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da diarréia viral bovina (BVDV) inativado, tendo como adjuvante vucina.
o cloreto de dimetildioctadecilamoénio (DDA cloreto) associado Adjuvante.
a0 hidréxido de aluminio (vacina B), foi comparada com uma vacina
contendo o mesmo antigeno adsorvido apenas com hidréxido de
aluminio (vacina A). Duas semanas ap6s a segunda dose foi avaliado

o titulo de anticorpos neutralizantes dos animais que receberam as

duas preparacoes de antigenos. Os animais que receberam a vacina

B apresentaram melhor resposta imune humoral quando
comparados com os animais vacinados com a vacina A. O titulo

médio de anticorpos neutralizantes, expresso em Log2, dos animais

que receberam a vacina B foi superior (P<0,05) ao observado no

grupo vacinado com a vacina A. Esse resultado demonstra que, em
bovinos vacinados com o BVDV inativado, a inclusio do DDA cloreto

em formulacoes de vacinas adsorvidas com hidréxido de aluminio
potencializa a resposta imune humoral.

Resumo

Introducao

A infec¢ao pelo virus da diarréia viral
bovina (bovine viral diarrbea virus -BVDV-)
determina considerdveis prejuizos
economicos a pecudtia bovina de corte e leite.
A diarréia viral bovina (bovine viral diarrbea -
BVD-) caracteriza-se por ocasionar quadros
clinicos distintos que, devido a semelhanga
com outras infeccdes, sio de dificil
diagnéstico clinico.?! A caracteristica
imunodepressora do BVDV faz com que,
em muitas ocasioes, infeccoes inicialmente

brandas, possam ser complicadas por
infeccdes bacterianas secundarias dificultando
o diagnéstico da etiologia primaria.?
Problemas respiratorios e entéricos siao
freqiientes nas infec¢oes pelo BVDYV, porém
os distdrbios reprodutivos sdo os que trazem
maiores conseqiéncias, diretas e indiretas,
nos indices de producio.* A infeccio de
fémeas gestantes soronegativas, na
dependéncia do estadio gestacional, pode
determinar mortalidade embrionaria e fetal,
natimortalidade, mortalidade neonatal, o
nascimento de animais fracos, com peso
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corporal abaixo da média da raca, bem
como o nascimento de animais
persistentemente infectados pelo BVDV e
constituem-se o elo da cadeia epidemiolégica
dessa virose.

Para o controle e a profilaxia da BVD
foram desenvolvidos basicamente dois tipos
de vacinas. As vacinas contendo o BVDV
atenuado induzem melhor resposta imune
celular e humoral, porém podem ser
responsaveis por imunodepressio,
problemas reprodutivos, particularmente
abortos®, e o desencadeamento de um
quadro clinico conhecido como Doenga das
Mucosas™. Esses efeitos adversos podem
ser contornados pelo de uso de vacinas
contendo o BVDYV inativado. Porém, o
antigeno inativado ¢ um imundgeno fraco,
gerando resposta imune apenas do tipo
humoral, em muitas ocasides com baixo
titulo de anticorpos e que persistem por um
curto periodo de tempo’. Com isto, os niveis
de imunidade protetora para um desafio
fetal sao bastante limitados'’.

A adi¢ao de adjuvantes imunolégicos
em vacinas elaboradas com o BVDV
inativado pode induzir resposta imune mais
efetiva, tanto em relacio ao titulo de
anticorpos quanto ao periodo de protecdo
p6s-vacinal.! O hidréxido de aluminio
[AI(OH),] ¢ um dos adjuvantes mais
utilizados em vacinas para uso humano e
veterinario. Porém, na dependéncia das
caracteristicas antigénicas, a resposta
imunolodgica a antigenos adsorvidos com
produtos derivados de aluminio, em muitas
situagoes, ndo é melhor do que a obtida
frente ao mesmo antigeno em meio
aquoso."!

O dimetildioctadecilamoneo (DDA)
¢ uma amina quaterndria lipofilica sintética,
descrita inicialmente por Gall'?, que atua
como agente surfactante e apresenta uma
importante caractetistica imunomoduladora.
O potencial adjuvante do DDA nas respostas
imunoldgicas humoral e celular vem sendo
testado frente a antigenos de diferentes
otigens incluindo os antigenos virais."*'* A
maioria dos estudos relativos ao potencial
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adjuvante do DDA foi realizada com o
anion brometo, empregado de forma
isolada ou em associacio a outros
imunomoduladores, sendo poucos os
experimentos que avaliaram o anion
cloreto'>'°.

Neste estudo a capacidade adjuvante
do DDA cloreto, associado ao AI(OH),, foi
avaliada pela elaboragio de vacinas contendo
o BVDV inativado, empregadas para
imunizar bezerros. A resposta imunoldgica
humoral dos animais vacinados foi avaliada
e os resultados comparados com um
imunégeno contendo o BVDV inativado
adsorvido apenas com o AI(OH)..

Materiais e Métodos

Para a elaboracido das vacinas foi
utilizada a estirpe Singer (ATCC) do BVDYV,
com titulo de 107" TCIDSO/ mlL. Para o
cultivo do BVDV foi empregada a linhagem
celular Madin Darby bovine kidney (MDBK)
mantida em meio Dulbecco (DMEM-Gibco
BRL-EUA) suplementado com 7% de soro
fetal bovino (SFB) livre de micoplasmas e
virus (Gibco BRL-EUA), 55 mg/mL de
gentamicina (Sigma Co.-EUA) e 2,5 mg/mL
de anfotericina B (Sigma Co.-EUA). Na
multiplicacio do BVDV foi empregado SFB
1%, o qual demonstrou previamente ser
destituido de anticorpos neutralizantes para
o BVDV e para o herpesvirus bovino tipo 1
(BHV-1). Apos a visualizacdo de 60 a 70%
de efeito citopatico (ECP), para a libera¢ao
do virus intracelular, as células foram lisadas
com trés ciclos rapidos de congelamento e
descongelamento. O titulo viral foi
determinado pelo método Reed e Muench'’e
expresso em dose infectante para cultura de
tecido / 50% (T' CID,).

O BVDV foi inativado pela
bromoetilenimina (BEI), que foi obtida pela
ciclizagdo da 2-bromoetilamina (BEA) a 37°
C por uma hora sob condi¢ao alcalina (0,2N
NaOH). O processo de inativa¢ao viral foi
realizado pela adicio de TmM de BEI pH
7,8 sob agitacdo lenta e constante, por 12
horas a 25° C* Apés a inativacao, a BEI foi



neutralizada pela adi¢do de tiossulfato de
sodio até a concentracio final de 1%."* Para
o controle de virus infeccioso residual, o
BVDYV inativado foi inoculado em cultivo
de células MDBK, sendo a presenca e/ou
auséncia de ECP monitorada por 96 horas.

Ap6s a inativacio do BVDV foram
preparadas duas diferentes formulagdes de
vacina, utilizando como adjuvante o gel de
hidréxido aluminio AI(OH), (vacina A) e a
associacao AI(OH), / DDA cloreto (vacina
B). Na vacina A, a adsor¢io do antigeno foi
realizada pela adigio de AI(OH),, de forma
lenta e gradual, por um perfodo de 4 hs com
agitacdo constante, obtendo-se a
concentragdo final de 5 mg de Al(OH), /
ml. de vacina. Para a elaboracio da vacina
B, ap6s a adsorcao do antigeno pelo
Al(OH), o DDA cloreto foi adicionado na
concentracio de 5 mg/ml. de vacina. Testes
de esterilidade e inocuidade padroes', “in
vitro” e “in vivo” (camundongos) foram
realizados com as duas formulacoes de
vacinas.

Para os testes de avaliacio
imunolégica das vacinas A e B foram
utilizados 15 bezerros machos da raca
holandesa preta e branca, com cinco a seis
meses de idade, divididos em trés grupos.
O grupo A (n=0) recebeu a vacina contendo
o adjuvante AI(OH),, o grupo B (n=0) a
vacina com a associagao Al(OH),/ DDA
cloreto e o grupo C (n=3), controle negativo,
recebeu apenas o DMEM sem SFB (Gibco
BRL). Para todos os animais o volume de
cada vacina foi de 5 mL/dose, aplicada pela
via subcutanea na regido do dorso, em duas
doses, sendo a primeira no dia zero e a
segunda 21 dias apés.

Os soros dos bezerros vacinados
foram obtidos por colheita de sangue na veia
jugular realizada nos dias 0, anterior a
primeira vacinacio, e nos dias 21 e 35. Apos
a coagulacio os soros foram separados,
centrifugados a 1000 x g durante 10 min e
estocados a -20° C para a postetior avaliacao
da soroconversio pos-vacinal.

A detec¢io dos anticorpos contra o
BVDV foi realizada de acordo com a
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microtécnica da soroneutralizacio (SN)
descrita por Fulton et al.?’. Apds a prévia
inativacio do soro a 56° C/30 min, diluicoes
seriadas na base 2 (1:2 a 1:512), realizadas
em meio DMEM (Gibco BRL), foram
distribuidas em microplacas de 96 cavidades
e incubadas com 100 TCID,  da estirpe
Singer do BVDV. Ap6s incubacdo por uma
horaa 37° C, uma suspensio de 4 x 10*
células MDBK diluida em meio DMEM foi
adicionada em cada uma das cavidades. As
placas foram incubadas a 37° C em
atmosfera de 5% de CO, por trés dias.
Foram consideradas positivas as dilui¢oes dos
soros que inibiram 100% do ECP induzido
pelo BVDYV, sendo os titulos expressos em
Log2 da reciproca da maior dilui¢ao.

Para o tratamento estatistico foi
utilizada a analise de varidncia em blocos
completos ao acaso, com nfvel de
significancia de 5%, e para as comparagoes
multiplas foi empregado o teste Duncan a
5%. Para a realizacio dos calculos foi
empregado o programa SAS (Statistic
Analysis Systems

Resultados e Discussao

O DDA cloreto foi totalmente indcuo
para bovinos. Nenhum dos seis animais que
recebeu esse adjuvante apresentou qualquer
reacdo local e/ou sistémica. A inocuidade
do DDA também ja foi anteriormente
desctita em humanos e animais.**

Os animais do grupo C (controle), que
foram mantidos no mesmo ambiente e em
contato com os animais dos dois grupos
vacinados, permaneceram negativos (titulo<1)
durante todo o experimento. Esse resultado
sugere que no perfodo do experimento nao
houve infec¢do dos animais pelo BVDYV,
indicando que os titulos de anticorpos,
demonstrados  pela  técnica  de
soroneutralizacdo, dos animais dos grupos
vacinados sao devidos ao estimulo imunoldgico
promovido pelas vacinas. O perfil sorolégico
pré e pos-vacinal dos grupos A, vacina com
Al(OH), e B, vacina com a associa¢ao Al(OH),
/ DDA cloteto, sdo apresentados na tabela 1.
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Tabela 1

Distribuicao da média dos titulos de anticorpos neutralizantes parao
virus da diarréia viral bovina (BVDV) identificados em bezerros (n=15)
vacinados com duas doses (dias: zero e 21) do BVDV inativado, em
duas formulagoes de vacinas

Grupos Titulo de anticorpos Logx()
Bezerros Dia 0 Dia 21 Dia 35
GRUPO A

Al <t <1 4
A2 <1 2 4
A3 <1 3 6
A4 <1 4 4
A5 <1 2 6
A6 <1 3 6
Média <1,0 2,510 5,041,1x
GRUPO B
B1 <1 4 6
B2 <1 5 6
B3 <1 5 6
B4 <1 5 6
B5 <1 4 7
B6 <1 4 7
Média <1,0 45205  6,3+0,5y
GRUPO C
C1;C2; C3 <1 <1 <1

Grupos: A - Vacina com gel de hidréxido de aluminio; B - Vacinacom
associacdo gel de hidroxido de aluminio e cloreto de
dimetildioctadecilamonio (DDA); C-Controle (meio de cultura celular
Dulbecco)

“Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste
Duncan (P<0,05).

No dia zero nao houve diferenca significativa
entre os titulos de anticorpos neutralizantes nos
animais dos dois grupos experimentais.

No 35° dia, todos os 12 animais
incluidos nos grupos A e B, apresentaram
soroconversao em titulos variados, embora
o grupo B apresentasse maiores titulos que
o grupo A. Esse resultado demonstra a
manutengio da integridade dos antigenos do
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BVDV uma vez que a soroconversio dos
animais foi monitorada pela identifica¢io de
anticorpos neutralizantes, induzidos por
determinantes antigénicos envolvidos no
processo de adsorc¢ao do virus as células alvo.
A soroconversio de todos animais,
independente do tipo de adjuvante recebido,
também revela que o BVDV estava presente
em titulo suficiente para ativar o sistema
imunolégico dos bovinos vacinados.

Com frequiéncia, nas vacinacOes de
rebanhos sdo observadas grandes vatriacoes no
numero de animais que apresentam
soroconversio e no titulo de anticorpos
induzidos por vacinas comerciais. Essa vatiagao,
em grande parte, deve-se ao titulo viral presente
nos imundgenos e ao tipo de adjuvante
utilizado. A literatura apresenta evidéncias que,
frente a alguns antigenos, os compostos a base
de aluminio nao induzem melhor resposta
imune humoral que preparagdes dos antigenos
em solucoes aquosas.'!

Nesse trabalho, as duas vacinas testadas
foram elaboradas com o BVDV em alto titulo
(107" TCID,, / mL) e todos animais,
independente do tipo de adjuvante utilizado,
apresentaram soroconversio em titulos
variados. Como a resposta imune humoral
induzida por antigenos inativados é dependente
da concentracio de antigeno®, o alto titulo viral
das vacinas A e B, provavelmente pode ter sido
responsavel pela producio de anticorpos
detectados em todos os animais vacinados.

Entretanto, quantitativamente,
observou-se diferenca no petfil sorolégico
pos-vacinal induzido pelas duas vacinas
avaliadas. Os resultados da associagao AI(OH),
/ DDA cloteto como adjuvante em vacinas
com o BVDV inativado para uso em bovinos,
revelaram-se bastante promissores uma vez que
os animais do grupo B responderam com
titulos de anticorpos neutralizantes supetiores
em relacio ao grupo A. O efeito sinérgico do
DDA na indug¢io de resposta imunoldgica,
quando em associa¢do a outros adjuvantes,
também ja foi descrito por Veronesi, Correa
e Alterio™ e Grubhofer.*.

A resposta imune humoral dos
animais do grupo B foi mais precoce em



relagdo aos animais que receberam a vacina
A. Os seis animais do grupo B apresentaram
soroconversao vacinal ja aos 21 dias apos a
primeira dose de vacina. No grupo A um
animal ndo apresentou soroconversio e 0s
outros cinco, apresentaram titulos de
anticorpos inferiores ao detectados nos
animais que receberam a associagio DDA
cloreto / Al (OH), como adjuvante.

A intensidade da resposta imune
humoral também foi superior no grupo B
onde a média de anticorpos neutralizantes
(4,5), ja na primeira dose de vacina, foi muito
semelhante a média do grupo A, alcancada
somente 14 dias ap6s a segunda dose. Os
maiores titulos individuais, alcancados pelos
animais do grupo B sugerem ainda que a
associacdo de adjuvantes possibilita que os
animais mantenham titulos protetores por
maior periodo de tempo apds a vacinagao,
determinando desta forma maior intervalo
de protecio pos-vacinal. Esse resultado é

Abstract

The humoral immune response of cattle vaccinated with inactivated

Avaliacio da capacidade adjuvante do cloreto de dimetildioctadecilamdnio associado ao hidréxido de aluminio naindugdo darespostaimune humoral de bovinos vacinados com o virus dadiarréiaviral bovina 205

importante uma vez que o maior intervalo
entre as vacinacdes resulta em reducio de
praticas de manejo e de custos de vacinagao.

Esses resultados demonstram que, a
exemplo do anion brometo, o DDA cloreto
quando empregado em associa¢do com o
Al(OH),, também tem grande potencial
adjuvante da resposta imune humoral em
bovinos vacinados com o BVDV inativado.
Paralelamente, o baixo custo do DDA
cloreto, que é uma substancia utilizada como
antiestatico em cosméticos e amaciantes, abre
a perspectiva da utilizacdo desse adjuvante
para o incremento da resposta imune
especifica, tanto em termos qualitativos
quanto quantitativos, de vacinas comerciais.

Agradecimentos

Apoio financeiro: CNPq, CAPES e
CPG/UEL.

Key-words:

Cattle.

Bovine viral diarrhea virus.
Dimethyl dioctadecyl ammonium

bovine viral diarrhea virus (BVDV) using the association of dimethyl hjoride.
dioctadecyl ammonium chloride (DDA-chloride) and aluminum Vaccine.
hydroxide (vaccine B) as adjuvant, was compared with the same Adjuvant.
antigenic formulation adsorbed with only aluminum hydroxide

(vaccine A). The neutralizing antibodies titers were assessed two

weeks after the second vaccine dose. The animals that received

vaccine B had better humoral responses than the calves vaccinated

with vaccine A. The mean titers of neutralizing antibodies, expressed

in Log2, for the calves that received vaccine B was higher to those
observed in group vaccinated with vaccine A. These results show

that the inclusion of DDA chloride in vaccine formulations adsorbed

with aluminum hydroxide determine a better humoral immune
response in cattle vaccinated with BVDV inactivated.
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