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1. DESCRICAO DA INOVACAO

A vacina inativada intravaginal desenvolvida contra os Alphaherpesvirus
bovinos 1 e 5 pode ser um avanco na prevencdo das doencas reprodutivas e
neurolégicas provocadas por esses virus, respectivamente, visto o impacto
econdmico que rebanhos infectados por estes agentes causam aos produtores,
especialmente na América do Sul, onde ha maior prevaléncia (ELIAS et al., 2004;
FERREIRA et al., 2018).

O produto utiliza o virus inativado, sem a possibilidade de reversdo a sua
forma virulenta, e incorpora o hidréxido de aluminio, que atua prolongando a
exposicdo do antigeno e faciltando a apresentacdo para as APCs como
adjuvante (FERREIRA, 2017). A formulacdo é composta, ainda, por dois
polimeros mucoadesivos, a 2-Hidroxietilcelulose e o Kolliphor® P407, que além
de auxiliarem na formacao do dispositivo vacinal, oferecem liberacdo controlada e
adesdao prolongada do antigeno a superficie mucosa (PEREIRA, 2011).

A administragdo do produto ocorre mediante um dispositivo intravaginal
biodegradavel, e a administracdo localizada € realizada com o intuito de estimular
a resposta imunoldgica (especialmente humoral, através das imunoglobulinas G e
A) nas superficies mucosas, que sao a porta de entrada e também o primeiro sitio
de replicacdo do virus no organismo animal (ENGELS e ACKERMANN, 1996).

2. ANALISE DE MERCADO

O publico-alvo do produto inclui principalmente empresas de produtos
biotecnolégicos e veterinarios, profissionais de saude animal e produtores rurais.
O produto atende necessidade como seguranca, eficiéncia e facilidade de
aplicacao, oferecendo uma solugcdo segura ao evitar 0s riscos associados as
vacinas atenuadas, como reversdo do virus a forma virulenta e/ou reacdes
adversas em fémeas prenhes; proporcionar uma resposta imunolégica humoral
nas mucosas nasal e vaginal, podendo reduzir titulos virais nessas cavidades e
prevenir as doencgas associadas aos agentes patogénicos em questédo (FLORES,
2017); e facilidade de aplicagdo da vacina intravaginal quando em animais
contidos, sendo uma alternativa conveniente para o manejo diario.

3. ESTRATEGIA DE DESENVOLVIMENTO E IMPLEMENTACAO

Os ensaios in vitro e analises laboratoriais deste estudo foram conduzidas
junto ao Laboratorio de Virologia e Imunologia (Labvir) da Faculdade de
Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), e os ensaios in vivo de
aplicacado vacinal e coleta de material biolégico, foram realizados no Centro


mailto:izadoradw@gmail.com

{. 10° SIEPE

SEMANA INTEGRACA Vil CIT - CONGRESSO DE INOVACAO TECNOLOGICA

VILUVOIC

,:&' UFPEL 2024

Agropecuario da Palma na UFPel. A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e
Experimenta¢do Animal (CEEA) com protocolo n° 4918-2017.

As vacinas intravaginais foram preparadas a partir de uma suspensao
inativada da cepa RioPel (R.P.) de BoHV-5, advinda do biorrepositério do
Labvir/UFPel. O adjuvante Al(OH); foi incorporado a suspensao viral inativada
através de agitacdo constante, durante 24 horas. O estabilizante Kolliphor® P407
(BASF) foi hidratado na mistura (7,5%), mediante agitacdo magnética e apds sua
dissolucdo completa, o polimero 2—Hidroxietilcelulose (Sigma-Aldrich®) (20%) foi
acrescido. A formulacéo foi vertida em forma de aco inoxidavel em formato de
projétil.

Para avaliacdo da eficiéncia vacinal, 20 fémeas bovinas sorologicamente
negativas para BoHV-1, BoHV-5 e BVDV pela técnica de soroneutralizacao, foram
distribuidas aleatoriamente em trés grupos experimentais, conforme a Tabela 1, e
inoculadas com trés doses vacinais, com intervalos de 21 dias, por via intravaginal
e via parenteral (controles positivo e negativo). A coleta de material biolégico foi
realizada nos dias 0, 21, 42 e 63 do estudo. Amostras de secrecdo nasal e
secrecdo vaginal foram coletadas para a avaliagdo da resposta imune humoral.

Tabela 1. Delineamento experimental e composi¢ao vacinal para avaliacdo do incremento na
imunidade humoral gerada pela vacina experimental

N° de
Grupos Tratamentos Composicédo vacinal animais
Grupo 1 Controle positivo AL(OH); +BoHV-5 6
Grupo 2 Controle negativo PBS 6
Grupo 3 Vacina experimental Kolliphor® P407 + 2-Hidroxietilcelulose + 8

Al(OH)3 + BoHV-5

Apbs extracao das proteinas das secrecdes nasal e vaginal de acordo com
protocolo descrito por Tochikubo et al. (1998), realizou-se o teste de ELISA
indireto, segundo Fischer et al. (2007). Resumidamente, microplacas de 96
cavidades foram sensibilizadas com a glicoproteina D (gD) de BoHV-5
(concentracdo de 50 ng), diluida em tampdo carbonato-bicarbonato, pH 9,6.
Aliguotas de secrecéo nasal e secrecao vaginal foram diluidas em 1:32 em leite
em po6 desnatado 5% e adicionadas a placa, que foi incubada durante uma hora a
37 °C em estufa de CO,. Como controle positivo utilizou-se um soro com titulo de
anticorpos neutralizantes de 128, e como controle negativo, o soro fetal bovino
(SFB) Gibco®, ambos diluidos em 1:100. Apés lavagens com tampdo PBS-T20,
as placas foram incubadas por uma hora, sob as mesmas condi¢des ja citadas,
com anticorpo anti IgG (concentragdo de 2mg/mL) e anti IgA (concentragédo de
1mg/mL) conjugados com peroxidase (Sigma-Aldrich®), diluidos 1:5000. Apos
cinco lavagens com PBS-T20, o substrato OPD (Sigma-Aldrich®) associado ao
tampao citrato fosfato, pH 4,0, e ao peroxido de hidrogénio, foi adicionado a placa
para revelar a reagdo. Quinze minutos depois a reacao foi bloqueada com acido
sulfrico 2 M, e a absorbancia (450 nm) foi mensurada em leitor de ELISA TP
Reader® (Thermo Plate).

4. RESULTADOS ESPERADOS E IMPACTO

Na mucosa nasal, os estimulos na producdo de IgA e IgG foram
observados a partir de 21 e 42 dias, respectivamente, ap0s a primeira inoculacao.
O Tratamento 3 (vacina experimental) foi superior em ambas as analises, quando
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comparado aos Grupos 1 (controle positivo) e 2 (controle negativo). A Figura 1
demonstra o nivel médio de IgG (Figura 1A) e IgA (Figura 1B) na mucosa nasal
dos bovinos submetidos aos tratamentos experimentais.
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Figura 1. Niveis médios de Imunoglobulina G (IgG) (Figura 1A) e Imunoglobulina A (IgA) (Figura
1B) mensurados através de ELISA indireto na secre¢do nasal de bovinos imunizados.

Para os niveis médios de anticorpos na mucosa vaginal, 0 mesmo perfil foi
observado, contudo, os animais ja respondem ao tratamento aos 21 dias apos a
primeira inoculacdo. O Grupo 3 (vacina experimental) é superior quando
comparado ao Grupo 2 (controle negativo) tanto em niveis de IgG quanto de IgA,
mas apresenta-se igual ao Grupo 1 (controle positivo) em niveis médios de IgG
apos 63 dias da primeira inoculacdo. A Figura 2 apresenta o nivel médio de IgG
(Figura 2A) e IgA (Figura 2B) encontrados na mucosa vaginal dos bovinos apos
as imunizacoes.
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Figura 2. Niveis médios de Imunoglobulina G (IgG) (Figura 2A) e Imunoglobulina A (IgA) (Figura
2B) mensurados através de ELISA indireto na secre¢éo vaginal de bovinos imunizados.

Neste experimento, elevadas quantidades de polimeros mucoadesivos
foram inseridas na formulacdo, em substituicdo a gelatina farmacéutica, testada
em um prototipo anterior. Essas concentracdes elevadas podem ter impedido a
liberacdo parcial do antigeno no meio mucoso, determinando a sua
indisponibilidade e consequentemente ndo induzindo a resposta imunolégica
esperada no animal (especialmente formac&o de anticorpos neutralizantes e
formacdo de resposta imune humoral robusta a nivel de IgG e IgA),
comprometendo assim, a eficacia do produto final. Atualmente, a tecnologia é
tratada como um prototipo, e se encontra no nivel de maturidade tecnologica TRL
4, indicando a realizacdo de experimentos em laboratorio e testes de campo, mas
com necessidade de ajustes e otimiza¢gdes na formulacao.

Um dos principais desafios associados a este produto € o risco de
eliminacdo da vacina pelo animal, antes que o antigeno possa ser liberado, uma
vez que o dispositivo é inoculado via intravaginal. Além disso, a aplicacdo
intravaginal limita o uso da vacina exclusivamente as fémeas, o que pode ser uma
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desvantagem em rebanhos onde a inclusdo de machos é necessaria para garantir
uma cobertura vacinal completa e a protecdo do grupo como um todo. O
desenvolvimento de diferentes apresentacdes do produto, como pomadas, por
exemplo, poderia evitar a expulsdo da vacina. Uma vacina de inoculagao
intranasal poderia abranger a vacinacdo de machos.

5. CONCLUSOES

Concluiu-se que a vacina inativada de aplicagdo intravaginal, utilizando
como adjuvante o hidroxido de aluminio e como antigeno o BOHV-5, foi segura
eficiente, visto que os animais foram capazes de produzir anticorpos 1gG e IgA
totais nas secrecdes nasais e vaginais do grupo inoculado (grupo 3) com a vacina
intravaginal, sugerindo um bom desempenho dos polimeros mucoadesivos 2-
Hidroxietilcelulose e Kolliphor® P407. No entanto, para sua maxima eficiéncia é
necessario a revisdo das doses destes polimeros e um novo experimento de
campo.
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