbes e ciente dos direitos acima
relacionados, como responsavel por , da raca canina , de
cor , concordo com a sua participacdo nesta pesquisa.

Assinatura: . Data:

Assinatura de um membro da equipe:

Nome do Pesquisador responsavel: Rita de Cassia Maia. Telefone: 81-3320-6428
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APENDICE B - QUESTIONARIO:“Mapeamento de Epitopos Reativos para

Células T do Virus da Cinomose em Caes Vacinados na Cidade do Recife”

OBSERVACAO: Esta ficha so deve ser preenchida se o animal preencher TODOS 0s
requisitos abaixo relacionados:

( ) E residente na Regi&o Metropolitana do Recife;

( ) H& indicacdo de profilaxia anti-cinomose — esquema 1 ou 3 doses, ou reforco;

( ) Nao ha indicacéo de soro anti-cinomose;

( ) Nao é gestante;

( ) N&o é portador de cancer, ou doenca auto-imune, ou desnutricdo grave, ou
imunodeficiéncia;

( ) Nao usa corticoide ou imunosupressores.

DADOS DE IDENTIFICACAO

NO de regiStro: .....ccecvveeereeieee e

Local da Coleta: .......ccoovveiiiieieec e Data da coleta: ...../....[.....
N[0 0T UPRTOPPRRPPPRPPIN
[0 F=To [ (em anos completos) Sexo: ( ) Masculino ( ) Feminino
Endereco residencial: ...........cccooviieiiiiicie e Complemento..........cc.......
Bairro: ..o Telefone residencial: (......).ccooeiiieiniienenn
(O] g = To= L PP PP

HISTORIA CLINICA E VACINAL

Tomou alguma outra vacina recentemente? Sim [ Ndo [ Qual?.........c.c............
Nos ultimos 15 dias teve:

Febre? Sim [] Nao []

Diarréia? Sim[] Na&o[]

Vomito? Sim[] N&o[ ]

InfeccOes? Sim (] Nao []

O animal tem alguma doenca? Sim [ ] Nao [ JQual? .........ccooviiiiiinninnnn,
O animal tem alguma alergia? Sim 7 NGO [ AQUE?...ccoiiiices
Toma alguma medicacdo regularmente? Sim [] Né&o [ Qual?........ccccoeevvvevennene,
Marca / Lote da VaCING: ...ccoeeevnve e e ee e e e e
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APENDICE C- SEQUENCIAS DE PEPTIDEOS SINTETIZADOS A PARTIR DA
PROTEINA H DO VIRUS DA CINOMOSE CANINA

Peptideos CDV Sequéncia
KV G

1to 15
6 to 20
11 to 25
16 to 30
21 to 35
26 to 40
31 to 45
36 to 50
41 to 55
46 to 60
51 to 65
56 to 70
61 to 75
66 to 80
71 to 85
76 to 90
81 to 95
86 to 100
91 to 105
96 to 110
101 to 115
106 to 120
111 to 125
116 to 130
121 to 135
126 to 140
131 to 145
136 to 150
141 to 160
146 to 160
151 to 165
156 to 170
161 to 175
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166 to 180
171 to 185
176 to 190
181 to 195
186 to 200
191 to 205
196 to 210
201 to 215
206 to 220
211 to 225
216 to 230
221 to 235
226 to 240
231 to 245
236 to 250
241 to 255
246 to 260
251 to 265
256 to 270
261 to 275
266 to 280
271 to 285
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286 to 300
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301 to 315
306 to 320
311 to 325
316 to 330
321 to 335
326 to 340
331 to 345
336 to 350
341 to 355
346 to 360
351 to 365
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356 to 370
361 to 375
366 to 380
371 to 385
376 to 390
381 to 395
386 to 400
391 to 405
396 to 410
401 to 415
406 to 420
411 to 425
416 to 430
421 to 435
426 to 440
431 to 445
436 to 450
441 to 455
446 to 460
451 to 465
456 to 470
461 to 475
466 to 480
471 to 485
476 to 490
481 to 495
486 to 500
491 to 505
496 to 510
501 to 515
506 to 520
511 to 525
516 to 530
521 to 535
526 to 540
531 to 545
536 to 550
541 to 555
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546 to 560
551 to 565
556 to 570
561 to 575
566 to 580
571 to 585
576 to 590
581 to 595
586 to 600
591 to 604
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