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RESUMO

SOUZA, Luiz Felipe Lourengo M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2006.
Comparacdo de isolados de Herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) como
candidatos a vacina. Orientador: Mauro Pires Moraes. Co-orientadores: Joaquin
Hernan Patarroyo Salcedo e Marcia Rogéria de Almeida Lamégo.

O herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) € o agente etioldgico da menigoencefalite
bovina que apresenta alta morbidade em bovinos jovens. Devido a similaridade na
morfologia do virion, efeito citopatico na cultura de células e propriedades antigénicas,
o BoHV-5 foi classificado erroneamente como herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1).
Este virus ¢ responsavel por doencas respiratorias e genitais, porém a doenca causada
pelo BoHV-5 apresenta sinais clinicos neurologicos, com isso o virus foi considerado
uma variante do mesmo agente com caracteristicas de neuropatogenicidade. Estudos
comparativos entre isolados de BoHV-5 revelaram 97% de similaridade protéica. No
entanto, a regido amino terminal da glicoproteina mais abundante do envelope viral, a
gC, difere substancialmente. Esta glicoproteina esta envolvida nas interacdes iniciais do
virus com a superficie celular, além de se apresentar como alvo para anticorpos com
atividades neutralizantes. Este estudo objetivou selecionar um isolado do virus BoHV-5,
entre 5 isolados coletados em surtos da doenga em diferentes propriedades, que confira
maior antigenicidade em animais vacinados. As vacinas foram formuladas com os

isolados 1S09898292, SV507, SV163, 1807 e EVI145 e administradas a 5 grupos de 10
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ovelhas, as quais receberam duas doses vacinais por via intramuscular nos dias 0 e 21.
Foram realizadas coletas de sangue para andlise de producdo de anticorpos por
virusneutralizagdo e acompanhamento de possiveis sinais clinicos até o 63° dia apds a
primo-vacina¢do. Foram observados dois picos na curva de anticorpos, o primeiro no
dia 14, apos a vacinagao, onde os titulos de anticorpos variaram entre 4,50 (isolado
[SO9898292) a 138,62 (isolado SV163). O segundo pico foi observado 14 dias apds a
revacinacao onde os titulos variaram entre 7,77 (ISO9898292) a 1017,54 (1807). No 42°
dia ap6s a revacinagdo observou-se variagao de titulo entre 3,84 (ISO9898292) a 305,97
(1807). A discrepancia entre as médias de titulo de anticorpo de cada grupo de animais
sugere uma menor antigenicidade do isolado IS09898292 em relacdo aos demais,
demonstrando uma possivel variacdo entre os isolados, o que resulta em diferencas
antigénicas. Todos os isolados, com excecdo ao ISO9898292, mostraram-se eficazes na

inducdo de anticorpos.
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ABSTRACT

SOUZA, Luiz Felipe Lourenco M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July of 2006.
Comparison of Bovine herpesvirus type 5 (BoHV-5) isolates as vaccine
candidates. Adviser: Mauro Pires Moraes. Co-Adviser: Joaquin Hernan Patarroyo
Salcedo and Marcia Rogéria de Almeida Lamégo.

Bovine herpesvirus type 5 (BoHV-5) is the etiological agent of the bovine
meningoencephalitis that presents high morbidity in young bovine. Due to the similarity
in the morphology of the virion, cytopathic effect in cell culture and antigenic
properties, the BoHV-5 was classified erroneously as BoHV-1 in the past. BoHV-1 is
responsible for respiratory and genital diseases, however the disease caused by BoHV-5
presents neurological clinical signs. This virus has been considered a variant of the same
agent (BoHV-1) with neuropathogenic characteristics. Comparative studies among
isolates of BoHV-5 revealed 97% of proteic similarity. However, the amino-terminal
region of the most abundant glycoprotein of the viral envelope, the gC, differs
substantially. This glycoprotein is involved in the initial interactions of the virus with
the cellular surface besides of presenting as target for antibodies with neutralizing
activities. This study aimed at to select an isolate of BoHV-5, among 5 isolates
collected in outbreaks in different properties in Brazil, presenting higher antigenicity in
vaccinated animals. Vaccines were formulated using isolates 1S09898292, SV507,
SV163, 1807 and EVI145 and administered to 5 groups of 10 sheeps, which have
received two intramuscular doses on days O and 21. Collections of blood were

accomplished for analysis of production of antibodies by virus-neutralization and



attendance of possible clinical signs to the 63rd day after the first vaccination.
Antibodies titers averages ranged from 6,85 and 14,92 on the day 0 before the first
vaccination. Antibody peak were on day 14, ranged from 4,50 (isolated ISO9898292) to
138,63 (isolated SV163). A second peak was observed 14 days after the booster ranged
from 7,77 (ISO9898292) to 1017,54 (1807). In the 42nd day after the booster, it was
observed titers variation from 3,84 (ISO9898292) to 305,97 (1807). The discrepancy
among titers of antibody of each group of animals suggests a smaller antigenicity of
isolated ISO9898292 in relation to the others, demonstrating a possible variation among
the isolates, what results in antigenic differences. All isolates, with exception to

IS0O9898292, were effective in the induction of antibodies.
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1.  INTRODUCAO

O herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) ¢ o agente etiologico da
meningoencefalite bovina. Doenga do sistema nervoso central (SNC) que se caracteriza
histologicamente por meningoencefalite ndo-supurativa com necrose do cortex cerebral
(ELIAS et al., 2004).

A meningoencefalite causada pelo BoHV-5 ¢ uma doenga geralmente fatal em
bovinos jovens, sendo responsavel por expressiva mortalidade do rebanho em regides
onde a doenga apresenta alta incidéncia (ROEHE et al. 1997). Infec¢des causadas pelo
BoHV-5 ja foram descritas em varios paises da Europa, América do Norte, América do
Sul, Canada e Australia. Alguns autores consideram que a incidéncia mais importante
desta doencga estd presente no hemisfério sul incluindo a Australia, Argentina e Brasil.
No Brasil a meningoencefalite ¢ freqiiente no Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul e
Matogrosso, havendo casos relatados também nos Estados de Sao Paulo e Minas Gerais.
Em todas as regides a doenga ocorre principalmente na forma de surtos com morbidade
variavel e letalidade alta, embora em alguns casos os animais possam sobreviver
(ELIAS et al., 2004).

Os sinais neuroldgicos se caracterizam por depressdo, anorexia, ptialismo,
bruxismo, incoordenagdo, tremores musculares, cegueira e eventualmente morte
(PIDONE et al., 1999). A raiva bovina, amplamente disseminada no Brasil, tem sido
considerada a suspeita clinica primaria nos casos de meningoencefalite bovina em

varias regides do pais. O diagndstico diferencial ¢ muito importante para a correta



interpretacdo clinica (GOMES et al., 2002). Além da raiva, os sinais clinicos da doenga
podem ser confundidos com a pseudoraiva, a polioencefalomalacia, a intoxicacdo com
chumbo e sais, entre outras (PEDRAZA & ALESSI, 2004).

Uma das principais diferencas para o controle das doengas causadas pelos
herpesvirus € que os animais infectados transportam o virus por toda vida (PIDONE et
al., 1999), e a maioria dos surtos relatados ocorreu apds alguma pratica de manejo
envolvendo os rebanhos afetados. Isso confirma a patogenia da doenca e o
estabelecimento de laténcia do virus, que ¢ reativado desencadeando a doenga quando
os bovinos sdo submetidos a um estado de estresse (ELIAS et al., 2004).

O controle das infec¢des causadas por herpesvirus esta baseado principalmente
na imunizacdo com vacinas inativadas ou vacinas vivas modificadas. E os maiores
indices de prote¢ao observados entre os animais imunizados podem ser atribuidos a uma
possivel influéncia das diferengas antigénicas entre os isolados que compdem a vacina,
0 que resulta em uma resposta mais eficaz em termos de protecao. Com isso faz-se
necessario um estudo comparativo entre isolados de BoHV-5 buscando selecionar a

espécie mais antigénica para formulacdo de vacinas com alta capacidade de protecao.



2.  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Distribuicdo Geogréfica

O Herpesvirus Bovino Tipo 5 (BoHV-5), ou virus da encefalite bovina, ¢ o
agente etiologico da meningoencefalite bovina. Doenga que acomete o sistema nervoso
central (SNC) e caracteriza-se histologicamente por meningoencefalite ndo-supurativa
com necrose do cortex cerebral (ELIAS et al., 2004). A infec¢do geralmente é fatal em
bovinos jovens, provocando elevado indice de mortalidade do rebanho em regides onde
sua incidéncia ¢ alta (ROEHE et al. 1997). A doenga foi descrita pela primeira vez em
1962 quando o virus foi isolado a partir de um surto que matou varios bezerros na
Australia (PEDRAZA e ALESSI, 2004).

A real prevaléncia do BoHV-5 ainda ndo esta esclarecida no mundo (VAN
OIRSCHOT, 1998, OSORIO, 1998) citado por Quincozes (2005). Infec¢des causadas
por esta estirpe ja foram descritas em varios paises da Europa, América do Norte,
América do Sul, Canadd e Australia. Porém, nos paises do Hemisfério Norte ha uma
baixa prevaléncia de encefalites, o que pode estar relacionado aos programas de
vacinacdo contra BoHV-1 (BELKNAP et al., 1994, CASCIO et al., 1999). Ja nos paises
do hemisfério sul, incluindo a Australia, Argentina e Brasil, ha uma elevada incidéncia
desta doenga, apesar do virus ndo ter carater sazonal € nem preferéncia por raca ou sexo.
Contudo as condi¢des de criagdo parecem influenciar, uma vez que em rebanhos de
criacdo intensiva e onde aglomeram-se animais de diferentes origens, surtos da doenca

sdao mais comuns (GEORGE, 1991). No Brasil a meningoencefalite ¢ freqiiente no Rio



Grande do Sul, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso, com ocorréncia de casos também
nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais conforme relatado por Gomes et al. (2002).
Em todas as regides a doenga ocorre principalmente na forma de surtos com morbidade
varidvel podendo atingir uma taxa de 25% e letalidade alta alcancando uma taxa de
100%, a dura¢do do quadro clinico pode variar de 1 a 15 dias, com evolu¢cdo média de 6
dias (SALVADOR et al., 1998). Riet-Correa et al. (1996) relataram animais que
sobreviveram até 7 dias apds o inicio dos sinais clinicos, embora em alguns casos os
animais possam recuperar (ELIAS et al., 2004). A disseminagdo viral ocorre por
aerossois e secregdes corporeas, conforme Weiblen (1996), embora outros autores
afirmem que apenas o contato entre mucosas tenha importidncia epidemioldgica

(SALVADOR, 1997).

2.2. Classificagédo do Virus

Inicialmente, o BoHV-5 foi classificado como Herpesvirus Bovino Tipo 1
(BoHV-1) devido a similaridade na morfologia do virion, efeito citopatico na cultura de
células e propriedades antigénicas. O BoHV-1 ¢ responsavel por doengas respiratorias e
genitais, sendo o BoHV-1.1 o agente etioldgico da rinotraqueite infecciosa bovina
(IBR) e 0 BoHV-1.2 o agente etiologico da vulvovaginite pustular infecciosa (IPV) e
balanopostite pustular infecciosa (IPB). Entretanto a doenca causada pelo BoHV-5
apresenta sinais clinicos neurolégicos. Diante disto, o virus foi considerado uma
variante do BoHV-1 com caracteristicas de neuropatogenicidade. Em 1986, estudos
subseqiientes indicaram que os virus diferem em propriedades gendmicas e antigénicas,
com isso a estirpe neuropatogénica foi denominada Herpesvirus Bovino Tipo 1.3
(BoHV-1.3) Delhon et al. (2003). Esta classificagdo foi aceita até 1992 quando o
Comité Internacional de Taxonomia Viral propds uma nova classificagdo, na qual o
virus da encefalite bovina passou a ser denominado BoHV-5 (PEDRAZA e ALESSI,
2004).

O BoHV-5 pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae,
género Varicellovirus. Os membros da familia Herpesviridae caracterizam-se pela
arquitetura do virion que possui peso molecular (PM) de 95-150x10° Daltons (Da)

(FENNER et al. 1993), e consiste de um nucleo que contém DNA linear de cadeia dupla



(dsDNA), uma capside icosaédrica de aproximadamente 100 a 110 nm de diametro,
contendo 162 capsdmeros, algumas vezes apresenta material assimétrico que envolve a
capside denominado tegumento e um envelope que contém glicoproteinas virais
(PEDRAZA e ALESSI, 2004). Além do mais, sdo compostos de 22% de lipideos,
principalmente de fosfolipidios, 2% de carboidratos e pequenas quantidades de
poliaminas (DULBECCO e GINSBERG, 1980) citado por (QUINCOZES, 2005).

Os herpesvirus sdo sensiveis aos solventes lipidicos (ANDREWES et al., 1978)
como acetona, deoxicolato de sodio, cloroférmio, alcool etilico, éter etilico e algumas
enzimas proteoliticas (GUSTAFSON, 1981) citado por (QUINCOZES, 2005).
Andrewes et al. (1978) relataram que os herpesvirus sdo relativamente termolabeis,
sensiveis a choques osmoticos (PORTERFIELD, 1989) citado por (QUINCOZES,
2005) e a extremos de pH. O BoHV-1 ¢ estavel a uma faixa de pH entre 6.0-9.0, mas
labil a pH 4.5-5.0 (GUSTAFSON, 1981) citado (QUINCOZES, 2005).

A familia Herpesviridae ¢ subdividida em trés subfamilias: Alphaherpesvirinae,
Betaherpesvirinae, e Gammaherpesvirinae. Os membros da  subfamilia
Alphaherpesvirinae sdo classificados com base na susceptibilidade dos hospedeiros,
ciclo reprodutivo relativamente curto, rapida propagagdo em cultura, destrui¢do
eficiente das células infectadas e a capacidade em estabelecer infecgdes latentes. Nesta
subfamilia estdo incluidos os géneros Simplexvirus, Varicellovirus (VZV), o Virus da
doenga de Aujeszky, da rinopneumonite equina (FENNER et al., 1993), o Virus da
doenga Marek e o da laringotraqueite infecciosa (FIELDS, 1996).

2.3. Organizacdo do genoma

O genoma do BoHV-5 possui 138.390 pb, 2.518 pb a mais que o genoma do
BoHV-1, contém 75% de bases G+C (guanina e citocina) em sua composi¢ao e consiste
de duas seqiiéncias tnicas: longa ou Ur com 104.054 pb e curta ou Us com 9.548 pb
(DELHON et al., 2003). Tanto os nucleotideos quanto as proteinas do BoHV-5 e
BoHV-1 apresentam homologia superior a 85%. Com base nessas observagdes, utiliza-
se a morfologia e estrutura do BoHV-1 para descrever parte das propriedades do BoHV-

5 (FLORES et al., 1998).



2.4. Proteinas Virais

O BoHV-5 possui aproximadamente 48 proteinas virais dentre elas, encontram-
se as glicoproteinas do envelope (PIDONE et al., 1999). Estas estdo envolvidas nos
processos de infec¢dao viral, mediando o reconhecimento e adsor¢do as células alvo,
penetracdo do virion, fusdo e disseminagdo do virus célula a célula (ROIZMAN, 1996).
Os Alphaherpesvirus codificam no minimo 10 glicoproteinas que estdo presentes no
envelope do virion (CHOWDHURY et al., 2000). O genoma do BoHV-1 codifica 4
glicoproteinas ou complexos glicoprotéicos principais, designados gl (gB), glI (gE), gllI
(gC) e gIV (gD), algumas das quais apresentam importante homologia com seus pares
dos Herpes simplex virus (HSV), BoHV-5 e do virus da Pseudoraiva suina (PRV)
(PIDONE et al., 1999).

Algumas diferencas antigénicas foram detectadas entre as glicoproteinas do
envelope do BoHV-1 e BoHV-5, a principal delas estd no gene UL44 que codifica a
glicoproteina C (gC), sendo que a gC do BoHV-5 e do BoHV-1 diferem em 25% devido
a delegdo do aminoécido 35 na gC do BoHV-5. Isso ocasiona a remoc¢do de dois
potenciais sitios de glicosilagdo e um epitopo especifico presentes na gC do BoHV-1
(DELHON et al., 2003).

A gC ¢ a mais abundante glicoproteina dos envelopes tanto do BoHV-1 quanto
do BoHV-5, além de ser altamente imunogénica, o que confere uma predominancia de
anticorpos com atividade virus-neutralizante contra esta glicoproteina. A gC do BoHV-
1 tem massa molecular de aproximadamente 97kDa e ¢ pouco maior que sua
contrapartida no BoHV-5. A seqiiéncia de nucleotideos revelou que a ORF para gC do
BoHV-5 sintetiza 50 aminoacidos a menos do que a “Open Reading Frame” (ORF) que
codifica a gC do BoHV-1, explicando as diferengas observadas entre estas proteinas
(OLDONI et al., 2004). A gC afeta o neurotropismo, ¢ importante para os altos niveis
de replicagdo viral e expressdo completa da viruléncia no SNC de coelhos, além de
mediar a adsor¢do primaria do virus as células alvo via ligagdo as glicanas de superficie
(DELHON et al., 2003).

Estudos prévios demonstraram que os anticorpos monoclonais (MADbs)
neutralizantes anti-BoHV-1 e BoHV-5 estdo direcionados contra a gC. Isso demonstra
que esta glicoproteina parece ancorar um numero de epitopos conservados

imunodominantes. Contudo a gC esta entre as mais varidveis proteinas do BoHV-1 e



BoHV-5. De fato, o mapeamento da seqiiéncia de aminoacidos revela que diferencas
relevantes entre a gC do BoHV-1 e do BoHV-5 estdo concentradas em um terco da
proteina localizado na regido amino-terminal, com apenas 23,5% de homologia entre os
aminoacidos. Nesta regido encontra-se grande parte dos epitopos especificos da gC. Em
contraste, os outros dois ter¢os localizados na terminagao-carboxi dessas glicoproteinas
possuem 90% de homologia. O alto grau de homologia nesta regido explica a
reatividade cruzada de MAbs anti-gC do BoHV-1 e BoHV-5 e pode contribuir a uma
extensiva prote¢do cruzada observada entre estes virus (OLDONI et al., 2004).

Estudos com as glicoproteinas virais gB e gD através da utilizagdo de MAbs
revelaram que, assim como a gC, estas proteinas também sdao imunodominantes. Além
disso, apresentam baixa diversidade antigénica entre elas, o que também pode contribuir
para uma elevada neutraliza¢dao cruzada entre 0 BoHV-1 ¢ BoHV-5 (OLDONI et al.,
2004).

A gD ¢ uma das glicoproteinas importantes envolvidas na neutralizagdo.
Aparentemente esta glicoproteina ¢ responsdvel pela penetracdo do virus na célula
hospedeira e possivelmente participa da adsor¢do viral e fusdo celular. Por sua vez, a
gB esta envolvida com proteinas celulares responsaveis pelos efeitos citopaticos (ECP)
ocasionados pela infec¢do com o BoHV-1 (PIDONE et al., 1999).

As gE e gl parecem ser importantes na viruléncia e propagacdo de varios
herpesvirus, como tem sido demonstrado em estudos com modelos animais.
Dispensaveis para replicagdo em cultivos celulares, os genes para gE e gl sdo
conservados em todos Alphaherpesvirus. Estas glicoproteinas associam-se uma a outra
logo apo6s sua sintese formando o complexo gE-gl. Para alguns herpesvirus, o complexo
gE-gl funciona como receptor para o dominio Fc da imunoglobulina G o que pode
representar um mecanismo na evasdo da imunidade humoral. In vitro, este complexo
esta envolvido na transmissao viral célula a célula, possivelmente pela promoc¢do da
fusdo celular ou liberagdo do virus (CHOWDHURY et al., 2000).

Mutantes PRV deletados para gE e gl possuem neurotropismo restrito e
reduzidos fendtipos de viruléncia. Existem também evidéncias de que o gE-gl atua na
entrada do PRV em alguns circuitos neurais. Nos herpes simplex virus tipo 1 (HSV-1),
mutantes deletados para gE e gl apresentam eficiéncia de propagacdo no sistema

nervoso reduzida quando comparados ao tipo selvagem. Adicionalmente, o complexo



gE-¢gl facilita o movimento do HSV através da juncdo extensiva formada entre os
neuronios in vivo (CHOWDHURY et al., 2000).

A delegdo do gene gE para BoHV-1, como em outros Alphaherpesvirus, é
suficiente para reduzir sua viruléncia em bovinos (CHOWDHURY et al., 2000).
Estudos também relatam que a gE do BoHV-5 ¢ importante para uma propagacao neural
eficiente e neuroviruléncia no SNC. Contudo ndo tem nenhum papel na penetracido do

virus através da via olfatoria (CHOWDHURY et al., 2000).

2.5. Multiplicacéo Viral

O processo de infec¢ao viral inicia quando glicoproteinas do envelope viral,
incluindo a gC e a gB, reconhecem e ligam-se a receptores celulares especificos de
sulfato de heparana da membrana celular (ROIZMAN, 1996; BABIUK et al., 1996;
MEYER et al.,, 1998). A adsor¢do do virus a superficie celular ativa um processo
mediado por glicoproteinas virais, onde pelo menos 5 glicoproteinas (gB, gD, gH, gL e
gK) estdo envolvidas no processo de fusdo e penetragdo viral (WILD et al.,1998).

Os processos de transcricdo e replicagdo do DNA viral ocorrem no nucleo das
células infectadas, enquanto que a sintese protéica viral, da-se no citoplasma
(ROIZMAN, 1996). A transcricdo dos genes virais ¢ regulada temporalmente, havendo
trés classes de RNA mensageiro (mMRNA) denominadas: genes o ou “imediatamente
precoces”, B ou “precoces” e y ou “tardios”, que sdo transcritos pela RNA polimerase I1
celular (FENNER et al., 1993; ROIZMAN, 1996). Genes a ¢ 3 codificam enzimas ou
proteinas que complexam-se ao DNA viral, enquanto que a maioria dos genes y
codificam proteinas estruturais (FENNER et al., 1993).

Os genes o sdo os primeiros a serem transcritos. Participam deste processo
proteinas do tegumento em interagdo com fatores de transcri¢do celular. As a-proteinas
iniciam o processo de transcri¢ao dos genes B (ROIZMAN, 1996). Funcionalmente, as
B-proteinas estdo envolvidas na regulacdo da transcri¢dao das a-proteinas, suprimindo-as,
e das y-proteinas, promovendo-as. As y-proteinas juntamente com as a-proteinas
estando envolvidas no processo de replicagdo do genoma viral (FENNER et al., 1993).
Nesta fase, o DNA viral pode ser encontrado na forma circular ou linear (ROIZMAN,

1996).



O DNA viral sintetizado ¢ processado e “empacotado” em capsideos imaturos
recém-formados (ROIZMAN, 1996).

O processo de maturacdo do virion envolve as etapas de formacdao do
nucleocapsideo e a associagdo do nucleocapsideo com areas da camada interna da
membrana nuclear adquirindo assim, o envelope viral (FENNER et al., 1993;
ROIZMAN,1996). No citoplasma, ha acimulo de virions maduros causando lise da
membrana plasmatica celular. Os virions também acumulam-se dentro de vesiculas,
utilizando-se do Complexo de Golgi para serem exportados para o meio extracelular ou

ocorre a dispersdo das particulas virais célula a célula (ROIZMAN, 1996).

2.6. Comparacao entre BoHV-1 e BoHV-5

O BoHV-1 e BoHV-5 assemelham-se em aspectos estruturais, bioldgicos,
antigénicos e moleculares, além de possuirem 85% de homologia em seus DNAs
(PEDRAZA e ALESSI, 2004). A principal diferenca entre os virus ¢ a habilidade em
invadir, replicar no SNC e causar a doenga neuroldgica, porém ambos possuem
neurotropismo e estabelecem laténcia nos ganglios sensoriais trigémeo e sacro, apds
inoculagdo intranasal e conjuntival. O SNC do bovino possui receptores tanto para as
estirpes nervosas BoHV-5, quanto para todas as variantes do BoHV-1 estudadas.
Contudo, estudos comprovaram diferengas entre 0 BoHV-1 ¢ BoHV-5 no gene IE1 e
nos genes que codificam as proteinas bTIF e VP8, as quais poderiam explicar o
tropismo diferencial que caracteriza estas cepas (PIDONE et al., 1999).

Estudos com anticorpos monoclonais demonstram diferengas antigénicas
expressivas entre as glicoproteinas do envelope viral do BoHV-1 e do BoHV-5. Neste
sentido, resultados obtidos in vitro por cinética de neutralizagdo revelaram que o BoHV-
1.1 e 0 BoHV-1.2 possuem semelhangas antigénicas, ao passo que as diferengas que
existem com a cepa nervosa sdo significativas. Apesar destas diferencas, a prote¢ao
cruzada entre o BoHV-1 e BoHV-5 através de imunizagdo ativa e passiva ja foi
demonstrada experimentalmente em bovinos. Essa reatividade sorologica cruzada tem
sido responsavel, em parte, pela baixa prevaléncia do BoHV-5 e pela ocorréncia rara da
doenca neurologica em paises que vacinam regularmente contra o BoHV-1 (BELTRAO

et al., 2000). Porém, a ocorréncia de protegdo cruzada entre BoHV-1 ¢ BoHV-5 ¢



ainda controversa. Uma possivel prote¢do cruzada entre estes virus seria de interesse

para estratégias de imunizagdo e produgdo de vacinas (OLDONI et al.. 2004).

2.7. Modelos Experimentais

Com o objetivo de estudar a patogenia da encefalite causada pelo BoHV-5, tém-
se utilizado como modelos experimentais coelhos, ovelhas e bovinos (PEDRAZA e
ALESSI, 2004). Apesar de representarem modelos diferentes, a infeccdo neurologica
provocada pelo BoHV-5 em bovinos e coelhos apresenta caracteristicas similares
(BELTRAO et al., 2000).

Camundongos, entretanto, ndo sdo utilizados para o estudo da patogénese do
BoHV-1 ou BoHV-5 pois estes animais possuem um mecanismo imune antiviral, ainda
pouco conhecido, mediado por interferon que neutraliza diretamente a replicacao e
propagacdo do virus, ou indiretamente, modulando a resposta imune imediatamente
apos a infec¢do (ABRIL et al., 2004). Desta forma, os camundongos possuem
resisténcia as infecgdes causadas por ambos virus. Por outro lado, a patogénese de
infec¢des neurologicas causadas por dois outros Alphaherpesvirus neurotropicos, o
HSV e o PRV, é amplamente estudada em camundongos (SILVA et al., 1999). BoHVs
e HSV-1 utilizam o mesmo receptor para infeccdo das células, no entanto, apenas o
HSV-1 pode facilmente infectar camundongos. Diante disto, foi possivel comprovar que
os fatores relativos a permissividade celular sdo mais importantes para a evolugao da
infeccdo do que os fatores relacionados a adsor¢do e entrada do virus. Com isso tais
fatores também sdo responsaveis pela restrigdo de replicagdo dos BoHVs em

camundongos (ABRIL et al., 2004).
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2.8. Patogenia

2.8.1. Patogenia Celular

As principais vias de entrada do BoHV-1 sdo as mucosas respiratoria ou genital
(GIBBS e RWEYEMAMU, 1977). A entrada dos herpesvirus ¢ mediada por varias
glicoproteinas do envelope viral. O virus geralmente penetra nas células via fusdo do
envelope com a membrana plasmatica ou por endocitose. Os herpesvirus utilizam varias
glicoproteinas que mediam a ligacao, fusdo e penetragao (WILD et al., 1998).

O mecanismo de entrada do BoHV-1 e do BoHV-5 em células MDBK (Madin
Darby Bovine Kidney) envolve ligacdo a superficie celular, fusdo das membranas,
sinalizacdo para a conclusdo do processo de invaginagdo, perfuracio da membrana
plasmatica sem perda substancial de material citoplasmatico, gera¢do de energia para
dirigir a particula viral no citoplasma e defusdo e restauracdo da membrana plasmatica
apos total entrada do virus (WILD et al., 1998).

A fase de adsor¢do leva entre 0 a 30 segundos apds incubacdo a 37°C, neste
momento todos os virus se encontram extracelular, porém alguns podem estar ligados a
membrana plasmatica. Entre 30 a 40 segundos de incubacdao a 37°C, o envelope de
alguns virus encontra-se parcialmente fundido com a membrana plasmadtica externa.
Nesta fase, apenas trés camadas, resultantes da fusdo, das duas bicamadas sdo visiveis,
sugerindo que a camada externa do envelope viral encontra-se fundida com a camada
externa da membrana plasmatica. A fusdo completa ocorre aos 45 segundos de
incubacdo sendo que a camada externa do envelope viral funde-se com a camada interna
da membrana plasmatica e vice-versa, resultando em uma interse¢do das membranas no
local da fusdo. Em seguida ocorre a penetragdo que ¢ caracterizada por invaginagao e/ou
perfuragdo da membrana plasmatica no local de fusdo. Apos 50 segundos de incubagao
os virus podem ser detectados no citoplasma celular. E em aproximadamente 15
minutos estes ja encontram-se proximos aos poros nucleares (WILD et al., 1998).

O crescimento dos herpesvirus causa distirbios na arquitetura celular, com o
aparecimento de inclusdes intra-nucleares, marginagdo da cromatina e destruicdo dos
nucléolos. O actimulo de DNA viral recentemente sintetizado pode ser observado
através do desenvolvimento de uma massa basofilica no nucleo celular. A medida que

os capsideos vao se formando, estes migram-se para o citoplasma. E através desta
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migracao que os virus adquirem o envelope quando brotam através da membrana

nuclear, causando morte celular (FENNER et al.,1993).

2.8.2.  Vias de Infeccéo

A replicagdo primaria do virus ocorre nas células epiteliais, bem como em
células da submucosa e tecido conjuntivo, podendo permanecer nas secre¢des nasais e
linfonodos do trato respiratério por mais de 9 dias. Apos a infec¢ao primaria, ocorre
uma viremia transitdria, raramente detectada (GIBBS e RWEYEMAMU, 1977), que
precede o aparecimento de anticorpos especificos no animal (PASTORET et al., 1982).
A partir das mucosas, o virus ¢ transportado por monocitos aos 6rgdos alvo incluindo
sistema nervoso, trato digestivo ou feto (WYLER et al., 1989) citado por
(QUINCOZES, 2005).

Nos casos de meningoencefalites, o virus chega ao cérebro através das
ramificagdes maxilares e mandibulares do nervo trigémeo ou através dos bulbos
olfatérios e/ou das meninges a partir do osso etmoide (PIDONE et al., 1999). Porém, o
sistema olfatorio nao constitui a tnica via de acesso do BoHV-5 ao SNC de coelhos,
uma vez que, a interrupg¢ao cirurgica dessa via reduziu drasticamente, mas ndo preveniu
a invasdo do SNC pelo BoHV-5 a partir da cavidade nasal (BELTRAO et al., 2000).

A ocorréncia de meningoencefalite fatal em coelhos inoculados pela via intra-
conjuntival indica que outras vias nervosas também podem ser utilizadas pelo BoHV-5
para invadir o cérebro de coelhos. No entanto, o surgimento tardio da doenga e o menor
indice de morbidade entre os animais infectados pela conjuntiva sugerem que a invasao
por essa via é menos eficiente quando comparada com a via olfatéria (BELTRAO et al.,

2000).
2.9.  Sinais Clinicos
Os sinais neurologicos causados pela doenga caracterizam-se por depressdo profunda,

anorexia, ptialismo, bruxismo, incoordenacdo, tremores musculares, isolamento do

rebanho (SALVADOR et al., 1998), corrimento nasal e ocular, salivagdo excessiva,
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decubito com movimento de pedalagem (HILL et al., 1984), cegueira e morte (PIDONE
et al., 1999). As lesdes tipicas correspondem a uma meningoencefalite necrosante
aguda, ndo supurativa, amplamente distribuida, que pode variar de grau leve a severo.
Estas podem acometer desde a por¢ao frontal do telencéfalo até a medula espinhal. Isso
explica as diversas manifestacdes neurologicas observadas nos animais infectados.
Lesdes no diencéfalo e cortex cerebral, incluindo a regido occipital estdo relacionadas
aos sintomas de depressdo profunda, alternada com periodos de excita¢do e cegueira. Ja
manifestagdes como torneio, incoordenagdo, opistdtono e tremores musculares, em
geral, estdo associadas a lesdes no tronco enceféalico, cerebelo e medula cervical (ELIAS
et al., 2004, PEDRAZA e ALESSI, 2004).

Formas nervosas associadas com comprometimento do sistema digestivo e/ou
respiratorio foram relatados (BARENFUS et al., 1963). Embora o virus nao seja
primariamente associado a doenga respiratdria, a inoculagao experimental com BoHV-5
pode causar sinais clinicos respiratorios leves e transitorios (HALL et al., 1966).

A raiva bovina, amplamente disseminada no Brasil, tem sido considerada a
suspeita clinica primaria nos casos de meningoencefalite bovina em varias regides do
pais. Além da raiva, os sinais clinicos da doenga podem ser confundidos com a
pseudoraiva, polioencefalomalacia, intoxicagdo com chumbo e sais (PEDRAZA e
ALESSI, 2004), listeriose e encefalopatia espongiforme bovina (GOMES et al., 2002).

A meningoencefalite causada por BoHV-5 ¢ epidemioldgica e clinicamente
semelhante a polioencefalomalacia (PEM), doenca que acomete ruminantes, e ¢
caracterizada por necrose da substancia cinza do cortex cerebral atribuida a distirbios
no metabolismo da tiamina. Como também pode ocorrer associada a varios outros
fatores, como intoxicacdo por cloreto de sodio (sindrome de privagdo de agua),
envenenamento por chumbo (LEMOS e NAKASATO, 2001) citado por (ELIAS et al.,
2004) e altos niveis de H,S intra-ruminal causados por excesso de enxofre na dieta
(LORENAGAN et al., 1998) citado por (ELIAS et al., 2004).

Lesdes macroscopicas no SNC nem sempre sdo observadas na
meningoencefalite causada por BoHV-5 (BARENFUS et al., 1963, HALL et al., 1966).
Quando estas ocorrem, o cortex cerebral pode apresentar areas de coloragao amarelada
ou acinzentada. Ocasionalmente, essas areas apresentam-se deprimidas podendo-se
observar cavitacdo da substancia cinzenta (SALVADOR et al., 1998). Congestao das

meninges, petéquias ¢ edema no cérebro e cerebelo foram descritos em animais de 1 a 4
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meses (DIAS et al.,1982). Além disso, Pedraza e Alessi (2004) observaram aspecto
finamente granular do cortex, as vezes associado com hemorragias, principalmente
submeningeas, enquanto Riet-Correa e colaboradores (1996) observaram achatamento
das circunvolucdes cerebrais, protusdo do cerebelo através do fordmen magno e
congestao das meninges. De fato, durante a ocorréncia de surtos no Mato Grosso foram
descritos congestdo encefalica difusa, hemorragias submeningeanas multifocais,

achatamento de circunvolugdes cerebrais e areas de malacia (ELIAS et al., 2004).

2.10. Resposta Imune

As discussdes sobre o papel da imunidade humoral e imunidade mediada por
células nas infec¢des por herpesvirus tém sido relatadas desde a década de 70 (GIBBS e
RWEYEMAMU, 1977).

O principal mecanismo de imunidade especifica contra infec¢des virais
estabelecidas ¢ desempenhado por linfocitos T citotoxicos (LTC) que apresentam
marcadores CD8+. Os LTC CD8+ reconhecem antigenos virais processados no interior
das células em associagcdo com moléculas do complexo de histocompatibilidade
principal classe I (MHC-I), presentes em todos os tipos de células nucleadas. Os LTC
induzem a lise das células infectadas pelo virus, estimulando enzimas intracelulares que
degradam o genoma viral, bem como a secre¢do de citocinas com atividade de
interferon (IFN) (ABBAS et al., 2005).

A infec¢do viral estimula diretamente a producdo de IFNa pelas células
infectadas, sendo o mais potente sinal para a sintese de citocinas. O IFNa possui trés
atividades principais: induzir as células adjacentes a um estado antiviral pela resisténcia
a infecgdo viral e inibicdo da replicagdo viral, ativar o potencial litico das células
“Natural Killer” (NK) e aumentar a expressdao de moléculas da classe I do MHC nas
células infectadas por virus (ABBAS et al., 2005).

Bovinos expostos ao BoHV-1 secretam interferon (IFN) tipo 1 tanto nas
secregOes nasais como vaginais. A produgdo imediata deste pode ser importante para a
rapida protecdo local nos estdgios adiantados da infeccdo. O BoHV-1 ¢ um indutor de
IFN muito eficaz, por ndo ser tdo susceptivel a ele como muitos outros virus. As células

NK também aumentam em niimero logo ap6s a infec¢ao por BoHV-1. Finalmente, sabe-
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se que in vitro o BoHV-1 altera a capacidade funcional do macréfago alveolar bovino
(PIDONE et al., 1999).

Na imunidade humoral, a resposta primaria ¢ caracterizada pela formacdo de
anticorpos das classes IgM e IgG, sendo que, os anticorpos neutralizantes dirigidos
contra as glicoproteinas de superficie, provavelmente possuem importancia na
imunidade a longo prazo. Sua deteccdo € possivel por meio da virusneutralizagdo em 8 a
12 dias pés-infecgdo e persiste 5 anos em média, porém essa persisténcia requer alguma
re-estimulacdo. A atividade neutralizante pode ser também detectada em secregdes
nasais e genitais devido a presenga de imunoglobulina A (IgA) (PIDONE et al., 1999).

Bovinos recém nascidos dispdem de anticorpos via colostro, principalmente nas
primeiras 12 horas pds parto (fundamentalmente IgG1), porém ndo produzem uma
prote¢do absoluta, apenas diminuem a agressividade da infec¢ao (PIDONE et al., 1999).

A lise celular mediada por anticorpo-complemento participa temporariamente da
infeccdo e pode também ser importante na fase tardia de recuperacdo ou durante a
recrudescéncia de infec¢des latentes (PIDONE et al., 1999). Contudo, o papel dos
anticorpos ¢ questionavel em relagdo a prevencdo da disseminagdo do virus, de fato
como outros virus, o BoHV-1 pode escapar da acdo destes através de pontes

intercelulares e/ou de ramificagdes nervosas.

2.11. Diagnostico Viral e Sorologico

O diagnostico viroldgico de infecgdes por BoHV-1 e BoHV-5 ¢ realizado
através da identificacdo de antigenos virais sobre secrecdes ou tecidos de animais
infectados, do isolamento do virus em cultivos celulares ou, ainda, através de métodos
moleculares de diagnéstico (ROEHE et al., 1997b). O virus ¢é excretado nas secregdes
nasais de 10 a 11 dias ap0s a infecgdo, periodo correspondente ao tempo de incubagdo e
inicio dos sinais clinicos da doenca (BAGUST e CLARK, 1972) citado por Quincozes
(2005).

O isolamento viral ¢ a técnica padrao para a detec¢do de BoHV-1 e BoHV-5
(ROEHE et al., 1997b). Para sua execucdo, suspensdes de tecidos ou secregdes sao
colocadas sobre cultivos de células. Ap6s um periodo de incubagdo variavel (1 a 5 dias),

a presenga de virus ¢é detectada pelo efeito citopatico (ECP) caracteristico
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(arredondamento celular, vacuolizacao, agrupamento das células e desprendimento do
tapete celular) causado no cultivo celular (WEIBLEN et al., 1992). Neste momento, o
isolamento viral pode ser confirmado. Porém no isolamento viral em cultivo celular ndo
¢ possivel a caracterizagdo do herpesvirus como tipo 5, uma vez que, a metodologia
empregada ¢ a mesma para o isolamento do BoHV-1 (ROEHE, 1996) citado por
Quincozes (2005). O diagnoéstico, buscando a identificacdo dos herpesvirus, pode ser
obtido através das provas de imunofluorescéncia direta (ID) ou imunoperoxidase (IPX).
Estes testes dependem essencialmente do tipo de anticorpos empregados para a detecg@o
do antigeno. Se realizados com soros policlonais, provavelmente serdo incapazes de
diferenciar entre amostras de BoHV-1 e¢ BoHV-5. Entretanto, se realizados com
anticorpos monoclonais tipo-especificos, poderdo ser capazes de diferenciar estes virus
(ROEHE et al., 1997b).

Com relacdo a sorologia para a deteccdo de anticorpos contra o BoHV-5, os
testes empregados sdao os mesmos para BoHV-1 (RIET-CORREA et al.,1996). As
técnicas mais utilizadas incluem a virusneutralizacdo ¢ o ensaio imuno-enzimatico
(ELISA). Outras técnicas como a hemaglutinagdo passiva, gel difusdo e fixagdo de
complemento sdo citados, embora menos utilizados na rotina de laboratério (ROEHE,
1996) citado por Quincozes (2005).

O teste soroldgico padrdo para a detec¢dao de anticorpos anti-BoHV ¢ a prova de
virusneutralizagdo (VN). O teste ¢ confidvel e especifico. Os animais positivos
apresentam titulos médios entre 8 e 64. Ocasionalmente sdo obtidos titulos mais altos e
alguns animais parecem desenvolver titulos muito baixos ou ndo detectaveis (GIBBS e
RWEYEMAMU, 1977).

Em 1970, Black demonstrou pela primeira vez a utilizagdo da técnica de VN em
microplacas para a IBR. O autor apresentou como vantagens um grande ganho de
tempo, menor trabalho e custos para o teste, quando comparados a forma antiga de
utilizacdo de tubos de vidro contendo cultivo celular. A maioria dos laboratorios de
diagnostico viroldgico veterindrio utilizam a VN, isolada ou juntamente com outros

ensaios (WEIBLEN et al., 1992).
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2.12. Profilaxia (Medidas de Controle)

Os principais fatores que vém contribuindo para a difusdo da infec¢do causada
pelos herpesvirus sdo a introdu¢do nos rebanhos de animais oriundos de leildes ou de
importagdes, sem exigéncias sanitarias necessarias para prevenir a infec¢do, a crescente
utilizacdo de confinamentos para a engorda de animais, a ndo obrigatoriedade do
controle virologico do sémen comercializado no pais e, principalmente, a falta de
informagdo dos criadores, das autoridades e veterinarios sobre estas viroses (SILVA et
al., 1998). A presenca de animais portadores favorece a perpetuagdo do virus no
rebanho, uma vez que, eles tém recorréncias da infeccao eliminando o virus e, quando a
percentagem de vacas infectadas ¢ alta, elas infectam o rebanho jovem antes da idade
reprodutiva (ROEHE et al., 1997b).

A erradicagdo da doeng¢a mediante a identificacdo e eliminacdo dos animais
sorologicamente positivos ainda ¢ utilizada em algumas regides onde a prevaléncia do
virus ¢ baixa, contudo este método ocasiona perdas econdmicas significativas
(PEDRAZA e ALESSI, 2004).

Devido a isso, a infeccdo por herpesvirus bovino tem sido controlada e
prevenida através da combinacdo de uma variedade de praticas de manejo e com um
bom programa de vacinagdo (DONKERSGOED e BABIUK, 1991).

Variadas formas de controle e erradicagdo foram propostas por diversos
pesquisadores. Na FEuropa, a utilizagdo de vacinas com marcadores genéticos,
juntamente com o manejo higi€nico-sanitario adequado, vém alcancando resultados
positivos no que se refere ao controle desta virose (VAN OIRSCHOT et al., 1996).

No Brasil, o controle da doenca baseia-se principalmente na vacinacdo com
vacinas convencionais, incluindo as vacinas vivas modificadas e as inativadas. Contra o
BoHV-1 estdo disponiveis no mercado as vacinas contendo o virus vivo atenuado,
termossensiveis, marcadas gE™ e inativadas, sendo que, as vacinas contra o BoHV-5
tendem a seguir as mesmas linhas das vacinas contra BoHV-1. A utilizagdo dessas
vacinas objetiva, principalmente, reduzir as mortes no rebanho apds infeccdo e desse
modo diminuir o impacto econdmico das infecgdes pelo virus (VAN OIRSCHOT et al.,
1996).

A producdo de vacinas virais inativadas envolve a propagacdo do virus em

cultivo “in vitro”, e sua viruléncia ¢ perdida, sem alterar a imunogenicidade de suas

17



proteinas, a medida que o virus ¢ inativado por tratamentos quimicos ou fisicos
(PASTORET, 1997). As vacinas inativadas contra os BoHVs sdo tratadas com
formaldeido, etanol ou etilenamina e por inativacdo por calor ou irradiagdo UV. As
glicoproteinas do envelope viral sdo essenciais na resposta imune antiviral (DUQUE et
al., 1989), desta forma, novos métodos de inativagdo viral na produgdo de vacinas vém
sendo testados, sendo que, os mais promissores sdo aqueles que atingem o 4cido
nucléico viral sem prejudicar as proteinas de interesse. Alteracdes na estrutura do acido
nucléico viral podem levar a inativagao do patégeno (KASERMANN et al., 2001).

As vantagens das vacinas inativadas sobre as vacinas atenuadas permanecem no
fato que nao provocam aborto nem disseminagcdo viral apds vacinacdo € o
estabelecimento de infeccdo latente pela cepa vacinal ¢ impossivel, além de permitir a
fabricagdo de vacinas polivalentes, por ndo ter interferéncia com a producdo de
anticorpos contra outro antigeno. S3o perfeitamente toleradas e, apesar da eficacia
destas vacinas estar sujeitas a controvérsia, segundo alguns resultados concretos seriam

efetivas para o controle das infec¢des causadas por BoHVs (PIDONE et al., 1999).
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3. OBJETIVO

Comparar cinco BoHV-5 isolados em diferentes regides brasileiras quanto a

cinética de producdo em cultivo de células e a sua antigenicidade em ovinos.
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4. MATERIAL E METODOS

Esse trabalho originou-se através da parceria Vallée S.A. com a Universidade
Federal de Vicosa — UFV, sendo que a formulacdo das vacinas, curva de crescimento e
virusneutralizagdo foram realizados no Laboratorio Experimental de Bioquimica (LEB)
— Vallée S.A. e as vacinagdes e coletas de sangue foram realizados no Laboratério de
Virologia do Departamento de Veterinaria Preventiva — UFV e no Sitio Boa Vista,

Corrego do Latdo - zona rural de Coimbra.

4.1. Cultivo de Células

No presente estudo foram utilizadas células MDBK (Madin Darby Bovine
Kidney) provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e, originalmente
depositadas na American Type Culture Collection (ATCC). As células foram cultivadas
em Meio Essencial Minimo — MEM (GIBCO®) estéril, acrescido de piruvato de sédio,
bicarbonato de sodio, penicilina G potéssica, sulfato de neomicina, anfotericina B e soro
fetal bovino. A densidade celular inicial foi de 2,0x10° células/mL.

Garrafas do tipo Roux foram utilizadas para multiplicacdo celular com aumento
de escala de acordo com crescimento. As células partiram da garrafa Roux T162 para
garrafa Roller de onde foram distribuidas em 6 garrafas T162, sendo 5 usadas para
infeccdo e 1 usada como controle. Os cultivos foram mantidos incubados em estufa
BOD a 37°C em sistema fechado. Os repiques celulares foram realizados a cada 72

horas utilizando-se tripsina a 37°C para descolamento da monocamada.
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4.1.1. Contagem Celular

Apds o processo de tripsinizagdo as células foram ressuspendidas em meio de
cultura fresco e, 0,5mL de suspensdao celular foram coletados para procedimento de
contagem em camara de Neubauer.

Foram adicionados a suspensdo celular 0,5mL de corante vital azul de tripan
para determinacdo da viabilidade celular por exclusdo do corante, diluindo-se a amostra

quando necessario com tampao fosfato salino (PBS).

4.1.2. Célculo da Densidade Celular

Para a determinacao da densidade celular em funcdo do volume utilizou-se a
formula 1 e para o numero de células totais a formula 2. A viabilidade celular foi

calculada pela férmula 3.

1) Células/mL = n° células contadas / n° quadrantes x fator dilui¢do x 10*
2) Células totais = células/mL x volume suspensao

3) Viabilidade = n° células viaveis x 100 / n° total de células contadas

4.2. Producéo de Virus

Foram utilizados 6 isolados de BoHV-5 incluindo: SV163, SV507, 1807,
EVI145, 1S09898292 ¢ A509, sendo este ultimo utilizado na virusneutralizacdo. A
origem dos isolados segue conforme tabela 1. A propagacdo dos virus foi realizada em
trés passagens em células MDBK, utilizando-se meio livre de soro e “multiplicity of
infection” (MOI) de 0,5. Apos atingir efeito citopatico (ECP) de 90%, os virus foram
recolhidos e clarificados por meio de centrifugacdo a 3000 RPM por 15 minutos a 4°C e

armazenados em ultrafreezer a —70°C até o momento do uso.
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Tabela 1 — Origem dos isolados de BoHV-5

Isolados de BoHV-5 Origem

SV507 Laboratério da UFSM, Departamento de Microbiologia e
Parasitologia — Setor de Virologia - isolado proveniente de surto
no RS.

SV163 Laboratério da UFSM, Departamento de Microbiologia e
Parasitologia — Setor de Virologia - isolado proveniente de surto
no RS ou MS.

EVI145 Laboratério Desidério Finamor, Eldorado do Sul, RS.

1807 Laboratério da UFSM, Departamento de Microbiologia e

Parasitologia — Setor de Virologia.
1B IS09898292 Laboratorio de Viroses de Bovideos, Instituto Biologico.

AS509 Laboratorio da UFSM, Departamento de Microbiologia e
Parasitologia — Setor de Virologia.

4.2.1. Determinacdo do Titulo Infeccioso

Células MDBK foram distribuidas em microplacas de 96 cavidades (CORNING
COSTAR®) na densidade de 200.000 células/mL, sendo que, cada cavidade recebeu
100uL de suspensao celular 24 horas antes da titulagao propriamente dita.

As amostras virais coletadas foram diluidas de forma seriada (10" a 10®). Em
seguida procedeu-se com descarte do sobrenadante celular das microplacas e adi¢ao de
100uL da suspensao viral diluida em cada cavidade.

Cada diluicdo viral ocupou duas colunas da microplaca (16 cavidades) em
ordem decrescente de concentracdo, sendo que, as duas ultimas colunas constituiram o
controle de células, ndo recebendo suspensao viral, a qual foi substituida por 100uL de
MEM livre de soro fetal bovino (SFB).

As placas foram incubadas em estufa a 5% de CO,, a 37°C por 72h. Apoés este
periodo foi efetuada a leitura das mesmas e determinado o titulo infeccioso de cada
placa em “50% tissue culture infectious dose” (TCIDsy/mL), segundo o método de
Reed e Muench (1938).
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4.3.Curva de Crescimento Viral

Células MDBK foram distribuidas em microplacas de 24 cavidades na densidade
de 200.000 células/mL, sendo que, cada cavidade recebeu 3mL de suspensdo celular 24
horas antes de serem infectadas. Em seguida procedeu-se com o descarte do
sobrenadante celular das microplacas e adicdo de meio de infec¢do. As monocamadas
celulares foram infectadas na m.o.i 0,5 utilizando cada isolado, em duplicata, contidos
nas vacinas: SV163, SV507, 1807, EVI 145, ISO9898292 ¢ o isolado A509 utilizado no
teste de virusneutralizacdo. Dessa forma, cada placa continha dois isolados utilizados
em duplicatas organizados em linhas e cada coluna correspondeu a um tempo de coleta
dos sobrenadantes. As placas foram incubadas em estufa de CO, a 37°C e as coletas
foram realizadas de 4 em 4 horas durante 24 horas de cultivo. Durante as coletas cada
cavidade foi monitorada de acordo com o ECP na monocamada celular. As suspensdes
virais foram recolhidas apos centrifugagdo a 3000 RPM por 15min a 4°C e foram

mantidas em ultrafreezer a —70°C até serem titulados.

4.4. Formulagdo da Vacina

O cultivo celular para produgdo das vacinas, assim como a produgdo viral foram

mencionados nos itens 4.1. e 4.2 respectivamente.

4.4.1. Diluigéo das Suspensdes Virais

Apos determinacao do titulo infeccioso as suspensdes virais foram diluidas no

sentido de uniformizar o titulo vacinal de acordo com o menor titulo infeccioso viral

obtido. A suspensdo viral constituiu de 40% do volume final da vacina com um titulo

vacinal mantido em 10”* TCIDs/dose.
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4.4.2. Inativacéo Viral

As suspensdes virais foram inativadas com 3mM de etilenoimina bindria (BEI)
por 24 horas em agitador orbital sob agitacdo de 75 RPM. O BEI foi preparado a partir
da bromo-etilenoamina hidro-brometo (BEA) pela reacao com hidroxido de sédio 0,2N
a 37°C, sob agitagdo de 75 RPM em agitador orbital durante 60 minutos, sendo esta
solugdo utilizada imediatamente apds o preparo. Apds o tempo de inativacdo o BEI foi

neutralizado com tiossulfato de sédio 2% v/v de BEI.

4.4.3. Pesquisa de Virus Ativo

Para pesquisa de virus ativo (PVA) foram cultivadas células MDBK em meio
de cultivo descrito no item 4.1.1 em garrafas roux T25, sendo utilizadas duas garrafas
para cada amostra viral e uma como controle negativo. A densidade celular inicial foi de
200.000 células/mL.

A PVA foi realizada em trés passagens consecutivas, sendo que em cada uma
delas as células foram cultivadas por 48 horas antes do recebimento da amostra viral. O
sobrenadante celular foi descartado e em seguida adicionados 9mL de meio de cultivo
livre de soro e ImL da suspensdo viral teste. Nas duas passagens subsequentes ImL da
suspensao viral foi substituido por ImL do sobrenadante celular da passagem anterior.
O controle negativo recebeu 10mL de meio MEM sem soro. As garrafas foram
incubadas por 120 horas na primeira passagem e 72 horas nas posteriores e

acompanhadas diariamente para visualizacdo microscopica de possivel efeito citopatico.

4.4.4. Adicédo de Adjuvante

Como adjuvante foi utilizado o hidroéxido de aluminio Al(OH);, padronizado
pela Vallée S.A., na quantidade de 20% do volume final da vacina que foi mantido a
4°C overnight sob agitacdo de 100RPM em agitador orbital. O pH foi mantido entre 7,2
e 7,6 e controlado com bicarbonato de sddio 7,5% e acido cloridrico IN. Além do

hidréxido de aluminio também utilizou-se saponina (Kerry®) a 0,06%.
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4.5.  Vacinacg0es e Coletas de Sangue

45.1. Animais

Para o presente estudo foram utilizadas 55 ovelhas adultas escolhidas de forma
aleatoria e de ambos os sexos da raca Santa Inés, provenientes do Sitio Boa Vista,
Corrego do Latdo - zona rural de Coimbra. Os animais foram divididos em 5 grupos,

sendo 10 para cada vacina e os cinco restantes foram utilizados como sentinelas.

4.5.2. Vacinacao e Coletas Sanguineas

O esquema de vacinagdo adotado consistiu de duas doses vacinais no dia 0 e
21, por via intramuscular. O volume da dose vacinal foi de SmL com titulo vacinal
mantido em 10”* TCIDso/dose..

Foram realizadas 7 coletas de sangue nos dias 0, 7, 14, 21, 35, 49, 63. Para as
coletas foram utilizados tubos “vacutainers” e coletados aproximadamente 7ml de
sangue por vez de cada animal. O sangue foi coletado da veia jugular dos animais e as
coletas nos dias 0 e 21 foram realizadas antes da vacinagao.

ApOs a coleta, as amostras de sangue foram mantidos em temperatura ambiente
para coagulagdo. Apds este periodo, o soro de cada amostra foi coletado em tubos tipo
eppendorfs e centrifugados a 4000 RPM por 5 min a 25°C. Os soros obtidos foram

armazenados em freezer a —4°C.

4.6.  Virusneutralizacdo

Os testes de virusneutralizagdo (VN) foram realizados em microplacas de 96
cavidades (CORNING COSTAR®). A primeira coluna de cada microplaca constituiu o
controle de células, ndo recebendo soro nem suspensao viral, a qual foi substituido por
100uL de MEM livre de SFB. Ja a segunda coluna constituiu o controle de toxicidade

do soro. Esta coluna recebeu a suspensdo celular e soro ndo diluido. A dilui¢ao do soro
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se deu entre as colunas de duas placas consecutivas e foram utilizadas dilui¢des na base
2 crescentes do soro, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048,
1:4096. Dessa forma, cada diluicdo do soro ocupou uma coluna da microplaca (8
cavidades) em ordem decrescente de concentracdo. Posteriormente as diluigdes, cada
cavidade recebeu uma dose constante de virus, contendo 100 TCIDs¢/50uL do isolado
BoHV-5 A509, com excegdo das colunas 1 e 2. Apos incubagdo da mistura soro-virus
por 12h a 37°C, em estufa de CO, uma suspensdo de células MDBK de 50uL na
concentragdo de 300.000 células/mL foi adicionada, seguida de incubagdo em estufa de
CO;, a 37°C. A leitura dos testes foi realizada apos 96h de incubagdo, por meio do
monitoramento do efeito citopatico. Foram considerados os titulos de anticorpos
neutralizantes as maiores diluicdes do soro capazes de inibir a replicagdo viral e
conseqiiente produgdo de efeito citopatico. Cada soro foi testado em duplicata e a
medida de anticorpos neutralizantes foi calculada pela média aritmética das repeti¢des.
Posteriormente aos testes de VN utilizando o isolado AS509, foram realizados
novos testes de VN para as amostras dos isolados BoHV-5 1807, SV507 e ISO9898292
utilizando o proprio isolado ISO9898292. Para estes testes foram respeitados os

mesmos procedimentos das VN realizados anteriormente, alterando apenas o isolado.

4.7. Andlises Estatisticas

A resposta de anticorpos com atividade neutralizante anti-BoHV-5 de cada

grupo de animais foi expressa em titulos médios geométricos (GMT), sendo que estes

foram analisados por meio da andlise de varidncia. As médias foram comparadas

utilizando o teste Tukey adotando o nivel de 5% de probabilidade.
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5.  RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Cinética de Infeccdo

Os resultados referentes as cinéticas de infec¢do dos diferentes isolados de
BoHV-5 estdo apresentados na figura 1. Observando a figura 1, nota-se que apesar de
serem da mesma espécie viral BoHV-5, os isolados seguem comportamentos
diferenciados de crescimento em cultivo celular.

Para o isolado BoHV-5 A509 houve variagdo significativa do titulo inicial em 4
horas de infeccdo em que o titulo variou em aproximadamente 1 log TCIDs¢/mL e em
12 horas com variagao de 1,58 log TCIDsy/mL do titulo inicial, representados por picos
na curva de crescimento. Como este, para os isolados SV507, EVI145, 1807 e SV163
também foram detectadas variagdes do titulo infeccioso inicial acima de 1 log
TCIDso/mL em 4 horas de infeccdo. Porém para o isolado SV507 ndo foi detectado
outro aumento significativo de titulo durante o ensaio, mantendo o titulo infeccioso
proximo de 7 log TCIDso/mL. Para os isolados EVI145 e 1807 também houve variagao
significativa do titulo inicial as 12 horas de infec¢cdo com variagdo de 2,31 e 1,88 log
TCIDso/mL respectivamente. Para o isolado SV163 houve também aumento detectavel
do titulo infeccioso inicial as 24 horas com variag@o de 2,77 log TCIDso/mL. Ja para o
isolado 1S09898292 o aumento do titulo infeccioso detectavel a partir do inicial foi de
0,88 log TCIDso/mL em 8 horas de infec¢do e as 24 horas com variacao de 2,27 log
TCIDs¢/mL.
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O aumento diferenciado do titulo infeccioso entre os isolados de acordo com o
tempo das coletas utilizadas, sugere que cada isolado possui tempo diferenciado para
concluir seu ciclo de replicacao.

A determinagdo do titulo infeccioso de cada ponto da curva de crescimento foi
efetuada a partir do sobrenadante das amostras, nao sendo realizada lise celular. Isso
abrangiu apenas as particulas virais que se encontravam extracelularmente. Desta forma
a queda de titulo infeccioso em determinados pontos das curvas de crescimento sugere

pontos em que os virus produzidos tornam invadir novas células.
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isolados de BoHV-5 em cultura de células MDBK.
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Figura 1 — Cinética de producdo de particulas com capacidade infectante de diferentes




Durante a cinética de crescimento, 0 monitoramento por efeito citopatico (ECP)
mostrou que todos os isolados, com excecdo do ISO9898292, destruiu completamente a
monocamada celular. De acordo com o comportamento dos isolados, foi observado o
inicio de ECP por volta das 10 horas de infeccdo, sendo que o isolado BoHV-5
[SO9898292  iniciou o ECP em torno de 16 horas. A destruicdo completa da
monocamada foi observada em torno de 16 horas, com exce¢ao do isolado BoHV-5
ISO9898292 que aos 24 horas de cultivo possuia ECP de aproximadamente 80%. Além
disso, segundo a tabela 2 nota-se que o titulo infeccioso maximo para cada isolado ¢
alcancado em diferentes tempos de infec¢do e normalmente esta associado ao maior
grau de destruicdo celular que pode ser usado como referencial de coleta dos BoHVs.
Isso sugere que cada isolado possui seu tempo de coleta especifico, uma vez que, busca-
se alcangar titulos infecciosos elevados nos processos de producao de vacinas virais.

Um dos problemas enfrentados na produgdo viral in vitro é a producdo de
particulas defectivas que sdo regularmente observadas em sucessivas passagens do virus
em MOIs elevadas (KIRKWOOD e BANGHAM, 1994). A produgdo dessas particulas
compete com o virus selvagem levando a producdo cada vez menor destes (FRANK,
2000). Isso pode explicar o comportamento dos isolados A509, SV507, EVI145, 1807 e
SV163 que produziu completa destrui¢do da monocamada celular em um curto espago
de tempo, além de titulos relativamente elevados nas primeiras 12 horas de infec¢do. O
que pode ter influenciado no titulo final destes isolados que se mostraram menores que
o isolado ISO9898292.

Por outro lado o isolado ISO9898292 manteve os titulos infecciosos baixos
durante 20 horas de infeccdo e ECP mais lento, proporcionando um maior periodo de
infec¢do. Com isso o virus permaneceu maior tempo dentro das células, gerando maior
numero de particulas virais integras por célula. Isso sugere que, este isolado estd mais
adaptado as células utilizadas na cinética de crescimento. Segundo (AHAMED et al.,
2004) os virus adaptados as células hospedeiras possuem maior infectividade e menor
viruléncia, causando menor dano a monocamada celular. De fato, apenas o isolado
IS0O9898292 possuia passagens consecutivas nas células utilizadas neste ensaio. Estudos
realizados por Ahamed e colaboradores (2004) mostraram que sO apOs a quarta
passagem o Virus da doenca Newecastle comegou a se adaptar em células Vero

demonstrando ECP mais padronizado.
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Tabela 2 — Titulo infeccioso méximo alcangado pelos diferentes isolados de BoHV-5
em funcdo do tempo de infecgdo

Isolados Titulo infeccioso maximo Tempo de infec¢ao
(Log TCIDsyp/mL) (h)
A509 7,02 24
[S09898292 7,89 24
SV507 7,20 24
EVI145 7,53 12
1807 7,10 12
SV163 7,49 24

5.2. Producéo de Virus Vacinal

Apds conhecer o comportamento de cada isolado, os virus foram tratados
individualmente. Posteriormente ao processo de infec¢io os isolados foram monitorados
de acordo com o ECP causado na monocamada celular. As coletas foram realizadas a
medida que cada isolado alcangou ECP de aproximadamente 90% (figura 2B). A tabela
3 mostra os resultados de titulos infecciosos em diferentes passagens dos isolados de
BoHV-5 utilizados para formulacdo das Vacinas. Apesar da primeira passagem dos
virus possuirem titulos infecciosos altos, esta ndo foi tomada como referencia, pois nao
foi respeitada a dose infectante MOI = 0,5. Esta passagem como a posterior foi
realizada apenas com a finalidade de adaptacdo dos isolados em células MDBK
utilizadas no laboratorio Experimental de Bioquimica (LEB) — Vallée S.A.. Os isolados
s6 foram utilizados para produgcdo das vacinas apds a terceira passagem em
monocamada celular conforme tabela - 3. Como ja era esperado, cada isolado alcangou
diferentes titulos infecciosos. A diluicdo das suspensdes virais para o menor titulo

infeccioso manteve o mesmo numero de particulas virais nas vacinas produzidas.
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Figura 2 — (A) Monocamada de células MDBK com 72h de cultivo. (B) Efeito
citopatico de 90% do isolado BoHV-5 IB IS09898292 em células MDBK em 28h de
incubacgdo. Nas duas figuras as monocamadas foram coradas com H&E e observadas
com aumento de 100X.

Tabela 3 — Titulos infecciosos em Log TCIDso/mL dos isolados de BoHV-5 propagados
em cé¢lulas MDBK na etapa de producao das vacinas

Isolados de 1* passagem 2% passagem 3% passagem
BoHV-5
IB 1S09898292 7,25 6,19 7,10
SV163 7,71 6,71 7,25
EVI145 7,55 6,76 7,51
SV507 7,67 6,89 7,76
1807 7,73 6,88 7,75
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5.3. Sorologia da resposta vacinal

Os resultados obtidos nos testes de virusneutralizagdo (VN) para pesquisa de
anticorpos anti-BoHV-5 encontram-se na tabela 4 e figura 3A. Devido a sua alta
especificidade e sensibilidade, a técnica de VN tem sido utilizada como referéncia no
sorodiagnostico do BoHV-1 (CORTEZ et al., 2001; OIE, 2002). Assim como para o
BoHV-1, o teste mostrou ser eficaz em identificar os anticorpos especificos contra os
isolados de BoHV-5. Isso pode ser comprovado pelo perfil da curva dos isolados, com
excegdo do ISO9898292, que demonstrou dois picos referentes aos titulos de anticorpos
alcancados pelos grupos de animais apOs vacinagdao e revacinagdo respectivamente
(ABBAS et al., 2005).

De acordo com o perfil da curva demonstrado pelo isolado ISO9898292 nao
houve resposta antigénica significativa nos diferentes pontos de coleta do soro. Segundo
a figura 3A, o primeiro pico foi demonstrado 14 dias ap6s a vacinagdo, onde os titulos
de anticorpos variaram entre 23,08 pelo isolado SV507 a 138,63 pelo isolado SV163. O
segundo pico foi observado 14 dias apods a revacina¢do onde os titulos variaram entre
301,35 pelo isolado EVII45 a 1017,54 pelo isolado 1807. No 42° dia apds a
revacinacao observou-se variacao de titulo entre 82,47 (EVI145) a 305,97 (1807). A
discrepancia entre as médias de titulo de anticorpos de alguns grupos de animais sugere
diferencgas antigénicas, demonstrando uma possivel variagdo entre os isolados.

Para comparagdo das médias foi adotado o Teste Tukey ao nivel de significancia
de 5% de probabilidade e foi tomado como referéncia os picos da curva de anticorpos e
o ultimo dia de coleta a titulo de andlise dos resultados. De acordo com a anélise
estatistica realizada os isolados de BoHV-5 1807, EVI145, SV163, SV507 nio
diferiram estatisticamente entre si no 14° dia apds a primeira vacinagdo que refere-se ao
primeiro pico da curva (tabela 4). J4 no 35° dia apos a primeira vacinacao, segundo
pico, houve divergéncia estatisticamente significativa de titulos de anticorpos entre os
animais vacinados com os isolados de 1807, EVI145 e IS09898292. No 63° dia,
referente ao ultimo ponto de coleta, os isolados de BoHV-5 1807, EVI145, SV163,
SV507 nao diferiram estatisticamente entre si. Sendo que em todos os casos em questao
o isolado BoHV-5 1S09898292 diferiu dos demais. (BELTRAO et al., 2000) relataram

que os maiores indices de protecdo observados entre coelhos imunizados contra BoHV-
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1 podem ser atribuidos a possiveis diferencas antigénicas entre os isolados que
compdem a vacina.

Apesar de nao ser objetivo desse estudo, Oldoni et al.(2004) relataram que a gC
¢ a mais abundante glicoproteina de envelope além de ser altamente imunogénica,
porém esta entre as mais varidveis proteinas do BoHV-5. Isso poderia explicar as
divergéncias dos titulos de anticorpos encontrados durante as coletas. Assim como a gC,
a gB e gD também sdo imunodominantes. Em conjunto, estas glicoproteinas conferem
predominancia de anticorpos com atividade virusneutralizante, porém diferentemente da
gC, apresentam baixa diversidade antigénica (OLDONI et al. 2004). Outra possivel
explicacdo para as diferencas antigénicas encontradas seria a sintese diferenciada dessas
glicoproteinas entre os isolados.

De acordo com a VN, onde foi utilizado o isolado ISO0989292 na constitui¢cdo do
teste (figura 3B) , ndo houve leitura detectavel do titulo de anticorpos para os isolados
1807 e SV507. O ndo reconhecimento dos anticorpos produzidos contra os isolados
BoHV-5 1807 e SV507 ao isolado ISO9898292 demonstram diferencas antigénicas que
podem ser causadas por possiveis variagdes em glicoproteinas imunodominantes de
superficie. Apesar de haver titulo de anticorpos detectaveis para o proprio isolado
[S09898292, ficou comprovado que este isolado possui baixa capacidade antigénica.
Além de que, a curva de titulagdo de anticorpos ndo seguiu 0 mesmo comportamento
padrdo das demais, demonstrando apenas um pico (figura 3B), o que ndo ¢ caracteristico
em respostas imunes entre animais vacinados (ABBAS, 2005). A baixa sintese de
glicoproteinas antigénicas também poderia explicar o comportamento antigénico desse
isolado.

Outra questdo que deve ser levada em consideragao ¢ o nimero de passagens em
células in vitro que o isolado 1SO9898292 foi submetido, o que poderia provocar
possiveis alteragcdes genotipicas que ocasionam mudangas estruturais expressivas nas

glicoproteinas responsaveis pelas respostas antigénicas dos animais vacinados.
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Figura 3 — Titulo de anticorpos de grupos de animais medidos pela técnica de
virusneutralizacao em diferentes tempos de coleta do soro. As coletas foram realizadas
nos dias 0, 7, 14, 21, 35, 49, 63. (A) Resposta soroldgica entre grupos de animais
vacinados com diferentes isolados de BoHV-5. Para o teste de VN foi utilizado o
isolado BoHV-5 A509. (B) Resposta sorologica entre grupos de animais vacinados com
os isolados 1807, SV507 e ISO9898292. No teste VN foi utilizado o isolado BoHV-5
1S0O9898292.
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Tabela 4 — Titulo Médio Geométrico (GMT) de anticorpos anti-BoHV-5 pela técnica de
virusneutralizagdo, de grupos de animais vacinados por diferentes isolados. As médias
seguidas por uma mesma letra na mesma coluna nao diferem entre si, pelo teste Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

Isolados Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 35 Dia 49 Dia 63
1807 1,00 a 2449 ab 129,66 a 76,02 a 1017,54 a 54843 a 30597
EVI145 1,00 a 28,15 a 79,77 a 2530 ab 301,35 b 43,08 bc 8247
SV163 1,000 a 60,03 ab 138,63 a 71,82 ab 42447 ab 108,07 ab 193,61
SV507 1,000 a 18,22 ab 23,08 ab 12,56 ab 37525 ab 134,96 ab 106,31

I1SO9898292 1,00 a 180 b 450 b 346 b 7,77 c 197 ¢ 384
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6. CONCLUSOES

Os isolados A509, SV507, EVI145, 1807 e SV163 apresentaram comportamento
distinto do isolado ISO9898292 durante a cinética de crescimento em células

MDBK.

O isolado ISO9898292 demonstrou baixa capacidade antigénica.

Os isolados 1807, EVI145, SV163, SV507 sdo potenciais candidatos na

utilizagdo de vacinas contra a meningoencefalite bovina.

As vacinas experimentais produzidas mostraram-se eficientes na indugdo de

anticorpos nos grupos de animais vacinados.
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