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RESUMO

SALES-JUNIOR, Policarpo Ademar M.S., Universidade Federal de Vicgosa,
dezembro de 2003. Utilizagdo de microesferas biodegradaveis PLGA como
sistema de liberacdo para a vacina sintética SBm7462 no controle do
Boophilus microplus (Canestrini, 1887): modelo experimental em
camundongos. Orientador: Joaguin Hernan Patarroyo Salcedo. Conselheiros:
Marlene Isabel Vargas Vil6ria e Jackson Victor de Araljo.

Foi avaliada a resposta imunoldgica do peptideo sintético SBm7462
emulsificado com o adjuvante saponina ou encapsulado em microesferas
biodegradaveis PLGA; bem como, a do peptideo sintético SPf66 encapsulado no
referido sistema de liberacdo. O estudo foi realizado com camundongos Balb/c,
fémeas, utilizando-se uma dose de 100 ng de peptideo por animal. Os camundongos
foram separados em seis grupos de vinte: grupo I: animais em que foram inoculados
75ng de saponina; grupo Il: inoculados com 100 L de agua milli Q; grupo IlI:
imunizados com o peptideo SBm7462 emulsificado com o adjuvante saponina
(75ngy de saponina para 100ng de peptideo); grupo 1V: inoculados com as
microesferas vazias, grupo V: imunizados com o peptideo SBm7462 encapsulado
nas microesferas PLGA; grupo VI: imunizados com o peptideo sintético SPf66

encapsulado nas microesferas PLGA. As trés inoculagbes foram efetuadas no dia

xiii



zero e depois a cada trés semanas. Os camundongos foram sangrados antes da
primeira imunizacdo e a intervalos periodicos (a cada sete dias) até 212 semana,
sendo o soro utilizado para a redlizagdo de ELISA indireto para deteccdo de 1gGs
anti-SBm7462, como também para a realizacdo de testes de funcdo hepética. O
peptideo sintético SBm7462 mostrou uma melhor resposta humoral quando
emulsificado com o adjuvante saponina. Ja o SPf66 mostrou uma resposta similar a
encontrada por outros autores gquando encapsulado em microesferas PLGA e
utilizado em camundongos. Os testes de funcdo hepética foram redizados em
equipamento multiparamétrico de bioquimica Alisé e, ndo se observou evidéncias de
efeitos hepatotdxicos quando foram avaliados pardmetros como proteinas totais,
albumina, AST e ALT. Foram também coletados bacos de camundongos para
verificac@o das ateracdes histol 6gicas pos-imunizacdo, para cada tratamento, no dia
zero, trés, seis e nove dias apds a segunda e dois, quatro e seis dias apds a terceira
inoculagdo. Os resultados obtidos revelam que a saponina potencializa uma melhor
resposta imune do peptideo SBm7462, tendo sido também esta resposta mais
precoce e que, as microesferas PLGA mostram-se vidveis a serem utilizadas como
sistema de liberacdo para este peptideo, necessitando-se, porém, de estudos

adicionais para promocao de uma melhor eficécia de encapsulacéo.
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ABSTRACT

SALES-JUNIOR, Policarpo Ademar M.S., Universidade Federal de Vicgosa,
december, 2003. Utilization of biodegradable PLGA microspheres as a
delivery system for synthetic vaccine SBm7462 on control of the Boophilus
microplus (Canestrini, 1887): experimental model in mice. Adviser: Joaquin
Hernan Patarroyo Salcedo. Commitee Members. Marlene Isabel Vargas Viloria
and Jackson Victor de Aradjo.

Was evaluated the immunological response of synthetic peptide SBm7462
emulsified with the adjuvant saponin or encapsulated in biodegradable PLGA
microspheres; as well as, the response of synthetic peptide SPf66 encapsulated on
cited delivery system. Mice Balb/c, female, were utilized on study, with a dose of
100ng of peptide for each animal. The mice were separated in six groups of twenty:
group |: animals inoculated with 75ng of saponin; group I1: inoculated with 100nL
of water milliQ; group I1I: immunized with the peptide SBm7462 emulsified on
saponin, 75ng of saponin for 100ng of peptide; group IV: inoculated with empty
microspheres; group V: immunized with the peptide SBm7462 enclausured in
PLGA microspheres; group VI: immunized with the synthetic peptide SPf66
enclausured in PLGA microspheres. The three inoculations was executed on day

zero and latter on third and sixth weeks after the first inoculation. The mice were
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bled prior of first immunisation and at periodic intervals (of seven days) until week
21. The serum was assayed by indirect ELISA for detection of specific 1gGs anti-
SBm7462, and for realization of tests of hepatic function. The synthetic peptide
SBm7462 showed a better immune response emulsified with saponin adjuvant. The
peptide SPf66 showed a similar response when compared with the obtained for
others authors when encapsulated in PLGA microspheres and utilized in mice. The
tests of hepatic function were realized in equipament multiparametric of bioquimic
Alisé, and no evidence of hepatotoxic effects was viewed, when was evaluated the
parameters. total proteins, albumin, AST and ALT. In order to verification of
histologic alterations post-immunization, were colleted spleen of mice, for each
treatment, on day zero, three, six and nine days post the second inoculation and two,
four and six days post the third inoculation. The results obtained showed the saponin
potentiate a better immune response of peptide SBm7462, and this response was
more precoce than the obtained with the PLGA microspheres. This delivery system
show itself as a good approach for utilization with the synthetic peptide SBm7462,
nevertheless more studies are necessary for promotion of a better efficacy of

encapsulation.
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1-INTRODUCAO

O carragpato comum dos bovinos, Boophilus microplus (Canestrini, 1887)
€ 0 principal ectoparasita da pecuéria dos paises compreendidos entre os paralelos
32° de latitude norte e 35° de latitude sul. No Brasil, esta amplamente disseminado
nas regides Sudeste e Centro-Oeste, como também em toda costa brasileira. Os
prejuizos sdo decorrentes, principalmente, da espoliagdo sanguinea, da queda na
producéo leiteira, do dano nos couros e na transmissao de agentes patogénicos. Entre
outros, atualmente o método mais utilizado no seu controle é baseado na utilizacéo
de produtos quimicos. Apesar da sua relativa eficacia, este método apresenta graves
limitacBes, como o aparecimento crescente de resisténcia dos carrapatos as diversas
bases quimicas, a contaminacéo dos alimentos de origem bovina, do meio ambiente
e 0 aumento dos custos de producéo, devido a necessidade da utilizagdo de
guantidades cada vez maiores de carrapaticidas para gerar controle.

A utilizacBo de vacinas se destaca como uma tecnologia promissora
alternativa ao método de controle tradicional devido a vantagens como as citadas por
WILLADSEN (1997) e PRUET (1999): longa duracdo da imunidade, auséncia de
residuos, seguranca ambiental, especificidade e o fato de que a resisténcia dos
artropodes as vacinas sgja mais dificil de ocorrer. E dentro dessa tendéncia, o uso de

peptideos sintéticos se mostra bastante vantajoso devido a vantagens como as



citadas por NEURATH & KENT (1986) e PATARROYO et al. (1995): alto grau de
pureza, completa caracterizacdo quimica, auséncia de contaminantes, completa
reprodutibilidade, baixo custo de producéo, estabilidade e auséncia de mecanismos
supressores, al érgicos €/ou auto-imunes.

SBm7462, um peptideo sintético derivado da Bm86, uma proteina do
intestino do carrapato B. microplus, foi testado experimentalmente em bovinos da
raca Jersey e mesticos Gir + Holandés, com media de grau de sangue de 91,16%
(H/Z), em testes de estébulo e misto (campo e estdbul o), sendo capaz de induzir uma
resposta imune protetora quando foram analisados parametros como reducdo do
nimero e peso de teledginas, queda no peso dos ovos e diminuicdo da fertilidade, de
acordo com as formulas descritas por DE LA FUENTE (1995).

A eficacia de uma vacina pode ser definida como a habilidade especifica
ou capacidade do produto biolégico alcancar o resultado para o qual € oferecido, sob
as condicdes recomendadas pelo fabricante (BROWNLIE et al., 1984). Uma forma
efetiva de aumentar-se a eficacia de uma vacina € por meio da utilizagdo de
adjuvantes, os quais sdo utilizados juntamente com as vacinas e que, podem ser
definidos como substancias que agem nao especificamente para aumentar a resposta
a um antigeno (ALEXANDER & BREWER, 1995). Muitos antigenos
potencialmente protetores sdo fracamente imunogénicos. Antigenos protéicos
injetados juntamente com solucdo salina produzem uma fraca e transitoria resposta
humoral, diferentemente de quando s&o aplicados com um adjuvante efetivo, onde
produzem uma resposta forte e duradoura (HUNTER, 2002). Dentro da tecnologia
de adjuvantes, destacam-se como promissores 0S polimeros biodegradaveis
derivados dos acidos latico e glicalico (PLGA). Séo, geralmente, utilizados como
microesferas ou nanoesferas e apresentam como vantagens principais a geragcéo de
uma forte resposta celular e humoral, a no toxicidade e a reducdo do nimero de

inocul agdes requeridas para gerar uma resposta protetora adequada.



2—-0OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Verificar a resposta imunologica de camundongos imunizados com o
peptideo  SBm7462 encapsulado em microesferas biodegradédveis PLGA e
emulsificado com o adjuvante saponina, como também a resposta do peptideo SPf66

encapsulado em PLGA, mediante deteccéo de |gGs reativas com esses peptideos.

2.2. Objetivos especificos

- Avadliar, comparativamente, a eficiéncia da microencapsulacdo, o perfil de
liberacBo e a integridade dos peptideos SBm7462 e SPf66 apos
encapsulacdo em microesferas PLGA;

- Avadliar, comparativamente, a resposta imune induzida pelo peptideo
SBm7462 encapsulado em microsferas PLGA ou emulsificado com o
adjuvante saponina, como também a resposta do peptideo SPf66
encapsulado em PLGA;

- Verificar se os peptideos/adjuvantes tém capacidade de provocar efeitos

hepatotdxicos;



- Veificar a dinamica das alteragbes microscopicas a nivel de baco

induzida pel os diferentes tratamentos.



3—-REVISAO DE LITERATURA

3.1. O carrapato Boophilus microplus

Boophilus microplus (Canestrini, 1887), o carrgpato comum dos bovinos,
distribui-se por praticamente todos os paises compreendidos entre os paralelos 32°
de latitude norte e 35° de latitude sul, onde € o principal ectoparasita na pecuéria
desses paises (NUNEZ et al.,1982). No Brasil, a sua importancia se da com mais
énfase nas regides Sudeste e Centro-Oeste e toda a costa brasileira (ESTRADA-
PENA, 1999), devido as boas condicdes de umidade e temperatura e pela exploraco
pecuariamaisintensa (PIMENTEL, 2002).

Considerarse que acima de 75% da populagdo bovina mundia é
parasitada por este carrapato (CORDOVES, 1997). No Brasil, dados do Ministério
da Agricultura de 1983 , relatam que o B. microplus esta presente em 73,37% dos
municipios brasileiros, sendo que em 80% deles é muito frequente (VERISSIMO,
1993).

Os prejuizos causados podem ser classificados como diretos e indiretos.
Os danos diretos sdo causados pela hematofagia intensa realizada principal mente
pelas fémeas, podendo chegar a uma quantidade de 0,6 a 3 ml por teledgina

(ARTHUR, 1960), levando a perdas na producdo, sendo proporciona a intensidade



e frequéncia das infestagbes (CORDOVES,1997). Na Austrdia, JONSSON et al.
(1998) estimaram que cada teledgina seria responsavel pela queda de producéo
didria de 8,9 ml de leite e de 1,0g de peso corporal. No Brasil, FURLONG et al.
(1996), constataram um pequeno declineo na producdo de leite em infestaghes
crescentes sucessivas. Ja os prejuizos indiretos estéo relacionados com a transmisséo
de agentes patogénicos, principamente hematozoarios; no Brasil, 0os mais
importantes sdo Babesia bovis e B. bigemina, tendo também participacdo na
epidemiologia de Anaplasma marginale (PATARROY O, 1994) e na transmissao de
B. equi (GUIMARAES et al., 1998).

No Brasil, HORN & ARTECHE (1985) estimaram em 800 milhdes de
ddlares os prejuizos diretos e indiretos. JA o Ministério da Agricultura, em um
trabalho realizado no biénio 1983/1984, elevou esse valor a cifra de um bilhdo de
ddlares anuais, sendo que 40% desse montante € relativo a perdas na producéo
leiteira.

O controle desse carrapato, atualmente, se da principalmente por meio de
produtos quimicos. E de 1895 o primeiro relato do uso de compostos arsenicais na
Austrdlia (NEWTON, 1967). Estes, inicialmente foram muito efetivos, porém apés
40 anos de uso houve o aparecimento de resisténcia nos carrapatos. Posteriormente,
em 1939, se descobriram as propriedades ixodicidas dos organoclorados (DDT e
BHC), produtos com poderes residuais, até entdo, nunca vistos, com grande impacto
ambiental e residuos altamente toxicos (NUNEZ et al., 1982), dos quais ja se tinha
relatos de resisténcia dezoito meses apds a sua implantacéo (GRILLO, 1976), razéo
pela qual nos anos 60 foram impostas restrigdes ao seu uso. Em meados dos anos 40
surgiram os organofosforados (derivados do acido fosforico), os quais levaram a
grandes conquistas na luta contra insetos e artropodes, embora ndo tenha tardado o
aparecimento de resisténcia (WHARTON, 1974). Na década de 70 entraram no
mercado outros compostos como as formamidinas, as ciclomidinas e os piretroides,
gue mostraram um periodo ainda mais curto de eficiéncia (LODOS et al., 1999). Na

década de 90 novas moléculas como o fipronil e os inibidores de ecdise, comecaram



a ser empregadas e para as quais 0s estudos de resisténcia estdo em desenvolvimento
(DAVEY et al., 1998). Atualmente, novas drogas estdo sendo testadas, como o
“spinosad”, um produto derivado da fermentacdo da levedura Saccharopolyspora
spinosa, composto de spinosad A e D, com modo de acdo semelhante aos
piretroides, com rapida degradacdo e baixa resisténcia cruzada, mas com eficacia
aindavariavel (DAVEY et al., 2001).

Quanto a resisténcia aos carrapaticidas no Brasil, sGo muitos os relatos de
popul acdes resistentes, como demonstrado no Sul de Minas Gerais (PATARROY O
& COSTA, 1980), Garanhuns no Estado de Pernambuco (FAUSTINO &
OLIVEIRA, 1996) e naregido de Ilhéus, no Estado da Bahia (CAMPOS JUNIOR,
2001).

Além dos problemas relacionados a emergéncia de resisténcia, o controle
guimico também merece atencdo no que se refere aos custos de producdo. Segundo
PEGRAM et al. (1991) e CHEMA(1990), h4 uma evidéncia crescente de que as
presentes estratégias baseadas no uso de acaricidas ndo sdo custo-rentaveis. Esses
fatos combinados com o interesse publico em relagdo a segurancga dos residuos nos
produtos agropecuarios e dos efeitos indesgaveis dos produtos quimicos no
ambiente em geral, tém levado a pesquisa por métodos aternativos de controle
(FRISCH, 1999).

Para WILLADSEN (1999) um controle de ectoparasitas que fizesse uso
da combinacdo de tecnologias, tais como a utilizagdo simultanea de vacinas e
controle quimico, seria mais bem sucedido e mais sustentavel do que uma Unica

abordagem.



3.2. Avacina

As vacinas oferecem um vasto nimero de vantagens sobre o controle
quimico tradicional dos artropodes. PRUET (1999) cita a longa duragdo da
imunizagdo, a auséncia de residuos, a seguranca ambiental e a especificidade.
WILLADSEN (1997) acrescenta ainda que, a resisténcia dos artropodes as vacinas
por meio de adaptacéo seletiva sgjamais dificil de ocorrer.

Nas duas ultimas décadas houve um considerdvel aumento do nimero de
pesquisas sobre isolamento e caracterizacdo de proteinas que atuam como
imunogenos, técnicas imunologicas e métodos de clonagem de genes para o
desenvolvimento de vacinas (DALTON & MULCAHY, 2001). Tais pesquisas
buscam, principalmente proteinas conservadas durante os diversos estédios de
desenvolvimento do parasita, as quais podem estar envolvidas nos mecanismos de
evasao da resposta imune inata e adaptativa de muitos parasitas. Estes mecanismos
de evasdo explicariam a persisténcia do agente por longo tempo e a imunopatologia
causada por infecgbes crénicas que estimulam continuamente o sistema imune
(COX, 1997). Entretanto, este fator dificulta o desenvolvimento e implementacdo de
vacinas na area da parasitologia, sendo que a maioria dos imundgenos é proveniente
de parasitas atenuados.

O uso de peptideos sintéticos tem se mostrado uma ferramenta promissora
na producdo de vacinas. Vantagens significativas no uso dos peptideos sintéticos sdo
citadas por NEURATH & KENT (1986), tais como alto grau de pureza, completa
caracterizagdo quimica, auséncia de contaminantes, completa reprodutibilidade e
baixo custo de producéo e estabilidade, uma vez que ndo ha enzimas proteoliticas
originarias de material biologico. PATARROYO et al (1995) citam também a
auséncia de mecaniSmos supressores, al érgicos e/ou auto-imunes.

O desenho para uma vacina sintética eficiente requer informagdes
baseadas nos detalhes estruturais da molécula protéica nativa. A partir da sequéncia

da Bm86, uma proteina do intestino do carrapato B. microplus, escolheram-se alguns



peptideos com possivels caracteristicas antigénicas. A escolha de tais peptideos
dentro da estrutura da proteina integra se baseou em estudos de predicéo
computacional de sitios imunogénicos, com base nas propriedades de proteinas, tais
como: antigenicidade (HOOP & WOODS, 1981), potencididade de alfa e beta
hélice e Beta Sheet (CHOU & FASMAN, 1978), hidrofobicidade e hidrofilicidade
(KYTE & DOOLITTLE, 1982). A partir dessas andlises, foram escolhidas trés
sequéncias definidas contendo alguns dos possivels determinantes imunogénicos
para a Bm86. Estas seqiiéncias foram desenhadas no LBCH/BIOAGRO/DVT da
Universidade Federa de Vicosa, VicosaMG, e sintetizadas com o auxilio do
"Instituto de Inmunologia del Hospital San Juan de Dios', hoje chamado “ Fundacion
Ingtituto de Inmunologia de Colémbia (FIDIC)”, em Bogotd, Coldbmbia. Estes
peptideos foram catalogados pelo livro de seqiiéncias como 4822 (a.a. 398-411),
4823 (a.a. 21-35) e 4824 (a.a. 132-145), os quais foram hibridizados para obter um
s6 peptideo, listado como SBm4912" (seqiiéncia 4822-4823-4824), que tem duas
cisteinas nos terminais para polimerizacdo do mesmo, evitando assim, 0 uso de
mol éculas carreadoras para ativagdo da resposta imunol ogica.

O peptideo sintético SBm4912 foi avaliado, experimentalmente, como
imunoégeno para o controle de B. microplus em bovinos da raca Hereford
estabulados, por OLIVEIRA (1998) no LBCH/DVT/BIOAGRO, da Universidade
Federal de Vicosa, utilizando-se trés doses de 2,0 mg do peptideo e 1,5 mg de
saponina, obtendo-se 23,45% de reducdo no nimero de teledginas, 8,4% na queda
do peso medio das teledginas e 10,32% do peso meédio da oviposi¢éo, segundo as
formulas descritas por DE LA FUENTE (1995). Também foram demonstradas as
interacbes in situ dos anticorpos no epitélio intestinal das teledginas e as lesdes
produzidas por essas interacoes.

Devido a problemas com hidrossolubilidade e procurando-se aumentar a

imunogenicidade, os mesmos laboratorios desenvolveram outros dois peptideos,
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denominados Sbm7462° (sequéncia 4822-4824-4823) e SBm19733 (sequéncia
4822-4823-4824), contendo pontes KEK entre as referidas sequéncias, também
baseado na estrutura da Bm86. PATARROY O et al (2002), compararam a eficiéncia
dos peptideos sintéticos SBm4912, SBm7462 e SBm19733, adicionados ao
adjuvante saponina, inoculando-os em animais da raga Jersey, seguindo o modelo
experimental de OLIVEIRA (1998), obtendo as seguintes eficacias (p<0,01): 72,4%
para o peptideo SBm4912, 81,05% para o0 SBm7462 e 35,87% para 0 SBm19733,
analisando-se a reducéo no nimero e peso das teledginas, queda no peso dos ovos e
diminuicéo dafertilidade, segundo as formulas de DE LA FUENTE (1995):

DT (%) = 100 [1-(NTV/NTC)]

Sendo:
DT (%) = porcentagem de reducéo do nimero de teledginas,
NTV = ndmero de teledginas para cada grupo vacinal;

NTC = numero de teledginas no grupo controle.
DR (%) =100 [1-(PMTV/PMTCQC)]
Sendo:
DR (%) = porcentagem de reducdo do peso médio das teledginas;
PMTV = peso médio das teledginas para cada grupo vacinal;
PMTC = peso médio das teledginas no grupo controle.

DO (%) = 100 [1-(PM OV/PMOC)]

Sendo:

DO (%) = porcentagem de reducéo do peso medio dos ovos,

2 Pedido de Patente Nacional = PI 0001717-5. Pedido de Patente Internacional = PCT/BR01/00057
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PMOV (%) = peso médio dos ovos para cada grupo vacinal;

PMOC(%) = peso medio dos ovos no grupo controle.

DF (%) = 100 [1-(PPLOV/PPLOC)]

Sendo:
DF (%) = reducéo nafertilidade dos ovos,
PPLOV = peso médio das larvas por grama de ovos em cada grupo vacinal;

PPLOC = peso médio das larvas por grama de ovos ho grupo controle.

EF (%) = 100 [1-(CRTXCROXCRF)]

Sendo:
EF (%) = eficacia do imundgeno;
CRT = reducdo no numero de fémeas adultas (1 — DT)
CRO = reducéo na capacidade de ovipostura (1 —DO)
CRF = reducéo nafertilidade (1 — DF).

Tanto as interagcdes in situ dos anticorpos produzidos no intestino dos
carrapatos, quanto as lesdes produzidas pelos mesmos, foram confirmadas para os
peptideos SBm4912 e SBm7462.

PIMENTEL (2002) analisou o0 peptideo SBm7462 em bovinos jovens Bos
taurus taurus mesticos Gir-Holandés, com media de grau de sangue de 91,16%
(H/Z), por meio de teste misto, campo e estabulo, adicionado ao adjuvante saponina,
e encontrou uma eficacia de 53,29% para a dose de 2 mg e de 15,8% para a dose de
1 mg, segundo as férmulas de DE LA FUENTE (1995). A cinética de anticorpos
para os referidos peptideos foi mensurada pelo ELISA adaptado para uso com
peptideos sintéticos, 0 qual demonstrou que logo apds a segunda inoculacdo o
SBm7462 adicionado a saponina (nas doses de 1,0 e 2,0 mg) elicitou uma produgédo

de anticorpos estatisticamente superior aos grupos controles. A resposta imune
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humoral se mostrou com maiores nivels de IgG em resposta secundéria, o que foi
muito evidente apds a terceira inoculacdo e com uma manutencao desses anticorpos
a niveis estatisticamente diferentes até a 19? semana entre 0s grupos vacinados e 0
controle e, estatisticamente iguais para 1,0 mg e 2,0 mg em quase todos os pontos de

coleta.

3.3.  Adjuvantes

Adjuvante, do latim adjuvare, gudar. Como definiu EDELMAN (1998),
adjuvante € uma substéncia usada em combinacdo com um antigeno especifico de
modo que se produz mais imunidade do que usando-se somente o antigeno. Segundo
ALEXANDER & BREWER (1995), num sentido amplo, um adjuvante imunol 6gico
pode ser descrito como uma substancia que age ndo especificamente para aumentar a
resposta a um antigeno. Segundo AUCOUTURIER et al. (2001), muitos adjuvantes
tém sido usados desde 1925, quando RAMON (1925) demonstrou a possibilidade de
se aumentar artificialmente a resposta imune contra antigenos especificos, ao
conseguir elevar artificialmente os niveis das antitoxinas diftéricas e teténicas
adicionando substancias como agar, sais metélicos, lecitinina ou saponina

A funcdo dos adjuvantes é aumentar a resposta imune especifica a
antigenos vacinais e, principalmente para vacinas anti-parasitarias, estes podem
seletivamente aumentar diferentes componentes da resposta imune tais como um
isotipo particular de anticorpos ou imunidade mediada por células (BOMFORD,
1989).

Até recentemente os Unicos adjuvantes aprovados para uso eram 0S
compostos de aluminio em seres humanos (MEN et al., 1996), e os compostos de
auminio e os Oleos minerais em Medicina Veterinaria (Veterinary Formulary,
1994). Apesar de serem bons estimuladores da producdo de anticorpos, esses

adjuvantes sdo, geralmente, pobres estimuladores de linfécitos T. Uma boa resposta
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imune celular é, contudo, essencia para 0 sucesso no controle de um grande nimero
de doencas, particularmente as causadas por parasitas e viroses (BOMFORD, 1989).
Adjuvante completo de Freund (FCA), uma emulsdo de agua em 6Oleo contendo
micobactérias mortas, € ideal neste sentido, gerando um vasto espectro de respostas
imunoldgicas aos antigenos (BOMFORD, 1980). Contudo, FCA é inadequado até
para vacinas veterinrias ja que € elevadamente toxico, podendo causar inflamacéo
cronica e complicagdes autoimunes (EDELMAN, 1980; WARREN & CHEDID,
1988). Portanto, em anos recentes um grande numero de pesquisas tém sido
direcionadas ao desenvolvimento de novos adjuvantes, que tenham a eficacia mas
ndo os efeitos adversos do FCA (ALEXANDER & BREWER, 1995). Mais
recentemente, dois novos adjuvantes passaram a ser utilizados clinicamente no
homem. Detox foi aprovado para uso em seres humanos no Canada, como um
componente de uma vacina contra 0 melanoma, a Corixa s Melacine®. Trata-se de
uma combinacdo de CWS e MPL® (um adjuvante derivado de lipolissacarideos da
Salmonella minnesona, que juntamente com o Detox sdo descritos como uma nova
classe de adjuvantes sintéticos, coletivamente chamados aminoalkyl glucosaminide
phosphates — APGs) (KENNEY et al., 2002). O segundo trata-se do MF59, uma
emulsdo adjuvante composta de esqualeno, polisorbato 80 (Tween 80) e sorbitan
trioleate (Span 85) que, por ter mostrado um potente efeito adjuvante, juntamente
com um bom perfil de seguranca, em grupos variando de idodos a recém-nascidos,
foi licenciado na Europa para uso com a primeira vacina para influenza com
adjuvante a ser utilizada em idosos. (ENGERS €t al., 2003).

Para AUCOUTURIER et al. (2001), os adjuvantes exercem uma
importante funcdo na eficécia das vacinas a medida que os antigenos tornam-se mais
e mais purificados. De fato, proteinas recombinantes ou peptideos sintéticos séo
mais seguros que microrganismos integros inativados, porém menos imunogéni cos.
Observagdo semelhante é feita por AGUADO et al. (1999) ao afirmarem que, a
necessidade de novos adjuvantes torna-se clara com a introducéo de peptideos

recombinantes e sintéticos candidatos a vacinas, muitos dos quais provaram ser
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pobremente imunogénicos, e com a constatacdo de que os adjuvantes de aluminio

sdo pobremente indutores de Thl e resposta por células T citotoxicas.

3.3.1. Mecanismos de ac¢éo dos adjuvantes:

Suas acbes ndo sdo ainda muito claras e se baseiam em diferentes
mecanismos (AUCOUTURIER et al., 2001).

3.3.1.1. Geracao de depdsito

Teoria bastante antiga proposta por GLENNY et al (1931). De acordo
com SCHINJS (2002), adjuvantes tais como emulsdes de 6leo, sais de aluminio e
particulas de polimeros ou lipideos retém o antigeno no local da injecdo, fazendo
com que diminutas quantidades de antigeno sgiam liberadas por um prolongado
periodo, o que resulta na manutencdo de ativacdo de células T prevenindo uma
resposta de curta duragéo.

Para COX & COULTER (1997) este depdsito pode ser de curta ou de
longa duracdo. O primeiro pode ser representado pelos sais de aluminio e pelas
emulsdes w/o. Acredita-se que este tipo de adjuvante libera o imundgeno por um
periodo n&o superior a oito-dez dias. Adjuvantes de longa duracéo sdo elaborados
usando-se polimeros sintéticos, tais como as microesferas PLGA, gerando tempos de

liberag&o que variam de um-sei's meses.

14



3.3.1.2.“ Targeting”

E definida como a habilidade de um adjuvante em liberar um imunégeno
para células efetoras, geralmente via células apresentadoras de antigeno (APCS)
(COX & COULTER, 1997). Segundo MARCIANI (2003), adjuvantes particulados
ligam-se aos antigenos, formando agregados que sdo englobados por APCs via
endocitose para formar endossomos. Mais efetivo “targeting” € conseguido usando-
se adjuvantes com residuos que sdo reconhecidos por receptores nas APCs, como

por exemplo os residuos de manose.

3.3.1.3. Interface de superficie

Outra forma de acéo dos adjuvantes esta relacionada a propriedade de que
alguns tém uma atividade de superficie ou a posse de uma interface de superficie.
Trabalhos recentes com polimeros surfactantes bloqueadores preparados em
emulsdes 6leo em &gua reforcam a intima associacdo entre superficie e
adjuvanticidade. Essa superficie relativamente hidrofobica concentra antigenos e
proteinas hospedeiras (imunoglobulinas) e efetivamente exibe-as as células do
sistemaimune (HUNTER et al., 1981; HUNTER & BENNET, 1984).

3.3.1.4. Imunomodulacéo
A imunomodulagdo refere-se a habilidade de muitos adjuvantes em
modificar a rede de citocinas, podendo resultar em um aumento geral da funcéo do

sistema imune; porém, mais comumente resulta no aumento dos niveis de certas
citocinas e a concomitante diminuicéo de outras (COX & COULTER, 1997).
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3.3.1.5. Efeitos na expressdo do MHC classe | |

Neste caso, ha a potencializagdo da resposta imune por meio de agdes na
expressdo do complexo principal de histocompatibilidade classe II (MHC Il) em
células apresentadoras profissionais (células dendriticas e células de langerhans), em
células B e, possivelmente também em macrofagos (COX & COULTER, 1997), em
gue certos adjuvantes podem agir por meio de aumento na regulagcdo da expressao
de MHC I, aumentando a apresentacéo de antigenos as células T (ALEXANDER &
BREWER, 1995).

3.3.1.6. Funcéo co-estimulatoria

Esta refere-se a uma importante fungéo co-estimulatria na ativacdo de
células T, sendo esta atividade ndo especifica ao antigeno (ALEXANDER &
BREWER, 1995). E conseguida utilizando-se adjuvantes produzidos com citocinas,
onde podem ser citadas as interleucinas IL-1, IL-4, IL-5 e IL-12. IL-1, por exemplo,
€ um co-estimulador essencial para a proliferacdo de células CD4+ subtipo Th2,
associadas com uma maior producdo de anticorpos. Ja a IL-12 est4 envolvida na
geracdo de células CD4+ subtipo Thl, que esta associado com a geracdo de uma
imunidade mediada por células. Apesar dos estudos encorgjadores com vacinas
veterinarias, 0 uso dessas substancias apresenta o inconveniente de que in vivo a sua
meia-vida sga bastante curta. Uma aternativa seria utiliza-las juntamente com
sistemas de liberagcdo lenta (ALEXANDER & BREWER, 1995).
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3.3.1.7. Mudancas no trafego celular

Muitos adjuvantes atraem céulas mononucleres para o local de injecéo
(formacdo de granuloma) e fazem com que se acumulem linfocitos no linfonodo
drenante (confinamento linfocitico). Essas agdes teoricamente aumentariam a
probabilidade de efetiva interacdo entre antigeno e APCs ou linfécitos antigeno-
especificos. O aumento de recrutamento destas células € devido a capacidade que
alguns adjuvantes tém em ativar complemento. (BOMFORD, 1989; ALEXANDER
& BREWER, 1995).

3.3.1.8. Capacidade de apresentacao

E definida como a habilidade de um adjuvante em preservar a integridade
conformacional de um antigeno e apresenta-1o a células imunes efetoras apropriadas.
Ocorre quando um adjuvante é capaz de interagir com um antigeno de tal forma que
0s epitopos conformacionais sdo mais efetivamente mantidos, aumentando assim, a
atividade in vivo e o tempo de estocagem . Essa apresentacdo antigénica confere trés
principais  beneficios:.  maximizagdo da quantidade de  anticorpos
conformacionalmente relevantes (neutralizantes), influéncia na afinidade dos
anticorpos e na duracéo da respostaimune (COX & COULTER, 1997).

3.3.1.9. Ativagéo do complemento
Adjuvantes como o hidroxido de aluminio ativam complemento, o que

poderia contribuir para a quimioatragdo de monaocitos e sua ativagdo, e tambeém

facilitar a deposicéo de antigeno nas células dendriticas dos foliculos linféides que
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exibem receptores para complemento e sdo responsaveis pela geracéo de células B
de memdria (BOMFORD, 1989; HUNTER, 2002).

3.3.1.10. Inducéo deresposta T citotoxica por células CD8+ (CTL)

Para um adjuvante ser Util para inducdo de CTL, ele deve facilitar a
incoorporacdo ou persisténcia de peptideos apropriados a nivel de MHC-I. 1sso pode
ser conseguido de duas formas. o adjuvante interagir de alguma forma com a
membrana celular de modo que o antigeno associado com o adjuvante segja
depositado dentro do citosol em uma forma adequada para processamento no
proteossoma. Isso pode ocorrer por fusdo com a membrana externa ou por
endocitose/pinocitose seguida de fusdo da membrana endossOmica ou ruptura
(escape endossomal) (COX & COULTER, 1997). Alternativamente, PARTIDOS et
al. (1996) sugerem a possibilidade de inducdo de CTL por diretaligacéo do antigeno

ao MHC-| vazio externamente exposto.

3.3.1.11. Agao sobre receptores da resposta imune inata

O DNA pode também ser utilizado como adjuvante. De acordo com
KRIEG et al. (1999) apesar do DNA ser mais comumente conhecido como a “planta
da vida’, ele pode também ter outras atividades biologicas distintas da sua
capacidade para codificar genes. Diferentemente do DNA de vertebrados, o
bacteriano induz proliferacdo de células B e secrecdo de imunoglobulinas e
citocinas. A ativagdo linfocitica é causada por dinucleotideos CpG ndo metilados,
gue estdo presentes em uma frequéncia esperada de 1:16 (um por dezesseseis)
dinucleotideos no DNA bacteriano, porém subrepresentados (supressdo da CpG) e

metilados no DNA dos vertebrados. Ativacdo de células B pode também ser

18



desencadeada por oligodeoxynucleotideos sintéticos (ODNSs), que contém um
dinucleotideo CpG ndo metilado no contexto de uma sequéncia especifica. As
mol éculas CpG tém sido usadas a nivel experimental tanto com vacinas baseadas em

antigenos convencionais, quanto com as vacinas de DNA (KRIEG et al., 1998).

3.3.2. Classificagdo

Diferentes critérios sd0 usados para agrupar os adjuvantes (COX &
COULTER, 1997). Neste mesmo trabalho, os autores propuseram dividi-los em
particulados e ndo particulados. Os primeiros existem como particulas
microscopicas e devem parte da sua atividade adjuvante a esta propriedade. Como
exemplos principais podemos citar os sais de aluminio, as emulsdes w/o e o/w,
ISCOMs, lipossomos e microparticulas. JA os adjuvantes ndo particulados
geramente sdo imunomoduladores, apesar de possuirem alguma habilidade em
liberar um imundgeno para células efetoras (capacidade de “targeting”). Muramyl
dipeptide (MDP) e derivados, blocos copoliméricos ndo-iénicos, saponinas, lipidio
A, citocinas, polimeros carboidratos, toxinas bacterianas sdo alguns exemplos.

Para ALEXANDER & BREWER (1995) a mais ldgica classificacdo dos
adjuvantes seria a proposta por WOODARD (1990), em que os adjuvantes seriam
divididos, com base em suas caracteristicas fisicas, em trés principais grupos:
adjuvantes surfactantes, adjuvantes vesiculares e adjuvantes sollveis em é&gua.
Hidréxido de aluminio, saponina, ISCOMs sdo classificados como adjuvantes
surfactantes. No grupo dos adjuvantes vesiculares podemos citar as emulsdes w/o
como os adjuvantes completo (FCA) e incompleto (FIA) de Freund e as emulsdes
w/o.

MARCIANI (2003) propde duas novas alternativas para classificacéo dos
adjuvantes. Em vez de classificdlos com base em suas propriedades quimicas e

fisicas, propde classifica-los de acordo com a resposta imunolégica que
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proporcionam. Na primeira alternativa, os adjuvantes seriam classificados de acordo
com a sua capacidade em estimular uma imunidade Thl ou Th2, sendo depois sub-
classificados de acordo com a sua estrutura quimica. Na segunda alternativa, os
adjuvantes poderiam ser classificados de acordo com a sua capacidade em estimular
uma imunidade inata ou adaptativa, sendo isso demonstrado por diferencas

significantes em seus receptores celulares e mecanismos de acéo.

3.3.3. A saponina como adjuvante

Saponinas € um grupo heterogéneo de esterdis glicosideos e triterpendides
glicosideos que estdo presentes em uma ampla variedade de plantas, distribuidas
pela casca, folhas, caule, raizes e flores (MILGARTE & ROBERTS, 1995). As
comercialmente obtidas sdo de quatro fontes principais. Smilax ornata, Gypsophila
paniculata, Saponaria officianalis e Quillaia saponaria (BARR et al., 1998).

A moderna tendéncia no desenvolvimento de vacinas em direcdo ao uso
de proteinas recombinantes atamente purificadas, as quais sdo pobremente
imunogénicas quando administradas de forma isolada ou em combinacdo com sais
de aluminio, tem direcionado a pesquisa a0 adjuvante saponina, o qua tem a
habilidade de estimular a resposta mediada por células, assm como aumentar a
producéo de anticorpos (BARR et al., 1998). As saponinas sdo estimuladores de
linfocitos B “in vitro” (DALSGAARD et al., 1999) e, “in vivo” ha evidéncias de
efeito imunoestimulatorio inespecifico; a administragdo oral de saponina em cobaios
glicitou efeito imunoestimulatorio inespecifico, assim como cobaios vacinados
intraperitonealmente contra raiva mostraram maior resisténcia a desafios apos
administracéo oral de saponina (CHAVAL & CAMPBELL, 1987).

Quanto a0 seu modo de acdo, BAR et al. (1998) citam “targeting”,

apresentacdo antigénica, a imunomodulacdo e a inducéo de resposta T citotoxica
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SCOTT et al. (1985) acrescentam ainda o0 aumento da retencéo do antigeno no local

dainoculagéo (geracdo de depdsito).

3.3.4. Microesferas biodegradaveis como sistemas de liberacéo lenta

Para serem usados a campo, os adjuvantes devem aumentar a resposta
imune especifica contra patdgenos e melhorar a protecdo; devem ser estaveis e
seguros ja que efeitos secundarios podem ter impacto no crescimento e conforto dos
animais, no indice de reproducdo, ou causar danos nas carcacas, devem também ser
féceis de usar e terem uma boa relacéo custo-beneficio; um bom adjuvante deve
permitir uma reducéo da dose ou da concentragcao antigénica, diminuindo o custo da
vacina. (AUCOUTURIER, 2001).

O'HAGAN et al. (2001) afirmaram: “O mais apropriado adjuvante para
uso com um determinado antigeno vacinal depende em grande parte do tipo de
resposta imune que € requerida para a imunidade protetora.”

“Antigenos encondidos’ podem ser definidos como proteinas que ficam
normalmente fora do alcance do sistema imune do hospedeiro, quando da relacéo
hospedeiro-parasita, mas que, a0 serem inoculadas neste, elicitam uma resposta
imune protetora contra o parasita (ACKERMAN et al., 1980). Para estes tipos de
antigeno, a provavel falta de refor¢co durante a exposicdo natural aos parasitas
acarreta um problema imunolégico, a saber a manutencdo da resposta protetora.
Uma vez que nos poucos casos estudados esta resposta € puramente anticorpo (e
possivelmente complemento) dependente, e a eficacia da vacina depende da
manutencdo de elevados e constantes niveis de anticorpos. Atualmente, isso sO pode
ser feito por meio do uso de adjuvantes e algum progresso na tecnologia adjuvante
aumentaria a eficacia das vacinas. (WILLADSEN, 1999).

Uma promissora tecnologia para potencidizar caracteristicas

imunogénicas de antigenos € a microencapsulacdo em polimeros biodegradaveis
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(HILBERT et al., 1999). Sistemas de liberacgo poliméricos consistem de polimeros
gue liberam seu conteido de forma continua através do tempo. Sistemas de
liberagdo controlada permitem uma liberacdo continua ou pulsétil de antigenos
encapsulados, promovendo beneficios como a liberagdo para um local especifico, a
protecdo do antigeno da degradacéo, o maior conforto para o paciente, desde que ha
uma diminui¢cdo do nimero de doses requeridas, e dose antigénica mais eficiente, o
gue pode eliminar a necessidade de “boosters’ (LIMA & RODRIGUES JUNIOR,
1999; PEREZ et al., 2002). Isso é especiamente aplicavel a producéo pecuaria, onde
a administracdo de vacinas para um vasto nimero de animais € logisticamente
desafiadora, trabalhosa, estressante, e portanto contra-produtiva para os animais
(BOWERSOCK & MARTIN, 1999).

PRELS & LANGER (1979) introduziram a tecnologia dos liberadores
lentos no campo da imunizagdo, quando demonstraram, experimentalmente em
camundongos, que uma unica dose de um antigeno encapsulado em um polimero
inerte, com menos de 1mm de diametro, promovia titulos humorais comparavels aos
elicitados pelo mesmo antigeno emulsificado com adjuvante completo de Freund.
Estes titulos mantiveram-se por mais de seis meses.

Dentre os polimeros biodegradaveis comercialmente disponiveis,
destacam-se os poliésteres derivados dos &cidos lético e glicolico (PLGA) (LIMA &
RODRIGUES JUNIOR, 1999). Esses polimeros sdo quase sempre utilizados como
nanoesferas ou microesferas (MURAKAMI et al., 2000). As primeiras apresentam
um didmetro que varia de 10nm a 1000nm, enquanto as microesferas variam de
10m a 1000m segundo COX & COULTER (1997), 10m a 200C0Jm por
BOWERSOCK & MARTIN (1999) e 100m a 250 [Om de acordo com LIMA &
RODRIGUES JUNIOR (1999).

Microesferas PLGA sdo formadas principamente de dois modos.
Emulsificacdo simples (o/w) ou multipla emulsdo &gua — em — 6leo — em — &gua
(w/o/w) seguida de eliminagdo por solvente, sendo este Ultimo método o mais

empregado para encapsulacdo de proteinas (PEREZ et al., 2002). Trata-se de um
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método simples, de f&cil transposicdo para escala insdustrial e cuja realizacdo em
condigdes assepticas garante a estabilidade final do produto (LIMA et al., 2000).
THOMASIN e al. (1998) define os varios estdgios desse processo
microscopicamente. Os dados deste trabalho sugerem que as interagdes moleculares
entre polimeros, solventes e o agente acumulador dirigem a formagdo das
microesferas. Microesferas secas podem ser ressuspensas em um meio aguoso
VisCoso e injetadas pelas vias parenteral, oral e intranasal. Microesferas desse tipo
provém vantgjosa liberacdo pulsatil de proteinas usadas como vacinas e podem
induzir elevados titulos de anticorpos o0s quais persistem por mais de um ano apos a
imunizacéo.

No que diz respeito a resposta imune estimulada, a adjuvanticidade das
microesferas provou ser muito eficiente em termos de resposta Thl e Th2, assim
como em prolongar a apresentacdo antigénica e a manutencéo da protecdo em
modelos animais. Além da estimulacdo da proliferacdo de células T especificas, hda
inducdo de um forte resposta por anticorpos (ENGERS, 2003). A capacidade
adjuvante das microesferas € devida principalmente a sua habilidade de formar
depdsitos de antigenos, de onde sdo lentamente liberados durante um longo periodo
de tempo, em comparacdo com 0 antigeno que é administrado na forma livre;
capacidade de “targeting” e a protecdo do antigeno por armazenamento, com uma
lenta liberacdo dos antigenos restantes, o qual podem eliminar a necessidade de um
“booster” (GANDER et al., 1997; KISSEL et al., 1991; LIMA & RODRIGUES
JUNIOR, 1999).

Inimeras sdo as suas vantagens. Podem estabilizar proteinas; podem ser
preparadas com didmetros que facilitem sua fagocitose por macrofagos e outras
células apresentadoras de antigeno; por proteger o imunégeno microencapsulado da
degradacdo, podem ser administradas oralmente, oferecendo a possibilidade de
induzir imunidade mucosal especifica (JONES et al., 1995).

Outra grande vantagem desses adjuvantes € quanto a sua seguranca. De

acordo com DENG et al. (1999), polylactide (PLA) e seu copolimero polylactide-
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co-glycolide (PLGA) sdo largamente conhecidos como polimeros biodegradaveis
gue ndo causam efeitos adversos significantes no sangue e tecidos, assim como 0s
produtos de degradacéo sdo eliminados ou metabolizados facilmente. S&o também
muito estaveis apds produzidas e liofilizadas, o que faz com que possam ser
utilizadas em situagdes onde a refrigeracdo ndo é facilmente disponivel. Outra
vantagem que pode ser citada seria o fato destes polimeros terem sido aprovados
pelo FDA para uso em seres humanos como suturas absorviveis (BOWERSOCK &
MARTIN, 1999). Também, por serem quimicamente definidas, a liberacdo do
antigeno € uniforme e reproduzivel (LIMA & RODRIGUES JUNIOR, 1999).
Quanto a resposta imunoldgica, apresentam vantagens que incluem
potencializacdo da resposta imune, reducdo no nimero de inoculagdes requeridas,
assim como da quantidade total de imundgeno necessaria para gerar uma boa
resposta imune (ROSAS et al., 2001). Estes mesmos autores, utilizando como
antigeno o peptideo sintético SPf66, derivado de merozoitos e circunsporozoitos de
Plasmodium falciparum, encapsulado em microesferas PLGA, verificaram um
aumento da resposta imune humoral induzida pelo SPf66 quando encapsulado em
microesferas PLGA, mesmo com uma simples imunizacdo, sugerindo a
possibilidade de simplificacdo dos esguemas de imunizagdo. Neste trabalho
verificaram também que arespostafoi similar a do adjuvante completo de Freund.
IGARTUA et al. (1998), utilizaram BSA (soro albumina bovina) como
imundgeno nas seguintes formulages. enclausurado em microsferas PLGA, em
solugdo salina, emulsificado com adjuvante completo de Freund (FCA), e ainda um
grupo controle com as microesferas vazias. Verificaram que os nivels de 1gG BSA-
especificos para 0 BSA encapsulado nas microesferas PLGA foram
significativamente maiores do que agqueles da proteina em solucdo, mesmo quando a
dose administrada foi dez vezes menor, quando da adminstracdo destes por via
subcutanea. Ainda os mesmos autores concluiram que a atividade adjuvante das
microsferas encontrada foi comparada a do FCA, porém, ao contrario deste, estas

s80 biocompativeis e ndo induzem nenhuma reacdo adversa no local da injecéo.
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Acrescentam, também, que apds 20 semanas a resposta desapareceu em alguns
camundongos e em outros houve um significante decréscimo nos niveis de
anticorpos para 0 BSA solavel, tendo sido mantida a resposta ao antigeno
microencapsulado. Estes resultados est&o de acordo com os de O' HAGAN et al.
(1993), que trabalhando com ovoalbumina (OVA) encapsulada em microesferas
PLGA, verificou que os niveis de IgG OV A-especificos permaneceram altos durante
todo o decorrer do estudo (1 ano).

PARTIDOS et al. (1996) demonstraram, experimentalmente, a capacidade
das microesferas PLGA em promoverem uma forte resposta celular. Os resultados
deste estudo demonstram que uma simples imunizacdo parenteral com um epitopo
de células T citoliticas (CTL) em microesferas PLGA pode preparar in vivo células
efetoras capazes de matar células-alvo marcadas com peptideo ou infectadas com o
virus do sarampo, por um periodo de quatro meses apos a imunizacdo. MEN et al.
(1997) também encontrou um potente efeito adjuvante e/ou imunoestimulante com
microesferas biodegradaveis na elicitagdo de uma resposta imune mediada por
céulas.

Os excelentes resultados proporcionados pelas microesferas PLGA ndo se
limitam a admistracéo parentera. CARCABOSO et al. (2003), trabalhando com o
peptideo sintético SPf66, em camundongos, verificaram haver significantes titulos
de 1gG, superiores as solucdes vacinais por via oral e similares a vacinacdo por via
parenteral utilizando-se sais de aluminio como adjuvante.

Diversos outros estudos demonstram uma forte resposta imune utilizando-
se diferentes antigenos microencapsulados em microesferas biodegradaveis:
ELDRIDGE et al. (1991), ALONSO et al. (1994), JONES et al. (1995), MEN et al.
(1995), MEN et al. (1996), PARTIDOS et al. (1996), AUDRAN et al. (1998),
McKEEVER et al. (2002).

As vacinas utilizadas contra carrapatos promovem reducéo na nimero de
teledginas, no peso destas e dos seus ovos e na taxa de eclodibilidade. A principal

hipbtese para explicar essas ateracfes seria a interacdo de fatores existentes no
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sangue dos animais inoculados, os quais poderiam ser representados pelos
anticorpos, por proteinas do complemento e, provavelmente por citocinas, com as
proteinas de membrana das células digestivas, reduzindo a capacidade digestiva do
carrapato, seu ingurgitamento e consequente conversdo de componentes sanguineos
em vitelogenina (BALASHOV, 1972; SONENSHINE, 1991), a substancia que é
responsavel pela nutricdo do embri&o e da larva; sua falta seria o principal fator de
diminuicdo do peso dos ovos e da eficiéncia de eclodibilidade (PORTELA, 2000).
Portanto, se poderia deduzir que um adjuvante que promova elevados e constantes
niveis de anticorpos anti-SBm7462 potencializaria a eficicia deste peptideo no
controle do B. microplus.

Baseado no anteriormente exposto: atos niveis de anticorpos requeridos
pelos “antigenos escondidos’, juntamente com as hipoteses para 0 mecanismo de
acdo das vacinas contra 0 B. microplus se basearem, principalmente, na acéo de
anticorpos - em contrapartida altos niveis de anticorpos conferidos pelas PLGA em
diversos experimentos; aém de outras vantagens deste sistema de liberacdo como:
diminuicdo do nimero de doses/quantidade; aumento da imunogenicidade; e néo
toxicidade; é que se propls testar as microesferas PLGA em camundongos,
esperando-se que no futuro este sistema de liberag&o possa ser adicionado em uma
formulac@o comercia ao peptideo sintético SBm7462, potencializando a sua eficacia
no combate ao carrapato B. microplus.

Assim, este trabalho visou verificar se € possivel aumentar a eficicia do
peptideo SBm7462, utilizando as microesferas PLGA, em termos de producéo de

anticorpos, em camundongos utilizados como modelo experimental
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4—-MATERIAL E METODOS

4.1. Peptideo SBm7462

Como imunégeno foi utilizado o peptideo sintético SBm7462. Este peptideo €
constituido de 47 residuos de aminoacidos e é derivado da estrutura da proteina
Bm86. Foi desenhado no LBCH/BIOAGRO/DVT da Universidade Federa de
Vigosa e sintetizado com o auxilio da “Fundagdo Instituto de Inmunologia da
Colébmbia (FIDIC)” em Bogotd, Coldombia, sob condigdes GMP (“Good
Manufacture Procedure”), empregando a técnica de sintese em fase sdlida descrita
por MERREFIELD (1963) e modificada por HOUGHTEN (1985), de acordo com a

técnicat-Boc.

4.2. Peptideo SPf66

Este peptideo foi utilizado para se comparar a resposta do SBm7462
encapsulado em microsferas PLGA com outro peptideo sintético ja testado com o
referido liberador. O SPf66 € constituido de 45 aminoécidos e € derivado de

sequéncias de fragmentos protéicos de merozoitos e circunsporozoitos de
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Plasmodium falciparum. Foi produzido sob condi¢des GMP na “Fundagdo Instituto
de Inmunologia da Colémbia (FIDIC)” em Bogota, Coldmbia, utilizando a técnica
de sintese em fase solida descrita por MERREFIELD (1963) e modificada por
HOUGHTEN (1985), de acordo com atécnicat-Boc.

4.3. Adjuvante

O adjuvante utilizado para comparagdo com as PLGA foi a saponina
(Saponinea *) na dose de 75nmy/animal diluida em &gua milli Q estéril. Esta mesma
guantidade de saponina foi adicionada a 100 ng do peptideo SBm7462 para
inoculacdo no grupo que recebeu o peptideo SBm7462 emulsificado com este

adjuvante.

4.4. Liberador lento

Foi utilizado o polimero PLGA (poly-D,L-lactide-co-glycolide)
ResomerORG 506 PLGA? com um indice copolimérico 50:50 (porcentagem &cido

|&ctico/glicdlico) e uma viscosidade intrinseca de 0,8 di/g.

45. Animaisutilizados

Foram utilizados 120 camundongos BALB/c, com oito a dez semanas de
idade, pesando em torno de 20 gramas. Os animais foram gentilmente cedidos pelo

professor Carlos Orlategui Chaves e obtidos do biotério da Universidade Federal de

! Saponined UCB Leuven-Belgium
2 Boehringer Ingelheim K.G. (Ingelheim, Germany)
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Minas Gerais (UFMG). Estes receberam ad libitum &gua e ragdo comercial
peletizada com composi¢do nutricional adequada para esta espécie animal durante o
decorrer do estudo.

4.6. Local do estudo

Durante todo o decorrer do experimento, 0s animais permaneceram em
uma sala totalmente climatizada de forma a proporcionar um maior conforto térmico
(20-24°C) e de umidade (45-75%). Os 120 animais foram divididos em seis grupos
de 20, cada grupo em uma gaiola, com um regime di&rio de luz artificia de 12

horas.

4.7. Preparacao das microesferas

As microesferas contendo os peptideos SBm7462 e SPf66 foram
preparadas a partir de PLGA 50:50 (% é&cido lactico/glicdlico) por meio da técnica
de extracdo por solventes’emulsdo dupla (w/o/w) utilizando PVA (&cool
polivinilico) como um estabilizador. Em sintese, 250 mg de PLGA foram
dissolvidos em 5 mL de diclorometano e emulsificados com 250 mL de uma solucéo
aquosa 10% dos referidos peptideos por sonicagdo durante 30 segundos a 50 W. A
emulsdo resultante foi vertida em 25 mL de solucéo aquosa de PVA 8% em 1mM de
tamp&o HEPES pH 7,5 e emulsificada durante 5 minutos a 9500 rpm utilizando uma
turbina homogeinizadora para formar a emulsdo dupla (w/o/w). Finalmente, 50 mL
de uma solugdo de isopropanol a 2% foi adicionada e agitou-se por uma hora. As
microesferas foram coletadas por centrifugacdo a 10000g, e ressuspensas em agua
destilada, sendo este Ultimo procedimento repetido trés vezes. As microesferas puras

foram congeladas a seco.
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4.8. Microscopia eletronica

A microscopia eletrénica de varredura foi utilizada para observar a
morfologia e aparéncia da superficie das microesferas. Foi realizada no Centro de
Microscopia Eletronica do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal

de Minas Gerais. O protocolo utlizado foi o da rotina deste instituto.

4.9. Determinagdo do tamanho médio das microesferas

O tamanho médio das microesferas foi determinado por difracdo de raios
laser utilizando-se de um contador Coulterd LS130. A andlise foi redlizada na

Faculdade de Farméacia da Universidade do Pais Basco - Espanha.

4.10. Mensuracao da eficacia da microencapsulacéo

O total de peptideo microencapsulado foi estimado por meio do teste do
acido bicinconinico (BCA), apés a disrupgdo das microesferas com uma solucgéo de
NaOH 0,2 M. A eficiéncia da encapsulacéo (%) foi calculada por meio da carga
peptidica obtida (w/w) e da carga tedrica do peptideo (10%) nas microesferas,

utilizando a seguinte formula:
Ec (%) = (LA/ I—T) X 100
Onde:
Ec: eficiéncia de encapsulacédo
L A: carga peptidica obtida das microesferas

L+: cargatedrica do peptideo nas microesferas
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O peptideo associado a superficie foi avaliado por meio de suspensdo das
microparticulas em 20 Mm de solugédo salina fosfatada pH 7,4 e incubagdo a 37°C
sob continua rotagcdo orbital por 30 minutos. As microesferas foram sedimentadas
por centrifugacdo e o sobrenadante analisado para pesquisa do SBm7462 e do SPf66
pelo teste do acido bicinconinico. O peptideo associado a superficie representa a
porcentagem de peptideo total acumulado, o qual esta presente na superficie das

microesferas e, consequentemente, disponivel paraliberagcdo inicial.

4.11. Estudosdeliberacéo in vitro

Foram feitos para verificar a liberagdo dos peptideos das microesferas.
Resumidamente, 20 mg de microesferas foram colocados em tubos de teste contendo
2 mL de solucéo salina fosfatada 20 mM, pH 7,4 e incubadas a 37°C sob continua
rotacéo orbital. A intervalos de tempo de sete dias, até 59 dias para 0 SBm7462 e até
63 dias para 0 SPF66, as amostras foram centrifugadas a 10.000g por 10 minutos. O
sobrenadante foi coletado e quantificado usando o teste do acido bicinconinico. O
estudo da liberacé@o do peptideo foi continuado depois da substituicdo com o mesmo
volume de solucdo nova. PadrBes de liberac@o do peptideo foram gerados para cada
formulagdo das microesferas em termos de liberagc&o cumul ativa versus tempo.

O peptideo associado a superficie, o qual esta disponivel para liberacéo

inicial, foi determinado como descrito no item 4.9.

4.12. Analise daintegridade dos peptideos SBm7462 e SPf66 por HPLC-SEC e
por HPLC-RP

Para confirmar a integridade dos peptideos apdés o0 processo de

microencapsulagcdo, as microesferas congeladas foram dissolvidas em cloreto de
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metileno e os peptideos foram extraidos com tampéo fosfato salino (SPf66) e NaOH
0,2 N (SBm7462) para que fossem comparados com os peptideos nativos. No caso
do SPf66, as andlises foram feitas por exclusdo cromatografica (HPLC-SEC) na
coluna Superdex® 75 HR 10/30 usando elui¢do isocratica com carbonato de amonia
pH 7,7 durante 40 minutos a um indice de escoamento de 1 mL/minuto, com
deteccdo a 210 nm (SPf66). Para 0 SBm7462, utilizou-se da cromatografia de fase
reversa (HPLC-RP).

4.13. Analise da estabilidade do peptideo SBm7462 por dicroismo circular

Esta técnica foi utilizada para verificar a conformagdo estrutural do
peptideo SBm7462 nativo e apds encapsulacdo. Resumidamente, foi executada da
seguinte forma: preparou-se uma solucdo mée (2 mM) do peptideo em &gua
acetonitrilo (1:1), solvente em que este peptideo € completamente soltvel. A partir
desta solugdo foram preparadas diluicbes do peptideo (mM) em &gua e em
trifluoroetanol/agua (TFE/agua a 30% v/v). Os espectros foram tomados utilizando-

Se 0S seguintes parametros.

Temperatura: 20°C Sensibilidade: alta

Inclinagéo de dados: 0,2 nm Comprimento de onda: 260 —190 nm
Largura de banda: 1nm Velocidade de varredura: 20 nm/minuto
Resposta: 2 segundos Acumulagéo: 3

Para andlise do peptideo encapsulado, se fez necessério sua liberacdo das
microesferas com NaOH 0,2 N.

O equipamento utilizado para as andlises foi um espectropolarimetro
JASCO J810, da “Fundacién Ingtituto de Inmunologia da Colémbia (FIDIC)”,

provido de uma portacubetas termoestdvel conectada a um banho refrigerante
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Neslab. Os espectros foram medidos em cubetas de quartzo cilindricas (Hellma) de
0,01 cm de passagem de luz; calibrado com &cido d-10-camforsulfénico, com

correcdo dalinha base e andlise dos resultados mediante um programa Jasco.

4.14. Estabilidade do peptideo SBm7462 a diferentes pHs

A técnica de dicroismo circular foi realizada para verificagcdo da
estabilidade deste peptideo a diferentes pHs. O peptideo foi dissolvido em agua
destilada-deionizada, gustando-se 0 pH com NaOH e HCI. Para observar a
estabilidade do peptideo, a diferentes pHs, se tomou a parte sollvel de cada solucéo
(pH 0,5, pH 12,0 e pH 6,0) e se determinou sua estrutura por dicroismo circular

(como descrito no item anterior).

4.15. Protocolo deimunizacao

Foram utilizados seis grupos de 20 animais, tendo cada grupo mais cinco
animais de reserva para reposicdo. Os animais foram inoculados subcutaneamente,
no dorso, a cada trés semanas, em um numero total de doses igual a trés, de acordo
COM 0S Sseguintes tratamentos:

- Grupo | (controle do adjuvante saponind): animais em gue foram

inoculados 75ng de saponina diluidos em 100nL de agua milliQ;

- Grupo Il (controle): animais inoculados com 100 . de agua milliQ;

- Grupo Ill: inoculados com o peptideo SBm7462 emulsificado com o

adjuvante saponina numa proporc¢ao de 75nmg de saponina para 100ng
de peptideo diluidos em 100nL de agua milliQ;

- Grupo IV (controle da PLGA): inoculados com as microesferas vazias,
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- Grupo V: animais imunizados com o peptideo SBm7462 encapsulado
nas microesferas PLGA;
- Grupo VI:. animais imunizados com o peptideo sintético SPf66
encapsulado nas microesferas PLGA.
As formulagdes contendo PLGA eram reconstituidas com PBS pH 7,2
antes do uso e esta solucdo era administrada em uma dose de 100mL por

camundongo (nos tratamentos V e VI esta solucéo continha 100ng de peptideo).

4.16. Coleta do sangue dos animais

Os camundongos foram sangrados antes da primeira imunizagdo e a
intervalos periddicos (a cada sete dias) durante 21 semanas, através do plexo retro-
orbital, sob anestesia com éter. As amostras de sangue foram coletadas sem uso de
anticoagulante e depois centrifugadas para a separagcdo do soro, 0 qua era
armazenado a —20°C até arealizagdo de ELISA indireto para deteccdo de IgGs anti-

peptideos, como também para a realizacdo dos testes de fungdo hepética.

4.17. Deteccdo de 1gGs anti-Sbm7462 e anti-SPf66 por meio da técnica de
ELISA indireto

Anticorpos da classe 1gG anti-SBm7462 e anti-SPf66 foram detectados
pelo ELISA adaptado para peptideos sintéticos. Resumidamente, as placas de
ELISA foram sensibilizadas com uma solucéo de tamp&o carbonato pH 9,6 (0,159g
Na,COj3; 0,293g NaHCO5; H,0 milli Q g.s.p. 100mL), na qua os peptideos foram
diluidos na quantidade de 1ng/well, deixando-se adsorver a temperatura ambiente
por um tempo médio de 12 h. Decorrido este periodo, as placas foram lavadas duas

vezes com tampdo de lavagem (9,0g de NaCl; 0,5mL Tween 20, H,O dd g.s.p.
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1000mL), sendo em seguida armazenadas em geladeira por quatro a cinco dias.
Passado este periodo, as placas foram retiradas da geladeira e, apés atingirem a
temperatura ambiente, foi adicionada a solugdo de blogueio — caseina 2% em PBS
pH 7,6 (4,25g NaCl; 0,64g Na,HPO,; 0,068g NaH,PO,.H,O; H,O milli Q g.s.p.
500mL) por uma hora a temperatura ambiente. As placas foram lavadas duas vezes
e, posteriormente, adicionou-se 200ni/well dos soros dos animais do experimento
diluidos 1:100 em tampéo de incubagdo (87,5 mL de PBS pH 7,6; 12,5 mL de
caseina 2% em PBS pH 7,6; 50nL de Tween 20), deixando-se incubar por duas
horas a temperatura ambiente. As placas foram lavadas seis vezes com tampéo de
lavagem e procedeu-se a incubagdo, por duas horas, a temperatura ambiente, do
anticorpo secundério — 1gG de coelho anti-lgG de camundongo conjugada com
peroxidase (Sigmaa * titulo 1:40.000), diluida em tamp&o de incubacdo, no volume
de 100mL/well. As placas foram lavadas seis vezes com tampdo de lavagem e
adicionou-se a solucéo reveladora no volume de 100ni/well, composta de 20mL de
tampdo substrato (7,199 Na,HPO,, 5,199 acido citrico e H,O milli Q g.s.p.
1000mL), 4mg de O. P. D. ( g- fenildiaminobenzeno) e 2,5nL de H,0,, por um
periodo de 20 minutos em local escuro. A reagdo foi parada com 30nL/well de &cido
sulfarico 1:20. A leiturafoi realizada em leitor de ELISA® a492nm.

Para discriminar o ponto de corte entre positivo e negativo para a resposta
sorolégica mensurada no teste de ELISA, foi usada a adicéo de dois desvios padroes
aos controles negativos. Os resultados foram expressos como a média = desvio

padréo (DV) para cada grupo de camundongos.

* Anti Mice Peroxidase Conjugate (Antibody Developed in Rabbit) 1:40.000-Sigma, USA
® Titertek Multiskan Plus — USA
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4.18. Testesdefuncédo hepética

Para verificar a ocorréncia de possiveis distirbios funcionais hepaticos,
nos diferentes tratamentos, foram realizados testes para dosagem das proteinas totais
e da albumina, além das enzimas AST (aspartato aminotransferase, denominada na
nomenclatura antiga TGO — transaminase glutamico-oxalacética) e ALT (alanina
aminotransferase, antigamente denominada TGP — transaminase glutamico-
piravica). Foram utilizadas amostras de soro de seis animais por tratamento, no dia
zero e depois a cada trés semanas, até a décima quinta semana. Os resultados foram
expressos a partir da média aritmética dos val ores encontrados para os camundongos
utilizados na amostragem. As andlises eram realizadas com o0 equipamento de

dosagens multiparamétrico de bioquimica Alisé e “kits’ da marca Biolab.

4.19. Coleta dos bacos

Foram coletados os bacos para verificagdo da resposta imune e outras
alteracoes histol 6gicas decorrentes da imunizacdo com os diferentes tratamentos. Foi
realizada necropsia em um camundongo de cada tratamento no dia zero, trés, seis e
nove dias apds a segunda e dois, quatro e seis dias apos a terceira inoculacdo. Os

animais para a coleta foram escol hidos a eatoriamente.

4.20. Histologia dos bagos

Os fragmentos dos bacos foram fixados em formol 10%, neutro
tamponado (pH 7,2) por 24 horas. Apos fixagdo, os fragmentos foram armazenados
em acool 70% até a posterior desidratacdo e inclusdo. A desidratacdo procedeu-se

em solugdes acoolicas crescentes (70%, 80%, 90% e 100% | e Il), permanecendo
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durante 1 h em cada solucdo alcodlica. Posteriormente, os fragmentos foram
diafanizados em xilol e incluidos em Paraplast (PROPHET et al., 1992).
Redlizaram-se cortes histolégicos seriados de 5mm de espessura em
micrétomo de rotacdo SPENCER®, os quais foram corados segundo a técnica de
Hematoxilina-Eosina (H& E).
As laminas foram analisadas com auxilio de microscopio optico binocular
ECLIPSE E600'.

4.21. Andlise estatistica

Inicidlmente, todas as varidveis, da resposta humora e dos testes de
funcéo hepatica, foram submetidas aos testes de Lilliefors e de Cochran e Bartlett.

Como as varidveis ndo atenderam aos pré-requisitos de normalidade e
homocedasticidade, mesmo apos transformacdo, foi feita a andlise ndo paramétrica
de Kruskal-Wallis aum nivel de 5% de probabilidade.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa
estatistico SAEG versdo 8.X.

® American Optical Company
" Microscépio Optico Eclipse E600 — Nikkon - Japan
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5-RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1. Preparacao das microesferas

Consistiu na dispersdo de uma solugdo aquosa do imundgeno (w) a ser
encapsulado em uma solucéo de polimero em solvente organico (diclorometano) (o).
Esta primeira solugdo w/o foi novamente emulsificada com uma solugdo aquosa que
continha um agente tensoativo adequado, o acool polivinilico, formando uma dupla
emulsdo w/o/w. A posterior extragdo do solvente organico fez a fase externa aguosa
dar lugar a formagdo das microesferas, que quando observadas sob microscopia
eletronica de varredura (Figura 1), mostraram-se lisas e esféricas, sem observacdo de
poros em sua superficie, sendo estes fatores demonstradores do sucesso da técnica
de encapsulacdo. IGARTUA et al. (1997b) trabahando com abumina bovina
encapsulada em microesferas PLGA encontraram resultados semel hantes.

A técnica de encapsulacdo-extragcdo do solvente, também chamada
emulsio dgua-em dleo-em &gua (w/o/w) (VAN DE WEERT et al. 2000; PEREZ et
al., 2002), tem sido amplamente utilizada devido a sua smplicidade (IGARTUA et
al.,, 1997a). Esta técnica é a mais comumente empregada para promover

encapsul acdo de proteinas em matrizes polimeéricas (PEREZ et al., 2002).
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Figura 1. Eletronmicrografia de varredura das microesferas PLGA

contendo o peptideo SBm7462 encapsulado. Aumento de
25.000X
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5.2.  Mensuracao da eficacia da microencapsulacdo

5.2.1. Peptideo SBm7462

Apoés a disrupcdo com NaOH das microesferas contendo o peptideo e
posterior quantificagdo por meio do teste do &cido bicinconinco, utilizou-se da
formula citada por CASTELLANOS et al (2001) para calcular a sua eficacia de
encapsulacao, que foi da ordem de 60%.

De acordo com PORTELA (2000), o peptideo SBm7462 apresenta um
ato grau de hidrofobicidade. Este fator pode ser apontado como um dos
responsaveis pela sua baixa eficiéncia de encapsulacdo, uma vez que o peptideo é
diluido em uma solucdo aguosa na primeira fase do processo de emulsdo dupla
(w/o/lw). Além deste, diversos fatores determinam a eficiéncia da encapsulacdo de
antigenos em microesferas biodegradaveis PLGA. CASTELLANOS et al. (2001)
verificaram que a elevada intensidade do processo de homogeneizagcdo na emulséo
w/o promove uma diminuicdo no tamanho das microesferas e um aumento na
eficiéncia de encapsulagdo. Ainda segundo estes autores, MAA & HSU (1997)
reportaram que a eficiéncia de encapsulacdo depende do tamanho da particula da
proteina usada na encapsulacdo. Esses autores, trabalhando com soroalbumina
bovina (BSA) encapsulada em microesferas PLGA, observaram gque quanto maior a
relacdo tamanho das particulas protéicas/tamanho final das microesferas, menor a
eficiéncia de encapsulagcdo. O peptideo SBm7462 é bastante similar em tamanho ao
SPf66, diferindo deste apenas em dois aminoacidos, permitindo concluir que, o
tamanho do peptideo n&o interferiu na eficiéncia de encapsulacéo, discordando com
0 encontrado por MAA & HSU (1997), que trabalharam com proteinas integras e de
alto peso molecular como aBSA.

O peptideo associado a superficie € um indicador da eficiéncia da
encapsulacdo (ALONSO et al., 1994) e é equivalente ao peptideo liberado no

primeiro dia dos estudos de liberacdo in vitro. Como pode ser observado na Figura

40



2, representa 40,6% do peptideo total encapsulado, o que pode vir a explicar os
baixos resultados na resposta humoral quando comparam-se 0S mesmos com 0S
obtidos com o peptideo emulsificado com o adjuvante saponina. Disto coligimos
gue o peptideo associado a superficie foi rapidamente liberado e consequentemente
degradado, tendo como resultado uma menor resposta imunol égica no que se refere

aproducdo de 1gGs SBm7462-especificas.

5.2.2. Peptideo SPf66

Utilizando-se da metodologia ja descrita para o SBm7462, verificou-se
gue este peptideo apresentou uma eficacia de encapsulacdo de 85%, a qual é
considerada muito boa. Este peptideo apresenta uma ata hidrofilicidade, como
verificado quando da sua diluicdo em solugbes aquosas, 0 que explica sua ata
eficiéncia de encapsulagdo. Como verificado na resposta imunologica obtida, tanto
no que se refere a produgdo de imunoglobulinas especificas a este peptideo, quanto
as alteracdes histoldgicas dos bacos dos camundongos com este imunizados, como
também pelos resultados mostrados em experimentos anteriores (ROSAS et al.,
2001, ROSAS et al., 2002; CARCABOSO et al., 2003), este sistema de liberagéo se
mostra bastante apropriado a encapsulacéo deste peptideo sintético.

Este peptideo foi utilizado como um controle das microesferas PLGA, no
sentido de demonstrar que este sistema de liberagéo é eficaz quando usado para
encapsulacdo de peptideos sintéticos. Foi escolhido em razdo da sua grande
similaridade com o SBm7462, no que se refere a tamanho e modo de confeccéo,
como também por ja ter mostrado bons resultados com as PLGA no gue se refere a

elicitacdo de uma forte resposta imunol 6gica.
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5.3.  Tamanho das microesferas

Por meio de difragdo por raios laser se determinou o tamanho das
microesferas. As que continham o peptideo SBm7462 mostraram tamanhos que
variaram entre 0,96mm e 2,82nm, sendo 1,63mm o tamanho médio. As microesferas
contendo o SPf66 mostraram um tamanho médio de 1,3mm.

O tamanho das particulas € influenciado por vérios fatores, tais como a
concentragdo do polimero, a concentracdo do agente emulsificante e 0 método de
homogeneizacdo para preparar a primeira emulsdo w/o. IGARTUA et al. (1997a)
trabalhando com BSA encapsulada em microesferas PLGA observou que havia uma
diminuicdo da particula a medida que se reduzia a concentracdo da solucdo do
polimero. Efeito inverso foi observado quanto a concentracdo do agente
emulsificante. Ao aumentar sua concentragdo se verificou uma diminuicdo do
tamanho da particula. Quanto ao método de homogeneizacdo, IGARTUA et al.
(1997b) verificaram que microesferas preparadas por homogeinizagdo com vortex
foram significativamente maiores que as homogenei zadas por sonicacéo.

O didametro das microesferas tem uma importante funcdo na interagdo com
células fagociticas. De acordo com RODRIGUES et al. (1994) e TABATA &
IKADA (1988), a fagocitose de particulas biodegradaveis e ndo biodegradaveis tem
sido reportada ser dependente do seu tamanho, carga superficial e hidrofobicidade.
Apbs administracdo subcuténea, microesferas PLGA com diametro entre 1nm e
10mm s&o rapidamente fagocitadas por mondcitos recrutados para o local da injegéo,
desse modo provendo uma liberacdo intracelular do antigeno. Particulas com
didmetro superior a 10mm poder8o permanecer como um depdsito no local da
injecdo, provendo uma liberacdo continua do antigeno (LIMA & RODRIGUES
JUNIOR, 1999). Ainda segundo estes autores, o didmetro das particulas mostra uma
importante funcéo na inducado de protecdo por imunizacdo parenteral. O HAGAN et

al. (1993), trabalhando com soroalbumina bovina encapsulada em microesferas
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PLGA, observaram gue houve uma resposta mais significante com particulas de
1,5mm do gue com as acima de 73nm.

Provavelmente os didmetros das microesferas contendo os peptideos
sintéticos SBm7462 e SPf66 sdo 0s que proporcionam uma melhor resposta
imunolégica, quando se leva em consideracdo os resultados encontrados por O
HAGAN et al. (1993).

54. Estudosdeliberacéoin vitro do peptideo SBm7462

Como pode ser observado na Figura 2, o peptideo mostrou um pico de
liberacdo inicia de 40,6% (efeito “burst”), seguindo-se uma segunda fase de
liberacdo lenta até o 37° dia de mais 33% do peptideo. O HAGAN et al. (1994),
MEN et al. (1996) e IGARTUA € al. (1997b), encontraram resultados semel hantes.
IGARTUA € al. (1997b) creditaram este efeito “burst” a liberacdo da proteina
adsorvida a superficie das microesferas. Segundo estes mesmos autores, este efeito é
consequéncia de uma elevada quantidade de proteina presente na superficie das
microparticulas, devido a uma incompleta microencapsulacdo. Esta hipétese é
ratificada quando comparamos o perfil de liberagdo do peptideo SBm7462 com o
perfil do SPf66, em que a eficiéncia de encapsulacdo é da ordem de 85% e o efeito
“burst” observado foi em torno de 25% (Figura 2). A segunda fase deve-se a
liberagdo da proteina por meio de difusdo pelos poros preenchidos com agua, e tem
sido associada a degradacéo do polimero e subsequente erosdo da matriz polimérica
(ALONSO et al., 1994).

Quando compara-se o perfil de liberacdo do peptideo SPf66 com o do
SBm7462, observa-se que 0 SBm7462 apresentou um perfil de liberagcdo mais
precoce. Aos cinquenta e um dias observou-se uma porcentagem de liberacdo total
de 98%, contrastando com os 80% do SPf66 no mesmo periodo, o que pode ser

explicado pela grande quantidade de SBm7462 liberada iniciamente (efeito
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Ensaio de liberacdo dos peptideos SBm7462 e SPf66
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Figura 2: Liberagdo in vitro dos peptideos SBm7462 e SPf66 de microesferas PLGA em
tampao fosfato salino 20mM pH 7,4. O periodo de ensaio foi de 59 dias para o

SBm7462 e de 63 dias para o SPf66.
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“burst”). Estas observagdes podem gudar a explicar a resposta imunolégica
significativamente maior do SPf66 em relacdo ao SBm7462, acreditando-se que, por
este dltimo ter sido mais rapidamente liberado foi também mais rapidamente
degradado. Contudo, é importante levar em consideracdo que este € um ensaio in
vitro, tentando simular condigdes fisioldgicas que nos permitem ter um indicio da
cinética de liberacdo in vivo, ndo podendo, portanto, estes dados serem

compl etamente extrapolados (ROSAS, comunicagdo pessoal ).

5.5. Estudosdeliberacéoin vitro do peptideo SPf66

Foi observado um perfil de liberagdo trifasico (Figura 2) para este
peptideo, concordando com resultados anteriores (ROSAS et al., 2001). Apds um
“burst” inicial de 25%, seguiu-se uma fase lenta de liberacdo por um periodo de
vinte e nove dias. Por Ultimo, observou-se uma terceira fase, de liberag&o crescente,
por um periodo de trinta e quatro dias. Ap0Os sessenta e trés dias, aproximadamente
80% havia sido liberado.

5.6. Integridade dos peptideos SBm7462 e SPf66

Apés a disrupgdo das microesferas contendo o peptideo SBm7462, este
foi analisado por HPLC-RP. A Figura 3B mostra o perfil cromatografico do
SBm7462 apos o processo de microencapsulacdo. Pode-se observar um grande sinal
com tempo de retencdo entre 1 e 2 minutos que s&o atribuidos a sais ou produtos de
degradacdo do polimero das microesferas. Esta solucéo foi dializada para obtencéo
de um perfil cromatografico mais limpido e posteriormente analisada por HPLC-RP
(Figura 3C). Nesta figura podemos observar um sinal principal com tempo de

retencdo de aproximadamente 21 minutos, correspondente ao peptideo nativo

45



1 42
£3 OFE = ]

TITLE o80T a

SRETCIIOEY AT S = CEEEE R D sy Jewl pheacoie
DEEBATER WA = DAL WL B

SIELl Moz = 1 G

Tl s & T IpE == 7 i Gt 3 213

SEQ 5

ATT 8 OFFS e 11766503

[
b

TITLE BATE

METHOD NAME : Y oot cheu e Hat
OPERATER W&ME = HPLC e s
SEQ MO, = G

ATE & TIME = 117,88/-83 13:46

SEQ a2
&TT =2 oaFrrs b Lis 1L 03 Tl:452

TITLE DAaATE

HMETEODR NaME = ALy DI
SPERATER HamE =, T,

SEL MO = B T

DATE & TIME = 1i,1 002 12159
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(comparar com a Figura 3A referente ao perfil cromatogréfico do peptideo antes da
encapsulacdo), o que faz concluir que este peptideo ndo sofreu nenhum tipo de
alteracdo ap0s o processo de microencapsulacéo.

Quanto a andise da integridade do peptideo SPf66 apds a
microencapsulacdo, foi similar a encontrada por ROSAS et al. (2001), a0 andis&lo
por exclusdo cromatogréfica (SEC-HPLC) e também por eletroforese capilar (CE).
Comparando-se o peptideo nativo, o peptideo liberado no primeiro dia e o peptideo
extraido das microesferas, verificou-se que os perfis cromatograficos e
eletroforéticos destes dois Ultimos sdo similares aos do peptideo nativo, sugerindo
gue a sua integridade ndo foi afetada pelo processo de encapsul agéo.

Durante a formulagéo das microesferas, pelo processo de evaporagcdo por
solvente, as proteinas sdo frequentemente expostas a varias condigoes desfavoraveis,
especiadmente a sonicagd e a exposicdo ao solvente organico (diclorometano)
(IGARTUA et al., 1998), aém da tensdo superficial (ROSAS et al., 2001). No caso
do solvente orgéanico, as proteinas por terem atividade de superficie tendem a
adsorver a interface &gua/solvente orgéanico; esta adsor¢do causa desdobramento
protéico, inativacdo e agregacdo irreversivel na primeira etapa do processo de
emulsio (PEREZ et al.,, 2002). Contudo, como verificado, ndo se observou
degradacdo peptidica em nenhum dos peptideos. ROSAS et al. (2001), trabalhando
com o SPf66, creditou este fato a origem do peptideo (sintese em fase solida), onde
solventes organicos e tensdo superficial sdo usados para obter o imundgeno
sintético. Os achados acima inferidos poderiam ser aplicados ao SBm7462, posto

gue também sua sintese foi em fase solida.

5.7. Analise da estabilidade do peptideo SBm7462 por dicroismo circular

Esta técnica € aplicada para andlise de conformacéo de peptideos, e tem

uma alta sensibilidade de conformacéo molecular e relacdo estereoquimica, 0 que a
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faz ideal para a deteccéo de diferencas e mudancgas conformacionais. As andlises de
dicroismo foram realizadas com o peptideo nativo (Figura 4) e com o petideo apds
desencapsulacdo (Figura 5). O espectro obtido por estas andlises demonstra que o
peptideo extraido das microesferas mostra uma conformacdo helicoidal, o que
demonstra que ndo houve adteracdo conformacional apds o processo de
microencapsul agao.

Quando se empregou esta técnica para verificacdo da estabilidade do
peptideo SBm7462 quando submetido a diferentes pHs, observou-se que este
peptideo conserva sua conformacdo helicoidal nos trés pHs ensaiados. Uma
conclusdo adicional € que o peptideo € mais solivel em pHs acidos do que em
basicos. Esta caracteristica € desgjavel, ja que, de acordo com BOWERSOCK &
MARTIN (1999), em Medicina Veterinaria, dém do custo da tecnologia, 0s
pricipais fatores limitantes sGo a estabilidade do antigeno durante o processo de
fabricacéo e o fato de que a quebra do polimero in vivo cria um ambiente acido que
pode aterar os epitopos antigénicos tornando a vacinainefectiva.

Os resultados de dicroismo circular e HPLC-RP nos permitem concluir
que O peptideo SBm7462 € resistente a0 processo de microencapsulacdo em
particulas biodegradéaveis PLGA, como também a técnica de dicroismo da
evidéncias que sgja estavel apds microencapsulado e introduzido num organismo
animal (in vivo), mostrando-se desta forma apropriado a encapsulacdo neste sistema

de liberagéo.
5.8. Cinética de anticor pos da classe |gG anti-peptideos sintéticos SBm7462 e
SPf66
Foi utilizado o ELISA devido & boa sensibilidade e especificidade
apresentadas em experimentos anteriores com o SBm7462 (PIMENTEL, 2002 e

PATARROYO et al., 2002), como também ao seu baixo custo e praticidade. Outro
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FUNDACION INSTITUTO DE INMUNOLOGIA DE COLOMBIA

FIDIC

Mol. Bllip.
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7462 (8) (5088 gimol) CLSKHVLRKLOACEHCDCGEWGAMNMTTRSSICSDFGNEFCRNAC

PEPTIDO ANTES DE MICROENCAPSULAR

Figura 4. Andises de dicroismo circular em TFE 30% para o peptideo

SBm7462 antes da encapsulacdo nas microesferas PLGA.
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FUNDACION INSTITUTO DE INMUNOLOGIA DE COLOMBIA

FIDIC
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PEPTIDO DIGERIDO DESPUES DE MICROENCAPSULAR

Figura 5: Andlises de dicroismo circular em TFE 30% para o peptideo SBm7462
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fator importante que pode ser citado € o fato desta técnica ja ter sido testada por
varios autores com antigenos derivados de carrapatos (KEMP et al, 1986;
OPDEBEECK et al.,, 1989; WILLADSEN et al., 1989; JACKSON &
OPDEBEECK, 1994; KIMARO & OPDEBEECK, 1994; VAZ JUNIOR et al.,
1994; PENICHET, 1994, EHRENHOFER & OPDEBEECK, 1995), formas
recombinantes da proteina Bm86 (WILLADSEN & MCKENNA, 1991) e peptideos
sintéticos baseados na estrutura de Bm86 (SHARP et al., 1990, OLIVEIRA, 1998).

O peptideo sintético SBm7462 mostrou resultados estatisticamente
significantes em relacdo aos controles (dgua, saponina e PLGA vazia) tanto
emulsificado com a saponina quanto encapsulado com as microesferas PLGA
(Quadros 1 e 2). As diferencas estatisticas entre os tratamentos com o SBm7462
(tanto encapsulado com PLGA quanto emulsificado com a saponina) comecaram a
evidenciar-se apds a quarta semana e perduraram até a décima terceira semana para
a associagdo peptideo-microesferas e até o final do experimento para a peptideo-
saponina. Estes dados estdo em desacordo com os encontrados por PIMENTEL
(2002) e PATARRQOY O et al. (2002), em que as diferencas estatisticas comegaram a
ser evidenciadas ap0s a segunda inoculacdo. Acredita-se que este fato seja devido a
espécie animal utilizada, visto ndo ter havido diferenca estatistica entre o grupo
imunizado com o peptideo emulsificado com saponina e 0 grupo imunizado com o
peptideo encapsulado nas microesferas. Nao deteccdo de nivels significativos de
imunoglobulinas da classe 1gG até a quarta semana, deve-se ao fato de que a
resposta, apds a primeira inoculagéo, corresponde a uma resposta imune priméria,
em que se tem a estimulagdo dos clones de linfocitos B reativos aos epitopos dos
peptideos pela primeira vez, com producdo indetectavel destas imunoglobulinas
(PORTELA, 2000).

Como evidenciado pelas Figuras 6 e 7, foi observada uma melhor resposta
humora em termos de producéo de IgG total quando o SBm7462 foi emulsificado
com o adjuvante saponina. A resposta a ambos os peptideos encapsulados nas

microesferas atingiu 0 pico maximo na décima semana. Resultado semelhante foi
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Quadro 1 - Médias de absorvancia optica (492nm) obtidas no ELISA indireto para
os grupos I, I, 11, IV e V. Os nimeros representam as médias de
absorvancia semanais, sendo que para cada soro de cada amostra foram
feitas duas repeticoes. Letras diferentes (a, b, ¢) seguindo os resultados,
na mesma linha, significam diferenca estatistica no Teste de Kruskal —
Wallis (p < 0,05). As inoculagdes foram realizadas nas semanas 0, 3 e
6. Legenda: saponina (1); agua milliQ (11); SBm7462 + saponina (l11);
PLGA vazia(1V); SBm7462 + PLGA (V).

SEMANA GRUPOS
| T MM vV V
0 0,0212 0,0212 0,0222 0,062° 0,072°
1 0,057° 0,051% 0,061° 0,048% 0,057°
2 0,053? 0,059% 0,053% 0,055 0,062°
3 0,055° 0,056° 0,065° 0,0412 0,051%®
4 0,186° 0,133° 0,245° 0,039% 0,073%®
5 0,042% 0,038% 0,160° 0,086° 0,219°
6 0,050? 0,0412 0,123 0,090° 0,265°
7 0,143 0,156 0,350° 0,116 0,245°
8 0,043? 0,041% 0,249° 0,0422 0,227°
9 0,113 0,111° 1,130¢ 0,0492 0,254%
10 0,034% 0,035% 0,242% 0,099° 0,322°
11 0,0652 0,075% 0,390° 0,0722 0,276°
12 0,089° 0,101° 0,341° 0,033 0,162
13 0,0572 0,0652 0,345° 0,0492 0,202°
14 0,058% 0,065% 0,363° 0,043 0,100°
15 0,062° 0,064° 0,344° 0,028? 0,080°
16 0,051° 0,055° 0,278° 0,027% 0,075
17 0,111%® 0,133° 0,466° 0,018? 0,068%
18 0,110° 0,119° 0,421° 0,026 0,070%®
19 0,069° 0,083° 0,530° 0,023? 0,064°
20 0,054° 0,057° 0,496° 0,017% 0,059°
21 0,035° 0,041° 0,308° 0,0192 0,060°
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Quadro 2 - Comparagdo das médias de absorvancia optica (492nm) obtidas no
ELISA indireto para os grupos em que foi utilizada PLGA como
sistema de liberacéo: 1V, V e VI. Os nimeros representam as meédias
de absorvancia para cada semana, sendo que para cada soro de cada
amostra foram feitas duas repeticOes. Letras diferentes (a, b, )
seguindo os resultados, na mesma linha, significam diferenca
estatistica no Teste de Kruskal — Wallis (p < 0,05). As inoculagbes
foram realizadas nas semanas O, 3 e 6. Legenda: PLGA vazia (1V);
SBm7462 + PLGA (V); SPf66 + PLGA (VI).

SEMANA GRUPOS
v V VI
0 0,062° 0,072° 0,037%
1 0,0482 0,057° 0,067
2 0,055% 0,062% 0,259°
3 0,0412 0,051% 0,451°
4 0,039° 0,073° 0,523¢
5 0,0862 0,219° 0,494°
6 0,090% 0,265° 0,561°
7 0,116 0,245° 0,607°
8 0,042% 0,227° 0,537°
9 0,049% 0,254° 0,537°
10 0,099? 0,322° 0,716°
11 0,0722 0,276° 0,634°
12 0,033% 0,162° 0,318°
13 0,049% 0,202° 0,325°
14 0,043? 0,100° 0,349°
15 0,028 0,080° 0,345°
16 0,027% 0,075° 0,476°
17 0,018? 0,068° 0,440°
18 0,0262 0,070° 0,425°
19 0,023? 0,064° 0,335°
20 0,0172 0,059° 0,311¢

0,060° 0,309°

N

=

o
o

=

o

QD
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abs a 492nm

Cinéticade IgGs anti-SBm7462

2.2 -
2 SBm7462+SAPONINA

1.8 - —m— SAPONINA

1.6 4 —a— AGUAMILLI Q

—¢— SBm7462+PLGA
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N b
— —

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Semanas

Figura 6: Cinética de producéo de 1gGs em camundongos inoculados com SBm7452 emulsificado com o
adjuvante saponina (grupo Il1) e encapsulado em PLGA (grupo V), e com 0s controles saponina
(grupo 1), &gua milli Q (grupo 1) e PLGA vazia (grupo 1V) . As setas indicam as inoculagdes e as

barrasem T o desvio padréo para mais e para menos.



abs a492nm

Cinética de IgGs anti-SBm7462 e anti-SPf66

1.4 SBmM7462+PLGA
1.2 1 R R —m— PLGA VAZIA
11 —a— SPf66+PLGA

T T

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Semanas

Figura 7: Cinética de producdo de 1gGs em camundongos inoculados com SBm7462 (grupo V) e SPf66 (grupo
V1) encapsulados em microesferas PLGA, como também com microesferas vazias (grupo 1V). As setas

indicam as inoculagdes e as barras em T o desvio padréo paramais e para menos.
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encontrado por O HAGAN et al. (1993). O pico de producdo maxima de 1gGs se
deu apds a terceira inoculagdo, coincidindo com os resultados encontrados por
PORTELA (2000), PIMENTEL (2001) e GONZALEZ (dados ndo publicados), ao
utilizarem o SBm7462 juntamente com a saponina em bovinos. Contudo, o pico
maximo de IgGs ocorreu um pouco mais tarde, na terceira semana apdés a terceira
inoculacdo, tendo este pico, nos bovinos, aparecido na segunda semana apés a
segunda inoculacéo. Estes resultados estdo em consonancia com 0s encontrados por
JACKSON & OPDEBEECK (1994). Estes autores, trabalhando com a proteina
recombinante Bm86 adicionada a saponina, observaram niveis de protecéo
satisfatorios, assim como atos titulos de anticorpos, recomendando assim, este
adjuvante como adequado para uso com antigeno de carrapatos.

Como citado por PORTELA (2000), o peptideo sintético SBm7462
apresenta um ato grau de hidrofobicidade, o que pode ter levado a uma baixa
eficiéncia de encapsulacdo (ROSAS, comunicagéo pessoal), que como citado, foi da
ordem de 60% . Este fato pode vir a explicar a resposta significativamente menor do
grupo SBm7462/PLGA em relagcdo ao grupo SBm7462/saponina (Quadro 1, Figura
6).

Quanto aos controles (&gua milli Q, saponina e PLGA vazia) ndo foram
observadas diferencas estatisticas significativas quando comparados. Resultados
semelhantes, com &gua milli Q e saponina, foi observado por OLIVEIRA (1998) e
PATARRQOYO et al. (2002) em bovinos.

O perfil da cinética de 1gGs do peptideo sintético SPf66 adotou a
dindmica encontrada por outros autores (ROSAS et al.,, 2001) quando da sua
utilizagdo em camundongos juntamente com as microesferas PLGA.

A isotipagem dos anticorpos ndo foi realizada neste trabalho. Contudo,
acredita-se que ndo haja mudancas consideraveis entre os tratamentos. MEN et al.
(1996), testaram dois peptideos sintéticos derivados do Plasmodium falciparum e do
P. berghei, encapsulados em microesferas PLGA e emulsificados com adjuvante

incompleto de Freund, tendo verificado a existéncia de similaridade entre os dois
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adjuvantes no que se refere a especificidade de anticorpos, capacidade de ligagéo
antigeno-anticorpo e distribuicdo de isotipo/subclasse, concluindo desta forma, que
0 processo de microencapsulacdo ndo modifica substancialmente a imunogenicidade

dos antigenos usados.

5.9. Provasdefuncao hepatica

ParaLIMA et al. (1985), os testes baseados no metabolismo e na excrecéo
da bilirrubina, no metabolismo das proteinas, na excregdo de corantes e na dosagem
das enzimas séricas sdo 0s que atualmente fornecem maior subsidio as indagactes
sobre a rotina do comportamento funcional do figado ou das suas condic¢Oes
organicas.

A abumina plasmatica, o fibrinogénio, parte das globulinas e a
protrombina sdo produzidas no figado. A sintese de proteinas plasmaticas € reduzida
significativamente nas lesbes hepaticas graves ou em deficiéncias prolongadas de
proteinas na dieta (SWENSON, 1988). A albumina € a mais importante proteina
plasmética e corresponde a cerca de 60 % das proteinas plasméticas totais. A sua
sintese € afetada em uma série de moléstias, particularmente as do figado
(MURRAY et al., 1994), tnico 6rgdo a produzi-la(MEYER et al., 1995).

As transaminases (ou aminotransferases) sdo enzimas que catalisam a
transferéncia, reversivel, de um grupo alfaamino de um aminoacido para um alfa
cetoacido, com a formagdo de novos afa-amino e alfa-cetoacidos. Estas enzimas,
sobretudo a AST, estdo presentes nas bactérias e em todos os tecidos animais,
existindo em quantidades mais apreciaveis no miocardio, figado, musculos
esquel éticos, cérebro, rins e testiculos. Assim, qualquer lesdo com destrui¢ &0 celular
desses tecidos (com excecdo do cérebro) provoca apreciavel aumento dessas
enzimas no sangue. No caso da AL T, por existir em maior quantidade no hepatdcito

do que em outros tecidos, 0 seu aumento, mesmo n&o sendo maior que o da AST,
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tem maior significagdo clinica como sinal de lesdo hepaticaa Nas lesdes do
hepatocito acompanhadas de necrose ou de simples aumento da permeabilidade
celular, a dosagem das transaminases proporciona informagdes de grande utilidade.
Tais lesdes sdo acompanhadas de consideravel aumento dessas enzimas no sangue.
Admite-se que a necrose de apenas 1% do tecido hepético aumente duas a trés vezes
a atividade das transaminases sanguineas (LIMA et al., 1985).

Como observado no Quadro 3, ndo houve diferencas estatisticas
significativas entre os diversos tratamentos, o que leva a concluir que nenhuma das
formulacOes apresenta capacidade de promover efeitos hepatotdxicos, quando se
lanca méo de provas hepéticas como proteinas totais, abumina e dosagem das
transaminases séricas AST e ALT. No caso dos tratamentos que utilizaram
microesferas PLGA, este resultado era esperado com base na literatura afirmando a
ndo hepatoxicidade deste sistema de liberagdo (VISSCHER et al., 1986;
CHEUDHURY et al., 1996). De acordo com LIMA & RODRIGUES (1999), apos a
hidrdlise das cadeias terminais das microesferas PLGA, sdo produzidos mondémeros
de é&cido l&tico e glicdlico, os quais sdo inécuos ao organismo. Estes produtos
degradados séo eliminados pelo ciclo de Krebs como didxido de carbono na urina
(BAZILE et al., 1992). PEREIRA (2001) trabalhando com nanoesferas PLGA in
vitro ndo encontraram efeitos hepatotdxicos; contudo, em um experimento ex vivo
verificaram haver indicios de hepatotoxicidade com base na diminuicdo da
capacidade metabolica mitocondrial (MTT), deplecédo de glutationa, peroxidagdo de
lipideos e alteracdo da atividade das enzimas do sistema de metabolizacdo das

drogas.
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Quadro 3: dados de funcéo hepética dos animais dos grupos I, I, 111, 1V, V e VI. Os parametros avaliados foram: proteinas
totais (PT), albumina (ALB), aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). Os ndimeros
representam os parametros médios para cada fator avaliado. Letras diferentes (a,b,c) seguindo os resultados, na
mesma coluna, significam diferenca estatistica no Teste de Kruskal — Wallis (p < 0,05). Legenda: saponina (1); agua
milliQ (11); SBm7462 + saponina (I111); PLGA vazia(1V); SBm7462 + PLGA (V); SPf66 + PLGA (V1).

Parametros Grupos Semana
0 1 Vi IX XI1 XV

| 63,60% 104,83° 91,507 86,162 58,412 61,352

I 73,832 102,83° 90,912 78,832 60,50% 60,142

I 82,16° 81,58% 86,50% 81,66% 64,25% 54,562

PT (g/DL) \Y 69,50% 61,90% 74,912 83,50% 64,122 58,89%

\Y 64,75% 76,79% 72,50% 87,10% 62,872 69,222

\Yii 66,50% 59,832 72,662 82,50% 67,00% 59,79%

| 4,15° 5,03% 4,56% 4,552 4,13 3,907

I 3,832 5,08 4,75% 4277 4,36° 3,85°

1l 4,07% 4,72 4,76% 4,442 4,312 3,85°

Albumina (g/DL) \Y 3,322 4,69° 3,422 4,342 4572 4,10
\Y 3,102 5,142 3,312 4177 4,60° 4,93

\Yii 3,107 4,647 3,517 4,98° 4,917 4,39°
| 205,83° 196,662 237,50° 127,50° 116,662 134,162

I 134,16 179,162 150,00% 125,00 139,162 70,832

1l 133,33%¢ 150,00% 118,00% 178,33 119,162 74,162
AST (TGO) (UI) IV 87,50% 120,00% 112,50% 125,00% 140,00% 184,162
Y 85,00% 152,007 78,332 101,007 167,50° 123,00
Vi 57,50% 130,83% 105,83% 136,00° 125,007 121,662

| 43332 35,832 31,66% 43,00% 53,332 37,50%

I 26,66% 53,332 30,832 14,162 39,162 20,00%

1l 23,33° 24,16° 22,007 83,332 26,66% 15,832

ALT (TGP) (Ul) \Y 17,50° 59,00 26,66° 41,00% 40,00% 128,33
\Y 22,50% 41,00% 16,252 37,00% 42,50° 64,00%

Vi 13,00° 33,332 14,162 48,00% 33,332 54,162
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5.10. Avaliacdo histolégica dos bacos murinos inoculados com os peptideos
SBm7462 e SPf66

O exame histologico do baco dos animais imunizados com 0 SBm7462
emulsificado com a saponina e encapsulado nas microesferas PLGA mostrou que a
resposta aos diversos imundgenos caracterizava-se por hiperplasia folicular com
formacao de centros germinais (CGs) associada a hiperplasia dos corddes de Billrhot
e das bainhas periarteriolares (PALYS).

Esta resposta, entretanto, foi diferente entre os tratamentos. Nos animais
em que se utilizou o peptideo juntamente com a saponina a resposta foi maisintensa
trés dias apds a segunda e dois dias apds a terceira inoculacdo, tendo sido pouco
intensa apos estas coletas, onde ndo mais foram observados CGs demonstrando a
precocidade da resposta estimulada por este adjuvante. Esta observacéo € ratificada
quando se analisam os dados da cinética humoral (Quadro 1 e Figura 6), onde se
observa que a partir da quarta semana ap0s a primeira inoculacdo este grupo
comecou a diferenciar-se dos control es.

JA na resposta dos animais imunizados com peptideo/PLGA (tanto
SBm7462 quanto SPf66) a formacdo de CGs foi observada no sexto dia apds a
segunda e no quarto e sexto dias apos a terceira inoculagéo, além da observacdo da
intensa hiperplasia dos foliculos linféides e corddes de Billrhot (Figuras 8B e 8C), o
que vem confirmar o carater de elicitacdo de resposta mais tardia das microesferas
observado no estudo da resposta de 1gGs peptideo-especificas (Quadros 1 e 2;
Figuras6 e 7).

Quanto aos controles (inoculados com saponina e com PLGA vazia),
observou-se minima reagdo hiperpléasica com pouca formacéo de CGs. No caso do
grupo das microesferas vazias ndo se esperava tal comportamento, visto que ndo se
observou diferenca estatistica na resposta humoral entre estas e os outros dois
controles, a agua millliQ e a saponina. Credita-se este fendmeno ao modo de acéo

das microesferas PLGA com didmetro inferior a 10 mm. Microesferas deste tipo séo
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fagocitadas pelas células fagociticas do sistema fagocitico mononuclear,
apresentadoras de antigeno, e levadas aos 6rgdos linféides secundérios, onde
funcionam como deposito de liberacéo lenta quando estéo carregadas com antigeno.
Como ndo foi este o caso, concluimos gque a reagdo observada foi inespecifica,

promovida pela presenca destas particulas no interior das APCs.
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Figura 8. Bagos de camundongos imunizados com SBm7462 emulsificado com

saponina (A) e encapsulado em microesferas PLGA (B); imunizados com o
peptideo SPf66 encapsulado em microesferas PLGA (C); imunizados com
PLGA vazia (D). Quatro dias ap0s a terceira inoculagdo. Hiperplasia
reacional antigeno-especifica de foliculos linfoides (FL) com formagdo de
centros germinais (CG). Hiperplasia dos cordbes de Billroth (CB).
Hiperplasia das bainhas periarteriolares (PALS). Coloracdo H&E, 100X
(lamina A) e 200X (l&aminas B, C e D).
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6 — CONSIDERACOESFINAIS

Como néo tivemos problemas relacionados a integridade do SBm7462,
sendo verificado pelos Graficos de exclusdo cromatogréfica e dicroismo circular
(Figuras 3, 4 e 5), supoem-se que o fator determinante para a baixa eficacia deste
peptideo, na elicitacdo de uma forte resposta humoral, em termos de producdo de
IgGs especificas, tenha sido sua baixa eficiéncia de encapsulagdo, podendo ter
contribuido também a sua rgpida liberacéo das microesferas PLGA (Figura 2). Pode-
se descartar também um outro fator relacionado ao insucesso de imundgenos quando
da utilizagdo neste sistema de liberacdo, quer sgja a quebra do polimero in vivo
resultando em um microambiente &cido no interior das microesferas, o qual pode
causar alteracdo em epitopos antigénicos, uma vez que 0 SBm7262 se mostrou
bastante resistente a pHs acidos como demonstrado pela técnica de dicroismo
circular.

Com base na resposta significativamente melhor, no que se refere a
producéo de 1gGs, do peptideo SBm7462 emulsificado com a saponina em relacéo
a0 grupo em gue o peptideo foi encapsulado nas microesferas PLGA, como também
pelos estudos anteriores demonstrando a eficicia da associacdo peptideo/saponina

no controle do carrapato B. microplus em bovinos (PIMENTEL, 2002,
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PATARROYO et al., 2002), podemos concluir que este adjuvante € o que
proporciona melhor resposta do peptideo SBm7462.

As microesferas PLGA apresentam-se viaveis para serem utilizadas
juntamente com o SBm7462, fazendo-se necess&rio, porém, novos estudos no
sentido de melhorar o processo de encapsulacéo do peptideo neste sistema liberador.
Estes estudos deverdo ser direcionados principalmente ao aumento da solubilidade
deste peptideo, 0 que, teoricamente, podera aumentar a sua eficécia de encapsulacdo

nas microesferas PLGA.
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7 —CONCLUSOES

O peptideo sintético SBm7462 mostrou uma melhor resposta humoral,
em termos de producéo de 1gGs, quando emulsificado com o adjuvante
saponing;

E possivel a utilizagdo do SBm7462 encapsulado em microesferas
PLGA, melhorando a solubilidade e a eficiéncia de encapsulacdo do
referido peptideo;

Nos dois tipos de tratamentos em que foi utilizado, o peptideo
SBm7462 ndo apresentou efeitos adversos, quando avaliado pelos
testes de funcéo hepatica;

Alteracbes histolOgicas, caracteristicas de uma resposta imune
precoce, foram observadas, nos baco de camundongos imunizados
com aformulagdo peptideo-saponina, enquanto que, as formulagdes de
microesferas apresentaram uma resposta mais tardia.

Desta forma, ndo se recomenda, de imediato a utilizacdo das
microesferas PLGA em associagdo com 0 SBm7462. Reforca esta
conclusdo o fato da sua utilizagdo em bovinos, até o momento, néo ter

uma relacdo custo-beneficio favoravel.
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