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Apresentacao

Ainfluenza, causada pelo virus influenza A (IAV)
€ uma doenga endémica em suinos e a presenga do
virus nos rebanhos leva a perdas econémicas signi-
ficativas devido a redugéo da produtividade, aumen-
to da mortalidade e aumento nos gastos com anti-
microbianos para controlar as infec¢des bacterianas
secundarias. Além disso, ao manter-se circulando
na populagao de suinos, existe o risco de surgimen-
to de uma cepa de IAV com potencial pandémico
para os seres humanos. Como consequéncia dessa
possibilidade, é muito importante que sejam realiza-
das medidas de prevengao e controle da influenza
em rebanhos suinos, onde, de tais medidas, desta-
ca-se principalmente a vacinagao. A vacinagao pro-
move a ativagéo de diferentes células imunolégicas
e a producgao de anticorpos especificos contra o IAV,
resultando em uma resposta imune mais rapida em
uma futura infeccao. Diferentes plataformas vacinais
ja foram desenvolvidas para suinos, como vacinas
que utilizam virus inativados, virus vivos atenuados,

vacinas vetoriais e de acidos nucleicos, sendo que
cada vacina apresenta vantagens e desvantagens.
A evolugdo genética dos virus influenza A em
suinos, bem como o desenvolvimento de novas va-
cinas e avaliagdo da resposta imunolégica pos-va-
cinacdo € uma das linhas de estudo da Embrapa
Suinos e Aves, e a presente revisao € originada da
tese de doutorado da Dra. Vanessa Haach. As con-
tribuicdes dessa pesquisa estdo alinhadas aos Ob-
jetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) 2
(fome zero e agricultura sustentavel), 3 (saude e
bem-estar) e 9 (industria, inovagéo e infraestrutura),
pois 0 avango da sanidade de suinos reflete em me-
Ihoria da producao de proteina animal, traz benefi-
cios & salide humana sob a 6tica da Saude Unica, e
aborda o conhecimento e avanco cientifico para a
manutengdo da sanidade dos rebanhos suinos con-
tra a influenza. Esse documento visa apresentar as
diferentes plataformas vacinais ja avaliadas para o
controle da influenza A em suinos e as respostas
imunoldgicas resultantes para cada tipo de vacina.

Vanessa Haach
Pés-doutoranda
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Imunidade e vacinas para influenza em suinos

Introducao

Virus influenza

O virus influenza A (IAV) causa infeccdo em
aves e mamiferos, incluindo suinos e humanos, e
representa risco para a saude publica devido ao seu
potencial de ocasionar pandemias (Vincent; Ander-
son; Lager, 2020). Em suinos, o IAV pode gerar pre-
juizos econémicos significativos em consequéncia
da alta morbidade, ocasionando redugao na inges-
tdo de ragdo e assim redugdo do ganho de peso,
bem como, aumento de gastos com antimicrobianos
para controlar as infecgcdes bacterianas secundarias
(Rajao et al., 2014).

Durante a fase inicial da infecgéo pelo 1AV, o sis-
tema imunoldgico do hospedeiro é estimulado, sen-
do acionado inicialmente o sistema imune inato e,
em seguida, o sistema imune adaptativo, envolven-
do resposta imune humoral e celular. Em infecgoes
subsequentes, a resposta imunolégica € aprimorada
e ocorre mais rapidamente devido a proliferagéo de
células de memdria induzidas pela infecgdo prima-
ria. Contudo, a resposta imune € dirigida para virus
antigenicamente similares (ou homodlogos), poden-
do haver protegao parcial ou até mesmo nula para
virus heterdélogos.

Uma grande diversidade genética e antigénica
dos virus influenza que circulam em suinos tem sido
descrita, como resultado de mutagdes pontuais nos
genes que codificam as glicoproteinas de superfi-
cie, hemaglutinina e neuraminidase e ocorréncia de
eventos de rearranjo génico entre os virus que cir-
culam em suinos (Anderson et al., 2021; Lewis et al.,
2016). Essa rapida evolugao viral, juntamente com
a cocirculagdo de multiplas linhagens distintas dos
IAVs, sao desafios para o controle da doenga em
suinos, bem como para o desenvolvimento de va-
cinas eficazes que induzam protecao cruzada entre
os diferentes subtipos e linhagens virais.

Os virus influenza pertencem a familia Or-
thomyxoviridae, que € uma familia de virus que
apresenta material genético (genoma) composto por
moléculas de RNA de sentido negativo composta
por nove géneros: Alphainfluenzavirus, Betainfluen-
zavirus, Deltainfluenzavirus, Gammainfluenzavirus,
Isavirus, Mykissvirus, Quaranjavirus, Sardinovirus
e Thogotovirus (ICTV, 2023). Os virus pertencen-
tes ao género Alphainfluenzavirus (Influenzavirus
A) sao classificados em subtipos e os demais gé-
neros apenas em tipos virais. A nomenclatura se-
gue um padrao universal com as seguintes informa-
¢Oes: tipo do virus, espécie hospedeira de origem
(exceto virus de origem humana), regido geografica
de origem, numero da amostra, ano de isolamen-
to, subtipo da amostra (entre parénteses); como por
exemplo, A/swine/Brazill07/2023(H1N1). Em suinos,
o virus influenza A (IAV) é o Unico tipo viral que apre-
senta relevancia clinica (Van Reeth; Vincent, 2019).

Os IAVs séo particulas pleomorficas (sem uma
forma fixa, podendo apresentar-se ora mais alonga-
dos, ora mais circulares), com cerca de 80 a 120 na-
ndémetros de didametro, possuem capsideo helicoidal
e um envelope lipidico que os tornam altamente
suscetiveis a solventes e detergentes, além de se-
rem sensiveis a temperaturas elevadas (Van Ree-
th; Vincent, 2019). O genoma viral é segmentado,
composto por oito fragmentos lineares de RNA fita
simples com polaridade negativa, denominados: po-
limerase basica 2 (PB2), polimerase basica 1 (PB1),
polimerase acida (PA), hemaglutinina (HA), nucle-
oproteina (NP), neuraminidase (NA), matriz (M), e
nao estrutural (NS) (Goneau et al., 2018) (Figura 1).
Tais segmentos génicos codificam 12 a 13 proteinas,
sendo que o segmento PB1 codifica as proteinas
PB1, PB1-F2 e PB1-N40, o segmento PA codifica
as proteinas PA e PA-X, o segmento M codifica as
proteinas M1 e M2, o segmento NS codifica as pro-
teinas NS1 e NS2/NEP. Os outros segmentos co-
dificam apenas uma proteina cada (Vincent et al.,
2017; Zhang; Gauger; Harmon, 2016).
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Figura 1. Diagrama do virus influenza A mostrando os oito segmentos génicos virais, destacando as glicoproteinas de

superficie e o envelope viral.
Fonte: Adaptado de Rajéo; Pérez, 2018.

Os genes HA e NA codificam as principais glico-
proteinas de superficie, as quais sdo alvo do siste-
ma imune do hospedeiro e, consequentemente, séo
mais propensas a sofrerem mutacbes (Gaymard
et al., 2016). Logo, a alta variabilidade da HA e
NA permite que os IAVs escapem da agéo do sis-
tema imunoldgico do hospedeiro. A glicoproteina
de superficie mais abundante, a HA, é formada por
uma regidao globular (HA1), mais variavel, e uma
regido da haste (HA2), mais conservada (Krammer,
2019). A glicoproteina HA possui capacidade de se
ligar ao receptor de acido sialico na célula do hospe-
deiro, ocasionando a fuséo celular e a entrada viral
(Zhang et al., 2013). Ja a proteina NA tem como fun-
¢ao a clivagem de porcdes de acido sialico, promo-
vendo a liberagao dos virions produzidos na célula
hospedeira, facilitando a dispersdo do IAV (Wang
etal., 2012).

Em proporgcées menores a HA e NA, a proteina
M2 é uma proteina integral do envelope viral codifi-
cada pelo gene M, auxiliando a HA na fusdo com a
célula hospedeira. A proteina M2 muda sua confor-
magcao formando poros idnicos no virus, importantes
para a invasao da célula. O IAV possui os genes M
e NP que codificam proteinas internas e, por conse-
guinte, sdo mais conservados. As proteinas internas
sdo importantes para a montagem (proteinas M1

e NP) e replicagédo do genoma viral (polimerases)
(Shaw; Palese, 2013).

As aves silvestres aquaticas sédo os reservato-
rios dos IAVs na natureza. Nesses animais ja foram
identificados dezesseis tipos diferentes de HA (H1-
H16) e nove tipos de NA (N1-N9) (Gamblin; Ske-
hel, 2010; Neumann; Kawaoka, 2015) sendo que
a determinacgdo dos subtipos virais tem como base
a antigenicidade das glicoproteinas de superficie
(HA e NA) (Nelson; Vincent, 2015; Short et al., 2015).
Em 2009 e 2010, na Guatemala e no Peru, foram
identificados em morcegos os subtipos H17N10 e
H18N11, porém nao ha registros de que esses no-
vos virus possam infectar outras espécies animais
além dos préprios morcegos (Tong et al., 2012,
2013; Wu et al., 2014b). Além disso, no Brasil, tam-
bém foi detectado o subtipo H18N11 em morcegos
(Campos et al., 2019). Os IAVs infectam uma am-
pla variedade de espécies, como aves (selvagens
e domeésticas), humanos, suinos, equinos, caninos,
felinos e mamiferos marinhos (Brown, 2000; Short
et al., 2015). Em suinos, os subtipos considerados
endémicos na maioria dos paises produtores de su-
inos sdao H1N1, HIN2 e H3N2 (Baudon et al., 2017;
Zanella et al., 2015; Lewis et al., 2016; Nelson et al.,
2015).
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Existem dois mecanismos responsaveis pela
grande variabilidade genética dos |AVs: antigenic
drift e antigenic shift. O antigenic drift & ocasionado
por uma alta frequéncia de erros introduzidos pela
enzima RNA polimerase do virus durante o proces-
so de copia do genoma viral durante a replicacgéo,
devido a auséncia de um sistema de correcao de er-
ros ou proofreading, resultando em mutagdes pon-
tuais nos diferentes genes (Hampson, 2002; Zhang;
Gauger; Harmon, 2016). Nos genes que codificam
as proteinas HA e NA, mutagdes pontuais ocorrem
com maior frequéncia devido a pressao de selegéo
induzida pelos mecanismos de defesa do hospedei-
ro (Correia; Abecasis; Rebelo-de-Andrade, 2018;
De, 2018; Klein et al., 2014). O antigenic shift ou
reassortment ocorre quando dois ou mais virus in-
fectam uma mesma célula do hospedeiro e trocam
segmentos génicos, podendo surgir um virus novo
distinto dos virus parentais (Lowen, 2018; Zhang;
Gauger; Harmon, 2016). O novo virus que sofreu
rearranjo génico pode apresentar propriedades anti-
génicas e patogénicas distintas dos virus parentais,
podendo também ser capaz de infectar outras espé-
cies (Garten et al., 2009). Os erros induzidos pela
polimerase viral durante a replicagcdo e o genoma
segmentado dos virus influenza possibilitam uma
rapida evolugao dos IAVs, e assim, uma alta variabi-
lidade nas glicoproteinas de superficie, o que contri-
bui para que os virus ndo sejam neutralizados pela
imunidade prévia do hospedeiro. Mutagbes pontu-
ais, rearranjos génicos e transmissao interespécies,
com introdugcédo e manutengcdo em suinos de genes
oriundos de aves e humanos, favorecem o aumento
da diversidade genética dos virus circulantes, con-
tribuindo para a perpetuagao desses virus na natu-
reza (Vincent et al., 2017).

Imunidade contra
influenza

Imunidade passiva

Os leitdbes recebem a imunidade materna de
forma passiva através da ingestdo do colostro que
contém anticorpos e células leucocitarias mater-
nas. Os anticorpos adquiridos passivamente podem
controlar a ocorréncia de doenga clinica nos leitdes,
mas nao impedem a infeccdo e a excregao viral
(Allerson et al., 2013; Loeffen et al., 2003). Dessa
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forma, os anticorpos maternos nao inibem a repli-
cacgao do IAV nos leitdes, e consequentemente, néo
previnem a transmissao do IAV entre os suinos, mas
diminuem a quantidade de virus excretado (Cador
et al., 2016; Deblanc et al., 2018). A presenca de
anticorpos maternos para o |AV protege os leitdes
contra virus antigenicamente relacionados, porém,
interfere no desenvolvimento da resposta imune ati-
va, por vacinagao ou infecgéo (Kitikoon et al., 2006).
Isso acontece porque os anticorpos maternos ligam-
-se ao antigeno viral e também ao receptor Fc ex-
presso nas ceélulas B. Por sua vez, o antigeno viral
€ reconhecido pelo receptor de célula B (BCR), for-
mando uma ligagéo cruzada entre o BCR e o recep-
tor Fc, inibindo assim a produgéo de anticorpos em
resposta ao reconhecimento do antigeno (Albrecht;
Arck, 2020; Vazquez-Pagan; Schultz-Cherry, 2021).
Os niveis de anticorpos maternos em leitdes séo
dependentes da concentragao inicial de anticorpos
da fémea, e declinam no soro de leitdes até a sexta
semana de vida em rebanhos nao vacinados para a
influenza (Janke, 2000). Em rebanhos onde as ma-
trizes sao vacinadas antes do parto, os anticorpos
maternos persistem em leitdes aproximadamente
até as 14 semanas de idade (Markowska-Daniel;
Pomorska-Mdl; Pejsak, 2011).

Imunidade inata

A resposta imune inata € uma resposta rapida
e a primeira linha de defesa do organismo, incluin-
do respostas quimicas, fisicas e celulares, desen-
cadeando respostas pro-inflamatérias (Figura 2).
Em suinos essa primeira linha de defesa contra o
IAV é iniciada pelas células caliciformes presentes
no trato respiratério superior, e células epiteliais res-
piratérias ciliadas que revestem a superficie traque-
al. Durante uma infecgao pelo 1AV, a protegao inicia
pela camada de muco respiratério secretada pelas
células caliciformes e pelas glandulas submucosas.
Os IAVs que escapam dessas barreiras fisicas e
quimicas ligam-se aos receptores de acido sialico
nas células epiteliais, ocasionando a fusao celular,
e assim, a entrada nas células (Ma; Loving; Driver,
2023).

ApoOs a entrada do IAV nas células do hospedei-
ro, as células imunes inatas que empregam recepto-
res de reconhecimento de padrdes (PRRs) reconhe-
cem componentes virais conservados chamados
de padrées moleculares associados a patdgenos
(PAMPs), iniciando assim respostas imunoldgicas.
Os PRRs envolvidos na detecg¢ao de infecgédo pelo
IAV incluem os receptores do tipo Toll (TLR) 3, TLR7,
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Figura 2. Imunidade inata e adaptativa durante infeccéo pelo virus influenza A em suinos.

Fonte: Adaptado de Crisci et al., 2013.

TLR8, gene | induzido pelo acido retinoico (RIG-I),
dominio de oligomerizagéo ligante de nucleotideo
(NOD) e gene 5 associado a diferenciagédo de me-
lanoma (MDA5) (Cao, 2016; Ouyang et al., 2014).
Esses PRRs ativam fatores de transcri¢éo, incluindo
o fator regulador de interferon (IRF) 3, IRF7 e fator
nuclear kB (NF-kB), causando a expressao de cito-
cinas, quimiocinas e interferons (IFNs) (Hiscott et al.,
2006; Kumar; Kawai; Akira, 2011) (Figura 3). Dessa
maneira, apos a entrada do virus mediada por en-
docitose, as ribonucleoproteinas virais (VRNPs) sdo
liberadas no nucleo para transcricido e replicagao.
O RNA viral de fita simples é reconhecido pelo TLR7
nos endossomos, € a sinalizagédo do TLR7 desen-
cadeia a expressao de pro-IL-1p, pro-IL-18 e outras
citocinas proé-inflamatérias dependentes do NF-kB
(Diebold et al., 2004). As células infectadas sao fa-
gocitadas, permitindo o reconhecimento de RNA de
fita dupla pelo receptor TLR3 no fagossomo, que
resulta na expressao de pré-IL-13 dependente de
NF-kB, pro-IL-18 e outras citocinas proé-inflamato-
rias, bem como IFNs do tipo | (Le Goffic et al., 20086).
O RNA viral no citosol é detectado pelo RIG-I, que
ativa a proteina de sinalizagéo antiviral mitocondrial
(MAVS) e induz IFNs do tipo I. A atividade da M2 no
aparelho de Golgi estimula a formacgéo do inflamas-
soma da proteina 3 (NLRP3) (Malik; Zhou, 2020;
Niu; Meng, 2023).

O primeiro alvo dos IAVs s&o as células epite-
liais das vias aéreas superiores, as quais produzem
moléculas antivirais e quimiotaticas que iniciam a
resposta imunoldgica pelo recrutamento rapido de

células efetoras, como as células natural killer (NK),
mondécitos e neutrdéfilos (Chen et al., 2018). A fim de
limitar a replicagao viral e preparar as células para
a imunidade adaptativa, todos os tipos celulares
possuem mecanismos proprios para interagir com
as células infectadas pelo virus (Chen et al., 2018).
O fator de necrose tumoral (TNF) a e a interleucina
(IL) 1 induzem moléculas de adeséo endotelial, que
desencadeiam a migragao de células imunes inatas,
como macrofagos, células dendriticas (DCs) mieloi-
des e plasmocitoides, e células NK para o local da
infeccao (Chen et al., 2018) (Figura 3). Nas primei-
ras 48 horas pos-infecgéo, ha redugéo de células NK
no sangue concomitante com o aumento de células
NK no pulmao (Forberg et al., 2014). As células NK
provocam a lise das células infectadas, auxiliando
na eliminagéo do IAV (Guo; Kumar; Malarkannan,
2011). Os macrdéfagos ativados fagocitam as células
infectadas pelo 1AV, limitando a disseminacéo viral
e regulando a resposta imune adaptativa (Tumpey
et al., 2005). As DCs plasmocitoides s&o as princi-
pais células na imunidade antiviral, pois entram ra-
pidamente no espaco bronquiolar apds a infecgao,
produzindo grandes quantidades de IFN-a para su-
primir a replicacao viral, e apresentam os antigenos
para os linfocitos T (Ma; Loving; Driver, 2023).

Além disso, no trato respiratério dos suinos en-
contram-se células T yd em abundancia que podem
contribuir para o controle de infecgdes pelo IAV, pro-
duzindo grandes quantidades de citocinas proé-infla-
matédrias, e destruindo células infectadas por me-
canismos citotéxicos e nao citotdxicos (Ma; Loving;
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Figura 3. Curva da resposta imunoldgica inata e adaptativa do virus influenza A em suinos. Cinética geral da carga viral
e diferentes componentes do sistema imunoldgico durante uma infecgéo pelo virus influenza A em suinos. A magnitude
das respostas esta relacionada com os dias apds a infecgéo (0-15).

Fonte: Criado com BioRender.com.

Driver, 2023). Nos suinos também se encontram
células NKT que apresentam fendtipo de células NK
e células T, as quais contribuem para o controle da
infeccdo. As células NKT regulam a imunidade me-
diante a liberagao de citocinas e por ataque citolitico,
havendo aumento da proliferagdo dessas células no
pulm&o na fase inicial da infec¢ao (Mair et al., 2016).

Quando os linfocitos T imaturos e de memoria
reconhecem antigenos virais que foram apresenta-
dos pelas DCs, a resposta imunolégica adaptativa €
iniciada. As DCs imaturas monitoram constantemen-
te os pulmdes em busca de patdégenos invasores
(Bahadoran et al., 2016; Holt et al., 2008). As DCs
convencionais (mieloides) migram dos pulmdes
para os linfonodos, apés a infecgdo pelo AV, onde
apresentam os antigenos virais para os linfocitos T
(Heer et al., 2008; Hintzen et al., 2006). Os epitopos
degradados no citosol sdo exportados para o reti-
culo endoplasmético, ligando-se as moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
de classe |, sendo transportados para a membra-
na celular através do complexo de Golgi para o
reconhecimento por células T CD8*. Os epitopos
degradados em endossomos/lisossomos ligam-se

as moléculas do MHC de classe Il, sendo transpor-
tados para a membrana celular para o reconheci-
mento pelas células T CD4* (Van De Sandt; Kreijtz;
Rimmelzwaan, 2012).

Imunidade adaptativa

A imunidade adaptativa é importante para a
eliminacao viral, recuperagcédo e protecado contra a
reinfeccdo e as células T e B apresentam um papel
importante nessa etapa (Figura 2). O sistema imune
responde rapidamente as infecgbes pelo 1AV, resul-
tando na eliminagdo do virus do trato respiratorio
em até uma semana apos a infecgdo. Com o passar
do tempo, os titulos de anticorpos e a produgao das
células imunolégicas diminuem, mas as populac¢des
de células T e B de memdria sdo mantidas nas vias
aéreas e nos tecidos linfoides. Em uma nova infec-
cao pelo IAV, essas células irdo desencadear uma
resposta imune amplificada e acelerada (Van Reeth;
Ma, 2013).

Apos infecgao primaria pelo IAV, é induzida pro-
tegao contra a reinfecgéo pelo mesmo virus ou por vi-
rus semelhante antigenicamente (De Vleeschauwer
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et al., 2011; Van Reeth et al., 2003). Provavelmente,
os principais mediadores dessa imunidade homolo-
ga sejam os anticorpos virus-neutralizantes especi-
ficos para a HA. Devido a circulagdo simultanea de
diferentes subtipos e linhagens do virus influenza,
0s suinos normalmente sdo expostos a IAVs anti-
genicamente distintos durante sua vida (Van Re-
eth; Vincent, 2019). Pode haver protegao cruzada
completa ou parcial entre as linhagens H1 e entre
as linhagens H3 (Busquets et al., 2010; De Vlees-
chauwer et al., 2011; Qiu; De Hert; Van Reeth, 2015;
Van Reeth et al., 2003). No entanto, a protegéo cru-
zada entre virus H1 e H3 é muito restrita ou nula
(Kappes et al., 2012; Qiu; De Hert; Van Reeth, 2015).

Imunidade humoral

Durante a infecgéo pelo IAV, o antigeno viral é
apresentado ao sistema imune e as células B ima-
turas localizadas nos linfonodos mediastinicos di-
ferenciam-se em células produtoras de anticorpos
(Jung; Lee, 2020). Além disso, os anticorpos nao
neutralizantes produzidos pelos plasmécitos, cola-
boram para acelerar a expansao clonal dos linfo-
citos T CD8+ de memdria, facilitando a eliminacgao
viral (Rangel-Moreno et al., 2008). A imunoglobulina
(Ig) do isotipo IgG é o anticorpo dominante nesse
processo, e o isotipo IgA € importante para prote-
¢ao das mucosas no trato respiratério (Chen et al.,
2018). As células B iniciam a resposta contra o 1AV
aproximadamente trés dias apds a infec¢ado, e os
plasmadcitos comegam a secretar IgG no sétimo dia
pos-infecgao (Waffarn; Baumgarth, 2011). Nas vias
aéreas do trato respiratoério, a IgM possui atividade
neutralizante, iniciando a ativagcado do sistema com-
plemento (Choi; Baumgarth, 2008). No soro suino,
as imunoglobulinas IgM e IgG sdo dominantes, sen-
do a IgM detectada no inicio da infec¢ao, com pico
sete dias apos a infeccéo e, posteriormente, é de-
tectada a IgG, que atinge o pico de produgéo 25 dias
apos a infecgdo ou mais tarde (Figura 3). Os titulos
permanecem elevados durante varias semanas e
comegam a declinar cerca de oito a dez semanas
apos a infecgcdo. No trato respiratério superior, os
plasmécitos no tecido da mucosa nasal produzem
IgA, que sdo detectados quatro dias apds a infec-
cao (Heinen et al., 2000; Larsen et al., 2000; Lee
et al., 1995; Van Reeth; Labarque; Pensaert, 2006).
A IgA secretada na mucosa do trato respiratorio é
capaz de neutralizar o virus, sendo uma importante
linha de defesa do hospedeiro. No trato respiratério
inferior, em amostras de lavado broncoalveolar de
suinos infectados com IAV, sao detectadas IgG e
IgA (Heinen et al., 2000; Kitikoon et al., 2006; Larsen
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et al., 2000), atingindo o pico em torno de dez dias
apos a infecgao (Geurts Van Kessel et al., 2008) (Fi-
gura 3).

A resposta por anticorpos é dirigida principal-
mente para as proteinas HA, NA, M e NP (Shaw; Pa-
lese, 2013). Os anticorpos contra a proteina HA sao
neutralizantes e sao a principal resposta protetora
contra o |AV, sendo predominantemente dirigidos
para a regidao globular da HA (HA1) (Rajao; Pérez,
2018). Porém, a regido HA1 é altamente varidvel,
abrigando mutagdes que podem levar a variagcao
antigénica. Assim, a maioria dos anticorpos produ-
zidos contra a regido HA1 induzem protegéo contra
virus antigenicamente relacionados. Os anticorpos
anti-HA1 bloqueiam a ligagdo do virus aos recep-
tores das células do hospedeiro, impedindo a infec-
cao (Figura 4). Ja a regido da haste da HA (HA2) é
mais conservada, dessa forma os anticorpos contra
a regidao HA2 apresentam reagao cruzada, podendo
se ligar a diferentes subtipos, porém anticorpos anti-
-HA2 estdo presentes em baixos niveis (Ekiert et al.,
2009; Krammer, 2019) (Figura 4). Os anticorpos pro-
duzidos contra a proteina NA limitam a liberagc&o dos
IAVs das células infectadas. Outras de suas fungoes,
e também dos anticorpos contra a proteina M2, séo
restringir a replicagdo viral e desencadear a morte
das células infectadas por mecanismos dependen-
tes de anticorpos (Rajédo; Pérez, 2018) (Figura 4).
Além da neutralizacdo viral, anticorpos especificos
para o |IAV podem apresentar fungdes efetoras me-
diadas pelo dominio Fc. Subclasses de IgG (IgG1,
IgG2a, 1gG2b, 1gG2c e IgG4) podem desencadear
funcdes de citotoxicidade celular mediada pelo com-
plemento (CDCC), citotoxicidade mediada por célu-
las dependente de anticorpos (ADCC) e fagocitose
celular mediada por anticorpos (ADCP) (Paudyal
et al., 2022). Assim, anticorpos ndo neutralizantes
também contribuem para a protecdo e eliminagao
do IAV das células infectadas (Ma; Loving; Driver,
2023).

Imunidade celular

As respostas de células T sao detectadas a
partir de sete dias apds a infecgdo (Heinen; De
Boer-Luijtze; Bianchi, 2001; Khatri et al., 2010), e
sao amplamente direcionadas contra epitopos pre-
sentes em todas as proteinas virais. Os linfécitos T
efetores séo detectaveis no sangue, lamina prépria
do pulmao, vias aéreas pulmonares e linfonodos tra-
queobrénquicos. A maior quantidade de linfocitos T
especificos para o |AV é detectada nas vias aéreas
pulmonares e a menor no sangue (Ma; Loving; Dri-
ver, 2023). Os linfocitos T consistem em populagdes
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Figura 4. Resposta imunolégica induzida por diferentes proteinas do virus influenza A.

Fonte: Adaptado de Rajéo; Pérez, 2018.

funcionalmente distintas, sendo as células T CD4* e
células T CD8* as mais bem definidas. Os linfécitos
T CD4+ auxiliam as respostas de imunidade celular
e humoral, isto €, fornecem auxilio para a ativagéao
das células T CD8* e para a expansao clonal dos
linfécitos B. Os linfécitos T CD8* se diferenciam em
linfécitos T citotdxicos (CTLs), produzindo citocinas
e moléculas efetoras para restringir a replicagéo vi-
ral e matar as células-alvo infectadas pelo IAV (Van
Reeth; Vincent, 2019) (Figura 3). Os CTLs séo es-
pecificos para epitopos de proteinas conservadas
do AV, principalmente NP e M1, conferindo respos-
ta imunoldgica de reagao cruzada, ou seja, heteros-
subtipica (Grant et al., 2016; Sridhar, 2016). Além
disso, os suinos também possuem uma populagéo
de linfécitos T CD4*CD8* duplamente positivos,
que possuem propriedades de células T auxiliares,

citoliticas e de meméria, importantes para “depura-
¢ao viral” (De Bruin et al., 2000; Zuckermann, 1999).
As células T CD8* reconhecem o IAV apresen-
tado ao sistema imune pelas células apresentado-
ras de antigenos (APCs) associadas as proteinas
do MHC de classe | (Jung; Lee, 2020). As DCs que
migraram dos pulmdes para os linfonodos ativam
a proliferagéo e diferenciagdo das células T CD8+
imaturas em CTLs (Ho et al., 2011; Kreijtz; Fou-
chier; Rimmelzwaan, 2011). Também contribuem
para essa diferenciagéo, IFNs do tipo I, IFN-y, IL-2
e IL-12 (Pipkin et al., 2010; Whitmire; Tan; Whitton,
2005). Dentro do citoplasma dos CTLs existem nu-
merosos granulos que contém moléculas, incluindo
perforinas e granzimas. As perforinas se agrupam
na superficie da membrana plasmatica das células
alvo que expressam o antigeno associado ao MHC
de classe | formando poros, consequentemente,
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promovem a difusdo passiva das granzimas para
induzir apoptose (Voskoboinik; Whisstock; Trapani,
2015) (Figura 4). Além disso, a replicagdo viral pode
ser restringida pela clivagem de proteinas virais e
de células hospedeiras envolvidas na replicagéo e
defesa viral, devido a agdo das granzimas (Andrade,
2010; Van Domselaar; Bovenschen, 2011). Os CTLs
também podem expressar citocinas que interagem
com receptores das células infectadas com 1AV,
promovendo apoptose (Allie; Randall, 2017). Ade-
mais, as células T CD8* produzem IFN-y e TNF-q,
que contribuem para os mecanismos de defesa viral
(Schmidt; Varga, 2018). As células T CD8* também
controlam a inflamagéo pulmonar durante uma in-
feccao aguda do IAV pela produgéo de IL-10 (Sun
et al., 2009).

Apds a infecgdo pelo IAV, os CTLs e DCs que
tornaram-se especificos circulam no sangue, 6rgaos
linfoides e no local da infecgdo (Chen et al., 2018).
Em uma infecgédo secundaria por IAV, os CTLs res-
pondem rapidamente, e a eficiéncia dos CTLs du-
rante a infec¢do secundaria é afetada pelo processo
de ativacdo e diferenciacdo recebido na infeccao
primaria (Van Gisbergen et al., 2011). Com o passar
do tempo, ha redugao na citotoxicidade das células
T CD8+ de meméaria relacionada a diminuigdo da ex-
pressdo das moléculas citoliticas e da capacidade
de matar as células-alvo (Grant et al., 2016). A dis-
seminacgao do IAV das vias respiratorias superiores
para o pulméo é impedida pelos linfécitos T CD8* de
memoria do epitélio nasal, bloqueando o desenvol-
vimento de doenga pulmonar (Pizzolla et al., 2017).
A maioria dos linfécitos T CD8* especificos para a
NP do IAV nas vias aéreas e tecidos pulmonares
sdo células de memoria residentes (Martini et al.,
2022). As células T CD8* de memoria dos pulmdes
contribuem para a defesa contra infecgao por IAVs
heterdlogos, ja que os principais alvos dessas célu-
las sédo as proteinas virais conservadas, restringin-
do a replicacao e facilitando a eliminagao do virus
do hospedeiro (Van Braeckel-Budimir; Harty, 2017).
Além disso, durante uma infecgao por IAV, os mo-
nécitos presentes nos pulmdes contribuem para o
estabelecimento de linfécitos T CD8* nesse tecido
(Dunbar et al., 2017).

As células T CD4+ reconhecem o IAV associado
as proteinas do MHC de classe Il nas APCs, como
DCs, macréfagos e células B (Jung; Lee, 2020).
Ademais, os linfécitos T CD4* expressam ligantes
coestimuladores que contribuem para a ativagao
das células B, e assim, a produg¢do de anticorpos,
como o ligante CD40 (CD40L) (Swain; Mckinstry;
Strutt, 2012). Durante a infecgao pelo 1AV, as DCs
migram dos pulmdes para os linfonodos, ativando
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as células T CD4* (Lukens et al., 2009). Antigenos,
moléculas coestimuladoras e citocinas secretadas
pelas DCs, células epiteliais e células inflamatdrias
estimulam a diferenciagao dos linfocitos T CD4* em
linfécitos T auxiliares (Th) do tipo 1 para responder
em uma infecgcéo do IAV (Chen et al., 2018). As cé-
lulas Th1 ativam macréfagos alveolares e expres-
sam citocinas antivirais, como IFN-y, TNF-a e IL-2.
A diferenciacdo dos linfocitos T CD8" para eliminar a
infecgao viral é regulada pela IL-2 e IFN-y que sao
expressos pelas células Th1 (Chen et al., 2018).

Vacinas para influenza

A utilizacdo da vacinagédo para o controle da
influenza tem sido uma das medidas profilaticas
adotadas em rebanhos suinos em varios paises.
A vacinacdo tem por objetivo induzir uma respos-
ta imune robusta e duradoura, reduzindo a excre-
¢ao viral, as lesdes pulmonares, e a doenga clinica.
A resposta de memoria, idealmente, deve proteger
contra infecgdes futuras por IAV antigenicamente
semelhante ao antigeno da vacina. Ademais, varios
fatores influenciam a resposta imune a vacinagao e
a imunogenicidade da vacina, como por exemplo:
fatores intrinsecos do hospedeiro, fatores extrinse-
cos, fatores nutricionais, fatores ambientais, fatores
da vacina e fatores relacionados a administracao
da vacina (Zimmermann; Curtis, 2019). No entanto,
pensando em resposta vacinal de rebanho é impor-
tante avaliarmos a plataforma ou tipo de vacina (Fi-
gura 5), qualidade e quantidade do antigeno, a via
de administragdo da vacina, quantidade de doses
e a forma como os antigenos sao apresentados ao
sistema imunoldgico (Vincent et al., 2017) (Figura 6).

Sao considerados como fatores determinantes
para a eficacia das vacinas a similaridade antigé-
nica entre o virus vacinal e os virus circulantes em
suinos, a imunogenicidade do virus vacinal, carga
antigénica e tipo de adjuvante (Van Reeth; Vincent,
2019). A imunogenicidade intrinseca de um antige-
no vacinal € aumentada e/ou modulada pelo uso
dos adjuvantes, principalmente nas plataformas
com virus inativado. Os adjuvantes apresentam pro-
priedades diferentes, porque podem ser compostos
de diferentes constituintes com distintas fung¢des e
atividades, incluindo fungdes de transporte, de dire-
cionamento, imunoestimulantes e/ou atividade imu-
nomoduladora (Charerntantanakul, 2020). Portanto,
dependendo do tipo de adjuvante utilizado pode ha-
ver indugcédo de um melhor processamento e entrega
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do antigeno as APCs, estimulo a producéo de ci-
tocinas imunomoduladoras especificas, ativagdo de
vias especificas da resposta imune inata (De Veer;
Meeusen, 2011) e também produgao de anticorpos
com maior reagdo cruzada (Vincent et al., 2017).
Novos alvos de vacinas requerem frequentemente
a indugéo de fortes respostas celulares, incluindo
células T auxiliares e, por vezes, linfécitos T citoto-
xicos, além de anticorpos (Guy, 2007). Entretanto,
em suinos, a maioria das vacinas contra o IAV uti-
lizam adjuvantes a base de 6leo, como por exem-
plo, Emulsigen-D e Montanide (Rajao; Pérez, 2018;
Souza et al., 2018). Como os sais de aluminio in-
duzem predominantemente respostas de anticorpos,
a descoberta de novos adjuvantes é crucial para o
desenvolvimento de vacinas que requerem uma
resposta mediada por células (Charerntantanakul,
2020; Guy, 2007).

De um modo geral, a eficacia das vacinas pode
ser prejudicada pela presencga de anticorpos mater-
nos no momento da vacinagéo dos leitdes (Kitikoon
et al., 2006), bem como pela rapida evolugao viral
e aumento da diversidade genética e antigénica do
virus. Um grande desafio na selegéo de estirpes va-
cinais do IAV de suinos é a co-circulagdo de mul-
tiplas linhagens de virus na mesma regido. Dessa
forma, isso traz desafios para o desenvolvimento de
vacinas que induzam proteg¢ao cruzada para todas
as linhagens virais circulantes (Rajéo et al., 2014).
As caracteristicas de uma vacina ideal contra o 1AV
para uso em suinos sdo sumarizadas na Tabela 1
(Bedi; Bayless; Glanville, 2023; Ma; Richt, 2010;
Who, 2022).

Tabela 1. Caracteristicas de uma vacina ideal para in-
fluenza A para uso em suinos.

Caracteristicas de uma vacina ideal para influenza

Ser segura

Prevenir a doenca clinica, excrecéo e transmissao do
virus

Induzir imunidade esterilizante

Induzir protegéo de amplo espectro (homossubtipica e
heterossubtipica)

Superar a interferéncia dos anticorpos maternos

Ser universal

Ser de facil atualizagédo dos antigenos virais

Ser DIVA (diferenciar animais infectados de vacinados)

Poder ser armazenada em temperatura ambiente

Ser de facil aplicacdo

Ser de dose Unica

Possuir baixo custo
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Diversas plataformas e vias de aplicagdao de
vacinas contra o IAV foram descritas (Tabela 2).
Contudo, para o controle da influenza em suinos
as vacinas mais utilizadas sédo as produzidas com
virus inteiro inativado (comerciais e autégenas).
A vacinagao para o IAV é rotineiramente realizada
pelos produtores de suinos na América do Norte e
Europa (Ma; Richt, 2010; Rajao et al., 2013). Entre-
tanto, essa ndo é uma pratica de rotina nas granjas
brasileiras. No Brasil, desde 2014 é comercializada
uma vacina inativada produzida com uma amostra
do virus H1N1 pandémico (A/California/04/2009;
FluSure, Zoetis). A partir de 2017, comegaram a ser
utilizadas no Brasil vacinas autégenas, produzidas
a partir de cepas virais isoladas no proprio rebanho.
No Brasil, as vacinas veterindrias comerciais sao
avaliadas quanto a eficacia, seguranga, poténcia
e estabilidade, e precisam ser registradas pelo Mi-
nistério da Agricultura e Pecuaria (Mapa), conforme
Decreto no 5.053, de 22 de abril de 2004 (Brasil,
2004).

Vacinas inativadas

As vacinas contendo virus inativado sao utiliza-
das para o controle de influenza, por apresentarem
custo de producgédo relativamente baixo, amplo his-
térico de praticas de fabricagédo, segurancga e efica-
cia. Dentre as vacinas inativadas, encontram-se as
vacinas produzidas com virus inteiro, vacinas com
virus fracionado (split-virus) e vacinas de subunida-
des (Yamayoshi; Kawaoka, 2019). Essas diferem na
organizacgao estrutural e componentes antigénicos,
tendo impacto na imunogenicidade da vacina (Soe-
ma et al., 2015a). As vacinas contendo virus inteiro
sdo inativadas quimicamente com formaldeido, eti-
lenoimina binaria ou -propiolactona, concentradas
e purificadas. Na produgédo de vacinas com virus
fracionado, ocorre tratamento do antigeno viral com
éter dietilico ou detergente, que rompe o envelo-
pe viral expondo todas as proteinas (Neurath et al.,
1971). Nas vacinas de subunidades ha a separacao
do nucleocapsideo e lipidios das glicoproteinas de
superficie por etapas adicionais de purificacdo (La-
ver; Webster, 1976).

A maioria das vacinas disponiveis mundialmente
para suinos sdo compostas por virus inteiro e inati-
vadas, acrescidas de emulsdo, 6leo em agua, como
adjuvante, e administradas pela via intramuscular
(Sandbulte et al., 2015). Comumente, para suinos
€ necessaria aplicagao de duas doses de vacinas,
com duas a trés semanas de intervalo (Rajao et al.,
2014). A protecao induzida pelas vacinas inativadas
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Tabela 2. Exemplos de vacinas experimentais contra o virus influenza A testadas em suinos.

Plata- Inativacao/Atenuacao/ Via de
forma Antigeno Vetor/Sistema de Adjuvante . = Referéncia
. ~ administracao
vacinal expressao
Virus inteiro Irradiagéo UV Emulsigen-D  Intramuscular Rajao et al., 2016
Inativada
Virus inteiro Irradiagéo UV Emulsigen-D  Intramuscular Vincent et al., 2008b
Virus inteiro Elastase dependente - Intratraqueal Landreth et al., 2021
Viva Virus inteiro  Sensivel a temperatura - Intranasal Gauger et al., 2014
atenuada  y/jyginteiro  Sensivel a temperatura - Intranasal Pena et al., 2011
Virus inteiro Elastase dependente - Intranasal Masic et al., 2010
HA Adenovirus 5 - Intramuscular Petro-Turnquist et al., 2023
HA e HA-NP Parapox orf virus - Intramuscular Joshl et al., 2021
Vetorial
HA e NP Alphavirus - Intramuscular Vander Veen et al., 2013
HA Adenovirus 5 Emulsigen-D Intranasal Braucher et al., 2012
HA - Diluvac Forte Intradérmica Sistere-Oro et al., 2019
ACId.O NP M, HAe - Diluvac Forte Intradérmica Karlsson et al., 2018
nucleico NA
(DNA) Int I
HA - - n ramusE:u ar Gorres et al., 2011
e subcutanea
. Montanide .
HA Baculovirus ISA 660 VG Intramuscular Mai et al., 2023
. . Hernandez; Miller; Vaughn,
VLP HA Baculovirus Emulsigen-D  Intramuscular 2016
M1, HA e NA Baculovirus Emulsigen-D Intramuscular Pyo et al., 2012
HA HEK296T Specol Intramuscular Loeffen et al., 2011
Vn;g:lso- HA e NA - Emulsigen-D  Intramuscular Haach et al., 2023

Legenda: HA = hemaglutinina; M = matriz; NA = neuraminidase; NP = nucleoproteina; UV = ultravioleta; VLP = particula semelhante a
virus (virus-like particle).

é dirigida contra virus antigenicamente similares,
estimulando altos niveis de anticorpos séricos con-
tra a HA, todavia a produgao de anticorpos de muco-
sa é limitada (Holzer et al., 2019; Rajao et al., 2014).
Uma limitagado desse tipo de vacina é que sua capa-
cidade de induzir protecao é afetada pela presenca
de alteragdes antigénicas nos virus de campo, bem
como pela redugdo de reagdo cruzada no ensaio
de inibicdo da hemaglutinagéo (HI) (Rajao; Pérez,
2018). Além disso, quando os suinos vacinados sao
desafiados com um virus homossubtipico (mesmo
subtipo), mas antigenicamente distinto (heterdlo-
go), pode haver intensificacdo dos sinais clinicos
da doenga nos animais vacinados. Esse fendbmeno
é conhecido como doenga respiratéria exacerbada
associada a vacina (VAERD; vaccine-associated

enhanced respiratory disease) (Gauger et al., 2011;
Rajéo et al., 2014), caracterizada por pneumonia
broncointersticial severa com bronquiolite necrética
e hiperplasia (Gauger et al., 2011, 2012).

As vacinas inativadas tradicionais induzem uma
resposta imune celular muito limitada, ou até mesmo
ausente, sendo menos eficazes em infecgdes cau-
sadas por virus heterdlogo. Além disso, essas vaci-
nas sao fracas indutoras de imunidade inata (Rajao;
Pérez, 2018). As vacinas baseadas em virus inteiro
inativado protegem os suinos contra a doencga clini-
ca, e dependendo do titulo de anticorpos virus-es-
pecifico obtidos pelos ensaios de HI ou soro-virus
neutralizagdo (SVN), a replicagao viral pode ser re-
duzida (Van Reeth; Vincent; Lager, 2016). Estudos
prévios demonstraram maior protegdo, com redugao
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de doenga clinica e excregao viral em suinos vaci-
nados com vacinas comerciais contendo virus intei-
ro inativado e desafiados com virus antigenicamen-
te similar (Kitikoon et al., 2006, 2013; Lee; Gramer;
Joo, 2007; Loving et al., 2013), do que com virus
antigenicamente distintos (Van Reeth; Van Gucht;
Pensaert, 2003; Vincent et al., 2008a, 2010). Parys
et al. (2022) demonstraram que alternar trés dife-
rentes vacinas de |AV inativadas em suinos pode
resultar em resposta mais ampla de anticorpos e em
protecéo do que o procedimento de vacinagéo tradi-
cional de reforgo com a mesma vacina.

Vacinas autégenas

De um modo geral, a vacinacdo é realizada
usando:

¢ Vacinas classicas padrao licenciadas: que
exigem testes extensivos (ou seja, seguranga,
pureza, eficacia e poténcia) e, portanto, séo
caras para desenvolver e lentas para licenciar
(por exemplo, 3 + 10 anos);

* Vacinas licenciadas condicionalmente: que
exigem testes moderados (ou seja, seguran-
¢a, pureza e expectativa razoavel de eficacia e
poténcia) e séo, portanto, menos dispendiosas
e exigem um processo regulatério moderado;

* Vacinas autégenas licenciadas pelo gover-
no federal: que, por regulamentagcdo devem
ser inativadas. Essas vacinas autdgenas re-
querem testes basicos (ou seja, pureza basica
e seguranca basica) (Brasil, 2012).

As vacinas autdgenas, portanto, sdo vacinas
inativadas personalizadas para cada granja ou
propriedades adjacentes, usando os seus isolados
recentes, fornecendo dessa forma protegcdo contra
virus homdélogo. A grande diversidade genética de
IAVs circulantes em suinos juntamente com a limita-
¢ao do numero de cepas virais em vacinas comer-
ciais é o principal motivo para o uso de vacinas au-
tégenas nos rebanhos suinos (Vincent et al., 2008b).

A producéo dessas vacinas envolve as mesmas
etapas exigidas para vacinas comerciais, compre-
endidas por isolamento viral, purificagdo, concen-
tracdao do antigeno, inativagdo, acréscimo de ad-
juvante, e registro junto ao Mapa, de acordo com
a Instrucdo Normativa SDA/Mapa no 31, de 20 de
maio de 2003 (Brasil, 2003). As vacinas autégenas
também devem atender aos requisitos gerais para a
producéo de vacinas virais, garantindo a inativagao
viral completa, e testadas quanto a segurancga e pu-
reza. Esse tipo de vacina pode ser produzido mais
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rapidamente do que uma vacina comercial, porém,
o periodo para realizar o isolamento viral, caracte-
rizagdo do isolado e produgdo da vacina pode ser
maior em comparacgao a realizagao de um pedido de
vacina comercial ja disponivel.

Vacinas vivas atenuadas

Existem diferentes métodos de atenuacéo viral
para a producdo de vacinas. As mutagdes que ge-
ram atenuagdo viral podem ser inseridas em um ou
mais segmentos génicos. As abordagens de atenu-
agao podem, por exemplo, tornar o virus adaptado
ao frio e sensivel a temperaturas mais altas (Pena
et al., 2012), prejudicar a capacidade do virus de
resistir ao interferon do tipo | da célula hospedei-
ra, com o truncamento da proteina NS1 (Solérzano
et al., 2005), ou pela modificagao do local de cliva-
gem da HA para requerer a enzima elastase (Masic;
Babiuk; Zhou, 2009).

As vacinas contendo virus vivo atenuado mime-
tizam a rota natural de infecgao se forem administra-
das por via intranasal, resultando em uma resposta
imunolégica sistémica e de mucosa (Barria et al.,
2013), além de uma menor taxa de reagdes adver-
sas. Diferentemente das vacinas que contém virus
inteiro inativado, as vacinas vivas atenuadas indu-
zem resposta imune celular e humoral, podendo in-
duzir IgA de mucosa no trato respiratério superior se
forem administradas pela via intranasal, fornecendo
uma resposta imunolégica mais duradoura e com
reatividade cruzada abrangente (Hoft et al., 2017;
Loving et al., 2012). No entanto, as vacinas vivas
atenuadas geralmente induzem titulos de anticorpos
mais baixos (Basha et al., 2011). As vacinas vivas
atenuadas induzem a produgéo de células T CD4+ e
CD8+ especificas, fornecendo uma resposta imuno-
l6gica mais ampla, com sensibilidade menor & cor-
respondéncia antigénica entre a vacina e os |AVs
circulantes (Cheng et al., 2013). Além disso, vacinas
vivas atenuadas podem induzir resposta imunologi-
ca pulmonar e células de memodria residentes em
tecidos, que podem proporcionar maior protegao do
que as células T CD8+ de memodria circulantes, bem
como auxiliar na protecao contra IAVs heterélogos
(Wu et al., 2014a; Zens; Chen; Farber, 2016). Ainda,
durante a replicagdo viral as vacinas vivas atenua-
das ativam TLR3 e TLR7, levando a regulacao de
citocinas inflamatorias (Diebold, 2008).

Gauger et al. (2014) demonstraram que suinos
vacinados com uma vacina viva atenuada e poste-
riormente desafiados com um virus heterélogo, nao
apresentaram VAERD. Outros estudos em suinos
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vacinados com vacina viva atenuada também resul-
taram em protegéo superior contra infecgdes hetero-
logas (Kappes et al., 2012; Loving et al., 2012; Vin-
cent et al., 2007). Além disso, em suinos vacinados
foi demonstrada indugao de resposta imune robusta,
reducao da replicagao viral e das lesdes pulmonares
(Aubrey et al., 2022; Landreth et al., 2021). Recente-
mente, foi avaliada em suinos uma vacina viva ate-
nuada contendo uma proteina indutora de IgA. Foi
demonstrado um numero elevado de células secre-
toras de IgA, reducgéao da replicagao e excregao viral,
bem como o bloqueio da transmissao viral entre os
suinos sentinelas (Rajao et al., 2023). Todavia, mais
pesquisas devem ser realizadas com o objetivo de
aumentar a segurancga das vacinas vivas atenuadas,
uma vez que o uso dessas vacinas em suinos nos
Estados Unidos foi associado a ocorréncia de rear-
ranjo génico entre o virus vacinal e os virus endémi-
cos em suinos (Sharma et al., 2020).

Vacinas vetoriais nao replicantes

As vacinas vetoriais utilizam como vetor um
virus ja bem caracterizado, como adenovirus, alfa-
virus, poxvirus, mas com replicagao limitada e que
apresentam ao sistema imune do hospedeiro uma
proteina de um virus-alvo contra a qual se quer uma
resposta imunoldgica (Rajao; Pérez, 2018). Para o
desenvolvimento desse tipo de imunizante, o vetor
pode ser modificado geneticamente para néo se re-
plicar no animal e causar doenca. Dessa forma, sao
removidos alguns genes nao essenciais ao vetor vi-
ral (para nao ter patogenicidade) e é inserido um
trecho do material genético do patdégeno de interes-
se, como por exemplo o gene HA do virus influenza.
Assim, o vetor produzido com o gene de interesse
tera a capacidade de ligar-se aos receptores celula-
res do hospedeiro e direcionar a expressao do gene
inserido, contudo, n&o sera capaz de espalhar-se
além das células iniciais infectadas (Vander Veen;
Harris; Kamrud, 2012).

A tecnologia de vacinas vetoriais permite a ra-
pida atualizacdo do gene de interesse, por meio de
clonagem de algum amplicon, gene sintetizado, ou
regido de interesse no vetor viral, possibilitando o
pronto estabelecimento de replicons para a produ-
¢ao de vacinas. Esse sistema possui a capacidade
de gerar vacinas personalizadas, como as autdge-
nas, com virus circulantes em cada rebanho (Ra-
jao; Pérez, 2018; Sandbulte et al., 2015). No entan-
to, um dos riscos existentes em vacinas baseadas
em vetores virais € a indugao de anticorpos contra
o vetor, um mecanismo conhecido como tolerancia
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imunoldgica (Soema et al., 2015a). A imunidade
pré-existente ao vetor utilizado tende a reduzir as
respostas imunoldgicas pela vacina vetorial (Ertl,
2016), todavia essa limitagdo é pouco esperada em
suinos devido ao seu rapido ciclo de produgao as-
sociado ao baixo nimero de doses administradas.
Contudo, no caso de matrizes suinas, que tendem
a permanecer mais tempo no plantel e receber mul-
tiplas doses vacinais, esse risco precisa ser levado
em consideragéo.

As vacinas vetoriais induzem uma excelente
resposta imune humoral e uma robusta resposta de
linfécitos T citotoxicos (CD8*), bem como imunida-
de de mucosa se administradas por via intranasal
(Tutykhina et al., 2011), além dos antigenos de in-
teresse serem expressos em sua conformacgéo na-
tiva, o que resulta em maior especificidade dos an-
ticorpos (Ertl, 2016; Ewer et al., 2016; Humphreys;
Sebastian, 2018). Em suinos, demonstrou-se que
vacinas vetoriais induziram protegado contra o de-
safio com virus homélogo (Bosworth et al., 2010;
Wesley; Tang; Lager, 2004), protecao parcial con-
tra virus heterélogo (Abente et al., 2019; Braucher
et al., 2012; Vander Veen et al., 2013), e indugéo de
anticorpos IgA em suinos vacinados por via intra-
nasal (Braucher et al., 2012). Em suinos vacinados
também foi demonstrada indugao de troca de classe
de anticorpos IgM para IgG, além de reducgéo da ex-
crecgao viral, redugédo de carga viral nos pulmdes e
de lesbes pulmonares (Petro-Turnquist et al., 2023).
Os vetores virais sdo caracterizados por serem ex-
celentes imunégenos e 6timos veiculos de entrega
de antigenos vacinais.

Vacinas de acido nucleico

As vacinas baseadas em acido nucleico (DNA e
RNA) possibilitam a indugdo da expressao do an-
tigeno de interesse nas células do hospedeiro, in-
duzindo imunidade celular e humoral, resultando
em uma protecdo ampla, sem expor o hospedeiro
ao virus viavel (Kim; Jacob, 2009; Ma; Richt, 2010).
Essas vacinas de acido nucleico podem estimular
o sistema imune inato, e também permitem que os
antigenos expressos sejam apresentados pelo MHC
de classe | e Il, estimulando células T CD4+ e CD8+
(Li; Petrovsky, 2016).

Essa tecnologia € segura, rapida, estavel, es-
calavel e ndo ha necessidade de multiplicar o virus
em ovos embrionados, como na producao tradicio-
nal de vacinas contra influenza (Kutzler; Weiner,
2008). Além disso, permite a combinacao de dife-
rentes IAVs e a substituicdo de um IAV por outro
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(Sandbulte et al., 2015). Produz-se uma cépia de
DNA do segmento de RNA viral que codifica a pro-
teina do virus de interesse, liga-se a um plasmideo
de expressao, o DNA plasmidial é inserido em bac-
térias para propagacao, e os plasmideos séo pos-
teriormente purificados. Os plasmideos purificados
sao administrados ao hospedeiro permitindo a pro-
ducdo do antigeno de interesse nas células, resul-
tando em uma resposta imune contra esse antigeno
(Soema et al., 2015a).

Geralmente, as vacinas de DNA contra influenza
sao baseadas na expressao da HA. Ao comparar es-
sas vacinas com as vacinas tradicionais contra a in-
fluenza foi observada imunidade humoral subétima
em humanos e animais (Rajao; Pérez, 2018). Para
aumentar a imunogenicidade, € necessario otimizar
a eficiéncia da vacina, podendo ser com o uso de
adjuvantes, diferentes combinag¢des de doses de re-
forco, vias de administracdo ou maior volume vaci-
nal. Entretanto, essas otimizagbes podem aumentar
o custo da vacina e ndo ser economicamente viavel,
em comparagdo com as outras plataformas de va-
cinas (Sandbulte et al., 2015). Fotouhi et al. (2017)
observaram que camundongos vacinados com uma
vacina de DNA acrescida de adjuvante apresenta-
ram aumento significativo nos titulos de IgG e IFN-y,
em comparagdo com 0s camundongos que recebe-
ram a vacina de DNA sem adjuvante. Além disso,
estudos em suinos demonstraram resposta imune
mediada por células e por anticorpos (Borggren
et al., 2016), e forte indugdo de resposta humoral
que resultou na reduc¢ao da carga viral nos pulmdes
dos suinos vacinados (Gorres et al., 2011; Larsen;
Olsen, 2002). Ainda, demonstrou-se redugao da ex-
crecgao viral apos o desafio e altos titulos de anticor-
pos em suinos vacinados (Sisteré-Oro6 et al., 2019).

Um dos riscos em relagdo a seguranca das va-
cinas de DNA é que anticorpos produzidos contra
o vetor plasmidial podem tornar a vacina ineficaz.
A producdo de antigenos de influenza no hospe-
deiro pode alterar o sistema imunolégico ou indu-
zir tolerancia contra esses antigenos (Soema et al.,
2015a).

As vacinas de RNA mensageiro permitem a pro-
ducdo de antigenos nas células hospedeiras, po-
rém sdo mais seguras do que as vacinas de DNA,
pois abrigam apenas os componentes necessarios
para a expressao da proteina, sendo rapidamente
degradadas (Rajao; Pérez, 2018). As vacinas de
RNA podem estimular o sistema imune inato atra-
vés do TLR3, TLR7, TLR8, RIG-I e MDAS5, induzindo
IFN do tipo | e citocinas inflamatdrias (Zhang et al.,
2019). Essas vacinas também podem promover res-
posta robusta de células T CD4+ e CD8+, além de
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respostas de anticorpos neutralizantes (Pardi et al.,
2018). Uma vacina de RNA mensageiro protegeu
tanto camundongos jovens quanto mais velhos con-
tra o desafio com diferentes |IAVs, bem como, indu-
ziu protecao clinica e reduziu a excregao viral em
suinos apos o desafio com virus homologo (Petsch
etal., 2012).

Vacinas recombinantes,

com base em proteinas e
particulas semelhantes a virus
(VLPs; virus-like particles)

A tecnologia do DNA recombinante possibilita a
produgao de antigenos proteicos do IAV que podem
induzir diferentes respostas imunolégicas. Além de
promover respostas de anticorpos contra a protei-
na HA, também podem desenvolver resposta imune
contra a regido da haste da HA (HA2) e proteina
M2, potencializando a reagéo cruzada (Soema et al.,
2015a). As vacinas produzidas usando o sistema de
expressao de baculovirus para proteinas virais per-
mitem a expressao in vitro de grandes quantidades
das proteinas HA e NA do IAV em um processo de
fabricacao relativamente rapido (Pliasas et al., 2022).
As particulas semelhantes a virus (VLPs; virus-like
particles) séao particulas de virus recombinante que
nao possuem nenhum componente genémico, sen-
do formadas apenas por proteinas estruturais. Ade-
mais, a produgado das VLPs pode utilizar diferentes
sistemas de expressao, como baculovirus, células
de insetos, bactérias e plantas (Li et al., 2017; Low
et al., 2014; Pillet et al., 2016; Valero-Pacheco et al.,
2016). As VLPs ndo séao replicantes, possuem a
morfologia, tamanho e conformagdo estrutural se-
melhante aos virus, podendo apresentar o antige-
no em sua conformacao nativa ligada a membrana
(Kang; Kim; Compans, 2012). As VLPs podem esti-
mular as APCs, especialmente as DCs, ocorrendo a
apresentagéo de antigenos por moléculas do MHC
de classe | e Il para ativagao de células T CD4* e
CD8* (Keshavarz et al., 2019; Mohsen et al., 2017).
Além disso, a ativagédo dos linfécitos B resulta em
uma resposta imune humoral robusta (Braun et al.,
2012; Cimica; Galarza, 2017).

Estudos com vacinas VLPs relataram indugao
de titulos robustos de anticorpos, bem como redu-
¢ao das lesdes pulmonares e da excregao viral apos
o desafio em suinos (Hernandez; Miller; Vaughn,
2016; Mai et al., 2023; Pyo et al., 2012). Também
observou-se redugcdo nos sinais clinicos respiraté-
rios (Kitikoon et al., 2009) e da replicagao viral nos
suinos vacinados e desafiados (Loeffen et al., 2011).
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Vacinas virossomais

Os virossomas sao particulas semelhantes ao
virus, tanto em tamanho como na composig¢ao do
envelope viral, contudo ndo possuem material ge-
nético viral (Huckriede et al., 2005; Wilschut, 2009).
Os virossomas podem interagir com o sistema imu-
ne através de vias semelhantes a dos virus, e apre-
sentar elevada imunogenicidade e antigenicidade
especifica (Huckriede et al., 2005; Wilschut, 2009).
Nas vacinas virossomais, as proteinas HA e NA sao
integradas em lipossomas de bicamada de fosfatidil-
colina, formando virossomas unilamelares com di-
ametro de 150 nanémetros aproximadamente, que
posteriormente irdo se fusionar com as células-alvo,
mas sem resultar em infeccao das células, uma vez
que os virossomas nao possuem RNA viral (Herzog
et al., 2009). Além dos virossomas mimetizarem o
virus, a sua capacidade de se ligar e fusionar as cé-
lulas do hospedeiro, como faz o virus nativo, tam-
bém pode contribuir para uma imunidade robusta
(Huckriede et al., 2005; Wilschut, 2009).

Os virossomas possuem a capacidade de esti-
mular a expressdo de MHC de classe | e I, e mo-
léculas coestimulatérias, induzindo a maturacéo de
DCs. As glicoproteinas do envelope do IAV na su-
perficie virossomal facilitam a apresentacao de anti-
genos pelas APCs, como as DCs, para os linfocitos
T, estimulando resposta de Th1 e Th2, e induzindo
resposta de CTLs (Huckriede et al., 2005; Wilschut,
2009; Zurbriggen, 2003). Ademais, as vacinas viros-
somais levam a ativagao de células B, resultando na
producao de anticorpos. Além da resposta sistémica
de anticorpos IgG, também podem induzir resposta
imune local de anticorpos IgA pela administragédo da
vacina por via intranasal (Bernasconi et al., 2016).

Os peptideos podem ser utilizados para induzir
resposta imunolégica especifica de células B e T
contra epitopos conservados. Os virossomas tam-
bém sdo usados como sistemas de entrega de anti-
genos peptidicos (Soema et al., 2015a). Virossomas
induziram CTLs capazes de lisar células-alvo infec-
tadas com o IAV (Arkema et al., 2000), resposta de
células T CD8+, resultando na recuperagao de ca-
mundongos desafiados com IAV heterélogo (Soema
et al., 2015b), e resposta imune humoral e celular
robusta em camundongos, com induc¢ao de células
T CD8+ (Kammer et al., 2007). Uma vacina virosso-
mal polivalente foi desenvolvida e avaliada em ca-
mundongos (Fonseca et al., 2023) e posteriormente
em suinos, nos quais estimulou anticorpos neutrali-
zantes e especificos para HA, bem como a prolifera-
¢ao de linfocitos B, linfécitos T CD4* e CD8* efetores
e de memodria central (Haach et al., 2023).
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Vacinas universais

As vacinas universais para o IAV sdo embasa-
das em proteinas conservadas, gerando uma pro-
tecdo mais ampla contra os diversos subtipos virais.
As vacinas universais tém como principio tentar
superar as desvantagens da natureza altamente
mutavel dos IAVs, baseando-se no desenvolvimen-
to de respostas imunologicas contra epitopos con-
servados. Essas vacinas tém por objetivo estimular
a resposta humoral e celular, induzindo imunidade
neutralizante de ampla protegao cruzada, além de
minimizar as atualizagdes, prolongando as respos-
tas imunolégicas (Rajao; Pérez, 2018). No entanto,
as proteinas conservadas utilizadas normalmente
sao também proteinas pouco imunogénicas, reque-
rendo estratégias para melhorar a imunogenicidade
(Rajao; Pérez, 2018). As vacinas universais tém
como alvo os epitopos conservados da HA, NA ou
dominio extracelular da proteina M2 (M2e) para in-
duzir anticorpos de reagéo cruzada, e proteinas in-
ternas NP ou M1 para induzir respostas de células T
(Rajao; Pérez, 2018).

A regido da haste da HA (HA2) é muito mais
conservada entre os subtipos virais, diferentemen-
te da regiao globular da HA (HA1). Os anticorpos
contra a HA1 neutralizam a infecgéo, prevenindo a
ligacdo do virus aos receptores celulares ou a fusao
da membrana. Os anticorpos contra a HA2 normal-
mente ndo neutralizam o virus, mas protegem atra-
vés da inibicdo de entrada, inibicao da liberagao da
progénie viral, indugdo de citotoxicidade mediada
por células dependente de anticorpos (ADCC) ou
da citotoxicidade pelo complemento (Rajao; Pérez,
2018). Em uma infecgao pelo 1AV, os anticorpos sao
produzidos principalmente contra a regido HA1 e
em baixos niveis contra a regido HA2 (Corti et al.,
2011). Além disso, ha regibes especificas na HA1
que sao alvos para as vacinas universais, como 0
local de ligacdo ao receptor na HA1 (Rajao; Pérez,
2018). Estudos demonstraram que vacinas que pos-
suem HA2 como antigeno protegeram camundon-
gos contra o desafio homélogo (Corti et al., 2011) e
heterossubtipico (Steel et al., 2010), e uma vacina
com antigeno HA2 e diferentes HA1s protegeu con-
tra o desafio heterélogo (Krammer et al., 2013).

A proteina NA é mais conservada do que a pro-
teina HA do IAV. Os anticorpos contra a NA facilitam
a eliminacgao viral, mediando o reconhecimento e
a morte de células infectadas por células efetoras
imunoldgicas através da citotoxicidade mediada
por ADCC (Dilillo et al., 2016). Em camundongos
vacinados com antigeno NA, observou-se imunida-
de contra virus homologo e protecéo parcial contra
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infeccdo heterdloga (Wohlbold et al., 2015). Suinos
vacinados com uma vacina de virus inteiro inativado
desenvolveram VAERD ao serem desafiados com
um virus antigenicamente distinto para as proteinas
HA e NA, entretanto, o fenébmeno VAERD nao foi
observado no desafio com um virus com HA né&o ho-
moéloga mas com NA homoéloga (Rajao et al., 2016).

Os anticorpos contra a M2e n&o neutralizam
0 virus, mas evitam o brotamento viral, medeiam
a morte de células infectadas por células NK ou
macréfagos através de ADCC, opsonizagéao Fc ou
ativacao do complemento (El Bakkouri et al., 2011).
A proteina M2e é pouco imunogénica, pois esta pre-
sente em pequenas quantidades no IAV (Wu et al.,
2007). Sendo assim, sao utilizadas estratégias para
melhorar a imunogenicidade, como uso de adjuvan-
tes, formas multiméricas da M2e, co-imunizagao
com outras vacinas de AV, e fusdao com proteinas
transportadoras (Kim et al., 2013; Lee et al., 2015;
Tang et al., 2017). Uma vacina baseada no pepti-
deo M2e induziu anticorpos anti-M2e, porém nao
forneceu protegédo contra o desafio do IAV em sui-
nos, indicando que apenas o antigeno M2e nao foi
suficiente para reduzir os sinais clinicos, lesdes ou
excrecgao viral (Opriessnig et al., 2024).

Os CTLs sao direcionados principalmente as
proteinas internas do IAV, como NP e M1, gerando
respostas imunoldgicas de reagao cruzada (Hillaire
et al., 2013). As proteinas NP e M possuem epito-
pos conservados que sdo compartilhados por varios
subtipos do IAV (Lee et al., 2008). Vacinas compos-
tas pelas proteinas internas induziram resposta de
células T, bem como reduziram a excrecgéo viral pos-
-desafio em humanos (Lillie et al., 2012) e em suinos
(Morgan et al., 2016). As vacinas indutoras de CTLs
auxiliam na reducdo da gravidade da doenga apos
uma infeccdo heteréloga, contribuindo para a elimi-
nacao viral e restringindo a progresséo da doenga,
uma vez que essas respostas imunes mediadas por
células nao evitam a infecgdo. Dessa forma, seriam
mais eficientes se utilizadas em complemento as
tecnologias que estimulam produg¢ao de anticorpos
(Rajao; Pérez, 2018).
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Protocolos vacinais para
influenza em suinos

A vacinagao é a principal estratégia de contro-
le da influenza em suinos. De um modo geral, os
protocolos vacinais para o IAV em suinos podem
ser divididos em: vacinagao apenas de leitdes, vaci-
nacado apenas de matrizes, e vacinagdo massal do
rebanho. A escolha do protocolo a ser utilizado vai
depender da fase de produgao em que os desafios
por influenza sejam maiores, resultando em prejui-
z0s econdmicos acentuados, sendo particular para
cada sistema de produgao. Ainda, particularidades
inerentes a plataforma vacinal escolhida podem ser
levadas em consideracgao.

Em leitdes a recomendagéo é vacinar apos o
desmame, em torno de quatro a oito semanas de
idade, apos a queda da imunidade passiva, uma vez
que a presenca de anticorpos maternos para o 1AV
durante a vacinacao interfere no desenvolvimento
da imunidade adaptativa. A vacinagdo em leitdes
apos o desmame os protegera durante a fase de
crescimento e terminagdo, podendo persistir até a
idade de abate (Kitikoon et al., 2006; Loeffen et al.,
2003; Markowska-Daniel; Pomorska-Mol; Pejsak,
2011).

Em matrizes, a vacinacdo é realizada antes
do parto, protegendo os leitbes da doenga clinica
durante a fase de maternidade e inicio da fase de
creche. Ainda, a vacinacao rotineira de reforgco das
matrizes antes do parto pode resultar em niveis ele-
vados e duradouros de anticorpos, protegendo nao
s6 os leitdes, mas também as fémeas (Van Reeth;
Vincent, 2019). Para as fémeas primiparas recomen-
da-se vacinar duas vezes antes do parto com inter-
valo de duas a quatro semanas entre as doses, e
para as porcas recomenda-se vacinagao de reforgo
semestral, que geralmente é realizada de trés a seis
semanas antes do parto (Van Reeth; Ma, 2013; Van
Reeth; vincent, 2019).

Ainda, pode ser realizada a vacinagdo massal
do rebanho, combinando a vacinagao de matrizes e
leitdes. Essa estratégia de vacinacédo pode ser be-
néfica em granjas onde o IAV € um problema desde
a fase de creche até a fase de terminacao ( Van Re-
eth; Vincent, 2019). Contudo, a imunidade passiva
prolongada pode interferir no desenvolvimento da
imunidade pos-vacinacdo dos leitdes (Van Reeth;
Vincent, 2019). Para evitar a interferéncia dos an-
ticorpos maternos em rebanhos com matrizes com
altos niveis de anticorpos por vacinagao ou infecgao,
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a vacinagao dos leitdes deve ser adiada até a idade
de 12 a 16 semanas (Van Reeth; Ma, 2013).

Consideracoes finais

A infeccdo causada pelo IAV é considerada um
dos principais problemas sanitarios na producao de
suinos, pelas perdas na produgéo e pelos potenciais
impactos na saude humana. O entendimento sobre
a resposta imune inata, bem como a resposta imu-
ne adaptativa humoral e celular poés-infecgéo, junta-
mente com a implementacédo de medidas de preven-
¢ao e controle da doenga nos rebanhos suinos pela
vacinagéo, séo de extrema importancia para reduzir
o impacto da doenca em rebanhos. Novas platafor-
mas vacinais vém sendo desenvolvidas para suinos,
como as vacinas universais que utilizam epitopos
conservados a fim de estimular a imunidade cruza-
da entre os subtipos virais € minimizar a necessida-
de de atualizagdes frequentes. Entretanto, o desen-
volvimento de vacinas eficazes com amplo espectro
de protecdo ainda é bastante desafiador, devido a
grande diversidade genética e antigénica dos IAVs
circulantes em suinos.

Dessa forma, compreender o sistema de defesa
anti-influenza do hospedeiro auxiliard na progres-
sdo das vacinas efetivas, que s&o necessarias para
controlar a doenga. A vacinagao de suinos contra o
IAV podera reduzir o impacto da doenga em reba-
nhos suinos, pela redugao da transmissao viral en-
tre suinos, e com isso reduzindo a possibilidade de
surgimento de novos virus. Ademais, contribui para
a saude humana, reduzindo a transmissao zoonati-
ca de influenza, e a possibilidade de ocorréncia de
pandemias.
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