A eficacia das vacinas contra o virus da
lingua azul (BTV) explicada através de

principios basicos de imunologia

—— Por Alfonso Martin-Fontecha, Technical Business Development Manager, Syva
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A VACINACAO PREVENTIVA CONTRA O BTV E A EHD
(DOENCA HEMORRAGICA EPIZOOTICA) NAO E UM LUXO —

E UMA NECESSIDADE ESTRATEGICA
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Alingua azul é uma doenga de ruminantes transmitida por
artrépodes, com distribuicdo mundial, transmitida durante
a hematofagia por determinadas espécies de dipteros do
género Culicoides. A infegdo pelo virus da lingua azul
(BTV) causa morbilidade e mortalidade significativas em
ovinos e bovinos. O genoma do BTV é composto por
dez segmentos de ARN de dupla cadeia que codificam
sete proteinas estruturais (VP1-VP7) e quatro proteinas
nao estruturais (NS1-NS4). O virus é classificado em 27
serotipos de acordo com as caracteristicas genéticas e
antigénicas da proteina neutralizante VP2. A VP7 é um
determinante major da especificidade de serogrupo, e a
maioria dos ensaios seroldgicos utilizados para detetar
BTV baseia-se na dete¢céo de anticorpos anti-VP7.

Embora esteja distribuida sobretudo em regides tropicais,
desde 1998 foram notificados surtos que se propagaram
da regido do Mediterraneo para o norte da Europa.
Particularmente desafiante foi o recente surto de virus da
lingua azul serétipo 3 (BTV-3), ocorrido nos Paises Baixos em
setembro de 2023, com quase 6.000 casos confirmados em
marco de 2024. Pouco depois ficaram disponiveis vacinas
inativadas, utilizadas em campanhas de vacinagéo iniciadas
em maio de 2024, o que evidenciou a rapida resposta dos
Laboratorios SYVA e de outras empresas farmacéuticas
veterinarias para contrariar aquilo que, de outro modo, teria
causado perdas severas has populagdes de ruminantes.

Este breve artigo pretende rever principios fundamentais
de imunologia, com o objetivo de contextualizar a
compreensdo dos mecanismos subjacentes a eficacia
das vacinas contra o BTV.
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Figura 1: A vacinacdo ou a infegdo ativa multiplos componentes
celulares e moleculares do sistema imunitario. NK, células natural
killer; NKT, células T natural killer; ILC, células linfoides inatas; FDC,
células dendriticas foliculares; IL, interleucina; IFN, interferdo; TNF,
fator de necrose tumoral; CXCR3, recetor de quimiocinas C-X-C;
Th, células T auxiliares; Treg, células T reguladoras; Tfh, células T
auxiliares foliculares.

O sistema imunitario (SI): a sua enorme
complexidade traduzida em conceitos
basicos

A capacidade de memodria dos linfécitos é a base
do funcionamento das vacinas e um dos pilares da
medicina preventiva moderna. De forma simples, a
vacinacao é essencialmente a manipulacao deliberada
do sistema imunitario para que este mimetize uma
infecdo em condigdes controladas e avirulentas,
permitindo a geragédo de células de memdria de longa
duracdo, mantidas em estado de prontiddo para
responder a uma infegdo subsequente potencialmente
ameacadora.

Apdés a infecdo ou a vacinagdo, numerosos
componentes celulares e moleculares sdo ativados
e mobilizados com o objetivo final de controlar os
agentes patogénicos invasores ou gerar células de
memoria induzidas pela vacina. Embora as células
B (linfocitos B) produzam uma resposta humoral de
anticorpos, por simplificacdo referir-nos-emos aqui a
“respostas celulares” apenas como as que envolvem
células ndo-B (por exemplo, células T CD4+ e CD8+).
Nas horas que se seguem a vacinagao, as chamadas
células da imunidade inata — incluindo mondcitos,
macroéfagos, neutrdfilos, células dendriticas (DCs),
células natural killer (NK), células linfoides inatas (ILCs),
células T yd, entre outras — participam nos primeiros
eventos apo6s a ativagdo do sistema imunitario.

Cada uma destas populagdes celulares é recrutada
para o local de vacinacdo ou para outros locais
imunologicamente relevantes, orientada e coordenada
por pequenas moléculas sollUveis conhecidas como
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citocinas e quimiocinas. Além disso, a imunidade
adaptativa — isto &, o conjunto de eventos complexos
que conduz a geracao de células T e B efetoras de curta
duracdo e de células B de memdria de longa duragdo
— demora mais tempo a desenvolver-se, classicamente
pelo menos 7 a 10 dias.

Um ator celular fundamental na ligacao entre imunidade
inata e adaptativa é a célula dendritica (DC), um tipo
especializado de célula apresentadora de antigénio
(APC). As DCs tém a capacidade de captar antigénios
vacinais, migrar do local de vacinagdo nos tecidos
periféricos para os ganglios linfaticos de drenagem
(DLNs) mais préoximos e apresentar, a sua superficie,
antigénios processados intracelularmente para interagdo
cognata com células T CD4+ e CD8+ especificas para
antigénio (Abbas et al., 2025).

Um nivel adicional de complexidade resultadalocalizacdo
anatomica onde estes eventos ocorrem. Dependendo da
via de vacinagao, podem operar mecanismos distintos
na ligagdo entre os eventos iniciais da imunidade inata
e o0 brago adaptativo do sistema imunitario. Na relativa
auséncia de abundantes células imunitarias residentes
no tecido muscular em repouso, a via intramuscular
depende da rica vascularizagcdo para facilitar o
recrutamento de APCs. Quando administrada por via
subcutanea, um maior numero de células dendriticas e
macrdéfagos locais pode contribuir para uma sinalizagéo
inata local mais intensa. Quando administrada por via
intradérmica, a abundancia de células de Langerhans
residentes e de células dendriticas dérmicas produz
frequentemente uma ativagdo imunitaria muito robusta
com doses menores de antigénio vacinal.

Além disso, os ganglios linfaticos de drenagem
(DLNs) — orgaos imunitarios estrategicamente
compartimentalizados, nos quais as células B formam
foliculos e entram em contacto direto com um subtipo
especializado de células dendriticas designadas células
dendriticas foliculares (FDCs) — constituem o principal
local de desenvolvimento de células B produtoras de
anticorpos e de células T e B de memodria especificas
para antigénio.

Resultados da imunizacao ativa e eficacia:
respostas celulares versus humorais

De acordo com a Agéncia Europeia de Medicamentos
(EMA), nos estudos pré-clinicos, a demonstragao
de eficacia deve ser realizada em condigbes
laboratoriais bem controladas através de um ensaio
de prova de infecao (challenge) apds administracdo do
medicamento veterinario imunoldgico a espécie-alvo.
Tanto quanto possivel, as condigbes de challenge
devem reproduzir as condi¢des naturais de infecao.
Estes estudos sdo considerados bem-sucedidos
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quando se observam diferencas estatisticamente
significativas entre grupos de animais vacinados e
ndo vacinados em parametros previamente definidos
(viremia, temperatura, diarreia, etc.).

Intuitivamente, isto associa-se a parametros
imunolégicos mensuraveis induzidos ativamente pela
vacina. Assim, a utilizagao das tecnologias disponiveis
para avaliar variaveis imunitarias e correlacionar
a administracdo da vacina com a protecdo € um
objetivo prosseguido tanto pela academia como pela
industria. No entanto, os referenciais farmacopeicos
ndo reconhecem atualmente as respostas celulares
como parametros relacionados com a eficacia. Varios
ensaios in vitro foram desenvolvidos para este efeito
e sdo descritos abaixo.

A técnica ELISPOT (Enzyme-Linked ImmunoSpot)
€ um ensaio imunolégico utilizado para detetar
e quantificar células individuais que secretam
uma proteina especifica, a qual pode servir como
correlato de ativagdo imunitaria. Como mede,
ao nivel de célula unica, a frequéncia de células
imunitarias especificas para antigénio que produzem
uma determinada molécula (por exemplo, IFN-y), é
frequentemente utilizada em estudos académicos
de vacinas, imunoterapia e investigacdo em doencas
infeciosas. E altamente sensivel, permitindo detetar
mesmo células T e NK especificas raras geradas apés
ativagdo imunitdria mediada por vacinas (Janetzki,
2015); uma contagem elevada de spots (cada spot
correspondendo a uma célula produtora de IFN-y)
estd associada a respostas vacinais 6timas.

Varias questdes dificultam a aplicacdo de leituras
celulares na avaliagao da eficacia vacinal na industria.
Entre elas incluem-se o manuseamento laborioso e
moroso de amostras animais (purificacdo de células
mononucleares do sangue periférico e armazenamento
a temperaturas inferiores a -20 °C), a colheita em
momentos que frequentemente nao coincidem com
os calendarios cléssicos de avaliagdo de anticorpos,
o elevado custo do equipamento e a sua adaptacdo
a processos em conformidade com Boas Praticas de
Fabrico (GMP), bem como desafios relacionados com
exatiddo, reprodutibilidade e robustez. As diferengas
entre individuos saudaveis e ndo infetados complicam
ainda mais o estabelecimento de controlos biolégicos
de referéncia 6timos. Importa salientar que nenhuma
farmacopeia inclui atualmente estas tecnologias
como parametros formais de eficacia.

O ensaio imunoenzimatico ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) € uma técnica bioquimica
amplamente utilizada para detetar e medir anticorpos
especificos no soro de animais vacinados. O ensaio é
facil de executar, econémico e rapido. A sua exatidao,



precisdao, especificidade, linearidade e robustez
sdo controlaveis, o que frequentemente faz dele a
referéncia (por vezes a Unica) de avaliagao de eficacia
aceite pelas autoridades reguladoras e, por isso,
amplamente adotada pelas empresas farmacéuticas
nos dossiers de vacinas. No contexto da vacinacao
contra o virus da lingua azul (BTV), esta técnica
serologica para detecdo de anticorpos anti-BTV no
soro serve como forma de demonstrar imunidade
induzida pela vacina. A resposta serolégica ao BTV
desenvolve-se entre 7 e 14 dias apds a infecao;
assim, o diagndstico da infecdo por BTV pode basear-
se na detecdo destes anticorpos anti-BTV, incluindo
anticorpos anti-VP7 e anti-VP2.

Anticorpos neutralizantes (NAbs) como
biomarcador de eficacia vacinal: miragem
e realidade

Os anticorpos neutralizantes (NAbs) sao anticorpos
que se ligam diretamente aos virus. Como tal, sédo
potencialmente capazes de impedir (neutralizar) a
entrada viral nas células hospedeiras de mamiferos,
prevenindo assim a progressao da doenca. Os NAbs
sao produzidos por células B que entram em contacto
direto com estruturas superficiais virais naturais, nao
modificadas (epitopos conformacionais). Isto ocorre
através da drenagem direta de particulas vacinais desde
o local de administragédo até ao DLN mais préximo, onde
sao apresentadas por FDCs a células B naive proximas.

Em contraste, a grande maioria dos anticorpos
produzidos durante a infecdo ou vacinacdo, embora
nao neutralizantes, é gerada contra epitopos lineares
apés o processamento de antigénios virais pela
maquinaria intracelular das APCs, podendo também
contribuir para o controlo da doenca.

O teste de seroneutralizagdo in vitro (SNT, serum
neutralisation test) é utilizado tanto para identificacao
como para titulagdo de anticorpos especificos de
serétipo do BTV. Devido a grande variedade de
serétipos co-circulantes a nivel mundial, a sua distincéao
por métodos seroldgicos é essencial para a vigilancia.
Contudo, existem diferentes protocolos de SNT, o que
dificulta a interpretacdo e a comparagao de resultados
entre laboratorios (Worwa et al., 2013).

O SNT baseia-se em diluicdes seriadas do soro
em teste, incubadas com uma quantidade fixa de
cada serdtipo de BTV. Em seguida, adicionam-se
células (geralmente células BHK ou Vero), que séo
incubadas durante 3-5 dias, apdés o que se avalia o
efeito citopatico (CPE; lise/destruicao celular). O titulo
de anticorpos é determinado como a diluicao mais
elevada capaz de neutralizar >75% do CPE.

A principal vantagem do SNT é a sua capacidade de
evitar reatividade cruzada com outros serogrupos de
Orbivirus, permitindo simultaneamente adiscriminacéo
entre serétipos de BTV. Importa sublinhar que os SNTs
sdo realizados in vitro e, por conseguinte, qualquer
tentativa de extrapolar niveis séricos de NAbs para
protecao in vivo, ou para qualquer parametro clinico,
representa uma correlacdo e ndo um efeito causal
direto.

Por outras palavras, nao existe nenhum estudo vacinal
in vivo que demonstre formalmente que os NAbs s&o o
unico mecanismo bioldgico responsavel pelo controlo
da infecdo na auséncia de células T. Especificamente
no contexto do virus da lingua azul (BTV), os niveis
de NAbs nem sempre se correlacionam com o grau
de protecao apds vacinagdo com vacinas vivas contra
BTV (Jeggo et al., 1983), e algumas preparacdes
de vacinas inativadas podem conferir protecdo na
auséncia de niveis detetaveis de NAbs (Stott et al.,
1989).

Para aprofundar esta questdo, foi demonstrado um
papel claro das células T CD4+ e CD8+ na protecao
contra a infecdo por BTV e na resposta a vacinacgao
contra BTV (Rojas et al., 2011). Além disso, vacinas
experimentais baseadas em vetores adenovirais
demonstraram ser plataformas adequadas para

inducédo de imunidade celular T na vacinag&o contra
lingua azul, sublinhando a relevancia das respostas de
células T para a protecao durante a infecao por BTV
(Martin et al., 2015).
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Figura 2: Teste de seroneutralizagdo (SNT) realizado em células Vero
72 h ap6s adicao de virus pré-incubado com soro (dados internos
da SYVA). A: Células intactas (os NAbs bloqueiam a entrada viral);
B: Células mortas devido ao efeito citopatico causado pela entrada
viral.

Como salientado neste artigo, sejam neutralizantes ou
nao neutralizantes, os anticorpos sdo apenas uma parte
da resposta imunitaria gerada pelas vacinas. De facto,
s6 muito raramente a imunidade humoral se desenvolve
de forma independente das respostas celulares.
Nesses casos, dirige-se predominantemente contra
polissacaridos repetitivos, lipopolissacaridos e certos
lipidos, produzindo principalmente anticorpos IgM.

Exemplos de agentes patogénicos queinduzem estetipo
de imunidade limitada incluem Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae.
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Uma resposta T-independente pode ser rapida e (til
contra certos tipos de bactérias, mas a sua duragéo,
qualidade de anticorpos e geracdo de memdria sédo
limitadas, especialmente em populagdes vulneraveis,
como os individuos jovens.

A forgca da unidade

A cooperacdo celular garante duas caracteristicas
essenciais das vacinas veterinarias: o inicio da imunidade
(OO, onset of immunity) e a duragdo da imunidade
(DOI, duration of immunity). A colaboracéo entre células
B e células T refere-se aos mecanismos celulares e
moleculares pelos quais células T auxiliares CD4+
ajudam as células B, através de interagbes cognatas e
producdo de citocinas nos centros germinativos, para:
a) sustentar a ativacdo precoce das células B e a
producdo de anticorpos;

b) assegurar a proliferacdo e sobrevivéncia das células B;
c) promover a diferenciagdo de células B de memodria; e
d) assegurar a transicdo de células B de memodria para
plasmacitos durante respostas imunitarias secundarias.
Estas interligacbes imunitarias foram amplamente
estudadas e, como resultado, dispomos hoje de um
conhecimento cada vez mais preciso sobre os ligandos,
recetores e vias intracelulares envolvidos, o que sustenta
a eficacia vacinal a longo prazo (Janeway et al., 2001).
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Figura 3. Interacdo entre células B e células T (setas vermelhas),
uma colaboragdo fundamental para a geragéo eficaz de memdria
imunoldgica.

Conclusao

Em sintese, o desenvolvimento de vacinas relevantes
e benéficas, bem como a identificacdo de correlatos
de protecao in vivo, requerem a participacdo conjunta

do maior numero possivel de componentes do
sistema imunitario. Focar-se exclusivamente nos
NAbs para reduzir a complexidade do sistema

imunitario a mensagens convenientes, simplificadas
e frequentemente enviesadas comercialmente
ou manipulativas — gera confusdo e compromete a
credibilidade de uma analise rigorosa dos dados.
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Nota: Os Laboratdrios SYVA estdo comprometidos com
a aplicagcao de elevados padrées no desenvolvimento de
vacinas veterindrias, incluindo a interpretagéo imparcial e
adivulgacgéo publica de dados laboratoriais, pré-clinicos e
clinicos. A SYVA esta convicta de que a deturpagdo, bem
como a publicacdo seletiva e a comunicagdo enviesada
de resultados, sdo, em geral, prejudiciais para o setor. A
utilizacdo de estratégias eticamente questionaveis para
obter vantagem comercial sobre concorrentes pode
aumentar o retorno economico, mas a custa de danificar
a imagem publica que veterindrios, clientes e autoridades

possam ter das empresas veterinarias.
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