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1. INTRODUCAO

O Alphaherpesvirus bovino 1 (BoHV-1) possui genoma DNA de fita dupla, é
envelopado, e pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae e
género Varicellovirus (ICTV, 2021). E o agente etiolégico da Rinotraqueite Infecci-
osa Bovina (IBR), da Vulvovaginite Pustular Infecciosa (IPV), da Balanopostite Pus-
tular Infecciosa (IPB), além de causar infertilidade, abortos e infeccdo multissisté-
mica fatal de neonatos (KAHRS, 2001). A laténcia induzida pelo virus dificulta o
diagnéstico e representa um fator de manutencéo do virus nos rebanhos (ARRUDA
et al., 2019).

A vacina¢do é um método de controle amplamente utilizado com objetivo de
prevenir a da manifestacao de sinais clinicos de doenca (SILVA et al., 2007). Dentre
as vacinas mais utilizadas estéo as inativadas, que normalmente, necessitam de
associacdo com adjuvantes, que potencializam a resposta do sistema imune (FLO-
RES, 2017). Dentre as categorias de adjuvantes, na Medicina Veterinaria, os mais
utilizados s&o o hidréxido de aluminio, emuls@es oleosas e ISCOM’s (SIVAKUMAR
et al., 2011).

A infeccdo causada pelo BoHV-1 gera prejuizos econémicos significativos
para a pecuaria, e considerando a importancia do BoHV-1 para bovinos, cujas per-
das podem ser reduzidas pela vacinacgao, este trabalho buscou realizar uma analise
comparativa entre duas vacinas inativadas, acrescidas com diferentes adjuvantes,
baseado na investigacdo da resposta soroldgica através do teste de soroneutrali-
zacao.

2. METODOLOGIA

2.1 Instalacdes

Os ensaios in vitro e analises laboratoriais deste estudo foram conduzidos
junto ao Laboratério de Virologia e Imunologia Veterinaria (LabVir), da Faculdade
de Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Os ensaios in vivo de
aplicacao vacinal e coleta de material biolégico, foram realizados junto a Agrope-
cuaria Yvipora, no municipio de Pedro Oso6rio — RS.
2.2 Células e Virus

A cepa V.V. de BoHV-1 foi amplificada e titulada em células da linhagem
Madin Darby Bovine Kidney (MDBK), mantidas em meio essencial minimo (MEM)
Gibco®, acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB) Gibco®, 200 U.l./mL de es-
treptomicina e penicilina (Sigma-Aldrich®), 5 uyg/mL de enrofloxacina (Baytril®, Ba-
yer) e 2,5 yg/mL de anfotericina B (Fungizone®, Cristalia). O titulo viral utilizado foi
de 10850 DICCso/ml para as infecgdes celulares.
2.3 Adjuvantes vacinais e preparo das vacinas
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A suspensao viral foi inativada pela adicdo de 1% de bromoetilamina (BEI)
(pH 7,8) sob agitacéo lenta (50 rotagcées por minuto — RPM) e constante, a tempe-
ratura de 22°C por 12 horas (SILVA et al., 2004).

Os adjuvantes de eleicdo para a utilizagdo nas vacinas experimentais foram
o Hidréxido de Aluminio (AI(OH)s) 4,3% (Teor de Oxido de Aluminio — Al203 — 2,3%)
e 0 0leo mineral Montanide™ ISA 50 V2. Os adjuvantes vacinais foram incorpora-
dos a suspenséo viral inativada através de agitacdo constante e, apds o preparo,
as vacinas foram armazenadas em temperatura de 4 — 8°C até o momento do uso.
Para o grupo controle negativo, utilizou-se uma solucéo salina tamponada (PBS),
inoculada também, por via intramuscular.
2.4 Ensaio in vivo

Para avaliacdo da eficiéncia vacinal, 60 bovinos da raga Braford, com idades
entre 12 e 20 meses, sorologicamente negativos para BoHV-1, BoHV-5 e BVDV
(Virus da Diarreia Viral Bovina) pela técnica de soroneutralizagcdo, foram distribui-
dos aleatoriamente em trés grupos experimentais e inoculados, em 3 aplicacdes,
por via intramuscular. Os grupos experimentais estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1. Grupos experimentais

Grupo Especificacao Numero de animais
Grupo 1 Antigeno BoHV-1 + Montanide™ 20 animais
Grupo 2 Antigeno BoHV-1 + AI(OH)3 20 animais
Grupo 3 PBS 20 animais

2.5 Coleta de material biolégico e Soroneutralizacdo

A coleta de material biolégico dos bovinos foi realizada nos dias 0 e 42 apos
a primeira inoculacédo. Amostras de sangue foram coletadas em tubos Firstlab® com
ativador de coagulo para a avaliacdo da resposta imune humoral conferida pela
vacina, com mensuracao de titulos de anticorpos neutralizantes, através da técnica
de soroneutralizacdo (FISCHER et al., 2007).

Apos sofrerem diluicdo seriada de 1:2 a 1:256, os soros foram distribuidos
(volume de 25 pL) em microplacas de poliestireno (Kasvi®) para posterior adicéo
de 100 TCIDso do virus BoHV-1 (volume de 25uL) e incubagcédo de uma hora, a
temperatura de 37°C, em uma atmosfera de 5% de CO2. As células da linhagem
MDBK foram entéo adicionadas (3x10* células por cavidade, no volume de 50 pL),
e as microplacas foram incubadas, sob as condi¢des ja citadas, durante 48 a 72
horas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No Brasil, ndo existe uma regulamentacédo especifica definindo o nivel de imu-
nidade exigido para que vacinas inativadas ou vivas contra o BoHV-1. No entanto,
considerando referéncias de outros paises, vacinas contra o BoHV-1 deveriam in-
duzir titulos neutralizantes 28 em pelo menos 80% dos animais (ANZILIERO et al.,
2015). Na analise comparativa na qual este estudo foi realizado, observa-se, na
Figura 1, que dos diferentes adjuvantes vacinais utilizados, tanto o Hidréxido de
Aluminio (Al(OH)3) quanto o oleo mineral (Montanide™ ISA 50 V2), induziram res-
posta em mais de 80% dos animais vacinados com titulos médios de anticorpos
neutralizantes de 16 e 64 respectivamente, o que estaria dentro do minimo exigido
para proteger os individuos e o rebanho. Comparativamente, o adjuvante oleoso
induziu maior soroconversao em relacao ao hidréxido de aluminio.
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Figura 1 - Titulos médios de anticorpos neutralizantes induzidos por vacinas inati-
vadas com Alphaherpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) no dia 0 e no dia 42 apés
inoculacgao.

A busca por novas formulagfes vacinais tem sido constante, e nos ultimos
anos varios adjuvantes combinados tem sido utilizados (GARG et al., 2017). Apesar
do uso generalizado de sais inorganicos como adjuvantes, principalmente o Hidré-
xido de Aluminio, ndo h& ainda total entendimento sobre seu mecanismo de acéo,
mas este, estimula a imunidade inata e adquirida por mecanismos que incluem o
efeito pré-fagocitico, a ativacéo da via pro-inflamatéria NLRP3 e a ativacdo da cas-
cata do sistema complemento, além de proporcionar aumento de estabilidade ao
antigeno vacinal adsorvido (DIAS, 2016). J& o mecanismo de a¢do de adjuvantes
oleosos inclui a formacao de depdsitos no local da injecédo, permitindo a liberacao
lenta de antigeno e estimulacao de anticorpos (DOTTO et al., 2020), como obser-
vado nos resultados obtidos do titulo de anticorpos neutralizantes do presente tra-
balho. Além disso, é possivel encontrar o Montanide® como emuls&o do tipo agua
em oOleo, que induz uma resposta imune protetora de longo prazo, estimulando a
resposta imune humoral e mediada por células (BURAKOVA et al., 2018). Ao ava-
liar vacinas inativadas contra o BoHV-1 com adjuvante oleoso, HALFEN et al.
(2000) demonstraram que elas costumam induzir altos titulos de anticorpos neutra-
lizantes.

3. CONCLUSOES
Os animais inoculados com as vacinas inativadas contendo a cepa V.V. de
BoHV-1 e os dois diferentes adjuvantes obtiveram soroconverséao satisfatoria, com
ambos os adjuvantes, suficiente para uma imunizacao adequada dos rebanhos. No
entanto comparativamente, o adjuvante oleoso obteve maior soroconversao em re-
lacéo ao hidroxido de aluminio.
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