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Resumo

Os virus da influenza aviaria (AIV) sdo agentes patogénicos importantes para a salide humana e animal,
responsaveis por elevados niveis de morbilidade e mortalidade em todo o mundo [RB1]. Além disso, a
possibilidade destes virus atravessarem a barreira da espécie para os humanos é de grande preocupacgdo. Estes
virus podem ser classificados em subtipos com base em diferengas nos epitopos da hemaglutininina (HA) e da
neuraminidase (NA), as principais glicoproteinas da superficie do virido. Nas aves domésticas, o AIV de alta
patogenicidade (HPAI) esta limitado aos subtipos H5 e H7 [RB2]. Atualmente sdo necessarias medidas que visem
o controlo da infecdo pelo AIV. Tém sido utilizados virus inactivados para a vacinagdo de aves. Contudo, a
imunizagdo com vacinas inativadas homologas interfere com a monitorizagdo sorolégica, uma vez que ndo é
possivel distinguir os animais vacinados dos naturalmente infetados. Este projeto propde o desenvolvimento de
vacinas de DNA contra o AIV. Numa vacina de DNA, o agente imune consiste num gene que é clonado num
plasmideo, sendo o antigénio sintetizado no interior do hospedeiro. Uma vez sintetizado, o antigénio é
apresentado ao sistema imune, originando resposta e memoéria imunologicas que irdo proteger o organismo da
doencga. Esta tecnologia oferece diversas vantagens, principalmente o desenvolvimento de imunidade celular por
ativagdo das vias MHC I e II devido a sintese do antigénio ocorrer no interior das células do organismo vacinado.
Além disso, o desenvolvimento, produgdo, armazenamento e transporte da vacina de DNA sdo simples e de baixo
custo. No caso desta proposta, tem a vantagem adicional de poder ser usada como uma estratégia DIVA para
diferenciar os animais infetados dos vacinados. Os anticorpos produzidos contra a proteina HA proporcionam a
protecdo primaria contra o AIV sendo possivel proteger animais vacinando apenas com esta proteina [RB3].
Assim, propomos o desenvolvimento de vacinas de DNA, através da clonagem num vector de expressdo das
regides codificantes H5 e H7 de estirpes de baixa patogenicidade isoladas no nosso laboratorio. A imunizagdo com
estas proteinas dara protegdo cruzada contra HPAI do mesmo subtipo. A vacinagdo com uma ou a outra vacina vai
depender da estirpe que se encontra em circulacdao. Ambas as vacinas podem ser adicionadas simultaneamente de
modo a proteger dos dois subtipos. Alternativamente, vai ser testada uma vacina de DNA multivalente, com os
dois subtipos HA clonados no mesmo vetor. Esta constitui uma vacina de subunidades que pode ser utilizada num
contexto DIVA (diferenciacdo entre animais infetados e vacinados), uma vez que a detecao de anticorpos contra
outra proteina que ndo a HA revela a presenca de uma infecdo pelo AIV. As vacinas de DNA sdo muito mais
eficientes quando administradas com adjuvantes, o que torna o processo de vacinagdo muito caro. NOs
pretendemos eliminar a necessidade de utilizacdo de adjuvantes e reduzir os custos associados através da
clonagem de sequéncias de direcionamento, tal como o nosso grupo fez anteriormente. Estas sequéncias
promovem o direcionamento da proteina expressa para compartimentos onde pode ser mais facilmente
apresentada ao sistema imunitario. Devido a limitagdes de tempo, propomos a utilizagdo das sequéncias de
direcionamento mais promissoras num estudo em curso com a neuraminidase do AIV e o sinal de excrecao (Sc), a
proteina LAMP que direciona para os lisossomas e o sinal E1A que dirige a proteina para o reticulo
endoplasmatico. Como ja foi referido, as vacinas de DNA serdo construidas através da clonagem das regides
codificantes das proteinas H5 e H7 num vetor de expressdo. Os plasmideos obtidos serdo testados in vitro através
da transfecdo de células animais, de modo a verificar os niveis de expressdo das proteinas. Os ensaios de
vacinagdo serdo efetuados por imunizacdo de galinhas. De modo a testar a eficiéncia das vacinas de DNA na
activacdo do sistema imune, ambas as respostas humoral e celular serdo avaliadas. Serdao ainda testadas
estratégias de prime-boost e a utilizagdo de veiculos de transporte [PA1]. Por Gltimo, devera ser efetuado um
desafio de virus. Este projeto ira combinar conhecimentos adquiridos em trabalhos anteriores. Desenvolvemos ja
vacinas de DNA promissoras contra o MVV [PA2], a Tripanossomiase [PA3] e Al (ndo publicado). O nosso grupo
desenvolveu também um método de produgdo de plasmideo puro com elevado rendimento para utilizagdo como
biofarmaco [RB4]. O desenvolvimento de vacinas de DNA proposto neste projeto oferece a vantagem de adquirir
vacinas inovadoras contra o AIV contendo sequéncias de direcionamento que podem ser aplicadas em qualquer
surto num contexto DIVA para o controlo e erradicacdao de Al. Este projeto vai permitir o desenvolvimento de uma
tecnologia inovadora, estimulando as capacidades técnicas e cientificas dos laboratorios envolvidos e incentivar a
produgdo nacional de vacinas, tornando o pais menos dependente das importacdes.
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