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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

IMUNOGENICIDADE DE VACINAS INATIVADAS CONTRA O HERPESVIRUS
BOVINO TIPO 1 (BoHV-1) E VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA (BVDV) EM
BOVINOS E COBAIOS
AUTORA: LETICIA FRI1ZZO DA SILVA
ORIENTADOR: EDUARDO FURTADO FLORES
Santa Maria, 8 de maio de 2006.

O presente estudo descreve a avaliacdo de cobaios como modelo experimental para testes de imunogenicidade de
antigenos inativados do herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e do virus da diarréia viral bovina (BVDV); e um
teste de vacinas comerciais em bovinos. O teste em cobaios foi realizado com uma formulacdo experimental
inativada contendo antigenos do BoHV-1 e BVDV. Bovinos (n=10) e cobaios (n=60) foram imunizados duas
vezes, com intervalo de 28 dias e testados para a presenga de anticorpos neutralizantes 28 dias ap6s a segunda
dose. Os bovinos foram imunizados com a dose recomendada para a espécie (5mL), enquanto os cobaios foram
distribuidos em seis grupos e imunizados com doses fracionadas (0,005mL a 1,6mL). Quando testados frente ao
BoHV-1, doses equivalentes a 1/16 (0,320mL) e 1/8 (0,640mL) da dose bovina induziram nos cobaios titulos
médios geométricos (GMTSs) de anticorpos neutralizantes de 6,56 e 7,46 respectivamente. Esses titulos foram
estatisticamente semelhantes (P>0,05) ao GMT do grupo de bovinos (GMT:8). Para 0 BVDV, nenhuma relacéo
reciproca entre os titulos neutralizantes dos cobaios e bovinos pode ser estabelecida. O GMT (38) do grupo de
bovinos foi superior aos GMTSs de todos os grupos de cobaios (P<0,05). Esses resultados confirmam a adequacéo
dessa espécie para a avaliacdo da resposta sorolégica induzida por imundgenos inativados do BoHV-1 e indicam
que futuros ajustes sdo necessarios para se determinar doses em cobaios que induzam titulos equivalentes aos
dos bovinos frente ao BVDV. Na segunda etapa do trabalho, avaliou-se o potencial imunogénico de seis vacinas
comerciais inativadas disponiveis em mercado no Brasil: uma vacina brasileira (BR), uma produzida nos Estados
Unidos (US), duas no Uruguai (URL e UR2) e duas na Argentina (ARG1 e ARG2). Para isso, 57 bovinos foram
imunizados duas vezes (dias 0 e 21) e testados para presenga de anticorpos neutralizantes frente ao BoHV-1,
BoHV-5 e BVDV, 21 dias ap6s a segunda dose. A vacina US foi a mais imunogénica e induziu titulos
neutralizantes (2 a >256, GMT:38) superiores as demais (P<0,05). A vacina UR1 induziu titulos neutralizantes
(2 a 2256, GMT:20,2) de magnitude superior aos induzidos pelas vacinas BR (2 a 32, GMT:8,7), UR2 (4 a 32,
GMT:7,3), ARGL1 (<2 a 16, GMT:10) e ARG2 (2 a 16, GMT:6,3) (P<0,05), que n&o diferiram entre si (P>0,05).
Os titulos neutralizantes anti-BoHV-5 foram inferiores aos anti-BoHV-1 em todos 0s grupos vacinais, porém nos
grupos BR, ARG1 e ARG2 essas diferengas ndo foram significativas (P>0,05). Somente os bovinos imunizados
com a vacina US soroconverteram ao BVDV em titulos entre 5 e >320 (BVYDV-1) e entre <5 e 80 (BVDV-2). A
falha da maioria das vacinas em induzir niveis adequados de anticorpos indica a necessidade de se reavaliar os
critérios para a producéo, licenciamento e/ou importac&do de vacinas contra esses virus.

Palavras-chave: vacinas, herpesvirus bovino tipo 1, BoHV-1, virus da diarréia viral bovina, BVDV, modelo

experimental, cobaios.
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IMMUNOGENICITY OF BOVINE HERPESVIRUS TYPE 1 (BoHV-1) AND BOVINE
VIRAL DIARRHEA VIRUS (BVDV) INACTIVATED VACCINES IN CATTLE AND
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AUTHOR: LETICIA FRIZZO DA SILVA
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The present study describes the evaluation of guinea pigs as a model to test bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1)
and bovine viral diarrhea virus (BVDV) inactivated vaccines; and a test of immunogenicity of commercial
vaccines in cattle. Guinea pigs (60) and calves (10) were immunized twice with a 28 days interval and tested for
virus neutralizing (VN) antibodies. Calves were immunized with the recommended dose (SmL), while the guinea
pigs were distributed in six groups and immunized with fractionated doses (0.005 to 1.6mL). Guinea pigs
immunized with 1/16 (0.320mL) and 1/8 (0.640mL) of the bovine dose developed BoHV-1 VN titers (GMTs) of
6.56 and 7.46, respectively. These titers were equivalent to the titers developed by calves (GMT:8) (P>0.05). In
contrast, it was not possible to establish equivalent serological responses to BVDV between guinea pigs and
cattle. The GMT (38) developed by the bovine group was higher than all guinea pigs groups (P<0,05). These
data indicate that guinea pigs are adequate models for evaluation of serological response induced by BoHV-1
inactivated vaccines. Futures studies are needed to adjust the vaccine dose that would induce in guinea pigs an
serological response to BVDV equivalent to that in cattle. The second part of this study evaluated the
immunogenicity of six commercial vaccines available in Brazil: a Brazilian (BR), one produced in the United
States (US), two in Uruguay (UR1 and UR2) and Argentina (ARG1 and ARG2). To this purpose, fifty-seven
calves were immunized twice (days 0 and 21) and tested for BoHV-1, BoHV-5 and BVDV VN antibodies. The
US vaccine was the most immunogenic and induced VN titers higher than the others (2 a >256, GMT:38)
(P<0.05). The UR1 vaccine induced VN titers (2 to 2256, GMT:20,2) higher than those induced by the BR (2 a
32, GMT:8.7), UR2 (4 a 32, GMT:7.3), ARGI (<2 a 16, GMT:10) e ARG2 (2 a 16, GMT:6.3) vaccines
(P<0.05); which were not different among them (P>0.05). The BoHV-5 VN titers were lower than BoHV-1 in all
groups; however in BR, ARG1 and ARG2 groups, these differences were no significant (P>0.05). Only the
calves immunized with the US vaccine seroconverted to BVDV and this vaccine induced titers between 5 and
>320 (BVDV-1) and <5 and 80 (BVDV-2). The low titers induced by most vaccines indicate the need for

reviewing the criteria for licensing and/or import of vaccines against these viruses.

Key words: vaccines, bovine herpesvirus type 1, BoHV-1, bovine viral diarrhea virus, (BVDV), experimental

model, guinea pigs.
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1. INTRODUCAO

As infecgdes pelos herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e virus da diarréia viral bovina
(BVDV) sdo endémicas na maioria dos paises do mundo. A alta prevaléncia dessas infeccdes,
em combinagdo com as perdas reprodutivas e as mas condi¢cdes de sanidade dos rebanhos
atingidos resultam em perdas econémicas significativas para a bovinocultura desses paises.
Consequentemente, esforcos para controlar ou mesmo erradicar essas infec¢bes tém sido
sistematicamente empregados (LINDBERG & HOUE, 2005; VAN DRUNEN LITTEL-VAN
DEN HURK, 2006).

Uma variedade de vacinas para o controle desses virus encontra-se disponivel. As
vacinas comumente utilizadas incluem formulagBes inativadas do virus ou virus vivo
modificado [MLV] (VAN OIRSCHOT et al., 1999; VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN
HURK, 2006). Essas vacinas podem conter antigenos de um sé agente ou a combinacgédo de
antigenos dos virus envolvidos no complexo das doencas respiratorias dos bovinos (BRD)
e/ou em perdas reprodutivas. As formula¢cdes mais comuns incluem antigenos do BoHV-1,
BVDV, virus sincicial respiratorio bovino (BRSV), virus da parainfluenza tipo 3 (PI3V)
(FULTON et al., 1995; PETERS et al., 2004).

Em geral, as vacinas atenuadas tém induzido niveis superiores de protecdo contra o
BoHV-1 e BVDV do que as vacinas inativadas (BOSCH et al., 1996, VAN OIRSCHOT et al.,
1999; KOVACS et al., 2003; PATEL, 2005a), porém nio sdo totalmente seguras e podem
estar associadas a abortos e reversdo da viruléncia (BOLIN, 1995). Em consequéncia disso,
uma tendéncia para o desenvolvimento de vacinas ndo replicativas tem sido observada na
indUstria de bioldgicos. Dentre essas, destacam-se as vacinas de subunidade, vacinas de DNA
e RNA e vacinas recombinantes utilizando vetores virais. As abordagens para eleicdo do
antigeno a ser deletado ou o imunogénico tém como alvo principal as glicoproteinas E (gE) e
D (gD) do BoHV-1 (KERKHOFS et al., 2003; TOUSSAINT et al., 2005) e a glicoproteina de
envelope E2 (E2/gp53) do BVDV (BRUSCHKE et al., 1999; ELAHI et al., 1999; NOBIRON
et al., 2005).

1.1 Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1)
O BoHV-1 pertence a familia Herpesviridae, a subfamilia Alphaherpesvirinae e ao
género varicellovirus (ROIZMANN et al., 1992). O BoHV-1 € um virus neurotropico que esta

associado a uma variedade de afeccdes clinicas, incluindo rinotraqueite (IBR), conjuntivite,
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infeccdes genitais e abortos (ENGELS & ACKERMANN, 1996). A infeccdo € mais severa
em animais jovens, nos quais estd geralmente associada com a BRD ou “febre dos
transportes” (YATES, 1982). Em animais adultos, a infeccdo pelo BoHV-1 resulta geralmente
em infecgdes mais brandas, porém, freqlientemente associadas com reducdo da fertilidade e
abortos (ENGELS & ACKERMANN, 1996). Apo6s infeccdo aguda, o BoHV-1 € capaz de
estabelecer infeccdo latente nos ganglios sensoriais e autonémicos, cuja reativacdo € um
importante mecanismo de manutencdo e disseminacgdo do virus na natureza (JONES, 1998).

Um fator determinante no controle da infeccdo pelo BoHV-1 é evitar a disseminacgao
do virus no rebanho e, conseqlientemente, o estabelecimento da laténcia. A vacinagdo
portanto, alem de prevenir a doenca clinica, deve reduzir a excrecdo viral em animais
infectados pela primeira vez e a re-excre¢cdo em animais latentemente infectados (VAN
DRUNEN LITTEL-VAN DEN HURK, 2006). No entanto, nenhuma vacina atualmente
disponivel contra o BoHV-1 é totalmente efetiva em prevenir a infeccdo priméaria e o
estabelecimento de laténcia (PATEL, 2005a;b). Nesse sentido, programas de erradicacdo do
BoHV-1 devem adotar medidas rigorosas de controle, incluindo além de vacinag6es repetidas,
a remocao dos bovinos soropositivos (POSPISIL et al., 1996). Na Alemanha, o programa de
erradicacdo do BoHV-1 é fundamentado em dois preceitos: eliminacdo dos soropositivos e
imunizacdo com vacinas convencionais em regides com baixa prevaléncia e vacinas
diferenciais em regides com alta prevaléncia (VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN HURK,
2006).

A auséncia de uma vacina totalmente efetiva no controle do BoHV-1 esta relacionada
a diferentes fatores. Neonatos sdo altamente susceptiveis a infec¢do pelo BoHV-1 no periodo
entre 0 nascimento e o desmame. Nessa fase, além de possuirem um sistema imunoldgico
imaturo para montar uma resposta em nivel de Thl, os anticorpos maternais interferem na
eficacia das vacinas convencionais vivas e inativadas (HOLT, 2003). Além disso, para ser
efetiva, a vacinacdo contra o BoHV-1 deve atuar nos dois aspectos da resposta imunoldgica:
humoral e celular. BABIUK et al. (1996) sugerem que anticorpos neutralizantes sdo efetivos
na prevencdo da infeccdo secundéria e rapida eliminacdo do virus apo6s a reativagdo da
infeccdo latente, enquanto a imunidade mediada por células esta associada a recuperacao da
infeccdo primaria pelo BoHV-1. No entanto, a maioria das vacinas disponiveis sdo somente
inativadas ou atenuadas. Alguns estudos demonstram que vacinas inativadas induzem
imunidade  predominantemente  humoral, enquanto  vacinas vivas estimulam

predominantemente a imunidade celular (BOSCH et al., 1996). Somente recentemente a
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combinacédo de antigenos de virus inativado e virus vivo na mesma vacina tém sido sugerida
(FULTON et al., 2003a; KERKHOFS et al., 2003).

Apesar de muitas vacinas disponiveis induzirem titulos de anticorpos neutralizantes de
magnitude elevada, nenhuma relacdo entre titulos neutralizantes e protecéo frente ao BoHV-1
esta estabelecida (PATEL, 2005a). Os resultados dos estudos sdo contraditorios. POSPISIL et
al. (1996) demonstraram que titulos entre 32 e 128, induzidos por vacinas inativadas,
conferiram protecdo da infeccdo respiratdria e intra-uterina. Porém, titulos semelhantes ou
superiores variaram em nivel de protecdo, tanto no que diz respeito a reducdo da excrecao
viral como dos sinais clinicos (BOSCH et al., 1996; PATEL, 2005b). Por outro lado,
FLORES et al., (1993) demonstraram que titulos entre <2 e 4, induzidos por uma vacina de
virus vivo recombinante, conferiram protecdo satisfatoria perante desafio. Resultados
promissores foram obtidos a partir da combinacéo de antigenos de virus inativado e MLV em
diferentes protocolos de imunizagdo. Em todos os protocolos testados, a vacina inativada foi
responsavel pelos melhores indices de proliferacdo linfocitaria e reducdo da excrecédo viral
(KERKHOFS et al., 2003).

Varios paises europeus ja erradicaram o BoHV-1 (Noruega, Dinamarca, Austria,
Suécia, Suica, Finlandia) enquanto outros estdo implementando programas para a erradicacao
(Alemanha). Paralelamente a esses programas, surgiram as vacinas diferenciais, que permitem
a distincdo entre animais vacinados e infectados naturalmente, sendo essas fundamentais para
0 sucesso da erradicagdo (VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN HURK, 2006). Resultados
promissores ja foram obtidos com vacinas diferencias contra 0 BoHV-1. Prote¢do clinica e
reducdo da excrecdo viral foram induzidos por vacinas recombinantes deletadas nos genes das
glicoproteinas C (gC-) (FLORES et al., 1993) e E (gE-) (KAASHOEK et al., 1995), bem
como por uma vacina de subunidade baseada na glicoproteina D (gD) (VAN DRUNEN
LITTEL-VAN DEN HURK et al., 1994). Atualmente encontram-se disponiveis vacinas
deletadas no gene da glicoproteina E (gE) nas formulacGes viva e inativada, e sdo
amplamente utilizadas na Europa (VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN HURK, 2006).
Acompanhando essas vacinas, varios testes de diagnostico baseados na detecgdo de anticorpos
contra a gE estdo disponiveis para monitorar os rebanhos (VAN OIRSCHOT et al., 1997).

No Brasil, pesquisas destinadas a elaboracdo de uma vacina diferencial contra o
BoHV-1 também estdo sendo realizadas. Uma vacina de virus recombinante (gE-)
demonstrou atenuacdo, imunogenicidade e efeito protetor frente ao desafio com o virus
homdlogo e subseqiiente reativagdo (FRANCO et al., 2002a;b). Posteriormente, verificou-se

que essa vacina é segura para ser utilizada em fémeas gestantes e que o virus vacinal ndo se
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dissemina horizontalmente no rebanho (SPILKI et al., 2005), porém confere protecao limitada
frente ao desafio com BoHV-5 (SILVA et al., 2006).

Vacinas de DNA apresentam algumas vantagens quando comparadas com oS
imunogenos atenuados convencionais. Essas vacinas ndo sdo propensas a contaminages com
outros virus, induzem uma resposta imunolédgica em nivel de Th1/Th2 balanceada e induzem
imunidade em neonatos, mesmo na presenca de anticorpos adquiridos passivamente
(BABIUK et al. 2003). No entanto, vacinas de DNA contra o BoHV-1 ainda sdo pouco
imunogénicas. Em conseqliéncia disso, novas abordagens visando ampliar o potencial
imunogénico dessas vacinas tém sido adotadas. A revacinagdo com uma vacina inativada gE-
de bovinos previamente imunizados com uma vacina de DNA expressando a gD conferiu
titulos significativamente superiores aos obtidos nos bovinos imunizados somente com a
vacina de DNA (TOUSSAINT et al., 2005). Uma amplificacdo da resposta imunologica
também foi demonstrada a partir da imunizacdo de camundongos com plasmidios
expressando a gD truncada fusionada com a proteina do tegumento VP22 (ZHENG et al.,
2005).

1.2 Virus da diarréia viral bovina (BVDV)

O BVDV é um virus pertencente a familia Flaviviridae e ao género pestivirus
(HORZINEK, 1991). Existem dois gendtipos predominantes, o BVDV-1 e o0 BVDV-2, e
dentro do gendtipo BVDV-1 existem os subgenotipos BVDV-1a e BVDV-1b (RIDPATH &
BOLIN, 1998). O BVDV possui ainda os biotipos citopatico e ndo citopatico, de acordo com
o efeito viral em cultivo celular (LINDENBACH & RICE, 2001). A infeccdo pelo BVDV
pode resultar em diferentes afeccdes, que variam desde infeccdes subclinicas até doenca
severa, envolvendo um ou mais 6rgdos ou sistemas. Historicamente, o0 BVDV foi associado
com enfermidade do trato digestivo relacionada a alta mortalidade. Atualmente, 0 BVDV esta
mais frequentemente associado a enfermidade respiratdria e infeccdo fetal (BAKER, 1995).
Dependendo da idade do feto exposto, a infeccdo pelo BVDV pode resultar em abortos,
natimortos, malformacdes congénitas e animais persistentemente infectados (PI). Animais Pl
excretam continuamente o virus, constituindo-se a principal fonte de manutencdo e
transmisséo da infecgcdo nos rebanhos (BROWNLIE, 1991; BAKER, 1995).

A escolha da estratégia mais adequada para a profilaxia e controle da infeccdo pelo
BVDV depende basicamente das condi¢Bes especificas de cada rebanho. Em geral, essas
estratégias consistem na prevencdo da entrada de animais Pl e/ou remocdo desses das
propriedades, alem da utilizacdo de vacinas (VAN OIRSCHOT et al., 1999; FULTON &
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BURGE, 2001). Entretanto, as unicas abordagens que tém sido bem sucedidas na reducgéo do
impacto decorrente da infeccdo pelo BVDV séo aquelas onde se da énfase a medidas de
biosseguranca em geral, com ou sem o0 uso de vacinas (LINDBERG, 2003).

O objetivo principal da vacinacdo deve ser a prevencgdo da infecgdo transplacentaria,
conseqiientemente das perdas reprodutivas, e a geracdo de animais Pl (VAN OIRSCHOT et
al., 1999; LINDBERG, 2003). No entanto, existe um certo ceticismo com relacdo a eficacia
das vacinas contra 0 BVDV. Em muitos paises europeus, a vacinacdo tem sido utilizada ha
pelo menos quatro décadas, sem nenhuma reducdo perceptivel da prevaléncia da infeccdo
(O’ROURKE, 2002). Além disso, o uso indiscriminado de vacinas contra o0 BVDV-1 pode ter
resultado na evolucdo, emergéncia e disseminacdo do BVDV-2, inicialmente nos Estados
Unidos e posteriormente na Europa (MOENNIG et al., 2005a).

Vaérios fatores tém sido associados a falta de uma vacina totalmente efetiva para o
controle do BVDV. A espécie BVDV abrange um grupo heterogéneo de virus que variam em
suas caracteristicas antigénicas, bioldgicas e viruléncia. Enquanto benéfica para a
sobrevivéncia viral, a diversidade antigénica gera implicacdes praticas para o diagndstico,
produgdo de vacinas e programas de controle da enfermidade (BOTTON et al., 1998;
FLORES et al., 2002; FULTON et al., 2003b). Os dois genotipos predominantes, BVDV-1 e
BVDV-2, sdo antigenicamente distintos, sobretudo na regido da glicoproteina E2/gp53
(PELLERIN et al., 1994). A E2/gp 53 € a principal glicoproteina do virion e esta envolvida na
inducdo de anticorpos neutralizantes e protecdo (DONIS et al., 1995). Por isso, a reatividade
soroldgica e a protecéo cruzada entre BVDV-1 e BVDV-2 séo geralmente muito baixas, o que
prejudica a eficécia das vacinas (FLORES et al., 2000).

Os programas de vacinacdo adotados até recentemente tém utilizado imundgenos
contendo predominantemente o genétipo BVDV-1. A emergéncia ou reemergéncia do
genotipo BVDV-2 questiona o potencial dessas vacinas em induzirem anticorpos que
neutralizem o BVDV-2. Estudos demonstraram que vacinas convencionais induzem titulos
superiores para o genétipo homdélogo (BVDV-1) do que para o gendtipo heterdlogo (BVDV-
2) (FULTON & BURGE, 2001; VOGEL et al., 2002). Portanto, as vacinas obrigatoriamente
deveriam conter amostras virais de ambos 0s genotipos e representativas dos isolados locais,
para assim reagir com uma gama maior de isolados de BVDV (FLORES et al., 2005).

Outro aspecto a ser superado é a elucidacdo dos mecanismos imunoldgicos
relacionados & protecdo contra o BVDV. Provavelmente, diferentes mecanismos estéo
relacionados com a protecdo da infeccdo pdés-natal e congénita (VAN OIRSCHOT et al.,

1999). Anticorpos neutralizantes parecem estar envolvidos na prevencéo da infeccdo pos-natal
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(BOLIN & RIDPATH, 1996), enquanto sugere-se que a imunidade mediada por ceélulas
desempenhe um papel importante no mecanismo de protecao fetal (CORTESE et al., 1998;
PATON et al., 1999).

As vacinas utilizadas no controle do BVDV geralmente incluem formulagdes
inativadas ou MLV (VAN OIRSCHOT et al., 1999). Diversos trabalhos tém demonstrado que
apesar de vacinas inativadas freqiientemente induzirem titulos de anticorpos neutralizantes de
maior magnitude, essas conferem protecdo fetal apenas parcial (BROWNLIE et al., 1995;
BRUSCHKE et al., 1999, VOGEL et al., 2001). Protecdo fetal completa com o uso de uma
vacina comercial inativada composta de antigenos do BVDV-1 ja foi relatada. Entretanto,
nesse estudo, a protecdo frente ao desafio com amostras do gendtipo BVDV-2 nao foi
avaliada (PATEL et al., 2002).

Vacinas atenuadas tém se mostrado mais eficazes em conferir protecéo intra-uterina
contra 0 BVDV. A protecdo da infeccdo congénita tem sido associada a imunidade em nivel
celular induzida por essas vacinas (CORTESE et al., 1998; VAN OIRSCHOT et al., 1999;
KOVACS et al., 2003). Protecdo fetal completa ja foi demonstrada em ovinos ap6s
imunizagOes com amostras de BVDV-1 e BVDV-2 atenuadas experimentalmente (BRUM et
al., 2002). No entanto, nenhuma vacina convencional atualmente disponivel é totalmente
efetiva em prevenir a infeccdo congénita pelo BVDV (MOENNIG et al., 2005a).

Uma nova abordagem no uso de vacinas vivas e inativadas tem sido proposta para o
BVDV: a vacinagdo em duas etapas (MOENNIG et al., 2005b). A primovacinagdo com uma
vacina inativada e revacinacdo com uma vacina atenuada conferiu 100% de protecdo fetal
frente ao gendtipo homologo (BVDV-1) e heterélogo (BVDV-2) (FREY et al., 2002). Além
desse protocolo induzir resposta imunoldgica em nivel celular e humoral, a primovacinacéo
com a vacina inativada reduz ou previne a viremia ap0s a revacinacdo com a vacina viva,
reduzindo ou prevenindo a excre¢do do virus vacinal (MOENNIG et al., 2005b).

A glicoproteina de envelope E2 tem sido avaliada como uma candidata em potencial
como antigeno vacinal em vacinas de nova geracao. Essas vacinas tém como objetivo superar
algumas desvantagens das vacinas convencionais, incluindo a incapacidade de diferenciar
animais vacinados daqueles naturalmente infectados (NOBIRON et al., 2005). Essas vacinas
incluem a E2 como subunidade (BRUSCHKE et al., 1999), expressa por vetores virais
(ELAHI et al., 1999) ou por plasmideos de expressdo (NOBIRON et al., 2005). Resultados
promissores de protecdo fetal foram descritos com uma vacina de subunidade baseada na E2
frente ao desafio com o virus homélogo (BRUSCHKE et al., 1997). Entretanto, a mesma
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vacina conferiu protecdo fetal apenas parcial frente a cepas heter6logas (BRUSCHKE et al.,
1999).

Assim como para 0 BoHV-1, as vacinas de DNA contra o0 BVDV ainda sédo pouco
imunogénicas (BABIUK et al., 2003). Levando em consideracdo os beneficios que as vacinas
de DNA proporcionariam, o desafio atual é otimizar a imunogenicidade dos antigenos
expressados. Uma abordagem que vem sendo estudada é a expressao concomitante de
citocinas. Uma potencializacdo da resposta imunologica em nivel humoral e celular foi
demonstrada apds a imunizacdo de camundongos com plasmideos contendo os genes das
citocinas IL2 e GM-CSF, além do gene da glicoproteina E2. No entanto, a adjuvancia
promovida pela IL2 e GM-CSF ndo foi suficiente para induzir em camundongos titulos de
anticorpos neutralizantes contra o virus heterélogo de mesma magnitude dos induzidos contra
o0 virus homologo (NOBIRON et al., 2001).

Apesar de alguns resultados promissores, as vacinas de nova geracdo nao superaram a
problematica da hipervariabilidade dos dominios antigénicos da E2. A combinacdo de E2
recombinantes dos trés grupos de BVDV (la, 1b e 2) em uma unica formulacdo obteve
sucesso parcial (BRUSCKE et al., 1999).

1.3 Modelos Experimentais

O estabelecimento de modelos animais tem dinamizado as pesquisas em diversas areas
da microbiologia, incluindo estudos de patogenia, desenvolvimento de vacinas e terapéuticos
(NIEWIESK & PRINCE, 2002). Dentre as vantagens do uso de modelos experimentais para
testes de vacina destacam-se: i. a possibilidade de se avaliar um grande numero de animais,
permitindo uma maior repetibilidade de dados; ii. a sua manutencdo em condicdes
controlaveis, minimizando os riscos de fatores que possam interferir nos resultados; iii. a
facilidade de obtencdo de animais que ndo tiveram contato prévio com o agente contra o qual
a vacina esta sendo testada; iv. minimizacao dos custos.

Animais de laboratorio tém sido utilizados como modelo em diferentes estudos em
virologia. Coelhos tém sido modelo experimental para estudos de patogenia dos herpesvirus
bovino (BoHV-1 e BoHV-5) (SPILKI et al., 2002; MAYER et al., 2006, CARON et al., 2002)
e de diferentes aspectos da imunidade e protecdo contra esses virus (BELTRAO et al., 2000;
SILVA et al., 2006). Para o BVDV, no entanto, ndo existem relatos da sua replicacdo em
animais de laboratério. No entanto, dependendo da abordagem em questdo, modelos animais
ndo necessariamente precisam ser permissiveis a replicacdo viral. Cobaios, por exemplo, ndo

sdo susceptiveis a replicacdo do BVDV, porém ja foram utilizados para demonstrar o
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potencial imunogénico da proteina de envelope E2 do BVDV expressa nos vetores
baculovirus (KWEON et al., 1997) e BoHV-1 (KWEON et al., 1999).

Cobaios tém sido modelos eficientes para estudos de patogenia e aspectos
imunolégicos relacionados com a infecgdo pelos virus do herpes simplex (HSV-1 e HSV-2),
virus da varicela zoster (VSV) e herpesvirus bovino tipo 2 (BoHV-2). Resultados obtidos
nessa espécie serviram de parametro para a avaliacdo da imunogenicidade de uma vacina
atenuada contra 0 BoHV-2 (SMEE & LENHART, 1994). Cobaios também foram adequados
para estudo dos mecanismos imunoldgicos associados a infecgdo pelo virus da varicela zoster
(VZV). A resposta humoral e celular dos cobaios imunizados com uma vacina atenuada
contra 0 VZV (MATSUNGA et al., 1982) foi muito semelhante a verificada previamente em
criancas (BABA et al., 1987).

Além de se constituirem em modelos para estudos de patogenia dos HSV-1 e HSV-2
(LUBINSKI et al., 1998; BERNSTEIN et al., 2000), os cobaios tém sido frequentemente
utilizados em testes de vacinas recombinantes e de subunidade contra esses virus (DA
COSTA et al.,, 1997; BOURNE et al., 2003; HOSHINO et al., 2005). Essa espécie também
tém sido fundamental na elucidacdo da patogenia de virus humanos, como o virus respiratorio
sincicial (RSV) e metapneumovirus (hMPV), bem como para avaliar os efeitos de vacinas ou
de anticorpos profilaticos na replicacdo viral e reducdo das lesdes teciduais induzidas por
esses virus (GRAHAM et al., 2000; WILLIAMS et al., 2005). Nesse sentido, essa espécie
pode representar uma alternativa adequada para testes preliminares de vacinas viricas

inativadas, que sdo as que atualmente estdo em desenvolvimento no Brasil.

1.4 Consideracdes finais

As primeiras vacinas para BoHV-1 e BVDV surgiram nas décadas de 50 e 60,
respectivamente. A importancia desses agentes para os rebanhos bovinos, aliada a auséncia de
imundgenos efetivos, impulsionou as pesquisas voltadas para o desenvolvimento de novas
vacinas ao longo desses anos. Inimeras vacinas foram sendo produzidas, testadas e
comercializadas. Em conseqiiéncia disso, encontram-se disponiveis uma ampla variedade de
imunogenos contra esses virus. No entanto, apesar dos esforcos para a producdo de
imundgenos que atendam aos requisitos dos programas de controle dessas enfermidades,
ainda ndo existem vacinas totalmente efetivas para o controle do BoHV-1 e do BVDV. Como
conseqliéncia, esses agentes continuam sendo responsaveis por perdas econémicas
significativas para os rebanhos bovinos em todo o mundo (VAN DRUNEN LITTEL-VAN
DEN HURK, 2006, MOENNIG et al., 2005a). Portanto, a necessidade de pesquisas
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destinadas a elaboracdo de vacinas mais eficazes para essas enfermidades continua sendo um
assunto atual e premente.

O presente trabalho foi dividido em duas partes e teve os seguintes objetivos: 1.
Avaliar cobaios como modelo para testes de imunogenicidade de antigenos inativados do
BoHV-1 e BVDV e estabelecer a dose que induzisse nessa espécie uma resposta neutralizante
equivalente a induzida em bovinos. 2. Avaliar a imunogenicidade de seis vacinas comerciais
inativadas contra o BoHV-1 e BVDV em bovinos. Os dois experimentos serdo apresentados

separadamente, como capitulos 1 e 2, respectivamente.
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RESUMO
O presente trabalho relata a avaliacdo de cobaios como modelo para testes de
imunogenicidade de vacinas inativadas contra o herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e o virus
da diarreia viral bovina (BVDV). Para isso, cobaios (n=60) e bovinos (n=10) foram
imunizados duas vezes com intervalo de 28 dias com uma vacina experimental contendo
antigenos dos dois virus e testados para anticorpos neutralizantes 28 dias apds a segunda
dose. Os bovinos foram vacinados com a dose recomendada para a especie (5mL); os cobaios
foram distribuidos em seis grupos e imunizados com doses fracionadas (0,005mL a 1,6mL).
Os grupos de cobaios imunizados com doses equivalentes a 1/16 (0,320mL) e 1/8 (0,640mL)
da dose bovina desenvolveram titulos neutralizantes (GMTs de 6,46 e 7,56, respectivamente)
estatisticamente semelhantes aos dos bovinos (GMT=8) (P>0,05). Uma alta correlagdo dose-
resposta (R?=0,95) foi observada entre as doses vacinais e os titulos de anticorpos
neutralizantes anti — BoHV-1 nos grupos de cobaios. Por outro lado, ndo foi possivel o
estabelecimento de uma dose vacinal que induzisse em cobaios uma resposta neutralizante
anti - BVDV em niveis semelhantes a induzida em bovinos. Apenas o0s cobaios imunizados
com as doses maiores (0,640 e 1,6mL) desenvolveram titulos neutralizantes de magnitude
moderada (GMTs de 8 e 9, respectivamente), porém estatisticamente inferiores ao GMT dos
bovinos (GMT=34,9) (P<0,05). Esses resultados demonstram que cobaios podem ser
utilizados como modelo para estudos da imunogenicidade de vacinas inativadas contra o
BoHV-1. Volumes equivalentes a 1/8 a 1/16 da dose bovina sdo suficientes para induzir uma
resposta neutralizante de magnitude equivalente nos cobaios.

Palavras-chave: BoHV-1, BVDV, cobaios, modelo experimental, teste de vacinas.
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ABSTRACT
The present study reports the use of guinea pigs as a model to study the
immunogenicity of bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1) and bovine viral diarrhea virus
(BVDV) inactivated vaccines. To this purpose, guinea pigs (60) and calves (10) were
immunized twice with a 28 day interval with an experimental vaccine containing antigens of
both viruses and tested for virus neutralizing (VN) antibodies 28 days after the second dose.
Calves were immunized with the recommended dose (5mL), while the guinea pigs were
distributed in six groups and immunized with fractionated doses (0,005 to 1,6mL). Guinea
pigs immunized with 1/16 (0,320mL) and 1/8 (0,640mL) of the bovine dose developed VN
titers (GMTSs) of 6,46 and 7,56, respectively, which were equivalent to the titers developed by
calves (GMT=8) (P>0,05). A high correlation (R*=0,95) was observed between the antigen
dose and the VN titer developed by all guinea pig groups. In contrast, it was not possible to
establish an antigen dose that induces in guinea pigs a serological response to BVDV
equivalent to that induced in calves. Only the two groups given the highest antigen doses
developed a consistent anti - BVDV neutralizing response, yet with VN titers (GMT=8 and 9,
respectively) significantly lower (P<0,05) than that induced in calves (GMT=34,9). These
results demonstrate that guinea pigs may be used as a model to test the immunogenicity of
BoHV-1 inactivated vaccines. Volumes equivalent to 1/8 to 1/16 of the bovine dose induce in
these animals a VN antibody response of equivalent magnitude to that induced in calves.

Keywords: BoHV-1, BVDV, experimental model, guinea pigs, vaccine test.

INTRODUCAO
O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e o virus da diarréia viral bovina (BVDV) séo
importantes patdégenos de bovinos e possuem distribuicdo mundial (BAKER, 1995; TIKOO et

al., 1995). A afeccdo clinica mais comum da infeccdo pelo BoHV-1 é a rinotraqueite
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infecciosa bovina (IBR). Esse agente também esta associado com enfermidade no trato genital
(balanopostite e vulvovaginite), conjuntivite e infec¢do sistémica, além de abortos (TIKOO et
al., 1995). Apéds infeccdo aguda, o BoHV-1 estabelece infeccdo latente que pode ser
periodicamente  reativada, sendo este um importante mecanismo de manutengdo e
disseminacdo do virus na natureza (JONES, 1998).

O BVDV também esta associado com uma ampla variedade de afec¢des que variam
desde infec¢Bes subclinicas até enfermidade aguda fatal. A infeccdo pode resultar em
enfermidade respiratoria ou digestiva (diarréia viral bovina, BVD), doenca das mucosas (DM)
ou trombocitopenia acompanhada de diarréia aguda e hemorragica fatal (BAKER, 1995). A
infecgdo de fémeas prenhes frequentemente resulta em transmisséo transplacentaria do virus
para o feto, podendo ocasionar mortalidade embrionaria ou fetal, abortos, mumificagdes,
malformagdes, nascimento de bezerros fracos e invidveis, alem do nascimento de animais
persistentemente infectados (Pl) (BAKER, 1995).

A vacinacdo tem sido freqiientemente utilizada para reduzir as perdas associadas com
as infeccdes pelo BoHV-1 e BVDV, e uma variedade de vacinas inativadas e com virus vivo
modificado (MLV) tém sido utilizadas contra esses agentes (VAN OIRSCHOT et al., 1999;
VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN HURK, 2005). No entanto, apesar da diversidade de
imundgenos disponiveis, ainda ndo existe uma vacina totalmente efetiva para o controle
dessas enfermidades.

No Brasil, varias vacinas nacionais e importadas contendo antigenos inativados do
BoHV-1 e BVDV estdo atualmente em uso (FLORES et al., 2005). Ndo obstante, varios
laboratérios nacionais estdo desenvolvendo novas vacinas, sobretudo devido a restricdo da
importacdo de imunobioldgicos de alguns paises, e também pela necessidade de se incluir
isolados locais nas vacinas (FLORES et al., 2005). A avaliagdo da imunogenicidade de

formulagdes vacinais requer necessariamente o uso de animais, de preferéncia a espécie
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hospedeira natural. No entanto, o0 uso de bovinos nesses testes € dificultado pelo alto custo e
pela dificuldade de se obter propriedades soronegativas, devido a ampla circulacdo desses
agentes no rebanho brasileiro (LOVATO et al., 1995; FLORES et al., 2005). Nesse sentido, 0
estabelecimento de um modelo experimental em animais de laboratorio pode tornar-se uma
ferramenta Gtil para a pesquisa e desenvolvimento de novas vacinas contra 0 BoHV-1 e o
BVDV.
O presente trabalho teve como objetivo gerar parametros soroldgicos em cobaios
comparaveis aos induzidos em bovinos imunizados com antigenos do BoHV-1 e BVDV,
procurando avaliar essa espécie como modelo e estabelecer doses antigénicas equivalentes

para cobaios e bovinos.

MATERIAL E METODOS

Bezerros e cobaios foram imunizados duas vezes com intervalo de 28 dias com uma
formulacdo vacinal contendo antigenos inativados do BoHV-1 e BVDV. Os bovinos foram
imunizados com a dose recomendada para a espécie, enquanto os cobaios foram distribuidos
em seis grupos e imunizados com doses fracionadas. A resposta soroldgica a vacinagdo foi
avaliada por testes de soroneutralizagdo (SN) com o soro colhido 28 dias ap6s a revacinagao.

Grupos experimentais, vacina e protocolo de vacinagao

Bovinos: dez bezerros com idade entre 10 e 14 meses e peso médio de 220 Kg,
soronegativos para o BoHV-1 e BVDV, foram imunizados pela via subcutdnea com uma
formulacdo experimental inativada, contendo antigenos do BoHV-1 e BVDV em veiculo
aquoso e sais de aluminio como adjuvante. Os animais foram vacinados de acordo com
recomendacgdes do fabricante, duas doses de 5mL com intervalo de 28 dias. Dois bovinos

permaneceram como controles n&o vacinados.
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Cobaios: 65 cobaios da raca Hartley, com peso aproximado de 500g foram
distribuidos aleatoriamente em 6 grupos compostos de 10 animais cada. Cada grupo foi
imunizado com uma dose fracionada do mesmo imundgeno utilizado nos bovinos (Tabela 1).
A formulacgéo vacinal, a via de admnistracéo e a freqiéncia das imunizagdes foram as mesmas
utilizadas para os bovinos. Cinco cobaios permaneceram como controles ndo vacinados. Os
procedimentos com animais seguiram estritamente as normas do COBEA (Comité Brasileiro
de Experimentagdo Animal, lei # xyv de 1978) e foram aprovados pelo Comité de Etica e
Bem Estar Animal da UFSM (processo #, 23081.004287/2006-93, de 03 de abril de 2006).

Células e virus

Os procedimentos de multiplicacdo dos virus e testes de soroneutralizagdo (SN) foram
realizados em células MDBK (Madin-Darby bovine kidney; American Type Culture
Collection (ATCC), CCL-22) livres de pestivirus. As células foram cultivadas em meio
essencial minimo (MEM) acrescido de 10.000 UI/L de penicilina, 200 mg/L de
estreptomicina, 25 mg/L de fungizona e soro equino (10%). As cepas padrdao Cooper (BoHV-
1) e Singer (BVDV-1) utilizadas para os testes de SN foram gentilmente cedidas pelo Dr.
Fernando Osério e o Dr. Ruben Donis (Department of Veterinary and Biomedical Sciences,
University of Nebraska at Lincoln, Lincoln, USA).

Sorologia

Amostras de soro coletadas no dia da primeira dose e 28 dias apds a segunda dose (dia
56) foram testadas para a presenca de anticorpos neutralizantes contra 0 BoHV-1 e o0 BVDV
pela técnica de soro-neutralizacdo (SN) de acordo com VOGEL et al. (2002). Os testes de SN
foram realizados utilizando-se dilui¢bes crescentes de soro, partindo de 1:2 até 1:256 frente a
doses constantes dos virus (100 DICCs, — doses infectantes para 50% das células/cavidade) e
celulas MDBK como indicador. Os titulos de anticorpos neutralizantes foram expressos como

a reciproca da maior diluicdo de soro capaz de prevenir a replicacdo viral. As médias dos
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titulos foram transformadas em titulos médios geométricos (GMT; THRUSFIELD, 1986) pela
relagdio GMT = 2% sendo “a” a média do log, do titulo de anticorpos. Para esse calculo,
somente foram considerados os titulos dos animais soropositivos (titulos > 2).

Analise estatistica

A comparacdo entre as médias foi realizada através de analise de variancia pelo teste
de Tukey, com nivel de significancia de 5%. Para a analise da correlacdo dose/resposta nos
grupos de cobaios, os dados foram ajustados em linhas de tendéncia, utilizando-se modelos
matematicos lineares e ndo lineares, escolhendo-se o modelo com maior coeficiente de
determinacdo (R?). O coeficiente de determinacdo R? varia entre 0 e 1, sendo que quanto

maior o valor, maior é a correlacdo estatistica entre as variaveis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo foi delineado para estabelecer doses vacinais que induzissem em
cobaios uma resposta soroldgica neutralizante contra o BoHV-1 e BVDV equivalente a
desenvolvida por bovinos imunizados com a dose recomendada para a espécie. O
estabelecimento dessa correlacdo — e o estabelecimento de cobaios como modelo - permitiria
0 uso dessa espécie em testes preliminares de formulagdes vacinais contra esses virus. A
disponibilidade de um modelo laboratorial adequado pode viabilizar e facilitar varias etapas
do desenvolvimento e avaliacdo de vacinas contra virus bovinos atualmente em curso no
Brasil.

Os resultados dos testes sorologicos realizados com o soro dos bovinos e cobaios
colhidos 28 dias ap0s a revacinacdo (dia 56) estdo resumidos na Tabela 1. Nessa tabela sdo
apresentados os GMTSs, 0 numero de animais que reagiu sorologicamente em cada grupo/dose

vacinal e os titulos de anticorpos neutralizantes individuais contra o BoHV-1 e BVDV.
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Os grupos de cobaios imunizados com doses equivalentes a 1/16 (0,320mL) e 1/8
(0,640mL) da dose bovina desenvolveram titulos médios neutralizantes (GMTSs) anti - BoHV-
1 de 6,46 e 7,56, respectivamente. Esses valores ndo diferiram estatisticamente entre si
(P>0,05) e do GMT dos bovinos (GMT=8). Todos os bovinos e os cobaios do grupo 5
reagiram a vacinacdo, enquanto um animal do grupo 4 ndo apresentou resposta neutralizante
detectavel. A freqiiéncia e distribuicdo dos diferentes titulos foram semelhantes nesses trés
grupos. Os cobaios do grupo 6 reagiram com titulos significativamente superiores (16 a 128),
apresentando um GMT (40,31) aproximadamente 5 vezes maior do que o dos bovinos
(P<0,05). Em contraste, 0 nimero de reagentes e 0s GMTs dos grupos de cobaios imunizados
com doses menores (grupos 1, 2 e 3) foram inferiores (P<0,05) e varios animais de cada grupo
ndo soroconverteram em niveis detectaveis.

Apesar de nenhum animal dos grupos 1 e 2 (doses de 5 e 20 microlitros,
respectivamente) ter soroconvertido, verificou-se uma alta correlacdo (R? = 0,95) entre a dose
vacinal e a magnitude da resposta neutralizante (Figura 1A). A Unica excecdo foi o grupo 5,
cujos animais receberam o dobro da dose do grupo 4, porém apresentaram um GMT
estatisticamente semelhante ao desse grupo, e por isso manteve-se relativamente afastado da
linha de tendéncia. Os titulos de anticorpos anti — BoHV-1 desenvolvidos pelos cobaios do
grupo 6 demonstram que a relacdo dose- resposta vai além dos titulos desenvolvidos pelos
animais dos grupos 4 e 5. Ou seja, a curva de correlacdo permanecia ascendente no ponto da
maior concentragdo antigénica testada (Figura 1A). A dose utilizada no grupo 6, no entanto
nédo deveria ser adotada em testes vacinais, pois os valores dos GMTs superaram em muito 0S
valores dos bovinos. Em resumo, os resultados obtidos indicam que cobaios imunizados com
doses correspondentes a 1/16 e 1/8 da dose bovina desenvolvem titulos neutralizantes de
magnitude semelhante aos bovinos. Essas doses, portanto, seriam as recomendaveis para

testes preliminares de imunogenicidade de vacinas inativadas anti - BoHV-1 nessa espécie.
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Esses resultados também sugerem que os titulos de magnitude baixa a moderada induzidos
por vacinas comerciais recentemente testadas (VOGEL et al., 2002; SILVA, 2006) podem ser
decorrentes da baixa concentracdo antigénica nessas vacinas.

A avaliacdo da resposta soroldgica dos cobaios frente ao BVDV ndo permitiu que se
estabelecesse uma dose equivalente aquela de bovinos. A maioria dos cobaios dos grupos 1 a
4 permaneceu soronegativa ao BVDV, indicando que as doses de antigeno utilizadas nesses
grupos foram insuficientes para induzir uma resposta soroldgica neutralizante em nivel
detectavel (Tabela 1). Apenas os grupos 5 (0,640mL) e 6 (1,6mL) reagiram satisfatoriamente
(titulos entre <2 e 64, GMTs de 8 e 9, respectivamente), porém com titulos significativamente
inferiores aos de bovinos (<2 a 128, GMT:38) (P<0,05). Além de baixos, os titulos
individuais apresentaram uma ampla variacdo, a exemplo do grupo de bovinos (Tabela 1).
Essa ampla variagdo de titulos neutralizantes induzidos por vacinas inativadas contra o BVDV
também tem sido freqientemente relatada em testes a campo (VOGEL et al., 2002, SILVA,
2006).

Os baixos titulos desenvolvidos pelos cobaios frente ao BVDV corroboram estudos
prévios (KWEON et al., 1997; KEWON et al., 1999). Titulos entre 16 e 128 ja foram
demonstrados nessa espécie ap0s imunizacdo com a glicoproteina de envelope E2 do BVDV
(KWEON et al., 1997). No entanto, esses titulos foram detectados apds um regime de trés
imunizacBes consecutivas com o antigeno acrescido de adjuvante completo de Freund’s, que é
sabidamente mais imunogénico que o hidroxido de aluminio, utilizado no presente estudo.
Nos grupos em que se administrou apenas o antigeno soltvel, acrescido ou ndo de complexo
imunoestimulante (ISCOM), os titulos foram semelhantes aos verificados no presente estudo
(<2 e 32) (KWEON et al., 1997).

Uma relacdo entre dose e resposta também foi estabelecida para o0 BVDV (R’=0,71),

porém com menor significancia estatistica que a correlagdo estabelecida para 0 BoHV-1
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(Figura 1.B). A linha de tendéncia demonstra que os titulos atingiram um platd ap6s uma
determinada dose (entre grupos 5 e 6). Aparentemente, aumentos posteriores da dose nédo
resultariam em titulos superiores. No entanto, os titulos desenvolvidos pelos cobaios foram
inferiores aos desenvolvidos pelos bovinos. Portanto, estudos subseqiientes com doses
maiores seriam necessarios para se concluir se realmente os titulos ndo ultrapassariam o limite
maximo aqui demonstrado, ou se doses maiores teriam potencial em induzir titulos
equivalentes aos induzidos em bovinos frente ao BVDV, a exemplo do que foi demonstrado
para 0 BoHV-1.

Outros animais de laboratdrio tém sido utilizados em testes preliminares de vacinas
viricas, porém apresentam restrices como: i. a ampla variacdo da resposta imunoldgica em
diferentes linhagens de camundongos (GUPTA et al., 1999); ii. a citotoxicidade do soro dos
coelhos para os cultivos celulares utilizados em testes de soroneutralizagcdo (FLORES, E.F.
comunicacdo pessoal). Essas caracteristicas e os resultados anteriores obtidos em estudos de
imunidade e protecdo vacinal para diferentes virus subsidiaram a escolha de cobaios para a
realizacdo do presente estudo. Cobaios tém sido modelos adequados para se avaliar a protecdo
induzida por uma vacina atenuada contra o0 BoHV-2 (SMEE & LENHART, 1994) e na
investigacdo dos mecanismos imunoldgicos associados com a protecdo da infeccdo pelo virus
da varicela zoster (VZV) (MATSUNGA et al.,, 1982). Essa espécie também tem sido
frequentemente utilizada em testes de vacinas recombinantes e de subunidade contra esses
virus (DA COSTA et al., 1997; BOURNE et al., 2003; HOSHINO et al., 2005). Os cobaios
também tém sido adotados em testes de vacinas ou de anticorpos profilaticos contra virus
humanos, entre eles o virus respiratorio sincicial (RSV) e metapneumovirus (hMPV;

GRAHAM et al., 2000; WILLIAMS et al., 2005).
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Esses dados, aliados aos obtidos no presente estudo, indicam que essa espécie se
constitui em uma alternativa adequada para testes preliminares de vacinas viricas inativadas,

como as que atualmente estdo em desenvolvimento no Brasil.

CONCLUSOES

Os resultados apresentados nesse estudo permitem concluir que: i. cobaios podem ser
utilizados em testes de imunogenicidade de formulagdes antigénicas inativadas do BoHV-1,;
ii. doses entre 1/16 e 1/8 da dose bovina induzem nesses animais titulos de anticorpos
neutralizantes comparaveis aos produzidos pelos bovinos; iii. a resposta dos cobaios a
antigenos do BVDV foi inconsistente e de baixa magnitude na maioria das doses testadas; iv.
doses superiores as testadas sdo provavelmente necessarias para a inducdo de titulos

neutralizantes anti - BVDV equivalentes aos de bovinos.
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Tabela 1: Resposta soroldgica de bovinos e cobaios imunizados com uma vacina inativada contra os

herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e virus da diarréia viral bovina (BVDV) 28 dias apds a

revacinagao.

BoHV-1 BVDV
Grupo Dose (mL) Reagentes® Titulos individuais® GMT®  Reagentes Titulos individuais GMT
Bovinos 5 10/10 2,4,8(5),16 (3) 8° 8/10  <2(2), 8,16 (3), 64,128 (3) 38°
Cobaios1 0,005 0/10 <2%(10) <2f <2 (10) <2
20,02 0/10 <2 (10) <2 2/10 <2(8),2,4 2,82
3 0,08 5/10 <2(5), 2 (5) 2f 2/10 <2(8),2,4 2,82
4 0,320 7/8 <2,2,4(3),8(2),64  656° 2/8 <2 (6), 2 (2) 2f
5 0,640 10/10 2(2),4,8(4),16(2),32 7,46° 7/10 <2 (3), 4 (2), 8 (4), 32 8¢
6 16 9/9 16 (2), 32 (4), 64, 128 (2) 40,31° 7/9 <2 (3),2(2),8(2), 32,64 9°

#NUmero de animais que reagiu sorologicamente a vacinagdo/total de vacinados.

® Titulos desenvolvidos pelos bovinos e cobaios do grupo (nimero de reagentes com o mesmo titulo).

¢ Titulo médio geométrico.

¢ Anticorpos neutralizantes néo detectados na menor diluigdo de soro testada: 1:2 para ambos BoHV-1 e BVDV.

® Valores de GMT com letras iguais néo diferiram entre si frente ao BoHV-1 ou ao BVDV.
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Figura 1: Correlacdo entre dose vacinal e titulos médios geométricos (GMT)

de anticorpos neutralizantes contra o herpesvirus bovino tipo

(BoHV-1) (A) e virus da diarréia viral bovina (BVDV) (B) em

cobaios imunizados com doses fracionadas de uma vacina

experimental inativada.



CAPITULO 2

Anticorpos neutralizantes contra os herpesvirus bovino tipos 1 e5e
virus da diarréia viral bovina em bovinos imunizados com vacinas

comerciais inativadas

Neutralizing antibodies to bovine herpesvirus types 1 and 5 and bovine viral

diarrhea virus in cattle immunized with inactivated commercial vaccines

Leticia Frizzo da Silva', Rudi Weiblen?, Eduardo Furtado Flores?

Programa de Pés-Graduagdo em Medicina Veterinria, Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), Santa Maria, RS, Brasil.
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva (DMVP), Centro de Ciéncias Rurais

(CCR), UFSM, Santa Maria, RS, Brasil. Fone/fax: 55-32208034. E-mail: flores@ccr.ufsm.br.

" Autor para correspondéncia.



36
RESUMO
O presente trabalho avaliou a resposta sorologica de bovinos imunizados com seis
vacinas comerciais multivalentes inativadas contra os herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e
virus da diarréia viral bovina (BVDYV). Foram testadas uma vacina brasileira (BR), uma
produzida nos Estados Unidos (US), duas no Uruguai (URI e UR2) e duas na Argentina
(ARGI e ARG2). Para isso, cingiienta e sete bovinos foram imunizados duas vezes (dias 0 e
21). Anticorpos neutralizantes contra o BoHV-1, BoHV-5 e BVDV foram pesquisados por
testes de soroneutraliza¢do (SN) com o soro colhido nos dias 21 e 42 (21 dias apos a
revacina¢do). Os testes sorologicos do dia 42 indicaram a vacina US como a mais
imunogénica para o BoHV-1. Os titulos induzidos por essa vacina foram superiores as
demais (2 a 2256, GMT:38) (P<0,05). A vacina URI induziu titulos neutralizantes (2 a 2256,
GMT:20,2) de magnitude superior aos induzidos pelas vacinas BR (2 a 32, GMT:8,7), UR2 (4
a 32, GMT:7,3), ARGI (<2 a 16, GMT:10) e ARG2 (2 a 16, GMT:6,3) (P<0,05), que ndo
diferiram entre si (P>0,05). Os titulos neutralizantes contra o BoHV-5 foram inferiores em
todos os grupos vacinais, porém para os grupos BR, ARGI e ARG2, essas diferengas ndo
foram significativas (P>0,05). Com relagdo ao BVDV, somente os bovinos imunizados com a
vacina US soroconverteram, desenvolvendo titulos entre 5 e 2320 (BVDV-1) e entre <5 e 80
(BVDV-2). Com exce¢do das vacinas US (BoHV-1 e BVDV) e URI (BoHV-1), as demais
vacinas induziram titulos de anticorpos de baixa magnitude contra o BoHV-1 e em niveis ndo
detectaveis contra o BVDV. Essas observag¢oes questionam a imunogenicidade das vacinas
disponiveis no mercado brasileiro e indicam a necessidade de se reavaliar os critérios para o
licenciamento e/ou importa¢do de vacinas contra esses Virus.

Palavras-chave: BoHV-1, BoHV-5, BVDYV, vacinas comerciais, Brasil.
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ABSTRACT

The present study evaluated the serological response induced in cattle by six bovine
herpesvirus type 1 (BoHV-1) and bovine viral diarrhea virus (BVDV) commercial multivalent
inactivated vaccines. The tested vaccines were as follows: a Brazilian (BR), one produced in
the United States (US), two in Uruguay (URI and UR2) and two in Argentina (ARG1 and
ARG2). To this purpose, fifty-seven calves were immunized twice (days 0 and 21). BoHV-1,
BoHV-5 e BVDV antibodies were monitored by virus neutralization (VN) tests in serum
collected at days 21 and 42 (21 days after booster). The serological response at day 42
demonstrated that the US vaccine was the most immunogenic to BoHV. The VN titers induced
by this vaccine were higher than the others (2 to 2256, GMT:38) (P<0,05). The URI vaccine
induced VN titers (<2 to 2256, GMT:20,2) higher than that induced by the BR (2 to 32,
GMT:8,7), UR2 (4 to 32, GMT:7,3), ARGI (<2 to 16, GMT:10) e ARG2 (2 to 16, GMT:6,3)
vaccines (P<0,05), which did not differentiate among themselves (P>0,05). The BoHV-5 VN
titers were lower than that BoHV-1 in all groups, however to BR, ARG1 and ARG2 groups,
these differences were no significant (P>0,05). Only the calves immunized with the US
vaccine seroconverted to BVDV and this vaccine induced titers between 5 and >320 (BVDV-
1) and between <5 and 80 (BVDV-2). With the exception of the US (BoHV-1 e BVDYV) and
URI (BoHV-1) vaccines, the others induced low BoHV-1 VN titers and did not induce VN
titers to BVDV. These data question the immunogenicity of Brazilin commercial vaccines and
reinforce the need of reviewing the criteria for licensing and/or importation of vaccines
against these viruses.

Key words: BoHV-1, BoHV-5, BVDV, commercial vaccines, Brazil.
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INTRODUCAO

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e o virus da diarréia viral bovina (BVDV) sdo
patégenos importantes dos rebanhos bovinos. A infec¢do por esses virus pode resultar em
uma variedade de manifestacdes clinicas, que sdo responsaveis por perdas econémicas
expressivas para a industria pecuaria em todo o mundo (TIKOO et al., 1995; BAKER, 1995).

O BoHV-1 (virus da rinotraqueite infecciosa bovina, IBRV) e 0 BoHV-5 sdo membros
da familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae (ROIZMAN et al., 1992). Os
isolados do BoHV-1 podem ser diferenciados em BoHV-1.1 (doenga respiratoria) e BoHV-
1.2 [vulvovaginite infecciosa (IPV) e balanopostite (IPB)]. A manifestacdo clinica mais
comum apés a infeccdo com o BoHV-1 é uma rinotraqueite febril e, menos freqlientemente,
abortos e natimortos (ENGELS & ACKERMAN, 1996), enquanto o BoHV-5 tem sido
associado a surtos de meningoencefalite de curso geralmente fatal (ELY et al., 1996). Uma
caracteristica comum a esses virus é a capacidade de estabelecer e reativar infeccéo latente,
que é um importante mecanismo de disseminacao e perpetuacao do virus (JONES, 1998).

Com excecdo de alguns paises europeus, que recentemente erradicaram a infeccédo, o
BoHV-1 esté distribuido mundialmente (VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN HURK, 2006).
Em contrapartida, a distribuicdo geogréafica e prevaléncia da infeccdo pelo BoHV-5 é pouco
conhecida, e isso se deve em grande parte a reatividade soroldgica cruzada desse virus com o
BoHV-1 (BRATANICH et al., 1991; VOGEL et al., 2002b). A doenca neurolégica causada
pelo BoHV-5 tem sido descrita com maior frequéncia no Brasil e na Argentina e produz
grande impacto econdémico nos rebanhos atingidos (ELY et al., 1996; SALVADOR et al.,
1998).

A vacinacdo tem sido amplamente utilizada para reduzir as perdas diretas e minimizar
a circulacdo do BoHV-1 em éareas endémicas (VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN HURK,

2006). Atualmente ja se encontram disponiveis vacinas contendo antigenos do BoHV-5 em
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sua formulacdo (CARON L., comunicacao pessoal), no entanto, nenhuma das vacinas testadas
indicava a presenca dos mesmos. Como o BoHV-1 e BoHV-5 séo estreitamente relacionados
antigenicamente, o uso de vacinas contra 0 BoHV-1 tem sido sugerido como tentativa de
reduzir as perdas associadas a infec¢do pelo BoHV-5 (CASCIO et al., 1999; PETZHOLD et
al., 2001). No entanto, a caréncia de cepas virais que reproduzam clinicamente a encefalite
pelo BoHV-5 em condigdes experimentais dificulta a demonstracdo de protecdo cruzada in
vivo (PETZHOLD et al., 2001). Porém, a extensiva neutralizacao cruzada in vitro sugere que
animais adequadamente imunizados contra o0 BoHV-1 possam também estar protegidos contra
0 BoHV-5 (FLORES, E.F. comunicagéo pessoal).

O BVDV é um virus pertencente a familia Flaviviridae € a0 género pestivirus
(HORZINEK, 1991). A infecgdo pelo BVDV pode resultar em uma variedade de afeccdes,
incluindo doenga gastroentérica aguda ou cronica (diarréia viral bovina, BVD), enfermidade
respiratoria, BVD aguda e hemorrégica além de infecgdes subclinicas (BAKER, 1995). A
infeccdo de fémeas prenhes soronegativas geralmente resulta em transmisséo transplacentéria
do virus, podendo causar perdas embrionarias ou fetais, malformacdes fetais, natimortos,
neonatos fracos e inviaveis ou o nascimento de animais persistentemente infectados (PI)
(BROWNLIE, 1991; BAKER, 1995). Animais PI replicam e excretam o virus continuamente,
constituindo-se no principal reservatorio do virus (HOUE, 1995).

A maior preocupagdo com relacdo a eficacia de vacinas contra o BVDV refere-se a
grande variabilidade antigénica do virus (FULTON et al., 2003). Com base em varia¢cdes na
regido UTR 5’ e na glicoproteina E2/gp53, dois grupos antigenicamente distintos foram
identificados: BVDV-1 e BVDV-2 (PELLERIN et al., 1994). Como a E2/gp53 esta envolvida
na inducdo de anticorpos neutralizantes, a reatividade soroldgica e a protecdo cruzada entre
BVDV-1 e BVDV-2 é geralmente baixa (DONIS, 1995). Estudos realizados no pais revelam

que ambos 0s genotipos estdo circulando nos rebanhos brasileiros (FLORES et al., 2000) e
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que os isolados locais apresentam uma baixa reatividade soroldgica cruzada com cepas norte-
americanas utilizadas na confec¢do das vacinas disponiveis no Brasil (BOTTON et al., 1998).

Na segunda metade da década de 90, varias vacinas contra 0 BoHV-1 e o0 BVDV
foram introduzidas no mercado brasileiro, principalmente importadas dos Estados Unidos. No
entanto, a restricdo a importacdo de bioldgicos daquele pais a partir de 2004, aliada a
introducdo de novas vacinas importadas do Uruguai e Argentina, alterou o perfil das vacinas
disponiveis no mercado brasileiro. Devido a falta de uniformidade nos processos de producao
e avaliacdo das vacinas, diferengas de cepas vacinais e de adjuvantes, assim como dos
critérios para licenciamento, testes periddicos sdo recomendaveis para avaliacdo da eficacia
das vacinas introduzidas no mercado. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial
imunogénico de seis vacinas comerciais multivalentes inativadas frente ao BoHV-1, BoHV-5
e BVDV, tendo como indicador o titulo de anticorpos neutralizantes induzido nos animais

vacinados.

MATERIAL E METODOS

Grupos de bovinos foram imunizados duas vezes com cada uma das seis vacinas
comerciais. A resposta sorolégica a vacinacdo foi avaliada por testes de soroneutralizacao
(SN) com soro colhido 21 dias apds a revacinacao.
Animais, vacinas e protocolo de vacinagao: cinquenta e sete bovinos, com idade entre 10 e 14
meses, soronegativos para o BoHV-1, BoHV-5 e BVDV foram distribuidos aleatoriamente
em 7 grupos. O grupo 7 (n= 10) serviu de controle e ndo foi vacinado. Os demais grupos
foram utilizados para o teste de seis vacinas comerciais multivalentes inativadas. Os grupos e
a especificacdo das vacinas testadas estdo apresentados na Tabela 1. Os bovinos foram
vacinados de acordo com instrucdes do fabricante: duas doses de 5mL com intervalo de 21

dias.
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Células e virus: os procedimentos de multiplicacdo viral e testes de soroneutralizacdo (SN)
foram realizados com células MDBK (Madin-Darby bovine kidney; American Type Culture
Collection (ATCC) CCL-22) livres de pestivirus. As células foram cultivadas em meio
essencial minimo (MEM) acrescido de 10.000UI/L de penicilina, 200mg/L de estreptomicina,
2.5mg/L de fungizona e soro equino (10%). As cepas padrédo do BoHV-1 (Cooper), BVDV-1
(Singer) e BVDV-2 (VS-253) utilizadas para os testes soroldgicos foram gentilmente cedidas
pelo Dr. Fernando Osério e Dr. Ruben Donis (Department of Veterinary and Biomedical
Science, University of Nebraska at Lincoln, Lincoln, USA). A cepa SV-507 (BoHV-5) foi
isolada de um bovino com sinais neuroldgicos e submetida a sequenciamento completo do
genoma (DELHON et al., 2003).
Sorologia: amostras colhidas no dia da primeira dose vacinal (dia 0), no dia da segunda dose
(dia 21) e 21 dias ap0s (dia 42) foram testadas para anticorpos neutralizantes contra 0 BoHV-
1, BoHV-5 e BVDV tipos 1 e 2 pela técnica de SN conforme descrito por BRATANICH et al.
(1991) e BOTTON et al. (1998), respectivamente. Os testes de SN foram realizados
utilizando-se diluigdes crescentes de soro, partindo de 1:2 (BoHV-1 e BoHV-5) e 1.5
(BVDV-1 e BVDV-2) frente a doses constantes de virus (100 DICCs — doses infectantes para
50% das células/cavidade) e células MDBK como indicador. A interpretagdo dos testes foi
realizada com 72h (BoHV-1 e 5) e 96h (BVDV) de incubacdo. Os titulos de anticorpos
neutralizantes foram expressos como a reciproca da maior dilui¢do de soro capaz de prevenir
a replicacgéo viral.
Anélise estatistica: As médias dos titulos foram transformadas em titulos médios geométricos
(GMT) (THRUSFIELD, 1986) pela relacdo: GMT = 2% onde “a” é a média do log, do titulo
de anticorpos em cada vacina e em cada genotipo viral. Para esse célculo, somente foram

considerados os titulos de anticorpos dos animais soropositivos (titulos > 2 para 0 BoHV-1 e
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BoHV-5 e > 5 para BVDV-1 e BVDV-2). A comparacéo entre as medias foi realizada através

da analise de variancia pelo teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A vacinacao contra 0 BoHV-1 e BVDV vem sendo amplamente utilizada nos Estados
Unidos e Europa (VAN OIRSCHOT et al., 1999; VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN
HURK, 2006). No Brasil, com excec¢do de bacias leiteiras e de criacBes intensivas de gado de
corte, a vacinacdo contra 0 BoHV-1 e o BVDV ainda ndo é uma pratica amplamente
difundida (FLORES et al.,, 2005). O numero de doses comercializado no pais
(aproximadamente 2,5 milhGes em 2003) é significativamente inferior ao volume de doses das
vacinas contra a raiva (113 milhdes) e febre aftosa (aproximadamente 300 milhGes)
comercializado anualmente (FLORES E.F. comunicacdo pessoal). Portanto, para um rebanho
gue consiste em mais de195 milhdes de bovinos, a vacinacdo contra o BoHV-1 e 0 BVDV ¢
mais uma excec¢do do que uma regra (FLORES et al., 2005).

As estratégias de vacinacdo, assim como o perfil das vacinas que vem sendo utilizadas,
ndo tém sido suficientemente discutidos e estudos avaliando a eficacia relativa dessas vacinas
sdo escassos. Além disso, as medidas de fiscalizacdo e critérios de licenciamento das vacinas
comerciais sdo discutiveis (FLORES et al., 2005). Existe ainda uma tendéncia mundial de se
substituir vacinas convencionais por vacinas diferenciais (PATEL, 2005a; MOENNIG et al.,
2005). Portanto, dados obtidos a partir da realizacdo de testes de vacinas convencionais
podem ser ferramentas Gteis na avaliacdo das vacinas disponiveis atualmente e na formulacéo
de futuras vacinas.

Os resultados dos testes soroldgicos realizados com o soro dos bovinos colhidos 21

dias ap6s a revacinacao (dia 42) estdo resumidos na tabela 2. Nessa tabela sdo apresentados o
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numero de animais que reagiu sorologicamente a cada vacina, os titulos de anticorpos
neutralizantes individuais contra 0 BoHV-1 e BoHV-5 e 0s GMTs.

Os titulos de anticorpos neutralizantes contra o BoHV-1 induzidos pelas diferentes
vacinas variaram entre <2 e >256. A vacina US induziu titulos superiores as demais vacinas
testadas (2 e >256, GMT:38) (P<0,05). A vacina URL induziu titulos neutralizantes (2 a >256,
GMT:20,2) superiores aos induzidos pelas vacinas BR (2 a 32, GMT:8,7), UR2 (4 a 32,
GMT:7,3), ARGL1 (<2 a 16, GMT:10) e ARG2 (2 a 16, GMT:6,3) (P<0,05), que néo diferiram
entre si (P>0,05). O GMT de 10 verificado no grupo ARGL1 néo significa que essa vacina seja
mais imunogénica que as vacinas BR, UR2, e ARG2. Enquanto nos outros grupos, todos 0s
bovinos soroconverteram ao BoHV-1, no grupo ARG1 a maioria (5/8) permaneceu
soronegativa. O calculo do GMT exclui os bovinos ndo-reagentes, e a média resultante pode
ndo ser fiel aos reais titulos vacinais individuais, portanto deve ser interpretado com cautela.

Apesar de titulos de anticorpos neutralizantes de magnitude elevada ja terem sido
demonstrados com o uso de vacinas inativadas (até >2048) (BOSCH et al. 1996), ainda ndo se
estabeleceu uma correlacdo entre titulos neutralizantes e protecdo das enfermidades causadas
pelo BoHV-1 (BOSCH et al. 1996; PATEL, 2005a). POSPISIL et al. (1996) demonstraram
que titulos entre 32 e 128, induzidos por vacinas inativadas, protegeram bovinos da infeccédo
respiratoria e intra-uterina. No entanto, outros estudos relacionam prote¢do com a resposta em
nivel celular induzida por vacinas atenuadas, e ndo com a resposta humoral induzida por
vacinas inativadas (BOSCH et al., 1996). BABIUK et al. (1996) sugerem que 0s anticorpos
neutralizantes sdo mais efetivos na prevencdo e controle da infeccdo secundaria e rapida
eliminacdo viral apds reativacdo da infeccdo latente, enquanto a imunidade mediada por
células é importante na recuperacdo da infeccdo priméaria. No presente estudo, somente 0s
bovinos dos grupos US e URL apresentaram titulos contra o BoHV-1 (32 a >256)

comparaveis aos sugeridos como protetores por POSPISIL et al. (1996). Porém, as variaces
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individuais verificadas dentro desses grupos e a auséncia de correlacdo entre anticorpos e
protecdo (BOSCH et al., 1996; PATEL, 2005a) ndo permitem concluir que essas vacinas
protegeriam bovinos da enfermidade.

Para 0 BoHV-5, os titulos neutralizantes foram menos variaveis, porém inferiores aos
titulos anti-BoHV-1 em todos os grupos (<2 e 64) (Tabela 2). No entanto, nos grupos BR,
ARG1 e ARG2, essas diferencas ndo foram significativas (P>0,05). Da mesma forma que
para 0 BoHV-1, a vacina US foi a mais imunogénica e induziu titulos anti-BoHV-5 (8 a 64,
GMT:17,5) significativamente superiores aos induzidos pelas demais vacinas (P<0,05). As
vacinas UR1 (<2 a 32, GMT:10,8) e BR (2 a 16, GMT:6,2) induziram titulos semelhantes
entre si (P>0,05) e superiores aos induzidos pelas vacinas UR2 (<2 a 4, GMT:2,5), ARG1 (<2
e 8, GMT:8) e ARG2 (<2 a 8, GMT:4). Assim como verificado para o BoHV-1, o GMT da
vacina ARG1 (8) mascara os titulos individuais. Nesse grupo, apenas 2/8 bovinos
soroconverteram ao BoHV-5. Somente nos grupos BR e US a totalidade dos bovinos
desenvolveu titulos anti-BoHV-5. Nos demais grupos, varios bovinos permaneceram nao-
reagentes: (2/9) UR1, (2/8) UR2, e (1/6) ARG2.

A reatividade cruzada entre BoHV-1 e BoHV-5 verificada em todos o0s grupos
vacinais corrobora estudos realizados in vitro (TEIXEIRA et al., 1998; VOGEL et al., 2002b)
e in vivo em bovinos (CASCIO et al., 1999) e coelhos (BELTRAO et al., 2000; SILVA et al.,
2006). Essa menor reatividade frente ao BoHV-5 era esperada e justifica-se pelo fato de que
as vacinas testadas contém somente antigenos do BoHV-1. Apesar da extensiva reatividade
soroldgica cruzada existente entre esses virus, titulos superiores sdo induzidos contra o virus
homdlogo (PETZHOLD et al., 2001; VOGEL et al., 2002b).

Com relagdo ao BVDYV, somente os bovinos imunizados com a vacina US
soroconverteram em titulos detectaveis pela técnica de SN (=5). Em conseqiiéncia disso, 0s

dados paramétricos foram insuficientes para andlise estatistica. No entanto, observou-se que
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no grupo que apresentou soroconversdo, os titulos neutralizantes anti-BVDV-1 (5 a >320,
GMT:94) foram superiores aos titulos contra 0 BVDV-2 (<5 a 80, GMT:30) (P<0,05) (dados
ndo demonstrados).

De um total de 47 bovinos imunizados com as diferentes vacinas, apenas 4 animais do
grupo US desenvolveram titulos anti-BVDV-1 (>320) comparaveis aos sugeridos por
HOWARD et al. (1989) e BOLIN & RIDPATH (1996) como protetores da doenga clinica
(>240) (dados ndo demonstrados). No entanto, o principal objetivo dos programas de
vacinacdo contra o BVDV é prevenir a infeccdo fetal (VAN OIRSCHOT et al,. 1999). Apesar
de muitas vacinas possuirem potencial para induzir titulos de anticorpos de magnitude
relativamente elevada, nenhuma correlacdo entre os titulos e protecdo fetal estd
definitivamente estabelecida (BRUSCHKE et al. 1999). Além disso, titulos neutralizantes de
magnitude moderada ou relativamente baixa tém sido associados a protecdo fetal em ovinos
(PATON et al., 1999) e bovinos (CORTESE et al., 1998) imunizados com vacinas vivas
modificadas (MLV), sugerindo a participacdo da imunidade mediada por células nesse
mecanismo.

As vacinas utilizadas no presente estudo contém apenas antigenos do genétipo BVDV-
1 na sua formulacdo. Em conseqiiéncia disso, os titulos frente ao gendtipo heterdlogo
(BVDV-2) foram inferiores aos induzidos para o genétipo homologo (BVDV-1). Resultados
semelhantes tém sido demonstrados por outros estudos (BRUSCHKE et al., 1999; FULTON
& BURGE, 2001; VOGEL et al. 2002a) e questionam a adequacéo dessas vacinas no controle
do BVDV. Nesse sentido, a circulacdo de ambos 0s genotipos nos rebanhos brasileiros, o
surgimento de cepas altamente patogénicas do BVDV-2, a fraca protecdo cruzada entre os
diferentes gendtipos de BVDV, aliada a auséncia de imunogenicidade verificada na maioria
dos imundgenos testados, indicam a necessidade de uma analise criteriosa das vacinas

atualmente disponiveis (FLORES et al., 2005).
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Em todos os grupos vacinais, a evolucao dos titulos médios anti-BoHV-1 e BoHV-5
comportou-se de maneira semelhante, apresentando uma elevacdo apds a revacinacdo no dia
21 (Figura 1). A atividade neutralizante induzida pela primeira dose das vacinas foi de
magnitude baixa e pouco consistente (dados ndo demonstrados). Esse comportamento é
esperado em vacinas inativadas, cuja primovacinacdo deve ser seguida da administracdo de
uma segunda dose 20 a 30 dias apds, bem como revacinagdes anuais (PATEL, 2005a).
Resultados semelhantes tém sido relatados em outros testes vacinais e titulos baixos pré-
revacinacdo séo mais freqlientemente observados com o uso de vacinas inativadas (FULTON
& BURGE, 2001; PATEL, 2005a). E importante se considerar que esses testes foram
realizados em condicdes ideais de intervalo, ou seja, até 21 dias ap0s a revacinacao, quando
ocorre 0 pico de anticorpos neutralizantes em resposta ao antigeno administrado. Ao contrério
das vacinas com virus vivo, que geralmente induzem imunidade de magnitude, espectro e
duracdo superiores, dispensando muitas vezes a revacinacdo (PATEL, 2005b), a atividade
neutralizante resultante da imunizagcdo com vacinas inativadas tende a decrescer a partir dos
30 dias ap0s revacinacao (PATEL, 2005a).

Diferentes adjuvantes tém sido utilizados em vacinas inativadas (PATEL, 2005a). No
presente estudo, a maioria das vacinas (US, UR1, ARG1 e ARG2) continha o adjuvante
hidréxido de aluminio em sua formulacdo, enquanto as vacinas BR e UR2 continham
adjuvante oleoso (Tabela 1). Nenhuma relacdo aparente entre adjuvante e imunogenicidade
foi observada, pois tanto as vacinas mais imunogénicas (US e UR1) como a menos
imunogénica (ARG1) possuiam o mesmo adjuvante. Segundo PATEL (2005a), além do
adjuvante, fatores como o agente utilizado para inativagdo e a massa antigénica por dose sdo

determinantes na eficacia de vacinas inativadas.
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CONCLUSOES
As observacdes mais relevantes do presente estudo foram: i. as vacinas (com exce¢éo
da US e UR1) induziram titulos moderados a baixos de anticorpos neutralizantes na maioria
dos animais para 0 BoHV-1 e BoHV-5. ii. somente os bovinos imunizados com a vacina US
soroconverteram para 0 BVDV. iii. varios bovinos ndo responderam sorologicamente a
vacinacdo. iv os titulos de anticorpos induzidos pelas vacinas variaram amplamente entre os
animais e entre 0S grupos.
Essas observagfes mais uma vez questionam a imunogenicidade das vacinas
disponiveis no mercado brasileiro e podem contribuir para uma discussdo mais ampla sobre as
estratégias de formulacdo, licenciamento e utilizacdo de vacinas destinadas a protecdo da

infeccdo pelo BoHV-1, BoHV-5 e BVDV.
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Tabela 1: Grupos vacinais com 0s respectivos antigenos e adjuvantes submetidas ao teste de

imunogenicidade.

Vacina / (n)? Antigenos Adjuvante
BR/(8) BoHV-1e BVDV-1 Oleoso
US/(8) BoHV-1, BVDV-1, BRSV, PI3V, Leptospira spp Hidrdoxido de Aluminio
UR1/(9) BoHV-1, BVDV-1, Leptospira spp, C. jejuni, Hidrdxido de Aluminio
UR2/(8) BoHV-1, BVDV-1e PI3V Oleoso
ARG-1/(8) BoHV-1, BVDV-1, Leptospira spp, C. jejuni Hidrdéxido de Aluminio

ARG-2/ (6) BOHV-1, BVDV-1, Leptospira spp, C. jejuni, H. somnus  Hidrdxido de Aluminio

Controle / (10)

% Vacinas testadas: Brasil (BR), Estados Unidos (US), Uruguai (UR1 e UR2) e Argentina (ARG1 e ARG2) / (nimero de
bovinos em cada grupo).
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Tabela 2 — Resposta sorologica de bovinos imunizados com seis vacinas comerciais inativadas frente aos

herpesvirus bovinos tipos 1 (BoHV-1) e 5 (BoHV-5), 21 dias ap0s a revacinacao.

BoHV-1 BoHV-5

Vacina® Positivos” Titulos individuais® GMT?  Positivos Titulos individuais GMT
BR 8/8 2,4(2), 8(2),16,32(2) 87" 8/8 2,4(3),8(2),16(2) 62"
us 8/8 2,32(4), 64, 128, 256 389 8/8 8(3), 16(2), 32(2), 64 17,59
UR1 99  2(3), 16, 32(2), 128(2), 256 20,2" 719 <2(2),2 8(3),16,32(2) 108"
UR2 8/8 4(5), 8, 32(2) 7,3 6/8 <2(2), 2(4), 4(2) 2,5"
ARG1 3/8 <2%(5), 4, 16(2) 10" 2/8 <2(6), 8(2) 8"

ARG?2 6/6 2,4,8(3), 16 63" 5/6 <2,2,4(3), 8 4™

Controle  0/10 na na na na na

®Vacinas testadas: Brasil (BR), Estados Unidos (US), Uruguai (UR1 e UR2) e Argentina (ARG1 e ARG2).
> Nmero de bovinos que reagiu sorologicamente a vacinacao/total de vacinados.

¢ Titulos desenvolvidos pelos bovinos do grupo (nimero de reagentes com o mesmo titulo).

¢ Titulo Médio Geométrico (GMT).

¢ Anticorpos neutralizantes nao detectados na menor diluicdo de soro testada 1:2.

fgh

Valores de GMT com letras iguais ndo diferiram entre si frente ao BoHV-1 ou ao BoHV-5.

“Valores de GMT néo diferiram entre 0 BoHV-1 e BoHV-5.
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Figura 1 — Evolucdo dos titulos médios geométricos (GMTs) de
anticorpos neutralizantes contra os herpesvirus bovinos
tipos 1 (BoHV-1) (A) e 5 (BoHV-5) (B) em bovinos
imunizados com seis vacinas comerciais inativadas.
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4. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se afirmar:

Os cobaios se constituem em modelos adequados para testes de imunogenicidade de
antigenos do BoHV-1 associados ao adjuvante hidréxido de aluminio.

Doses entre 1/16 e 1/8 da dose bovina induzem em cobaios titulos de anticorpos
neutralizantes equivalentes aos induzidos em bovinos imunizados com a dose
recomendada.

Doses maiores do que as utilizadas no presente estudo sdo necessarias para induzir em
cobaios titulos anti-BVDV de magnitude equivalente aos induzidos nos bovinos.
Somente as vacinas US e UR1 induziram titulos de magnitude moderada a alta frente
ao BoHV-1 e BoHV-5; e os titulos neutralizantes contra 0 BoHV-1 foram superiores
aos contra o BoHV-5.

Os titulos de anticorpos neutralizantes anti-BoHV-1 e BoHV-5 variaram amplamente
entre os diferentes grupos e entre os animais do mesmo grupo.

Somente a vacina US foi imunogénica para o0 BVDV e os titulos induzidos contra o
genotipo homologo (BVDV-1) foram superiores aos induzidos contra o gendétipo
heterélogo (BVDV-2).
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