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RESUMO - Este trabalho analisa o efeito da adigdo do extrato das folhas de Nicotiana glauca e Chrysanthemum
vulgaris em vacina inativada contra Herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5) sobre a resposta imune humoral em
bovinos vacinados. Duas vacinas para BHV-5 inativadas com etilenimina bindria e emulsificadas com adjuvante
oleoso foram produzidas a partir de uma suspensao viral com titulo de 10*¢ DICC, /ml. Uma das vacinas (vacina
B) teve a incarporagio de extrato bruto das plantas Nicotiana glauca e Chrysanthemiom vulgaris na dose de 5Smg
de extrato de cada planta por dose. As vacinas foram testadas em dois grupos de 19 bovinos, vacinados com 3
doses (3ml) de cada vacina com intervalo mensal. Os titulos de anticorpos neutralizantes foram determinados em
diferentes intervalos apds a vacinagio através do teste de soroneutralizagdo. Trinta dias apés a terceira dose
vacinal a vacina A induziu titulo médio de anticorpos de 96 e a vacina B de 80. Na andlise estatistica niio houve
diferenga significativa entre os titulos de anticorpos induzidos pelas duas vacinas (p>0,05). Os resultados indicaram
que a adigdo dos extratos destas plantas ndo influenciou a resposta imune humoral nesta vacina.
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PLANT EXTRACTS (Nicotiané glauca and Chrysanthemum vulgaris) IN A VACCINE
‘ TO BOVINE HERPESVIRUS TYPE 5 (BHV-5)

ABSTRACT - The effect of Nicotiana glauca and Chrysanthemum vulgaris leave extracts on the humoral response
in cattle vaccinated with an inactivated vaccine to bovine Herpesvirus type 5 (BHV-5) were examined. Two
inactivated oil-adjuvanted BHV-5 vaccines were prepared with an infectious titre (pre-inactivation) of 1084DICC/
ml, inactivated with binary ethylenimine (BEI) and emulsified in oil adjuvant. Nicotiana glauca and Chrysanthemum
vulgaris extracts were added (5mg of each extract per dose) as a coadjuvant to one of the vaccines (vaccine B).
Two groups of nineteen calves were vaccinated with 3 doses (3 ml) at four week intervals between doses.
Neutralizing antibody levels in sera were determined at different time intervals after vaccination. Thirty days after
the administration of the third dose the mean neutralizing antibody titre was 96 for vaccine A and 80 for vaccine
B. There was no significant difference between the antibody titres induced by the two vaccines (p>0.05). These
results indicate that extracts of these plants had no adjuvant effect on the inactivated BHV-5 vaccine .
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INTRODUCAO

O Herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5)
¢ o agente etiolégico de uma enfermidade
neurolégica caracterizada por
meningoencefalite ndo supurativa, de curso
geralmente fatal, que afeta principalmente
bovinos jovens (FLORES et al., 1998). O
Herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1) esté
associado a distirbios respiratdrios
(rinotraqueite infecciosa bovina - IBR) €
reprodutivos, e possui estreita relagio
antigénica com BHV-5. As vacinas inativadas
para BHV-1 sdao amplamente utilizadas em
paises onde o virus é endémico, como uma
alternativa para o controle da enfermidade
(DONKERGOED e BABIUK, 1991,
FENNER et al., 1993). As vacinas inativadas
sdlo seguras, estdveis ao armazenamento, € ndo
revertem a viruléncia. Porém, necessitam de
véirias doses e do uso de adjuvantes para
produzirem uma melhor resposta imunolégica
(FENNER et al., 1993). O uso dos adjuvantes
vacinais visa compensar a perda da
capacidade de replicagdo das amostras de
virus inativados, que resulta frequentemente
numa resposta imune de curta duragio.
VICTORATOS et al. (1997) demonstraram
que alguns adjuvantes direcionam a mudanga
de classe de anticorpos através da indugio de
diferentes tipos de citocinas. Assim, a
administracdo de adjuvante completo de
Freund, adjuvante incompleto de Freund,
AI(OH), e QuilA resulta em uma resposta

imune do tipo 2 (humoral), por aumentarem a.

expressao dos genes para interleucina 4 (IL-
4), interleucina 5 (IL-5) e interleucina 13 (IL-
13). BeSO, aumenta produgdo de RNA
mensageiro para IL-5 and IL-6, ¢
lipopolissacarideos (LPS) estimulam sintese
de IL-6 ¢ fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
o; VICTORATOS et al. 1997).

A busca de vacinas inativadas que
preencham os critérios desejados de uma
vacina “ideal”, com indu¢do de imunidade
especifica eficiente € de longa duragio, total

~seguranga, auséncia de reagdes adversas e

facilidade de administra¢do, tem resultado na
necessidade de pesquisa de melhores
adjuvantes e coadjuvantes. A atividade
coadjuvante ou paraimune € definida como o

“efeito da estimulagio do sistema imune

exercido por algumas substincias (MAYR,
1986). Segundo ALKEMADE (1990) estas
substdncias sdo fortes ativadoras dos
macréfagos, incrementando a produgdo da
interleucina 1 (IL-1), um coadjuvante natural
que de forma inespecifica amplia a resposta
imune a antigenos e células tumorais. A IL-1
atua como mediadora de imunidade via
linfécitos T e estimula os linfécitos B para a
producio de anticorpos, induz febre, aumenta
a liberagdo do hormonio adrenocorticotréfico
(ACTH) e cortisol, ativa os fibroblastos e
estimula a multiplicag@o de linfécitos € a
liberagd@o de IL.-2 e interferon ¥ pelas células
T CD4* (ALKEMADE ,1990). Pesquisas
recentes tem revelado diversos compostos
vegetais com pronunciada atividade
imunoestimulante. Arabinogalactanos
provenientes de Echinacea purpurea,
Achyrocline saturecides, Urtica dicica
(WAGNER, 1995) e proteinas isoladas de
Cajanus indicus promovern uma estimulagéo
de resposta imune humoral e celular (DATTA
et al., 1999). O extrato aquoso de Piper
longum demonstrou atividade
imunoestimulante especifica e também
inespecifica (TRIPATHI et al., 1999). No
experimento conduzido por VIDOR et al
(1998), a adigdo do extrato bruto das plantas
Nicotiana glauca (,,Catinga de Mulata“) e
Chrysanthemun vulgaris (,,Erva Paraguaia®),
demostraram uma forte estimulag¢do da
resposta imune humoral em frangos
imunizados contra a doenga de Newcastle. O
objetivo deste trabalho foi analisar o efeito
do extrato obtido das folhas das plantas
Nicotiana glauca e Chrysanthemum vulgaris

.adicionado a uma vacina inativada contra o

Herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5) sobre a
resposta imune humoral em bovinos.



EXTRATOS VEGETAIS (Nicotiana glauca € Chrysanthenuon vulgaris) EM UMA VACINA CONTRA O HERPESVIRUS BOVINO
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MATERIAL E METODOS

VIRUS

Foi utilizada uma amostra de BHV-5
(denominada RP), isolada de surto de
meningoencefalite no municipio de Pelotas,
RS, para a produgdo da vacina e testes
sorolégicos. A multiplicagdo viral foi
realizada em células de linhagem “Madin
Darby Bovine Kidney” (MDBK). O titulo da
suspensao de virus foi calculado pelo método
de Behrends & Kirber (MAYR et al., 1982),
tomando por base a presenga/auséncia de
efeito citopitico.

VACINAS

Foi produzida com a amostra de BHV-
5 uma vacina inativada com adjuvante oleoso
{vacina A) e outra com adjuvante oleoso
adicionada de extrato de plantas (vacina B).
Apés a obtengdo da suspensdo viral com titulo
de 107 doses infectantes para cultivos celulares
50% (DICC, /25 ul) foi realizada a inativagdo
com etilenimina binaria (BEI), na
concentragdo final de 0,02 M (pH 7,8). A BEI
foi obtida pela ciclizagdo do BEA (2-
bromoetilamina) a 0,2 M (0,409 g de BEA em
10 ml de 4gua destilada) sob condigdes
alcalinas por uma hora a 37°C. A solugdo
alcalina utilizada para ciclizagdo foi NaOH
0,2M. A suspensdo viral com inativante foi
submetida a agitagio magnética durante 12
horas a temperatura ambiente, confome
descrito por BAHNEMANN et al. (1974). O
controle de virus ativo na suspensédo foi
realizado inoculando-se a suspenséo viral
tratada com BEI em cultivo de células MDBK.
A BEI foi neutralizada com tiossulfato de
s6dio’(Na, $,0,) a 2%.

Na elaboragdo das vacinas foram
utilizadas nove partes de éleo mineral e uma
parte de emulsionante. Na vacina B foi

adicionado extrato vegetal bruto extraido das .
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plantas Chrysanthemum vulgaris e Nicotiana
glauca na propor¢do de 5 mg de cada planta
por dose de vacina. Ambas espécies foram
coletadas no més de novembro, periodo
anterior a floragdo, no herbério (n°® 20.720)
da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).
O extrato bruto foi obtido das folhas das
plantas secas em estufa a 60°C durante 30
minutos. Apés trituragdo, maceracgio e
filtragdo, o extrato foi adicionado & vacina.
As vacinas foram emulsionadas com
emulsionador de mesa. A vacina A foi
constituida de 125 ml de suspensdo viral
inativada de BHV-5 ¢ 125 ml de 6leo. A
vacina B foi composta da mesma suspenséo
viral inativada emulsionada em 6leo com a
adigdo do extrato bruto de Chrysanthemum
vulgaris e Nicotiana glauca.

Para controle de qualidade do produto
final, ap6s emulsionada a vacina passou pelos
testes da gota, condutibilidade elétrica,
estabilidade da emulsdo, esterilidade e
inocuidade (GOTO, 1978).

EXPERIMENTACAQ EM ANIMAIS

Foram utilizados 38 bovinos do sexo
feminino, com idade entre 12 e 24 meses, da
ra¢a Hereford, que pela prova de
soroneutralizagdo ndo apresentavam
anticorpos para BHV-5. Os animais foram
escolhidos ao acaso e mantidos em pastoreio
rotativo. Os animais foram divididos em dois
grupos de 19 bovinos cada. Um grupo foi
vacinado com trés doses (3 ml/dose) da vacina
A e o outro grupo recebeu as mesmas doses
da vacina B. Os animais foram vacinados via
intramuscular profunda, com intervalo de 30
dias entre cada dose da vacina. Foram
realizadas nove coletas de sangue para
sorologia segundo o seguinte cronograma: dia
I (coleta branca); 15 dias apés a 12 dose; 30
dias apds a 12 dose; 15 dias apés a 2*dose; 30
dias ap6s a 22dose; 15 dias apés a 32dose; 30
dias apés a 33dose; 120 dias ap6s a 32dose e
210 dias apds a 32dose.
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TITULACAO DE ANTICORPOS

-Os titulos de anticorpos produzidos
ap6s a vacinagdo foram determinados pelo
teste de soroneutralizagio. A
soroneutralizagdo foi realizada com a mesma
amostra de BHV-5, com titulo de 10 6°
DICC, /25 ul. As amostras de soro foram
testadas com quatro repeti¢des, em diluigSes
de base logaritmica 2, frente a 100 DICC,/
25 pl. As microplacas com a mistura soro e
virus foram incubadas por uma hora a 37°C,
ap6s o que foram adicionadas c€lulas MDBK
a uma concentragdo de 30 000 células/S0ul.
Para o célculo dos titulos de anticorpos foi
usado o método de Behrends & Kirber
(MAYR et al., 1982).

ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental foi
classificado como inteiramente ao acaso com
parcelas divididas. A varidvel analisada foi a
média dos titulos de anticorpos em log,. Foi
usado o teste F e teste de Duncan para comparar
as médias das vacinas e analise de regressio
polinomial. '

RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias dos titulos de anticorpos
neutralizantes aos 15 e 30 dias ap6s a 1°, 2%¢ 3°
dose e aos 120 e 210 dias apos a 3* dose (180 e
270 dias apds a 1" dose), nos dois grupos de
animais vacinados, encontram-se na figura 1.
Pode ser observado a evolugio comparativa das
médias dos titulos de anticorpos (reciproca de
log,) dos animais vacinados com & vacina
oleosa simples (vacina A) ¢ vacina oleosa com
extrato vegetal (vacina B). Apds a 1* dose
vacinal a maioria dos animais (37/38) ndo
produziu anticorpos detectdveis por
soroneutralizagfo. Trinta dias apés a 2° dose
vacinal (dia 60 apds a 1* dose) 63% (24/38)
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dos animais dos dois grupos apresentaram
titulos de anticorpos superior a 1:8
(correspondente a 3 na escala logaritmica;
dados ndo mostrados), enquanto que as
titulagbes realizadas 30 dias ap6s a 32 dose
vacinal mostraram que 100 % dos animais
vacinados nos dois grupos apresentaram titulos
acima de 1:8, quando o titulo médio de
anticorpos induzido pela vacina A foi 96 ¢ a
vacina B fo1 80.

As vacinas A e B demonstraram boa
eficiéncia na indugéo de sintese de anticorpos
nos animais vacinados, verificada pelos
titulos de anticorpos 30 dias apés
administracdo da 32 dose. Os anticorpos
sintetizados apds a vacinagfdo declinaram
gradativamente. Quatro meses apods
aplicagdo da 3° dose 81% (30/37) dos animais
ainda mantinham titulo igual ou superior a
1:8, mas somente 24% (9/37) dos animais
apresentavam este titulo apds 7 meses.
LAZAROWICZ et al. (1983), testando
vacinas inativadas para IBR, observaram que
a indugdo de anticorpos neutralizantes maior
ouigual a 1:16 ocorria apds uma 2* dose, com
intervalo de quatro semanas. Neste mesmo
estudo, todos os animais com titulos de
anticorpos iguais ou superiores a 1:8 ficaram
protegidos das enfermidades ocasionadas por
BHV-1 no teste de desafio. No presente
trabalho, embora os animais vacinados
tenham produzidos titulos médios de
anticorpos superiores (96 para a vacina A e
80 para a vacina B) aos titulos obtidos por
LAZAROWICZ et al. (1983), somente aos
30 dias apds a terceira dose 100% dos
animais apresentaram titulos de anticorpos
neutralizantes superiores a 1:8. Portanto, com
as vacinas inativadas contra BHV-5
produzidas neste estudo, para que todos
animais apresentassem titulos de anticorpos
maiores ou igual a 1:8, foi necessédrio a
aplicagdo de trés doses. Este resultado esta
de acordo com o estudo de SCHIPPER &
KELLING (1975) que ao avaliarem bovinos
vacinados com uma vacina inativada contra
BHV-1 observaram que 63% (41/65) néo
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apresentavam titulo de anticorpos
demonstréveis apés uma segunda dose.

A presenga de atividade coadjuvante
em Nicotiana glauca e Crysantemun
vulgaris foi primeiramente estudada no
trabalho conduzido por VIDOR et al (1998).
Vacina inativada oleosa para doenga de
Newcastle adicionada do extrato bruto das
folhas de Nicotiana glauca e Crysantemun
vulgaris, induziu niveis de anticorpos em
média 3,5 vezes maiores
comparados ao grupo vacinado com a
vacina sem o extrato, uma diferenga
altamente significativa (p<0,01) (VIDOR et
al., 1998). No presente trabalho a vacina
inativada para BHV-5 com extratos de
Nicotiana glauca e Crysantemum vulgaris
nao mostrou diferenga significativa
(p>0,05) em comparag@o com a vacina para
BHV-5 sem extrato, quanto aos niveis de

quando

anticorpos produzidos. Como supde-se que
as substincias paraimunes fagam
estimulagdo inespecifica, esperava-se que a
resposta humoral fosse aumentada, como
ocorreu com a vacina de Newcastle. Os
resultados descritos por VIDOR et al.
(1998) ndo foram repetidos neste trabalho,
porém, a resposta imune celular induzida
pelas vacinas ndo foi avaliada. A imunidade
celular € muito importante na defesa contra
a majoria das infecgdes virais,
especialmente infecgbes por herpesvirus,
onde a propagagdo viral ocorre célula a
célula, sem o contato viral com os fluidos
corporais (NATARAJ et al., 1997).
Considera-se indispensivel medir o
estimulo da imunidade celular em outros
experimentos com 0s extratos vegetais
utilizados.

FIGURA 1. Média dos titulos de anticorpos neutralizantes (reciproca de log,) dos animais vacinados
com vacina oleosa e vacina oleosa com extrato vegetal. As setas indicam a primeira (dia
zero), segunda (dia 30) e terceira (dia 60) dose das vacinas.
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anticorpos induzidos pelas duas vacinas ndo
apresentaram diferenga estatistica significativa,
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ndo havendo, portanto, influéncia.do extrato
vegetal sobre a resposta imune humoral nas
condig¢des do presente experimento.
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