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1. INTRODUCAO

O Alphaherpesvirus bovino 5 (BoHV-5) pertence a familia Herpesviridae,
subfamilia Alphaherpesvirinae e género Varicellovirus e esta associado com casos
de meningoencefalite herpética, doenca invariavelmente fatal, que acomete
especialmente bovinos jovens (FLORES, 2017). Este agente infecta as células
epiteliais das cavidades mucosas onde inicia a sua replicacdo, que é seguida pela
disseminacado local, neuronal, e estabelecimento da infeccdo latente. Esse
mecanismo auxilia na perpetuacao do virus na natureza, uma vez que infeccdes
latentes podem voltar a ser produtivas sob condi¢cdes de imunossupressao para o
animal, fazendo com que surtos em areas endémicas sejam imprevisiveis
(OSTLER; JONES, 2023).

O controle desse virus € realizado, majoritariamente, através da utilizacdo de
vacinas inativadas (FLORES, 2017). No entanto, pela incapacidade de replicacéo
do agente, essas vacinas necessitam de associacdo com substancias capazes de
estimular a formacdo de uma resposta imunoldgica robusta (SHI et al., 2019).
Embora varias substancias venham sendo avaliadas quanto a sua capacidade
adjuvante, a producao de vacinas inativadas continua atrelada a utilizacéo dos sais
de aluminio, que favorecem o estabelecimento da resposta imunolégica humoral
em detrimento da combinacdo entre os mecanismos humorais e celulares que
seriam mais efetivos na protecao ao organismo (RETNAKUMAR et al., 2023).

Os baculovirus depositam ao redor do seu envelope uma membrana
constituida especialmente da proteina granulina, no caso das espécies de
granulovirus (GVs) (HARRISON et al., 2022). Essa membrana forma um corpo de
ocluséo (occlusion body - OB) denominado de granulo. Além de tornar o virus
resistente a condi¢cdes adversas, quando utilizado como adjuvante molecular, o
granulo tem demonstrando a sua capacidade imunoestimulante, através da
promocado da expressdo de citocinas antivirais e inducdo da ativacdo de células
natural killer (NK) e linfécitos T (SOSA-GOMEZ; ARDISSON-ARAUJO; RIBEIRO,
2022).

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial adjuvante do
granulo de baculovirus em uma vacina inativada contra o Alphaherpesvirus bovino
5 (BoHV-5).

2. METODOLOGIA

2.1 Instalagdes
Os ensaios in vitro deste estudo foram realizados junto ao Laboratorio de
Virologia e Imunologia (Labvir) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). J& os



OERELS2023

4~ 92 SEMANA , , )
INTEGRADA XXV ENPOS — ENCONTRO DE POS-GRADUACAO
4

ensaios in vivo, foram conduzidos no Centro Agropecuario da Palma, pertencente
a UFPel e localizado no municipio de Capao do Le&do-RS.

2.2 Células e virus

A cepa Rio Pel (R.P.) de BoHV-5 foi amplificada e titulada em células da
linhagem Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK). Estas células foram mantidas em
meio essencial minimo (MEM) Gibco®, acrescido de 10% de soro fetal bovino
(SFB) Gibco®, 200 U.l./mL de estreptomicina e penicilina (Sigma-Aldrich®), 5
Mg/mL de enrofloxacina (Baytril®, Bayer) e 2,5 ug/mL de anfotericina B
(Fungizone®, Cristalia) e cultivadas com 5% de CO2 sob temperatura de 37 °C.

2.3 Adjuvantes e preparo das vacinas

A suspensdo viral (cepa R.P. de BoHV-5, com titulo de 10" DICCso/mL)
sofreu inativacdo quimica através da adicdo de 1% de bromoetilamina (BEI) (pH
7,8) sob agitacao lenta (50 rotagdes por minuto-rpm) e constante, a temperatura de
22 °C por 12 horas (SILVA et al., 2004).

O hidroxido de aluminio (Al(OH)3) 4,3% foi utilizado como adjuvante controle
no experimento, e foi inserido na formulacdo na proporcao de 25%. O granulo de
baculovirus foi utilizado na concentragao de 100 pg/dose.

Os adjuvantes foram incorporados a suspensao viral através de agitacdo a
50 rpm, sob temperatura de 4 °C, durante 24 horas, e apés homogeneizacao, as
vacinas foram envasadas em recipientes estéreis e posteriormente identificadas.

2.4 Ensaio in vivo

Para avaliar o potencial adjuvante do granulo de baculovirus, 24 ovinos
sorologicamente negativos para o BoHV-5 e o BVDV foram distribuidos
aleatoriamente em 4 grupos experimentais de 6 animais, e inoculadas com trés
doses vacinais pela via intramuscular nos dias zero, 21 e 42. Os grupos
experimentais e as composi¢des vacinais estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1. Grupos e composic¢des vacinais para a avaliacdo do potencial adjuvante
do granulo de baculovirus em uma vacina inativada contra o BoHV-5

Grupo experimental Composicéao N° de animais
Controle negativo Solucéo salina tamponada (PBS) 6
Controle positivo Antigeno + MEM + AI(OH)3 6
Tratamento 1 Antigeno + MEM + Granulo 6
Tratamento 2 Antigeno + MEM + AI(OH)3 + Granulo 6

MEM: Meio essencial minimo; Al(OH)z: Hidréxido de aluminio.

2.5 Coleta e processamento de material biolégico

A coleta de material bioldégico dos ovinos (sangue em tubos com ativador de
coagulo), foi realizada nos dias zero, 21, 42 e 63 apds a primeira inoculacédo. A
separacgdo do soro sanguineo foi realizada através de centrifugagéo a 3.000 rpm
durante 5 minutos. O soro foi coletado em microtubos e o sistema complemento foi
inativado em banho-maria a 56 °C durante 30 minutos para posterior utilizacao. As
amostras foram mantidas a -20° C até o momento de uso.

2.6 Soroneutralizacao

Para a avaliacdo da resposta imune humoral, e com isso a avaliacdo do
potencial adjuvante conferido pelas vacinas experimentais, a mensuracgao do titulo
de anticorpos neutralizantes foi realizada através da técnica de soroneutralizagao.
Apos sofrerem diluicdo seriada de 1:2 a 1:256, os soros foram distribuidos (25 pL)
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em microplacas de poliestireno (Kasvi®) para posterior adicdo de 100 TCIDso do
virus BoHV-5 (25uL) e incubacdo de uma hora, a temperatura de 37 °C, em uma
atmosfera de 5% de CO:2. As células da linhagem MDBK foram entédo adicionadas
(50 uL), e as microplacas foram incubadas, sob as condicdes ja citadas, durante 48
a 72 horas (FISCHER et al., 2007).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes aos titulos de anticorpos neutralizantes induzidos
pelas vacinas experimentais (Tratamentos 1 e 2), bem como os Controles negativo
e positivo do experimento, estdo demonstrados na Figura 1. Como pode ser
observado, todos os animais incluidos no Tratamento 2, onde o granulo na
concentracdo de 100 pg/dose foi coadministrado com o hidroxido de aluminio
(Al(OH)3) e com o antigeno, apresentaram titulo 4 de anticorpos neutralizantes.
Quando comparado aos resultados do Controle positivo, onde somente o Al(OH)s
foi administrado com o antigeno, nota-se maior titulo de anticorpos neutralizantes
do Tratamento 2. No entanto, quando o antigeno foi administrado com 100 pg/dose
do granulo e sem o Al(OH)s (Tratamento 1), somente um animal apresentou titulo
(2) de anticorpos neutralizantes. Esses resultados evidenciam uma co-estimulacao
entre esta concentracao (100 pg/dose) do granulo de baculovirus e o Al(OH)s.
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Figura 1. Titulo de anticorpos neutralizantes induzidos por vacinacao contra o
Alphaherpesvirus bovino 5 (BoHV-5) no dia 63 apds a primeira vacinacéo. Controle
negativo: solucdo salina tamponada (PBS); Controle positivo: antigeno + meio
essencial minimo + hidréxido de aluminio (Al(OH)s); Tratamento 1: antigeno +
granulo (100 pg/dose) + meio essencial minimo; Tratamento 2: antigeno + granulo
(100 pg/dose) + meio essencial minimo + hidroxido de aluminio (Al(OH)s).

Considerando referéncias sanitarias de outros paises, Anziliero et al. (2015)
toma que as vacinas inativadas ou atenuadas para o BoHV deveriam induzir titulo
de anticorpos neutralizantes = 8 em pelo menos 80% dos animais inoculados, para
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sua protecdo. Desta forma, 0os animais inoculados nesta pesquisa ndo estariam
imunizados. No entanto, a descoberta de que o granulo de baculovirus, além do
estimulo a expressao de citocinas antivirais e ativacdo de células natural killer e
linfécitos T (SOSA-GOMEZ; ARDISSON-ARAUJO; RIBEIRO, 2022) também
auxilia na producao de anticorpos neutralizantes em vacinas inativadas, nao pode
ser desconsiderada.

Todavia, é importante salientar que este experimento € o piloto de um amplo
estudo que prospecta substancias com potencial adjuvante para o desenvolvimento
de vacinas, e, portanto, ttm como etapa importante o ajuste da concentragcdo em
que a substancia em questdo sera utilizada, sendo esse o proximo estagio no
estudo do granulo de baculovirus.

4, CONCLUSOES

A concentracdo de 100 pg/dose do granulo de baculovirus, associado ao
hidréxido de aluminio (Al(OH)s), demonstrou maior potencial adjuvante.
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