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Desenvolvimento de estratégias inovadoras de imunizagao para
viabilizar o uso de vacas como biofabricas de anticorpos neutralizantes
produzidos a partir do colostro para tratamento e prevengao de
doengas pandémicas
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Resumo- A Covid-19 é uma doenga viral que causou graves problemas para a saude
publica e muitas mortes mundialmente. Anticorpos neutralizantes constituem uma
estratégia de tratamento de casos graves dessa doenga. Uma vez que o colostro bovino &
rico em anticorpos e estes possuem alta homologia com IgG humana, o presente trabalho
visa utilizar formulagdes vacinais contendo antigeno recombinante Spike (dominio RBD)
do virus SARS-CoV2 para viabilizar o uso de vacas como biofabricas. Para tal, vacas
foram inoculadas, no periodo pré-parto, com o antigeno recombinante encapsulado em
nanossistemas com direcionamento ativo para fagocitos (NIBDAF) ou em formulagdes
contendo adjuvantes comerciais a base de sulfato de aluminio e saponina, além de uma
vacina comercial contra o coronavirus bovino (BCoV). Foram coletados soro e colostro no
dia do parto. A atividade neutralizante dos anticorpos foi medida por ELISA competitivo,
demonstrando que todas as formulagdes utilizadas, com excecao da vacina contra BCoV,
foram capazes de proporcionar neutralizagdo do virus SARS-CoV2. Testes deverédo ser
conduzidos em modelo murino para verificar efeito protetor de anticorpos purificados e
do uso do colostro hiperimune como nutracéutico. A estratégia de uso de vacas como
biofabricas de anticorpos neutralizantes pode constituir uma alternativa ao tratamento de
doengas endémicas ou patologias agudas em humanos e animais.

Termos para indexagao: biofabricas, colostro bovino, Covid-19, neutralizagao viral.

Development of innovative immunization strategies to enable the use of
cows as biofactories of neutralizing antibodies produced from colostrum
for the treatment and prevention of epidemic and pandemic diseases

Abstract- COVID-19 is a viral disease that has caused serious problems for public health
and worldwide deaths. Neutralizing antibodies constitute a treatment strategy for severe
cases of this disease. Since bovine colostrum is rich in antibodies and these have a high
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homology with human IgG, the present study aims to use vaccine formulations containing
recombinant Spike antigen (RBD domain) of the SARS-CoV-2 virus to enable the use of
cows as biofactories. To do so, cows were inoculated, during the pre-partum period, with
the recombinant antigen encapsulated in nanosystems with active targeting to phagocytes
(NIBDAF) or in formulations containing commercial adjuvants based on aluminum sulfate
and saponin, in addition to a commercial vaccine against bovine coronavirus (BCoV). Serum
and colostrum were collected on the day of calving. The neutralizing activity of the antibodies
was measured by competitive ELISA, demonstrating that all formulations used, except the
BCoV vaccine, were able to provide neutralization of the SARS-CoV-2 virus. Tests will be
conducted in a murine model to verify the protective effect of purified antibodies and the use
of hyperimmune colostrum as a nutraceutical. The strategy of using cows as biofactories for
neutralizing antibodies may constitute an alternative for the treatment of endemic diseases
or acute pathologies in humans and animals.

Index terms: biofactories, bovine colostrum, Covid-19, viral neutralization.
Introducgao

Segundo o Ministério da Saude, no Brasil cerca de 700 mil pessoas faleceram devido
a COVID-19 e mais de 30 milhdes foram infectadas pelo virus. O agente etiolégico da
doenca é o SARS-CoV2, um virus de RNA de fita simples envolto por um nucleocapsideo e
envelope contendo proteinas nao estruturais e de membrana, como a Spike responsavel pela
invasao celular no hospedeiro por meio da ligagdo com o receptor da enzima conversora de
angiotensina 2 (ACE2). Apés essa interacao, os virus entram nas células, por endocitose, e
iniciam sua multiplicacdo por meio da incorporagao do RNA viral ao maquinario celular para
formacgao de novas particulas virais (Yang; Rao, 2021; Ravi et al., 2022).

O colostro bovino corresponde a primeira secrecdo da glandula mamaria apos o
parto sendo muito rico em proteinas, principalmente anticorpos da classe IgG (Guerra et
al., 2017; Puppel et al., 2019). Existe certa variagdo na composi¢ao do colostro devido
a imunidade e idade da fémea, numero de lactagbes e nutrigdo (Guerra, et al., 2017).
O colostro hiperimune é produzido a partir da vacinagdo de vacas no pré-parto visando
intensificar maiores produg¢des de anticorpos ja que, em média, uma vaca produz cerca de
42 a 90g/L de imunoglobulinas por lactagao (Linehan et al., 2023).

Dessa forma, o objetivo desse trabalho € prospectar um protocolo vacinal para
obtencao de soro e colostro hiperimune com atividade neutralizante contra o virus SARS-
CoV2 possibilitando o uso de vacas como biofabricas. Essa estratégia possui um impacto
amplo na industria de bioinsumos, cadeia leiteira, saude humana e animal possibilitando
produzir anticorpos neutralizantes em larga escala com potencial farmacoldgico e
nutracéutico. Os resultados obtidos vao ao encontro dos Objetivos do Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) contidos na Agenda 2030, proposta pela Organizagdo das Nagdes
Unidas, da qual o Brasil é signatario, no objetivo especifico ODS 3 - Saude de qualidade:
Assegurar uma vida saudavel e promover o bem-estar para todos, em todas as idades.

Material e métodos

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (protocolo
1915290721). Vacas holandesas, no terco final da gestagao, foram divididas de acordo
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com a ordem de parto e producao de leite em cinco grupos homogéneos (n=5/grupo). Os
animais foram imunizados com formulagbes vacinais contendo 150ug da proteina Spike
(dominio RBD) recombinante do virus SARS-CoV2, produzido no Instituto Adolfo Lutz,
diluidas em 2 adjuvantes comerciais (Alumen Inject® e QuilA®) ou encapsuladas em um
nanossistema imunomodulador lipossomal com direcionador ativo para fagocitos (NIBDAF;
em processo de patenteamento), além de uma vacina comercial contra coronavirus bovino
(BCoV; MSD®), para verificar imunidade cruzada, e soro fisiolégico como controle. Os
animais foram imunizados por via intramuscular, na regido da tabua do pescogo, com 2
mL das respectivas formulacbes aos 45, 30 e 15 dias antes do parto. No dia do parto
foram realizadas as coletas de soro e colostro. A neutralizagdo viral foi feita por ELISA
de competicao utilizando o kit cPass SARS-CoV-2 Neutralization Antibody Detection (NL
diagnostica®), conforme recomendagédo do fabricante. As amostras de soro, colostro e
controles negativos e positivos, fornecidos pelo kit, foram previamente incubadas em um
conjugado de RBD do virus SARS-CoV2 e enzima Horse-Radish Peroxidase (HRP) seguido
de incubacgao, em placas pré-sensibilizadas com a enzima ACE2, e leitura densidade 6tica
(DO; 450 nm) em espectrofotdmetro de placa apds a revelagdo enzimatica com 3,3, 5, 5" —
Tetrametil-Benzidina (TMB). O percentual de neutralizagao viral foi calculado com base no
controle negativo de reagéo por meio da seguinte férmula:

valor de od da amostra

Taxa de Inibigdo =1 — -
valor de od do controle negativo

Resultados iguais ou superiores a 20% indicam a presengca de anticorpos
neutralizantes para SARS-CoV2 nas amostras. A média de taxa de inibi¢cao viral (TIV) foi
calculada individualmente para cada grupo e a mediana e desvio padréo utilizados para
calculos estatisticos utilizando o teste de Mann-Whitney para verificar a significancia dos
dados.

Resultados e discussao

Grupos imunizados com RBD apresentaram TIV acima de 20% em relagdo aos
animais controle (P< 0,001; Figura1). A imunizacdo com RBD+QuilA® apresentou maior
TIV no colostro (média de 96%) quando comparado a RBD+Alumen (média de 91%) e
RBD+NIBDAF (média de 66%), sendo essa ultima capaz de induzir anticorpos na auséncia
de adjuvantes comerciais, sendo promissor para aumento da eficacia de vacinas para
bovinos uma vez que se trata de um nanossistema obtido por metodologias de sintese
verde (Mil; Dinischiotu, 2022).
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Figura 1. Taxa de neutralizagio viral em soro e colostro de vacas imunizadas com a proteina Spike (dominio RBD)
recombinante do virus SARS-CoV2 nos adjuvantes comerciais Alumen (Alumen Inject®) e QuilA® ou encapsuladas em
NIBDAF, além de uma vacina comercial contra BCoV (MSD®). Em Y: Taxa de inibi¢do viral. Asteriscos refletem diferenca
estatistica significativa pelo teste de Mann-Whitney (* e **P<0,05 e ***P<0,001).

Aimunizagdao com BCoV nao resultou na produgao de anticorpos contra SARSCoV2,
em consonancia com Ellis et al. (2023). O colostro apresentou TIV maior que o soro (P<0,05)
em todos os grupos, provavelmente, devido a maior concentracdo de anticorpos nessas
amostras, demonstrando que € possivel utilizar vacas como biofabricas de anticorpos
neutralizantes, corroborando resultados recentes de literatura (Nilietal., 2022). Futuramente,
esses colostros serao testados quanto a atividade farmacoldgica e nutracéutica.

Conclusoes

Vacas imunizadas com as formulagcdes contendo o antigeno RBD produzem soro e
colostro hiperimune com atividade neutralizante contra o SARS-COV-2. O uso de vacas
como biofabricas de anticorpos neutralizantes pode se destacar como uma alternativa
farmacoldgica e nutracéutica para combater a Covid-19.
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