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Cobaias como modelo parateste de vacinas inativadas contra o herpesvirus bovino
tipo 1 e o virus da diarréia viral bovina

Guinea pigs as a model test of bovine herpesvirus type 1 and bovine viral diarrhea virus
inactivated vaccines
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RESUMO

O presente trabalho relata a avalia¢do de cobaias
como modelo para testes de imunogenicidade de vacinas
inativadas contra o herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e o
virus da diarréia viral bovina (BVDV). Para isso, cobaias (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 ap6s a segunda dose. Os bovinos foram vacinados com a
dose recomendada para a espécie (5mL); as cobaias foram
distribuidas em seis grupos e imunizadas com doses fracionadas
(0,005mL a 1,6mL). Os grupos de cobaias imunizadas com
doses equivalentes a 1/16 (0,320mL) e 1/8 (0,640mL) da dose
bovina desenvolveram titulos médios geométricos (GMTs) de
6,46 e 7,56, respectivamente, estatisticamente semelhantes aos
dos bovinos (GMT=8) (P>0,05). Uma alta correlacdo dose-
resposta (R?=0,95) foi observada entre as doses vacinais e 0s
titulos de anticorpos neutralizantes anti-BoHV-1 nos grupos
de cobaias. Por outro lado, ndo foi possivel o estabelecimento
de uma dose vacinal que induzisse em cobaias uma resposta
neutralizante anti-BVDV em niveis semelhantes a induzida em
bovinos. Apenas as cobaias imunizadas 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 cobaias podem
ser utilizadas como modelo para estudos da imunogenicidade
de vacinas inativadas contra o BoHV-1. Volumes entre 1/8 e 1/
16 da dose bovina séo suficientes para induzir nesta espécie
uma resposta neutralizante de magnitude equivalente a de
bovinos.

Palavras-chave: BoHV-1, BVDV, cobaias, modelo
experimental, teste de vacinas.

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 (GMTs) 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. On the other hand, 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 between 1/8 and 1/16 of the bovine dose induce in
these animals a VN antibody response of equivalent magnitude
to that induced in calves.

Key words: BoHV-1, BVDV, experimental model, guinea pigs,
vaccine test.
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INTRODUCAO

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e 0
virus da diarréia viral bovina (BVDV) sdo importantes
patdgenos de bovinos e possuem distribui¢cdo mundial
(BAKER, 1995; TIKOO et al., 1995). Aafeccéo clinica
mais comum da infecgdo pelo BoHV-1 é arinotraqueite
infecciosa bovina (IBR). Esse agente também esta
associado com enfermidade no trato genital
(balanopostite e vulvovaginite), conjuntivite e infeccdo
sistémica, além de abortos (TIKOO et al., 1995). Apos
infeccdo aguda, 0 BoHV-1 estabelece infecgdo latente,
sendo a reativacdo desta Ultima, um importante
mecanismo de manutencao e disseminagao do virus na
natureza (JONES, 1998).

O BVDV também est4 associado com uma
ampla variedade de afeccdes, que variam desde
infec¢des subclinicas até enfermidade aguda fatal. A
infec¢do pode resultar em enfermidade respiratéria ou
digestiva (diarréia viral bovina, BVD), doenca das
mucosas (DM) ou trombocitopenia acompanhada de
diarréia aguda e hemorragica fatal (BAKER, 1995). A
infeccdo de fémeas prenhes freqiientemente resulta em
transmissdo transplacentaria do virus para o feto,
podendo ocasionar mortalidade embrionaria ou fetal,
abortos, mumificacBes, malformac@es, nascimento de
bezerros fracos e inviaveis, além do nascimento de
animais persistentemente infectados (Pl) (BAKER,
1995).

A vacinagdo tem sido freqientemente
utilizada para reduzir as perdas associadas com as
infeccdes pelo BoHV-1 e pelo BVDV, e uma variedade
de vacinas inativadas e com virus vivo modificado
(MLV) tém sido utilizadas contra esses agentes (VAN
OIRSCHOT etal., 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, vérias vacinas nacionais e
importadas contendo antigenos inativados do
BoHV-1edoBVDV estdo atualmente em uso (FLORES
etal., 2005). N&o obstante, varios laboratdrios nacionais
estéo desenvolvendo novas vacinas, sobretudo devido
arestricao da importacao de imunobiol6gicos de alguns
paises, e também pela necessidade de serem incluidos
isolados locais nas vacinas (FLORES et al., 2005). A
avaliacdo da imunogenicidade de formulaces vacinais
requer necessariamente o uso de animais, de preferéncia
0s da espécie hospedeira natural. No entanto, o uso de
bovinos nesses testes € dificultado pelo alto custo e
pela dificuldade de obterrem-se propriedades
soronegativas, devido a ampla circulacdo desses

agentes no rebanho brasileiro (LOVATO et al., 1995;
FLORES et al., 2005). Nesse sentido, o estabelecimento
de um modelo experimental em animais de laboratério
pode tornar-se uma ferramenta Util para a pesquisa e 0
desenvolvimento de novas vacinas contra o BoHV-1 e
0BVDV.

O presente trabalho teve como objetivo gerar
parametros sorolégicos em cobaias comparaveis aos
induzidos em bovinos imunizados com antigenos do
BoHV-1 e do BVDV, procurando avaliar essa espécie
como modelo e estabelecer doses antigénicas
equivalentes para cobaias e bovinos.

MATERIAL E METODOS

Bezerros e cobaias foram imunizados duas
vezes com intervalo de 28 dias com uma formulacéo
vacinal contendo antigenos inativados do BoHV-1 e
BVDV. Os bovinos foram imunizados com a dose
recomendada para a espécie, enquanto as cobaias
foram distribuidas em seis grupos e imunizadas com
doses fracionadas. A resposta sorolégica a vacinagao
foi avaliada por testes de soroneutralizacdo (SN), com
0 soro colhido 28 dias apés a revacinagéo.

Grupos experimentais, vacina e protocolo de vacinacdo

Bovinos: dez bezerros com idades entre 10
e 14 meses e peso médio de 220kg, soronegativos para
0 BoHV-1 e o BVDV, foram imunizados pela via
subcutadnea com uma formulacdo experimental
inativada, contendo antigenos totais do BoHV-1 e
BVDYV em veiculo aquoso e sais de aluminio como
adjuvante. Os animais foram vacinados de acordo com
as recomendac@es do fabricante, duas doses de 5mL
com intervalo de 28 dias. Dois bovinos permaneceram
como controles, sendo ndo vacinados.

Cobaias: 65 cobaias da raga Hartley, com
peso aproximado de 500g, foram distribuidas
aleatoriamente em seis grupos compostos de 10 animais
cada. Cada grupo foi imunizado com uma dose
fracionada do mesmo imundgeno utilizado nos bovinos
(Tabela 1). Aformulacéo vacinal, a via de admnistracdo
e a freqliéncia das imuniza¢bes foram as mesmas
utilizadas para os bovinos. Cinco cobaios
permaneceram como controle, ndo semdo vacinados.

Células e virus

Os procedimentos de multiplicagdo dos
virus e os testes de soroneutralizacdo (SN) foram
realizados em células MDBK (Madin-Darby bovine
kidney; American Type Culture Collection (ATCC),
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Tabela 1 - Resposta soroldgica de bovinos e cobaias imunizados com uma vacina inativada contra o herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e o
virus da diarréia viral bovina (BVDV) 28 dias apds a revacinacéo.

BoHV-1 BVDV

Grupo (I?ﬁii)a 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
Cobaias1 0,005 0/10 <24 (10) <2f <2 (10) <2
2 0,02 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 0,320 718 <2,2,4(3), 8 (2), 64 6,56° 218 <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 1,6 9/9 16 (2), 32 (4), 64, 128 (2) 40,31° 719 <2(3),2(2),8(2), 32,64 9

#Numero de animais que reagiram sorologicamente a vacinagao/total de vacinados.
® Titulos desenvolvidos pelos bovinos e cobaias do grupo (ntmero de reagentes com 0 mesmo titulo).

¢ Titulo médio geométrico.

4 Anticorpos neutralizantes ndo-detectados na menor diluigdo de soro testada: 1:2 para ambos BoHV-1 e BVDV.
 Valores de GMT com letras iguais nao diferiram entre si frente ao BoHV-1 ou ao BVDV.

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, 25mg L*
de fungizona e soro equino (10%). As cepas padréo
Cooper (BoHV-1) e Singer (BVDV-1) utilizadas para 0s
testes de SN foram gentilmente cedidas pelo Dr.
Fernando Osério e pelo Dr. Ruben Donis (Department
of Veterinary and Biomedical Sciences, University of
Nebraska at Lincoln, Lincoln, USA).

Sorologia

Amostras de soro coletadas no dia da
segunda dose e 28 dias apés (dia 56) foram testadas
para a presenca de anticorpos neutralizantes contra o
BoHV-1 e 0 BVDV pela técnica de soroneutralizacdo
(SN), de acordo com VOGEL et al. (2002). Os testes de
SN foram realizados utilizando-se dilui¢des crescentes
de soro, partindo de 1:2 até 1:256, frente a doses
constantes dos virus (100 TCID, - doses infectantes
para 50% das células/cavidade) e células MDBK como
indicador. Os titulos de anticorpos neutralizantes foram
expressos como a reciproca da maior dilui¢do de soro
capaz de prevenir a replicagdo viral. As médias dos
titulos foram transformadas em titulos médios
geométricos (GMT; THRUSFIELD, 1986) pela relacdo
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 andlise de variancia pelo teste de Tukey,
com nivel de significancia de 5%. Para a analise da

correlacdo dose/resposta nos grupos de cobaias, 0s
dados foram ajustados em linhas de tendéncia,
utilizando-se modelos matematicos lineares e néo-
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 ¢ a correlagdo estatistica entre as
variaveis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo foi delineado para
estabelecer doses vacinais que induzissem em cobaias
uma resposta soroldgica neutralizante contra o BoHV-
1 e 0 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 formulagGes vacinais contra
esses virus. A disponibilidade de um modelo
laboratorial adequado pode viabilizar e facilitar varias
etapas do desenvolvimento e avaliacdo de vacinas
contra infecgBes viricas dos bovinos atualmente em
curso no Brasil.

Os resultados dos testes sorolégicos
realizados com o soro dos bovinos e das cobaias
colhidos 28 dias ap0s a revacinagao (dia 56) estao
resumidos na tabela 1. Nessa tabela, sdo apresentados
0s GMTs, o nimero de animais que reagiu
sorologicamente em cada grupo/dose vacinal e os
titulos de anticorpos neutralizantes individuais contra
0BoHV-1eBVDV.

Os grupos de cobaias imunizadas com doses
equivalentesa 1/16 (0,320mL) e 1/8 (0,640mL) da dose
bovina desenvolveram GMTs anti-BoHV-1 de 6,56 e
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7,46, respectivamente. Esses valores ndo diferiram
estatisticamente entre si (P>0,05) e do GMT dos
bovinos (GMT=8). Todos os bovinos imunizados,
assim como as cobaias do grupo 5, reagiram a vacinagao,
enquanto uma cobaia do grupo 4 ndo apresentou
resposta neutralizante detectavel. A freqliéncia e a
distribuicdo dos diferentes titulos foram semelhantes
nesses trés grupos. As cobaias 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 cobaias imunizadas com doses menores (grupos 1,
2 e 3) foram inferiores (P<0,05), e véarios animais de
cada grupo ndo soroconverteram em niveis detectaveis.
Os bovinos e as cobaias-controle permaneceram
soronegativos durante o transcorrer do experimento
(dados ndo demonstrados).

Apesar de nenhuma cobaia dos grupos 1 e
2 (doses de 5 e 20 microlitros, respectivamente) ter
soroconvertido, verificou-se uma alta correlagdo (R? =
0,95) entre a dose vacinal e a magnitude da resposta
neutralizante anti BoHV-1 (Figura 1A). A (inica excegao
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,
0 grupo 5 manteve-se relativamente afastado da linha
de tendéncia. Os titulos de anticorpos anti-BoHV-1
desenvolvidos pelas cobaias do grupo 6 demonstram
que a relagcdo dose-resposta vai além dos titulos
equivalentes aos dos bovinos desenvolvidos pelos
cobaias dos grupos 4 e 5. Ou seja, a curva de correlacdo
permanecia ascendente no ponto da maior concentracéo
antigénica testada (Figura 1A). Portanto, a dose
utilizada no grupo 6 ndo deveria ser adotada em testes
vacinais, pois os valores dos GMTs superaram em muito
os valores dos bovinos. Em resumo, os resultados
obtidos indicam que cobaias imunizadas com doses
correspondentes a 1/16 e 1/8 da dose bovina
desenvolvem titulos neutralizantes de magnitude
semelhante a dos bovinos. Doses similares a estas,
portanto, seriam as recomendaveis para testes
preliminares de imunogenicidade de vacinas inativadas
anti-BoHV-1 nessa espécie. Esses resultados também
sugerem que os titulos de magnitude baixa a moderada
induzidos em bovinos por vacinas comerciais
recentemente testadas (VOGEL et al., 2002; SILVA,
2006) podem ser decorrentes da baixa concentracdo
antigénica nessas vacinas, a exemplo dos baixos titulos
induzidos em cobaias imunizadas com doses inferiores.

A avaliacdo da resposta sorologica das
cobaias frente ao BVDV ndo permitiu que se
estabelecesse uma dose equivalente aquela de bovinos.

A maioria das cobaias dos grupos 1 a 4 permaneceu
soronegativa ao BVDV, indicando que as doses de
antigeno utilizadas nesses grupos foram insuficientes
para induzir uma resposta sorologica 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
(<2a128, GMT:38) (P<0,05). Além de baixos, os titulos
individuais apresentaram uma ampla variac8o, aexemplo
do grupo de bovinos (Tabela 1). Essa ampla variacdo
de titulos neutralizantes induzidos por vacinas
inativadas contra o BVDV também tem sido
freqlientemente relatada em testes a campo (VOGEL et
al., 2002; SILVA, 2006).

Os baixos titulos desenvolvidos pelas
cobaias frente ao BVDV corroboram estudos prévios
(KWEON etal., 1997; KEWON etal., 1999). Apesar de
titulos entre 16 e 128 j& terem sido demonstrados nessa
espécie ap6s imunizacdo com a glicoproteina de
envelope E2do BVDV (KWEON etal., 1997), 0s mesmos
foram detectados ap6s um regime de trés imunizagdes
consecutivas com o antigeno acrescido ao adjuvante
completo de Freund’s, que é sabidamente mais
imunogénico que o hidréxido de aluminio, utilizado no
presente estudo. Nos grupos em que se administrou
apenas o antigeno soldvel, acrescido ou ndo de
complexo imunoestimulante (ISCOM), os titulos foram
semelhantes aos verificados no presente estudo (<2 e
32) (KWEON et al., 1997). No entanto, comparagdes
entre 0s resultados obtidos no estudo atual e aqueles
relatados por KWEON et al. (1997) devem ser
interpretadas com cautela. Os autores avaliaram a
imunogenicidade de um Unico antigeno, a glicoproteina
E2, enquanto a vacina utilizada no presente trabalho é
um imundégeno experimental contendo os antigenos
totais do BVDV, ou seja, antigenicamente mais
complexa.

Uma relacéo entre dose e resposta também
foi estabelecida para 0 BVDV (R?=0,71), porém com
menor significancia estatistica que a correlagédo
estabelecida para o0 BoHV-1 (Figura 1.B). A linha de
tendéncia demonstra que os titulos atingiram um platd
apds uma determinada dose (entre grupos 5 e 6).
Aparentemente, aumentos posteriores da dose nédo
resultariam em titulos superiores. No entanto, os titulos
desenvolvidos pelas cobaias 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 superiores teriam potencial em induzir titulos
equivalentes aos induzidos em bovinos frente ao BVDV,
a exemplo do que foi demonstrado para o BoHV-1.
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Figura 1 - Correlacdo entre dose vacinal e titulos médios geométricos (GMTSs)
de anticoprpos neutralizantes contra o herpesvirus bovino tipo 1
(BoHV-1) (A) e virus da diarréia viral bovina (BVDB) (B), em
cobaias imunizadas com doses fracionadas de uma vacina

associados com a protecdo da infecgdo
pelo virus da varicela zoster (VZV)
(MATSUNGA et al., 1982). Essa espécie
também tem sido frequientemente utilizada
em testes de vacinas recombinantes e de
subunidade contra esses virus (DA
COSTAetal., 1997; BOURNE et al., 2003;
HOSHINO et al., 2005). As cobaias também
tém sido adotadas em testes de vacinas
ou de anticorpos profilaticos contra virus
humanos, entre eles o virus respiratdrio
sincicial (RSV) e o metapneumovirus
(hMPV; GRAHAM et al., 2000;
WILLIAMSetal., 2005).

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
neste estudo permitem concluir que: i.
cobaias podem ser utilizados em testes de
imunogenicidade de formulacdes
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

experimental inativada.

das cobaias a antigenos do BVDV foi

Outros animais de laboratério tém sido
utilizados em testes preliminares de vacinas viricas,
porém apresentam restricGes como: i. aampla variacdo
da resposta imunoldgica em diferentes linhagens de
camundongos (GUPTAetal., 1999); ii. a citotoxicidade
do soro dos coelhos para os cultivos celulares
utilizados em testes de soroneutralizacéo (FLORES, E.F.
comunicacdo pessoal). Essas caracteristicas e 0s
resultados anteriores obtidos em estudos de imunidade
e prote¢do vacinal para diferentes virus subsidiaram a
escolha de cobaias para a realizacdo do presente
estudo. Cobaias tém sido modelos adequados para se
avaliar a protecdo induzida por uma vacina atenuada
contra 0 BoHV-2 (SMEE & LENHART, 1994) e na
investigacdo dos mecanismos imunolégicos

inconsistente e de baixa magnitude na
maioria das doses testadas; iv. doses superiores as
testadas sdo provavelmente necessarias para a inducéo
de titulos neutralizantes anti-BVDV equivalentes aos
de bovinos.
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Os procedimentos com animais seguiram
estritamente as normas do COBEA (Comité Brasileiro de
Experimentacdo Animal, lei n. 6.638 de 8 de maio de 1979), e
foram aprovados pelo Comité de Etica e Bem Estar Animal da
UFSM (processo 23081.004287/2006-93, de 03 de abril de
2006).
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