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Resumo 1 
 2 

ARAUJO, Itauá. Resposta imune humoral em bovinos induzida pela 3 

glicoproteína D recombinante de herpesvírus bovino tipo 5. 2014. 58f. 4 
Dissertação - Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia. Universidade 5 

Federal de Pelotas, Pelotas. 6 

A glicoproteína D (gD) é essencial para ligação e penetração de herpesvírus 7 
bovino 5 (BoHV-5) em células suscetíveis, e é um alvo importante do sistema 8 
imune do hospedeiro, induzindo respostas imunes humoral e celular. A 9 
imunogenicidade da glicoproteína D recombinante de BoHV-5 (rgD5) expressa 10 
em Pichia pastoris foi avaliada em bovinos. Vacinas formuladas com 100 µg de 11 

rgD5 por dose e adjuvante a base de óleo (Montanide ISA50V2) ou hidróxido 12 

de alumínio, com ou sem adição de BoHV-5 inativado foram administradas via 13 
intramuscular, e uma vacina comercial utilizada como controle. A vacina rgD5 + 14 
ISA50V2 estimulou resposta imune humoral após duas doses, e os mais 15 
elevados títulos de anticorpos neutralizantes foram obtidos em todas as três 16 
formulações de adjuvantes à base de óleo quando comparado com a 17 

formulação de vacinas de adjuvante de hidróxido de alumínio e vacina 18 
comercial. A vacina BoHV-5 + rgD5 + ISA50V2 estimulou títulos de anticorpos 19 
neutralizantes aproximadamente a 8 log2, demonstrando correlação 20 
significativa com o ELISA indireto. Em conjunto, os resultados sugerem que a 21 

rgD5 conservou epítopos neutralizantes e foi capaz de estimular uma resposta 22 

imune humoral eficiente em bovinos. 23 

Palavras-chave: adjuvante oleoso, Pichia pastoris, ELISA, alfaherpesvírus, 24 

vacina de subunidade 25 
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Abstract 1 
 2 

ARAUJO, Itauá. Induced humoral immune responses in bovines to 3 

recombinant glycoprotein D of bovine herpesvirus type 5. 2014. 58f. 4 
Dissertação - Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia. Universidade 5 

Federal de Pelotas, Pelotas.  6 

Glycoprotein D (gD) is essential for attachment and penetration of bovine 7 
herpesvirus type 5 (BoHV-5) into susceptible cells, and is a major target of host 8 

immune systems, inducing strong humoral and cellular immune responses. The 9 
immunogenicity of recombinant BoHV-5 (rgD5) expressed in Pichia pastoris 10 

was evaluated in bovines. Vaccines formulated with 100 µg rgD5 dose and 11 

adjuvants (Montanide ISA50V2 or Aluminum Hydroxide) with or without 12 

inactivated BoHV-5 or rgD5 without adjuvants were administered 13 
intramuscularly. A commercial vaccine was also used as control. The vaccine 14 
formulation rgD5 + ISA50V2 stimulated humoral immune responses after two 15 
doses, and higher titer of neutralizing antibodies were obtained in all three oil-16 
based adjuvants formulations when compared to Hydroxide Aluminium adjuvant 17 

or the commercial vaccine. The vaccine BoHV-5 + rgD5 + ISA50V2 stimulated 18 
titers of neutralizing antibodies approximately 8 log2, which demonstrated higher 19 
correlations on the Indirect ELISA. Together, the results suggest that the 20 
recombinant gD5 conserved neutralizing epitopes and was able to stimulate a 21 

efficient humoral immune response in bovines. 22 

Key Words: oil adjuvant, Pichia pastoris, ELISA, Alphaherpesviruses, subunit 23 

vaccine 24 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

O herpesvírus bovino tipo 5 (BoHV-5) pertence à família Herpesviridae, 

subfamília Alphaherpesvirinae, gênero Varicellovirus. Os isolados de BoHV-5 

são classificadas em três subtipos baseados na análise de DNA viral por 

endonuclease de restrição (Metzler et al., 1986, D'Arce et al., 2002). Os 

subtipos a, b e c (não-a-não-b), correspondem respectivamente aos isolados 

australiano N569, argentino A663 e brasileiros (ISO 97/45 e ISO 97/87) (Pidone 

et al., 1999, D'Arce et al., 2002, Souza, 2002). Surtos de meningoencefalite 

podem chegar a uma taxa de mortalidade de 70-100% quando associado com 

o BoHV-5 (Vogel et al., 2003). A doença afeta bovinos jovens e é responsável 

por perdas econômicas importantes na América do Sul (Weiblen et al., 1989). 

Em um primeiro momento avaliado como uma variante neuropatogênica de 

BoHV-1 (French, 1962), devido a sua biologia, morfologia e as propriedades 

antigênicas, o BoHV-5 foi reconhecido em 1992 como um vírus distinto 

(Roizmann et al., 1992). 

Estudos moleculares e imunológicos com base no mapeamento de restrição do 

DNA viral e a reatividade de anticorpos monoclonais (D9, C6, CI 1, F2, G2, H2 

(Collins et al., 1984); 4407, 4807, 5106, 5606, 1507, 1808, 2905, 3002, 1808, 

1102, 1106, 3402, 4906, 5006 (Marshall et al., 1986); 1Ell, 1F8, 1F10, 3C7, 

3F3, 5G2, 5Gll, 3H7, 3E3, 3F12, 1E2, 3G8, 1D6, 2All, 1Fll (van Drunen Littel-

van den Hurk et al., 1985); 136, 4C1, 10C2, 3C1, 3E7, 9D6 (Hughes et al., 

1988); 3D9S (van Drunen Littel-van den Hurk and Babiuk, 1986) indicaram que 

os vírus diferem nas suas propriedades antigênicas, apesar de ter 85 % de 

identidade de DNA (Delhon et al., 2003). Embora o BoHV-5 e o BoHV-1 sejam 

genética e antigenicamente relacionados, eles diferem em suas capacidades 

neuroinvasiva e neurovirulência. A neuroinvasividade do BoHV-1 geralmente 

não ultrapassa mais do que o neurônio de primeira ordem localizado no gânglio 

trigeminal, onde a infecção latente é estabelecida, enquanto o BoHV-5 é capaz 

de infectar diferentes regiões do cérebro (Carrillo et al., 1983, Perez et al., 

2002, Vogel et al., 2003). 

Os sinais característicos do BoHV-5 incluem depressão, dificuldade de 

ingestão de água e apreensão de alimentos, bruxismo (rangir de dentes), 
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sialorréria, opistótono e andar cambaleante, cegueira, convulsões (muitas 

vezes confundidos com outras doenças, como poliencefalomalácia) e 

agravamento progressivo da situação, atingindo altas taxas de mortalidade. O 

neurotropismo e neuroinvasividade são propriedades importantes deste vírus. 

O BoHV-5 após a infecção primária nos locais da penetração (células 

epiteliais), invade as terminações nervosas e são transportados no sentido 

retrógrado até o sistema nervoso central (SNC) de bovinos, espalhando e 

destruindo neurônios e outras células durante a infecção aguda ou o 

estabelecimento da infecção latente. O caminho olfativo é preferencialmente 

utilizado pelo BoHV-5 durante a infecção aguda (Chowdhury et al., 1997, Lee et 

al., 1999). A via trigeminal também pode ser utilizada, mas esta parece ser 

mais importante para o estabelecimento de infecções latentes (Lee et al., 1999, 

Rissi et al., 2008). Diferentes tipos e subtipos de BoHV-1 e BoHV-5 exibem 

extensa reatividade sorológica cruzada, que pode ser evidenciada em testes de 

soroneutralização (SN). Tais reatividades cruzadas impedem o uso de SN para 

distinguir tipos específicos de respostas imunes ou para discriminar as 

infecções de vírus de diferentes tipos (Campos et al., 2009).  

No entanto, o grau real de reatividade cruzada sorológica entre estes 

vírus não foi avaliada em detalhe. Além disso, estudos com SN foram em sua 

maioria realizados sem levar em conta a proposta de subdivisão de herpesvírus 

bovino tipo / subtipo (Kramps et al., 1996). Embora a vacinação anterior de 

bovinos com BoHV-1 resultou em proteção contra a doença neurológica 

causada pelo BoHV-5, devido à reatividade cruzada induzida por BoHV-1 

(Vogel et al., 2003) os anticorpos neutralizantes não impediram a infecção e 

estabelecimento de latência por BoHV-5 (Cascio et al., 1999). 

Vacinas de subunidades são novas estratégias contra os herpesvírus e estão 

baseadas nas principais glicoproteínas do envelope viral, devido as suas 

importantes funções biológicas e imunológicas (van Drunen Littel-van den Hurk 

et al., 1992, Chowdhury, 1995, Abdelmagid et al., 1995, Gupta et al., 2001, 

Okazaki et al., 2006). Estas proteínas atuam sobre a adsorção e a penetração 

do vírus na célula e, medeiam as respostas imunitárias do hospedeiro a 

infecção (Babiuk et al., 1996). Três glicoproteínas do BoHV-1, gB1, gC1 e gD1 

foram testadas individualmente como potenciais antígenos, e embora elas 
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tenham conferido proteção contra a doença (Babiuk et al., 1987), a gD1 tem 

melhor capacidade de induzir uma resposta imunológica celular forte quando 

comparada com as induzidas pelas outras glicoproteínas mencionadas 

(Hutchings et al., 1990, Geraghty et al., 2000). A gD e a gB são as únicas 

glicoproteínas que podem induzir resposta imune que resulta em redução 

significativa da replicação e excreção viral (Israel et al., 1992, van Drunen Littel-

van den Hurk et al., 1993). Entretanto, a gD do BoHV-1 induz uma resposta 

imune mais forte e mais consistente que a gB e gC (Hutchings et al., 1990). 

AcMs contra a gD demonstraram os maiores títulos neutralizantes na ausência 

de complemento e inibiram a adsorção e penetração viral (Hughes et al., 1988, 

van Drunen Littel-van den Hurk et al., 1990, Dubuisson et al., 1992). A gD1 tem 

sido usada como antígeno para a imunização de bovinos desde décadas 

passadas, aplicada em estratégias de vacinas de subunidade ou de DNA, 

sendo eficiente na redução da replicação viral, excreção viral e sinais clínicos 

(Ioannou et al., 2002).  

A gD1 e gD5 tem 79,9% de identidade de aminoácidos e a gD5 fornece 

a capacidade desse vírus em infectar células que não são acessíveis para 

BoHV-1, uma vez que é sugerido que a gD5 pode interagir ou se ligar a todas 

as quatro nectinas (1-4) aumentando sua virulência (Gabev et al., 2010). As 

glicoproteínas também diferem em um sítio de glicosilação ligado a região N-

terminal, que está ausente no BoHV-5 (Abdelmagid et al., 1995). Nosso grupo 

já havia relatado sua expressão em Pichia pastoris e sua caracterização 

antigênica (Dummer et al., 2009). Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a 

resposta imune em bovinos vacinados com o gD5 recombinante. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Bovinocultura 

Um dos mais tradicionais segmentos da atividade produtiva e industrial 

do País, a criação de gado, de corte ou de leite, impulsiona a economia em 

praticamente todas as regiões. Com cerca de 212 milhões de cabeças bovinas, 

o rebanho é um dos maiores do mundo, e em torno dele os índices de 

desempenho têm crescido ano a ano. Em 2012, a cadeia produtiva retomou a 

condição de maior exportadora de carne de gado do mundo, recuperando o 

posto que havia sido perdido para a Austrália no ano anterior. Os embarques 

resultaram em receita de US$ 5,769 bilhões, recorde absoluto, 6,8% superior 

ao melhor faturamento registrado até então, em 2008. As vendas envolveram 

volume de 1,134 milhão de toneladas, com crescimento de 13,39% em relação 

ao ano anterior (POLL et al., 2013). 

No primeiro trimestre de 2013, o Brasil acelerou o passo rumo a novo 

recorde. O Ministério do Desenvolvimento, Indústria e Comércio Exterior 

(MDIC) registrou que as exportações de carne bovina in natura no primeiro 

trimestre de 2013 somaram 325,8 mil toneladas equivalente carcaça, volume 

33,9% maior do que o do mesmo período de 2012. As vendas somaram US$ 

1,46 bilhão, com aumento de 19,7%. Para 2013, a Abiec espera por 

crescimento de aproximadamente 10% nas divisas obtidas com a carne, 

devendo alcançar a US$ 6,35 bilhões (POLL et al., 2013). No entanto, o país 

ainda possui perdas econômicas relacionadas a doenças que atingem os 

rebanhos e que podem prejudicar o ganho de peso, índices reprodutivos ou até 

mesmo ocasionar a perda de animais. 

 

2.2 Herpesvírus bovinos tipo 1 e 5 

A família Herpesviridae engloba um grande e diversificado número de 

vírus envelopados e é composta por três subfamílias, Alpha, Beta e 

Gammaherpesvirinae. Os vírus são classificados dentro de características 
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importantes da subfamília Alphaherpesvirinae: um ciclo reprodutivo rápido e, 

em pelo menos três gêneros desta subfamília, a capacidade de invasão 

neuronal e o estabelecimento de latência em gânglios nervosos sensoriais 

(Meyer et al., 2001). O herpesvírus bovino tipo 1 (BoHV-1) é um patógeno de 

bovinos associado com grandes síndromes, chamadas de rinotraqueíte 

infecciosa bovina (IBR), vulvovaginite pustular infecciosa (IPV) e Balanopostite 

pustular infecciosa (IPB) (Meyer et al., 2001). É um dos patógenos envolvidos 

no Complexo Respiratório Bovino (BRD), também chamado de "febre do 

transporte", afetando economicamente produtores, reduzindo o ganho de peso 

diário, a eficiência alimentar, e o desempenho geral de bezerros.  

A infecção pelo BoHV-5 ocorre nos mesmos locais de entrada 

potenciais para o BoHV-1, ou seja, cavidade nasal, olhos, orofaringe e o trato 

genital. Após a penetração a replicação geralmente ocorre nas células epiteliais 

e, em seguida, o vírus pode se disseminar para os neurônios. Apesar de BoHV-

5 e BoHV-1 serem genética e antigenicamente relacionados, compartilhando 

em média 85% de identidade em suas seqüências de aminoácidos (Delhon et 

al., 2003), eles diferem em sua neuroinvasividade e capacidade de 

neurovirulência. A neuroinvasão por BoHV-1 geralmente não vai além do 

neurônio de primeira ordem localizado no gânglio trigeminal em que a infecção 

latente esteja estabelecida, ao passo que o BoHV-5 é capaz de infectar 

diferentes regiões do cérebro, causando encefalite potencialmente letal em 

animais jovens (Del Medico Zajac et al., 2010). 

 

2.3 Glicoproteína D 

A gD é uma glicoproteína essencial para a ligação com os receptores 

em muitos alfaherpesvírus (Jogger et al., 2004, Campadelli-Fiume, 2007),  

principalmente receptores das famílias do fator de necrose tumoral, como o 

mediador de entrada de herpesvírus (HveA), e do poliovírus (HveB ou nectin 2 

e HveC ou nectin 1) (Montgomery et al., 1996, Warner et al., 1998, Geraghty et 

al., 2000), Além de uma forma modificada do sulfato heparan (Shukla et al., 

2000, Stiles et al., 2008). A região N-terminal da gD é importante na 
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neutralização viral durante a geração de resposta imune. A maioria dos 

anticorpos reage com a região 5’ da ORF da gD (entre os resíduos 1 a 216), 

correspondendo à região N-terminal. Alguns anticorpos monoclonais (mAbs) 

estudados podem impedir a penetração do BoHV-1 na célula, ou seja, 

neutralizam o BoHV-1, mas não neutralizam o BoHV-5 (Abdelmagid et al., 

1995). Além disso, a gD induz resposta imune celular de maior magnitude que 

a gB ou a gC (Hutchings et al., 1990, Thiry et al., 2006). A gD também é alvo 

de células Natural Killer, uma vez que é uma das primeiras proteínas virais a 

serem expostas na face externa da membrana da célula infectada. Anticorpos 

contra essa glicoproteína também podem estimular a citotoxicidade celular 

dependente de anticorpos (ADCC) (Babiuk, 2003). 

O gene da gD codifica 417 aa distribuídos em um peptídeo sinal de 18 

aa, um domínio extracelular, uma região transmembrana (361-389 aa) e uma 

cauda citoplasmática de 28 aa (Tikoo et al., 1990). A sequência de aa da gD 

entre o BoHV-1 e BoHV-5 foi relatada como tendo 98% de similaridade (Delhon 

et al., 2003). No entanto Gabev et al., 2010 relatou um nível de identidade de 

aa de 79,9% entre as gD dos dois vírus, com diferenças maiores mapeadas em 

uma região rica em glicina no ectodomínio da molécula, entre os aa 280 e 330 

da gD do BoHV-5, próxima a região transmembrana. As maiores diferenças na 

gD entre o BoHV-1 e -5 estão na região C-terminal, entre os aa 283 e 354 do 

BoHV-5 (Abdelmagid et al., 1995). Essa região pode ser importante nas 

interações da proteína e a região entre 245 a 320 aa é importante no 

processamento e transporte da gD até a superfície celular (Tikoo et al., 1993). 

Essas diferenças podem contribuir para a determinação das propriedades 

biológicas do BoHV-5, inclusive a neuroinvasividade. Sabe-se que a gD do 

herpesvírus simplex humano (HSV) está envolvida na patogênese da doença 

neurológica (Izumi and Stevens, 1990). No entanto, em estudo utilizando 

mutantes do BoHV-1 e BoHV-5 contendo a gD da espécie heteróloga, a gD do 

BoHV-5 conferiu um amplo espectro celular de hospedeiros para o BoHV-1 e 

pode ser considerada como um fator de virulência, mas não contribui para a 

invasão do cérebro (Gabev et al., 2010). 
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A glicoproteína D atua na fusão entre as membranas, permitindo, após 

unir-se ao receptor celular, a formação de um complexo composto por outras 3 

glicoproteínas (gH/gL, gB). Apenas após a formação deste complexo o 

capsídeo viral é internalizado (Geraghty et al., 2000). Portanto, a ligação gD-

receptor é essencial para a infecção e disseminação viral entre as células do 

hospedeiro. Anticorpos desenvolvidos contra a gD impedem a fusão do 

envelope evitando a infecção das células permissivas pelos alfaherpesvírus 

(Csellner et al., 2000, Geraghty et al., 2000). 

Estudos com a gD do BoHV-5 (gD5) demonstram associação com a 

virulência do BoHV-5. Essa glicoproteína liga-se a quatro diferentes tipos de 

nectinas (Nectin 1-4), enquanto a gD do BoHV-1 (gD1) liga-se apenas as 

nectinas 1 e 2. A substituição da gD1 pela gD5 no BoHV-1 aumentou a 

capacidade de infectar células permissivas deste vírus. A menor glicosilação da 

gD de BoHV-5 pode tornar sua estrutura tridimensional ainda mais flexível, 

facilitando a ligação a uma gama mais ampla de receptores celulares (Gabev et 

al., 2010). Estas evidências apoiam o envolvimento de mecanismos diferentes 

dos já explorados para justificar neurovirulência, também sugerindo que a gD 

do BoHV-5 pode ser o principal imunógeno alvo para uma vacina recombinante 

(Gabev et al., 2010). 

 

2.4 Adjuvantes Imunológicos 

Os adjuvantes são moléculas, compostos ou complexos 

macromoleculares que aumentam, mantem e potencializam a resposta 

imunitária específica ao antígeno (Douce et al., 1995). Um adjuvante ideal 

deverá enquadrar-se dentro de alguns critérios, como: 1) ser composto de 

material barato, simples e de fácil manuseio; 2) ser estável após longos 

períodos de armazenamento (preferencialmente, o adjuvante deve permitir a 

liofilização); 3) ser biodegradável; 4) não ser tóxico ou ter toxicidade 

insignificante; 5) possuir a habilidade de eleger tanto a imunidade mediada por 

células como a imunidade humoral para antígenos administrados por várias 

vias; 6) prover imunidade longa e memória imunológica duradoura; 7) sinergia 
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com outros adjuvantes, se necessário; 8) não induzir autoimunidade; 9) não ser 

carcinogênico, mutagênico ou teratogênico; 10) não ser pirogênico; 11) ter 

potencial para selecionar interações entre as populações de células 

imunocompetentes (Marciani, 2003). 

Os adjuvantes podem ser usados para aperfeiçoar a resposta imune de 

vacinas de várias formas, incluindo: 1) aumentar a imunogenicidade de 

antígenos (altamente purificado ou recombinante); 2) aumentar a velocidade e 

a duração da resposta imune; 3) modular a atividade dos anticorpos e sua 

especificidade; 4) estimular os linfócitos T citotóxicos; 5) promover a indução de 

imunidade nas mucosas; 6) aumentar a resposta imune em indivíduos imaturos 

imunologicamente ou senescentes; 7) diminuir a dose de antígeno nas vacinas, 

reduzindo assim os custos da mesma; 8) ajudar a superar a competição entre 

antígenos em vacinas combinadas (Singh and O'Hagan, 2003). Outro 

importante fator pode ser representado pelo fato de que nem todos adjuvantes 

atuam da mesma maneira com as vacinas. A rota de imunização da vacina, a 

resposta imunológica a ser desencadeada, a eficácia a ser atingida em animais 

e humanos e a reatogenicidade dos compostos utilizados, também constituem 

fatores de grande importância para a seleção de um adjuvante (Del Giudice et 

al., 2001). 

O uso de um adjuvante impróprio pode ter consequências negativas no 

desenvolvimento de vacinas que o utilizam quanto à convencional seleção de 

antígenos, ou quanto à abordagem genômica. Considerando que o uso de 

adjuvantes pode influenciar fortemente a quantidade e a qualidade da resposta 

imune a uma vacina e a eficácia da mesma, é crucial entender quais os limites 

que podem afetar a ação dos adjuvantes (Del Giudice et al., 2001). 

 

2.5 Classificação dos Adjuvantes 

Há vários critérios diferentes para agrupar as substâncias adjuvantes, 

permitindo uma comparação racional entre si. Um deles é a sua alocação em 

dois grandes grupos: particulados e não-particulados (Cox and Coulter, 1997). 

Além disso, os adjuvantes podem ser separados em duas classes, baseadas 
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no seu mecanismo de ação: sistemas de transferência e adjuvantes 

imunoestimulatórios. Os sistemas de transferência geralmente são particulados 

(emulsões, micropartículas e lipossomas). Os adjuvantes imunoestimulatórios, 

por sua vez, são derivados predominantemente de patógenos e 

frequentemente representam padrões moleculares conservados à patógenos 

(PAMPs) como os lipopolissacarídeos (LPS) ou peptideoglicanos, que ativam 

células do sistema imune inato (Singh and O'Hagan, 2002). 

Adjuvantes particulados são aqueles encontrados sob a forma de 

partículas microscópicas e que devem algumas de suas propriedades 

adjuvantes a esta característica. Geralmente os benefícios dos adjuvantes 

particulados só são percebidos completamente quando um imunógeno pode 

ser incorporado ou se pelo menos se associou com a partícula. Adjuvantes não 

particulados são adjuvantes cuja atividade não depende de nenhuma partícula. 

Normalmente são imunomoduladores (Cox and Coulter, 1997). 

 

2.6 Sais de Alumínio 

Compostos de alumínio têm a história mais longa e o registro mais 

abrangente de adjuvantes utilizados na vacinação humana. Sais de alumínio 

ativam o nucleotídeo de ligação às proteínas receptor-like domínio 3 (NLRP3) 

através de dois modelos diferentes. Os dois modelos propostos envolvem a 

fagocitose, no modelo de ativação direta, células fagocíticas envolvem 

diretamente e englobam partículas de sal de alumínio (Hornung et al., 2008). O 

segundo modelo propõe que a citotoxicidade do sal de alumínio é responsável 

pelo recrutamento celular potencializando a resposta imune. O sal aumenta a 

liberação por dano endógeno de padrões moleculares associados por células 

fagocitícas, tais como o ácido úrico, o que por sua vez ativa o inflamassoma 

NLRP3 (Hornung et al., 2008). 

O ácido úrico é um produto catabólico de nucleotídeos e é solúvel em 

concentrações elevadas no interior das células. Dano ou morte celular causa a 

liberação de ácido úrico no meio extracelular em que é muito menos solúvel 

formando cristais MSU (Martinon and Glimcher, 2006). Os NLRs são um grupo 
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de complexos proteicos que reconhecem diversos estímulos indutores da 

inflamação chamados inflamassomas, os quais compreendem uma grande 

família de proteínas intracelulares com uma organização em domínios que 

geralmente inclui: (i) um domínio de inserção proteína-proteína aminoterminal 

efetor tipo CARD (caspase recruitment domain) ou pirina (exceto para a 

proteína inibitória de apoptose neuronal NAIP: neuronal apoptosis inhibitory 

protein) a qual tem motivos de repetição do tipo BIR (baculovirus inhibitor of 

apoptosis repeat); (ii) um domínio intermediário NOD, o qual é necessário para 

ligação a nucleotídeo e auto-oligomerização e (iii) um número variável de 

motivos de repetição ricos em leucina (LRR: leucine-rich repeat) na porção 

carboxiterminal (Lamkanfi and Dixit, 2009). Os inflamassomas são importantes 

reguladores da inflamação e são necessários para a ativação proteolítica da 

caspase-1. A caspase-1 por sua vez é necessária para o processamento 

proteolítico e secreção de citocinas pro-inflamatórias tais como IL-1β e IL-18, 

como também para a indução de um tipo de morte celular denominada 

piroptose (Fink and Cookson, 2005). As principais caracteristicas da piroptose 

são a ruptura da membrana plasmática e a liberação do conteúdo intracelular 

pró-inflamatório (Bergsbaken et al., 2009). 

Acredita-se que múltiplos inflamassomas podem existir, cada um 

contendo uma proteína chave da “superfamília” dos NLRs que confere 

especificidade de reconhecimento para um particular produto microbiano. Por 

exemplo, a proteína NLRP3 (também conhecida como NALP3 ou criopirina) 

tem sido relacionada ao reconhecimento de uma vasta gama de estímulos 

incluindo DNA viral (Muruve et al., 2008), cristais de ácido úrico (Martinon et al., 

2006), sílica (Cassel et al., 2008) e adjuvantes de alumínio (Eisenbarth et al., 

2008, Hornung et al., 2008). A citotoxicidade do sal de alumínio conduz à 

libertação de DAMPs (Damage-associated molecular pattern molecules) tais 

como o ácido úrico pela morte ou dano celular. Em altas concentrações, o 

ácido úrico forma cristais de urato monossódico que são fagocitados por 

células residentes. Adicionalmente, ou em alternativa, os adjuvantes de 

alumínio são diretamente fagocitados pelas células residentes. Os MSU ou sais 

de alumínio perturbam os lisossomos, liberando catepsina B que pode, direta 
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ou indiretamente induzir efluxo de K+ que co-ativa o inflamassoma NLRP3. Um 

sinal desconhecido induz a produção de pró-IL-1β, pró-IL-18 e pró-IL-33. 

Caspase-1, em seguida à ativação pelo inflamassoma NLRP3, cliva pró-IL-1β, 

pró-IL-18 e pro-IL-33 nas suas formas ativas, promovendo assim a sua 

secreção (Li et al., 2007, Marrack et al., 2009). 

Estudos têm aumentado o nosso conhecimento dos eventos biológicos 

que ocorrem após a administração de sais de alumínio (Kool et al., 2008a, Kool 

et al., 2008b), no entanto, os mecanismos necessários para a indução de 

respostas imunes adaptativas ainda são debatidos (Exley et al., 2010). Para 

algumas vacinas, a utilização de novos adjuvantes implicaria novos ensaios 

clínicos para testar a eficácia e novos efeitos secundários. Rumo a uma 

compreensão da ação adjuvante do alumínio, nas últimas duas décadas ou 

mais, o interesse em sais de alumínio reacendeu, e, desde 2007, tem havido 

uma onda de atividade com objetivo de compreender a ação adjuvante destes 

compostos. Em adição ou em contraste com o efeito de depósito, sais de 

alumínio insolúveis ativam células do sistema imune inato de um modo que, 

finalmente, resultam em uma resposta imune baseada em lifócitos T 

auxiliadores 2 (T helper 2 ,Th2).  

O hidróxido de alumínio forma agregados porosos que irão adsorver o 

antígeno em seus espaços intersticiais promovendo imunopotenciação e 

justificando seu efeito de depósito (Romero Mendez et al., 2007). A imunização 

com compostos a base de alumínio pode formar depósitos dentro dos 

macrófagos do tecido muscular produzindo “miofascite macrofágica” que pode 

estar ligada a sintomas como dor e fadiga, em associação com outras 

condições, incluindo as de natureza autoimune (Gherardi et al., 2001). Outros 

efeitos atribuídos aos sais de alumínio como adjuvantes incluem a indução de 

eosinófilos e a ativação do sistema complemento. Estas atividades contribuem 

para os efeitos qualitativos destes adjuvantes sobre o sistema imunológico, 

incluindo, sobretudo, a indução de anticorpos das subclasses de IgG e IgE e a 

indução, apesar de pequena, de resposta imune mediada por células. 
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2.7 Emulsões de óleo em soluções aquosas  

As emulsões de óleo em água são excelentes apresentadoras de 

antígeno, baratas, bastante fluídas e seguras, induzem uma forte resposta 

imune em curto prazo e possuem uma formulação básica excelente, onde 

imunomoduladores lipofílicos podem ser incorporados (Cox and Coulter, 1997). 

A proporção da fase oleosa é bem baixa, ficando entre 15-25%. Entretanto, 

quando o óleo for mineral, as proporções de água e óleo devem estar em torno 

de 50%, pois percentuais menores do óleo provocam reações locais 

indesejáveis. Estas emulsões à base de óleo mineral podem ser utilizadas 

seguramente visando o aumento da resposta humoral contra infecções 

bacterianas ou vírus (Li et al., 2012). Em vacinas para pequenos animais e 

equinos, no entanto, não devem induzir nenhum tipo de reação no local da 

injeção; assim as vacinas a base de emulsões de óleo não mineral e água são 

as mais indicadas (Aucouturier et al., 2006). 

Dois tipos diferentes de emulsões foram desenvolvidos: água-em-óleo 

e óleo-em-água. Ambos os tipos de emulsões induzem altas respostas por 

anticorpos, mas as emulsões de óleo-em-água tendem a ter melhores perfis de 

reatogenicidade. As emulsões óleo-em-água têm sido utilizadas com sucesso 

em vacinas licenciadas. Embora pareçam ser muito eficazes, o mecanismo de 

ação destes dois adjuvantes acima mencionados, combinados, difere. Não está 

claro se as citocinas secretadas são responsáveis pelo recrutamento de células 

apresentadoras de antígeno ou o adjuvante se promoveu englobando e 

apresentando o antígeno. O perfil de baixa toxicidade do adjuvante pode 

favorecer a última hipótese (Garcia and De Sanctis, 2013). 

Ao longo das últimas décadas muitos esforços têm sido feitos para o 

desenvolvimento de vacinas contra o herpes genital humano e um número de 

vacinas candidatos atingiram os ensaios clínicos de fase avançada. Apesar de 

progressos significativos neste esforço, nenhuma vacina eficaz contra a 

infecção por herpes genital foi licenciada até o presente momento. Duas 

vacinas de subunidade contra o HSV-2 tiveram concluído seus estudos de fase 

III. A primeira vacina continha as duas principais glicoproteínas do HSV-2 do 
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envelope, a glicoproteína B e glicoproteína D (gB e gD), com a emulsão de 

adjuvante MF59 óleo-em-água. Não foi mostrada proteção contra a doença de 

herpes genital, apesar dos elevados títulos de anticorpo neutralizante (Corey et 

al., 1999). A segunda vacina continha a gD em combinação com o adjuvante 

AS04 (o receptor Toll-like (TLR) 4 agonista monofosforil lipídio A mais alúmen). 

Apesar dos resultados promissores em um ensaio de fase III com esta vacina 

candidata em mulheres HSV soronegativas, um ensaio clínico multicêntrico de 

acompanhamento não mostrou proteção significativa (Stanberry et al., 2002). 

Atualmente adjuvantes aprovados em vacinas licenciadas são em 

grande parte restritos a promover a estimulação da resposta imunológica aos 

antígenos vacinais e às rotas parenterais de imunização. No entanto, é agora 

amplamente reconhecido que a nova geração de vacinas exigirá a inclusão de 

adjuvantes que também promovam a geração de uma resposta celular forte 

baseada em lifócitos T auxiliadores 1 (T helper 1 ,Th1) e linfócitos T citotóxicos, 

o que pode contribuir significativamente para a imunidade contra as infecções 

por agentes patogênicos intracelulares. As estratégias de vacinação contra tais 

agentes infecciosos devem incluir adjuvantes que permitam a estimulação de 

respostas da mucosa e sistêmica, idealmente através de diferentes vias de 

imunização (Wizel et al., 2012). 

Outro tipo de nanopartículas utilizado como adjuvante em vacinas são 

as nanoemulsões como sistema de liberação seletiva de antígeno (Aucouturier 

et al., 2001, Aguilar and Rodriguez, 2007, Shah P, 2010). Estas nanopartículas 

podem existir como formas de óleo-em-água ou água-em-óleo, em que o 

tamanho das gotículas pode variar de 50 a 600 nm. Estas emulsões podem 

transportar antígenos dentro de seu núcleo para uma eficiente distribuição da 

vacina (Shah P, 2010) ou também podem ser simplesmente misturadas com o 

antígeno. Uma nanoemulsão muito utilizada é o MF59, na forma de óleo-em-

água composta por 5% Squaleno, 0.5% Tween 80, 0.5% Span 85 (Sigma, St. 

Louis, MO) que foi licenciada como um adjuvante de vacina segura e eficaz em 

mais de 20 países (O'Hagan, 2007, Peek et al., 2008). Ela tem sido 

amplamente estudada para uso em vacinas contra a gripe (De Donato et al., 

1999, Nicholson et al., 2001, O'Hagan, 2007). Outra nanoemulsão é o 
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MontanideTM, uma grande família de óleo-em-água e emulsões água-em-óleo , 

incluindo o ISA 50 V , 51 , 201 , 720 e 206 (Aucouturier et al., 2001, Peek et al., 

2008). O Montanide ISA 51 e 720 são utilizados em vacinas de malária (Kumar 

et al., 2004, Oliveira et al., 2005) e o Montanide ISA 201 e 206 em vacinas 

contra a febre aftosa (Dar et al., 2013). 

Recentemente, a emulsão TNE (tailorable nanosized emulsion) foi 

desenvolvida utilizando um sistema de automontagem não-covalente para a 

entrega de um antígeno (Chuan et al., 2012, Zeng et al., 2013). Uma 

nanoemulsão de óleo-em-água é formada utilizando biossurfactante misturados 

com peptídeos e proteínas. Este trabalho demonstra uma maneira nova e 

simples de fazer nanoemulsões biocompatíveis usando um sistema de 

automontagem não-covalente por adição sequencial de reagentes de cima para 

baixo (Zeng et al., 2013). 

 

2.8 Vacinas contra BoHV-5 

Apesar de existirem no mercado muitas vacinas contra infecções pelo 

BoHV-1, até o presente existem poucas vacinas contra infecções pelo BoHV-5 

(Campos et al., 2011). O nível de proteção cruzada fornecido por vacinas 

contra BoHV-1 parece não ser suficiente para conferir proteção clínica 

satisfatória para BoHV-5. Em trabalhos que analisaram a proteção conferida 

por uma vacina de BoHV-1 gE-, ficou demostrado que não foi alcançada a 

proteção satisfatória em coelhos nem em bovinos frente ao desafio com BoHV-

5 (Spilki et al., 2004, Silva et al., 2006). A imunogenicidade e a eficácia de 

vacinas oleosas inativadas de BoHV-1 e de BoHV-5 frente a um desafio com 

BoHV-5 foram analisadas e ambas as vacinas induziram uma resposta imune 

humoral e celular similares. Entretanto, apesar dos animais demonstrarem uma 

proteção parcial, um terço deles apresentou sinais clínicos de encefalite, 

demonstrando que a proteção conferida por tais vacinas foi insatisfatória. Estes 

achados ressaltam a necessidade de se continuar buscando vacinas eficazes 

contra infecções por BoHV-5, seja através da proteção cruzada de vacinas anti-

BoHV-1, seja pelo desenvolvimento de vacinas específicas anti-BoHV-5, para 
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viabilizar alternativas de controle mais eficazes em áreas endêmicas (Del 

Medico Zajac et al., 2006). 

Assim, o uso da glicoproteína D recombinante de BoHV-5 busca uma 

imunidade humoral capaz de diminuir uma infecção primária a partir de uma 

expressão quantitativa e qualitativa de anticorpos neutralizantes, impedindo o 

BoHV-5 de acessar os sítios de latência. Buscando um produto capaz de 

aumentar o tempo de proteção com o mínimo de administrações possível. 
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3 HIPÓTESE E OBJETIVO 

 

3.1 Hipótese 

 

A glicoproteína D de herpesvírus bovino tipo 5 expressa em levedura 

Pichia pastoris é capaz de induzir resposta imunológica humoral em bovinos. 

 

3.2 Objetivo Geral 

 

Avaliar a resposta imunológica da glicoproteína D de herpesvírus 

bovino tipo 5 expressa em Pichia pastoris em bovinos. 

 

3.3 Objetivos Específicos 

 

Vacinar bovinos com a rgD5, associada ou não a diferentes adjuvantes 

(ISA50V2 e Al (OH)3), para avaliar sua utilização como imunobiológico contra o 

herpesvírus bovino tipo 5; 

Avaliar a resposta imune humoral induzida com as vacinações através 

de ELISA indireto, isotipagem e Soroneutralização. 

 

 

 

 

 

 



26 

 

4 CAPÍTULO 

4.1 Manuscrito 

 

Humoral immune responses in bovines to recombinant glycoprotein D of 
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Abstract 

 

Glycoprotein D (gD) is essential for attachment and penetration of bovine 

herpesvirus type 5 (BoHV-5) into susceptible cells, and is a major target of host 

immune systems, inducing strong humoral and cellular immune responses. The 

immunogenicity of recombinant BoHV-5 (rgD5) expressed in Pichia pastoris 

was evaluated in bovines. Vaccines formulated with rgD5 with/without 

inactivated BoHV-5, adjuvanted with Montanide ISA50V2 or Aluminum 

Hydroxide and administered intramuscularly. Higher titers of neutralizing 

antibodies were obtained in all three oil-based adjuvants formulations when 

compared to Hydroxide Aluminum adjuvant and commercial vaccine. The 

rgD5+ISA50V2 vaccine formulation stimulated humoral immune responses after 

two doses, and the formulation BoHV-5+rgD5+ISA50V2 stimulated the higher 

titers of neutralizing antibodies (≥1/128 dilution), which demonstrated significant 

correlations on the indirect ELISA. Together, the results suggest that the 

recombinant gD5 conserved neutralizing epitopes and was able to stimulate an 

efficient humoral immune response in bovines. 

Key Words: adjuvants; Pichia pastoris; BoHV-5; gD; subunit vaccine 
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1. Introduction 

 

Bovine encephalitis herpesvirus or bovine herpesvirus type 5 (BoHV-5) 

is a member of the order Herpesvirales, family Herpesviridae, subfamily 

Alphaherpesvirinae, genus Varicellovirus [1]. BoHV-5 is closely related to 

bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1) [2]. BoHV-5 strains are classified into three 

subtypes based on viral DNA analysis by restriction endonuclease fingerprinting 

[3, 4]. Type strains for subtypes a, b and non-a-non-b (or “c”), are the Australian 

strain N569, the Argentinean strain A663 and Brazilian strains (ISO 97/45 and 

ISO 97/87), respectively [4, 5]. 

Outbreaks of meningoencephalitis can reach a mortality rate of 70-

100% when associated with BoHV-5 [6]. The disease affects young cattle and is 

responsible for important economic losses in South America [7, 8]. First 

reported as a neuropathogenic variant of BoHV-1 [9], due to its biologic, 

morphologic, and antigenic properties, the BoHV-5 was recognized in 1992 as 

distinct virus [10]. Molecular and immunological studies based on restriction 

sites mapping of viral DNA and monoclonal antibody reactivity indicated that the 

viruses differ in their antigenic properties, despite having 85% DNA identity [11]. 

Although BoHV-5 and BoHV-1 are genetically and antigenically related, 

they differ in their neuroinvasion and neurovirulence capacities. BoHV-1 

neuroinvasion usually does not go further than the first order neuron located in 

the trigeminal ganglion, where the latent infection is established, whereas 

BoHV-5 is able to infect different regions of the brain [6, 12, 13]. However, a few 

cases of BoHV-1 associated encephalitis have been reported [14, 15]. The 
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characteristic sings of BoHV-5 include depression, difficulty in water intake, 

bruxism, propulsion movements, blindness, seizures (often confused with other 

neurological diseases, such as poliencephalomalacia), and progressive 

worsening of the situation, reaching high mortality rates [8, 9, 16]. The 

neurotropism and neuroinvasiveness are important properties of this virus. The 

BoHV-5 infects and replicates in epithelial cells, retrogradely invades the central 

nervous system (CNS) of cattle, spreading and destroying neurons and other 

cells during acute infection or establishing latent infection [17]. The olfactory 

pathway is preferentially used by BoHV-5 during acute infection. Trigeminal 

pathway may also be used, but this seem to be more important for the 

establishment of latent infections [18]. Different BoHV-1 and BoHV-5 types and 

subtypes display extensive serological cross reactivity which can be evidenced 

in serum neutralization tests – SNT; such cross-reactivity precludes the use of 

SN to distinguish type-specific immune responses or to discriminate infections 

with viruses of distinct types [19]. 

However, the actual degree of serologic cross-reactivity between such 

viruses has not been evaluated in detail. Besides, SN studies were mostly 

carried without taking into account the proposed bovine herpesvirus 

type/subtype subdivision [20]. Although previous vaccination of cattle with 

BoHV-1 resulted in protection against neurological disease caused by the 

BoHV-5, due to cross-reactivity induced by BoHV-1 neutralizing antibodies [21]. 

Novel subunit vaccines strategies against herpesviruses have been 

based on the viral major envelope glycoproteins owing its important biological 

and immunological functions. Since these proteins act on the attachment and 
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penetration of the virus into the cell and, mediate the host immune responses to 

the infection [22]. Three BoHV-1 glycoproteins, the gC1, gB1 and gD1 have 

been tested as potential antigens individually, and although they conferred 

protection from disease [23]. The gD1 has been used as antigen for bovine 

immunization since past decades, applied in subunit or DNA vaccines 

strategies, being efficient in reduction of viral replication, virus shedding and 

clinical signs [24]. 

The gD1 and gD5 has 79.9% amino acid identity and the gD5 provide 

the ability of this virus to infect cells that are not accessible to BoHV-1, once is 

suggested that gD5 can attach to all four nectins (1-4) increasing its virulence 

[25]. The glycoproteins also differ in one N-linked glycosylation site, which is 

absent in the BoHV-5 [26]. Our group has previously reported its recombinant 

expression in Pichia pastoris and its antigenic characterization [27]. Thus, the 

aim of this study was evaluate the immune response in bovine vaccinated with 

the recombinant gD5 expressed in P. pastoris. 

 

2. Materials and methods 

 

2.1. Expression of recombinant glycoprotein D 

The BoHV-5 glycoprotein D (gD5) was cloned into Pichia pastoris 

expression system strain KM71H MutS and the recombinant glycoprotein D 

(rgD5) was expressed as described previously [27]. Cells were then harvested 

and the collected supernatant concentrated with Centriprep 50YM (Millipore, 
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MA, USA) device at 1500 x g for 10 min at 20 °C. Recombinant gD5 was then 

purified by affinity chromatography using both HisTrapTM HP 1 mL columns pre-

packed with pre-charged Ni SepharoseTM and the ÄKTA primeTM Automated 

Liquid Chromatography system (GE Healthcare, WI, USA). Purified rgD5 was 

assayed by Western blot and the protein concentration determined by BCA 

protein assay (Pierce, IL, USA) method according with the manufacture 

instructions. 

 

2.2. Cells and viruses 

Virus stock of BoHV-5 (strain Riopel – RP), supplied by the Virology 

and Immunology Laboratory, UFPel (Pelotas, Brazil), were propagated in MDBK 

cells until a 90% cytophatic effect was visible, and then stored in liquid nitrogen 

tank. Madin Darby bovine kidney cells (MDBK, ATCC CCL22) were grown in 

Eagle’s Minimal Essential Medium (Life Technologies, SP, Brazil) 

supplemented with antibiotics (200 I.U./mL streptomycin and penicillin, 5 g/mL 

enrofloxacin and 2.5 g/mL amphotericin B) and 10% fetal bovine serum 

(CultiLab, SP, Brazil) at 37 °C in a 5% CO2 humidified atmosphere. Prior serum 

neutralization test, the virus stock was tittered and stored at -70 °C. For vaccine 

formulations, BoHV-5 with 105.5CCID50/mL (cell culture infections dose 50% mL-

1) were inactivated [28] and identified as BoHV-5. 
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2.3. Vaccine preparations and inoculations 

All procedures were performed in accordance with the Brazilian 

Committee for animal care and use (COBEA) guidelines and approved by the 

UFPel Ethics Committee for animal research (project number 002129). Animals 

were kindly provided by a producer from a local farm (before vaccination was 

performed neutralization of all animals confirming the negative history of 

outbreaks of IBR) located at the city of Capão do Leão and Pedro Osório – RS, 

Brazil and were not submitted to food or water restrictions. A number of 110 

Female Braford calves with 12 to 36-month-old were randomically allotted into 

five groups of 22 animals which were vaccinated three times through the 

intramuscular route (i.m.) (0.80 x 25 mm needle attached to a 5 mL syringe) as 

follows (Table 1). First two doses (3 mL/dose) were administrated in a 26 days 

interval and the third after 357 days from primo vaccination. Blood for serum 

assessment was collected on days 0, 26, 33, 56, 111, 160, 186, 357 and 367, 

through jugular vein puncture (BD Vacutainer® Eclipse™ Needle 0.80 x 25 mm 

needle attached to BD Vacutainer® Blood Collection – Tubes Gel BD SST® 

Advance® for 8.5 mL). During the experiment serologically unvaccinated 

animals for the purpose of the antibodies generated were the result only of 

immunizations were followed. 
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Table 1. Vaccines formulations 

BoHV-5* + ISA50V2
†
 50% v/v 

BoHV-5** + 100µg rgD5 + ISA50V2
†
 50% v/v 

100µg rgD5 + ISA50V2 50% v/v diluted in PBS 1 x (pH 7.4) 

100µg rgD5 + Al (OH)3 
‡
 diluted in PBS 1 x (pH 7.4) 

Commercial Vaccine
©
 

*
=BoHV-5 inactivated 10

8
CCID50/dose; 

†
=Seppic Adjuvants, France; 

**
=BoHV-5 inactivated 10

6,7
CCID50/dose;          

‡=13µg.mL
-1
 de Al (OH)3 ;

 ©
=BoHV-1 and BoHV-5 and Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV-1 and BVDV-2) + mineral oil) 

 

2.4. Total IgG kinetics against rgD5 

In this study, an in-house indirect ELISA analyses were performed with 

individual animal serum from each collection. Sera were assayed for rgD5 

specific total IgG. Ninety-six-well microtiter plates were coated overnight at 4 °C 

either with 50 ng de rgD5 per well and 2 mL de BoHV-1 or BoHV-5 with a titer of 

105.5 CCID50/mL was diluted in 8mL of carbonate-bicarbonate buffer (pH 9.6). 

Plates were then washed 3 x with PBS-T (Phosphate Buffered Saline with 

Tween® 20), blocked for 1 h at 37 °C with PBS-T plus 0.5% skim powered milk 

and 0.3% casein. The plates were washed 3 x and incubated 1 h at 37 °C with 

serum samples serially diluted with PBS-T, beginning at 1:10 (day 0) or 1:100 

(days 26 and 33), and continuing in a 2-fold dilutions. After three washes, HRP-

conjugated goat anti-bovine IgG whole molecule antibodies (Sigma-Aldrich, SP, 

Brazil) diluted 1:10.000 were added, followed by incubation at 37 °C for 1.5 h 

and five washes. Reaction were visualized with o-Phenylenediamine 

dyhydrochloride (OPD) (Sigma-Aldrich, SP, Brazil), stopped with 2 NH2SO4, and 

analyzed at O.D 492 nm using ELISA TP-Reader plate spectrophotometer 

(Thermo Plate, SP, Brazil). Results were expressed as the reciprocal of the 
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highest dilution resulting in a reading of three standard deviations above the 

value of the negative control serum. 

 

2.5. IgG – isotyping against rgD5 

The IgG1 and IgG2 isotype levels were evaluated by in-house indirect 

ELISA using pooled sera from sample collections at days 26 and 33 post primo 

vaccination. Briefly, the plates were coated as described above with 50 ng de 

rgD5 per well. Results were expressed as the reciprocal of the highest dilution 

resulting in a reading of three standard deviations above the value of the 

negative control serum. To assay the IgG isotype, serum was diluted 1:5.000 

and ELISA was performed according with the instructions for isotyping from 

Abcam for IgG1 and IgG2 detection. 

 

2.6. Serum Neutralization Test (SNT) 

Serum neutralization test was used to assess the neutralizing 

antibodies against BoHV-5 [28] at day 33, seven days after second inoculation. 

Briefly, each serum was serially diluted (2-fold) in 96 well microtiter plate (TPP, 

Switzerland) in quadruplicate, beginning at 1:2 until 1:256 in MEM (no FBS). 

BoHV-5 virus suspension containing 100 CCID50% was added following 

incubation for 1 h at 37 °C in a 5% CO2 environment. Approximately 3x104 

MDBK cells were then added per well and the microplates were incubated until 

100 CCID50% was observed in the control cells. The absence of cytophatic 

effect (CPE) was indication of serum neutralization, while its presence resulted 



35 

 

from absence of neutralizing antibodies. Antibodies titers were calculated by the 

Behrends & Kärber method [29] and expressed as the reciprocal of the highest 

dilution. 

 

2.7. Dynamics of serum IgG antibodies against rgD5, BoHV-1 and BoHV-5 

In this study, an in-house indirect ELISA analyses were performed with 

individual animal serum from each collection. Sera were assayed for rgD5 

specific total IgG. Briefly, the plates were coated as described above. Results of 

collections 0, 26, 33, 56, 111, 160, 186, 357 and 367 were performed 

individually and expressed as the mean absorbance obtained from each sample 

in triplicate at a dilution of 1:400 of the primary serum. 

 

2.8. Statistical analysis  

Statistical analyzes were performed using GraphPad prism 5.03 

software (GraphPad Software, CA, USA). Analysis of differences in Indirect 

ELISA and in the serum neutralization tests between treatment groups was 

performed by one-way and two-way ANOVA and Bonferroni post-hoc tests were 

used to compare data between all groups. To assess the degree of correlation 

as the results between SNT and ELISA for linear regression was performed 

using all sera concerning the collection of day 33. A value of p<0.05 denotes 

statistical significance.  
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3. Results 

 

3.1. Total IgG kinetics against rgD5 

Total IgG anti-rgD from animals vaccinated with BoHV-5+ISA50V2 or 

rgD5+ISA50V2 showed high levels of antibodies 33 days after second 

administration which was only overcome by the combination of the two antigens 

(rgD5+BoHV-5+ISA50V2). The vaccine formulation rgD5+Al(OH)3 and the 

commercial vaccine did not increased the antibody levels, which was similar to 

the levels observed before the primo vaccination, at day 0 (Fig. 1). 

 

3.2. IgG – isotyping against rgD5 

The IgG isotype kinetics of IgG1 and IgG2 anti-rgD5 were observed at 

day 33. Vaccines BoHV-5+ISA50V2; BoHV-5+rgD5+ISA50V2 and 

rgD5+ISA50V2 increased the levels of IgG1 and IgG2 (Fig. 2 A and 2 B). 

However, the BoHV-5+ISA50V2 formulation showed low levels of IgG2 (Fig. 2 A 

and 2 B). The vaccine formulation rgD5+Al(OH)3 and the commercial vaccine 

increased the IgG1 levels (Fig. 2 A) while the IgG2 levels did not change (Fig. 2 

B). 

 

3.3. Serum Neutralization Test (SNT) 

Animals vaccinated with BoHV-5+ISA50V2; BoHV-5+rgD5+ISA50V2 

and rgD5+ISA50V2 stimulated higher levels of neutralizing antibodies, while the 

rgD5+Al(OH)3 formulation and the commercial vaccine stimulated lower levels 
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of neutralizing antibodies, as observed in Figure 3. The correlation between the 

neutralization antibodies and the results of isotype IgG2 with anti-rgD5 in the 

linear regression was r2= 0.9031 corresponding a significant correlation 

between tests. While the linear regression correlation with isotype IgG2 anti-

BoHV-5 was r2= 0.5383 corresponding a low correlation between booths tests. 

 

3.4. Dynamics of serum IgG antibodies against rgD5, BoHV-1 and BoHV-5 

Groups vaccinated with BoHV-5+ISA50V2 and BoHV-5+rgD5+ISA50V2 

showed an increase in the IgG levels against all tested antigens after the first 

dose. The levels of IgG observed remained stable during the one-year follow-up 

of the animals. Eight days after the third dose at day 357 demonstrate an 

increase in the antibody levels than those observed after the first boost (Fig. 4 

A, B and C). The rgD5+ISA50V2 and rgD5+Al(OH)3 vaccines demonstrated 

similar immune response when the level of IgG anti-rgD5 were studied (Fig. 4 A 

and B). Only the vaccine formulated with ISA50V2 adjuvant maintained the high 

levels of IgG (Fig. 4 C). When the whole viruses were used as ELISA antigen 

(Fig. 4A and 4B), the O.D. readings were low during the whole experiment, 

even after the boosts. The commercial vaccine display low O.D. readings to all 

antigens used in the ELISA (Fig. 4 A, 4 B and 4 C), with exception, observed 

after the third vaccination at day 357 (Fig. 4 C). 
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Figure 1. Dynamic of Total serum IgG levels of bovine vaccinated at days 0 and 26. The data 

represents the mean ± S.E.M expressed as serum dilution in Indirect ELISA of sera collected at 

days 0, 26 and 33, as the reciprocal of the highest dilution whereas the absorbance at 492 nm 

was higher than the reading of three standard deviations above the value of the negative control 

serum. The a, b, c, d, e, f and g represents the value de p<0.001 in the test two-way anova, 

corresponding respectively, vaccine rgD5+ISA50V2 is different the vaccines commercial (a); 

rgD5+Al(OH)3 (b); BoHV-5+ISA50V2 (c); BoHV-5+rgD5+ISA50V2 (d). The vaccine BoHV-

5+rgD5+ISA50V2 is different the vaccines commercial (e); rgD5+Al(OH)3 (f); BoHV-5+ISA50V2 

(g). 
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Figure 2. Immunoglobulin isotype profiles of animals vaccinated twice at days 0 and 26 (i.m.). 

Samples were collected at days 26 and 33. The data represents the mean ± S.E.M. A- IgG1 

isotype response: The a, b, c and d represents the value de p<0.001 in the test two-way anova, 

corresponding respectively, vaccine BoHV-5+rgD5+ISA50V2 is different the vaccines 

commercial (a); rgD5+Al(OH)3 (b); BoHV-5+ISA50V2 (c); rgD5+ISA50V2 (d). B- IgG2 isotype 

response: The a (p < 0,001); b, c and d (p < 0.01); e and f (p <0.05) represents in the test two-

way anova, corresponding respectively, vaccine rgD5+ISA50V2 is different the vaccines 

commercial (a); rgD5+Al(OH)3 (b); BoHV-5+ISA50V2 (c). The vaccine BoHV-5+rgD5+ISA50V2 

is different the vaccines commercial (d); rgD5+Al(OH)3 (e); BoHV-5+ISA50V2 (f).  
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Figure 3. Neutralizing antibody titer of bovine. The titer was determined by serum neutralization 

test at day 33, from the third collection. The data represents the mean ± S.E.M. The a and b (p< 

0.001); c, d and e (p< 0.01); f and g (p<0.05) represents in the test one-way anova, 

corresponding respectively, vaccine BoHV-5+rgD5+ISA50V2 is different the commercial 

vaccine (a); rgD5+Al(OH)3 (b); rgD5+ISA50V2 (c). The vaccine BoHV-5+ISA50V2 is different 

the commercial vaccine (d); rgD5+Al(OH)3 (e); and the vaccine rgD5+ISA50V2 is different the 

commercial vaccine (f); rgD5+Al(OH)3 (g).  
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Figure 4. Total serum IgG levels of bovines vaccinated thrice at days 0, 26 and 357 (arrows) 

with 100 µg rgD5 associated or not with BoHV-5. Indirect ELISA of sera collected during 367 

days of experiment. (4 A) BoHV-1, (4 B) BoHV-5 or (4 C) rgD5 used as ELISA antigen. The 

red dashed line indicates the absorbance of the control group. The data represent the mean 

± S.E.M. of the absorbance readings at 492 nm to three antigens. 
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4. Discussion 

The present study reports the humoral immune response of bovines 

vaccinated with the recombinant glycoprotein D from bovine herpesvirus type 5 

(rgD5), expressed in the Pichia pastoris yeast. To our knowledge, the rgD5 was 

never tested in bovines before, despite of its important role in cell attachment 

and viral penetration. We observed that the rgD elicit humoral immune 

responses, suggesting that the heterologous expression system Pichia pastoris 

were able to produce a recombinant protein with antigenicity and 

immunogenicity, with similar structure of the native glycoprotein D [27, 30]. 

The indirect ELISA performed during the experiment showed that both 

BoHV-1 and BoHV-5 recognize IgG antibodies developed in the animals 

vaccinated against rgD5 (Fig. 4). The similarity of approximately 85% between 

BHV-1 and BHV-5 genomes and some similar biological properties might 

explain these results [11, 31]. Still, ~80 % identity between amino acids [25] 

among the gD1 and gD5 ratify the results. The rgD5 as antigen in the ELISA 

was recognized by anti-rgD5 IgG antibodies and those antibodies generated 

against native gD5 as well gD1. The increase in the antibody levels when 

animals were vaccinated with rgD5 associated with inactivated virus and 

adjuvanted ISA50V2 resulted in a significant increase in the levels of IgG anti-

rgD5 (Fig.1 and Fig. 4 A, B and C) during experiment follow-up. However, the 

antibody levels, when BoHV-1 or BoHV-5 were used as ELISA antigen for the 

same vaccine (Fig.4 A and B) were significantly lower. A possible explanation 

for this observation is the difference in the amount of antigen in the vaccine 

formulation. The vaccine formulated with rgD5 complemented with inactivated 
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BoHV-5 had a viral concentration of 106.7 CCID50/dose, whereas the vaccine 

formulated with the inactivated virus alone had an antigenic load of 108 

CCID50/dose of virus. Also the ELISA antigen virus strain used, serum dilution, 

incubation time, might play a role in the results, however we did not explore any 

of this possible factor in this study. The presence of gD5 and addition of rgD5 

might be a factor that benefited the predominant expression of anti-gD5 

antibodies that resulted in high titers of neutralizing antibodies, explained by the 

characteristic of immunodominant antigen. 

Only the use of rgD5 associated in adjuvant ISA50V2 shown to be 

capable of generating more levels of IgG2 antibodies than the others 

formulations (Fig.2B). These results, when compared with titers of neutralizing 

antibodies (Fig. 3), showed the same dynamics of antibodies production, 

suggesting that rgD5 is able to generate an efficient response, even higher than 

the inactivated whole virus, BoHV-5+ISA50V2, and the addition of rgD5 may 

represent a more effective response against BoHV-5 and BoHV-1. This might 

be happening by the fact that, once it is a conserved protein between subfamily 

Alphaherpesvirinae [25]. 

Previous studies with gD1 expressed in Pichia pastoris showed their 

recognition by mAbs important in neutralizing epitopes that were capable of 

generating neutralizing activity [32], but there are no studies showing efficient 

neutralizing activity against BoHV-5. The gD5, in vivo, is able to bind to four 

nectins (Nectin 1-4), while the gD1 only binds to nectins 1 and 2, which may be 

explained by the reduced glycosylation in the gD5, increasing its tridimensional 

structure flexibility, allowing its binding to a wider range of cellular receptors 
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[25]. This characteristic and the response IgG2 (Fig. 2 B) and SNT (Fig. 3) 

suggest that increased stimulation of antibodies anti-rgD5 by the recombinant 

protein promoted a more efficient neutralization. Thus, reducing the ability of the 

virus to penetrate into susceptible cells and cause infection. 

The rgD1, expressed in the vector MVA system (Modified Vaccinia 

Virus Ankara) demonstrated that the recombinant protein was able to promote 

an efficient humoral immune response against the BoHV-1. The antibodies 

dynamics against the rgD1 in the ELISA showed correlation with the 

neutralizing antibodies and it was able to reduce the BoHV-1 replication in 

challenged mice [33]. The chimera composed by the truncated form of gD1 and 

the interleukin 6 (IL-6) expressed in Pichia pastoris was tested in mice shown 

that the antigenic and immunogenic characteristics of the recombinant gD1 was 

not affected by its expression in the heterologous system, which also 

maintained the biological activity of the IL-6. This study also indicated the 

possibility to increase the mucosal immunity when administrating the chimeric 

protein directly at the mucosal site in bovines [34]. Another study has addressed 

the mucosal immunity in the respiratory tract directed against BoHV-1 

approaching the efficiency of the immune response generated against gD1 

replication of BoHV-1 and against the establishment of latency in cattle, which 

although effective response generated showed short duration (6 weeks) 

multiple immunizations are required and that a more effective adjuvants 

required [35]. Also, it was shown that a subunit vaccine formulated with the 

truncated form of the gD1 was as efficient as the native gD for protection 

against clinical effects of BoHV-1 [24, 36]. Our research group has already 
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demonstrated that the rgD5, used as a vaccine in mice, generated similar 

results [37]. 

The vaccines rgD5+ISA50V2 e rgD5+Al(OH)3 differ in its adjuvancity 

effect. The administration of oil-in-water emulsions as a particle 

immunestimulant has been showing results toward recruitment and interaction 

with antigen-presenting cells at the local of injection. During the draining 

movement around the lymphatic ganglia, which increase the efficiency of 

antigen presentation to T-cells [38]. The aluminum hydroxide, in the other hand, 

is an adjuvant that may be directly phagocytized by the phagocytic cells and 

also its cytotoxicity is responsible to the cellular recruitment, which potentiating 

the immune response, increasing the release of patterns associated molecules 

to phagocytic cells, such as uric acid, which activate the inflammassome 

NLRP3 [39]. These characteristics stimulate the antibody production to both 

adjuvants to develop a balance Th1/Th2 response.  

We did not observed an increase in the antibody levels to none of the 

tested antigens (Fig. 4 A, 4 B and 4 C) or a different patterns in the IgG2 levels 

before or after the vaccination with a commercial vaccine (Fig. 2 B), also low 

levels of neutralizing antibodies (Fig. 3). One might suggest that insufficient 

amount of specific antigens, dosage and differences to the strains used in the 

vaccine, or those used at ELISA and serum neutralization test may explain the 

low efficiency of this vaccine observed in this study [40]. Also, the efficiency of 

the serum neutralization test may have an intrinsic correlation factor between 

the vaccine strain and the diagnosis strain used in the test. 
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Together, our results, combined to our previous findings, suggests that 

the rgD5 can be applied in the development of vaccines against the BoHV-5, 

due to its immunogenicity and its capability to stimulate neutralizing antibodies 

in the target species, when associated or not with the whole inactivated 

virus.Despite showing an increase in neutralizing antibody titers 

Even so, the study revealed that only rgD5 as vaccine antigen against 

BoHV-5 generated neutralizing antibody titers considered protective. Thus, 

rgD5 is an alternative to improve existing vaccines against BoHV-5. Confirming 

the use of recombinant technology for production of vaccine antigens using 

deemed production tools faster and cheaper. 
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5 CONCLUSÃO GERAL 

 

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que: 

 

A gD nativa do BoHV-1 e BoHV-5 é reconhecida pelos anticorpos anti-

rgD5; 

As vacinas de subunidade utilizando a rgD5 induziram a produção de 

anticorpos neutralizantes em bovinos; 

A vacinação com rgD5 e adjuvante ISA50V2 estimulou uma resposta 

celular Th1/Th2 balanceada. 
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