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A infeccao pelos Alphaherpesvirus bovinos 1 e 5 e a inducgdo de imunidade de mucosa
Infection by bovine Alphaherpesvirus 1 and 5 and the induction of mucosal immunity
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Resumo

O sistema imune presente nas mucosas representa a barreira inicial frente a infeccdo por diversos patdégenos que
utilizam estas superficies como porta de entrada no organismo hospedeiro, como é o caso dos Alphaherpesvirus
bovino 1 (BoHV-1) e Alphaherpesvirus bovino 5 (BoHV-5). Estes virus infectam os sistemas reprodutivo e
respiratdrio de bovinos e sdo responsaveis por casos de Rinotraqueite Infecciosa Bovina, Vulvovaginite Pustular
Infecciosa e Balanopostite Pustular Infecciosa, assim como Meningoencefalite Herpética Bovina, respectivamente. A
infeccdo pelos BoHVs ocorre nas cavidades revestidas por células epiteliais de mucosa, principalmente nasal e
genital, sendo o ponto inicial de replicacdo, seguindo-se a disseminacdo local, viremia eventual e disseminacdo
neuronal, até o estabelecimento da laténcia. A cooperacdo dos mecanismos de defesa confere protecdo através do
sistema integrado de mucosas por meio da ativagdo dos sitios efetores e especialmente produgdo de diferentes isotipos
de imunoglobulinas, como a SIgA, realiza neutralizacdo nas superficies mucosas, e a 1gG, que desempenha
neutralizacdo na mucosa e sistemicamente. A indugdo da imunidade nas superficies mucosas através do uso de
vacinas torna-se de extrema importancia para a prevencdo da adsor¢do do virus a célula e infeccdo pelos
microrganismos patogénicos e depende, especialmente, do imundgeno, via de imunizagdo e substancia adjuvante
empregada nas formulagdes. Esta revisdo teve como objetivo abordar os principais aspectos relacionados a infeccao
pelo BoHV-1 e BoHV-5, assim como os tipos de resposta relacionadas ao sistema imune de mucosas frente a estes
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virus e, ainda, estudos relacionados a utilizacdo das vias mucosas para administragdo de vacinas em diferentes
espécies animais.
Palavras-chave: Superficie mucosa; Infeccéo viral; Vacinacdo; Ensino em saude.

Abstract

The immune system present in the mucosa represents the initial barrier against infection by several pathogens that use
these surfaces as a gateway to the host organism, such as the case of bovine Alphaherpesvirus 1 (BoHV-1) and bovine
Alphaherpesvirus 5 (BoHV-5). These viruses infect the reproductive and respiratory systems of cattle and are
responsible for cases of Infectious Bovine Rhinotracheitis, Infectious Pustular Vulvovaginitis and Infectious Pustular
Balanopostitis, as well as Bovine Herpetic Meningoencephalitis, respectively. Infection by BoHVs occurs in cavities
lined with mucosal epithelial cells, mainly nasal and genital, being the initial point of replication, followed by local
dissemination, eventual viremia and neuronal dissemination, until latency is established. The cooperation of defense
mechanisms provides protection through the integrated mucosal system through the activation of effector sites and
especially the production of different isotypes of immunoglobulins, such as SIgA, which neutralizes mucosal surfaces,
and IgG, which plays a neutralization in the mucosa and systemically. The induction of immunity on mucosal surfaces
through the use of vaccines is extremely important for the prevention of virus adsorption to the cell and infection by
pathogenic microorganisms and depends, especially, on the immunogen, immunization route and adjuvant substance
used in the formulations. This review aimed to address the main aspects related to infection by BoHV-1 and BoHV-5,
as well as the types of response related to the mucosal immune system against these viruses, and also studies related to
the use of the mucosal pathways for administration of vaccines in different animal species.

Keywords: Mucosal surface; Viral infection; Vaccination; Health teaching.

Resumen

El sistema inmunoldgico presente en la mucosa representa la barrera inicial contra la infeccion por varios patdgenos
que utilizan estas superficies como puerta de entrada al organismo huésped, como es el caso del Alphaherpesvirus 1
bovino (BoHV-1) y el Alphaherpesvirus 5 bovino (BoHV-5). Estos virus infectan los sistemas reproductivo y
respiratorio del ganado y son responsables de casos de rinotraqueitis infecciosa bovina, vulvovaginitis pustulosa
infecciosa y balanopostitis pustulosa infecciosa, asi como meningoencefalitis herpética bovina, respectivamente. La
infeccion por BoHVs ocurre en cavidades revestidas por células epiteliales mucosas, principalmente nasales y
genitales, siendo el punto de partida de la replicacion, seguida de diseminacién local, eventual viremia y diseminacion
neuronal, hasta que se establece la latencia. La cooperacion de los mecanismos de defensa brinda proteccion a través
del sistema mucoso integrado a través de la activacion de sitios efectores y especialmente la produccion de diferentes
isotipos de inmunoglobulinas, como SIgA, que neutraliza las superficies mucosas, e 1gG, que juega neutralizacion en
la mucosa y sistémicamente. La induccién de inmunidad en las superficies mucosas mediante el uso de vacunas es
extremadamente importante para la prevencion de la adsorcion de virus a la célula y la infeccion por microorganismos
patdégenos y depende, especialmente, del inmundgeno, via de inmunizacion y sustancia adyuvante utilizada en las
formulaciones. Esta revision tuvo como objetivo abordar los principales aspectos relacionados con la infeccion por
BoHV-1y BoHV-5, asi como los tipos de respuesta relacionados con el sistema inmunolégico de la mucosa frente a
estos virus, y también los estudios relacionados con el uso de las vias mucosas de administraciéon. de vacunas en
diferentes especies animales.

Palabras clave: Superficie mucosa; Infeccién viral; Vacunacion; Ensefianza em la salud.

1. Introducéo

O aumento da demanda mundial por alimentos impulsionou o vigoroso desenvolvimento que o setor agropecuario tem
experimentado nos ultimos anos (Allim, 2019). O Brasil possui 0 maior rebanho bovino do mundo, com cerca de 217 milhdes
de cabegas (Embrapa, 2021), e a producdo de bovinos pode aumentar através, especialmente, do controle de doengas
reprodutivas nas propriedades.

Um dos principais patdgenos responsaveis por causar transtornos reprodutivos nos bovinos é o Alphaherpesvirus
bovino 1 (Bovine alphaherpesvirus 1 — BoHV-1), agente responsavel pela Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) e por casos
de Vulvovaginite Pustular Infecciosa (IPV) em fémeas e Balanopostite Pustular Infecciosa (IPB) em machos. Da mesma
familia Herpesviridae, o Alphaherpesvirus bovino 5 (Bovine alphaherpesvirus 5 — BoHV-5) estd relacionado a
Meningoencefalite Herpética Bovina, também responsavel por grandes prejuizos econdmicos na criagdo de bovinos, uma vez
que causa altos indices de mortalidade (Oliveira et al., 2015). A infeccdo por estes virus ocorre através das cavidades mucosas

que sdo revestidas por células epiteliais, onde ocorre o inicio do processo de replicacao viral (Van Engelenburg et al., 1993),
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seguida pela disseminacao local, viremia eventual e disseminagdo neuronal, onde persistem no ndcleo das células nervosas
pelo resto da vida do animal. Este mecanismo é denominado de laténcia e é através dele que o genoma viral pode ser reativado
no organismo em situacfes que acarretaram imunossupressdo, voltando a ocorrer a replicacdo e, consequentemente, a
disseminacéo viral (Aradjo, 2014; Engels & Ackermann, 1996).

Os mecanismos mais eficientes para evitar a entrada destes Alphaherpesvirus no organismo animal estdo relacionados
com a imunidade local das superficies mucosas, que conta com a cooperacdo de mecanismos inatos e especificos para a efetiva
protecdo (Hannant, 2002). A necessidade de ativacdo dos sitios indutores, especialmente para a secrec¢do de imunoglobulina A
secretora (SIgA), que atua na neutralizacdo dos agentes patogénicos nas superficies mucosas (Campos, et al., 2011) e de
imunoglobulina G (1gG), que desempenha funcéo, também na neutralizagdo, na mucosa e sistemicamente (Cunha Neto, 2016)
tem despertado o interesse em pesquisas que visam a inducéo vacinal de imunidade nas vias mucosas.

O objetivo desta revisdo foi abordar os principais aspectos relacionados a infeccdo pelo BoHV-1 e BoHV-5, assim
como os tipos de respostas relacionadas ao sistema imune de mucosas frente a estes virus e, ainda, estudos relacionados a

utilizacdo das vias mucosas para administracdo de vacinas em diferentes espécies animais.

2. Metodologia

Essa revisdo de literatura se caracteriza como integrativa, com andlise narrativa (Mariano & Santos, 2017).
Para a condugdo do estudo fez-se uso do banco de dados “Google académico” executando buscas na aba “pesquisas

EEENT3

avancadas” com as seguintes palavras-chave: “alphaherpesvirus bovino”, “imunidade contra virus”, “imunidade de mucosa
bovina”, “vacinagdo animal” e “vacinas de mucosa”.

Como critérios de inclusdo, definiu-se que os estudos deveriam encontrar-se nos idiomas portugués, inglés ou
espanhol e tratar sobre imunidade de mucosa contra virus e/ou alphaherpesvirus bovinos. Como critérios de excluséo,
estabeleceu-se que os trabalhos sem a metodologia concreta seriam excluidos, assim como estudos sem acesso gratuito. Nao

foi estabelecido um recorte temporal para a pesquisa.

3. Caracterizacao dos Agentes Etiol6gicos

O BoHV-1 e 0 BoHV-5 séo classificados como pertencentes a ordem Herpesvirales, familia Herpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae e género Varicellovirus (ICTV, 2020). A subfamilia Alphaherpesvirinae compreende grande parte dos
herpesvirus de interesse veterinario, como o virus da Doenca de Aujeszky (Suid alphaherpesvirus 1 - SuHV-1),
Rinopneumonite Viral Equina (Equine herpesvirus 4 - EHV-4), Doenga de Marek (Gallid herpesvirus 2 e 3 - GaHV-2 e 3),
Rinotraqueite Viral dos Felinos (Feline herpesvirus 1 - FeHV-1), entre outros (ICTV, 2020). A classificacdo destas espécies
virais dentro da subfamilia em questdo é dependente de caracteristicas relacionadas a gama variavel de hospedeiros, ciclo
replicativo curto, répida destruicdo de cultivos celulares, capacidade de invasdo neuronal e estabelecimento de infec¢des
latentes em ganglios nervosos sensoriais e autondmicos (Aradjo, 2014; Novaes, 2014), além de indice evolutivo superior na
sequéncia de proteinas virais em comparacao ao indice de genes nucleares de mamiferos (Thiry et al., 2007).

Os alphaherpesvirus possuem como material genético uma molécula de DNA de fita dupla (double strand DNA -
dsDNA) linear (Petrini et al., 2019), com cerca de 137 a 140 kilo pares de bases (kbp), e mais de setenta genes (Crespo et al .,
2016) que codificam as proteinas estruturais e as ndo estruturais, responsaveis pelo arranjo estrutural da particula virica e
adsorcdo, replicacdo e egresso do virus da célula hospedeira, respectivamente (Cerqueira et al., 2000). O genoma é envolto por
um capsideo icosaédrico, composto por cinco proteinas conservadas que apresentam funcdes especificas de manutencédo da sua
estrutura (Zajac et al., 2010). O capsideo é recoberto pelo tegumento, que se caracteriza como uma camada proteica amorfa

composta por oito proteinas, dentre as quais a VP16 e a VHS, que estdo envolvidas na replicacdo viral e ativacdo dos genes
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alfa (primeiros genes a serem transcritos na cinética de expressdo génica, seguido pelos genes beta e gama), e na supresséo da
sintese proteica celular, respectivamente (Fenner et al., 2014).

O envelope dos alphaherpesvirus € originado de se¢des de membranas celulares alteradas da célula hospedeira (Paim,
2017), incorporado no reticulo endoplasmatico, e através da passagem da particula viral pelo Complexo de Golgi (Favoreel,
2006). Na sua superficie podem ser observadas protrusdes de glicoproteinas que atuam na ligacdo a receptores celulares, fuséo,
penetracdo e transporte das particulas virais entre células, além de mediarem interacdes do virus com o sistema imunolégico do
hospedeiro e se constituirem alvos de anticorpos neutralizantes (Antello, 2014). O genoma do BoHV-1 e BoHV-5 codifica de
10 a 12 glicoproteinas (g) de envelope (Schwyzer & Ackermann, 1996), dentre as quais gB, gC gD, gG, gH, gl, gK, gL, gM,
que sdo indispensaveis para a replicagdo do virus em cultivo celular e, provavelmente, para a sua sobrevivéncia na natureza
(Schroder & Keil, 1999).

A caracteristica mais marcante entre os virus que constituem a familia Herpesviridae é a capacidade de estabelecer
infeccdes latentes em seus hospedeiros (Van Engelenburg et al., 1993). Os nucleocapsideos dos alphaherpesvirus, apos
replicacdo primaria nas células epiteliais das mucosas, sdo transportados através do fluxo axoplasmatico retrégrado, onde
atingem 0s corpos neuronais, ocorrendo a supressao precoce dos genes alfa, que sdo essenciais para as etapas seguintes de
expressdo génica e replicagdo do genoma (Engels & Ackermann, 1996). Isso ocasiona a interrup¢do do ciclo litico, resultando
na persisténcia do genoma viral, na forma epissomal, no ndcleo dos neurénios pelo resto da vida do animal (Vieira et al.,
2003). Durante a infeccdo latente ndo ocorre expressdo génica significativa, replicacdo do genoma ou produgdo da progénie
viral infecciosa, e o Unico transcrito viral encontrado nos neurénios infectados é denominado de transcrito associado a laténcia
(latency associated transcript — LAT/LTR) (Fenner et al., 2014). Em situacOes de estresse e/ou imunossupressdo, ocasionados
por transporte, parto, desmame, caréncias nutricionais graves, manejo de descorne, vacinagdo ou excesso de trabalho, por
exemplo, a infecgdo em estado latente pode ser reativada (Ackermann et al., 1982; Novaes, 2014; Roizman 2001), acarretando
na retomada do ciclo litico nos neurdnios do hospedeiro e producéo de progénie viral infecciosa. Os virions produzidos sao
transportados pelas mesmas vias nervosas até o sitio de infec¢do primaria, onde o virus replica produtivamente e é eliminado
através das excrecOes (Masri et al., 1996).

Na reativacdo de infeccBes latentes, a excre¢do viral ocorre por um periodo de cerca de cinco dias e em titulos
menores em comparacao aqueles secretados durante a infeccdo aguda, representando uma forma de perpetuacdo do virus na
natureza e tornando o animal infectado um potencial fonte de contaminag&o para outros animais (Viu et al., 2014). A laténcia é
estabelecida, geralmente, nos ganglios que enervam a regido onde ocorreu a infec¢do primaria, sendo descritos ganglios
sensoriais e autondmicos, neurdnios sensoriais do ganglio trigémeo em infecgdes respiratdrias ou orais, ganglios sacrais em
infecgdes genitais, e ainda, locais no sistema nervoso central (SNC) e periférico, além de tonsilas e linfdcitos circulantes
(Mayer-Winkelmann, 2005).

Inicialmente, o BoHV-1 foi subdividido em trés subgendtipos (Flores, 2017) devido a diversidade de suas
propriedades bioldgicas, antigénicas e moleculares, e por apresentar homologia entre as sequéncias de nucleotideos de cerca de
85 a 90% (Delhon et al., 2003; Henzel et al., 2019). O BoHV-1.1 foi associado as amostras “classicas” de Rinotraqueite
Infecciosa Bovina (IBR), enquanto o BoHV-1.2 foi associado as amostras que causavam Vulvovaginite Pustular Infecciosa
(IPV) em fémeas e Balanopostite Pustular Infecciosa (IPB) em machos, enquanto que o BoHV-1.3 foi associado as amostras
que causavam Meningoencefalite Herpética Bovina ou Meningoencefalite. O genotipo 1.2 foi ainda dividido em BoHV-1.2a,
relacionado as manifestagdes clinicas como abortos e infeccdo no trato respiratorio, além de IPV e IPB, e BoHV-1.2b,
relacionado a doenga respiratoria leve, IPV e IPB (Batista et al., 2010; Crespo et al., 2016). H& cerca de 22 anos, no entanto,
apos analisadas as caracteristicas de casos de Meningoencefalite reportados na Austrdlia e com o emprego de técnicas de

analise genémica e observacao de diferencas clinico-epidemioldgicas, o entdo genotipo BoHV-1.3 foi considerado uma espécie
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viral distinta e passou a ser denominada de BoHV-5, que se diferenciava da espécie BoHV-1 especialmente pela sua
neuroinvasividade e capacidade de neuroviruléncia (Médici et al., 2000). A neuroinvasdo provocada pelo BoHV-1, geralmente
ndo vai além do neurdnio de primeira ordem em que a infeccao latente foi estabelecida, diferentemente do BoHV-5, que é
capaz de infectar diferentes regides do cérebro (Gabev et al., 2010; Zajac et al., 2010).

Os alphaherpesvirus utilizam como porta de entrada no organismo animal, as cavidades mucosas revestidas por
células epiteliais (Engels & Ackermann, 1996; Viu et al., 2014), geralmente de bovinos jovens. A principal forma de
transmissdo ocorre através das secre¢des respiratoria, genital e ocular (Medeiros, 2019), uma vez que, em infec¢des agudas, o
virus esta presente em altos titulos nessas secrecoes, podendo haver disseminacgao por cerca de quinze dias. A transmissédo é
realizada através do contato direto das regides nasais entre os animais ou através da monta natural, além de aerossois em curtas
distancias, fomites contaminados, fluidos fetais, fetos abortados, inseminacdo artificial e transferéncia de embrifes (Costa et
al., 2017).

Durante o curso das enfermidades causadas pelo BoHV-1, as manifestacdes clinicas relatadas incluem, no caso da
IBR, febre, depressdo, anorexia, mucosa nasal hiperémica, com presenga de lesdes vesiculares e erosivas, dispneia, taquipneia,
tosse, descargas nasais serosas que podem tornar-se mucopurulentas conforme a progressdo da enfermidade, bloqueio das vias
respiratorias superiores, salivagdo excessiva, bronquite, pneumonia, bem como queda na producdo de animais lactantes
(Arruda et al., 2019; Fino et al., 2012; Medeiros, 2019) e baixa qualidade do sémen (Crespo et al., 2016). Ja os sinais clinicos
relatados em casos de Meningoencefalite Herpética incluem secrecdo nasal e ocular, protrusdo da lingua, salivacdo, ranger de
dentes, oscila¢fes ritmicas involuntrias e repetidas dos olhos nas posi¢des de mirada, cegueira, incoordenacao, flexionamento
do pescogo e pressdo da cabega sobre as superficies, quedas, decubito dorsal, opistétono e convulsdes (Massitel et al., 2016;
Roos, 2009).

4. Epidemiologia, Medidas de Controle e Profilaxia

Apos 65 anos da realizacdo do primeiro isolamento de BoHV-1 (Flores, 2017) e 59 anos do BoHV-5, estes virus
continuam se disseminando e perpetuando nos organismos animais, causando prejuizos significativos no que diz respeito a
criacdo comercial de bovinos (Almeida et al., 2016; Dejucq & Jégou, 2001; Thiry et al., 2006;). O BoHV-1 possui ampla
distribuicdo mundial e, na maioria dos paises com criacdo bovina expressiva, a situagdo € endémica, com exce¢do de paises
com condicdes geogréficas e climaticas favoraveis como Austria, Dinamarca, Finlandia, Noruega e Suécia, que erradicaram a
infeccdo mediante identificacdo e eliminacdo dos animais soropositivos (Ackermann & Engels, 2006). O BoHV-5 é mais
comumente descrito em paises da América do Sul, como Brasil e Argentina, e Australia (Elias et al., 2004; Ferreira et al.,
2018), com baixa ocorréncia na América do Norte devido, provavelmente, a programas de vacinagdo contra o0 BoHV -1, através
dos quais poderia conferir-se uma imunizag&o cruzada para o BoHV-5 (Silva, 2014).

As medidas de controle e profilaxia relacionadas aos Alphaherpesvirus bovinos sao voltadas a minimizar as perdas
econdmicas causadas pela infeccdo. Estima-se um gasto médio de US$ 379 com atendimento veterinario, medicamentos e
perdas reprodutivas, por animal infectado (Can et al., 2016) e, neste dmbito, aqueles destinados a reprodugdo sdo os que
requerem maior aten¢do dentro da propriedade rural. Em um cenario ideal, medidas como o teste de sémen e reprodutores, uso
de sémen e embrides livres do virus (Castro, 2016) e o conhecimento do status sanitario do rebanho, assim como seu
monitoramento periddico, além do periodo de quarentena estipulado para animais advindos de outras propriedades, ajudariam a
prevenir a entrada do virus na propriedade (Rissi et al., 2007).

Em rebanhos que apresentam histérico da infeccdo, em confinamentos que agregam animais de diversas procedéncias
e em estabelecimentos com alta rotatividade de animais, os protocolos vacinais desempenham papel na reducéo da circulacéo

do virus e das manifestacdes da doenca, controlando as perdas reprodutivas e, consequentemente, diminuindo as perdas
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econémicas (Merchioratto et al., 2020). A vacinacdo deve ser realizada em novilhas que entrardo em reproducéo pois estas, via
de regra, sdo soronegativas e podem entrar em contato com o virus no momento da Inseminagéo Artificial (1A), se 0 sémen em
questdo estiver contaminado, ou no momento do “repasse”, caso o touro estiver contaminado (Alfieri & Alfieri, 2017).

As vacinas previnem os sinais clinicos das doencgas e reduzem a excrecdo viral, mas ndo sdo capazes de conter a
infeccdo a campo (Costa et al., 2017). Além disso, as vacinas inativadas, comercialmente disponiveis, embora seguras quando
em comparagdo com as atenuadas, em sua grande maioria ndo conferem uma resposta imune rapida e duradoura, além de
requererem a adicdo de substancias adjuvantes em sua formulacdo (Anziliero et al., 2015). J& as vacinas atenuadas, embora
induzam uma eficiente e duradoura resposta imune, ndo sdo recomendadas para animais prenhes, uma vez que permitem a
replicacdo viral na célula do hospedeiro, apresentam o risco de reversao da viruléncia e infeccdo latente pela cepa vacinal e
podem causar abortamentos (Jones et al., 2011; Nandi et al., 2009).

Alguns estudos propde a utilizagdo do BoHV-1 como vetor vacinal (Chowdhury et al., 2021; Kweon et al., 1999;
Wang et al., 2003), e estes podem representar uma alternativa a ser adotada a longo prazo, para a resolucéo de problemas
associados a imunomodulag&o gerada por vacinas inativadas (Jones & Chowdhury, 2008), mas ainda apresenta um viés no que
diz respeito as propriedades bioldgicas desse agente de estabelecer laténcia em seu hospedeiro (Canal et al., 2017). Além disso,
a dificuldade em diferenciar anticorpos vacinais de anticorpos naturalmente produzidos durante a infecgdo prejudica o
diagnéstico e a exclusdo dos animais soropositivos (Fino et al., 2012). Cepas vacinais modificadas pela dele¢do da
glicoproteina E (gE) do BoHV tém sido empregadas para a imunizagdo e testagem de rebanhos na América do Norte, e tem
auxiliado no processo de deteccdo dos animais infectados (Brum, 2009). A vacina com gE deletada, encontra-se
comercialmente disponivel no mercado veterinario brasileiro.

O titulo de anticorpos neutralizantes capaz de conferir protecdo aos animais sdo aqueles maiores ou iguais a 8, com
80% dos animais reagentes (USGP, 2014). As vacinas para BoHV-1 deveriam induzir esta resposta, no entanto, ndo existem

referéncias destas informativas no Brasil (Costa et al., 2017).

5. Imunidade de Mucosa Contra Virus

As cavidades mucosas sdo compostas por um estreito tecido de células epiteliais unidas por jungdes ocludentes, que se
caracteriza como a principal barreira fisica de defesa do animal, juntamente com a pele (Corthesy & Kraehenbuhl, 1999;
Lamm, 1997;), ndo s6 contra os BoHV-1 e 5, mas contra os mais diversos patdégenos. Diferentemente do sistema imunoldgico
sistémico, que é responsavel pela eliminacdo ativa do microrganismo, as mucosas dos tratos respiratério, gastrointestinal e
urogenital sdo providas de mecanismos de expulsdo com carateres quimicos e fisicos, cuja funcéo primaria é manter o antigeno
fora do epitélio, impedindo interagBes com substancias que possam causar danos ao hospedeiro (Czerkinsky & Holmgren,
2010). Destacam-se, neste sentido, a descamacdo, pH diferencial, presenca de acidos graxos, peptideos antimicrobianos,
microbiota enddgena, enzimas e proteases, movimento ciliar, que exercem grande parte da imunidade inata (Iwasaki, 2010) .

A capacidade esterilizante das cavidades mucosas é, muitas vezes, afetada por outras fungdes que essas superficies
desempenham (Silva et al., 2007). A interferéncia hormonal varia durante o ciclo estral das fémeas, alterando caracteristicas do
muco endocervical (Hladik & McElrath, 2008). Nos bovinaos, no periodo da ovulagdo em que niveis crescentes estrégeno séo
observados, 0 muco encontra-se menos viscoso e mais alcalino, tornando o trato genital mais vulneravel a infec¢des virais (De
Lima & Alves, 2008).

O tecido linfoide associado as mucosas (mucosal associated lymphoid tissue - MALT) é um ambiente diferenciado
(Zarzaur & Kudsk, 2001) quando comparado a outros o6rgdos (Holmgren & Czerkinsky, 2005), além de possuir os
componentes necessarios para iniciar uma resposta imune. A mucosa epitelial externa contém os linfdcitos T intraepiteliais, e

na lamina propria, que esta imediatamente abaixo da camada epitelial, encontram-se os linfécitos B, os plasmécitos, 0s
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linfocitos T, os macréfagos, as células dendriticas e as células M, que capturam antigenos da luz do érgdo em que estdo
localizadas e os transportam até o tecido linfoide correspondente (Gongalves et al., 2016).

O MALT ¢ subdividido em quatro grupos: tecido linfoide associado & conjuntiva ou ao olho (conjunctiva associated
lymphoid tissue — CALT ou eye associated lymphoid tissue - EALT), que faz parte da superficie ocular e é constituido por
células de Langerhans, neutréfilos, macrdfagos e células T (Akpek & Gottsch, 2003; Knop & Knop, 2007); tecido linfoide
associado aos bronquios (bronchus associated lymphoid tissue — BALT), que recobre as vias respiratérias e é constituido,
especialmente, por linfdcitos B e T (Griitzenmacher et al., 2011); o tecido linfoide associado aos tecidos nasais e faringeanos
(nasopharynx-associated lymphoid tissue - NALT) que inclui as tonsilas (Brandtzaeg et al., 1999; Brandtzaeg, 2003); e 0
tecido linfoide associado ao intestino (gut-associated lymphoid tissue - GALT) que engloba as placas de Peyer, o apéndice e
numerosos foliculos linfoides associados entre si. Devido a sua extensdo, 0 GALT ¢é o principal componente dentre todos 0s
tecidos contidos no MALT (Da Fonseca, 2010). O sistema imune do trato urogenital ndo apresenta estruturas linfoides
definidas, sugerindo ser dependente da migragdo celular e expressdo de moléculas de adesdo tecido-especificas (De Lima &
Alves, 2008).

As células epiteliais contidas nas superficies mucosas apresentam como um dos seus principais componentes, as
células M especializadas (Nochi et al., 2007), localizadas em maior quantidade no BALT, NALT e GALT (Pavot et al., 2012).
Essas céelulas transportam antigenos da luz dos 6rgédos para os foliculos linfoides associados, onde sdo capturados pelas células
apresentadoras de antigenos (APCs), especialmente por DCs, e apresentados aos linfécitos T CD4+ e linfocitos T CD8+ que
estdo localizados nos sitios de inducéo (local de encontro com o antigeno) (Holmgren & Czerkinsky, 2005), dando inicio a
uma resposta imunoldgica especifica (Takahashi et al., 2009).

A resposta imune nas mucosas é regulada pela natureza quimica do antigeno (proteina, polissacarideo, lipideo, acido
nucleico), pelo tipo de APC envolvida, como as DCs ou os linfocitos B, e pelo microambiente local. A imunidade humoral nas
mucosas € mediada por anticorpos especificos secretados pelos plasmocitos. Apos a sensibilizagdo de linfocitos B e T nos
sitios de inducédo, como as placas de Peyer, as tonsilas ou 0 apéndice, estas células respondem ao antigeno através da expansdo
clonal, diferenciando-se em plasmécitos e linfécitos T efetores, respectivamente, e células de meméria (Holmgren &
Czerkinsky, 2005). Os linfécitos T helper ativados, ainda, secretam citocinas relacionadas com o estimulo da imunidade
humoral, estimulando assim os linfécitos B (Holmgren & Czerkinsky, 2005).

Os linfocitos T e B, assim como as APCs que sdo ativadas em um determinado sitio indutor, podem migrar através
dos vasos linfaticos para outro sitio efetor nas mucosas (Bergquist et al., 1997), com consequente secre¢do de IgA em um local
diferente daquele onde ocorreu o estimulo antigénico priméario (Mestecky, 1987), sendo esta relagdo observada entre as
mucosas nasal e vaginal (Gallichan et al., 2001; Gallichan & Rosenthal, 1995; Parr & Parr, 1999). Este mecanismo esta
relacionado com a expressao de citocinas e seus receptores, que caracterizam-se como moléculas de adesdo tecido-especificas
e guiam estas células de volta ao local onde houve o estimulo antigénico e aos sitios efetores relacionados (Lanning et al.,
2005; Neutra & Kozlowski, 2006). Por exemplo, linfdcitos B ativados e diferenciados em plasmaécitos recebendo estimulos
para a producdo de IgA e ativados no MALT, expressam em sua superficie a molécula CCR10, que é receptora para a molécula
quimiocina CLL28, que por sua vez é secretada por células epiteliais presentes no trato intestinal, nas glandulas salivares,
tonsilas, trato respiratério e glandulas mamarias em fase de lactacdo (Kunkel & Butcher, 2003). Desta forma, estes plasmacitos
podem ser atraidos para qualquer um destes tecidos (Mestecky, 1987).

Ainda, com a co-estimulacéo de células B ativadas por linfdcitos T helper, ocorre a formagéo de centros germinativos,
havendo a maturacdo de afinidade e a troca do isotipo de imunoglobulina secretado (Kunkel & Butcher, 2003). O resultado
destas modificacdes evidencia-se na geracdo de células B de memoria e plasmécitos que sintetizam anticorpos de alta

afinidade. Estes plasmécitos podem permanecer no tecido linfoide secundéario de origem, o que é particularmente comum no
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caso de plasmocitos que secretam IgM, ou trafegam através da linfa eferente até o sangue a fim de colonizar locais distantes
(Brandtzaeg et al., 1999; Calame, 2001).

O isotipo da imunoglobulina secretada pelo plasmdcito é determinado pelo local de apresentacdo do antigeno pelas
APCs, assim como a natureza da estimulacdo antigénica, sendo que, juntos, ambos determinardo o tecido para o qual estes
plasmacitos serdo destinados (Kunkel & Butcher, 2003). As células B ativas sofrem mudanca de classe de imunoglobulinas ao
serem estimuladas por determinadas citocinas secretadas pelos linfdcitos T helper, como por exemplo IL-4, IL-5, IL-6 e TGF-
o, TGF-B, que levam a secre¢do de IgA (Sonoda et al., 1989), anticorpo predominante nas secre¢cdes mucosas (Cerutti, 2008;
Woof & Kerr, 2006), ou IL-2, IL-4, IFN-¥, que levam a secreg¢do de imunoglobulina G (1gG) (Calich & Vaz, 1989).

A IgA ¢ secretada por plasmacitos localizados nas superficies corporeas (Oliveira, 2017). E sintetizada principalmente
nos tratos intestinal e respiratorio, mas também no trato urogenital, na glandula mamaria e na pele (Mesquita Junior et al.,
2010). Apresenta a terceira maior concentracdo (mg dL-1) sérica em bovinos (10-50 mg dL-1), depois da I1gG (1.700-2.700 mg
dL-1) e da IgM (250-400 mg dL-1). Nas secrecdes corporais desses mamiferos, a IgA é principal imunoglobulina encontrada, e
possui concentracdes maiores do que as séricas, como no colostro (400 mg dL-1), no muco nasal (200 mg dL-1), na secrecao
salivar (56 mg dL-1) ou nas lagrimas (260 mg dL-1) (Tizard, 2009).

Os mondmeros de IgA possuem peso molecular de cerca de 150 kilodaltons (kDa), mas sdo normalmente secretados
como dimeros (Woof, 2013; Woof & Kerr, 2006), unidos por um polipeptideo denominado de cadeia J (Mestecky et al., 1971;
Solé et al., 2018) que, além de ligar estes monémeros, interage com o receptor de imunoglobulina polimérica (plgR). Este
receptor é uma glicoproteina transmembrana transportadora de anticorpos expressa na superficie basal das células epiteliais de
mucosa, com peso molecular de 71 kDa (Mostov & Deitcher, 1986). O plgR transporta a IgA através das células epiteliais por
um processo de transcitose que finda com a translocagdo de IgA secretora (SIgA) a superficie mucosa (Macpherson et al.,
2008). A SIgA possui ainda uma peca secretora advinda da clivagem endocitica do plgR, que confere propriedades mucofilicas
a imunoglobulina (Brandtzaeg, 1974; Phalipon et al., 2002), como resisténcia & degradacdo provocada por proteases (Van
Egmond et al., 2001), como é o caso da tripsina no trato gastrointestinal (Mestecky et al., 2005).

A IgA ndo tem a capacidade de ativacdo do sistema de complemento e ndo pode agir como opsonina para a facilitacdo
da fagocitose. No entanto, pode aglutinar um antigeno particulado e neutralizar virus, assim como algumas enzimas virais.
Estudos com o virus Influenza sugerem que este mecanismo varia de acordo com o nimero de moléculas IgA por virion
(Gombart et al., 1993). Porém, sua principal atividade é atuar na exclusdo imune, que consiste na prevencdo a aderéncia de
microrganismos estranhos as superficies epiteliais, para que esses sejam expelidos sem causar nenhum dano ao organismo
animal (Breitfeld et al., 1989). Por ser transportada pelos enterocitos, a IgA também atua dentro das células, podendo ligar-se,
por exemplo, a proteinas virais sintetizadas e interromper a replicacéo viral, impedindo o crescimento e perpetuacéo viral antes
que a integridade celular seja danificada (Zambrano et al., 1996). Neste caso, formam-se, entdo, complexos IgA-virus no
interior da célula infectada que, provavelmente, sdo expelidos para a luz do érgdo (Van Egmond et al., 2001).

Outra imunoglobulina importante na defesa das mucosas € a IgG, secretada por plasmaécitos e encontrada em maiores
concentrag¢fes no sangue dos animais, sendo por isso de fundamental importancia nos mecanismos de defesa mediados por
anticorpos (Burton, 1985). A 1gG possui peso molecular de cerca de 180 kDa (Penha, 2007) e caracteriza-se como sendo a
menor das moléculas dentre as imunoglobulinas, apresentando facilidade em escapar dos vasos sanguineos, mecanismo
especialmente importante na inflamacéo, onde a maior permeabilidade vascular permite com que a IgG participe de processos
para a protecdo dos tecidos e superficies mucosas (Tizard, 2009). Dentre as funcGes desse anticorpo, estd a eliminagdo do
antigeno, extremamente importante na defesa das superficies, que pode ser realizada através da ativacdo do sistema
complemento a partir da ligacdo de duas moléculas de 1gG no antigeno seguida da unido da proteina C1 do complemento,

ativando a sua via classica, e resultando na producdo de substancias bioativas que podem resultar na eliminacdo do
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microrganismo (Campagne et al., 2007). Além disso, a IgG age ainda como opsonina (Oliveira et al., 2002), facilitando a
atividade de células fagociticas (Joshi et al., 2006) e de citotoxidade celular dependente de anticorpos (ADCC), realizada
especialmente através da degranulacdo de células natural killer (Salgado, 2013). Nos ruminantes a IgG1 representa um
importante papel na defesa das superficies mucosas, principalmente na glandula mamaria, onde é encontrada em quantidades
superiores a IgA (Pastoret et al, 1998). Nos bovinos ha predominancia de IgG no Utero, sendo que apenas uma fracdo de I1gG1
provém do endométrio, ademais é derivada, juntamente com 1gG2, da circulacdo periférica (Butt et al., 1993; Curtain et al.,
1971).

6. A Utilizacdo da Via Mucosa para a Administracdo de Vacinas

Os BoHVs continuam sendo uma das principais causas de perdas econémicas na bovinocultura, mesmo com o
crescente desenvolvimento em tecnologias vacinais nos ultimos anos (Almeida et al., 2016). As imunizac¢fes parenterais nao
resultam em uma resposta imune apropriada de mucosa (Ferreira et al., 2017), a qual poderia prevenir a fixacdo desses
antigenos. A inducdo de SIgA, efetiva em conferir protecdo e realizar a neutralizacdo de antigenos nas superficies mucosas, e
de 1gG, exercendo sua funcdo através da neutralizacdo e posterior eliminagdo imune, é dependente do imundgeno, da rota de
imunizacdo e do adjuvante utilizado (Dehghan et al., 2014). O emprego de particulas altamente complexas como imundgenos,
a escolha da melhor via de aplicacdo da vacina e a identificacdo de substancias adjuvantes que atuem na potencializagdo da
resposta imune local e sistémica, podem ser altamente proveitosas para o controle das enfermidades e consequentes prejuizos
causados pelos BoHVs.

A inoculagdo de um antigeno através da via oral, nasal, retal ou vaginal induz uma resposta mais eficiente nas
mucosas (Neutra & Kozlowski, 2006; Oliveira, 2017). Em sua pesquisa, Thiry et al. (2007) inocularam em caprinos por via
intranasal, uma vacina viva atenuada contra 0 BoHV-1, modificada através da delecdo do gene ndo essencial da glicoproteina
E (gE), seguida pelo desafio destes animais, por via intravaginal, com uma cepa de Alphaherpesvirus caprino 1 (Caprine
alphaherpesvirus 1 - CpHV-1). Considerando que esse virus estd associado a doenca sistémica em animais jovens, doenca
genital que culmina em casos de Balanopostite e Vulvovaginite e abortos em animais adultos, e que as cepas de BoHV-1 e
CpHV-1 estdo intimamente relacionadas antigenicamente, os autores constataram que a imuniza¢do ndo induziu nenhuma
reacdo indesejada (local ou sistémica) e que houve reducdo dos titulos médios de excre¢do viral de CpHV-1 nos animais
imunizados com BoHV-1 gE deletada, em compara¢do com os animais do grupo controle, ndo vacinados, além de reducdo na
severidade da doenca. No mesmo ano, Tempesta et al. (2007), avaliando a eficacia da imunizacdo na mucosa de cabras
inocularam, através da via intravaginal, uma vacina inativada contra o CpHV-1, utilizando como substéncia adjuvante a
enterotoxina termolabil da Escherichia coli, LTK63, administrando o farmaco em duas doses com intervalo de 21 dias. Os
animais vacinados demostraram altos titulos de SIgA, apresentando-se, ainda, significativamente protegidos ap6s o desafio
intravaginal com uma cepa virulenta de CpHV-1, demonstrando queda na excre¢do viral, quando em comparag¢do ao grupo
controle composto por animais ndo vacinados.

Quando em comparacgdo entre as vias nasal e vaginal para avaliacdo da resposta imune sistémica e resposta imune na
mucosa vaginal contra a LTK63, mensurada em ratas, Di Tommaso et al. (1996) observaram o incremento na imunidade
humoral sistémica e altos niveis de IgA e 1gG através de ambas as vias de imunizagdo. Porém, os animais imunizados atraves
da via intranasal apresentaram uma resposta relacionada a IgA vaginal mais tardia e com um titulo maior de anticorpos,
quando comparados aos animais imunizados por via intravaginal. Uma provavel explicacdo para este fato seria a alta
vascularizagdo do trato respiratorio, que pode facilitar a dispersdo das células B e T efetoras, para outros 6rgdos e tecidos
(Ilwasaki, 2010).

Parr e Parr (1999), ao confrontarem as vias de imunizacdo mucosas vaginal e nasal, em camundongos fémeas,
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utilizando uma vacina viva atenuada contra o Alphaherpesvirus humano tipo 2 (HSV-2), observaram que a via de aplicacéo
intranasal ndo incrementou a resposta imune de IgA e IgG na mucosa vaginal, quando comparada a via de inoculacéo
intravaginal. Em contrapartida, a via intravaginal gerou incremento do nimero de plasmdcitos secretores de 1gG na vagina e
aumento desse anticorpo tanto na secre¢do vaginal como no soro, indicando imunidade local e sistémica, visto que
proporcionou maior protecdo frente ao desafio dos camundongos com uma cepa virulenta de HSV-2.

Nosso grupo de pesquisa vem avaliando a utilizacdo de vacinas inativadas de aplicacdo vaginal, associada a
adjuvantes, contra as doencas provocadas por BoHV-1 e BoHV-5; Siedler (2012) avaliou a imunogenicidade de uma vacina
contra 0 BoHV-5 associado a subunidade B recombinante da enterotoxina termolabil de Eschericha coli (rLTB) e a xantana.
Analisando soro sanguineo, muco nasal e muco vaginal, constatou o incremento nos niveis de IgA e IgG no soro, na mucosa
nasal e na mucosa vaginal dos animais inoculados com a vacina intravaginal, em comparac¢éo ao grupo controle, uma vacina
comercial de aplicacdo intramuscular, além de estimulo na expressdo de IL-2 e IL-13. Peter et al. (2019), avaliou a
imunogenicidade de uma vacina inativada de aplicagcdo intravaginal contra o BoHV-1 associado ao esporo inativado da
bactéria gram-positiva Bacillus toyonensis. A presenca de anticorpos neutralizantes foi verificada apenas quando os animais
foram inoculados via parenteral com uma vacina comercial. No teste de ELISA indireto, para a mensuracdo de IgA e 1gG, o
estimulo na producdo de ambos os anticorpos no soro sanguineo, 90 dias apds a primeira inoculagdo, foi verificado nos
tratamentos em que o antigeno foi associado ao Bacillus toyonensis, em relacdo ao tratamento controle. O mesmo perfil foi
encontrado com relacdo a producdo de IgA e IgG na mucosa vaginal. Em dados ainda ndo divulgados, pudemos constatar que a
utilizacdo de proteinas recombinantes imunogénicas, associadas a polimeros derivados da celulose e estabilizantes, j& descritos
na literatura como sistemas de entrega de medicamentos nas superficies mucosas (Webb et al., 2007), produzem anticorpos
neutralizantes, aumento de IgA e IgG total no soro, secre¢do nasal e secre¢do vaginal, além de proporcionar incremento na
producéo de interleucinas, contra infec¢bes provocadas por BoHV-1 e BoHV-5.

Algumas varidveis devem ser levadas em consideracdo durante a escolha da via mucosa de inoculagdo a ser utilizada,
como a espécie a ser inoculada, a porta de entrada natural do antigeno em questdo no organismo animal e a natureza da vacina,
além dos mecanismos inatos quimicos e fisicos que merecem atencdo especial neste processo (Neutra & Kozlowski, 2006).
Para Pavot et al. (2012), uma formulagdo vacinal completa e ideal para induzir a resposta imune nos sitios locais deve proteger
0 antigeno da degradacdo enzimética, limitar sua taxa de dissolugdo, facilitar a absor¢do pelas células especializadas nos sitios
indutores, facilitar a captura e resposta pelas células efetoras, mimetizar pontos chave da infec¢do natural, além de utilizar

adjuvantes gque realizem um eficiente incremento na resposta imune.

7. Considerac0es Finais

As vias mucosas para a aplicacdo de farmacos apresentam vantagens como o estimulo conjugado das imunidades
local e sistémica, com incremento, na producdo, especialmente, de imunoglobulina A secretora e imunoglobulina G, que séo
eficientes na protecdo de bovinos contra microrganismos que infectam as cavidades mucosas.

O desenvolvimento de vacinas que estimulem a imunidade humoral e que apresentem seguranca garantida é de grande
importancia no mercado veterindrio mundial, uma vez que estas podem ser a chave para a erradicagdo de enfermidades que
prejudicam o desenvolvimento de criagdes ha décadas, como € o caso das doencas reprodutivas provocadas pelos BoHV.

Uma vez que o estimulo essencial da imunidade seja dependente do imundgeno, da rota de imunizacdo e do adjuvante
utilizado, é necessaria uma sinergia entre as partes. A pesquisa por adjuvantes imunoestimulantes e imunomoduladores que
favorecam a geracédo de resposta imune nas vias mucosas é constante, e as proteinas recombinantes apresentam destaque neste
ambito. No entanto, a necessidade de profissionais e equipamentos altamente especializados, bem como o baixo rendimento

aliado ao elevado custo para sua produgdo faz com que compostos alternativos sejam estudados. Além disso, a necessidade de
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pesquisas que esclarecam o funcionamento dos componentes vacinais nas vias de geragdo de imunidade nos sitios de inducédo

das mucosas é essencial para o desenvolvimento de produtos funcionais que cumpram com o seu papel na pecuaria mundial.
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