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RESUMO

Foram desenvolvidas duas vacinas inativadas combinadas contra a Rinotraqueite Infecciosa
Bovina (RIB) e a Diarréia Bovina a Virus (DBV) e duas monovalentes contra a RIB utilizando
como adjuvantes, o hidroxido de aluminio e uma emulsdo oleo/agua (Emulsigen® - MVP
Laboratories) com as mesmas concentragdes de antigenos. Desenvolveu-se um adjuvante de
Emulsdo Multipla Agua/Oleo/Agua (EM — A/O/A) para utilizagdo em vacinas inativadas contra
estes virus. As EM estaveis tiveram sua estrutura desestabilizada a medida que os
componentes das vacinas foram acrescentados. Cada uma das vacinas teve sua poténcia
testada pelo teste da Soroneutralizagdo a partir da vacinagao de cinco coelhos. Os resultados
obtidos foram comparados aos de coelhos vacinados com duas vacinas polivalentes
comercialmente disponiveis no Brasil. Nao foi observada diferenca estatistica significativa (p<
0.05) entre as vacinas, no que diz respeito ao adjuvante utilizado. A vacina combinada com
Emulsigen® como adjuvante foi testada em bovinos segundo as normas do “Code of Federal
Regulation” e induziu niveis de anticorpos suficientes para protecdo dos bovinos de acordo
com as normas e com dados obtidos na literatura.

Palavras chave: Rinotraqueite Infecciosa Bovina, Diarréia Bovina a Virus, vacinas
ABSTRACT

Two combined inactivated vaccines were developed against Infectious Bovine Rinotracheitis
(IBR) and Bovine Viral Diarrhea (BVD) and two monovalents against IBR, using as adjuvants
Alum Hydroxide and an oil/water emulsion (Emulsigen® - MVP Laboratories) with the same
concentrations of antigen. An adjuvant of Multiple Emulsion Water/Qil/\Water (ME — \WW/O/\W) was
developed to be used in inactivated vaccines against these virus. The stable ME had their
structure disestablished as the components of the vaccine was added. Each vaccine had their
potency tested by serumneutralization test from the vaccination of five rabbits. The results
obtained were compared to the ones from rabbits vaccinated with two commercial polyvalent
vaccines used in Brazil. No significant statistical differences (p< 0,05) were observed between
the vaccines, what concerns to the adjuvant used. The combined vaccine with Emulsigen® as
adjuvant was tested in cattle according to Code of federal Regulations and induced sufficient
levels of antibodies for protection of cattle according to the rules and data from literature.

Key words: Infectious Bovine Rinotracheitis, Bovine Viral Diarrhea, vaccines
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1. INTRODUGAO

O Virus da Diarréia Viral Bovina (VDVB) e 0
Virus da Rinotraqueite Infecciosa Bovina
(RIB) estdo amplamente distribuidos no
Brasil

levando a  sérios  prejuizos
reprodutivos, com grandes perdas
econdmicas.

Em alguns paises onde a prevaléncia de
animais soropositivos para estes dois virus
¢ Dbaixa, foram adotadas estratégias
regionais ou nacionais de erradicagdo. A
situacdo epidemiologica no Brasil
entretanto, inviabiliza a adocao de politicas
de erradicacdo destas doengas e a
vacinacdo ainda € a melhor estratégia de
controle dessas enfermidades no sentido de
minimizar a sintomatologia clinica, diminuir o
numero de animais susceptiveis e a
disseminacao do virus dentro dos rebanhos.
As vacinas inativadas sao tidas como mais
seguras que as vacinas vivas,
principalmente para animais gestantes ou
imunocomprometidos. Entretanto, existem
falhas na protecdo conferida pelos
microrganismos inativados em relacao as
infeccdes virais, principalmente pela pouca
estimulacdo de resposta imunoldgica
celular. Faz-se necessaria a adicdo de
adjuvantes aos microrganismos inativados
para que a resposta imune seja
potencializada. Alguns adjuvantes tém a
capacidade de estimular a resposta
imunologica por mais tempo, o que diminui
os gastos com a revacinacdo, e diminui a
ocorréncia de lesdes no local de injecio.

No mercado brasileiro estdo disponiveis
onze vacinas para o0 controle dessas
enfermidades, sendo que nove apresentam
os dois virus em suas formulagdes e uma
delas apresenta apenas o virus da RIB. A
grande maioria €&  composta por
microorganismos inativados, sendo o
hidroxido de aluminio e as emulsbes
oleosas simples os adjuvantes utilizados.

A necessidade de novas tecnologias no
sentido de desenvolver e testar adjuvantes
para utilizacdo em vacinas veterinarias, e
novas vacinas inativadas contra os virus da
DBV e RIB, que confiram uma imunidade
mais duradoura, com maior eficiéncia

protetora e diminuindo as lesbes causadas
pelos adjuvantes, motivaram a realizacéo
deste trabalho, que teve por objetivos:

1) desenvolver e testar uma vacina inativada
monovalente contra a RIB e uma bivalente
contra a DBV e RIB, utilizando o hidroxido
de aluminio como adjuvante;

2) desenvolver e testar uma vacina inativada
monovalente contra a RIB e uma bivalente
contra a DBV e RIB, utilizando uma emulsao
simples Q/A (6leo/agua) (Emulsigen® -
MVP Laboratories) como adjuvante;

3) desenvolver e testar uma vacina inativada
monovalente contra a RIB e uma bivalente
contra a DBV e RIB, utilizando um adjuvante
de Emuisao Mdltipla;

4) avaliar macroscopicamente as lesdes
causadas pela inoculacao destes
adjuvantes na pele e carcaca de coelhos.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Rinotraqueite Infecciosa Bovina
O Herpesvirus Bovino tipo 1 (BoHV-1),

agente etiologico da Rinotraqueite
Infecciosa Bovina (RiB), € um virus DNA de

fita dupla, pertencente a familia
Herpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus

(ICTV, 2002). O virus possui envelope tendo
cerca de 150 um de didmetro e capsideo
icosaédrico com 162 capsémeros. Replica-
se no nucleo da célula e adquire o envelope
quando brota da membrana celular (Rodas
et al, 1998).

A RIB ¢ uma doenga herpética dos bovinos,

conhecida principalmente como
enfermidade do  trato respiratério e
reprodutivo. Existe uma variacdo muito

grande dos sinais clinicos associados a
infeccbes pelo BoHV-1, como doencas
respiratérias, conjuntivite, balanopostite
(Studdert et al, 1964), vulvovaginite
(Kendrich et al, 1958) e alteracdes
reprodutivas (Lukas et al, 1963). Animais de
todas as idades sdo suscetiveis, no entanto,
a enfermidade é encontrada com maior
freqliéncia em bovinos acima de seis meses
(Mello, 1998). A enfermidade é de facil
transmissdo e tem distribuicio mundial,
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tendo sido descrita pela primeira vez nos
Estados Unidos por Miller, em 1955.

Animais infectados com o BoHV-1, incluindo
aqueles com infecgdes inaparentes, tornam-
se portadores permanentes, visto que uma
das caracteristicas desta familia € a inducao
ao estado de laténcia em algumas cé€lulas
do organismo (Ackermann, 1982; Fenner et
al,1987; Rodas et al, 1996). Sob certas
condicfes de estresse ou tratamento com
corticoesterdides, o virus pode migrar,
através das fibras nervosas, a periferia,
onde se multiplica e & excretado (Rodas et
al, 1996). Animais com infecgdes latentes
com recrudescéncia periodica sao,
provavelmente, a principal fonte de infeccao
do virus (Fenner et al,1987).

No Brasi,b a RIB esta amplamente
distribuida, causando prejuizos relacionados
principaimente a perdas reprodutivas. O
primeiro relato do BoHV-1 no Brasil foi feito
por Galvdo et al, em 1963, na Bahia gue,
através de um levantamento sorologico feito
em animais adultos, revelou uma
positividade de 35%. Em 1978, Alice
realizou, também na Bahia, o primeiro
isolamento do virus no pais, através do
exame de raspados de pustulas vaginais de
vacas. A freqiiéncia de animais e rebanhos
soropositivos indicam que, no Brasil, a
infecgdo pelo BoHV1 apresenta carater
endémico, tanto em plantéis destinados a
producao de leite quanto de carne.
Levantamentos sorologicos vém sendo
realizados em todo o pais e tém
demonstrado uma freqgiiéncia alta de
rebanhos e animais soropositivos com
indices que variam de 10,7 a 91% (Galvao
et al, 1963; Wizigmann et al, 1972; Mueller
et al, 1979; Mueller et al, 1981; Ravazollo et
al, 1989; Lage et al, 1996; Melo, 1998).

A situacdo epidemiolégica no Brasil
inviabiliza a curto prazo, a adogdo de uma
politica regional ou nacional de erradicacao
que consiste, principalmente, na
identificacdo, eliminagcdo e na ndo
introducdo de animais soropositivos no
rebanho. Esta estratégia vem sendo
adotada em alguns paises como Alemanha,
Austria e Suica onde a fregiiéncia de
animais e rebanhos soropositivos & baixa
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aléem da populacdo de bovinos ser
relativamente pequena e o movimento de
animais poder ser monitorado (Jones et al,
2000; Leite, 1999; Alfieri, AT 46).

Em rebanhos onde a prevaléncia é
desconhecida ou alta, como & o caso do
Brasil, a recomendacdo € vacinar novilhas
apoés os seis meses de idade e revacina-las
antes da cobertura ou aos 18 meses. Essa
vacinacdo nao confere imunidade total e
duradoura, mas minimiza a sintomatologia
clinica evitando prejuizos (Leite, 1999).

2.2. Diarréia Bovina a Virus

O Virus da Diarréia Viral Bovina (VDBV),
agente etiolégico da Diarréia Viral Bovina
(DBV), é um virus RNA, pertencente a
familia Flaviviridae, género Pestivirus (ICTV,
2002). Existem dois biotipos do virus na
natureza que diferem na capacidade ou néo
de induzir efeito citopatico em
monocamadas de células, respectivamente
amostras citopatogénicas e nao
citopatogénicas (Deregt, 1995). A viruléncia
viral é dependente do biotipo, das variacdes
existentes entre as cepas e da via de
exposicdo do animal (Bolin, 1995).

Os Pestivirus foram demonstrados como
estando associados a perdas reprodutivas
significantes, incluindo falhas de fertilizagao,
morte embrionaria e abortos (Dubovi, 1994;
McGowan, 1995). A transmissdo pode dar-
se de duas formas: infeccdo pos- natal
(aguda) e infecgdo fetal precoce com 0
biotipo n&o citopatogénico do virus que,
dependendo do estagio da gestacdo, leva
ao nascimento de animais persistentemente
infectados (Pl) (Larsson et al, 1994). E
nestes animais que, apdés uma nova
infecgdo com uma amostra citopatogénica
antigenicamente homdioga, se
desenvolverd doenga das mucosas (MD)
(Backer, 1995; Bielenfeldt-Ohmann, 1995).
Animais Pl s3o a principal fonte de
manutencgdo do virus nos plantéis, pois eles
disseminam constantemente o virus para o
ambiente (Bitch & Ronsholt, 1995; Houe,
1995; Houe, 1999; Leite, 1999; Oirschot,
1999). Segundo Barbosa (1999), estudos
realizados em diversos paises
demonstraram uma prevaléncia de 0,5-2,0%




de animais Pl e 60-85% de animais
soropositivos em varios rebanhos testados.

Rweyemamu (1990), examinando dados
publicados e nao publicados, concluiu que o
virus & endémico na Ameérica do Sul
Lindberg & Alenius (1999) demonstraram,
através de um estudo feito na Inglaterra,
que a prevaléncia estimada de infecgdo por
VDBV é similar a de resultados de 10 e 20
anos atras, o que reflete a habilidade do
virus de manter-se endémico na auséncia
de medidas sistematicas de controle.

No Brasil, o VDBV foi isolado pela primeira
vez por Vidor, em 1974, a partir de soro
bovino proveniente de animais de
abatedouro. Levantamentos soroldgicos
regionais vém demonstrando que a
prevaléncia é alta em todas as regides do
pais (Lemos, 1998).

Durante a ultima década, meétodos de
controle da DBV tém se concentrado na
vacinacdo (Bolin, 1995; Leite, 1999;
Lindberg & Alenius, 1999) e/ou identificagao
e remocao de animais Pl (Bitsch & Ronsholt,
1895; Lindberg & Alenius, 1999, Bitch et al,
2000).

Programas de controle da infecgdo sem o
uso de vacinas vém sendo realizados nos
paises da Escandinavia, incluindo a
Finlandia, desde 1993 (Lindberg & Alenius,
1999). Os requisitos para estes programas
tém que receber uma atencao especial pois
os custos sao muito altos e estes devem ser
comparados as perdas nacionais com a
infeccédo (Bitsch & Ronsholt, 1995).

Os efeitos adversos em criagdes de bovinos
de leite e de corte vém estimulando a
producdo de numerosas vacinas e
diferentes estratégias de vacinagdes para o
controle da DBV (Bolin, 1995; Kelling,
1996). A vacinagdo, de acordo com a
realidade brasileira, € 0 meio mais vantajoso
em relagcdo custo-beneficio na promogéo da
saude animal. O programa de vacinacéo
anual, praticado em muitos paises, tem
contribuido muito para a erradicagdo da
doenca. A decisdo de vacinar ou ndo os
animais deve basear-se na analise do risco
de contaminagdo e ocorréncia de doencga

clinica no plantel. Considerando-se a alta
prevaléncia do VDBV e as grandes perdas
econdmicas a ela relacionadas, a vacinagao
contra este virus é certamente indicada
(Oirschot et al, 1999; Bolin, 1995),
vacinando novilhas apos os seis meses de
idade e revacinando-as antes da cobertura
ou aos 18 meses (Leite, 1999).

2.3. Adjuvantes

Para a fabricacdo de vacinas efetivas
utilizando-se microrganismos inativados ou
subunidades destes microrganismos, torna-
se necessario potencializar a resposta
imune com o auxilio de adjuvantes (Abbas
et al, 2000). Os adjuvantes sao essenciais
quando se pretende estabelecer uma
memoria de longo prazo contra antigenos
soluveis. Estas substincias promovem
imunogenicidade  por capturarem  0S
antigenos nos locais onde tornam-se
acessiveis aos linfocitos e induzem as
células apresentadoras de antigenos (APC)
a expressar moléculas co-estimuladoras. Os
adjuvantes tanto depositam os antigenos
em sitios apropriados, como induzem
citocinas que regulam as funcbes dos
linfocitos (Roitt et al, 1996).

Durante trabalhos na década de 20,
descobriu-se que certas substancias,
notadamente os sais de aluminio, quando
adicionados ou emulsificados a antigenos,
melhoram a producdo de anticorpos. Desde
a década de 30, estes sais precipitados em
forma de gel de Hidréxido de Aluminio
(Al(OH);) vém sendo utilizados em vacinas
humanas e veterinarias com excelente
seguranca através da ligacdo do antigeno
ao gel por interagbes eletrostaticas,
induzindo apés inoculagdo, células T
auxiliares classe 2 (T aux 2) e IgE (Cox &
Coulter, 1997; Horzinek & Schijns, 1997).
Em camundongos, induzem respostas por
anticorpos mediadas por lgG1 e IgE como
conseqiiéncia da estimulacdo de IL-5
(Horzinek & Schijns, 1997).

Outro tipo de adjuvante utilizado em vacinas
veterinarias sdo as emulsdes oleosas. Estas
emulsbes sdo definidas como sistemas
heterogéneos onde um liquido fica disperso
em outro. Os dois liquidos ndo sdo misciveis
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e quimicamente nao reativos (Horzinek et al,
1997). As emulsbes oOleo—agua (O/A)
caracterizam-se por microgoticulas de dleo
estabilizadas por surfactantes em uma fase
aquosa continua. Resultam em uma
excelente apresentacdo antigénica (Cox &
Coulter, 1997), liberacdo lenta de antigenos
e promovem uma estimulacao duradoura do
sistema imune (Bomford, 1997). O
Emulsigen®' é uma emulsdo do tipo O/A
comercial e liberada pelo Ministério da
Agricultura Americano (USDA) para uso em
vacinas veterinarias. As emulsfes agua-
oleo-agua (A/O/A - Emulsées Multiplas)
apresentam, em sua fase interna, uma
emulsdo agua-oleo e uma fase aguosa
como fase continua (Horzinek et al, 1997).
Silva et al (1998) e Seiler et al (1998),
descrevem-nas como emulsdes que, devido
a sua forma, possuem propriedades muito
interessantes para aplicacdo farmacéutica
(Figura 1).

2.4, Vacinas contra a RIB e DBV

Nas Tabelas 1 e 2 estdo resumidas algumas
técnicas empregadas por varios autores na
producdo e teste de vacinas contra a DBV e
RIB.

Figura 1: Esquema representativo de uma
Emulsado Multipla Agua/Oleo/Agua

! MVP Laboratories, Inc.
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Alguns autores, entretanto, ndao descrevem
detalhes das técnicas empregadas na
producdo de vacinas contra estes virus,
porém realizam testes de poténcia dessas e
fazem observacdes relevantes sobre a sua
eficiéncia. Oirschot et al (1999), em artigo
de revisdo, analisaram trabalhos realizados
por outros autores sobre a protegao
conferida a ovelhas gestantes, que séo
consideradas bons modelos para a
certificacdo da eficacia de vacinas contra a
DBV. Os resultados descritos por estes
autores mediante a vacinacdo das mesmas
com vacinas convencionais, demonstraram
que nenhuma delas parece conferir
protecdo completa contra a infeccao
congénita, apos o teste de desafio com
amostras virais com titulos altos. Brownlie et
al (1995), testando uma vacina inativada
contra a DBV em animais gestantes,
observaram que ela conferiu 100% de
protecdo ao feto apds vacinar os animais
por duas ou trés vezes e desafia-los.

Fase aquosa interna

Filme de emulsionantes

Fase oleosa

Fase aquosa extema
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Preparo da semente
3.1.1. Amostras dos virus

Foram utilizadas as amostras de referéncia
BVD NADL biotipo citopatogénico (ATCC
VR 1422), BVD NY biotipo néo
citopatogénico (ATCC VR 524) e IBR
Colorado 1 (ATCC VR 864).

3.1.2. Células

Os virus foram passados trés vezes em
culturas de células MDBK (Madin Darby
Bovine Kidney - ATCC CRL 22)
previamente determinadas como livres de
DBV e RIB pela técnica de
imunofluorescéncia direta (Hay, 1992:
Kwapinski, 1972) e pela técnica de RT-PCR
(nested) desenvolvida no Laboratorio de
Microorganismos Intracelulares’. As
amostras foram inoculadas em
monocamadas 90% confluentes cultivadas
em meio MEM® com 2 U/ml de penicilina G
potassica, 2 pg/ml de sulfato de
estreptomicina e 10ug/ml de fungizona,
acrescidos de 5% de Soro Fetal Bovino®. As
culturas de células inoculadas foram
incubadas em estufa de CO, a 37°C até que
se observasse 85-90% de efeito citopatico
para as amostras citopatogénicas e por 96
horas para a amostra nio citopatogénica.
Estas suspensfes virais foram utilizadas
nos testes de Soroneutralizagdo (SN).

Paralelamente, os virus foram passados trés
vezes em culturas de células BT (Bovine
Turbinate — ATCC CRL 1390) previamente
determinadas como livres de DBV e RIB
pela técnica de imunofluorescéncia direta
(Hay, 1992; Kwapinski, 1972) e pela técnica
de RT-PCR (nested) desenvolvida no
Laboratério de Microorganismos
Intracelulareas’. As  amostras  foram
inoculadas em  monocamadas 90%
confluentes cultivadas em meio Dulbbeco’s?
com 2 U/ml de penicilina G potassica e 2
ug/ml  de sulfato de estreptomicina,

' ICB/UFMG - Depto de Microbiologia, Av. Anténio
Qarlos, 6627, cp 486, cep:31270-910
“ Gibco BRL

acrescidos de 10% de Soro Eqilinog. As
culturas de células inoculadas foram
incubadas em estufa de CO, a 37°C até que
se observasse 85-90% de efeito citopatico
para as amostras citopatogénicas e por 96
horas para a amostra ndo citopatogénica.
Estas amostras virais foram utilizadas na
produc¢do das vacinas.

A partir da terceira passagem das amostras
virais, foram realizadas novas inoculagdes
(quarta passagem) em monocamadas 90%
confluentes de células MDBK e BT,
cultivadas em garrafas Roller (850 sz) para
producdo de 100 ml de cada uma das
suspensdes virais. Todas as amostras foram
tituladas em placas de cultura de céelulas de
96 orificios e incubadas em estufa de CO- a
37°C por 96 horas. A titulagdo da amostra
DBV NY foi revelada pela técnica de
Imunoperoxidase em monocamadas de
células (Andrade, 2001). Os titulos virais
foram calculados segundo Reed & Muench
(1938).

As amostras virais foram aliquotadas e
estocadas a -=70°C.

3.1.3. Inativacao viral

A quarta passagem das suspensdes virais
VDBV NADL e VDBV NY produzidas em
células BT foram inativadas pela p-
propiolactona na proporgdo de 1:40000 e
1:4000 e a quarta passagem da suspensio
viral de RIB Colorado 1 em células BT, foi
diluida 100 vezes e inativada também pela
B-propiolactona, na proporcao de 1:40000,
1:4000 (Islas et al, 1995; Mehrotra & Shukla,
1991) e 1:1000. As suspensdes virais foram
mantidas sob agitacdo a 37°C por duas
horas e por mais quatro horas a 25°C,
sendo o pH ajustado para 7,2 com K;HPO,
1M, sempre que necessario (Lobato, 1990).

Ap6s a inativagcido com cada uma das
concentracbes de [}-propiolactona, uma
aliquota de cada suspensdo viral inativada
foi dialisada em salina 0,85% por 24 horas,
a 4°C (Sambrook et al, 1989).
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3.1.3.1. Prova de inativagao

As suspensdes virais dialisadas foram
inoculadas em monocamadas de células BT
100% confluentes e incubadas a 37°C por
96 horas.

3.2. Adjuvante de Emulsao Multipla

Foi desenvolvido e formulado um adjuvante
de emulsdo multipla (EM - A/Q/A -
agua/éleo/ agua)’ (Silva et al, 1998 e Seiler
et al, 1998). Esta emulsao foi preparada em
condicbes  assépticas, pelo  método
conhecido como “duas etapas’. Inicialmente,
fabricou-se uma emulsdo primaria (EP)
agua/dleo (A/O — Agua/Oleo) vertendo-se a
suspensdo aquosa em uma solugio de dleo
e emulsionante lipofilico, mantendo-a sob
agitacdes variadas, sendo de moderada a
forte e, em seguida, verteu-se a emulsdo
primaria obtida em uma solugdo aquosa de
emulsionante hidrofilico mantendo-a sob
agitacdes variadas e obteve-se a EM A/Q/A.

Como matéria prima para 0
desenvolvimento e formulagdo da EM foram
utiizados o0s  seguintes ingredientes,
previamente filtrados em membrana de
0,22um:

Fase aquosa interna: foi utilizada suspensao
de NaCl 0,9% em concentragdes que
variaram de 41 a 56g / 100 ml.

Fase oleosa: foram testados oleo de soja
miristato de isopropila@“, e esqualeno@é
como fase oleosa intermediaria. Todos
estes ingredientes tiveram suas
concentragbes variadas entre 40 e 55 g /
100 ml.

Emulsionantes: foram testados Mannide
monooleato®®, Pluronic L121®’, Abil EM90’

3 Laboratério de Farmacotécnica e Laboratorio de
Tecnologia Farmacéutica — Faculdade de Farmacia
UFMG. Av. Olegano Maciel 2360, Cidade Jardim,
cep: 30180-112. Belo Horizonte, MG.

* SIGMA M 8136

* SIGMA 3626

® SIGMA A 8009
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e Span 65®° com concentragdo de
4g/100ml como emulsionantes lipofilicos,
Pluronic F68®°, e Tween 80®°, com
concentragbes de  0,5g/100ml  como
emulsionantes hidrofilicos. A temperatura de
dissolucdo dos emulsionantes variou entre
25°C ¢ 37°C.

A velocidade e o tempo de agitacdo para o
preparo da EM variaram conforme a etapa
do processo: acréscimo da fase aquosa na
EP, 500 a 1300 rpm por 20 minutos; preparo
da EP, 1300 e 1700 rpm por 20 ou 30
minutos; acréscimo da EP, 400 a 500 rpm
por 20 minutos e preparo da EM, 400 a 500
rpm por 20 ou 30 minutos.

As agitacdes foram feitas em Eurostar digital
(Ika labortechnik) modelo Euro — ST D.

Ao todo foram feitas 65 EP, sendo 23
estaveis, e 23 EM, sendo trés estaveis.

3.2.1. Teste de analise de condutividade

Foi realizado a partir de um eletrolito (NaCl)
adicionado na fase aquosa interna, para
acompanhamento de possiveis variacdes da
condutividade do sistema, que €& um
indicativo da ocorréncia de ruptura dos
glébulos multiplos com liberagdo do
eletrdlito para a fase aquosa externa.

3.2.2. Teste de microscopia optica

Foi realizado com objetivo de verificar a
presenga dos globulos multiplos (A/O/A)
através da observacdo utilizando objetiva de
imersao.

3.2.3. Testes de inocuidade

Foi realizado através da inoculacio da EM
em dois coelhos por via subcutédnea (2 ml) e
intradémica (0,5 ml). Os animais foram
observados, a temperatura foi medida e a
regressao das lesfes causadas foi medida,
com o auxiio de um paguimetro,
diariamente, por um periodo de sete dias.

¥ SIGMA $2028
? SIGMA P1754




3.2.3. Teste de estabilidade

Foi realizado a partir da observacao da
separacdo das fases e formacdo de
depositos, grumos e crescimento de cristais,
sendo a solucdo de NaCl 0,9% substituida
por suspensdo aquosa de células MDBK em
meio MEM com 2 U/ml de penicilina G
potassica, 2 pug/ml de sulfato de
estreptomicina, 10ug/ml de fungizona e 5%
de SFB. Cinglenta ml da formulacdo foram

estocados em frascos ambar a 25°C e a
40°C por um periodo de sete meses.
Durante este periodo, o pH das formulacoes
foi medido semanalmente.

3.3. Vacinas

Foram elaboradas quatro vacinas e duas
vacinas comerciais foram também
utilizadas, estando a composi¢do de cada
uma descrita no Figura 2.

Figura 2: Composicdo antigénica e de adjuvantes das vacinas utilizadas durante os testes.

Vacinas Descrigao
agina | Vacina contra DBV e IBR utilizando 0
Hidréxido de Aluminio como adjuvante

. Vacina contra DBV e IBR utilizando o

Vacina Il ) .
Emulsigen® como adjuvante
e Vacina contra ’IBAR uhhzandp o Hidroxido de
Aluminio como adjuvante

Vacina IV Vacina contra iBR utilizando o Emulsigen®

como adjuvante

Vacina V (comercial)

Vacina inativada oleosa contra a DBV e IBR

Vacina VI (comercial)

Vacina inativada contra os virus da DBV, IBR,
Parainfluenza-3, Virus Respiratorio Sincicial e
bacterinas de Leptospira pomona, Leptospira
hardjo, Leptospira grippotyphosa, Leptospira
canicola, Lepitospira icterohaemorrhagiae
utilizando o Hidroxido de Aluminio como
adjuvante

No que se refere aos testes de esterilidade,
inativacdo viral e testes de estabilidade
foram seguidas as recomendacdes do
“Mannual of Standard Techniques” (OIE,
2000). A dose vacinal foi estipulada em 5ml.
As vacinas V e VI (comerciais) foram
adquiridas em casas especializadas em
produtos agro-pecuarios sendo a vacina V
valida até 06/2002 e a vacina VI valida até
01/2003 e mantidas  conforme a
especificacdo dos laboratérios fabricantes.
Apesar de ser um dos objetivos deste
trabalho o desenvolvimento de vacinas
utilizando a EM como adjuvante, ndo foram

obtidas emulsdes estaveis (como descrito
no item 4.2) e, por isto, os testes destas
vacinas nio constam na metodologia.

3.3.1. Elaboragao da vacinas com
Hidréxido de Aluminio (vacinas | e lll)

Vacina |: Para o preparo da vacina
bivalente, as suspensdes virais DBV NADL
e DBV NY inativadas foram utilizadas com
titulo de 10’ TCIDs/5ml e a suspenséo RIB
Colorado 1 foi utilizada com titulo de 10°
TCIDsy/5ml. Gel de AI(OH); (2,83% de oOxido
de aluminio), numa concentragédo final de

PP .




10% foi acrescentado as suspensdes virais
inativadas diluidas em PBS pH 74 e
deixado sob agitacdo a temperatura
ambiente por 24 horas (Fernelius et al,
1972).

Vacina |ll: Foram aplicados 0s mesmos
procedimentos utilizados para o preparo da
vacina |, utilizando apenas a suspensdo de
RIB Colorado 1 inativada com titulo de 10°
TCIDsy/5ml diluida em PBS pH 7.4. Durante
o periodo de agitacao, o pH das vacinas | e
Il foi medido e quando necessario, ajustado
para 7,2 com bicarbonato de sédio a 7,5%
(Lobato, 1990).

As vacinas foram estocadas a 4°C.

Para verificar a proporcdo de adjuvante,
uma amostra de cada vacina foi coletada.
centrifugada a 377g por 15 minutos e a
proporcao adjuvante foi conferida.

Para verificar o indice de adsor¢do das
particulas virais ao gel de AI(OH)s, foram
realizados os mesmos procedimentos de
preparo das vacinas | e lli porém, utilizando
suspensdes com amostras virais vivas e a
agitacao foi feita a 4°C. Apds preparadas, as
vacinas foram centrifugadas a 377g por 15
minutos e os sobrenadantes foram titulados
em placas de 96 orificios. Os titulos virais
dos sobrenadantes foram calculados
segundo Reed & Muench (1938).

3.3.2. Elaboragao das vacinas com
Emulsigen® (vacinas Il e V)

Vacina Il: Para o preparo da vacina
bivalente, as suspensdes virais DBV NADL
e DBV NY inativadas foram utilizadas com
titulo de 10’ TCIDs/5mi e a suspensdo RIB
Colorado 1 foi utilizada com titulo de 10°
TCIDsy/5ml . Vinte por cento de Emulsigen®
e 5% de gel de AI(OH); (2% de oxido de
aluminio), foram  acrescentados  as
suspensdes virais inativadas diluidas em
PBS pH 7,4 e deixados sob agitagcdo a
temperatura ambiente por 24 horas,
segundo normas do fabricante.

Vacina [V: Foram aplicados os mesmos
procedimentos utilizados para o preparo da

vacina Il, utilizando apenas a suspenséao de
RIB Colorado 1 inativada com titulo de 10°
TCIDse/5ml, diluida em de PBS pH 7,4. O pH
das vacinas Il e IV foi medido durante o
periodo de agitacao.

As vacinas foram estocadas a 4°C.

Com o objetivo de verificar a proporcao de
adjuvante, uma amostra de cada vacina foi
colhida, centrifugada a 377g por 15 minutos
e a proporcao adjuvante foi conferida.

3.3.3. Testes de estabilidade

Foram realizados a partir da observacao da
separacdo das fases das vacinas, com 10ml
de cada uma estocados a 25°C e a 40°C. O
pH das vacinas foi medido semanalmente,
por um periodo de dois meses e, sete
meses depois, foram realizadas novas
observacdes e o pH foi novamente medido.

3.4. Testes de esterilidade

Amostras das suspensdes virais inativadas,
antes e apés a didlise do adjuvante de EM e
das wvacinas, foram inoculadas, em
duplicata, em caldos nutritivos: tioglicolato,
sob condi¢Ges de anaerobiose e aerobiose,
e 4gar sangue, incubadas a 37°C e
Sabourraud, incubadas a temperatura
ambiente. As provas foram lidas
diariamente, por um periodo de 28 dias.

3.5. Testes de poténcia
3.5.1. Testes de poténcia em coelhos

Os testes foram realizados em coelhos das
ragcas Nova Zelandia e Borboleta, machos e
fémeas com aproximadamente 1,5 Kg de
peso mantidos em  gaiolas (dois
coelhos/gaiola) em galpdo semi aberto na
Fazenda Experimental Prof. Hélio Barbosa,
situada no municipio de Igarapé, Minas
Gerais. Os coelhos foram alimentados com
racdo uma vez ao dia. Foram utilizados 35
animais divididos em sete grupos e
vacinados por via subcutédnea, com duas
doses de 2,0 ml cada, com intervalo de 28
dias, como se segue:




Grupo 01: Animais vacinados com a vacina
Vi

Grupo 02: Animais vacinados com a vacina
V

Grupo 03: Animais vacinados com a vacina
v

Grupo 05: Animais vacinados com a vacina
1l

Grupo 06: Animais vacinados com a vacina
I

Grupo 07: Animais vacinados com a vacina |

Grupo 09: (Controle Negativo): Animais
inoculados com PBS pH 7.4

O sangue dos animais foi coletado por
seccdo da veia auricular marginal em tubos
estéreis e centrifugado em centrifuga
refrigerada por 15 minutos a 377g para
separacdo do soro. Os soros dos animais
foram aliquotados e congelados a —20°C. As
sangrias e vacinacdes foram realizadas de
acordo com a Tabela 3.

Tabela 3: Cronograma de sangrias e
vacinagoes realizados com os coelhos.

Dias Sangrias Vacinagdes
0 X X
14 X
28 X X
42 X
56 X

3.5.1.1.Teste de Soroneutralizacao

Os soros dos animais foram inativados a
56°C por 30 minutos e testados, em
duplicata, pelo teste da SN segundo o
“Mannual of Standard Techniques” (OIE,
2000) para deteccdo da presenca de
anticorpos contra os virus DBV NADL
(Browlie & Edwards, 2000) e RIB (Oirschot,
2000) utilizando a linhagem celular MDBK e
amostras virais adaptadas a esta linhagem.

Os testes de SN para a DBV foram feitos
utilizando apenas a amostra citopatogénica

(NADL) pois esta ndo pode ser
sorologicamente distinta da amostra néo
citopatogénica (NY) (Radostis & Littlejohns,
1988). Como a observacdo da acdo da
amostra NADL € mais rapida e facil, ela foi
utilizada nos testes.

3.5.1.2. Analise macroscopica de lesoes

Apos o término do experimento, os animais
foram  sacrificados e foram feitas
observagdes macroscopicas do impacto da
administracdo de cada uma das vacinas na
pele e carcaca de cada coelho. A pele e
carcaga dos animais foram fotografadas
com filme FUJI® Asa 100 em maquina
digital Sony® modelo MVVC — FD85.

3.5.1.3. Analise Estatistica

Os resultados obtidos a partir das sorologias
dos coelhos vacinados com as vacinas |, Il
L, vV, V e VI foram comparados pelo
método de Kruskal-Wallis (Sampaio, 1998).

3.5.2. Teste de poténcia em bovinos

Foram selecionados nove hovinos de corte,
machos, cruzados, com peso entre 200-
250kg, criados em pasto de capim
braquiara. Os animais foram vermifugados
com ivermectina'® na dose de 1ml/50kg de
peso e previamente determinados como
livres da DBV e RIB pelo teste de SN
segundo o “Mannual of Standard
Techniques” (OIE, 2000) (Browlie &
Edwards, 2000; Oirschot, 2000). Os animais
foram divididos em dois grupos, conforme
as normas do “Code of Federal Regulations”
(2001), sendo um composto por cinco
animais vacinados, por via subcutdnea, com
5 ml de vacina, e o outro por quatro animais,
utilizados como controle negativo,
inoculados, por via subcutanea, com 5 ml de
PBS pH 7.4. Os grupos foram divididos
COmo Se segue:

Grupo 01: Animais vacinados com a vacina
I

Grupo 02 (Controle Negativo): Animais
inoculados com PBS pH 7 4.

" IVOMEC - Ouro Fino
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O sangue dos animais foi coletado por
seccdo da artéria jugular, em tubos
Vacutainer® estéreis com estimulador de
coagulo e centrifugado em centrifuga
refrigerada por 15 minutos a 377g para
separacdo do soro. Os soros dos animais
foram aliquotados e congelados a —20°C. As
sangrias e vacinacoes foram realizadas de
acordo com a Tabela 4.

Tabela 4: Cronograma de sangrias e
vacinacoes realizados com os bovinos

Dias Sangrias Vacinacdes
0 X X
14 X
28 X X
42 X

3.5.2.1. Teste de Soroneutralizagao

Os soros dos animais foram inativados a
56°C por 30 minutos e testados, em
duplicata, pelo teste da SN para deteccao
da presencga de anticorpos contra os virus
DBV NADL (Browlie & Edwards, 2000) e
RIB (Oirschot, 2000) utilizando a linhagem
celular MDBK e amostras virais adaptadas a
esta linhagem, conforrne procedimento

realizado com o soro dos coelhos (ltem
3.5.1.1).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Preparo da semente

Apos a titulacdo da quarta passagem das
amostras virais produzidas em células
MDBK, em placas de 96 orificios, encontrou-
se um titulo viral das amostras DBV NADL,
DBV NY e RIB de 10** TCIDsy/ml, 10°°
TCIDso/mi e 10%° TCIDsy/ml
respectivamente. Em células BT, os titulos
virais obtidos foram de 10’ TCIDsy/ml para os
virus DBV NADL e DBV NY e 10''TCIDsyml
para o virus da RIB.

Através das provas de inativacdo viral,
observou-se  que a fi-propiolactona
empregada na proporgao de 1:40000 para
os virus DBV NADL e DBV NY nao foi
suficiente para conferir uma inativacio
completa destas suspensdes virais. Quando
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empregada na propor¢do de 1:4000, a B-
propiolactona inativou as suspensdes virais
COM SUCesso.

Observou-se que o emprego da [i-
propiolactona na proporcdao de 1:40000,
1:4000 (Islas et al, 1995; Mehrotra & Shukla,
1991) e 1:1000 foram insuficientes para
inativar completamente a suspensdo de
RIB, provavelmente pela grande quantidade
de particulas virais na suspensdo. A partir
disto, a suspensdo foi diluida 100 vezes,
para que a suspensao viral ficasse menos
concentrada (10°TCIDsy/ml) e o inativante
foi empregado nas mesmas concentracgoes,
observando-se uma inativagcdao completa
quando este foi adicionado na proporcad de
1:1000.

Nao foi observada a presenca de qualquer
tipo de contaminante nos testes de
esterilidade realizados com as amostras
inativadas.

4.2. Adjuvante de Emulsao Multipla

Inicialmente, foram testadas varias
combinagées de ingredientes da fase
oleosa, em diferentes concentracoes, e
emulsionantes e diferentes concentracoes
da fase aquosa para obtencdo da EP. Toda
a matéria prima utilizada nas formulacdes
adjuvantes e autorizada para uso injetéve!”.
As Tabelas 5 e 6 mostram, as diferentes
temperaturas, velocidades e tempos de
agitacao testados. No caso de uma das EP
por exemplo, optou-se pela substituicdo dos
emulsionantes Pluronic L121® e Span 65®
peio emulsionante Abil EM 90®, pelo fato de
0s primeiros serem formadores de micelas
e, por isso, sofrerem alteragbes devido a
leves variagdes de forga idnica. No caso do
Abil EM 90®, que € um derivado do silicone,
este tipo de variagdo ndo ocorre porque ele
€ polimérico e ndo formador de micelas.
Segundo Silva et al (1998), o preparo da EP
deve ser realizado com uma velocidade de
agitacao forte (em torno de 1500 rpm) por
25 a 35 minutos e a temperatura deve ser

" UNITED STATES PHARMACOPEIA 24, 2000:
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em torno de 70°C. Na maioria das
formulagdes que formaram EP. a velocidade
de agitacdo utilizada foi de 700 rpm e a
temperatura em que esta foi preparada foi
de 25°C e o tempo de agitacio, 20 minutos.
Quando observou-se formacio de EP, estas

foram adicionadas, aos poucos, com
velocidade de agitagdo baixa e em
concentragbes  variadas, a  solucdes

aquosas com uma baixa concentracdo de
emulsionantes (Silva et al, 1998).

No caso destas formulagdes, a temperatura
de formacdo das EP ndo pode ser tao
elevada quanto a recomendada por Cunha
et al (1998), porque temperaturas em torno

de 70°C causariam desnaturacdo das
proteinas  virais. Provavelmente as
velocidades de agitacdo para a formacao de
EP foram menores que as recomendadas
por Silva & Seiller (1998) devido aos
ingredientes utilizados nestas formulacdes.
Nao foi observada a formacdo de EP
quando utilizadas combinacdes de alguns
ingredientes independente das
concentracdes, velocidades e tempos de
agitacédo e temperatura de preparo (Tabela
5). A ndc formacdo de EP. provavelmente
ocorreu, nestes  casos, devido a
incompatibilidade dos ingredientes utilizados
e, talvez, pela utilizacdo de baixas
temperaturas.
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Em relacdo as EP estaveis utilizadas no
preparo de EM nao estaveis, Silva et al
(1998) afirmam que, por ser a EP uma
emulsdo mais viscosa, sua dispersao é
dificil e que, durante a formacado da EM, as
goticulas de oleo iem romper-se,
causando uma mist: e parte da fase
aquosa interna com 58 aguosa externa.
Parece ter sido, exai-mente devido a este
‘ator que, na maic das tentativas de
iesenvolvimento de E'l estaveis. a partir de
£P estaveis, nao foram formadas EM
estaveis, apesar de terem sido seguidos
todos o0s requisitos recomendados, tais
como a velocidade de agitacao.

As EP estaveis 11, 12 e 13, formaram EM
estaveis quando incorporada na fase interna
solucdo aquosa de NaCl 0,9%. Vinte e trés
gramas dessas EP foram vertidas em
solucdo de agua (10 ml) e tween 80 (0.5 g)
com velocidade de agitacdo de 400 rpm por
20 minutos. Observou-se formacdo de EM
apos 30 minutos de agitacdo a 400 rpm.
Entretanto, a estabilidade destas EM foi
quebrada a medida que a solucdo de NaCl
0,9% foi substituida por suspensdao aquosa
de células MDBK em meio MEM com 2 U/ml
de penicilina G potassica, 2 pg/ml de sulfato
de estreptomicina, 10pg/ml de fungizona e
5% de SFB. Esta desestabilizagcdo ocorreu
devido a variagbes observadas na
conduvidade do sistema que, por sua vez,
ocorreu  pelo acréscimo de  varias
substancias contidas no meio MEM
(aminoacidos, carboidratos, sais e
vitaminas), além do SFB, dos antibidticos,
antifungico e das proteinas e restos
celulares, resultando em um aumento da
osmolaridade da fase interna, tornando-a
hipertdnica em relagido a fase externa,
desestabilizando a EM.

A condutividade do sistema e a presenca
dos glébulos mdltiplos foram observados até
o momento da desestabilizagdo por
eletrolitos de NaCl e por microscopia 6tica,
respectivamente. Nos testes de microscopia
otica pode-se observar, claramente, a
ruptura dos gldbulos e, nos testes de
condutividade do sistema, um aumento na
condutividade através do eletrolito de NaCl
adicionado a fase interna da EM.

Existem relacdes sobre os ingredientes e
concentracdes, tempos e velocidades de
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agitacdo, além de temperaturas de
formacao das emulsées mais indicados para
o desenvolvimento das EM. Entretanto,
todas as vezes em que estas EM foram
utilizadas como veiculos ou adjuvantes. o
que incorporava-se na fase interna eram
suspensées menos complexas que as
incorporadas neste trabalho, geralmente
substancias puras como  hormanios,
antineoplasicos, antibidticos, antigenos
purificados, antiinflamatorios, cosmeéticos,
entre outros (Cunha & Gontijo [200_ ]).
Pode-se perceber isto pelo fato de terem
sido formadas EM e, a medida que
substituiu-se a fase interna  pelos
componentes da vacina, observou-se uma
desestabilizacdo, que era percebida
imediatamente pela separacdo das fases
devido a ruptura dos gldbulos. Devido a este
problema, este adjuvante nao foi utilizado
na producdo de vacinas contra a RIB e a
DBV, como foi mencionado anteriormente
no item 3.3.

Deve-se considerar, porem, que 0O USO
desse tipo de adjuvante em vacinas
veterinarias pode ser altamente vaniajoso,
visto que estas emulsdes apresentam
muitas vantagens em relagdo aos
adjuvantes comumente utilizados como,
protecdo do(s) ingrediente(s) ativo(s)
encapsulado(s), separagcao de ingredientes
incompativeis, elevada capacidade de
encapsulamento de substancias quando
comparadas a outros sistemas e
possibilidade de liberacdo prolongada das
substancias encapsuladas. Os primeiros
estudos realizados com estas emulsdes
como estimuladores do sistema imunologico
demonstraram  serem elas melhores
estimuladoras de producdo de anticorpos
que as emulsdes simples agua/dleo (Cunha
e Gontijo, [200_], Silva et al, 1998).

Existem substdncias que aumentam a
estabilidade e, proporcionalmente a
viscosidade destes sistemas quando
acrescentadas a fase interna da EM (Seiller
et al, 1998). Tendo em vista todas as
vantagens oferecidas por estes sistemas,
faz-se necessario o desenvolvimento de
novas formulacdes com o acréscimo destas
supstancias para que estas possam ser
utilizadas na producdo de vacinas sem
haver a necessidade de nenhum processo
de filtracdo, purificagdo ou didlise das




suspensfes virais ja que estes processos
ndo se mostram muito praticos para a
producio em larga escala.

4.2.1.Testes de esterilidade e inocuidade

Nao foi observada a presenca de qualquer
tipo de contaminante nos testes de
esterilidade.

Com relacdo aos testes de inocuidade, foi
observado um aumento de volume na pele
do coelho inoculado com 2 ml do adjuvante
de EM por via subcutdnea. No coelho
inoculado com 0,5 ml do adjuvante por via
intradérmica observou-se lesdo dos vasos

sanguineos com pequena hemorragia e
aumento da espessura da pele. Entretanto,
através da mensuragdo com o auxilio do
paquimetro, foi observado que a pele dos
animais voltou a apresentar a mesma
medida que apresentava antes das
inoculacdes apos trés dias tanto no animal
inoculado por via subcutanea quanto no
animal inoculado por via intradémmica. A
pequena hemorragia apresentada pelo
coelho inoculado por via intradéermica
desapareceu apds dois dias e, apos sete
dias, observou-se gque 0S vasos sanguineos
estavam recuperados da inoculacdo e a
pele do animal apresentava um aspecto
normal (Figura 3).

Figura 3: Médias de temperatura e espessura da pele dos coelhos inoculados com o adjuvante
de Emulsdo Multipla por via intradérmica e subcutdnea, medidas durante sete dias.

Antes da ; ‘ ‘ )
ineculacae Dia 01 Dia 02 Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06 Dia 07
Temperatura | 33,3°C 39,5°C | 39,0°C | 38.9°C | 39,2°C | 39,1°C 39,5°C 39,0°C
Inoewiagao 32mm' | 4.9mm | 3.6mm | 3.0mm | 2,.9mm | 2,9mm 3,4mm 3,2mm
Subcutanea
Inoculagéo
intradermica 3,3 mm 6,9mm 3,9mm 3,4mm 3,5mm 3,2mm 2,7mm 3,0mm
Horario 18hs 18hs 17hs 17:45hs | 16:30hs 18hs 17:30hs 18hs
milimetros

4.3. Vacinas elaboradas
4.3.1. Vacinas l e lll

Sabendo-se que, a efetividade do Al(OH):
como adjuvanie, depende crucialmente do
indice de adsorcdo do antigeno ao gel
(Bomford, 1997) e que, segundo a
Organizacdo Mundial de Saude, esta

adsorcdo deve ser superior a 80% (OMS,
1977). O wuso do gel de AI(OH); na
propor¢cdo de 10% foi_ eficiente para a
adsorcdo de mais de 80% de cada uma das
suspensdes virais (Tabela 7). Apos a
conferéncia da porcentagem de adjuvante,
constatou-se que esta permaneceu a
mesma, ou seja, 10%, apos o preparo da
vacina

Tabela 7: indice de adsorcdo das particulas virais de DBV e RIB utilizadas no preparo das

vacinas | e 1ll ao gel de hidroxido de aluminio.

Titulo inicial de Titulo do
Virus / Vacina suspensao sobrenadante % de adsorcao
(TCIDsp / ml) (apos a adsorcao)
DBV NY /| 10" 10%°% 92%
DBV NADL /| 10’ 10%% 95%
RIB /I 10° g™ 95%
RIB /Il 10° 0 100%
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As vacinas apresentaram aspecto
homogéneo e baixa v150051dade Apos cinco
dias de incubacdo a 40°C, observou-se
separacdo das fases caracterizada pela
deposigcao do gel de AI(OH); e meio de
cultura no sobrenadante No caso da vacina
incubada a 25°C, esta separacdo aconteceu
no 19° dia de incubacdo. Nas vacinas
incubadas a 40°C a separagdo das fases
ocorreu  mais precocemente que nas
vacinas incubadas a 25°C, o que se deve ao
fato de que, temperaturas mais altas
aceleram a velocidade de ocorréncia dos
efeitos do tempo sobre estas vacinas devido
a diminuicdo da viscosidade das mesmas.
As wvacinas voltaram a apresentar-se
homogéneas apos leve agitacdo dos
frascos.

Nao foram observadas variacdes no pH e a

presenca de qualquer tipo de contaminante
nos testes de esterilidade.

4.3.2. Vacinas ll e IV

O uso de Emulsigen® combinado com
Al(OH); nas proporgcdes de 20 e 5%,
respectivamente, permitiu a elaboracido de
vacinas homogéneas com baixa
viscosidade.

Ndo foi observada separacdo de fases e
vanagoes no pH das vacinas incubadas a
25°C e a 37°C durante o periodo de dous
meses. Quando incubadas a 40°C,
observou-se uma leve separacao de fases a
partir do dia 30. Esta separacdo foi
caracterizada pela deposicao de parte do
Emulsigen® e meio de cultura e o restante
do Emulsigen® no sobrenadante. As
vacinas voltaram a apresentar-se
homogéneas apos leve agitacdo do frasco.

N&o foram observadas variacdes no pH e a

presenca de qualquer tipo de contaminante
nos testes de esterilidade.

4.4. Testes de poténcia
4.4.1. Testes de poténcia em coelhos

O teste de poténcia foi realizado em coelhos
para que fosse feita uma estimativa da
capacidade de estimulacado das vacinas em
produzir anticorpos contra DBV e RIB e para
que a melhor delas fosse, posteriormente,
inoculada em bovinos. Como ndo existem

dados na literatura que relatem a poténcia
de vacinas contra estes virus em coelhos,
foram utilizadas duas vacinas comerciais
(vacinas V e VI), uma com adjuvante oleoso
e a outra com Al(OH); como parametro para
a comparacdo da poténcia das vacinas
experimentais nestes animais.

4.4.1.1. Analise macroscopica de lesdes

Sabendo-se que a utilizagdo de adjuvantes
faz-se necessaria para potencializar a
resposta imune de animais vacinados com
vacinas inativadas e de subunidade, deve-
se levar em consideracao que eles induzem
a reacgdes inflamatorias que podem ser
severas no local da injegdo (Abbas et al,
2000). Para uma completa caracterizacao
do grau de impacto dessas lesdes, seria
necessaria a realizacdo de estudos
histologicos como os realizados por
Broderson, em 1989, para analisar o
impacto da aplicagdo do adjuvante
incompleto de Freund na pele de coelhos e
macacos. Neste trabalho realizou-se apenas
uma analise macroscopica das lesfes
causadas pelos adjuvantes (hidroxido de
aluminio, Emulsigen® e emulsao oleosa) na
pele e carcaca dos coelhos vacinados. As
lesdes estao ilustradas na Figura 4.

Pode-se  perceber, independente do
adjuvante utilizado, externamente, ao togue
da pele no local da inoculagdo, aumento de
volume com consisténcia firme.
Internamente, foram observadas lesdes
subcutaneas circulares irregulares variando
de um a trés centimetros de diametro.
Nestas lesbes foi observada a presenca de
vesiculas com aumento de volume e
saliéncias na regido da inoculagido. Apds a
inoculacdo da vacina V (adjuvante oleoso),
foi observado, ao corte, presencga de liquido
caseoso.

As lesbes observadas apos as inoculagoes
da vacinas comerciais (V e Vi)
apresentaram maior didmetro e areas
maiores de hemorragias sugerindo uma
maior resposta inflamatoria. Isso pode ser
devido, em relagdo a vacina VI (vacina com
Al(OH);) a concentracdo de adjuvante
empregada e, na vacina V, a qualidade e
concentracdo dos Oleos utilizados no
preparo da emulsdo oleosa (Bomford,
1997).




Figura 4: Lesdes na pele de coelhos apds duas inoculagdes subcutaneas das vacinas testadas.
(a): vacina VI; (b): vacina I; (c): vacina V; (d): vacina ll; (e): animal controle negativo inoculado
com PBS.




4.4.1.2. Resposta sorologica dos coelhos (grupos 7. 6, 2 e 1, respectivamente) em

a vacinacao relacdo ao virus da DBV, e com as vacinas

I, 1, 1, IV, VeVl (grupos 7, 6. 5, 3. 2e 1.
O comportamento sorologico dos coelhos respectivamente) em relacdo ao virus da
vacinados com as vacinas |, Il, V e VI RIB, estdo descritos nas Tabeias 8 e 9.

Tabela 8: Titulos individuais e medianas de anticorpos contra a Diarréia Bovina a Virus, obtidos

na primeira, segunda, terceira e quarta sorologias, em coelhos vacinados e revacinados com as
vacinas testadas.

Grupo Vacina Coelhos Dia 14 Mediana 'MZB Mediana Dia 42 Mediana Dia 56 Mediana

Dia
01 - 2 32 32
02 0 0 32 16
Vacina VI 2 128 64
1 A 03 0 0 8 256 64
(comercial) * (1 log2) 7 log2) (6 log2)
) 04 0 32 d 128 (7'leg 128
05 0 2 128 64
v " 01 0 0 2 0
acina
(comercial) 02 0 0 0 0
2 Composigao: 03 0 0 0 0 0 0 0 0
emulsdo oleosa
05 0 0 0 0
01 0 0 0 0
Vacina Il
(Experimental) 02 0 0 8 8 32 32
6 Composicgéo: 03 0 0 4 0 8 32
(3 log2) (5 log2)
bBV, R'B & 04 0 2 4 32
Emulsigen®
05 0 0 16 16
Vacina | 01 T 4 4 16
acina
(Experimental) 02 T 4 4 8 8 ' 8 8
7  Composicdo: 03 T - 4 (2 log2) 8 (3 10g2) 18 (3 log2)
Al(OH)z
05 T 4 8 8

T. Efeito téxico devido a problemas na coleta de sangue (hemdlise), * Composi¢do: DBV, RIB,
Parainfluenza-3, Virus Respiratério Sincicial Bovino e bacterinas de Leptospira pomona, Leptospira

hardjo, Leptospira grippotyphosa, Leptospira canicola, Lepitospira icterohaemorrhagiae e Al(OH); como
adjuvante; !! Revacinagéo




Tabela 9: Titulos individuais e medianas de anticorpos contra a Rinotraqueite Infecciosa
Bovina, obtidos na primeira, segunda, terceira e guarta sorologias, em coelhos vacinados e

revacinados com as vacinas testadas.

Srupo Vacina Coelhos Dia 14 Mediana Di:28 Mediana Dia 42 Mediana Dia 56 Mediana
01 - 16 16 128
. 02 2 5 8 8 16 -
Vacina 4 16
L (comercial)* 03 - (1l0g2) - (2 l0g2) 8 (4 log2) 32 (5 log2)
04 2 4 16 32
05 2 4 32 32
v v 01 8 8 32 32
acina
(comercial) 02 2 8 8 16
2  Composigao: 03 2 1 |2 2) 8 3 |8 5 8 3 IcS; 5 32 (5 |302 2)
emulsao oleosa
05 2 2 16 16
Vel IV 01 0 4 8 8
aci
(Experimental) 02 0 4 4 4 . 0 32
3 Corr;aplgsmaot 03 0 0 2 (2 log2) 32 (4 log2) 32 (5 log2)
° 04 0 - 16 256
Emulsigen®
05 4 4 32 32
01
Vacina Il 02 0 8 32 32
(Experimental) 8 32 32
9 Composicao: o3 0 0 16 (3 log2) 32 (5 log2) 32 (5 log2)
RIB e Al{OH)s 04 0 4 16 16
05 8 8 64 64
‘ 01 0 4 32 32
Vacina |l
(Experimental) 02 2 4 4 32 37 64 64
6 Composicao: 03 2 0 4 128 128
DBV, RIB e 04 0 8 (2 log2) i (5 log2) 64 (6 log2)
Emulsigen®
05 0 4 32 32
p—— 01 L7 32 32 128
acina
(Experimental) 02 T 4 4 8 3o 32 128
7  Composigao: 03 T - 2 (2 log2) 32 (5 log2) 128 (7 10g2)
DEV.RiBE ¢ x 4 4 64
Al(OH)s
05 T 4 128 256
T. Efeito toxico devido a problemas na coleta de sangue (hemadlise), * Composigdo: DBV, RIB,

Parainfluenza-3, Virus Respiratério Sincicial Bovino e bacterinas de Leptospira pomona, Leptospira
hardjo, Leptospira grippotyphosa, Leptospira canicola, Lepitospira icterohaemorrhagiae e Al(OH)s como

adjuvante; ! Revacinagao

Os animais do grupo 2, vacinados com a
vacina V nao desenvolveram nenhum tipo
de resposta por anticorpos contra o virus da
DBV (Tabela 8). Provavelmente este virus
apresentava-se, nesta vacina, com um titulo
muito baixo ou perdeu suas caracteristicas

[¥5)

antigénicas no momento da inativacdo. Os
animais do grupo 2 foram excluidos das
analises da resposta dos animais ao virus
da DBV e essa vacina foi considerada
monovalente (s6 contendo virus da RIB).




No dia 14 foi observado que nenhum dos
coelhos apresentava anticorpos contra o
virus da DBV e que apenas 0s vacinados
com as vacinas comerciais (V e VI)
produziram anticorpos contra o virus da RIB
(Figura 5). Nesta data, quando analisadas
separadamente as vacinas monovalentes e
polivalentes em relagdo ao virus da RIB,

) 7z
“a" Q’l—%
! AIBLIOTECA *
A .
1 pe®
nao foi observada diferenca estatistica
significativa entre o0s grupos. Quando

analisadas separadamente as vacinas com
Al(OH); como adjuvante e as vacinas que
utilizavam adjuvantes oleosos, nao foi
observada diferenca estatistica significativa
em relagido a nenhum dos dois virus.

v

%

Titulo de Ac (log2)
o =2 N W A~ 00 O =~

&/

Prooer 4 Preveod Preseog
1l 1] v V V|
Vacinas
B Ac contra RIB Wl Ac contra DBV

Figura 5: Medianas dos titulos de anticorpos contra a Diarréia Bovina a Virus e a Rinotraqueite
Infecciosa Bovina, obtidas a partir da primeira sorologia dos coelhos (dia 14), apds a vacinacao

com as vacinas testadas.

No dia 28, nao foi observada diferenca
estatistica significativa entre o0s animais
vacinados com as vacinas em relacao a
producdo de anticorpos contra a DBV ou a
RIB (Figura 6). Em todos os grupos, pelo
menos dois animais ja apresentavam
anticorpos contra os dois virus. Quando
analisadas separadamente as vacinas
monovalentes e polivalentes em relagdo ao

virus da RIB, ndo foi observada diferenca
estatistica significativa entre o0s grupos.
Quando analisadas separadamente as
vacinas com Al(OH); como adjuvante e as
vacinas que utilizavam adjuvantes oleosos,
nao foi observada diferenca estatistica
significativa em relagdo a nenhum dos dois
virus, 28 dias apos a vacinacao.
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Figura 6: Medianas dos titulos de anticorpos contra a Diarréia Bovina a Virus e a Rinotraqueite

Infecciosa Bovina obtidos a partir da segunda sorologia dos coelhos (dia 28) apds a vacinacao
com as vacinas testadas.

Todos os grupos apresentaram um aumento na producdo de anticorpos produzidos contra os
virus da DBV e RIB a partir da administracdo da segunda dose da vacina (Figuras 7 e 8).
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Figura 7: Medianas dos titulos de anticorpos contra a Diarréia Bovina a Virus e a Rinotraqueite

Infecciosa Bovina obtidos a partir da terceira sorologia dos coelhos (dia 42) apds a vacinacio
com as vacinas testadas.
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Figura 8: Medianas dos titulos de anticorpos contra a Diarréia Bovina a Virus e a Rinotraqueite
Infecciosa Bovina obtidos a partir da quarta sorologia dos coelhos (dia 56) ap6s a vacinagdo

com as vacinas testadas.

No dia 42, analisando as vacinas no que diz
respeito & produgdo de anticorpos tanto
para a DBV quanto para a RIB, pode-se
inferir que:

em relacdo ao virus da DBV, observou-se
diferenca estatistica significativa (p< 0,05)
entre os grupos, sendo os maiores titulos de
anticorpos contra este virus atribuidos aos
animais vacinados com a vacina VI
(mediana 128) e o menor, aos vacinados
com as vacinas | e |l (mediana 8). Todos os
grupos apresentaram um aumento no titulo
de anticorpos produzidos a partir da
segunda vacinagdo. Os animais vacinados
com a vacina VI, apresentaram uma
mediana de titulo de anticorpos no dia 42
cinco vezes maior que a apresentada no dia
28. Em relacdo ao virus da RIB, quando
analisadas todas as vacinas, a partir da
andlise estatistica, nao foi observada
diferenca significativa (p< 0,05) entre os
grupos testados no que diz respeito a
producdo de anticorpos. Foram observados
pela mediana dos resultados de cada grupo,
titulos de anticorpos de 64 (vacinas Ill, Il e
1), 32 (vacinas VI e IV) e 16 (vacina V). Em
relacdo aos coelhos vacinados com a vacina
V, ndo foi observado aumento no titulo de
anticorpos até 14 dias apdés a segunda
vacinacao. Entre as vacinas que utilizaram
adjuvantes oleosos foi observada diferenca
estatistica (p< 0,05) entre os animais

vacinados com as vacinas V e |, sendo gue
os vacinados com a vacina |l apresentaram
titulos de anticorpos mais elevados. Os
coelhos vacinados com a vacina V foram os
unicos que ndo responderam rapidamente
ao segundo estimulo vacinal.

Quando a resposta as  vacinas
monovalentes e polivalentes contra o virus
da RIB foi analisada separadamente no dia
42, ndo foi observada diferenga estatistica
significativa na produgao de anticorpos.

No dia 56, em relacdo ao virus da DBV,
observou-se, novamente, diferenca
estatistica significativa (p< 0,05) entre os
grupos, sendo os maiores titulos de
anticorpos contra DBV atribuidos aos
animais vacinados com a vacina VIl e o
menor, aos vacinados com a vacina |. Como
foi dito anteriormente, no dia 42 os animais
vacinados com a vacina VI, apresentaram
uma mediana de titulo de anticorpos cinco
vezes maior que a apresentada no dia 28.
Entretanto, no dia 56 observou-se uma
reducdo na mediana de titulo de anticorpos,
de 128 para 64.

Com relagdo ao virus da RIB no dia 56, a
partir da analise estatistica, ndo foi
observada diferenca significativa (p< 0,05)
entre  o0os grupos testados quando
comparadas todas as vacinas. Os coelhos
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vacinados com a vacina | apresentaram o
maior titulo de anticorpos (mediana de 128),
seguidos dos vacinados com a vacina Il
(mediana de 64) e dos vacinados com as
vacinas VI, V, IV e |ll (mediana de 32).

Quando as respostas as  vacinas
monovalentes contra o virus da RIB foram
analisadas  separadamente, ndo  foi
observada diferenca estatistica significativa
na producado de anticorpos em nenhum dos
dias estudados. Todos os grupos vacinados
com estas vacinas apresentaram a mesma
mediana de produgdo de anticorpos. Em
relacdo a resposta as vacinas polivalentes
contra o virus da RIB no dia 56, analisando-
a separadamente, foi observada diferenca
estatistica  significativa (p< 0,05) na
producdo de anticorpos entre 0s grupos
observando-se uma maior mediana nos
coelhos vacinados com a vacina | e a menor
nos animais vacinados com a vacina VI, no
dia 56.

Entre as vacinas que utilizaram o Al(OH);
como adjuvante nao foi observada diferenca
estatistica no dia 56 em relagdo a producéo
de anticorpos contra o virus da RIB, apesar
de os animais vacinados com a vacina |,
apresentarem um titulo de anticorpos mais
elevado que os animais vacinados com as
outras vacinas com AIl(OH);. Neste dia nao
foi observada diferenca estatistica (p<
0,05)significativa entre os grupos vacinados
com vacinas com adjuvantes oleosos.

Apos a revacinacao, foi observada diferenca
estatistica (p< 0,05) entre o titulo de
anticorpos dos coelhos vacinados com as
vacinas | e VI em relagcdo a resposta ao
virus da DBV, sendo o melhor resultado
observado nos coelhos vacinados com a
vacina VI e o pior nos coelhos vacinados
com a vacina |. Esta observacdo foi
contraria ao que aconteceu em relacdo a
mediana de producdo de anticorpos contra
o virus da RIB, sendo a maior mediana
encontrada nos coelhos vacinados com a
vacina | e a menor nos coelhos vacinados
com a vacina VI. A diferenca entre as
respostas dos coelhos aos virus da RIB e
DBV pode dever-se, além das diferencas
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encontradas na composicao antigénica de
cada vacina, ao titulo da suspensdo
inativada de DBV e RIB na vacina e a
concentracdo do adjuvante empregado, no
caso o Al(OH).. A vacina VI era uma vacina
comercial com concentracdo de AlI(OH); e
titulo viral desconhecidos. Sabe-se que a
eficiencia do AI(OH); como adjuvante
depende da concentracdo e da adsorgao
dos antigenos ao gel, que no caso da
vacina | foi satisfatorio, de acordo com a
OMS. Concentragdes muito altas ou muito
baixas de AI(OH): podem levar a uma
reducdo na estimulagdo da resposta
imunologica (Bomford, 1997). Visto que este
mesmo autor afirma que a concentracdo
otima de Al(OH); nao varia de acordo com a
guantidade de cada antigeno na vacina, e
sim de acordo com o antigeno, a diferenca
encontrada entre as respostas dos coelhos
vacinados com as vacinas | e VI em relacao
a produgdo de anticorpos contra o virus da
DBV e RIB ocorreu, provavelmente, devido
a concentragao de adjuvante empregada na
producdo de cada uma delas.

Dentre as vacinas que apresentaram
adjuvantes oleosos em sua composi¢do, 0s
melhores resultados em relagao ao titulo de
anticorpos contra a RIB produzidos nos
coelhos, nos dias 42 e 56, foi observado nos
animais vacinados com a vacina Il.

Em relagao a resposta dos coelhos ao virus
da RIB entre as vacinas monovalentes, o
perfl de ascendéncia da curva de
crescimento de anticorpos foi 0 mesmo para
todas as vacinas e, no dia 56, a mediana de
resposta as trés vacinas foi a mesma.
Levando-se em consideracdo que cada uma
delas apresentava em sua composicao
adjuvantes distintos, pode-se inferir que
estes achados ndo concordam com alguns
dados da literatura que dizem que cada
classe de adjuvantes induz a um perfil de
resposta distinto (Figura 9). Este perfil
caracteriza-se por uma resposta imediata e
forte nas vacinas que utilizaram o Al(OH):
como adjuvante, sendo a revacinagao
pouco eficaz e, no caso dos adjuvantes
oleosos, uma resposta forte e mais tardia
(Abbas et al, 1994; Gupta et al, 1995; Cox &
Counter, 1997).
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Figura 9: Perfil de producao de anticorpos contra a Diarréia Bovina a Virus e a Rinotraqueite
Infecciosa Bovina em coelhos vacinados com as vacinas testadas. (a) anticorpos contra DBV
produzidos em coelhos pela inoculagdo de vacinas que utilizam o Al(OH); como adjuvante; (b)
anticorpos contra DBV produzidos em coelhos pela inoculagdo de vacinas que utilizam
adjuvantes oleosos; (c) anticorpos contra a RIB produzidos em coelhos pela inoculacdo de
vacinas que utilizam o AlI(OH); como adjuvante; (d) anticorpos produzidos em coelhos pela
contra a RIB produzidos em coelhos pela inoculagdo de vacinas que utilizam o adjuvantes

oleosos.

A partir da analise da resposta dos coelhos
as vacinas, pode-se observar que as
medianas de titulos de anticorpos contra a
RIB foi sempre superior quando as vacinas
continham os virus da RIB e da DBV
(vacinas polivalentes) em relacao as vacinas
que continham apenas os virus da RIB
(vacinas monovalentes), independente do
adjuvante utilizado no preparo das mesmas.

A partir da analise destes dados pode-se
constatar que, dentre as vacinas
experimentais, mesmo sem levar em
consideracdo a existéncia ou nao de
diferengas estatisticas em relagdo a
eficiéncia dessas em estimular a producéo
de anticorpos contra os virus da DBV e RIB
em coelhos, que o melhor resultado, no

ultimo dia do experimento (dia 56), foi
observado nos animais vacinados com a
vacina |l (DBV, RIB e Emulsigen® como
adjuvante) em relacdo ao virus da DBV e,
nos animais vacinados com a vacina | (DBV,
RIB e Al(OH); como adjuvante) em relacéo
ao virus da RIB.

4.4.2. Teste de poténcia em bovinos

Apesar de nao ter sido observada uma
melhor producdo de anticorpos contra a
DBV e a RIB a partir da administracao de
uma das vacinas experimentais em coelhos,
o teste de poténcia em bovinos foi feito
através da vacinacdo de bovinos com a
vacina Il. Esta vacina foi selecionada pelo
fato de ja existirem diversos trabalhos na




literatura que descrevem a eficiéncia de
vacinas contra estes agentes utilizando o

Al(OH): como adjuvante em bovinos
(Tabelas 1 e 2).
Sabe-se que o0s adjuvantes oleosos

promovem uma resposta imunologica mais
forte que o Al(OH): Entretanto, sao de dificil
administracdo e, muitas vezes, causam
abscessos no local da injecdo (Cox &
Counter, 1897). O Emulsigen® segundo o
fabricante, induz niveis significantes de IL-
12, IL-14 e IFN-y no baco de camundongos
e nao sio observados os efeitos colaterais
associados aos  adjuvantes  oleosos,
enquanto continua promovendo uma
resposta imunologica forte. A auséncia de
efeitos colaterais deve-se a reducdo na
quantidade de oleo no produto final. Devido

as caracteristicas deste adjuvante e de néo
existirem trabalhos na literatura que relatem
a eficiéncia deste em vacinas contra estes
agentes, os testes foram realizados em
bovinos utilizando esta vacina.

O teste foi realizado de acordo com as
normas internacionais descritas no “Code of
Federal Regulations” (2001) pelo fato de
que, até o presente momento, o Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) nao ter nenhum protocolo para o
controle oficial de vacinas contra a RIB e
DBV.

Os resultados obtidos a partir das
vacinagbes dos bovinos com a vacina |l
estdo ilustrados nas Tabelas 10 e 11 e na
Figura 10.

Tabela 10: Titulos individuais e medianas de anticorpos contra a Rinotraqueite Infecciosa

Bovina, obtidos na primeira, segunda e terceira sorologias,

revacinados com a vacina Il.

em bovinos vacinados e

Animal

U Dia 0 Dia 14 Mediana | Dia28 Mediana Dia 42 Mediana
30 0 4 8 16
34 0 4 8 128 .
17 0 0 4 4 8 64 64
27 0 2 (2 log2) 5 (3 log2) 32 (6 log2)
15 0 4 8 64
20" 0 0 0 0
13" 0 0 0 0
48* 0 0 0 0 0 0 0
23* 0 0 0 0

* Animais nao vacinados; U Vacinagao.

Tabela 11: Titulos individuais e medianas de anticorpos contra a Diarréia Bovina a Virus,
obtidos na primeira, segunda e terceira sorologias, em bovinos vacinados e revacinados com a

vacina Il.

Animal Y Dia0 Dia 14 Mediana ! Dia28 Mediana Dia 42 Mediana
30 0 2 8 64
34 0 2
17 g 0 (2 Ii 2 g 3 Iﬁ 2 11268 (6 ?04 2)
27 0 2 92) 8 ( log2) 64 g
15 0 0 4 8
20* 0 0 0 0
13* 0 0 0 0
48* 0 0 Y 0 0 0 0
23 0 0 0 0

* Animais ndo vacinados; ¢ Vacinagao
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Figura 10: Medianas dos titulos de anticorpos contra a Rinotragueite Infecciosa Bovina e a
Diarréia Bovina a Virus, obtidos na primeira, segunda e terceira sorologias em bovinos

vacinados com a vacina Il.

A partir da analise das Tabelas 10 e 11,
observou-se que apenas o animal 17 nao
respondeu a nenhum dos virus na primeira
vacinacdo e o animal 15 nao respondeu ao
virus da DBV na primeira vacinagao o que,
provavelmente  aconteceu, devido a
variacdes individuais, tais como o status
imunolégico, resisténcia ao stress,
resisténcia genética natural de cada animal,
entre outros.

Os titulos de anticorpos obtidos pela
vacinacdo de bovinos com a vacina Il sdo
superiores aos encontrados em coelhos
apos a administracao da segunda dose da
vacina (dia 42) principalmente quando
observa-se a mediana de producdo de
anticorpos contra o virus da DBV.

Os titulos de anticorpos produzidos pelos
bovinos 14 dias apos a segunda vacinagao
foram considerados protetores, segundo o
“Code of Federal Regulations” (2001) que
recomenda que, para que os tesies e a
vacina sejam validados, quatro dos cinco
bovinos testados devem ter titulos de
anticorpos maiores ou iguais a 8 pelo menos
14 dias apos a segunda vacinacao. Esta
condicdo foi alcangcada 28 dias apos a
primeira vacinacdo para o virus da DBV.
Quatorze dias apos a segunda vacinagao,
os titulos de anticorpos variaram de 16 a

128 e 8 a 128 para a RIB e DBV,
respectivamente. Dentre 0s bovinos né&o
vacinados (20, 13, 48, 23), ndo foram
observados anticorpos contra os dois virus
no decorrer do experimento, condicdo
também necessaria para que o teste de
poténcia seja validado.

A partir da administracdo da segunda dose
da vacina, foi observado um aumento de
oito vezes na mediana de anticorpos dos
bovinos em relagdo aos virus da DBV e RIB
quando comparada a mediana observada
no dia da revacinacdo. Estes achados
concordam com o fato de que faz-se
necessaria a aplicacdo de uma segunda
dose de vacinas inativadas contra estes
virus para aumentar a sua eficiéncia
(Fernelius et al, 1972, Howard et al, 1984,
Zuffa et al, 1984; Kelemen et al, 1987;
Fulton et al, 1995, Islas et al, 1995; Popsil,
et al; 1996; Odendaal, et al, 1997; Castrucci
et al, 2002). Fulton et al (1995) e Castrucci
et al (2000) demonstraram que a eficiéncia
de vacinas vivas contra a DBV e RIB
também melhora a partir da administracéo
da segunda dose. Straub & Mawhinney
(1988), Frankena, et al (1994) e Barrera et
al (1996) observaram que duas doses das
vacinas sdo suficientes para conferir
protecdo duradoura aos bovinos contra a
infeccdo por estes virus, mediante a




vacinacdo de bovinos com vacinas
inativadas trivalentes (RIB, DBV e BRSV) e
monovalentes (RIB) utilizando  dois
esquemas de vacinacao, sendo um deles
com trés vacinacoes e o outro com duas.

A mediana de producdo de anticorpos
contra o virus da DBV observada 14 dias
apos a segunda vacinacdo com a vacina |l
foi de 64, similar a meédia observada por
Mascoschey et al (2001) que apoés
revacinarem quatro bovinos com uma
vacina inativada comercial contra a DBV.
encontraram titulos de anticorpos que
variavam entre 32 e 128 e desafia-los com
uma amostra virulenta do virus pertencente
a outro subtipo e compara-los com animais
ndo vacinados, constataram que 0s sinais
clinicos observados nos animais vacinados
nao apareciam ou apareciam com um grau
de severidade muito menor que nos animais
ndo vacinados. Brownlie et al (1995),
testando uma vacina inativada contra a DBV
em animais gestantes, demonstraram que a
vacina protegeu 0s animais contra viremia e,
aparentemente, 100% dos fetos estavam
protegidos da DBV apos a administracao da
vacina por duas ou trés vezes e desafio
destes animais com uma amostra virulenta
do virus.

A mediana de producdo de anticorpos
contra o virus da RIB 14 dias apds a
segunda vacinacdo com a vacina |l foi de
64, superior a encontrada por Odendaal et
al (1997) que observaram uma média de
producdo de anticorpos de 16 apds a
segunda vacinacdo com uma vacina
monovalente contra a RIB. A média de titulo
de anticorpos observada por Zuffa et al
(1994) apos a revacinacao de bovinos com
uma vacina inativada oleosa contra o virus
da RIB variou entre 128 e 256, superior a
encontrada ap6s a revacinacdo com a
vacina |l. Zuffa et al (1994) observaram.
apos o teste de desafio direto, que os
bovinos estavam tanto protegidos
clinicamente quanto observaram que as
membranas mucosas do trato respiratorio
superior destes animais apresentavam-se
resistentes a infecgao.

A média de titulo de anticorpos contra o
virus da RIB observada por Pospsil et al
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(1996) foi similar 8 observada nos bovinos
vacinados com a vacina |l. Eles observaram
uma meédia de producao de anticorpos que
variou entre 32 e 128 apd6s a segunda
vacinacdo de animais gestantes com uma
vacina oleosa monovalente contra a RIB e.
apos o teste de desafio direto dos bovinos
vacinados, observaram que todos o0s
animais estavam protegidos da infeccdo e
que os animais nascidos destas vacas eram
soronegativos.

Alguns autores relatam a eficiéncia de
vacinas inativadas contra a RIB em animais
com infeccdes latentes (Meyer et al, 1985;
Pastoret & Thiry, 1985) e em animais
soropositivos (Zuffa et al, 1984; Barrera et
al, 1996).

Sabe-se que as vacinas vivas,
especialmente as virais, agem como
antigenos endogenos e tendem a induzir
respostas apropriadas as infecgbes por
virus, especialmente respostas celulares
mediadas por linfécitos T citotoxicos. As
vacinas inativadas, geralmente, agem como
antigenos exogenos e disparam respostas
imunes mediadas por anticorpos (Abbas et
al, 2000; Tizard,1996). A partir das
observagdes dos autores citados
anteriormente em relagdo & protecéo
conferida a bovinos vacinados com vacinas
inativadas contra a DBV e a RIB e do titulo
de anticorpos produzidos apos a vacinacao
de bovinos com a vacina Il em relacdo aos
virus da DBV e RIB, pode-se inferir que, de
alguma forma, as vacinas inativadas
protegem os animais da infeccdo por estes
virus, provavelmente nos estagios da
infecc3o em que a imunidade mediada por
anticorpos & importante como, por exemplo
na infectividade do virus e na disseminacao
do virus célula a célula (Babuik et al 1996).
Os mecanismos pelas quais as vacinas
inativadas  podem  proteger  animais
vacinados com vacinas inativadas de
infeccées virais podem ser: titulos altos de
anticorpos neutralizando particulas virais
extracelulares, citotoxidade dependente de
anticorpos, ativagdo do complemento pela
via classica, entre outros.

Fulton et al (1995) e Castrucci et al (2002),
constataram, analisando a eficiéncia de




vacinas vivas e inativadas contra a DBV e
RIB e RIB, respectivamente, que, na maioria
das vezes, as vacinas vivas induzem a um
nivel maior de anticorpos, com imunidade
mais duradoura. Entretanto, deve-se levar
em consideracdo que as vacinas inativadas
sdo muito mais seguras que as vivas e
podem induzir, também, a imunidade celular
inespecifica visto que, apos o teste de
desafio direto, varios autores observaram
que o0s animais vacinados com vacinas
inativadas contra a RIB e a DBV estavam
protegidos da infeccido por esse virus
(Tabelas 1 e 2). No caso da DBV, a vacina
deve ser segura para animais gestantes, em
diferentes estagios de gestacdo, e as
vacinas vivas atenuadas tém a capacidade
de cruzar a barreira transplacentaria e
infectar o feto (Kamstrup et al, 1999). Além
disto, apos a administracdo de vacinas
vivas, podem ocorrer doenga pos vacinal,
DM em animais P!, falhas reprodutivas,
imunossupressao e recombinacdes
genéticas causados pelo virus vacinal. Este
tipo de reacao ndo & observado apos a
administracdo de vacinas inativadas (Bolin,
1995). As vacinas vivas contra a RIB tém a
capacidade de estabelecer ou reativar virus
que estdo em estado de laténcia. Além
disto, algumas linhagens podem ser
patogénicas para animais jovens ou induzir
abortos em animais gestantes (Thiry, et al,
1985; Jones et al, 2000). Frerichs et al
(1982), a partir de um estudo comparativo
entre trés vacinas contra o virus da RIB
(duas vivas modificadas e uma inativada),
observaram um aumento na temperatura
retal, leve descarga ocular e isolaram o
virus de amostras de swabs nasais dos
animais vacinados com as vacinas vivas e
nenhum dos animais vacinados com a
vacina inativada apresentou estes sinais. Os
bovinos vacinados com a vacina |l ndo
apresentaram nenhum dos sinais descritos
por Frerichs et al (1982), Bolin (1995) e
kamstrup et al (1999).

A partir da observacao de que os niveis de
anticorpos encontrados apos a vacinacio
dos bovinos com a wvacina |l foram
considerados satisfatorios, das observacoes
das caracteristicas do Emulsigen® e dos
adjuvantes oleosos de uma forma geral,
como descrito anteriormente, e das

comparacdes com dados da literatura, pode-
se constatar que a vacina |l (DBV, RIB e
Emulsigen® como adjuvante) ofereceria
protecdo a bovinos vacinados com relacdo a
infeccdo natural pelos virus da RIB e DBV e
ao teste de desafio direto destes bovinos.

Um  estudo comparativo sobre a
interferéncia imunoldgica entre respostas
por anticorpos a vacinas monovalentes e
polivalentes, incluindo os virus da RIB e
DBV, demonstrou nao haver diferenca entre
as respostas a estes antigenos associados
ou individualmente inoculados em bovinos
(Laboratarios Pfizer, MT, 1997). Tendo em
vista serem estes virus causadores de
doencas respiratorias e reprodutivas, a
auséncia de interferéncia imunoldgica entre
eles e o fato de os esquemas de vacinacao
recomendados serem praticamente o0s
mesmos para as duas doencgas, o ideal é
utilizar vacinas que contenham os virus da
DBV e RIB. Devido a alta prevaléncia da
RIB e da DBV no Brasil e aos prejuizos
reprodutivos a elas associados, o ideal €
vacinar novilhas apés os seis meses de
idade e revacina-las antes da cobertura ou
aos 18 meses. Essa vacinagdo nao confere
imunidade total e duradoura, mas minimiza
a sintomatologia clinica, evitando prejuizos
(Leite, 1999).

Segundo o Manual de Produtos Veterinarios
(2001-2002), no Brasil, atualmente, sao
comercializadas uma vacina inativada
oleosa contra a RIB e dez vacinas
combinadas contra a DBV e a RIB e outros
agentes, geralmente PI-3 e VSB. Dentre as
dez vacinas combinadas, nove apresentam
todos os antigenos inativados e uma
apresenta os virus da RIB vivos,
quimicamente alterados (amostra RLB 106),
e os virus da DBV inativados. Em todas
essas vacinas utilizam-se diferentes tipos de
adjuvantes e inativantes. Dentre o0s
adjuvantes, o mais comumente utilizado € o
Al(OH);. Apenas uma destas dez vacinas
utiliza adjuvante oleoso em sua composicao.
A amostra vacinal termossensivel (RLB 106)
do virus da RIB replica-se apenas ao nivel
da mucosa do trato respiratorio superior de
bovinos, que apresenta temperatura mais
baixa que a temperatura corporal (Melo et
al, 1996). Estes autores fizeram uma revisao
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dos trabalhos de eficacia e seguranca dessa
amostra em vacinas comerciais e
constataram nao haver, em campo ou em
condicbes experimentais, reversao de
viruléncia, perda de peso, aborto,
diminuicdo da producdo de leite ou
isolamento do virus de orgdos de animais
mortos ou abortados. Alem disso, foi
constatado que esta amostra induz a
respostas celulares, nao suprime o sistema
imune e dispara respostas por anticorpos
superiores a provocada por vacinas
inativadas.

Os resultados observados a partir da
vacinagdo dos coelhos com a vacina V
(vacina comercial) (item 4.4.1.2), o grande
numero de vacinas disponiveis no mercado
brasileiro contra estes agentes e a alta
prevaléncia destas doengas no Brasil
(Galvao et al, 1963; Wizigmann et al, 1972;
Mueller et al, 1979; Mueller et al, 1981;
Lovato et al, 1985; Ravazollo et al, 1989;
Vidor et al, 1995; Lage et al, 1996; Lemos,
1998; Melo, 1998), -ugerem que o MAPA
brasileiro estabelec:: protocolos para o
controle oficial dest. - acinas.

Sabe-se que a form+= nao citopatogénica do
virus da DBV é a predominante na natureza
e € a mais observada em isolamentos de
bovinos infectados (Bolin & Ridpath, 1992).
Entretanto, apenas duas das vacinas
comercialmente  disponiveis no Brasil
apresentam, em sua composicdo, a forma
nao citopatogénica e a citopatogénica do
virus da DBV. Sabe-se que a maioria das
proteinas antigénicas encontradas na forma
ndo citopatogénica estdo presentes na
forma citopatogénica e que, observa-se
reacdo sorolégica cruzada entre as dois
biotipos (Radostis & Littlejohns, 1988).
Entretanto, analisando-se  painéis de
anticorpos monoclonais, observa-se que
existem diferengas entre partes de algumas
proteinas destes dois bidtipos (Carman et al,
1996). Sugere-se portanto, a partir dessa
observacdo que a vacina seja composta
pelos dois bidtipos do virus da DBV.
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5.CONCLUSOES

1) O adjuvante de EM, nestas formulagdes,
nido €& estavel quando suspensdes
complexas sdo incorporadas a fase interna.

2) A vacina Il é eficiente para proteger
bovinos contra a Diarréia Bovina a Virus e a
Rinotraqueite Infecciosa Bovina quando
observadas as normas do “Code of Federal
Regulations” (2001) e quando comparados
a dados da literatura.

3) S&o necessarias duas doses da vacina |l
para induzir titulos de anticorpos em niveis
protetores de acordo com o “Code of
Federal Regulations” (2001).
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