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RESUMO

INDUCAO DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES CONTRA HERPESVIRUS
BOVINO E VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA POR VACINAS COMERCIAIS
E VACINA EXPERIMENTAL ASSOCIADA COM DIFERENTES ADJUVANTES
AUTORA: Evelyn Kaus Dotto
ORIENTADOR: Eduardo Furtado Flores

O alfaherpesvirus bovino 1 (BoHV-1) e o virus da diarreia viral bovina (BVDV) séo
patdégenos importantes em bovinos cujas perdas podem ser reduzidas pela vacinacdo. Este
estudo avaliou a resposta sorolégica induzida por vacinas comerciais e por uma vacina
experimental inativada associada com diferentes adjuvantes. Para isso, grupos de novilhas
foram imunizados duas vezes (com intervalo de 30 dias), com nove vacinas comerciais.
Amostras de soro foram testadas pela técnica de neutralizacdo viral (VN), para avaliar a
inducdo de anticorpos neutralizantes para seus respectivos virus, 30 dias apds a segunda dose
(D60). Para o teste de adjuvante, antigenos de BoHV-1 e BVDV-1 inativados foram
combinados com seis adjuvantes diferentes e submetidos ao mesmo protocolo de imunizacéo
e sorologia. Sete de nove vacinas comerciais induziram anticorpos contra 0 BoHV-1 no dia
D60, mas apenas trés induziram titulos considerados protetores (> 16). A frequéncia de
soroconversao entre as vacinas variou de 0% (0/10 dos animais) a 100% (10/10) e os titulos
médios geométricos (GMT) variaram de 0 a 43. A frequéncia de soroconversdo em titulos
protetores foi de 100%, 37,5% e 25% para BoHV-1, respectivamente. Somente quatro vacinas
induziram titulos neutralizantes contra 0 BVDV-1 e trés ao BVDV-2 no D60. A frequéncia de
soroconversao para 0 BVDV variou de 0% (0/10 animais) a 100% (10/10) e os titulos médios
geométricos (GMT) variaram de 0 a 202. Apenas trés vacinas conferiram titulos compativeis
com protecdo (> 60). A frequéncia de soroconversdao em titulos protetores foi de 55,5%,
42,8% e 12,5% para BVDV-1, respectivamente. Todas as formulacdes vacinais experimentais
induziram titulos neutralizantes contra BoHV-1 no D60 (a frequéncia de soroconversao variou
de 0% a 100% e o GMT variou de 2 a 20), mas apenas quatro induziram titulos protetores. A
frequéncia de soroconversdo em titulos protetores foi de 100%, 33,3%, 30% e 20%,
respectivamente. Por outro lado, nenhuma das vacinas experimentais foi capaz de induzir
anticorpos neutralizantes para BVDV no D60. Nas condi¢fes do presente estudo, a maioria
das vacinas comerciais induziu resposta sorologica insatisfatoria contra os virus testados,
sendo mais evidente para 0 BVDV. Entre as vacinas experimentais, o adjuvante Emulsigen -
DL90 (DDA) foi o mais eficaz na inducéo de anticorpos contra 0 BoHV-1, mas ndo contra o
BVDV. Estes resultados indicam a necessidade de reformulacdo da composicdo das vacinas e
/ ou dos protocolos de imunizacdo, para obter resposta soroldgica mais consistente para o
BoHV-1 e, principalmente, para o BVDV.

PALAVRAS-CHAVE: Vacinas comerciais. Adjuvantes. Anticorpos neutralizantes. Resposta
vacinal. Virus da diarreia viral bovina. Herpesvirus bovino.



ABSTRACT

INDUCTION OF NEUTRALIZING ANTIBODIES AGAINST BOVINE
HERPESVIRUS AND BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS BY COMMERCIAL
AND EXPERIMENTAL VACCINES WITH DIFFERENT ADJUVANTS
AUTHOR: Evelyn Kaus Dotto
ADVISER: Eduardo Furtado Flores

Bovine alphaherpesvirus 1 (BoHV-1) and Bovine viral diarrhea virus (BVDV) are
important pathogens of cattle whose losses may be prevented by vaccination. This study
evaluated the serological response induced by commercial vaccines and by an experimental
vaccine associated with different adjuvants. For this, groups of seronegative heifers were
immunized twice (30 days apart) with nine commercial vaccines and tested for virus
neutralizing (VN) antibodies to the respective viruses 30 days after the second vaccine dose
(D60). For the adjuvant test, inactivated BoHV-1 and BVDV-1 antigens were combined with
six different adjuvants and submitted to the same immunization and serology protocol. Seven
out of nine commercial vaccines induced VN antibodies to BoHV-1 at day D60, but only
three induced titers considered protective (> 16). The frequency of seroconversion among the
vaccines varied from 0% (0/10 animals) to 100% (10/10) and the geometric mean titers
(GMT) ranged from 0 to 43. The frequency of seroconversion in protective titers was 100%,
37,5% and 25%, respectively. Only four vaccines induced neutralizing titers to BVDV-1 and
three to BVDV-2 at D60. The frequency of seroconversion to BVDV among the vaccines
varied from 0% (0/10 animals) to 100% (10/10) and the geometric mean titers (GMT) ranged
from O to 202. Only three vaccines conferred titers compatible with protection (>60). The
frequency of seroconversion in protective titers was 55,5%, 42,8% and 12,5% for BVDV-1,
respectively. All experimental vaccine formulations induced VN titers against BoHV-1 at
D60 (frequency of seroconversion varied from 0% to 100% and GMT= varied from 2 to 20)
and four induced protective titers. The frequency of seroconversion in protective titers was
100%, 33,3%, 30% and 20%, respectively. On the other hand, none of the experimental
vaccines was able to induce VN antibodies to BVDV at D60. Under the conditions of the
present study, most commercial vaccines induced unsatisfactory VN response against the
tested viruses, most noticeably to BVDV. Among the experimental vaccines, the adjuvant
Emulsigen - DL90 (DDA) was more effective to induce VN antibodies against BoHV-1, but
not to BVDV. These results indicate the need for reformulation of vaccine composition and/or
immunization protocols as to achieve more consistent serological response to BoHV-1 and,
especially, to BVDV.

KEYWORDS: Commercial vaccines. Adjuvants. Neutralizing antibodies. Vaccine response.
Bovine viral diarrhea virus. Bovine herpesvirus.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Genoma d0S PESLIVIIUS. ......eevieiiiieiiiesiee sttt 13
Figura 2 - Morfologia e organizacdo gendmica do alfaherpesvirus bovino 1 (BoHV-1)........ 17
Figura 3 - Comparacdo entre as regides LR do alfaherpesvirus bovino 1 (BoHV-1) e

alfaherpesvirus boving 5 (BOHV=-5).......ccccoiiiiiiiiiiiiieece e 19
CAPITULO 1

Figura 1- Frequéncia de soroconversdo (%) contra herpesvirus e pestivirus bovino em animais
imunizados com diferentes vacinas COMEICIAIS. .........c.vvevureerireeriieeesiieesiieeesienens 54


file:///C:/Users/usuario/Desktop/artigos%20manuscrito/DISSERTAÇÃO%20MESTRADO%20vacinas%20comerciais%2021.01.20.docx%23_Toc30511700
file:///C:/Users/usuario/Desktop/artigos%20manuscrito/DISSERTAÇÃO%20MESTRADO%20vacinas%20comerciais%2021.01.20.docx%23_Toc30511701
file:///C:/Users/usuario/Desktop/artigos%20manuscrito/DISSERTAÇÃO%20MESTRADO%20vacinas%20comerciais%2021.01.20.docx%23_Toc30511701

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Caracteristicas das esSpécies de PeStIVIFUS. ........cccueiverirreiiieiie e 12
CAPITULO 1
Tabela 1 - Vacinas comerciais avaliadas no presente estudo ............cocverveeiieiiieiieeiie i 55

Tabela 2 - Adjuvantes e composicao utilizados na formulagdo das vacinas experimentais .... 56
Tabela 3 - Resposta sorolégica neutralizante 60 dias apds a primeira dose vacinal contra

BoHV-1 e BoHV-5 em animais imunizados com vacinas COMerciais ................... 57
Tabela 4 - Resposta sorolégica neutralizante 60 dias apds a primeira dose vacinal contra 0
BVDV-1 e BVDV-2 de animais imunizados com vacinas comerciais.................. 58

Tabela 5 - Resposta soroldgica neutralizante 60 dias ap6s a primeira dose vacinal contra
vacinas experimentais com cepas de BoHV-1 e BVDV-1 associadas com diferentes
AAJUVANTES ...ttt 59



2.1
211
212
2.2
221
2.2.2
2.3
231

2.3.2
2.3.3
2.4

24.1
24.2
243

SUMARIO

INTRODUGAO ..ottt s s 10
REVISAO BIBLIOGRAFICA ..., 11
VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA ..ottt 11
[ 0] (o]0 - B ST U P OP R TUPTRPPOVRPPRTS 11
Epidemiologia, patogenia e apresentactes CliNICas .........ccooveverrieiiiieiie e, 14
HERPESVIRUS BOVINO ...ttt ettt 16
[ 0] (o]0 - BT TP OP P TUPTRPPOVRTPRS 16
Epidemiologia, patogenia e apresentagtes CliNICas .........ccoovvieriieieiieiie e, 20
VACINAS CONTRA BOHV-1 € BVYDV ..ottt 24
Vacinas replicativas contendo virus vivo modificado (modified live virus — MLV —
VBCCINES) ..ttt ettt ettt ekttt ekt ekttt e btk e et h e bt et e e st e e bb e et e e be e b e e nnee s 26
Vacinas inativadas ou NA0 repliCatiVas..........cccoiveiiieiiiiiie e 27
(OB o L 7= o | o - PP PP TP 28
USO DE ADJUVANTES EM VACINAS .....oooiiiiiieitee e 29
SIS IMUNEIAIS ... ettt ettt ettt et et enbe e e be e b 30
EMUISOES 8 DaSe A8 OlO0.........coiiiiiiiiie e 31
Saponina e complexos imunoestimulantes (ISCOMS).........cccccvvveiviieeiieeviie e 32
CAPITULO ottt 34
AB ST RACT .ttt ettt bbb e 35
RESUMO ...ttt ettt ettt nree s 36
LI (0] 5100710 U 37
MATERIAL E METODOS .......coiiiiieieiieeeeeeeeie e es st es s st sn s 39
RESULTADOS . ...ttt ettt ettt e nb e nre e be e beeaneeas 41
DISCUSSAD ...ttt 43
CONCLUSAO ..ottt 47
REFERENCIAS ...ttt 48
CONGCLUSAOD ..ottt 60
REFERENCIAS ...ttt 61
ANEXO A - Grupos imunizados com nove vacinas comerciais e valores individuais na
neutralizagdo Viral N0 DB0. ...........cooiuiiiiiiec e 77

ANEXO B - Grupos imunizados com seis vacinas experimentais associadas com
diferentes adjuvantes e valores individuais da neutralizacdo viral no D60. ................ 79



10

1 INTRODUCAO

O alfaherpesvirus bovino -1 (BoHV-1), alfaherpesvirus bovino -5 (BoHV-5) e virus da
diarreia viral bovina (BVDV) sdo importantes patdgenos de bovinos. O BoHV-1 e BoHV-5
pertencem a familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae e género Varicellovirus
(ICTV, 2019). O BoHV-1 ¢ frequentemente associado com doenga respiratoria (rinotraqueite
infecciosa bovina — IBR), doenga genital como vulvovaginite em fémeas e balanopostite em
touros, e também pode estar associado a infertilidade e aborto (ENGELS & ACKERMANN,
1996). O BoHV-5 ¢ associado a encefalites de curso geralmente fatais (DEL MEDICO
ZAJAC et al., 2010). O BVDV pertence a familia Flaviviridae e género Pestivirus. As
espécies de pestivirus que afetam bovinos séo geneticamente classificadas como Pestivirus A,
Pestivirus B e Pestivirus H, também denominados de BVDV-1, BVDV-2 e HoBiPeV,
respectivamente (ICTV, 2019). As infeccbes causadas pelo BVDV podem envolver doenca
reprodutiva e/ou respiratéria, digestiva, sindrome hemorragica, infecgdes persistentes (P1) e
doenca das mucosas, de curso geralmente fatal (BAKER, 1995).

O BoHV-1 e BoHV-5 possuem grande similaridade genética, antigénica e biologica,
que dificultam o diagnostico e controle dessas infeccdes (VOGEL et al., 2002; VARELA et
al., 2010). Por outro lado, a reatividade entre os herpesvirus bovinos é considerada um
importante fator para a protecdo cruzada (ANZILIERO et al., 2011). O BVDV possui grande
variabilidade genética e antigénica, resultando em niveis variaveis de reatividade cruzada
entre 0s virus da mesma espécie e reatividade muito baixa ou inexistente entre virus de
espécies diferentes. Este ultimo contexto reforca a necessidade de incluir as cepas BVDV-1,
BVDV-2 e HoBiPeV nas formulac6es de vacinas (BIANCHI et al., 2011).

A vacinacdo de bovinos contra o0 BVDV e BoHV-1 no Brasil € voluntaria e aumentou
nos ultimos anos. Cerca de 20 vacinas comerciais contra esses agentes estdo registradas ou
licenciadas no Brasil. No entanto, nenhuma das vacinas disponiveis contém cepas de
HoBiPeV em sua composicdo e, com excec¢do de uma vacina comercial viva modificada,
todas as outras formulacdes comerciais contém cepas de BVDV inativadas (BRASIL, 2019b).
Em relacdo aos herpesvirus, as vacinas licenciadas contém cepas vivas modificadas ou
inativadas de BoHV-1 e BoHV-5 (BRASIL, 2019b). Essas vacinas apresentam combinacgdes
diferentes de antigenos ou cepas e podem ser combinadas com outros agentes virais e
bacterianos. Além disso, diferentes tipos de adjuvantes estdo incluidos nessas vacinas
(BRASIL, 2019b).
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A protecdo induzida por vacinas € atribuida a sua capacidade de estimular a produgéo
de anticorpos neutralizantes, que se ligam a epitopos na superficie dos antigenos e previnem a
infeccdo. Sugere-se que os titulos minimos de anticorpos para proteger os animais desafiados
com BVDV e BoHV-1 sejam >60 e >16, respectivamente (POSPISIL et al., 1996; FULTON
& BURGE, 2000). Apesar disso, é importante considerar que altos titulos de anticorpos
neutralizantes podem fornecer maior protecdo ao hospedeiro. Nesse contexto, adjuvantes sao
frequentemente usados para aumentar a imunogenicidade do antigeno e, assim, reduzir a
massa antigénica (COFFMAN et al., 2010; LEE & NGUYEN, 2015). Os adjuvantes mais
comumente utilizados em vacinas experimentais e comerciais incluem hidréxido de aluminio,
saponinas, emulsbes oleosas, complexos imunoestimulantes (ISCOM — immunestimulating
complexes), derivados bacterianos, microparticulas poliméricas e derivados de carboidratos
(RESENDE et al., 2003; SPICKLER & ROTH, 2003; BASTOLA et al., 2017).

Diante disso, o0 objetivo deste estudo foi avaliar a producdo de anticorpos
neutralizantes por nove vacinas comerciais disponiveis no mercado brasileiro contra 0 BVDV
e herpesvirus bovino. Em seguida, avalia-se a influéncia de diferentes adjuvantes na producdo
de anticorpos neutralizantes em animais imunizados com uma vacina experimental contendo
BVDV-1 e BoHV-1.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA

2.1.1 Etiologia

O BVDV pertence a familia Flaviviridae, género Pestivirus e até 2017, eram
reconhecidas quatro espécies de Pestivirus [Bovine viral diarrhea virus 1 (BVDV-1), Bovine
viral diarrhea virus 2 (BVDV-2)], Border disease virus (BDV), and Classical swine fever
virus (CSFV). Atualmente, as espécies de pestivirus que acometem bovinos foram
classificadas como Pestivirus A, Pestivirus B e Pestivirus H, tendo como abreviacdo BVDV-
1, BVDV-2 e HoBiPeV (BVDV-3), respectivamente (Tabela 1) (SMITH et al.,, 2017
COLITTI etal., 2018; ICTV, 2019).
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Tabela 1 - Caracteristicas das espécies de pestivirus.

Nome das Nfomceasto Acesso no
espécies prop Nome dos virus Abreviatura Hospedeiros Doenca
- para as Genbank
existente .
espécies
. Bovinos, Ovinos I
Virus da . L ' ' Diarreia Viral
diarreiaviral ~ Pestivirus A B/C')C:;:i diarreia viral BVDV-1 M31182 ?lfrtnrior?antes Bovina/Doenca das
bovina 1 Suinos Mucosas (BVD/MD)
Virus da Bovinos, Ovinos,
. S - Virus da diarreia viral outros
dlar_rela viral  Pestivirus B hovina 2 BVDV-2 U18059 ruminantes, BVD/MD
bovina 2 T
Suinos
Virus da . p
p .- Virus da peste suina . P .
pe:ste_suma Pestivirus C cléssica, virus da célera CSFV X87939 Suinos Peste Suina Classica
classica
Virus da Virus da doenca das oouvtlrzz& renas, fegﬁ?e%?acgs
doenga das Pestivirus D fronteiras, pestivirus da BDV AF037405 . .
. : ruminantes, Sindrome do pelo
ronteiras rena . .
suinos arrepiado
Pestivirus E zﬁ;?c\:;);us pronghorn de Pronghorn AYT81152 Antilopes Desconhecida
Pestivirus F Virus Bungowannah Bungo EF100713 Suinos Sl_ndrom_e da .
miocardite suina
MD-like (girafa) /
Pestivirus G Pestivirus girafa Giraffe AF144617 Bovinos/ Girafa Desconhecido
(bovinos)
HoBi-like pestivirus,
Pestivirus H pestc_ekus atlplco dos HoBiPeV, FJ040215 Bovinos/ Bifalos  BVD/MD
ruminantes, virus da BVDV-3
diarreia viral bovina 3,
. Abortos,
Pestivirus | Aydin-like pestivirus, IX428945 8\"”.05/ malformacdes
aprinos -
congeénitas
Pestivirus J Pestivirus de rato K1950914 Ratos Desconhecida
Pestivirus K Pestevirus suino atipico APPV KRO11347 Suinos Tremor congeénito

Fonte: Adaptado de SMITH, 2017.

As especies de BVDV podem ser subdivididas em subgenotipos sendo eles o BVDV-1
(BVDV-1a - 1u) e BVDV-2 (BVDV-2a — 2d) e trés pestivirus bovinos atipicos classificados
como tipo 3 ou HoBiPeV que estdo distribuidos por todo o mundo (FLORES et al., 2002;
FULTON et al., 2006; BACHOFEN et al., 2008; LIU et al., 2009; LUZZAGO et al., 2014;
YESILBAG et al., 2017). Os pestivirus sdo virus envelopados que possuem um genoma RNA
de cadeia simples e sentido positivo com cerca de 12,5kb, uma regidao 5’UTR (regido ndo
traduzida), uma fase Unica de leitura (open reading frame — ORF) que codifica uma
poliproteina que é clivada por proteases celulares e virais em quatro proteinas estruturais e
oito proteinas ndo estruturais (DONIS, 1995; RIDPATH, 2010b; YESILBAG et al., 2017). A
poliproteina viral é traduzida via IRES (internal ribossomal entry site) e clivada durante e
ap6s a traducdo, funcionais
NP C_ E™ E1 E2 p7_NS2-3 NS4 NS4B__NS5A NS5B (Figura 1) (RIDPATH,
2010b; YESILBAG et al., 2017).

gerando 11 ou 12 proteinas na seguinte ordem:
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Figura 1 - Genoma dos pestivirus.

SUTR IUIR
5=={ NS | Structural | Non-Structural (NS) }—3'0H
[ Polyprotein |

I RERY v v v\

I 5 | | |

ND’DD Em™s E1 E2 p7 NS2-3 NS4ANS4B  NS5A NS5B8

Cc \4
—a
NS2 NS3

¥ NS3 protease *Signal peptidase Signal peptide peptidase | NP™ protease
V NS2 protease

As proteinas virais ndo estruturais sdo indicadas como NS. Os simbolos P°, P”, P”’, H e R indicam a
localizacdo da protease NP, da protease NS2, da protease NS3, NS3 RNA helicase e RdRp NS5B,
respectivamente. As proteases e etapas proteoliticas envolvidas na geracdo de proteinas individuais sdo indicadas
nas setas. Nos virus BVDV néo citopaticos, a clivagem NS2-3 é detectavel apenas por um curto periodo de
tempo, logo apds a infeccdo. Em virus BVDV citopatico a NS3 é produzida continuamente em adicdo ao NS2-3.
Fonte: (ICTV, 2019).

Diferentemente de outros géneros da familia Flaviviridae, o género Pestivirus codifica
duas proteinas Unicas, a N"° e a E™ (RIDPATH, 2010b). A proteina ndo estrutural, N*°, é
uma proteinase, e também atua na supressao da resposta imune inata do hospedeiro. Sugere-se
que a NP bloqueie a producdo de interferon (IFN) tipo I, bloqueando a atividade do fator
regulador de interferon — 3 (IRF-3) (HILTON et al, 2006; SEAGO et al., 2007).
A glicoproteina do envelope E™ possui atividade de ribonuclease (RNase) e também
blogueia a sintese de IFN tipo | favorecendo o estabelecimento e manutencdo de infeccéo
persistente (WANG et al., 2015).

Além das diferencas genéticas e antigénicas, 0s pestivirus podem existir em dois
bidtipos diferentes, citopatico (CP) e ndo citopatico (NCP), de acordo com a capacidade do
virus induzir citopatologia em cultivo (BECHER & TAUTZ, 2011; TAUTZ et al., 2015). Esta
caracteristica esta relacionada com a proteina NS2-3 (120 kDa) que é uma proteina
multifuncional. A regulacdo da clivagem do NS2-3 é de grande importancia para a biologia
dos pestivirus, pois € expressa em virus ndo citopaticos. A proteina ndo estrutural 2 (NS2)
engloba um dominio cisteina protease que catalisa a clivagem entre NS2 e NS3 (AGAPQV et
al., 2004; LACKNER et al., 2004; LACKNER et al., 2006). A NS3 (80kDa) é uma enzima

multifuncional com atividade protease, e atividade de NTPase/RNA helicase, sendo expressa


https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/interferon-regulatory-factors
https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/interferon-regulatory-factors
https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/interferon-regulatory-factors

14

em BVDVs citopaticos (WISKERCHEN & COLLETT, 1991; GU et al., 2000; AGAPQV et
al., 2004).

2.1.2 Epidemiologia, patogenia e apresentagdes clinicas

O BVDV foi descrito pela primeira vez em 1946 (OLAFSON et al., 1946), e é descrito
mundialmente com responsavel por perdas econbmicas importantes na bovinocultura
(FLORES et al., 2005; PINIOR et al., 2017; RICHTER et al., 2017). A infec¢do por BVDV
também foi descrita em animais silvestres, porém pouco se sabe sobre seu papel na
epidemiologia da doenga mesmo sendo alvo de estudos (BECHER et al., 1997; KIM et al.,
2009; RIDPATH, 2010b; AGUIRRE et al., 2014; GONG et al., 2014; YESILBAG et al,,
2017). No Brasil, os primeiros estudos soroldgicos da infeccdo por BVDV ocorreram na
década de 70 e desde entdo estudos sorologicos e de perfil filogenético foram realizadas
confirmando a circulagédo de BVDV-1, BVDV-2 e HoBiPeV no pais (FLORES et al., 2005;
BIANCHI et al., 2011; DIAS et al., 2017; SILVEIRA et al., 2017).

Durante a infeccdo aguda os animais infectados excretam o virus, porém em titulos
inferiores e em menor periodo de tempo (3 a 10 dias) (BAKER, 1995). O virus é transmitido
entre 0s animais principalmente por contato direto ou de forma indireta por secrecdes, restos
placentarios, fetos abortados ou ainda verticalmente com a infeccdo de fémeas prenhes
(RIDPATH, 2010a). Transmissdo iatrogénica (agulhas e/ou material cirdrgico contaminado,
luvas de palpacdo retal, aplicadores de brinco) e sémen contaminado podem servir de veiculos
de transmissdo (BAKER, 1995; FLORES et al, 2005; KHODAKARAM-TAFTI &
FARJANIKISH, 2017).

A principal porta de entrada do BVDV é a mucosa orofaringea, por ingestdo ou
inalacdo de particulas virais. Os sitios de replicacdo do virus, logo apés a infeccdo, sdo o
epitélio superior, orofaringe e tecido linfoide regional (KHODAKARAM-TAFTI &
FARJANIKISH, 2017). A apresentacdo clinica da infeccdo varia devido a cepa do virus,
espécie hospedeira, status imunoldgico, status reprodutivo, idade e infeccbes concomitantes
com outros patdégenos (RIDPATH, 2010b; LANYON et al., 2014).

Em bovinos ndo imunes ndo prenhes, as infeccdes agudas com BVDV NCP resultam
em viremia transitéria (HOWARD, 1990), comecando no dia 3 pos-infeccdo (PEDRERA et
al., 2012). O periodo de viremia pode durar de 5 a 15 dias, dependendo do nivel de estresse do
hospedeiro e da presenca de outros patogenos (RIDPATH, 2010b; LANYON et al., 2014). A
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infeccdo de animais ndo prenhes, soronegativos e imunocompetentes podem resultar em
infeccdo subclinica ou doenca clinica leve em 70-90% dos casos (KHODAKARAM-TAFTI
& FARJANIKISH, 2017). Isolados de maior viruléncia podem provocar sinais clinicos como,
por exemplo, periodo febril curto, leucopenia, linfopenia e/ou trombocitopenia,
imunossupressao, descarga nasal, tosse, problemas reprodutivos e diarreia (LANYON et al.,
2014).

A forma aguda hemorragica (sindrome hemorragica) cursa com febre, diarreia
sanguinolenta, hemorragias e tempo de coagulacdo retardado (FLORES et al., 2005). As
lesBes encontradas sdo similares as observadas nos casos de Doenca das Mucosas (DM), no
entanto diferem de acordo com a presenca do virus CP, pois na forma aguda hemorragica ha a
presenca o bidtipo NCP e na DM ha a presenca dos biotipos CP e NCP (GOENS, 2002;
KHODAKARAM-TAFTI & FARJANIKISH, 2017). Também héa diferenca em relagéo a taxa
de mortalidade e morbidade, onde a taxa de mortalidade na DM é de aproximadamente 100%
e a morbidade ¢ baixa, ja na forma hemorragica a taxa de mortalidade € baixa e a morbidade é
alta (GOENS, 2002; KHODAKARAM-TAFTI & FARJANIKISH, 2017).

A infeccdo de fémeas prenhes soronegativas é frequentemente seguida de transmisséo
transplacentaria do virus ao embrido ou feto (HOUE et al., 2006; KHODAKARAM-TAFTI &
FARJANIKISH, 2017). As consequéncias da infeccdo do concepto dependem do bi6tipo do
virus (CP ou NCP), cepa viral e periodo de gestacdo no momento da infeccdo (RIDPATH,
2010b; LANYON et al., 2014). Podem ser observados casos de reabsor¢do embrionéria,
retorno ao cio, abortos, mumificacdo fetal, nascimento de natimortos, nascimento de animais
fracos e invidveis ou animais persistentemente infectados (Pl) dependendo do periodo de
gestacdo (LANYON et al., 2014; KHODAKARAM-TAFTI & FARJANIKISH, 2017). A
ocorréncia de malformacdes fetais € um achado muito comum e geralmente ocorrem quando a
infeccdo ocorre entre 80 e 150 dias de gestacdo (LANYON et al., 2014).

O estabelecimento da infeccdo persistente ocorre quando o feto é infectado entre os
dias 40 e 120 de gestacdo. Os fetos infectados nesse periodo desenvolvem imunotolerancia ao
virus infectante, pois 0 BVDV NCP possui a capacidade de inibir a inducéo do IFN tipo | no
feto e o seu organismo ndo consegue erradicar o virus tornando esses animais Pl. Esses
animais tornam-se portadores permanentes e excretam o virus continuamente em altos titulos
em secrecOes e excrecdes (RIDPATH, 2010b; LANYON et al., 2014; KHODAKARAM-
TAFTI & FARJANIKISH, 2017).
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Os animais Pl podem nascer aparentemente normais, porém frequentemente
apresentam malformacgdes congénitas ou retardo no crescimento, ndo apresentando anticorpos
contra o virus (BAKER, 1995; HOUE et al., 2006; WEBER et al., 2016; KHODAKARAM-
TAFTI & FARJANIKISH, 2017). Somente animais Pl podem desenvolver DM apresentando
lesBes ulcerativas em drgdos do sistema gastrointestinal, sendo fatal em aproximadamente
100% dos casos (BROWNLIE et al.,, 1984; GOENS, 2002; LANYON et al., 2014). Os
animais Pl sdo a principal fonte de disseminacdo do virus dentro de um rebanho e a
identificacdo de animais PI € alvo de programas de erradicacdo de BVDV (RIDPATH, 2010b;
KHODAKARAM-TAFTI & FARJANIKISH, 2017; REICHEL et al., 2018).

Os fetos que sdo infectados ap6s o 120° dia de gestacdo sdo considerados
imunocompetentes e podem desenvolver uma resposta imunoldgica que pode resultar na
erradicacdo do agente. Por isso fetos infectados no terco final da gestacdo frequentemente
nascem saudaveis, livres do virus e soropositivos (BAKER, 1995). Apesar da grande
manifestacdo de sinais clinicos, as infec¢des subclinicas possuem grande impacto econdmico,
reduzindo os indices reprodutivos em animais de producdo, cursando com linfopenia e
imunossupressdo severa, e facilitando a disseminacdo de outros agentes no rebanho
(RIDPATH, 2010b; LANYON et al., 2014).

2.2 HERPESVIRUS BOVINO

2.2.1 Etiologia

Os herpesvirus pertencem a familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae e
género Varicellovirus. As espécies mais importantes que acometem bovinos dentro deste
género sdo alfaherpesvirus bovino 1 (BoHV-1) e alfaherpesvirus bovino 5 (BoHV-5) (ICTV,
2019). O BoHV-1 ¢é frequentemente associado com doenca respiratdria, doenca genital, e
também esta associado a infertilidade e aborto (ENGELS & ACKERMANN, 1996).
Esporadicamente esse virus pode causar encefalite (MARIN et al., 2019).

Isolados respiratorios de herpesvirus tem sido classificados como BoHV-1.1, que esta
associado a amostras classicas de rinotraqueite infecciosa (IBR) e BoHV-1.2, associado a
doenca genital, infertilidade e aborto (ENGELS & ACKERMANN, 1996; SPILKI et al.,
2004; NANDI et al., 2009). O subtipo 1.2 é dividido em 1.2a (infec¢bes genitais e abortos) e
1.2b (infeccbes genitais sem abortos) (MILLER et al., 1991). O BoHV-5 é associado a
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encefalites de curso geralmente fatais (DEL MEDICO ZAJAC et al.,, 2010), embora,
eventualmente, tenha sido isolado também do trato genital e respiratério de bovinos (MARIN
et al., 2019). Os isolados de BoHV-5 também foram classificados como BoHV-5 subtipos a, b
e atipicos ou ndo-a, ndo-b (D'ARCE et al., 2002).

O BoHV-1 é um virus pleomorfico, envelopado e mede cerca de 150 a 300 nm de
didmetro, variando conforme a quantidade de tegumento (ROIZMANN et al., 1992). O
envelope viral possui varias glicoproteinas, mas as mais abundantes séo gB, gC e gD (THIRY
et al., 2006). O tegumento é uma estrutura amorfa contida entre o capsideo e o envelope
lipoproteico (MUYLKENS et al., 2007). Este virus possui como genoma uma molécula de
DNA de fita dupla e linear, com aproximadamente 136 mil pares de base, com 73 ORFs (open
reading frames) identificadas (MUYLKENS et al., 2007). O genoma do BoHV-1 ¢
classificado como do tipo D, que compreende duas sequéncias Unicas, sendo uma delas longa
— unique long, U — e um curta — unique short, Us (SCHYNTS et al., 2003). Além disso, este
genoma possui duas sequéncias repetidas, uma interna — internal repeat, IR — e outra terminal
—terminal repeat, TR (SCHYNTS et al., 2003).

O genoma do BoHV-1 contém dez genes que codificam glicoproteinas (gps) (Figura
2). Seis desses genes estdo na sequéncia U, e codificam as glicoproteinas: gK (UL53), gC
(UL44), gB (UL27), gH (UL22), gM (UL10) e gL (UL1). Os outros quatro genes estdo na
sequéncia Us e codificam gG (UL4), gD (UL6), gl (US7) e gE (US8). O gene UL49.5
codifica a proteina N, considerada uma glicoproteina falsa (MUYLKENS et al., 2007).

Figura 2 - Morfologia e organizacdo gendmica do alfaherpesvirus bovino 1 (BoHV-1).

US
—_— —
-—

gG gD gl gE

O genoma DNA linear de fita dupla contém um arranjo de uma unidade Gnica longa (U,) e uma unidade
Unica curta (Us), flanqueada por duas sequéncias de repeticdo invertida, denominadas repeticdo interna (IR) e
repeticdo terminal (TR). O genoma inclui dez genes que codificam seis glicoproteinas que estdo localizadas no
segmento U, e quatro no segmento dos Us. O segmento Us pode ter duas orientacdes, conforme representado
pelas setas. O segmento U, é predominantemente presente em uma orientacdo. A seta pontilhada do segmento
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U, ilustra que cerca de 5% dos genomas mostram o segmento U, nessa orientacéo invertida. Fonte: adaptado de
THIRY et al. (2006).

A gK esta relacionada com a prevencdo da fusdo das células infectadas com células
adjacentes evitando formacg&o de sincicios (ROBINSON et al., 2008). A gC faz a mediacao da
ligacdo dos virions aos receptores glicosaminoglicanos do heparan sulfato localizados na
membrana celular, assim como a gB (LI et al, 1995; LI et al, 1996). A gH forma
heterodimeros com a gL e atua na fusdo do envelope viral com a membrana celular (MEYER
et al., 1999). Além disso, a gL € necessaria para 0 processamento e transporte da gH, que é
uma das glicoproteinas mais conservadas entre os membros dessa familia viral, sendo
importante alvo de anticorpos neutralizantes (BARANOWSKI et al., 1996; KHATTAR et al.,
1996). A fusdo das gps gH e gL é essencial para glicosilacdo e formacdo de epitopos
(KHATTAR et al., 1996). A gM atua no envelopamento viral e na inibi¢do da fusdo de células
infectadas (CRUMP et al., 2004). Além dos genes dessas seis gps que estdo localizadas na
por¢cdo U, do genoma, temos outros genes localizados na por¢do Us do genoma e que
transcrevem a gG, que mantém a juncdo celular entre as celulas infectadas e facilita a
disseminacgé@o do virus entre celulas (NAKAMICHI et al., 2002); a gD, que esta relacionada
com a ligacdo do receptor de entrada celular nectin-1 e a disseminacdo entre células
(KALTHOFF et al., 2008; GABEYV et al., 2010); a gl e gE, que formam heterodimeros que
facilitam a disseminacdo da progénie viral entre células (REBORDOSA et al., 1996;
YOSHITAKE et al., 1997).

O BoHV-1 e BoHV-5 possuem grande similaridade genética, antigénica e bioldgica
(VOGEL et al., 2002; VARELA et al., 2010). Devido a essas semelhancas o BoHV-5 era
anteriormente considerado uma variante neuropatogénica do BoHV-1 (FRENCH, 1962a;
FRENCH, 1962b). O BoHV-5 foi reconhecido como virus distinto pelo Comité Internacional
de Taxonomia de Virus, em 1992 e deixou de ser identificado como BoHV-1.3 (ROIZMANN
et al., 1992). O genoma do BoHV-5 possui 138.390 pares de base, sendo cerca de 2.500 pares
de base mais longo do que o genoma do BoHV-1 (DELHON et al., 2003). O genoma do
BoHV-5 também possui o rearranjo correspondente ao do tipo D e todas as ORFs do BoHV-5
estdo presentes no BoHV-1. Contudo, 0 BoHV-5 ndo possui um homdélogo do gene ULO.5
que esta presente somente no BoHV-1 e é utilizado para diferenciacdo dos subtipos BoHV1.1
e BoHV-1.2 (DELHON et al., 2003; MUYLKENS et al., 2007; DEL MEDICO ZAJAC et al.,
2010).
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Apesar de ndo ser essencial para a neuroviruléncia, a gC pode estar relacionada com o
neurotropismo e embora a gC do BoHV-5 (gC5) seja 75% idéntica a gC do BoHV-1 (gC1) o
terco amino-terminal da proteina difere significativamente. Observou-se que hé a delecdo de
aminoécidos em gC5, que remove dois potenciais sitios de glicosilacdo e que estdo presentes
em gC1 (aminoécidos 93 e 111, respectivamente) e um epitopo especifico de gC1 (entre 0s
aminoécidos 103 a 122) (DELHON et al., 2003).

Os virus da subfamilia Alphaherpesvirinae possuem a caracteristica de estabelecer
infeccdo latente nos ganglios nervosos de hospedeiros infectados (ROCK, 1993). Ao contrario
do que ocorre na fase litica da replicacdo viral, na fase de laténcia o gene relacionado a
laténcia (LR) € o Unico gene viral expresso em neur6nios infectados (ROCK, 1993). Os
produtos do gene LR inibem a entrada das células na fase S, sugerindo que esse gene regula
algum aspecto da laténcia (SCHANG et al., 1996), inibe a ativacdo dependente de BICPO da
infeccdo produtiva (GEISER et al., 2002) e inibe a apoptose (CIACCI-ZANELLA et al.,
1999). O BoHV-1 e BoHV-5 possuem diferengcas nas sequéncias relacionadas a laténcia

conforme ilustrado na Figura 3.

Figura 3 - Comparacdo entre as regibes LR do alfaherpesvirus bovino 1 (BoHV-1) e
alfaherpesvirus bovino 5 (BoHV-5).
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As posicdes dos nucleotideos LR estdo localizadas acima (BoHV-5) e abaixo (BoHV-1). Os asteriscos
indicam as posi¢Bes dos cédons de parada. O regulador transcricional neurbnio-especifico do BoHV-1 das
regies NSB e NSTA estdo representadas por uma caixa cinza. A caixa hachurada na regido reguladora do
BoHV-5 representa a sequéncia deletada. Fonte: Adaptados de Delhon et al (2003).

O BICPO, gene que pode estar relacionado a fator de viruléncia, é transcrito em dois

momentos pos infeccdo, sendo transcritos immediate-early (IE) e early (E) (DELHON et al.,
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2003). Sugere-se que 0s mecanismos de controle da transcricdo de BICPO sdo muito
semelhantes entre 0 BoHV-1 e BoHV-5, mesmo o BICPO do BoHV-5 sendo cerca de 44
aminoacidos mais longo (DELHON et al, 2003). A regido LR do BoHV-5 difere
substancialmente da regido LR do BoHV-1 tanto na codificagdo quanto na transcricdo das
regides reguladoras (DELHON et al., 2003).

Conforme demonstrado na Figura 3, Enquanto os dois virus possuem a ORF1 com
66% de similaridade, a ORF2 é bem diferente entre eles. No BoHV-1 a LR-ORF2 pode
codificar 181 aminoacidos e uma regido de leitura downstream sem uma metionina inicial, ja
no BoHV-5 LR-ORF2 ¢ interrompida quatro vezes, resultando nas fases de leitura de a a d,
onde a é a Unica fase iniciada com uma metionina (DELHON et al., 2003). Além disso, 0
promotor que conduz a transcricdo do BoHV-1 LR esta contido proximo a porg¢ao 5’ do gene
LR (JONES et al., 1990) e inclui duas regibes reguladoras: regido proteica de ligacdo
especifica de neurdnios e ativador de transcricdo especifica de neurénios (NSB e NSTA,
respectivamente). Enquanto as regides proximas a TATA box séo conservadas entre 0 BoHV-
5 e 0 BoHV-1, as sequéncias de nucleotideos na regido 5 do NSTA sdo pouco conservadas
ou ausentes no BoHV-5 (DELHON et al., 2003). Em relacdo ao NSB, cerca de 70% dessa
regido é deletada no BoHV-5 (DELHON et al., 2003). Dada a importancia da regido LR na
laténcia do virus e / ou gama de hospedeiros e a patogénese desses virus, é provavel que essas
diferencas sdo de importancia bioldgica para aspectos da interacdo virus-neurénio-hospedeiro
(DELHON et al., 2003).

2.2.2 Epidemiologia, patogenia e apresentacdes clinicas

O BoHV-1 apresenta-se distribuido mundialmente (RAAPERI et al., 2014), sendo
detectados anticorpos reagentes tanto em bovinos quanto em outras espécies animais, como
por exemplo, ovelhas e cabras (BISWAS et al., 2013). No entanto, varios paises europeus
implementaram com sucesso o programa de erradicacdo do BoHV-1. Paises como Austria,
Dinamarca, Finlandia, Suécia e Suica estdo oficialmente livres do BoHV-1 (ACKERMANN
& ENGELS, 2006).

No Brasil, a frequéncia de animais infectados € indeterminada e varia
consideravelmente, dependendo da localidade analisada e tipo de criagdo, uma vez que esse
virus ja foi encontrado em todas as regifes do pais. Estudos identificam que o BoHV-1 é

distribuido de forma endémica no Brasil, sendo identificado em varios estados, como por
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exemplo Goiés, com prevaléncia de 51,9% (BARBOSA et al., 2005), Espirito Santo (66,75%)
(SANTOS et al., 2014), Rio Grande do Sul (52,9%) (PIOVESAN et al., 2013), Santa Catarina
(57,54%) (PASQUALOTTO et al., 2015) e Maranhdo (63,23%) (FREITAS et al., 2014). O
BoHV-5 foi descrito em varios continentes, no entanto, parece ocorrer com maior frequéncia
na América do Sul, sobretudo no Brasil e na Argentina (CARRILLO et al., 1983; PEREZ et
al., 2003; SILVA et al., 2007; RISSI et al., 2008). Embora n&o haja relatos da doenca em
todos os estados, sugere-se que 0 BoHV-5 seja enzodtico no Brasil (CLAUS et al., 2002).

Os bovinos sdo os principais reservatérios e fonte de infeccGes, pois a perpetuacao da
infeccdo por BoHV-1 ocorre principalmente pelo contato de animais susceptiveis com
animais que estejam excretando o virus (ENGELS & ACKERMANN, 1996). A transmissao
do BoHV-1 e 5 ocorre por contato direto e indireto, e também de forma indireta, por veiculos
ou fomites (ENGELS & ACKERMANN, 1996). O virus é excretado através de secrecOes
nasais, oculares, genitais, placenta de animais abortados e sémen (KAUR & CHANDRA,
2016). A principal forma de infeccdo pelo BoHV-1 ocorre pela mucosa das vias respiratorias
superiores e mucosa do trato genital, sendo o contato direto a forma mais comum de
transmissdo (MUYLKENS et al., 2007). O BoHV-1 causa predominantemente doenca
respiratoria e genital em bovinos, embora também possa estar associado
a meningoencefalite (SILVA et al, 2007).0 BoHV-5 é a principal causa de
meningoencefalite viral em bovinos, mas também pode infectar o trato genital (RISSI et al.,
2007). Ambos os virus foram associados a falhas reprodutivas, como por exemplo, morte
embrionaria precoce e abortos, que representam as perdas mais significativas relacionadas ao
BoHV-1 e BoHV-5 (ENGELS & ACKERMANN, 1996; THIRY et al., 2006)

Apos a replicacdo inicial nas células da mucosa, o BoHV-1 infecta terminacGes
nervosas e é carreado até os corpos neuronais dos ganglios nervosos regionais (ENGELS &
ACKERMANN, 1996). No sitio primario da infeccdo ocorre a replicacdo viral e
posteriormente a sua disseminacao, que pode ocorrer de duas formas: disseminacdo célula a
célula, produzindo uma infeccdo localizada, ou os novos virions formados podem sair para o
meio extracelular, produzindo uma infecgdo sistémica (ENGELS & ACKERMANN, 1996).
A infeccdo genital requer contato direto na copula e a transmissdo genital ocorre via sémen
contaminado (OLIVEIRA et al., 2011). Apds a infeccdo, o periodo de incubagdo pode variar
de 2 a 14 dias dependendo da dose infectante, rota de inoculagdo (ENGELS &
ACKERMANN, 1996; MUYLKENS et al., 2007; NANDI et al., 2009). Os sinais clinicos
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podem variar amplamente e para um melhor entendimento serdo divididos em: forma

respiratéria, ocular, genital e neurologica.

2.2.2.1 Forma respiratoria

A forma respiratéria pode ocorrer como uma infecgdo subclinica, leve ou grave e tanto
0 BoHV-1.1 quanto o BoHV-1.2 podem desencadear alteracfes associadas a problemas
respiratérios (MILLER et al., 1991b; SPILKI et al., 2004). A morbidade se aproxima de
100% e a mortalidade pode chegar a 10% (NANDI et al., 2009). A IBR cléssica é
caracterizada por febre (40,5 a 42°C), inapeténcia, aumento da frequéncia respiratoria,
dispneia, tosse, depressao e queda acentuada na producéo de leite em vacas leiteiras (SPILKI
et al., 2004; NANDI et al., 2009). Ha a presenca de secrecdo nasal bilateral, que pode evoluir
de secrecdo serosa para mucopurulenta, com hiperemia da mucosa nasal (SPILKI et al., 2004;
NANDI et al., 2009).

A ocorréncia de abortos também pode ser relacionada a infeccdo por BoHV-1
respiratorio (SMITH, 1997). O aborto ocorre préximo ao quinto més gestacao, com expulséo
do feto morto e fluidos fetais (BISWAS et al., 2013). Ap6s uma viremia, 0 BoHV-1 atravessa
a barreira materno-fetal e pode produzir uma infeccdo letal para o feto (OWEN et al.,
1964). A forma como o herpesvirus atravessa a placenta ainda é desconhecida, mas como
podem ser visualizadas lesdes virais em fetos abortados, acredita-se que o virus se dissemine
de forma hematogénica via cordao umbilical (NANDI et al., 2009).

O BoHV-1 pode atuar como um importante agente no complexo respiratorio bovino
(VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN HURK et al., 1993), pois sua atuacdo pode favorecer
infeccbes virais e/ou bacterianas secundarias, mas favorece principalmente agentes
bacterianos como Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida e Haemophilus sommus,

podendo provocar quadros de pneumonia nos animais acometidos (YATES, 1982).

2.2.2.2 Forma ocular

Bovinos com doenca respiratoria por BoHV-1 frequentemente apresentam
conjuntivite, que pode ser unilateral ou bilateral e estd associada a grande producdo de
lagrimas (NANDI et al., 2009). Os animais afetados apresentam fotofobia e infeccdo

bacteriana secundaria € comum, podendo ser observado pus na secrecdo lacrimal (NANDI et
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al., 2009). Em casos leves os sinais regridem dentro de 5 a 10 dias. Essa forma pode aparecer
junto com a forma respiratoria (NANDI et al., 2009). As lesdes podem se estender do trato
nasal até os olhos pelo ducto lacrimal e pode dar origem a conjuntivite e corrimento nasal
(NANDI et al., 2009).

2.2.2.3 Forma genital

A vulvovaginite pustular infecciosa (IPV) na forma aguda geralmente se desenvolve 1
a 3 dias ap0s a monta, e 0s sinais clinicos mais comuns no inicio da infeccdo sdo a miccao
frequente e elevacdo da cauda, evitando o contato da cauda com a vulva (NANDI et al., 2009;
BISWAS et al., 2013). Os animais afetados desenvolvem febre, depressdo, anorexia e, além
disso, a vulva fica edemaciada e hiperémica com pequenas pustulas (1-2 mm de diametro),
que geralmente coalescem para formar membranas fibrosas brancas amareladas que se
desprendem gradualmente originando Ulceras (NANDI et al., 2009; BISWAS et al., 2013). As
lesGes geralmente cicatrizam de 10 a 14 dias apds o inicio da doenca, mas em alguns animais
é possivel observar corrimento vaginal persistente por varias semanas (NANDI et al., 2009).

A balanopostite pustular infecciosa (IPB) também se desenvolve ap6s um periodo de
incubacdo de 1 a 3 dias (NANDI et al., 2009). Lesdes semelhantes as da IPV se desenvolvem
na mucosa do pénis e prepucio, e também pode ocorrer infeccdo bacteriana secundaria
(NANDI et al., 2009). No periodo de monta pode ocorrer a formacdo de tecido cicatricial, que
pode provocar aderéncias extensas e distor¢es penianas (NANDI et al., 2009). A cura ocorre
dentro de 10 a 14 dias, mas alguns animais podem perder libido, erecéo e ejaculacdo dolorosa,
sendo necessarias algumas semanas até o animal estar apto a monta regular (NANDI et al.,
2009).

O sémen contaminado com BoHV-1 pode causar IPV e endometrite em vacas, além de
epididimite em touros (NANDI et al., 2009). J& foram isolados tanto BoHV-1 quanto BoHV-5
em amostras de sémen fresco e congelados (OLIVEIRA et al., 2011). Os abortos observados
nesses casos geralmente ocorrem entre 4-8 meses de gestacdo apoOs infeccdo natural ou
vacinacdo (MUYLKENS et al., 2007; NANDI et al., 2009), e normalmente sdo causados pelo
BoHV-1.1 ou BoHV-1.2a (MUYLKENS et al., 2007). Frequentemente observa-se retencéo de
placenta, cotilédones geralmente esbranquicados e morte fetal, causando aborto (NANDI et
al., 2009).
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2.2.2.4 Forma neuroldgica

O BoHV-1 pode infectar os neurdnios, por meio de terminagdes nervosas contidas nas
mucosas, e ascende em dire¢do ao sistema nervoso central (SNC) (MUYLKENS et al., 2007,
NANDI et al., 2009). O BoHV-1 e 0 BoHV-5 ascendem da mucosa nasal até o SNC via nervo
olfatério e/ou trigémeo (GERDTS et al., 2000; MUYLKENS et al., 2007).

Os bovinos afetados apresentam, inicialmente, incoordenacdo, que progride para
ataxia, bruxismo, convulsdes, depressdo seguida de excitacdo, tremores, tropecos e quedas
(CLAUS et al., 2002; NANDI et al., 2009). Quando em decubito, os animais desenvolvem
espasmos cronicos das pernas, pescogo e musculos lombares e também apresentam opistotono
(NANDI et al., 2009). Coma e morte geralmente ocorrem dentro de 4 dias a partir do inicio
dos distarbios neurologicos (NANDI et al., 2009). Alguns animais se recuperam, mas podem
ficar cegos (RISSI et al., 2007).

A meningoencefalite herpética bovina é a infec¢do viral do SNC, causada pelo BoHV-
5, e cursa com infeccdo geralmente fatal, caracterizada por uma meningoencefalite nédo
purulenta, associada a lesdes necroticas do cortex cerebral e inflamatorias nas substancias
branca e cinzenta (CARRILLO et al., 1983; CLAUS et al., 2002).

2.3 VACINAS CONTRA BoHV-1 e BVDV

O controle das infec¢bes por BoHV-1 e BVDV pode envolver vacinacdo e/ou medidas
de manejo para se obter erradicacdo (DEREGT, 1998). A vacinacgdo contra 0s herpesvirus visa
prevenir a producdo de doenca clinica, excrecdo viral e consequentemente reduzir perdas
econémicas (VAN OIRSCHOT et al., 1996). Ja a vacinagdo contra o BVDV visa de proteger
os animais da enfermidade clinica e promover a reducédo da circulacdo do virus, resultando na
reducdo da infeccdo fetal e na formacdo de animais Pl (KALAYCIOGLU, 2007). Para o
controle do BVDV, além de vacinacdo, medidas como remocdo dos animais Pl e de
biosseguranca, sdo importantes para manter animais com infeccdo aguda ou Pl afastados do
rebanho (DEREGT, 1998).

As vacinas convencionais para BoHV-1 e BVDV podem ser inativadas (ndo
replicativas) ou atenuadas (replicativas), convencionais ou diferenciais € combinadas com
outros virus e/ou bactérias (VAN OIRSCHOT et al., 1996; DEREGT, 1998; VAN DRUNEN
LITTEL-VAN DEN HURK, 2006). As vacinas inativadas sdo caracterizadas por estimularem
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preferencialmente a resposta humoral e induzirem uma resposta imune em niveis moderados e
passageiros, necessitando assim, reforcos periodicos (VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN
HURK et al.,, 1993; VAN OIRSCHOT et al.,, 1996; DEREGT, 1998; VAN DRUNEN
LITTEL-VAN DEN HURK, 2006). As vacinas inativadas sdo frequentemente indicadas para
animais prenhes (DEREGT, 1998). Por outro lado, as vacinas atenuadas estimulam tanto a
resposta humoral quanto celular, e induzem uma imunidade de maior magnitude e duracéo
(DEREGT, 1998; VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN HURK, 2006).

Uma importante restricdo tanto das vacinas inativadas quanto das atenuadas é a
incapacidade na diferenciacdo soroldgica entre animais vacinados e animais infectados
naturalmente (VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN HURK, 2006). Por outro lado, existem as
vacinas diferenciais, inativadas ou atenuadas, que sdo baseadas em cepas virais contendo
delecBes de um ou mais genes nao-essenciais que codificam proteinas imunogénicas, o que
torna possivel a diferenciacdo sorologica dos animais vacinados (VAN OIRSCHOT et al.,
1996; DEREGT, 1998). Os programas de controle / erradicacdo de BoHV-1 podem envolver
vacinas com marcadores para diferenciar animais vacinados, de animais infectados com a
cepa de campo (DEREGT, 1998).

As vacinas vivas atenuadas induzem uma resposta imunologica de magnitude maior
em relacdo as vacinas inativadas e tem sido utilizadas para imunizar animais contra BoHV-1
(VAN OIRSCHOT et al., 1996; MEEUSEN et al., 2007). Entretanto, as vacinas replicativas
apresentam risco minimo de reversdo a viruléncia da cepa atenuada, conferindo uma
desvantagem em relacéo as vacinas inativadas (SHAMS, 2005).

Por esse motivo, quando refere-se, principalmente ao BVDV, o uso de vacinas vivas
modificadas deve ser tratado com cautela, uma vez que a reversdo a viruléncia da cepa vacinal
pode causar imunossupressdo e também infeccdo transplacentaria em animais gestantes
(SHAMS, 2005; RIDPATH, 2013). Se a infeccdo ocorrer no primeiro trimestre de gestacéo,
ha o risco de infeccdo do feto que pode resultar em um animal persistentemente infectado (PI)
(RIDPATH, 2013; NEWCOMER et al., 2017). Com isso, 0 uso de vacinas inativadas é
frequentemente empregado em programas de controle e erradicacao, ja que possuem virus nao
replicativos em sua formulacdo (RIDPATH, 2013; NEWCOMER et al., 2017). A maioria das
vacinas reprodutivas comercializadas no Brasil sdo combinacgdes inativadas de BoHV-1 e ou
BVDV juntamente com diferentes virus e / ou bactérias, havendo apenas uma vacina
comercial viva modificada licenciada e disponivel no mercado brasileiro para BVDV
(BRASIL, 2019b).
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A vacinacdo de bovinos contra 0 BoHV-1 e BVDV no Brasil é voluntaria e tem
aumentado nos ultimos anos, porem ¢ realizada de forma irregular nos diferentes tipos de
criacdo (FLORES et al., 2005). Cerca de 20 vacinas contra esses patdgenos estdo registradas e
/ ou licenciadas no Brasil, mas nem todas estdo disponiveis no mercado (BRASIL, 2019b). A
vacinacdo contra ambas as enfermidades ndo impede que animais vacinados sejam infectados
pelo virus de campo (VAN OIRSCHOT et al., 1996).

2.3.1 Vacinas replicativas contendo virus vivo modificado (modified live virus — MLV —

vaccines)

As vacinas MLV passam por um processo de atenuacdo viral, que podem ser realizada
mediante passagens seriadas em cultivo celular, para realizagdo de selecdo de variantes de
menor viruléncia, e também geracdo de virus incapazes de replicar em temperaturas
superiores a 37°C (termosensitivos — TS), ou ainda virus que possam replicar em temperaturas
inferiores a 25°C (cold-adapted — CA) (RUIZ-SAENZ et al., 2009). Outro processo de
atenuacdo da cepa viral esta relacionado a delecdo de genes especificos, associados a
viruléncia, utilizando a tecnologia recombinante, que possibilita reduzir a patogenicidade e
viruléncia dessa cepa viral (SHAMS, 2005). Como consequéncia desse processo ocorre a
atenuacdo da viruléncia desse organismo vivo, sem afetar a imunogenicidade (SHAMS,
2005).

A estimulacdo da resposta imune celular e humoral se d&, pois a multiplicacdo da cepa
vacinal nas células do animal vacinado leva a apresentacdo de antigenos virais tanto pela via
MHC classe | quanto do MHC classe Il (JONES & CHOWDHURY, 2007). Apos a
vacinacdo, a protecdo sistémica e de mucosas se estabelece em um periodo de 2 a 3 semanas,
e que pode se estender por prolongados periodos de tempo (RUIZ-SAENZ et al., 2009).

Algumas vantagens significativas das vacinas replicativas sdo a sua forma de
administracdo e a possibilidade de realizar combinagfes com outros virus, assim como
combinagdes com bactérias (SHAMS, 2005; RUIZ-SAENZ et al., 2009). Porém, apesar
dessas vantagens, além de induzir uma resposta imune humoral e celular, esse tipo de vacina
possui algumas desvantagens como, por exemplo, reversdao da viruléncia, além de ocorréncia
de abortos em fémeas gestantes (MILLER et al., 1991a), formagdo de animais Pl (RIDPATH,
2013; NEWCOMER et al., 2017) e também o estabelecimento de laténcia pela cepa vacinal
(VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN HURK et al., 1993). A reativacdo da laténcia de cepas
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vacinais, principalmente quando refere-se a BoHV-1, ap6s a ocorréncia de imunossupressao
por corticoides, pode levar reinfeccdo e transmissdo do virus para animais gestantes, podendo
causar episodios de aborto (JONES & CHOWDHURY, 2007; RUIZ-SAENZ et al., 2009). Os
problemas apresentados pelas vacinas atenuadas podem ser minimizados com 0 uso de
vacinas inativadas (RUIZ-SAENZ et al., 2009).

2.3.2 Vacinas inativadas ou nao replicativas

As vacinas inativadas sdo produzidas pela multiplicacdo do virus em cultivo celular,
seguida de inativacdo fisica ou quimica, (RUIZ-SAENZ et al., 2009). Os inativantes mais
utilizados séo formaldeido, B-propiolactona e a etilenimina binaria — BElI (VAN DRUNEN
LITTEL-VAN DEN HURK, 2006). Além desses inativantes, etanol, inativacdo por calor ou
por luz UV também podem ser utilizados (RUIZ-SAENZ et al., 2009).

Vacinas inativadas s@o usualmente mais seguras do que as vacinas vivas atenuadas,
sendo as mais indicadas para fémeas gestantes, pois ndo causam aborto nem disseminacdo do
virus (RUIZ-SAENZ et al.,, 2009). Outras vantagens desse tipo de vacina sdo: nao
estabelecimento de infeccdo latente; e permitir a fabricacdo de vacinas multivalentes, pois ndo
ocorre interferéncia na producdo de anticorpos contra outros antigenos inativados (RUIZ-
SAENZ et al., 2009). No entanto, as vacinas inativadas sao geralmente menos eficazes do que
vacinas vivas atenuadas, porque produzem apenas imunidade humoral e ndo previnem
infeccdes latentes apds a exposicao ao virus de campo (RUIZ-SAENZ et al., 2009).

Algumas desvantagens desse tipo de vacina podem estar relacionadas ao processo de
inativacdo, onde o tratamento quimico ou fisico, usado para inativacao viral, pode destruir
epitopos neutralizantes do virus, por meio de degradacdo das proteinas, durante a inativacao,
resultando em uma fraca resposta de anticorpos neutralizantes e consequentemente baixa
protecdo (DELRUE et al., 2012; BURRELL et al., 2017). Outra desvantagem observada € a
necessidade de realizar mais de uma dose vacinal para induzir titulos neutralizantes (RUIZ-
SAENZ et al., 2009). Esses titulos neutralizantes, mesmo assim, sdo variaveis e alguns
animais podem ndo soroconverter (SCHUDEL et al., 1986). No entanto, a protecdo induzida
por vacinas virais inativadas baseia-se, preponderantemente, na capacidade de estimular a
producéo de anticorpos neutralizantes (MCVEY & SHI, 2010).

Alguns estudos avaliando a eficacia de vacinas contra o BoHV-1, realizados no Brasil,

observaram que mesmo apos trés aplicacdes de vacina inativada, os animais desenvolveram
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titulos de anticorpos neutralizantes varidveis e alguns animais ndo soroconverteram (VOGEL
et al,, 2002). Em outro estudo avaliando a eficicia de vacinas comerciais, foi possivel
verificar que a maioria das vacinas comerciais disponiveis no Brasil sdo ineficientes para
BoHV-1 (ANZILIERO et al., 2015).

Tendo em vista a capacidade reduzida de inducdo de anticorpos neutralizantes por
parte das vacinas inativadas, a adicdo de adjuvantes e utilizacdo de doses multiplas se fazem
necessarias para melhorar a imunogenicidade desse tipo de vacinas (JONES &
CHOWDHURY, 2007).

2.3.3 Outras vacinas

As vacinas com marcadores antigénicos séo obtidas pela delecdo de um ou mais genes
ndo-essenciais que codificam proteinas imunogénicas, por meio de manipulagdo genética,
tornando possivel a diferenciacdo sorologica entre animais vacinados e animais infectados
(VAN OIRSCHOT et al., 1996; DEREGT, 1998; KALAYCIOGLU, 2007). Vacinas obtidas
com esta estratégia sdo chamadas de vacinas DIVA (differentiating infected from vaccinated
animals), sendo as mais utilizadas em planos de vacinacdo de programas de controle e
erradicacdo em pais/regido, onde os métodos convencionais de segregacao e eliminacdo dos
animais infectados sdo impraticaveis (KALAYCIOGLU, 2007; RUIZ-SAENZ et al., 2009).

Devido a problemas em relacdo a seguranca de vacinas vivas, ou mesmo em relacdo a
falha das vacinas inativadas em induzir protecdo, existe uma tendéncia de se desenvolver
vacinas de subunidade, de DNA ou vacinas com vetores virais recombinantes (DONIS, 1995;
KALAYCIOGLU, 2007). Neste contexto sdo incluidas as vacinas recombinantes, as quais
podem ser replicativas (vacinas com marcadores, vacinas atenuadas e portadores de vetores
vacinais bacterianos ou virais) ou ndo replicativas (vacinas de subunidade) (RUIZ-SAENZ et
al., 2009).

As vacinas de subunidade utilizam apenas a por¢do imunogénica de uma proteina,
sendo utilizadas nesse sistema geralmente as glicoproteinas de envelope e/ou proteinas do
capsideo (RUIZ-SAENZ et al., 2009). Porém, assim como ocorre com as vacinas inativadas,
as vacinas de subunidade também necessitam da adi¢cdo de adjuvantes para se obter uma
resposta imune eficaz (RUIZ-SAENZ et al., 2009; JORGE & DELLAGOSTIN, 2017).

Vacinas vetoriais utilizam virus natural ou artificialmente atenuados para carrear um

ou mais genes, mas também pode-se utilizar plantas e bactérias como vetores, pois podem
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codificar antigenos virais imunoprotetores de diferentes virus (RUIZ-SAENZ et al., 2009;
JORGE & DELLAGOSTIN, 2017). Um exemplo deste tipo de vacinas descreve a utilizagdo
de BoHV-4 expressando a gD do BoHV-1, em que houve inducdo de anticorpos
neutralizantes especificos contra a gD, porém sem o desenvolvimento de anticorpos
neutralizantes para o vetor viral (DONOFRIO et al., 2006).

2.4 USO DE ADJUVANTES EM VACINAS

Adjuvantes s@o substancias e formulagdes que auxiliam na inducéo de resposta imune
a antigenos, principalmente inativados, bem como reduzir a dose antigénica (SHAMS, 2005;
COFFMAN et al., 2010; LEE & NGUYEN, 2015). Os adjuvantes possuem diferentes
mecanismos de acdo, como por exemplo, aumentar a duracdo da resposta imune, ativar
linfocitos T citotoxicos, aumentar a avidez e a especificidade da resposta de anticorpo,
impedir ou reduzir a competicdo de antigenos em vacinas combinadas e aumentar a poténcia
de antigenos em individuos com o sistema imune imaturo, além de aumentar a estabilidade
das vacinas, tornando-as menos suscetiveis a degradacdo que pode ocorrer durante o
armazenamento (SHAMS, 2005; BASTOLA et al., 2017).

Até 0 momento, numerosos compostos organicos ou inorganicos, de origem sintética
ou natural, demonstram capacidade de estimular respostas imunes com potentes propriedades
adjuvantes potentes (BURAKOVA et al., 2018). Essas substancias podem ser divididas em
dois grupos: grupo dos imunoestimulantes [saponinas, receptor Toll-like (TLR) agonistas,
citocinas], que estimulam as células apresentadoras de antigenos (APCs) e promovem a
secrecdo de varias citocinas; e grupo dos agentes de entrega (emulsdes, microparticulas, sais
minerais), que ajudam a preservar a conformacéo do antigeno para apresentacdo adequada aos
APCs e promove uma liberacdo lenta para estimulacdo imunoldgica continua (BURAKOVA
et al., 2018).

Os adjuvantes mais comumente utilizados em vacinas incluem sais minerais
(aluminio), saponinas, emulsdes oleosas, complexos imunoestimulantes (immunestimulating
complexes — ISCOM), derivados bacterianos, microparticulas poliméricas, derivados de
carboidratos, dentre outros (RESENDE et al., 2003; SPICKLER & ROTH, 2003; BASTOLA
et al., 2017; BURAKOVA et al., 2018). Em vacinas de uso veterinario, os adjuvantes mais
utilizados sdo emulsdes oleosas, ISCOMs e hidroxido de aluminio, que é um dos primeiros

adjuvantes utilizados em vacinas (BURAKOVA et al., 2018). No entanto, a busca por novas
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formulacOes é constante e nos Gltimos anos diferentes combinacgdes de adjuvantes estdo sendo
testados (GARG et al., 2017). Adjuvantes de combinagdo como Montanides (BAYRY et al.,
1999; ASLAM et al., 2013; DAR et al., 2013), ISCOMs (MOREIN & BENGTSSON, 1998;
BAYRY et al., 1999), Lipossomas (KORSHOLM et al., 2012; BASTOLA et al., 2017), CpG
(KOVACS-NOLAN et al., 2009; SNIDER et al., 2014), dentre outros, tém sido testados em
humanos e animais e geraram resultados promissores (VOGEL, 2000; BURAKOVA et al.,
2018).

Algumas das caracteristicas envolvidas na selecdo do adjuvante sdo: o antigeno, as
espécies a serem vacinadas, a via de administracdo e a probabilidade de efeitos colaterais
(PETROVSKY & AGUILAR, 2004). Além disso, o idealiza-se um adjuvante estavel, de vida
atil longa, que seja biodegradavel, de producdo barata, que ndo induza resposta imune contra
ele mesmo e que promova uma resposta imune adequada (PETROVSKY & AGUILAR,
2004). Em geral, os adjuvantes ativam o sistema imunoldgico inato atraves de PRRs presentes
nas células imunoldgicas. A maioria dos adjuvantes imunoestimuladores atua como ligante
para PRRs (pattern recognition receptors) e levam a secre¢do de citocinas, aumentando
diretamente sua via de ativacdo (COFFMAN et al., 2010).

2.4.1 Sais minerais

Os compostos de aluminio foram os primeiros adjuvantes utilizados em vacinas
(BURAKOVA et al., 2018) e possuem um otimo perfil de seguranca, no entanto induzem
uma producdo de anticorpos fraca a moderada contra o antigeno associado (GUPTA, 1998) e
raramente induzem resposta celular (PETROVSKY & AGUILAR, 2004). Isto se explica, pois
hd uma forte ligacdo entre o antigeno e o adjuvante contendo hidréxido de aluminio, que
reduz a quantidade de antigeno eluido, resultando em uma fraca producdo de anticorpos
(HANSEN et al., 2007).

Existem vérios relatos sobre o uso de adjuvantes de aluminio em diversas vacinas na
medicina veterinaria e humana (BURAKOVA et al., 2018). Os adjuvantes de aluminio
promovem a secrecdo de interleucina (IL)-4, que estimula T helper 2 (Th2) imune, induzindo
a produgdo de imunoglobulinas IgG1l e IgE e eosintfilos, tornando esses adjuvantes bons
candidatos para vacinas antibacterianas e / ou antiparasitarias (BURAKOVA et al.,

2018). Para melhorar a eficacia dos compostos de aluminio em vacinas virais, a estratégia se
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norteia na coadministracdo de outros adjuvantes para estimular as células Thl (BURAKOVA
et al., 2018).

Um estudo realizado por LI et al. (2014) avaliou a atividade desse adjuvante contendo
nano ou microparticulas de hidroxido de aluminio. A produgdo de anticorpos, induzida por
antigenos adjuvados com nanoparticulas de hidroxido de aluminio, foi maior e mais
duradoura que a resposta induzida a antigenos adjuvados com microparticulas. Sugere-se que
as nanoparticulas de hidroxido de aluminio facilitem a captacdo do antigeno pelas células
APCs (LI et al., 2014).

2.4.2 Emulsoes a base de 6leo

Uma emulsdo é a dispersao de duas fases imisciveis, como por exemplo, dgua e 0leo,
acrescidos de surfactantes para estabilizar o sistema de emulsdo (AUCOUTURIER et al.,
2001). Existem diferentes classes de emulsdes, sendo elas 6leo em agua, &gua em oOleo, agua
em 6leo em agua, 6leo em dgua em 0leo, dentre outras (BASTOLA et al., 2017).

O adjuvante 0leo em agua (o / a) é formado pela dispersdo de goticulas de 6leo em
uma fase aquosa (BURAKOVA et al., 2018), envolve a resposta inflamatoria inata e
recrutamento e ativacdo de APCs (BASTOLA et al., 2017). Ele também facilita a persisténcia
de antigenos no local da injecdo e melhora a entrega de antigenos as células
imunocompetentes (LEROUX-ROELS, 2010). Um exemplo de adjuvante 6leo em agua € o
Emulsigen.

O Emulsigen em combinacdo com DDA, principal agente imunoestimulador, induz
uma resposta de Thl e Th2, sendo comumente utilizado em vacinas de subunidade (VAN
DONKERSGOED et al., 1996; VAN ROOIJ et al., 2002; LI et al., 2006; ORESKOVIC et al.,
2019). Esse adjuvante induz uma forte resposta inflamatoria, com secrecdo de diferentes
citocinas e quimiocinas, ativando a resposta imune, recrutando neutrofilos no local da
administracdo, e causando uma rapida maturacdo e ativacdo de células dendriticas
(ORESKOVIC et al., 2019).

A combinacdo entre Emulsigen e DDA, induz grande reacdo inflamat6ria no local da
aplicacdo, por causa do DDA. Devido a isso, alguns estudos buscam alternativas para reduzir
reacOes secundarias, sendo sugerido, por exemplo, o uso de CpG ODN em combinagdo com
Emulsigen para reduzir a reacdo inflamatéria local apés a vacinagcdo (IOANNOU et al., 2002).

Essa combinacgdo de adjuvantes ja foi testada contra o virus da hepatite C (LI et al., 2006) e
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BVDV (LIANG et al., 2006), por exemplo. Além disso, o Emulsigen tem sido testado e
utilizado em vacinas contra Toxoplasma gondii (HISZCZYNSKA-SAWICKA et al., 2010),
BoHV-1 (IOANNOU et al., 2002), virus da Raiva (KAUR et al., 2010), BoHV-5 (DUMMER
et al., 2014), dentre outros.

As emulsdes de agua em Gleo (a / 0) sdo dispersdes de goticulas de dgua no interior de
uma fase oleosa (BURAKOVA et al., 2018). Acredita-se que esse tipo de emulséo atue
induzindo inflamagéo local e aumenta o recrutamento e a ativacdo de APCs (LEROUX-
ROELS, 2010). Por isso, reacOes inflamatdrias, formacdo de granuloma e ulceras no local da
injecdo sdo alguns efeitos colaterais associados a emulsdes (BASTOLA et al., 2017).
Adjuvantes como adjuvante completo de Freund (CFA), adjuvante incompleto de Freund
(IFA) e Montanide ISA 660 VG, sdo emulsdes dgua em 6leo (BASTOLA et al., 2017). O
mecanismo de agdo dessas emulsdes inclui a formagdo de depdsitos no local da injecéo,
permitindo a liberagcdo lenta de antigeno e estimulacdo de anticorpos (PETROVSKY &
AGUILAR, 2004).

O Montanide, tem sido usado em vacinas experimentais para ratos, camundongos, caes
e gatos, usando diferentes tipos de materiais sintéticos, recombinantes e antigenos naturais
(BASTOLA et al., 2017). Além disso, é possivel encontrar o Montanide como emulsdo agua
em Oleo em 4&gua, que induz uma resposta imune protetora de curto e longo prazo,
estimulando a resposta imune humoral e mediada por células (BURAKOVA et al., 2018).
Esse adjuvante € compativel com antigenos inativados e também com recombinantes. Varios
tipos de emulsdes tém sido utilizados, com diferentes dleos naturais, a fim de encontrar
formulacdes mais estaveis, potentes e menos toxicas (PETROVSKY & AGUILAR, 2004).

2.4.3 Saponina e complexos imunoestimulantes (ISCOMs)

Saponinas sdo glicosideos tensoativos que contém um nucleo hidrofobico e de
estrutura triterpendide com cadeias de carboidratos ligadas ao nucleo (PETROVSKY &
AGUILAR, 2004). As saponinas induzem um forte efeito adjuvante para antigenos T-
dependentes e T-independentes, além de induzir forte resposta citotdxicas de linfocitos CD8+
e potencializar a resposta imune de mucosa (PETROVSKY & AGUILAR, 2004). A saponina
mais utilizada é a Quil A (BURAKOVA et al., 2018).

Quil A é uma saponina derivada de um extrato aquoso da casca de Quillaja saponaria
composto por mais de 23 saponinas diferentes (PETROVSKY & AGUILAR, 2004,
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BASTOLA et al, 2017). FracOes purificadas deste estrato tém sido estudadas como
alternativas para a utilizacdo de hidroxido de aluminio (PETROVSKY & AGUILAR, 2004).
Quil A é utilizado com sucesso em vacinas veterinarias, mas é considerado muito téxico para
humanos (PETROVSKY & AGUILAR, 2004; BURAKOVA et al., 2018).

A combinacdo de colesterol, fosfolipidios e uma fracdo purificada de Quil-A em
complexos imunoestimulantes (ISCOMs) ajudam a melhorar a estabilidade e reduzir a
toxicidade da saponina (BURAKOVA et al., 2018). Os ISCOMS sdo particularmente eficazes
na ativacdo da imunidade celular, estimulando a resposta de células CD4+ e CD8+
(BURAKOVA et al., 2018). Os ISCOMs atuam induzindo a producdo de altas concentracdes
de anticorpos duradouros e por induzindo uma resposta imune Thl e Th2 equilibrada, com
celulas T multifuncionais e CTLs (BASTOLA et al., 2017).
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Inducéo de anticorpos neutralizantes contra herpesvirus bovino e virus da diarreia viral
bovina por vacinas comerciais e vacina experimental associada com diferentes
adjuvantes
Induction of neutralizing antibodies against bovine herpesvirus and bovine viral

diarrhea virus by commercial and experimental vaccines with different adjuvants.
Evelyn K. Dotto'?, Rudi Weiblen'? Eduardo F. Flores**"

ABSTRACT

Bovine alphaherpesvirus 1 (BoHV-1) and Bovine viral diarrhea virus (BVDV) are
important pathogens of cattle whose losses may be prevented by vaccination. This study
evaluated the serological response induced by commercial vaccines and by an experimental
vaccine associated with different adjuvants. For this, groups of seronegative heifers were
immunized twice (30 days apart) with nine commercial vaccines and tested for virus
neutralizing (VN) antibodies to the respective viruses 30 days after the second vaccine dose
(D60). For the adjuvant test, inactivated BoHV-1 and BVDV-1 antigens were combined with
six different adjuvants and submitted to the same immunization and serology protocol. Seven
out of nine commercial vaccines induced VN antibodies to BoHV-1 at day D60, but only
three induced titers considered protective (> 16). The frequency of seroconversion among the
vaccines varied from 0% (0/10 animals) to 100% (10/10) and the geometric mean titers
(GMT) ranged from 0 to 43. The frequency of seroconversion in protective titers was 100%,
37,5%, and 25%, respectively. Only four vaccines induced neutralizing titers to BVDV-1 and
three to BVDV-2 at D60. The frequency of seroconversion to BVDV among the vaccines
varied from 0% (0/10 animals) to 100% (10/10) and the geometric mean titers (GMT) ranged
from O to 202. Only three vaccines conferred titers compatible with protection (>60). The
frequency of seroconversion in protective titers was 55,5%, 42,8% and 12,5% for BVDV-1
and 100% and 57,1% for BVDV-2. All experimental vaccine formulations induced VN titers
against BoHV-1 at D60 (frequency of seroconversion varied from 0% to 100% and GMT
varied from 2 to 20) and four induced protective titers. The frequency of seroconversion in
protective titers was 100%, 33,3%, 30% and 20%, respectively. On the other hand, none of
the experimental vaccines was able to induce VN antibodies to BVDV at D60. Under the
conditions of the present study, most commercial vaccines induced unsatisfactory VN

response against the tested viruses, most noticeably to BVDV. Among the experimental
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vaccines, the adjuvant Emulsigen - DL90 (DDA) was more effective to induce VN antibodies
against BoHV-1, but not to BVDV. These results indicate the need for reformulation of
vaccine composition and/or immunization protocols as to achieve more consistent serological
response to BoHV-1 and, especially, to BVDV.

INDEX TERMS: commercial vaccines, adjuvants, neutralizing antibodies, vaccine response,

bovine viral diarrhea virus, bovine herpesvirus.
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RESUMO

O alfaherpesvirus bovino 1 (BoHV-1) e o virus da diarreia viral bovina (BVDV) sdo
patdgenos importantes em bovinos cujas perdas podem ser reduzidas pela vacinagdo. Este
estudo avaliou a resposta soroldgica induzida por vacinas comerciais e por uma vacina
experimental inativada associada com diferentes adjuvantes. Para isso, grupos de novilhas
foram imunizados duas vezes (com intervalo de 30 dias), com nove vacinas comerciais, e
amostras de soro foram testadas pela técnica de neutralizacdo viral (VN), para avaliar a
inducdo de anticorpos neutralizantes para seus respectivos virus, 30 dias apds a segunda dose
(D60). Para o teste de adjuvante, antigenos de BoHV-1 e BVDV-1 inativados foram
combinados com seis adjuvantes diferentes e submetidos ao mesmo protocolo de imunizagéo
e sorologia. Sete de nove vacinas comerciais induziram anticorpos contra 0 BoHV-1 no dia
D60, mas apenas trés induziram titulos considerados protetores (> 16). A frequéncia de
soroconversao entre as vacinas variou de 0% (0/10 dos animais) a 100% (10/10) e os titulos
médios geométricos (GMT) variaram de 0 a 43. A frequéncia de soroconversdo em titulos
protetores foi de 100%, 37,5%, e 25%, respectivamente. Somente quatro vacinas induziram
titulos neutralizantes contra 0 BVDV-1 e trés ao BVDV-2 no D60. A frequéncia de
soroconversao para 0 BVDV variou de 0% (0/10 animais) a 100% (10/10) e os titulos médios
geométricos (GMT) variaram de 0 a 202. Apenas trés vacinas conferiram titulos compativeis
com protecdo (> 60). A frequéncia de soroconversdo em titulos protetores foi de 55,5%,
42,8% e 12,5% para BVDV-1 e 100% e 57,1% para BVDV-2. Todas as formulagdes vacinais

experimentais induziram titulos neutralizantes contra BoHV-1 no D60 (a frequéncia de
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soroconversao variou de 0% a 100% e o GMT variou de 2 a 20), mas apenas quatro induziram
titulos protetores. A frequéncia de soroconversao em titulos protetores foi de 100%, 33,3%,
30% e 20%, respectivamente. Por outro lado, nenhuma das vacinas experimentais foi capaz de
induzir anticorpos neutralizantes para BVDV em D60. Nas condi¢es do presente estudo, a
maioria das vacinas comerciais induziu resposta insatisfatoria na VN contra os virus testados,
sendo mais evidente para 0 BVDV. Entre as vacinas experimentais, o adjuvante Emulsigen -
DL90 (DDA) foi 0 mais eficaz na inducdo de anticorpos contra 0 BoHV-1, mas ndo contra o
BVDV. Estes resultados indicam a necessidade de reformulacdo da composicao das vacinas e
/ ou protocolos de imunizagdo, para obter resposta sorolégica mais consistente para o BoHV-1
e, principalmente, para o BVDV.

TERMOS DE INDEXAGCAO: vacinas comerciais, adjuvantes, anticorpos neutralizantes,

resposta vacinal, virus da diarreia viral bovina, herpesvirus bovino.

INTRODUCAO

O alfaherpesvirus bovino 1 (Bovine alphaherpesvirus 1, BoHV-1), 5 (Bovine
alphaherpesvirus 5, BoHV-5) e virus da diarreia viral bovina (Bovine viral diarrhea virus,
BVDV) sdo patdgenos importantes de bovinos. O BoHV-1 e BoHV-5 pertencem a familia
Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae e género Varicellovirus (ICTV, 2019). O
BoHV-1 é frequentemente associado com doenca respiratoria (rinotraqueite infecciosa bovina
— IBR), doenca genital (vulvovaginite em fémeas e balanopostite em touros), infertilidade e
abortos e infeccdo de animais jovens (ENGELS & ACKERMANN, 1996). O BoHV-5 ¢
associado a encefalites de curso geralmente fatal (DEL MEDICO ZAJAC et al., 2010). O
BVDV pertence a familia Flaviviridae, género Pestivirus, e abrange trés espécies virais
distintas: BVDV-1 (Pestivirus A), BVDV-2 (Pestivirus B) e HoBiPeV (Pestivirus H) (ICTV,
2019). As infecgdes causadas pelo BVDV podem resultar em uma variedade de manifestacGes
clinicas, que incluem doenca reprodutiva e/ou respiratéria, digestiva, sindrome hemorragica,
infeccdes persistentes (PI) e doenca das mucosas (DM), além de perdas reprodutivas como
mortalidade embrionaria ou fetal, abortos e natimortalidade (BAKER, 1995).

O BoHV-1 e BoHV-5 possuem grande similaridade biologica, antigénica e genética, o
que dificulta a diferenciacdo entre esses dois agentes (VOGEL et al., 2002; VARELA et al.,
2010). Por outro lado, a reatividade soroldgica existente entre esses agentes se constitui em
um importante fator para a prote¢do cruzada, seja por infecgdo natural ou por vacinacdo
(ANZILIERO et al., 2011). J& os pestivirus bovinos (BVDV-1, BVDV-2 e HoBiPeV)
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possuem grande variabilidade genética e antigénica, resultando em niveis variaveis de
reatividade cruzada entre 0s virus da mesma espécie e reatividade muito baixa ou inexistente
entre virus de espécies diferentes. Este Ultimo contexto reforga a necessidade de incluir as
cepas BVDV-1, BVDV-2 e HoBiPeV nas formulagdes de vacinas (BIANCHI et al., 2011).

A vacinacdo de bovinos contra 0 BoHV-1 e BVDV no Brasil é voluntaria e tem
aumentado nos Ultimos anos, porém ainda € incipiente para um rebanho bovino de mais de
200 milhdes de cabecas (FLORES et al., 2005; BRASIL, 2019a). Cerca de 20 vacinas contra
esses patdgenos estdo registradas e / ou licenciadas no Brasil, mas nem todas estdo
disponiveis no mercado (BRASIL, 2019b). No entanto, nenhuma das vacinas disponiveis
contém cepas de HoBiPeV em sua composicdo e, com excecdo de uma vacina comercial viva
modificada, todas as outras formulagdes comerciais contém cepas de BVDV inativadas
(BRASIL, 2019b). Em relacdo aos herpesvirus, a maioria das vacinas licenciadas contém
cepas inativadas de BoHV-1, algumas contém tambeém o BoHV-5, mas também ha o
licenciamento de algumas vacinas contendo cepas de BoHV-1 atenuadas (BRASIL, 2019b).
As vacinas contra BoHV-1 e BVDV apresentam combinacdes diferentes de antigenos ou
cepas e podem ser combinadas com outros agentes virais e bacterianos (Brasil 2019).

A protecdo induzida por vacinas virais inativadas baseia-se, preponderantemente, na
capacidade de estimular a producéo de anticorpos neutralizantes (MCVEY & SHI, 2010). No
entanto, a relacdo entre niveis de anticorpos neutralizantes e protecao in vivo é dificil de ser
estabelecida. Como parametro, sugere-se que titulos minimos de anticorpos neutralizantes
para proteger os animais desafiados com 0 BoHV-1 e BVDV sejam aproximadamente >16 e
>60, respectivamente (POSPISIL et al., 1996; FULTON & BURGE, 2000).

Nesse contexto, adjuvantes sdo frequentemente usados para aumentar a
imunogenicidade de antigenos inativados e, assim, reduzir a dose vacinal (COFFMAN et al.,
2010; LEE & NGUYEN, 2015). Os mecanismos de acdo da maioria dos adjuvantes séo
pouco compreendidos, mas incluem retardar a absorcdo/degradacdo dos antigenos (efeito
depot) (JORGE & DELLAGOSTIN, 2017), aumentar o tempo de exposicdo ao sistema
imunoldgico, recrutar células inflamatdrias (neutrofilos, macrofagos, células dendriticas)
(BASTOLA et al., 2017; BURRELL et al., 2017), opsonizacdo ou facilitacdo de fagocitose,
ativacdo de linfocitos T e células dendriticas, aumento da captura e apresentacdo de
antigenos por células apresentadoras de antigeno (BASTOLA et al., 2017; JORGE &
DELLAGOSTIN, 2017). Com isso, os adjuvantes provocam aumento na duragdo da

resposta imune, potencializacdo dos efeitos dos antigenos em individuos com o sistema
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imune imaturo, ativacdo de linfécitos T citotoxicos (CTLs), incremento na avidez e a
especificidade de anticorpos e reducdo ou prevencdo na competicdo de antigenos em
vacinas combinadas (SHAMS, 2005; MCVEY & SHI, 2010).

Os adjuvantes mais utilizados em vacinas incluem sais minerais (aluminio), saponinas,
emulsdes oleosas, complexos imunoestimulantes (ISCOM — immunestimulating complexes),
derivados bacterianos, microparticulas poliméricas, derivados de carboidratos, dentre outros
(RESENDE et al., 2003; SPICKLER & ROTH, 2003; BASTOLA et al., 2017; BURAKOVA
et al.,, 2018). Em vacinas de uso veterinario os adjuvantes mais utilizados sdo emulsbes
oleosas, ISCOM s e hidréxido de aluminio, que foi um dos primeiros adjuvantes utilizados em
vacinas (BURAKOVA et al., 2018). No entanto, a busca por novas formulacGes é constante e,
nos ultimos anos, varios adjuvantes combinados estdo sendo testados (GARG et al., 2017).
Adjuvantes de combinagdo como Montanides (BAYRY et al., 1999; ASLAM et al., 2013;
DAR et al., 2013), ISCOMs (MOREIN & BENGTSSON, 1998; BAYRY et al., 1999),
Lipossomas (KORSHOLM et al., 2012; BASTOLA et al., 2017), CpG (KOVACS-NOLAN et
al., 2009; SNIDER et al., 2014), dentre outros, tem sido testados em humanos e animais e tem
apresentado resultados promissores (VOGEL, 2000; BURAKOVA et al., 2018).

Considerando-se a importancia da vacinacdo na prevencdo das perdas associadas com
BoHV-1 e BVDV e questionamentos sobre a eficacia das vacinas, o presente trabalho avaliou
a resposta sorologica neutralizante induzida por vacinas comerciais, além de investigar a
imunogenicidade de uma formulacdo vacinal experimental inativada com antigenos do
BoHV-1 e BVDV contendo diferentes adjuvantes.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho consistiu de duas partes. A primeira envolveu o teste de vacinas
comerciais contra 0 BoHV-1 e BVDV, a segunda envolveu o teste de uma vacina
experimental inativada contra o BoHV-1 e BVDV-1, na qual os antigenos virais foram
conjugados a diferentes adjuvantes. Nos dois trabalhos, bovinos foram imunizados com duas
doses de vacina com intervalo de aproximadamente 30 dias. Amostras de sangue para a
realizacdo de testes de neutralizacdo viral (VN) foram coletadas nos dias O (primeira dose),
30pv (segunda dose) e 30 dias apds o reforgo vacinal (D60).

Células e virus. A multiplicacdo, titulacdo e testes de neutralizacdo viral (VN) do
BVDV foram realizadas em células MDBK. Células CRIB (FLORES & DONIS, 1995),
foram utilizados para multiplicac&o, titulacdo e VN dos herpesvirus (BoHV-1, BoHV-5). As
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células foram mantidas em MEM (Vitrocell®, Nova Campinas, S& Paulo - Brasil),
suplementadas com penicilina (10.000UI / mL), estreptomicina (10mg / mL), ciprofloxacina
(10mg / mL) e anfotericina B (250ug / mL). Para o cultivo de células MDBK e CRIB foram
utilizados 10% de soro equino e soro fetal bovino, respectivamente.

As cepas Singer (BVDV-1) e VS-253 (BVDV-2), gentilmente fornecidos pelo Dr.
Ruben Donis (University of Nebraska in Lincoln, Lincoln, NE, USA), foram utilizadas nos
ensaios de VN para BVDV. As cepas de herpesvirus utilizadas nos testes de VN foram
Cooper (BoHV-1) e SV507/99 (BoHV-5). No teste de adjuvantes foi utilizada uma cepa de
BoHV-1 defectiva na glicoproteina g (WEISS et al., 2015) e uma cepa de BVDV-1
quimérico (IBSP4/NADL) (Arenhart et al., dados ndo publicados).

Testes de neutralizacdo viral (VN). As amostras de soro foram testadas para a
presenca de anticorpos neutralizantes contra BVDV e BoHV por VN, utilizando as cepas
citadas anteriormente, de acordo com o experimento realizado. Resumidamente, 0s ensaios de
VN foram realizados em placas de 96 cavidades, contendo dilui¢cdes crescentes do soro. As
amostras foram incubadas com 100-200 TCIDsy do respectivo virus por 2 h. Em seguida, foi
adicionada uma suspensédo de células CRIB ou MDBK e as placas foram incubadas a 37 ° C
com 5% de CO,. Os titulos neutralizantes foram determinados pela presenca ou ndo de efeito
citopatico nas células infectadas apds 96 h de incubacdo. Os titulos de anticorpos foram
transformados em titulo médio geométrico (GMT) (THRUSFIELD, 1986).

Teste de vacinas comerciais. Um total de 74 fémeas bovinas, menores de dois anos
de idade, foram utilizadas para avaliar a producdo de anticorpos neutralizantes induzidos por
nove vacinas comerciais disponiveis no Brasil (Tabela 1). As vacinas foram obtidas em
estabelecimentos comerciais do setor agricola. O armazenamento dos produtos e o protocolo
vacinal foram realizados de acordo com as recomendacdes de cada fabricante.

Amostras de sangue foram coletadas previamente para identificar animais
soronegativos contra BVDV e BoHV pelo teste de VN. Os animais soronegativos foram
alocados em grupos de acordo com a vacina utilizada. A vacinacdo foi realizada
aleatoriamente de acordo com a ordem de entrada dos animais no tronco de contencdo. A
primeira dose da vacina (DO0) e a dose de reforco, realizadas apds 30 dias (D30), seguiram as
recomendacgdes do fabricante. Amostras de sangue foram coletadas nos dias 30 (D30) e 60
apos a vacinacdo (D60), para monitorar a resposta neutralizante desses animais frente as
vacinas. Os testes de VN utilizaram as cepas de BVDV-1 (Singer), BVDV-2 (VS-253),
BoHV-1 (Cooper) e BoHV-5 (SVv507/99).
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Teste de adjuvantes. O teste de adjuvantes foi realizado com uma formulacéo
experimental inativada, contendo antigenos de BoHV-1 (BoHV-1AgE) e BVDV-1
(IBSP4/NADL) conjugados com diferentes adjuvantes (Tabela 2).

Inativacdo viral e emulsificagdo. As cepas de BoHV-1 e BVDV-1 foram
amplificadas em cultivo celular, quantificadas e inativadas por método quimico usando
etilenimina binaria (BEI). Para inativacdo viral, foi adicionado 1% de BEI a suspensdo do
virus. A suspensao viral permaneceu em agitacdo por 48 h a 37 ° C. Para confirmar a
inativacdo do virus, uma aliquota da suspensdo viral inativada foi inoculada nas células CRIB
e MDBK, respectivamente. As células foram monitorizadas diariamente quanto ao efeito
citopatico.

Apos a inativacdo, a suspenséo viral foi emulsificada com cada um dos seis adjuvantes
testados. A suspensdo viral continha 10’ TCIDsy / mL de BoHV-1 e 10" TCIDso/mL de
BVDV-1. A proporgdo de adjuvante adicionado a formulagdo variou de acordo com o
adjuvante utilizado e suas respectivas fontes, que estdo demonstradas na Tabela 2.

Experimento em animais. Cinquenta e oito fémeas bovinas, menores de dois anos de
idade, soronegativas para BoHV-1 e BVDV-1, foram alocadas em grupos de acordo com 0s
adjuvantes testados (Tabela 2). A primeira dose da vacina (DO) e a dose de reforco, 30 dias
apos, foi realizada por via subcutanea. Os testes de VN foram realizados com o soro coletado
no DO, dia 30 (D30) e dia 60 (D60). Os testes de VN foram realizados contra os virus
homoblogos (BVDV-1 IBSP4/NADL e BoHV-1AgE).

RESULTADOS

Como as recomendac@es para as vacinas comerciais inativadas indicam a realizacéo de
duas doses para inducdo de resposta imunologica, no presente estudo serdo considerados os
resultados da sorologia no D60 (30 dias ap6s a segunda dose). Da mesma forma, serdo

considerados, para efeitos de discussdo, titulos protetivos de > 16 para BoHV-1 e > 60 para

BVDV (POSPISIL et al., 1996; FULTON & BURGE, 2000).

Teste de vacinas comerciais

Os resultados dos testes de VN realizados com soro de animais vacinados com as
vacinas comerciais estdo apresentados na Figura 1 e Tabela 3. A Figura 1 apresenta a
frequéncia de soroconversdao nos D30 e D60 induzida pelas diferentes vacinas (A — ). Os

resultados dos testes individuais de VN e o GMT de cada grupo vacinal contra os herpesvirus
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bovino (BoHV-1/BoHV-5) e BVDV (BVDV-1, BVDV-2) estdo apresentados nas Tabelas 3 e
4, respectivamente.

Entre as vacinas testadas, sete induziram titulos neutralizantes para o BoHV-1 e seis
para BoHV-5 no D60, mas apenas as vacinas E, F e H induziram titulos >16 (Tabela 3).
Todos os animais vacinados com a vacina F produziram titulos >16 contra BoHV-1 e BoHV-
5, com GMT-log, = 43 para ambos o0s virus. As vacinas E e H induziram titulos neutralizantes
variaveis. Apenas trés animais apresentaram titulos protetores >16 contra BoHV-1 e dois
animais contra BoHV-5 ap6s imunizagdo com a vacina E (GMT-log, = 11 para BoHV-1 e
GMT-log, = 8 para BoHV-5). Em relagdo a vacina H, dois animais apresentaram titulos >16
para BoHV-1 e trés para BoHV-5, com GMT-log,; = 11 e GMT-log, = 8, respectivamente. A
vacina C ndo induziu titulos neutralizantes contra BoHV-1 e BoHV-5, pois sua formulacédo
vacinal contém apenas BVDV-1 e BVDV-2.

Em relacio ao BVDV, quatro das nove vacinas testadas produziram titulos
neutralizantes no D60 contra 0 BVDV-1 e trés contra o BVDV-2 (Tabela 4). A vacina que
induziu a maior resposta soroldgica contra 0 BVDV-1 e BVDV-2 foi a vacina C (GMT-log2
=54 e GMT-log2 = 202, respectivamente).

Com excecdo das vacinas A e C, todas as outras induziram anticorpos contra 0 BoHV-
1 no D60, com frequéncia que variou entre 20 e 100%. No entanto, apenas a vacinas E, F e H
apresentaram titulos protetores (>16) com frequéncia de 37,5%, 100% e 25%,
respectivamente, contra BoHV-1. Ja contra 0 BoHV-5, as vacinas A, C e | ndo induziram
anticorpos, enquanto as outras induziram anticorpos em proporcao variavel dos animais (entre
10 e 100%). Apenas as vacinas E, F e H induziram titulos considerados protetivos contra
BoHV-5, com frequéncia de 25%, 100% e 37,5%, respectivamente.

Para 0 BVDV, as vacinas C e F induziram anticorpos contra as espécies virais testadas
(BVDV-1 e BVDV-2), com frequéncia entre 80 e 100%. Ja a vacina E produziu anticorpos
contra BVDV-1 com frequéncias de 100%, e frequéncia <20% contra BVDV-2. No que se
refere a titulos protetores (=60) apenas as vacinas C, E e F induziram titulos protetivos com
frequéncia de 55,5%, 12,5% e 42,8%, respectivamente, contra BVDV-1. Com relacdo a cepa
de BVDV-2, apenas as vacinas C e F apresentaram titulos protetores. A vacina C apresentou
frequéncia de anticorpos protetores de 100% contra BVDV-2, ja a vacina F apresentou

frequéncia de anticorpos protetores de 57,1% contra BVDV-2.
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Teste de adjuvantes

Os resultados dos testes de VN e o GMT de cada grupo vacinal contra o BoHV-1 e
BVDV-1 no D60 sdo apresentados na Tabela 5. Todas as formulagdes experimentais
induziram titulos neutralizantes detectaveis contra o BoHV-1 no D60, com frequéncia que
variou entre 30 e 100%. Essas formulagcdes continham os adjuvantes Emulsigen - DL 90
(DDA), Montanide ISA 201, Montanide ISA 660 VG, Hidroxido de aluminio + saponina,
Oleosa Biovet + saponina e Polygen (CpG). Dentre estas, quatro produziram titulos protetivos
contra 0 BoHV-1, mas apenas a formulagdo contendo o adjuvante Emulsigen - DL 90 (DDA)
conferiu titulos protetivos em todos os animais do grupo vacinal. Os demais grupos vacinais
com formulagdes contendo Montanide ISA 660 VG ou Oleosa Biovet + saponina ou Polygen
(CpG ODN) induziram titulos protetores com frequéncias de 22,2%, 30% e 20%,
respectivamente (Tabela 5). Nenhuma das formulac6es vacinais experimentais foi capaz de

induzir titulos neutralizantes detectaveis contra o BVDV no D60.

DISCUSSAO

Os resultados dos testes de vacinas comerciais demonstraram, em geral, resposta
sorolégica de maior magnitude nas vacinas contendo cepa atenuada de BoHV-1 (vacina F) e
na vacina contendo cepas de BVDV atenuado (vacina C). Esse resultado corrobora estudos
anteriores, pois este tipo de vacina induz uma resposta imunoldgica de magnitude maior em
relacdo as vacinas inativadas (MEEUSEN et al., 2007). Entretanto, vacinas atenuadas
apresentam riscos inerentes a presenca do agente infeccioso, como reversdo a viruléncia e
transmissdo transplacentaria e infeccdo fetal, entre outras, o que representa uma desvantagem
em relacdo as vacinas inativadas (SHAMS, 2005).

Quando refere-se ao BVDV, 0 uso de vacinas vivas modificadas deve ser tratado com
cautela, uma vez que o risco de reversdo a viruléncia da cepa vacinal pode causar
imunossupressdo e também infeccdo transplacentaria em animais gestantes (SHAMS, 2005;
RIDPATH, 2013). Se a infec¢do ocorrer no primeiro trimestre de gestacdo, ha o risco de
infeccdo do feto que pode resultar em animal persistentemente infectado (Pl) (RIDPATH,
2013; NEWCOMER et al., 2017). Por isso o uso de vacinas inativadas é comumente
empregado em programas de controle e erradicacdo, ja que possuem virus ndo replicativos em
sua formulacdo (RIDPATH, 2013; NEWCOMER et al., 2017).

As vacinas comerciais induziram resposta em niveis protetores apenas ap0s a segunda

dose vacinal. 1sso se explica, pois a maioria das vacinas testadas é composta por virus
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inativados, cujo protocolo de primovacinagdo recomenda duas doses iniciais. Com a
utilizacdo desse tipo de vacina, a resposta imune humoral, apds a primeira dose vacinal,
demora cerca de trés a quatro semanas para se estabelecer (CHASE, 2007). A concentracdo de
anticorpos aumenta ap6s 10 a 14 dias a partir da aplicacdo da primeira dose vacinal, porém
este aumento ocorre de forma lenta (CHASE, 2007). Portanto, como a maioria das vacinas
comerciais contra BoHV-1 e BVDV possuem cepas inativadas do virus, € fundamental
realizar o protocolo completo de primovacinagdo, de acordo com as instrugdes dos
fabricantes. Nesse sentido, supostas falhas vacinais frequentemente estdo associadas ao uso de
protocolos incompletos de vacinacdo, e ndo a falhas na qualidade das vacinas.

Em geral, a maioria das vacinas comerciais foram imunogénicas contra 0 BoHV-1,
produzindo titulos detectaveis no teste de VN. No entanto, apenas as vacinas E, F e H
induziram titulos protetivos (>16) contra o BoHV-1. O grupo imunizado com a vacina F
apresentou titulos protetivos em todos os animais vacinados. As vacinas E e H induziram
titulos >16 em 25% e 37,5% dos animais imunizados, respectivamente. Alguns paises
consideram aceitaveis titulos neutralizantes >8 em pelo menos 80% dos animais imunizados
com vacinas atenuadas contra o BoHV-1 (US Goverment Printing Office, 2014). Neste
contexto, as vacinas E e F induziram titulos neutralizantes em niveis e frequéncia
satisfatorios.

Tanto a vacina E quanto a F sdo compostas por BoHV-1 vivo modificado (modified
live virus - MLV), com diferenca na composicdo do adjuvante. Dentre as oito vacinas
contendo cepas de BoHV-1, apenas essas duas vacinas contém MLV. Esse tipo de vacina
induz resposta imune humoral e celular, pois a multiplicacdo do virus nas células do
hospedeiro induz a apresentacéo de antigenos virais pela via do MHC classe | e MHC classe
Il JONES & CHOWDHURY, 2007). Além disso, de 2 a 3 semanas ap0s a vacinacdo se
estabelece uma protecdo sistémica e de mucosa, por periodos prolongados de tempo (RUIZ-
SAENZ et al., 2009). Isto explica a resposta imune de maior magnitude em animais vacinados
com a vacina E e F, comparado aos imunizados com vacinas inativadas.

Embora o0 BoHV-5 esteja presente na formulacdo de apenas trés vacinas (A, D e H),
foi possivel detectar anticorpos neutralizantes contra este virus em seis das nove vacinas
testadas (B, D, E, F, G e H). Resultados semelhantes foram encontrados por Anziliero e
colaboradores (2015) em que, mesmo ndo contendo BoHV-5 nas formulagcGes vacinais, foi
possivel detectar anticorpos neutralizantes contra este virus em niveis similares aos

identificados contra BoHV-1. Isso se deve a grande similaridade antigénica entre BoHV-1 e
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BoHV-5, o0 que resulta em extensiva reatividade sorologica e neutraliza¢do cruzada (VOGEL
et al.,, 2002; VARELA et al., 2010). Assim, a necessidade de incluir esses dois virus nas
vacinas pode ser reavaliada, pois a protecéo induzida contra um desses agentes pode, em tese,
proteger contra o outro.

As vacinas contra BVDV disponiveis no mercado brasileiro sdo compostas por
suspensdo viral inativada, com excecdo de uma vacina contendo o virus vivo modificado
(vacina C) (BRASIL, 2019b). Além disso, nenhuma vacina comercial disponivel contém o
HoBiPeV em sua composi¢do (BRASIL, 2019b). Em nosso estudo, a resposta sorologica das
vacinas comerciais contra 0 BVDV foi indetectdvel na maioria das vacinas testadas. Este
perfil se repetiu quando realizada a detec¢do de anticorpos contra BVDV-1 e BVDV-2. Isto
indica que, nas condigdes do presente estudo, a maioria das vacinas comerciais contra BVDV
disponiveis no mercado ndo induzem titulos adequados (ou mesmo detectaveis) de anticorpos,
quando testadas no D60 apds o protocolo de primovacinagdo. No Brasil ha a circulacdo de
BVDV-1, BVDV-2 e HoBiPeV no rebanho bovino (FLORES et al., 2018), por isso, a grande
variabilidade genética entre esses virus, e uma baixa reatividade sorologica cruzada, confere
um obstaculo para a formulacéo vacinal e efetividade da resposta sorologica (BIANCHI et al.,
2011).

De forma preocupante, seis das nove vacinas comerciais testadas ndo induziram
atividade neutralizante detectavel para o BVDV-1. Além disso, sete vacinas ndo induziram
anticorpos neutralizantes contra o BVDV-2. Apenas as vacinas C e F produziram titulos
moderados a altos contra as espécies de pestivirus testadas. Com isso, observa-se que a
maioria das vacinas comerciais testadas ndo produz resposta soroldgica eficiente contra o
BVDV-1 e BVDV-2, conforme observado anteriormente por Anziliero e colaboradores
(2015). Apesar da falta de soroconversdo detectavel ao BVDV pela maioria das vacinas
comerciais, é possivel que a primovacinacdo tenha produzido células de meméria e que, apos
reestimulacdo antigénica, niveis detectaveis de anticorpos sejam observados. Para responder
tal, questdo, seria necessario revacinar esses animais com um intervalo maior (180 dias, por
exemplo) e investigar a magnitude da resposta anamnéstica.

Em resumo, a vacina com maior producdo de anticorpos neutralizantes protetivos
contra o BoHV-1 foi a vacina F, seguida pelas vacinas E e H, respectivamente. Quanto ao
BVDV, a vacina C foi melhor, seguida pelas vacinas F e E, respectivamente. Esses resultados
apontam a necessidade de revisdo na composicdo da maioria das vacinas comerciais

brasileiras. Uma das alternativas para potencializar o efeito dos antigenos contidos nas
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formulacbes vacinais € a utilizacdo de adjuvantes (BASTOLA et al.,, 2017). A busca por
novas formulagbes é constante e nos udltimos anos varios adjuvantes combinados sdo
utilizados (GARG et al., 2017).

O hidroxido de aluminio foi um dos primeiros adjuvantes utilizados em vacinas
(BURAKOVA et al., 2018) e a maioria das vacinas comerciais testadas no presente estudo (A,
B, D, E, G e I) utilizam esse adjuvante. O hidroxido de aluminio tem um 6timo perfil de
seguranga, no entanto induz uma producédo de anticorpos fraca a moderada contra o antigeno
associado (GUPTA, 1998). Isto se explica, pois ha uma forte ligacdo entre o antigeno e o
adjuvante contendo hidréxido de aluminio, que reduz a quantidade de antigeno eluido,
resultando em uma fraca producéo de anticorpos (HANSEN et al., 2007). Contudo, um estudo
realizado por LI et al. (2014) avaliou a atividade desse adjuvante contendo nano ou
microparticulas de hidroxido de aluminio. A producdo de anticorpos induzida por antigenos
adjuvados com nanoparticulas de hidroxido de aluminio foi maior e mais duradoura que a
resposta induzida a antigenos adjuvados com microparticulas. Sugere-se que as nanoparticulas
de hidroxido de aluminio facilitam a captacdo do antigeno pelas células APCs (LI et al.,
2014). Dentre as vacinas comerciais testadas, ndo foi possivel identificar qual composicéo ou
particulas de hidroxido de aluminio foi utilizada, mas € possivel identificar quais vacinas
contém adjuvantes combinados.

A fim de avaliar a eficacia de diferentes adjuvantes para formulagdes vacinais futuras,
testaram-se seis adjuvantes. Dentre eles, o Emulsigen — DL90 (DDA) induziu titulos
neutralizantes homogéneos dentro do grupo vacinal, e também em niveis protetivos (>16 )
contra 0 BoHV-1. Os demais grupos vacinais apresentaram titulos neutralizantes detectaveis,
porém os anticorpos protetivos foram observados com frequéncia abaixo de 50%,

O Emulsigen em combinacdo com DDA, principal agente imunoestimulador, induz
uma resposta de Thl e Th2, sendo frequentemente utilizado em vacinas de subunidade (VAN
DONKERSGOED et al., 1996; VAN ROOIJ et al., 2002; LI et al., 2006; ORESKOVIC et al.,
2019). Esse adjuvante induz uma forte resposta inflamatoria, com secrecdo de diferentes
citocinas e quimiocinas, ativando a resposta imune, recrutando neutrofilos no local da
administracdo, e causando uma rapida maturacdo e ativacdo de células dendriticas
(ORESKOVIC et al., 2019). A combinacdo entre Emulsigen e DDA, induz grande reacao
inflamatoria no local da aplicagdo, por causa do DDA. Devido a isso, alguns estudos buscam
alternativas para reduzir reacdes secundérias, sendo sugerido, por exemplo, o uso de CpG

ODN em combinagdo com Emulsigen para reduzir a reacdo inflamatoéria local apds a
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vacinacdo (IOANNOU et al., 2002). Essa combinacdo de adjuvantes ja foi testada contra o
virus da hepatite C (LI et al., 2006) e BVDV (LIANG et al., 2006), por exemplo. Além disso,
0 Emulsigen tem sido testado e utilizado em vacinas contra Toxoplasma gondii
(HISZCZYNSKA-SAWICKA et al.,, 2010), BoHV-1 (IOANNOU et al., 2002), virus da
Raiva (KAUR et al., 2010), BoHV-5 (DUMMER et al., 2014), dentre outros.

A auséncia de resposta neutralizante contra BVDV nos animais imunizados com as
vacinas experimentais pode estar relacionada a problemas na inativagdo do virus, resultando
em alteracOes na conformacédo de epitopos de glicoproteinas alvo de anticorpos neutralizantes
(BOLIN, 1993; NIEDERHAUSER et al., 2008), assim como verificado em estudos avaliando
a glicoproteina G5 do virus da raiva (NIEDERHAUSER et al., 2008). Por isso, alguns estudos
sugerem que o método de avaliacdo de anticorpos neutralizantes no soro de animais vacinados
com suspensdes inativadas ndo seja um indicador consistente de prote¢do contra todos o0s
tipos de infecgdes virais (NIEDERHAUSER et al., 2008; MACEDO et al., 2013). Porem,
ressalta-se que a protecdo induzida por vacinas inativadas baseia-se, preponderantemente, na
capacidade de estimular a producdo de anticorpos neutralizantes, que sdo importantes para a
neutralizacdo viral. Nesses casos, pode-se inferir que, vacinas inativadas que ndo induzem
anticorpos neutralizantes em niveis detectaveis provavelmente ndo séo protetoras.

O tratamento quimico ou fisico, usado para inativacdo viral, pode destruir epitopos
neutralizantes do virus, por meio de degradacdo das proteinas, durante a inativacéo,
resultando em uma fraca resposta de anticorpos neutralizantes e consequentemente baixa
protecdo (DELRUE et al., 2012; BURRELL et al.,, 2017). Embora existam estudos que
comprovem que o BEI, na concentracdo 1mM é um inativador adequado de suspensao viral
contendo BVDV (REFAIE et al., 2004), ndo pode-se descartar a possivel influéncia desse
agente inativador, na baixa soroconversao. Além disso, acredita-se que 0 mesmo processo de

inativacao e a massa antigénica possa ser inadequado para antigenos virais diferentes.

CONCLUSAO

Nas condicdes do presente estudo, a maioria das vacinas comerciais demonstrou uma
producdo de anticorpos neutralizantes insatisfatoria contra os virus testados. Apenas uma
vacina se destacou por induzir titulos neutralizantes satisfatdrios contra 0 BoHV e as espécies
de pestivirus bovino testadas. Além disso, o Emulsigen — DL90 (DDA) se mostrou mais
eficaz para inducdo de anticorpos neutralizantes contra o BoHV-1. Diante disso, sugere-se

que esse adjuvante possa ser incluido em formulacfes vacinais, optimizando-se parametros
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como concentragdo de adjuvante, inativacdo viral e composicdo da vacina (proporcao

adjuvante:antigeno), em protocolo de emulsificacao.
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Figura 1. Frequéncia de soroconversdo (%) contra herpesvirus e pestivirus bovino em animais
imunizados com diferentes vacinas comerciais.
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O soro de animais vacinados foi testado pela técnica de VN contra as seguintes cepas: A)
BoHV-1(Cooper); B) BoHV-5 (SV507/99); C) BVDV-1 (Singer); D) BVDV-2 (VS-
253).



Tabela 1. Vacinas comerciais avaliadas no presente estudo
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. . . Dose/ via de
Vacina Tipo Composicéo o y
administracao
BoHV-1, BoHV-5, BVDV-1, BVDV-2, cepas de
A . Leptospira spp., cepas de Campylobacter spp., 10mg
Inativada selenato de sodio, hidroxido de aluminio 10% e SML/SC
timerosal.
BoHV-1, BVDV-1, BVDV-2, cepas de Campylobacter
B Inativada  spp., cepas de Leptospira spp., Haemophilus somnus, e 5mL/SC
hidréxido de aluminio
C Viva BVDV-1 ncp, e BVDV-2 ncp 2mL/IM
BoHV-1, BoHV-5, BVDV-1, BVDV-2, cepas de
D Inativada  Leptospira spp., cepas de Campylobacter spp, selenato de ~ 5mL/SC/IM
sodio 10 mg/dose e hidréxido de aluminio 10%
Viva / Cepas liofilizadas de BoHV-1, PI3, BRSV. Solugéo
E . liquida contendo BVDV-1, BVDV-2 ncp e cp inativados, 5mL/IM
Inativada . . i
cepas de Leptospira spp. e hidroxido de aluminio
Viva / Cepas liofilizadas de BoHV-1, PI3, BRSV. Solugdo
F Inativada liquida contendo BVDV-1, BVDV-2 inativados, cepas de 5mL/SC
Leptospira spp. e adjuvante ISCOM com Amphigen.
BoHV, BVDV, PI3, BRSV, cepas de Leptospira spp.,
G Inativada  cepas de Campylobacter spp., hidroxido de aluminio , 5mL/SC
selenato de sodio 4,8 mg/mL e timerosal.
H Inativada BoHV—l_, BoHV-5, I?VDV,—l, BVDV—Z, cepas de EML/SC
Leptospira spp e emulsdo de 6leo mineral
I Inativada BoHV, BVDV, cepas de Leptospira spp., hidroxido de 5mL/SC

aluminio, selenato de s6dio 4,8 mg/mL e timerosal.

BVDV-1 = virus da diarreia viral bovina 1; BVDV-2 = virus da diarreia viral bovina 2; BoHV-1 =
alfaherpesvirus bovino 1; BoHV-5 = alfaherpesvirus bovino 5; PI3 = parainfluenza bovina tipo 3; BRSV = virus
respiratério sincicial bovino; ncp = ndo citopatico; cp = citopatico.



Tabela 2. Adjuvantes e composicao utilizados na formulacdo das vacinas experimentais
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Adjuvante Tipo Composigéo vacinal Referéncia Dose
http://mvpadjuvants.com/wp
. ) 0 ; _ z
Erll_wulmgen 90 Adjuvante oleoso (0/a)* com ZDOLA’ 9(ée (EDrBL'JAIS'g?gaiS content/uploads/2017/10/PH 2 EmL
icdo de nanoparticulas i - -Adjuvants-
adicdo d icul IB-17018-Ad] '
(DDA) 80% de suspenséo viral - -
Bulletin_Emulsigen-
DL90.pdf
0, idroxi
Hidroxido de  Adjuvante aquoso baseado i?u{:ﬁndig hldrozaldgnigz
aluminio +  em hidréxido de aluminio mais  80% suspenséo Formulacéo Biovet 2.5mL
saponina com adigdo de saponina viral 0 P
: 50 % de Montainde , .
:\gzntzez)nllde Adjuvante oleoso (a/o/a)? ISA 201 mais 50% de https.//wv_vw.§epp|c.com/mo 4mL
. ntanide-isa-w-0-w
suspensdo viral
Montanide Adjuvante oleoso (a/0)° gg;/o \d/GéE'\/Irr?gitgl néilt(j)i/ Isofe; Adjuvante experimental — 5mL
ISA 660 VG J > Ma 0 Biovet
suspensdo viral
- 3 _
Oleosa fo?rijj\éaggebc:s?:asga(gln?)éleo 80% de Oleosa Biovet
Biovet + mine?al com adicio de + saponina mais 20% Formulacdo Biovet 5mL
saponina saponina ¢ de suspensdo viral
http://mvpadjuvants.com/wp
. 10% de Polygen (CpG) -
?g::))gecr)]DN) Adjuvaer:]:epa:)c??;sécr)ot;aseado mais  90% de content/uploads/2017/10/PH 2.2mL

suspensdo viral

1B-17018-Adjuvants-
Bulletin_Polygen.pdf

L O/A = 6leo-em-agua;
2 AJO/A = agua-em-6leo-em-agua;
$A/O = 4gua-em-6leo;


http://mvpadjuvants.com/wp-content/uploads/2017/10/PHIB-17018-Adjuvants-Bulletin_Emulsigen-DL90.pdf
http://mvpadjuvants.com/wp-content/uploads/2017/10/PHIB-17018-Adjuvants-Bulletin_Emulsigen-DL90.pdf
http://mvpadjuvants.com/wp-content/uploads/2017/10/PHIB-17018-Adjuvants-Bulletin_Emulsigen-DL90.pdf
http://mvpadjuvants.com/wp-content/uploads/2017/10/PHIB-17018-Adjuvants-Bulletin_Emulsigen-DL90.pdf
http://mvpadjuvants.com/wp-content/uploads/2017/10/PHIB-17018-Adjuvants-Bulletin_Emulsigen-DL90.pdf
http://mvpadjuvants.com/wp-content/uploads/2017/10/PHIB-17018-Adjuvants-Bulletin_Emulsigen-DL90.pdf
https://www.seppic.com/montanide-isa-w-o-w
https://www.seppic.com/montanide-isa-w-o-w
http://mvpadjuvants.com/wp-content/uploads/2017/10/PHIB-17018-Adjuvants-Bulletin_Polygen.pdf
http://mvpadjuvants.com/wp-content/uploads/2017/10/PHIB-17018-Adjuvants-Bulletin_Polygen.pdf
http://mvpadjuvants.com/wp-content/uploads/2017/10/PHIB-17018-Adjuvants-Bulletin_Polygen.pdf
http://mvpadjuvants.com/wp-content/uploads/2017/10/PHIB-17018-Adjuvants-Bulletin_Polygen.pdf
http://mvpadjuvants.com/wp-content/uploads/2017/10/PHIB-17018-Adjuvants-Bulletin_Polygen.pdf
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Tabela 3. Resposta soroldgica neutralizante 60 dias apds a primeira dose vacinal contra
BoHV-1 e BoHV-5 em animais imunizados com vacinas comerciais

Vacina ,BoHV-l _ i BoHV-5 _
Reagentes Titulos (n° animais) GMT* Reagentes Titulos (n° animais) GMT*
A 0/8 <2(8) - 0/8 <2(8) -
B 8/9 <2(1); 2((3;)); 403:8 6/9 <2(3); 23); 42);8(1) 3
C 0/9 <2 (9) - 0/9 <2 (9) -
D 3/10 <2(7); 2(2); 4(1) 3 1/10 <2(9); 4(1) -
E 8/8 4(1); 8(4); 16(2); 64(1) 11 8/8 4(2); 8(4); 16(2) 8
F 717 16(3); 64(2); 128(2) 43 77 16(1); 32(3); 64(2); 128(1) 43
G 417 <2(3); 4(3); 8(1) 5 417 <2(3); 2(2); 4(2) 3
H gg 20) 4(1%;25(3%); 16(1: 818 2(3):8(2): 16(2);32(1) 7
| 2/6 <2(4); 2(1); 4(1) 3 0/6 <2)(6) -

*GMT = titulo médio geométrico. O GMT foi calculado por grupo vacinal no dia 60 ap6s a primeira
dose vacinal.
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Tabela 4. Resposta soroldgica neutralizante 60 dias ap6s a primeira dose vacinal contra o
BVDV-1 e BVDV-2 de animais imunizados com vacinas comerciais

BVDV-1 BVDV-2
Vacina CMT
. o . o -
Reagentes Titulos (n° animais) * Reagentes Titulos (n° animais) GMT
A 0/8 <5(8) - 0/8 <5(8) -
B 1/9 <5(8); 20(1) - 0/9 <5(9) -
10(1); 20(1); 40(2); 80(4); 80(3); 160(2); 320(2);
C 9/9 320(1) 54 9/9 640(2) 202
D 0/10 <5(10) - 0/10 <5(10) -
E 8/8 5(1):10(1); 20(2); 40@3); oy 18 <5(7): 5(1) :
80(1)
. . : <5(1); 20(1); 40(1); 80(2);
F 717 10(1); 20(2); 40(1); 80(3) 36 6/7 160(1): 320(1) 80
G 0/7 <5(7) - 0/7 <5(7) -
H 0/8 <5(8) - 0/8 <5(8) -
| 0/6 <5(6) - 0/6 <5(6) -

*GMT = titulo médio geométrico. O GMT foi calculado por grupo vacinal no dia 60 apés a
primeira dose vacinal.
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Tabela 5. Resposta soroldgica neutralizante 60 dias apds a primeira dose vacinal utilizando
vacinas experimentais com cepas de BoHV-1 e BVDV-1 associadas com diferentes

adjuvantes
BoHV-1 BVDV-1
Adjuvante . o Reagente  Titulos (n° GM
Reagentes Titulos (n° animais) GMT s animais) T

Emulsigen - DL 90 , i
(DDA) 9/9 16(6); 32(3) 20 0/9 <5(9)
Hidroxido de
aluminio + 7/10 <2(3); 2(4); 4(3) 3 0/10 <5 (10) -
saponina
prontainde1SA 3110 <2(7); 2(3) 2 010 <5 (10) i
Montanide ISA 2(2); 4(2); 8(2); 16(1); i
660 VG 9/9 32(2) 7 0/9 <5(9)
Oleosa Biovet + 9/10 <2(1); 2(1); 4(2); §(3); 11 0/10 <5 (10 -
saponina 32(2); 128(1) (10)
Polygen — (CPG o0 <2(1). 4(3): 8(4):16(2) 7 010 <5 (10) i

ODN)
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4 CONCLUSAO

Nas condi¢cdes do presente estudo, foi possivel observar que a maioria das vacinas
comerciais demonstrou uma producdo de anticorpos neutralizantes insatisfatéria contra os
virus testados. Apenas uma vacina se destacou por induzir titulos neutralizantes satisfatorios
contra 0 BoHV e as espécies de pestivirus bovino testadas.

O Emulsigen — DL90 (DDA) se mostrou mais eficaz para indugdo de anticorpos
neutralizantes contra BoHV-1. Diante disso, sugere-se que esse adjuvante possa ser incluido
em formulagdes vacinais, optimizando-se parametros como concentragdo de adjuvante,
inativacdo viral e composicdo da vacina (proporcdo adjuvante:antigeno), em protocolo de

emulsificagéo.
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ANEXO A — Grupos imunizados com nove vacinas comerciais e valores individuais na
neutralizacéo viral no D60.

(Continua)
Dia 60
N® | Brinco | GrupoVacinal [BVDV-1| BVDV-2 HoBi BoHV-1 BoHV-5
(singer) (VS253) (357/03) (Cooper) (507/99)
1 7006 A <5 <5 <5 <2 <2
2 | 7014 A <5 <5 <5 <2 <2
3 7015 A <5 <5 <5 <? <2
4 7045 A <5 <5 <5 <2 <2
5 7050 A <5 <5 <5 <2 <2
6 7093 A <5 <5 <5 <2 <2
9 | 7141 A <5 <5 <5 <2 <2
10 | 7150 A <5 <5 <5 <2 <2
11 | 7017 B 20 <5 <5 8 8
12 | 7023 B <5 <5 <5 <2 <2
13 | 7070 B <5 <5 <5 4 2
14 | 7074 B <5 <5 <5 2 <2
15 | 7079 B <5 <5 <5 2 2
16 7090 B <5 <5 <5 8
17 7106 B <5 <5 <5 2 <2
18 7130 B <5 <5 <5 4
19 | 7172 B <5 <5 <5 4
20 | 7036 C 320 >640 160 <2 <2
21 | 7040 C 80 80 40 <2 <2
22 | 7042 C 40 80 40 <2 <2
23 | 7044 C 10 80 5 <2 <2
24 | 7076 C 80 160 40 <2 <2
25 | 7097 C 80 320 40 <2 <2
26 | 7120 C 40 160 40 <2 <2
27 | 7127 c 20 320 10 <2 <2
28 | 7175 c 80 >640 160 <2 <2
29 | 7033 D <5 <5 <5 <2 <2
30 7064 D <5 <5 <5 <2 <2
31 | 7066 D <5 <5 <5 <2 <2
32 | 7075 D <5 <5 <5 4 4
33 7077 D <5 <5 <5 <2 <2
34 7084 D <5 <5 <5 <2 <2
35 | 7121 D <5 <5 <5 <2 <2
36 | 7126 D <5 <5 <5 <2 <2
37 | 7134 D <5 <5 <5 2 <2
38 | 7166 D <5 <5 <5 <2
39 | 7028 E 5 <5 <5 4
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(concluséo)

N° | Brinco | GrupoVacinal |[BvVDV-1| BVDV-2 HI(D):Bai = BoHV-1 BoHV-5
(singer) (VS253) (357/03) (Cooper) (507/99)
40 | 7030 E 80 <5 20 8 4
41 | 7043 E 40 <5 10 64 16
42 | 7058 E 40 <5 10 8 8
43 | 7099 E 40 <5 20 16 16
44 | 7110 E 10 <5 5 16
45 | 7118 E 20 <5 10
46 | 7145 E 20 5 10
47 | 7007 F 80 <5 80 16 32
48 | 7038 F 20 20 10 64 64
49 | 7051 F 20 40 10 64 32
50 | 7089 F 10 80 5 16 32
51 | 7128 F 80 160 160 128 64
52 | 7164 F 80 320 10 128 128
53 | 7165 F 40 80 20 16 16
54 | 7020 G <5 <5 <5 <2 2
55 7025 G <5 <5 <5 <2 <2
56 | 7052 G <5 <5 <5 4 4
57 | 7069 G <5 <5 <5 4 2
58 | 7095 G <5 <5 <5 4 <2
59 | 7156 G <5 <5 <5 8 4
60 7158 G <5 <5 <5 <2 <2
61 | 7031 H <5 <5 <5 8 16
62 | 7072 H <5 <5 <5 2 2
63 | 7082 H <5 <5 <5 4 16
64 | 7086 H <5 <5 <5 8
65 | 7094 H <5 <5 <5 2
66 | 7102 H <5 <5 <5 32 32
67 | 7133 H <5 <5 <5 2
68 | 7142 H <5 <5 <5 16
69 7037 | <5 <5 <5 <2 <2
70 7107 | <5 <5 <5 <2 <2
71 7112 | <5 <5 <5 <2 <2
72 7113 | <5 <5 <5 <2 <2
73 | 7124 | <5 <5 <5 4 <2
74 | 7136 | <5 <5 <5 <2
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ANEXO B - Grupos imunizados com seis vacinas experimentais associadas com

diferentes adjuvantes e valores individuais da neutralizag¢éo viral no D60.

(Continua)
N Grupo Brinco D60 pos imunizacao
BoHV-1 BVDV-1
1 Emulsigen - DL 90 (DDA) 7108 32 <5
2 Emulsigen - DL 90 (DDA) 7114 16 <5
3 Emulsigen - DL 90 (DDA) 7135 16 <5
4 Emulsigen - DL 90 (DDA) 7138 16 <5
5 Emulsigen - DL 90 (DDA) 7146 16 <5
6 Emulsigen - DL 90 (DDA) 7156 32 <5
7 Emulsigen - DL 90 (DDA) 7160 16 <5
8 Emulsigen - DL 90 (DDA) 7162 16 <5
9 Emulsigen - DL 90 (DDA) 7172 32 <5
10 Hidréxido de aluminio + Saponina 7104 0 <5
11 Hidréxido de aluminio + Saponina 7112 2 <5
12 Hidréxido de aluminio + Saponina 7115 2 <5
13 Hidréxido de aluminio + Saponina 7121 4 <5
14 Hidroxido de aluminio + Saponina 7129 2 <5
15 Hidroxido de aluminio + Saponina 7136 0 <5
16 Hidroxido de aluminio + Saponina 7153 2 <5
17 Hidroxido de aluminio + Saponina 7154 0 <5
18 Hidroxido de aluminio + Saponina 7166 4 <5
19 Hidroxido de aluminio + Saponina 7188 4 <5
20 Montanide ISA 201 7101 0 <5
21 Montanide ISA 201 7116 2 <5
22 Montanide ISA 201 7120 0 <5
23 Montanide ISA 201 7123 0 <5
24 Montanide ISA 201 7127 2 <5
25 Montanide ISA 201 7137 0 <5
26 Montanide ISA 201 7140 0 <5
27 Montanide ISA 201 7150 0 <5
28 Montanide ISA 201 7178 2 <5
29 Montanide ISA 201 7195 0 <5
30 Montanide ISA 660 VG 7133 2 <5
31 Montanide ISA 660 VG 7151 16 <5
32 Montanide ISA 660 VG 7163 4 <5
33 Montanide ISA 660 VG 7164 8 <5
34 Montanide ISA 660 VG 7168 32 <5
35 Montanide ISA 660 VG 7170 4 <5
36 Montanide ISA 660 VG 7174 32 <5
37 Montanide ISA 660 VG 7181 8 <5
38 Montanide ISA 660 VG 7184 <5




(Conclusao)

No

Grupo

Brinco

D60 pds imunizagao

BoHV-1 BVDV-1
39 Oleosa Biovet + Saponina 7109 4 <5
40 Oleosa Biovet + Saponina 7118 4 <5
41 Oleosa Biovet + Saponina 7134 0 <5
42 Oleosa Biovet + Saponina 7141 32 <5
43 Oleosa Biovet + Saponina 7142 32 <5
44 Oleosa Biovet + Saponina 7144 8 <5
45 Oleosa Biovet + Saponina 7158 128 <5
46 Oleosa Biovet + Saponina 7171 8 <5
47 Oleosa Biovet + Saponina 7185 8 <5
48 Oleosa Biovet + Saponina 7186 2 <5
49 Polygen (CpG) 7107 16 <5
50 Polygen (CpG) 7111 8 <5
51 Polygen (CpG) 7117 4 <5
52 Polygen (CpG) 7122 4 <5
53 Polygen (CpG) 7128 8 <5
54 Polygen (CpG) 7149 0 <5
55 Polygen (CpG) 7152 4 <5
56 Polygen (CpG) 7159 8 <5
57 Polygen (CpG) 7176 8 <5
58 Polygen (CpG) 7177 16 <5




