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no Projeto Flght 2

0 Projeto Fight 2 é um consércio multidisciplinar envolvendo o Instituto Nacional de Investigagao Agraria e Veterinaria

I.P (INIAV, instituicao proponente), o Instituto de Biologia Experimental e Tecnologica (iBET), a Faculdade de Medicina
Veterinaria (FMV) e a Universidade de Evora (UE). Estas quatro mstltuu;oes conectadas por vinculos historicos, tém

fortes interesses estratégicos para implementar o projeto e estdo em posicao vantajosa para contribuir com o controlo

do RHDV2 na vida selvagem através do desenvolvimento de uma vacina oral.
TEXTO: MARGARIDA DUARTE (INIAV), CARINA CARVALHO (INIAV) ANTONIO ROLDAO (IBET) FOTOS: ISTOCK
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0 INIAV é um Laboratério de Estado do
Ministério da Agricultura, Florestas e
Desenvolvimento Rural (MAFDR), que
desenvolve atividades de investigacao nos
campos agricola e veterinario, de suporte
as politicas pablicas, em defesa dos
interesses nacionais e do aprofundamento
das politicas comuns da Europa. O INIAV
tem sede no seu Polo de Oeiras, onde

se localizam os Laboratdrios Nacionais

de Referéncia para a Sadde Animal e
Sanidade Vegetal, dispondo ainda de
outros 7 Polos de Atividade (Alcobaca, Dois
Portos, Elvas, Braga, Santarém, Tapada
daAjuda) e de Servigos desconcentrados
(Leiria, Alter do Chao, Salvaterra de Magos,
Coruche, Evora, Santiago do Cacém,
Alvalade do Sado, Odemira), distribuindo-
se assim por oito distritos nacionais.

©

0 iBET é uma entidade privada sem

fins lucrativos fundada em 1989 e
especializada na investigacdo nas areas da
Biotecnologia e ciéncias da vida. No iBET,
a ciéncia e tecnologia sao exploradas de
forma a acelerar a aplicagao translacional
de competéncias desde a fase inicial da
descoberta até a produgao e processos
finais. A experiéncia do iBET abrange,
entre outras, as areas dos biofarmacos
complexos, incluindo vacinas. Fazem
parte do iBET 16 laboratdrios de ponta,
uma Unidade Piloto, uma Unidade de
Sevicos Analiticos com certificagdo GMP
e tem acesso privilegiado a uma unidade
produtora de biofarmacos em GMP para
testes pré-clinicos e clinicos (fase I/11/111),
a GeniBET Biopharmaceuticals (spin-off
detida em 45% pelo iBET).

04540 A FMV

A FMV é a mais antiga escola de medicina veterinaria portuguesa que
promove o ensino de Ciéncias Veterinarias em Portugal desde 1830.
Na componente de investigacao, a FMV possui o Centro de
Investigacao Interdisciplinar em Saide Animal (CIISA), que abrange
as quatro principais areas de pesquisa em Ciéncias Veterinarias:
Saiide e Prevencéo; Medicina e Patologia; Seguranca Alimentar e
Biotecnologia e Produgéo Animal, estimulando e financiando dezenas
de linhas de pesquisa em estreita colaboracdo com mais de 100
instituicdes, nacional e intemacionalmente.

AUniversidade de Evora esté organizada em 4 escolas: Artes,
Ciéncias e Tecnologia, Ciéncias Sociais e Enfermagem e oferece 41
cursos de graduacdo e 120 de pds-graduacao. Os vérios Centros

de Investigacao e Desenvolvimento (I&D) abrangem diversas reas
cientificas por meio de uma rede de 14 Unidades de Investigacéo,
todas submetidas a avaliagdo internacional, sob a coordenagao

do Instituto de Pesquisa e Estudos Avanados. Além disso, a
Universidade de Evora estabeleceu trés disciplinas em areas de
exceléncia: Biodiversidade, Energias Renovaveis e Patriménio, que
sdo patrocinadas por detentores de capital privado.
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sta parceria aposta

assim no desenvolvi-

mento de uma vacina

oral baseada em VLPs,
adequada as populagdes sel-
vagens, € extremamente segu-
ra, por nao conter material
genético do virus da Doenga
Hemorragica dos Coelhos.
Este facto ¢ extremamente
relevante uma vez que o RNA
viral deste virus (o seu mate-
rial genético) &, por si s, infe-
cioso, € a sua presenca pode-
ria ainda potenciar eventos
de recombinagio, levando ao
aparecimento de novos virus.

TECNOLOGIA DE
PRODUCAO DE VACINAS
A tecnologia de produgio das
vacinas baseadas em VLPs
(particulas de tipo viral),
assenta na capacidade de se
alterarem virus de insetos
(baculovirus), por forma a
passarem a conter informa-
¢ao genética de outro virus,
neste caso o gene vp60 do
RHDV2 (que codica a pro-
teina VP60 que constitui a
estrutura exterior do virus,
designada capside. Este virus
recombinante ¢ entdo utili-
zado para infetar células de
inseto que se cultivam em
reatores em condigdes absolu-

tamente controladas. Duran-
te o processo de infegio pelo
baculovirus recombinante,
ocorre producdo de intime-
ras moléculas de proteina
VP60, que espontaneamente
se ligam entre si (processo de
montagem) de forma seme-
lhante a que ocorre na infe¢do
natural nas células de coelho.
No entanto, ao contrario do
virus selvagem, as VLPs pro-
duzidas nas células de inseto
nao possuem qualquer mate-
rial genético, sendo por isso
componentes muito seguros

A vacina oral para a
doenca hemorragica
viral dos coelhos,
nao permitira a sua
erradicacao

para o desenvolvimento de
vacinas. Uma vez que ocor-
re producdo simultinea de
baculovirus, sdo necessarios
processos de separagdo e
purificagdo, de alguma com-
plexidade para se obterem
VLPs suficientemente puras
para integrarem vacina.

As VLPs produzidas e puri-
ficadas serdo posteriormente
liofilizadas (i.e. retirar todo

o N

A Universidade de Evora esta organizada em 4 escolas: Artes,

o conteudo de agua), e assim
aumentar a sua estabilidade
quando exposta a condigdes
ambientais diversificadas de
temperatura, exposi¢ao solar
¢ humidade.

S
PRODUCAO DE VACINAS
As vacinas constituem ferra-
mentas muito importantes
no controlo das doengas em
qualquer espécie animal, ten-
do permitido erradicar defi-
nitivamente alguns agentes,
como € o caso do virus da
variola humana.

No entanto, muito sdo os
desafios técnicos, operacio-
nais e financeiros subjacentes
a vacinagdo de populagdes
silvestres. Em espécies de
pequeno porte ¢ de relativa
elevada abundancia, como é o
caso do coelho-bravo, a

via de administragdo tem
necessariamente de ser a via
oral, face a impossibilidade de
se capturar, marcar e vacinar
periodicamente uma percen-
tagem elevada dos animais de
cada populagio. Com efeito,
para que a vacina¢ao de uma
populagido seja eficaz, cerca
de 80% dos animais tém de
ser vacinados por forma a que
ocorra interrupgdo da circu-
lagdo do virus nessa popu-
lagdo. No caso especifico da
doenga hemorragica viral dos
coelhos, a eficacia de imuni-

BERETTA
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Ciéncias e Tecnologia, Ciéncias Sociais e Enfermagem e oferece 41
cursos de graduacdo e 120 de pds-graduagao. Os vérios Centros
de Investigacéo e Desenvolvimento (I&D) abrangem diversas areas
cientificas por meio de uma rede de 14 Unidades de Investigacdo,
todas submetidas a avaliacao internacional, sob a coordenacdo
do Instituto de Pesquisa e Estudos Avangados. Além disso, a
Universidade de Evora estabeleceu trés disciplinas em éreas de
exceléncia: Biodiversidade, Energias Renovaveis e Patriménio, que
sao patrocinadas por detentores de capital privado.

zagao por via oral em coelhos
domésticos foi demonstra-
da, um aspeto absolutamen-
te crucial para o sucesso de
qualquer vacina oral. Para
muitos outros virus, a sua
fragil estrutura e composi¢ao
impossibilita o contacto dos
seus componentes ainda »

Botas de caca Beretta, o compromisso certo entre
comodidade e controlo com protecgio mindma,
Membrana Gore-Tex e sola Vibram.
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preservados com o sistema imuni-
tario do hospedeiro uma vez que
sao destruidos no ambiente acido
do estomago.

Outra dificuldade diz respeito
a dose vacinal necessaria por ani-
mal (dose individual) para que se
consigam induzir anticorpos com
titulos protetores. Se esta dose se
revelar elevada, pode compro-
meter a viabilidade financeira
da produgdo da vacina. O pro-
cesso de purificagdo (separagdo
das VLPs dos restantes compo-
nentes presentes nas células de
inseto) exigira grandes esforgos.
Em tltima instancia, é necessario
que todos estes processamentos
biotecnoldgicos permitam rendi-
mentos elevados de obtengao das
VLPs, a custos compativeis.

Também a sua formulagio das
VLPs (liofilizagdo de modo a
melhorar a sua estabilidade) ¢ um
aspeto particularmente critico. A
preservacdo da capacidade imu-
nogénica da vacina (i.e. a capa-
cidade de induzir uma resposta
imunitaria adequada) depois de
adicionada a ragdo que lhe servira
de veiculo, ¢ determinante para o
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sucesso da imunizagdo. A vacina,
depois de incorporada na ragio,
devera ser estavel e resistente para
que se mantenha ativa mesmo
quando exposta a algumas con-
di¢des ambientais mais desfavora-
veis de temperatura e humidade.

A dificuldade de distribuicao
homogénea da vacina pelos ani-
mais a que se destinam, e a miti-
gacdo do consumo indesejado
por outras espécies simpatricas
(co-habitantes), nomeadamente
por pequenos roedores e aves,
¢ também um aspeto a ter em
conta.

Tal como muitos outros agentes
patogénicos causadores de pato-
logias animais (ex. Lingua Azul)
e humanas (ex. Malaria), a erra-
dicagdo ndo ¢é possivel e o con-
trolo da doenga é extremamente
complicado por varios fatores
como a resisténcia ambiental dos
agentes infeciosos, a inevitabili-
dade das agdes antropogénicas
e das movimentagdes de pesso-
as e animais, e particularmente,
o envolvimento de vetores na
transmissdo/disseminagdo destes
agentes infeciosos. u

MEDIDAS MITIGADORAS
DO IMPACTO DO RHDV2

1. Intensificacdo das medidas de vigilancia, nomeadamente pelo aumento da
frequéncia das acdes de prospecao de cadaveres e de lebres doentes no
campo, particularmente nos concelhos afetados;

2. Recolha dos cadaveres de lebres, utilizando Kit Envelope (disponibilizado
pelas Organizacdes do Setor da Caca ou solicitado ao INIAV); A entrega
dos cadaveres deve ser feita nos pontos de recolha que integram a rede de
epidemiovigilancia do projeto +Coelho, assinalados no verso desta folha.
Caso néo efetue a entrega de imediato, se possivel, congelar o cadaver
(-20°C) até a sua entrega;

3. Eliminacdo dos exemplares que nao possam ser enviados para o laboratdrio,
através de enterramento, apds cobertura com cal viva, ou encaminhamento
para unidade de tratamento de subprodutos aprovada;

4. Adocdo de medidas de higiene, nomeadamente desinfecao do calcado e
outros equipamentos, assim como das rodas dos veiculos, aquando da saida
das zonas de caca;

5. Limpeza e desinfecao periddica dos bebedouros;

6. Evisceragdo de animais em ato venatdrio sobre um plastico, para evitar
contaminacao de solos, e subsequente eliminagdo dos subprodutos através
de enterramento, apds cobertura com cal viva, ou encaminhados para
unidade de tratamento de subprodutos aprovada;

7. Controlo de vetores (através de armadilhas para insetos), quando possivel;

8. Nao movimentacao (captura, translocacao, repovoamento) de lebres e de
coelhos-bravos, provenientes de areas afetadas;

9. Nao introducdo no territério nacional de coelhos-bravos e de lebres oriundas
de outros Estados Membros sem a respetiva certificagao sanitéria.

10. Interrupcao da caca em zonas afetadas.
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