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RESUMO

CARVALHO, M. A. Avaliacdo do uso de Oleos de origem vegetal para
formulacdo de adjuvantes vacinais. 2012, 102f. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo,
2012

Os Oleos vegetais sao matérias primas de fontes renovaveis. Sao
metabolizaveis, biodegradaveis, de facil disponibilidade e baixo custo. A
necessidade de adjuvantes vacinais seguros e que possam modular a resposta
imunoldgica Th1/Th2, favorece a busca por novas substancias que assim se
comportem. Este trabalho tem o objetivo de avaliar e identificar 6leo vegetal
capaz de mimetizar acdo adjuvante dos 6leos minerais comercialmente usados
e modular a resposta imune. Foram realizados testes de toxicidade aguda in
vivo, testes de formacdo de emulsdes, de estabilidade, de qualidade e, por fim,
de imunogenicidade com formulacdbes com o virus rébico. Algumas
formulacbes derivadas dos 6leos de girassol, canola e buriti se mostraram nao
toxicas, estaveis e de boa qualidade. Os grupos de camundongos inoculados
com estas formulacdes obtiveram respostas imunolégicas que apoiam sua
capacidade adjuvante, ndo diferenciando significativamente (p<0,05) dos
resultados do 6leo mineral comercial. Concluiu-se que é possivel elaborar
emulsdes estaveis ndo toxicas a partir de 6leos vegetais para sua utilizacao
como veiculos e adjuvantes vacinais. Formulacfes vacinais em forma de
emulsGes de Oleos vegetais, compostas na sua maior parte pelos 6leos de
girassol e de canola possuem poténcia e atividade adjuvante semelhantes e
tdo eficientes quanto aos do 6leo mineral. Os 6leos vegetais devem estar em
seu estado bruto ou semirrefinado, sem a adicdo de antioxidantes e
conservantes. Por dltimo, parece haver uma tendéncia de equilibrio de

resposta Th1/Th2 para as formulagbes com 6leos vegetais.

Palavras-chave: adjuvante, 6leo vegetal, vacina, raiva



ABSTRACT

CARVALHO, M. A. Assessment of the use of vegetable oils for formulation
of vaccine adjuvant. 2012, 102 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2012

Vegetable oils are renewable raw materials. These substances are
metabolizable, biodegradable, of easy availability and low cost. The need for
safe vaccine adjuvants that can modulate the Th1/Th2 immune response drives
the search for new substances with similar behavior. This study aims to
evaluate and identify a vegetable oil able to mimic the adjuvant action of the
mineral oils used commercially, and modulate the immune response. There
were performed tests of in vivo acute toxicity, emulsion formation, stability,
quality and immunogenicity with formulations with rabies virus. Some
formulations derived from the sunflower, canola and buriti oils proved to be non-
toxic, stable and of good quality. Groups of mice inoculated with these
formulations had immune responses supporting their adjuvant capacity, not
differing significantly (p <0.05) from the results of the commercial mineral oil. It
was concluded that it is possible to prepare stable non-toxic emulsions from
vegetable oils to be used as vaccine adjuvants and vehicles. Vaccine
formulations as emulsions from vegetable oil, composed mostly by the oils of
sunflower and canola had adjuvant activity and potency similar to and as
effective as the mineral oil. The vegetable oils should be in its raw state or semi
refined, without the addition of antioxidants and preservatives. Finally, there
seems to be a tendency to balance Th1/Th2 response by formulations with

vegetable oils.

Key words: adjuvant, vegetable oil, vaccine, rabies



1. INTRODUCAO

1.1 Adjuvantes

Adjuvantes sdo moléculas, compostos ou complexos macromoleculares
gue impulsionam a poténcia e longevidade de uma resposta imune especifica a
antigenos, mas que causam toxicidade minima ou efeitos imunologicos
duradouros por si mesmos (WACK; RAPPUOLI, 2005). Adjuvantes s&o
também definidos como um grupo de substancias estruturalmente
heterogéneas usadas para induzir ou aumentar a resposta imunologica a um
antigeno (GUPTA et al., 1993). Sdo essenciais na inducdo e modificacdo da
resposta imune e, por isso, uma variedade de substancias esta disponivel para
esta finalidade.

Classicamente, exemplos conhecidos sédo sais de aluminio ou calcio,
emulsdes, saponinas, blocos de polimeros n&o idnicos, derivados de
lipopolissacarideos, micobactérias e muitos outros, capazes de favorecer ou
amplificar uma etapa particular dos eventos imunologicos e finalmente iniciar
uma resposta mais eficiente. Os mecanismos moleculares e celulares in vivo,
necessarios para a geracao da resposta imune efetora, que dependem também
da cooperacdo de um adjuvante, ainda sdo pouco compreendidos
principalmente no requerimento estrutural do que seria um adjuvante
(MARCIANI, 2003; STORNI et al., 2005; VILLINGER, 2003).

Tradicionalmente as vacinas sao classificadas de vérias formas, contudo
uma classificacdo usual € a capacidade dos componentes vacinais se
replicarem no hospedeiro ou néo, ou seja, vacinas vivas atenuadas ou
patégenos inativados, respectivamente. Na segunda categoria estdo incluidas
as vacinas derivadas de subunidades. Estas, por sua vez, sdo bem mais
seguras do que os outros tipos de vacinas, porém, devido a sua fraca
imunogenicidade, requerem com frequéncia a utilizacdo de adjuvantes para
obter uma resposta imune desejada. Na auséncia de um adjuvante, a caréncia
da resposta imunolégica pode ser grave, levando as células T imaturas
antigeno-especifico a reconhecer o antigeno nédo eficientemente, podendo
levar a uma tolerancia (MITCHISON, 1964).
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1.1.1 Funcéao dos adjuvantes

Os adjuvantes podem ser utilizados para aumentar a imunogenicidade
de um antigeno recombinante ou altamente purificado; reduzir a quantidade de
antigenos ou o numero de imunizagbes necessarias para uma imunidade
protetora; aumentar a eficacia de uma vacina em recém-nascidos, idosos ou
pessoas imunologicamente comprometidas; atuar como sistema de
fornecimento de antigeno para estes serem absorvidos por mucosas
(PETROVSKY; AGUILAR, 2004).

Diversos fatores estdo envolvidos na resposta imune para que um
adjuvante seja caracterizado. Entre estes fatores estdo o antigeno, a espécie a
ser vacinada, a via de administracdo e, provavelmente, o efeito adverso que
pode causar. O adjuvante ideal é aquele que possui estabilidade,
biodegradabilidade, baixo custo de producédo, que nao tem como principal
efeito adverso a inducdo de doencas autoimunes e que produz uma resposta
imune celular ou humoral apropriada.

O maior problema que pode ocorrer pela adicdo de um adjuvante numa
formulacédo de vacina estd na possibilidade de induzir reacbes adversas, que
podem ser locais ou sistémicas.

As reacdes locais geralmente se caracterizam por dor, inflamacéo local,
edema, necrose, linfoadenopatia, granuloma, Ulcera e a geracao de abscessos
estéreis. As reacdes sistémicas incluem néauseas, febre, artrite, uveite,
eosinofilia, alergia, anafilaxia, toxicidade em 6rgdos especificos (figado e
pulmédo) e imunotoxicidade (ex: liberacdo de citocinas imunossupressoras ou
doencas autoimunes) (ALLISON, BYARS, 1991; KURODA et al.,, 2004;
VOGEL, 2000; WATERS, TERRELL, JONES, 1986; WOODWARD, 2005).

Para uma avaliacdo completa da toxicidade de um adjuvante, implica em
avaliar parametros farmacoldgicos e toxicoldgicos, tais como a observagédo de
reacOes no local de inoculagéo, de febre ou outros efeitos sistémicos (mesmo
os mediados pelo sistema imunologico), teratogenicidade, genotoxidade, de
efeitos adjuvantes na resposta imune, além de estudos da reacdo de
hipersensibilidade para toxicidade de doses repetidas e de distribuicdo corporal
do adjuvante (SESARDIC; DOBBELAER, 2004).
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1.1.2 Classificacdes

Os adjuvantes podem ser classificados pela sua natureza quimica,
origem ou propriedades fisico-quimicas (COX; COULTER, 1997). Uma
classificagao importante baseia-se no seu modo de agao: imunoestimulante ou
baseado em um sistema de fornecimento antigénico ou, pela sigla em inglés
antigen delivery system (ADS) (MARCIANI, 2003). Outra classificacdo que se
sobressai toma referéncia dos receptores semelhantes ao Toll (TLR), os
adjuvantes classificados como agindo por meio de receptores TLRs (TLR-
dependente) ou com mecanismo de acdo independente aos TRLs (TLR-

independente).

Imunoestimulantes

Os imunoestimulantes referem-se a capacidade em modificar a rede de
citocinas (COX, COULTER, 1997; EBENSEN, GUZMAN, 2008; WILSON-
WELDER et al., 2009), podendo resultar em um aumento da regulagéo de todo
sistema imunologico, porém com mais frequéncia h& predominancia de alguma
citocina em detrimento de outras.

Existem varios subtipos de células T CD4+, entre eles se destacam Thl
e Th2. O subtipo Thl responde tipicamente induzindo a ativacdo de células T
CD8+ e secretando principalmente INF-y, IL-2 e IL-12, levando a uma resposta
imune celular, ao passo que a acao do Th2 resulta na secrecdo de IL-4, IL-5,
IL-6 e IL-10, levando a resposta imune humoral (CHERWINSKI et al., 1987;
MOSMANN, CHERWINSKI, BOND, 1986; ROMAGNANI, 1991).

A selecdo de um adjuvante imunomodulador apropriado ndo s6 conduz a
um aumento da resposta imunolégica como também pode determinar o isotipo
de 1gG. A resposta imune oscila totalmente em uma diregdo ou em outra. As
oscilagbes mais notaveis sdo produzidas por sais de aluminio, onde ha a
predominancia de células Th2 (> 90%) em relacdo a Thl1 (MANCINO, OVARY,
1980) e por endotoxinas bacterianas e seus derivados (lipidio A e monofosforil
lipidio A) que induzem uma resposta predominantemente por Thl (JOHNSON;
TOMAI, 1990).



21

Sistema de fornecimento antigénico

Os adjuvantes que atuam como sistema de fornecimento (ADS) tém
basicamente um denominador comum: sdo de natureza particulada. Em
contraste com muitos antigenos sollveis, que sao muitas vezes ignorados pelo
sistema imune, as particulas sédo reconhecidas como estranhas e também
nocivas. Portanto, o ponto inicial quando se estipula um novo sistema de
fornecimento de antigeno vacinal deve basear-se na estrutura da particula que
serd requerida (BRAMWELL, PERRIE, 2006; KERSTEN, HIRSCHBERG,
2004). Este tipo de adjuvante € frequentemente obtido por agregacdo e
formacao de ligacBes entre proteinas antigénicas ou, convencionalmente, por
adsorcao ou precipitacdo do antigeno com sais de aluminio. Alternativamente o
imunégeno pode ser quimicamente complexado a uma particula carreadora
(JEGERLEHNER et al., 2002; WATANABE et al.,, 2000), ou, ainda, sobre
particulas parcialmente organizadas (KERSTEN, CROMMELIN, 2003; NALLET
et al.,, 2009; ZURBRIGGEN, 2003). Qualquer tipo de particula facilita o
reconhecimento do antigeno por uma APC profissional de forma a aumentar
totalmente ou parcialmente a concentracao intracelular do antigeno.

O conceito de localizagdo em fungdo da reatividade imunogénica esta na
razdo de poucas células que capturam e transportam o0s antigenos para 0s
linfonodos. As células dendriticas que estdo residentes em todos os tecidos
sdo as mais potentes ativadoras de células T. Elas migram para os tecidos
linfoides secundérios e apresentam antigenos que foram ingeridos
originalmente nos sitios periféricos de infeccdo ou inoculagdo. Portanto, um
adjuvante ideal para inicio da resposta deve preferencialmente direcionar o
antigeno para as células dendriticas (COQUERELLE, MOSER, 2010;
ZINKERNAGEL et al., 1997).

O direcionamento do antigeno para as células dendriticas pode ser feito
por inoculagdo do antigeno em regides onde h& maior concentracdo dessas
células, como na epiderme, onde existem células de Langerhans; ou
direcionando o antigeno por meio de moléculas alvo, tais como marcador
mieloide CD11c, molécula de adesdo DC-SIGN, receptor endocitico de
fagocitose e processamento de antigeno DEC-205; ou moléculas ICAM-1,
ICAM-2 e ICAM-3, que séo receptores de célula endotelial, complementar a
célula T (ENGERING et al.,, 2002; MAHNKE et al.,, 20000 Com o0 mesmo
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proposito foi demonstrado também que CLT podem ser ativadas apdés uma
Unica inoculacéo de antigeno, sem a necessidade de adjuvante especifico, pois
as células T CD4 quando ativadas ajudam a sinalizar por meio da molécula
CDA40.

TLR-dependente

Outro mecanismo de acao importante esta na ligacdo de PAMP a TLR
sobre as APCs, levando a uma seérie de eventos e iniciando uma resposta
adaptativa com amadurecimento destas, com aumento consequente da
regulacdo de moléculas coestimuladoras (familia B7) e migracdo para a rede
linfatica.

A ligacdo de TLR através de PAMP ou seus similares imunoestimulantes
induz a producdo de uma série de mediadores importantes para a resposta
imune inata, cujas citocinas e quimiocinas produzem moléculas
coestimulatorias essenciais para inducdo da resposta imune adaptativa
(STORNI et al., 2003).

TLR-independente

Os mecanismos de acédo TLR-independentes trazem novo entendimento
sobre os sistemas de fornecimento antigénico para além de sua acdo de
multimerizacao e internalizacdo de antigenos. Eles podem realizar a ativagao
da imunidade inata ao agirem em células do estroma e outras células do
sangue e estes, por sua vez, produzem citocinas ativadoras de células
dendriticas ou mesmo se diferenciam nelas. Também podem agir diretamente
nas células dendriticas ou por meio de outras células acessoérias como a iINKT
ou mastdcitos (DE GREGORIO; D’ORO; WACK, 2009).

O hidroxido de aluminio foi descrito como tendo pelo menos trés modos
de acdo TLR-independente, como por causar necrose local de células do
estroma provocando a liberagdo de &cido urico, um sinal de perigo endogeno
que ativa o complexo inflamasomo NLRP3. Como o MF59, o aluminio age
também estimulando o recrutamento de macréfagos, granulécitos e monaocitos
para o local de inoculacdo e os estimula a produzir citocinas para gerar
ambiente imunoestimulatorio local que posteriormente levara a ativagdo de
células dendriticas (KOOL et al., 2008; MOSCA et al., 2008). Quil-A (saponina)
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e quitosana ativam o NLRP3 por meio de IL1B e o aluminio ainda por meio da
protease lisossomal Catepsina B (HORNUNG et al., 2008; LI et al., 2008).

O entendimento da ativacdo da imunidade inata TLR-dependente e TLR-
independente pelos diversos adjuvantes sera de vital importancia para o
controle de respostas adaptativas a uma vacina e também dos modos de se
contornar as possiveis reagdes indesejaveis a ela (ISHII, AKIRA, 2007; KRIEG,
2007).

1.1.3 Tipos de adjuvantes

1.1.3.1 Sais minerais

Historicamente, os sais de aluminio, especialmente o hidréxido e o
fosfato de aluminio, foram os adjuvantes mais usados em vacinas para
humanos e para animais de interesse veterinario, devido ao grau de seguranca
e ao baixo custo (ALLISON; BYARS, 1991). Sédo pouco significativos para
induc&o de respostas imunes celulares. Recentemente, foi constatado que sais
de aluminio desencadeiam uma via primitiva de reconhecimento inato de
cristais em mondcitos e desencadeia sua mudanca para células dendriticas.
Diversos adjuvantes desses sais também acionam células do estroma, levando
a producdo de quimiocinas necessarias na atracdo de células da imunidade
inata para o local da injecdo. (LAMBRECHT et al., 2009)

Vacinas contendo adjuvante a base de hidroxido de aluminio causam o
desenvolvimento de granulomas em suinos, provocando grandes prejuizos.
(VALTULINI et al.,, 2005). Ainda, provocam fung¢do renal reduzida, com
potencial de grande toxicidade, quando acumulado no organismo, podendo
causar uma sindrome neurolbgica fatal e deméncia associada a disturbios
nervosos, além do potencial de desenvolvimento de esclerose amiotréfica e da
doenca de Alzheimer e outras enfermidades. (FROST et al., 1985; GOTO et al.,
1993; MOYLETT, HANSON, 2004)
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1.1.3.2 Compostos tensoativos

Uma mistura de saponinas obtidas a partir de um extrato aquoso da
Quillaja saponaria € um exemplo de composto tensoativo: 0 Quil-A. Produto
natural composto de mais de 23 saponinas diferentes, demasiadamente toxico
para 0 uso humano, uma vez que promove reacdes locais severas, como
granulomas. Suas fracdes purificadas por cromatografia de fase geram o QS-
21, menos toxico, que induz fortes respostas celulares contra varios antigenos
derivados de patégenos (ALLISON, BYARS, 1991; FRANCIS et al.,, 2002;
MBAWUIKE, ZANG, COUCH, 2007).

1.1.3.3 Adjuvantes derivados de micro-organismos

Alguns componentes bacterianos ou fangicos constituem uma fonte de
potenciais adjuvantes devido a sua potente capacidade imunoestimulante:
peptidioglicanos ou lipopolissacarideos (LPS) — bactérias - realcam interacéo
com TLRs. As diferentes espécies de bactérias usadas como uma fonte de
adjuvantes incluem Mycobacterium spp., Corynebacterium parvum, Bordetella
pertussis e Neisseria meningitidis. A principal atividade adjuvante delas é
mediada pelo N-acetil-muramil-L-alanil-D-isoglutamine, muramil dipeptidio
(MDP). O MDP estimula sozinho a imunidade humoral, associado em
lipossomo ou com glicerol induz forte imunidade celular (AUDIBERT; LISE,
1993).

1.1.3.4 Particulas antigénicas no sistema das APCs

Particulas antigénicas no sistema de APCs: lipossomos, polimero de
microesferas, nanogranulos, complexo de imunoestimulacdo (ISCOMs), e
particulas viricas (VLPs). Esses adjuvantes sao utilizados como suporte de
subunidades de proteinas e em vacinas de DNA. Suas interagfes bioldgicas e

0 seu mecanismo de ac¢do imunolégico pode estar relacionado ao seu tamanho
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e a diversidade da natureza quimica do produto (AGUILAR, RODRIGUEZ,
2007; CHRISTENSEN et al., 2009; SHAHIWALA, VYAS, AMIJI, 2007).
1.1.3.5 Emulsbes

Com a descoberta dos adjuvantes de Freund em 1956, as emulsdes
estiveram com frequéncia nos procedimentos de imunizagdo. Um dos mais
potentes adjuvantes descritos para diversos antigenos, o adjuvante completo
de Freund (CFA), composto de Oleo mineral e micobactérias mortas, €
extensamente utilizado em procedimentos experimentais com animais de
laboratério. Sua formulacao original é bastante toxica para uso em humanos. O
uso frequente de vacinas com adjuvantes a base de 6leo mineral resulta em
reacoes adversas indesejaveis, como a formacdo de granulomas e cistos.
Muitos dos efeitos adversos dos adjuvantes completo e incompleto de Freund
séo creditados ao 6leo mineral, pelo fato de ndo ser biodegradavel, podendo
formar lesdes ulcerativas no local da injecdo (GUPTA et al., 1993; MALAGA et
al., 2004).

Emulsdes de 6leos minerais

Dentre as categorias de adjuvantes, a emulsdes tem sido largamente
utilizadas na medicina veterinaria e crescem mais e mais em importancia na
vacinagdo em humanos (AUCOUTURIER; ASCARATEIL; DUPUIS, 2006).
Emulsdo é a mistura de duas substancias (ou tipos de substancias) imisciveis.
Uma substancia é dispersa noutra substancia de fase continua e estabilizada
por uma ou diversas substancias surfactantes ou emulsificadoras, presentes na
interface das duas fases (GUY, 2007). Os agentes surfactantes podem ser
definidos pelo valor de equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) que informa suas
relativas afinidades as diferentes fases: dos diferentes surfactantes (e valores)
aos diferentes tipos de emulsdes (VOLD, 1965).

Aqueles com baixo valor EHL, com maior afinidade a fases oleosas se
inclinam a emulsGes agua em 0leo, onde o antigeno se encontra diluidas em
particulas dispersas em uma fase continua de 6leo. Outros surfactantes com

alto valor EHL tém maior afinidade para fases aquosas gerando emulsdes 6leo
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em agua, onde o 6Oleo constitui uma fase dispersa na fase continua de agua. Ja
no caso de um valor EHL intermediario, dispersbes dgua em 06leo em agua
podem ser obtidas. Neste caso, uma fase oleosa contendo pequenas particulas
de solucdo aquosa estd dispersa numa fase continua de agua
(AUCOUTURIER, ASCARATEIL, DUPUIS, 2006; AUCOUTURIER, DUPUIS,
GANNE, 2001; GUY, 2007). Ainda, surfactantes compondo adjuvantes vacinais
demonstraram ter uma possivel acdo propria importante ao causar morte
celular como fator de inducdo de imunogenicidade (JANSEN ET AL., 2005;
WU, YANG, 2004; YANG, WU, MORROW, 2004). Jansen (2005) afirma que a
emulsdo agua em Oleo se mostra como o0 sistema de entrega mais
aconselhavel para compor uma vacina de dose Unica para alcancar altos titulos
duradouros de anticorpos. Outras composicdes como — 6leo em agua — e
agua em O6leo em agua — parecem também demonstrar bons resultados
imunogénicos, mas com maior estabilidade, menor viscosidade, maior
facilidade de administracdo e menor ocorréncia de granulomas. (AGUILAR;
RODRIGUEZ, 2007).

As emulsbes sao elaboradas, levando em consideracéo principalmente a
estabilidade, a capacidade de carreamento de antigenos, a aplicabilidade na
industria e os efeitos no local de aplicacdo do medicamento ou vacina (CHUNG
et al., 2001). O modo de liberacdo estd estreitamente relacionado com as
caracteristicas dos Oleos e da estabilidade das emulsdes e 0s agentes
surfactantes. Destes, os ésteres de sorbitol 20 e 80, apontam pistas para
menor toxicidade e menores efeitos indesejaveis quando de origem vegetal que
seus pares de origem mineral. (DAUGHERTY; MRSNY, 2006).

A maioria dos Oleos utilizados para producdo de vacinas € de origem
mineral, hidrocarbonetos derivados de petréleo. Apesar do alto grau de pureza
em relacdo aos Oleos de origem animal usados no inicio do século passado
como a lanolina, os 6leos de origem mineral possuem um tempo residual o
organismo extremamente elevado, além de diversos indicios de toxicidade e de
origem de reagdes autoimunolégicas (KURODA et al., 2004). Os 0Oleos vegetais
parecem ndo apresentar este problema.

As emulsdes sdo recomendadas para bovinos, pequenos ruminantes e
aves, em seu uso veterinario (AUCOUTURIER; DUPUIS; GANNE, 2001). No

caso da febre aftosa, emulsdes contendo o 6leo mineral podem proteger o
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bovino por um ano, enquanto que as formulagdes baseadas no hidroxido de
aluminio requerem dois ou mais reforcos. Em caprinos, utilizando o montanide
ISA 206 (6leo mineral e mannideoleate) em formulacdes de vacinas contra
febre aftosa, mostraram uma resposta imune mais rapida e mais elevada do
que a estimulada por formulacdes com o hidréxido de aluminio (PATIL et al.,
2002).

Despontando como um dos maiores e mais bem sucedidos exportadores
mundiais do setor de carnes, o Brasil enfrenta diversas limitacdes referentes a
sanidade dos animais, doencas infecciosas, rastreabilidade (RUBIN; ILHA;
WAQUIL, 2008). Nesse contexto e devido as exigéncias por parte dos paises
importadores, notadamente a Comunidade Europeia, fez-se necesséaria a
melhoria na qualidade dos insumos envolvidos na producéo, destacando-se as
vacinas. Contudo, ainda hoje, as reac¢des inflamatérias oriundas da vacinacao
em bovinos séo causas de preocupacao entre os criadores e empresarios que
atuam no segmento de carnes e derivados, em decorréncia das significativas
perdas econémicas devido a presenca de extensos abscessos na musculatura
(FRANCA, 2006).

1.1.3.6 Uso de 6leos vegetais como adjuvantes

As primeiras contribui¢cdes cientificas do uso de 6leos vegetais, mesmo
sem especificagdo de sua identidade e natureza, para elaboragdo de emulsdes
oleosas em formulagcédo de vacinas foram em 1916, Le Moignic e Pinoy, e em
1917, Tribondeau, que suspenderam bacilo tifoide e bacilos paratifoide A e B,
respectivamente (OLITSKY, 1918). Ainda em 1916, com Le Moignic e Pinoy,
houve a primeira evidencia do uso de emulsdes oleosas na formulacdo de
vacinas. Salmonella typhimurium inativada foi inoculada em camundongos com
uma emulsdo de agua e 6leo de vaselina (LE MOIGNIC; PINOY, 1916).

Em 1918, Olitsky testou oOleo de oliva e de améndoas com o objetivo de
determinar um método pratico de vacinagao contra a disenteria bacilar. Mesmo
nao fazendo propriamente uma emulsédo, elaborou suspensdes de massa
bacteriana em oOleos puros, em misturas de Oleos, com adicdo de lanolina

(origem animal) ou ndo. Ele entendeu que seus melhores resultados de vacinas
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em coelhos foram obtidos com o 6leo de améndoas (purificado) e 0 mesmo
principio poderia também se aplicar a quaisquer outros 6leos nao irritantes e
absorviveis, com a superacdo das desvantagens relacionadas as reacoes
adversas e com potencial como veiculo vacinal (OLITSKY, 1918).

O adjuvante 65 foi descrito composto de 6leo de amendoim (86%),
surfactante Arlacel A (10%) e monoesterato de aluminio (4%), com acgao
adjuvante descrita em testes experimentais com animais e humanos com
vacina contra gripe (HILLEMAN, 1966; HILLEMAN et al., 1972; WOODHOUR
et al., 1964). Outro grupo utilizou 6leo vegetal (gergelim) com a vacina da gripe
e encontrou menor capacidade imunogénica que a vacina com 6leo mineral
(FUKUMI, 1967).

Noutra tentativa de agregar a acdo adjuvante do 6leo de amendoim e
uma suposta localizacdo de acao do 6leo de milho em macroéfagos, um grupo
desenvolveu uma emulsdo adicionada a coadjuvantes glicerol e lecitina para
uso com vacinas virais inativadas: Encefalite Equina Venezuelana, Encefalite
Equina do Oeste, Febre do Vale do Rift. Foram evidenciadas as caracteristicas
vantajosas dos componentes em relacdo a outros adjuvantes por serem de
origem natural em animais e de O6leos vegetais metabolizaveis (REYNOLDS;
HARRINGTON; CRABBS, 1980). Foram vacinados e posteriormente
desafiados com virus homoélogos camundongos, hamsters, ovelhas e duas
espécies de primatas ndo-humanos com expressao de potente acdo adjuvante
e com demonstracdo de seguranca significativamente melhor quando
comparado com adjuvantes de sais de aluminio ou elaborados com dleo
mineral (LASAROW; WILLIAMS; THEIS, 1992).

Ainda, foram testados os 0leos vegetais (amendoim, de soja, gergelim,
algodao, girassol, damasco, abacate, améndoa), 6leos de peixe (tubardo), 6leo
de figado de bacalhau, éleo de Olho-de-vidro-laranja (Hoplostethus atlanticus),
Oleo de vison (marta) e 6leo de banha de suino, 6leo de gordura de frango e
Oleo triglicéride, para ver sua capacidade adjuvante. Tanto 6leos vegetais
quanto animais ndo formaram emulsdes estaveis com o0s surfactantes
escolhidos no trabalho e foram emulsionados com cera de abelhas (bruta,
amarela e purificada). Todos os 6leos vegetais e animais apresentaram reacao
tecidual indesejada significativamente menor que das emulsdes com Oleo

mineral e com boa resposta protetora, contudo, somente o 6leo de amendoim
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apresentou tanta eficdcia de resposta antigénica para Influenza aviaria e
Doenca de Newcastle quanto o 6leo mineral utilizado como controle (STONE, 1993).

O mesmo grupo testou outros surfactantes com os seguintes 0leos: de
canola, de améndoa, de milho, de semente de algoddo, de jojoba, de
amendoim, de oliva, de flor de cartamo, de gergelim, de soja, de girassol, de
germe de trigo, de linhaca, esqualeno, esqualano, de banha de suino, de
gordura de frango, de Olho-de-vidro-laranja, de Menhadem (STONE, 1997).
Foram encontradas respostas imunoldgicas importantes em todos e com
significativa melhora na viscosidade dos 6leos ndo minerais comparado com
estudo anterior (STONE, 1993) dando boas perspectivas de utilizacdo de 6leos
nao minerais com menor incidéncia de reacfes vacinais, ainda que sem
imunogenicidade equiparavel aos 6leos minerais.

Os Oleos de amendoim e de coco também foram utlizados em
comparacao com os efeitos dos adjuvantes completo e incompleto de Freund
em macacos (Erhythrocebus patas) em composi¢cdes vacinais contra sarampo,
demonstrando resultados equiparaveis de capacidade adjuvante humoral e
celular com o minimo de reagbes adversas (EGHAFONA, 1996). Mais
recentemente, foi evidenciado que os 6leos de amendoim, algodao, milho, soja,
arroz e o azeite de oliva, sdo todos passiveis de serem utilizados em emulsfes
estdveis com acdo positiva adjuvante na producdo de anticorpos em
camundongos da linhagem Swiss (SILVA et al., 2001; MOTA, 2006; apud
SARTOR, COLODEL, ALBUQUERQUE, 2011).

Vacinas monovalentes e polivalentes elaboradas com 6éleo mineral
contra as doencas de aves tém sido utilizadas amplamente com grande
eficacia, contudo, persistem nos tecidos animais por longo tempo, possuem
potencial cancerigeno e podem causar excessiva reacdo tecidual (STONE;
XIE, 1990).

Esqualeno é um precursor de hidrocarbonetos lineares de colesterol
encontrado em muitos tecidos, especialmente do figado de tubardes (Squalus)
e de outros peixes, pode ser extraido de plantas e sintetizado quimicamente.
Esqualano é produzido pela hidrogenacdo de esqualeno e é totalmente
saturado, podendo ser encontrado naturalmente em pequenas quantidades em
secrecBes sebaceas de diversos animais. Ambos sdo metabolizaveis e nao-

toxicos e tém sido utilizados em diversos trabalhos, demonstrando acéo
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adjuvante satisfatoria para doenca de Newcastle (ALLISON, BYARS, 1986;
BENISEK et al., 2004; BRUGH, STONE, LUPTON, 1983; FOX, 2009; STONE,
XIE, 1990; STONE, 1993, 1997; SULI et al., 2004).

1.1.4 Perspectivas futuras dos adjuvantes

O principio do direcionamento e governabilidade da protecdo ao
organismo € o sucesso da indugdo a uma resposta imunoldgica protetora e
potente. Foi iluminadora a descoberta da presenca de receptores nas células
da imunidade inata, que reconhecem caracteristicas e componentes
padronizados sobre os patdgenos. E o resultado é a geracdo de novas
perspectivas de identificacdo dos receptores existentes nos patégenos,
capazes de ativarem a resposta imune inata e levar a uma resposta antigeno-
especifica. Por conseguinte, novas classes de adjuvantes surgem a cada
publicacdo, que potencializa as possibilidades de controle da resposta imune,
por diversos mecanismos diferentes (NORDLY et al., 2009; SIMERSKA et al.,
2009). Esta potencialidade dos novos adjuvantes, contudo, necessita de
averiguacdo cuidadosa, pois as suas reacfes sobre o sistema imunolégico
poderdo determinar danos irreversiveis. Nesta sequéncia, os adjuvantes que
atuam como sistema de fornecimento pode apresentar uma funcéo importante
para a distribuicdo e administracdo do antigeno, de modo a interagir
apropriadamente com células imunocompetentes, induzindo a resposta
desejada (PICHICHERO, 2008).

Como nova perspectiva existe uma busca cada vez maior por adjuvantes
que demonstrem uma sequéncia de uso e que nao levem a uma resposta
inflamatdria nociva ao organismo; habilitando o sistema imune a estimular uma
imunidade inata e a induzir imunidade adaptativa com a formagdo de
anticorpos e células de memaria, atuando de forma a mimetizar, com antigenos
recombinantes ou purificados, a resposta imune que o patdégeno desencadearia
(AGUILAR, RODRIGUEZ, 2007; DUPUIS et al., 2009; EBENSEN, GUZMAN,
2008; HARANDI, MEDAGLINI, SHATTOCK, 2010; O'HAGAN, VALIANTE,
2003; REED et al., 2009; SINGH, O’'HAGAN, 2003; WILSON-WELDER et al.,
2009).
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1.2 Vacinas

Desenvolver vacinas eficientes e eficazes, desde os seus primordios,
tornou-se um desafio de grandes propor¢des. Uma vacina é eficiente quando
gera anticorpos especificos em testes com animais de laboratério. E eficaz
quando gera resposta tal em uma populacdo que diminui a incidéncia da
doenca que foi desenhada para combater.

O hébito de inoculagdo com substancias advindas da variola tem
registros sugestivos na literatura chinesa do século onze (Plotkin, 2005).
Durante a revolucdo americana foi bastante utilizada tanto por ingleses quanto
por americanos (FENN, 2003), contudo, somente com as observacdes de
Jenner foi notado que pessoas acometidas por variola bovina (infec¢éo branda
em humanos) estavam prevenidas contra a variola humana. A associacdo de
causa e efeito foi inferida a partir das substancias dos agentes infecciosos
responsaveis pela geracdo da protecdo imunoldgica no organismo inoculado
(FEIJO, SAFADI, 2006; PASHINE, VALIANTE, ULMER, 2005; PLOTKIN,
ORENSTEIN, OFFIT, 2008).

A utilizacdo macica da vacinacao na pratica médica a partir do inicio do
século 19 é considerada entre as mais importantes causas do declinio das
doencas de maior morbidade e mortalidade (junto com o fornecimento de agua
potavel a populacdo). Vacinacdo em massa nos rebanhos animais ainda
constitui 0 método de maior sucesso na prevencdo de perdas na producdo
animal por doencas infecciosas (AUCOUTURIER; DUPUIS; GANNE, 2001).

Como atividade de imunizacdo que promove a humanos e animais
protecdo contra determinada doenca infecciosa, a vacinacdo decresce no
mundo, como prética de intervencao na profilaxia de doencas, mesmo antes de
atingir significativa parte da populacdo de paises pobres (EHRETH, 2003;
MOSSONG, MULLER, 2000; SCHIJNS, 2003). Em paises mais desenvolvidos,
ha uma tendéncia da populacdo em subestimar a gravidade das doencas
infeccionas, bem como das autoridades em relacédo a economia das acdes em
medicina preventiva. Consideradas como verdadeiros milagres, 0S processos
de erradicacdo das epidemias de variola e poliomielite, somente foram

possiveis pela utilizacdo da vacinacdo em larga escala. Somente metade das



32

criancas no mundo, cerca de trés milhdes, fica prevenida de morrer de hepatite
B, sarampo, tétano e febre amarela (BREIMAN, 2001).

1.2.1 Vacina da Raiva

Raiva é uma zoonose viral que acomete especialmente os mamiferos. A
transmissdo se da normalmente em estreita relacdo com animais infectados
por mordeduras, lambeduras, arranhaduras e aerossoéis em cavernas, contudo,
existem relatos de transmisséo relacionadas a mas préaticas de laboratério,
transplantes de 6rgaos, infeccdo hospitalar por trabalhadores da area de saude
gue estiveram em contato com paciente de caso fatal (BRONNERT et al., 2007;
MAHAMAT et al., [S.d.]).

Epidemiologicamente, o ciclo urbano é composto pelo cdo como
principal reservatdrio e maior transmissor, seguido do gato. Animais silvestres
mais comuns que compdem o ciclo silvestre sdo: canideos na Europa, América
do Norte; morcegos hematdfagos e insetivoros na América Latina, e ainda
outros como macaco, raposa, coiote, chacal, gato do mato, jaritataca, guaxinim
e mangusto. Doenca que relatada desde o antigo EGITO, ainda é responsavel
por cerca de 55.000 mortes de seres humanos a cada ano, sem contar dos
animais, e mobiliza acdes globais em seu controle (HAIDER, 2008; JOHNSON;
CUNNINGHAM, FOOKS, 2010; VOELKER, 2007).
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1.3 Justificativa

A primeira justificativa refere-se a utilizacdo de matéria prima de fontes
renovaveis. Os Oleos vegetais advém especialmente de gréos, e podem ser
produzidos segundo a necessidade especifica de uma possivel composicdo
adjuvante. Os 6leos de plantas amazonicas e do cerrado podem contribuir para
preservacao dessas espécies e do bioma de modo geral, contribuindo também
para as comunidades que fazem cultivo e coleta dos frutos destas plantas. Os
Oleos vegetais também sdo metabolizaveis, biodegradaveis, de facil

disponibilidade e baixo custo.

FIGURA 1 - Reacdo vacinal a vacina oleosa. Foto de um bovino da raca
nelore de 12 meses de alta linhagem genética em feira internacional de racas
bovinas para producéo de carne. Reacgéao vacinal na base do pescoco.

Na industria frigorifica e de tecnologia de carnes, o abate dos animais é
determinante para o bom aproveitamento das carcacas e produtividade da
cadeia produtiva. No abate de bovinos, no acompanhamento na etapa de
esfola (retirada da pele) é comum visualizar na base do pesco¢o dos animais
uma substancia oleosa escorrer sob o tecido subcutaneo, na regido anatémica

indicada para serem inoculadas as vacinacfes obrigatorias e eletivas. Esta
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substancia € o 6leo mineral, por ele ndo ser metabolizavel. Este 6leo ndo é
separado e é descartado como efluente de frigorifico (poluente). Outra
evidéncia de alta incidéncia é a formacao de abscessos e granulomas, como
demonstrados nas FIGURAS 1 e 2. Tal fato gera um ganho econdmico
consideravel em virtude da diminuicdo da perda de carne, tecido animal e
couro.

Por ocasido do abate, as reacdes vacinais dos tecidos adjacentes sao
descartadas com nenhum ou baixissimo aproveitamento — subproduto de baixo
valor agregado (comumente decorrentes de vacinas que utilizam éleo mineral)
(FRANCA, 2006). O peso meédio das lesBes pode variar significativamente,
como descrito na TABELA 1.

FIGURA 2 - Reacéo vacinal a vacina oleosa. Foto de um bovino da raga gir de
12 meses de alta linhagem genética em feira internacional de racas bovinas
para producao de leite. Reacdo vacinal na base do pescoco.
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TABELA 1 - Média de peso de lesdes removidas em frigorificos comerciais

Média kg/animal Publicacao
0,278 Moro; Junqueira (1999) apud (FRANCA, 2006)
0,459 Moro; Junqueira; Umehara (2001) apud (FRANCA, 2006)
0,405 Braggion; Silva (2004) apud (ASSUMPCAO et al., 2011)
0,213 (FRANCA, 2006)
0,630 Amorim et al. (2009) apud (ASSUMPCAO et al., 2011)
1,280 (ASSUMPCAO et al., 2011)

Mas, se dentre os trabalhos supracitados for calculada uma média
simples das lesdes removidas e rejeitadas (0,544 kg/animal) e multiplicada pelo
ndamero total de bovinos abatidos no Brasil em 2011, 28,814 milhfGes de
cabecas (IBGE) (FIGURA 3), pode-se sugerir uma estimativa de perda de 15

mil toneladas de carne bovina para rea¢fes vacinais.

Milhoes de cabecas
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FIGURA 3 - Gréfico da evolucdo anual do abate de bovinos — Brasil — 2002 —
2011. Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenacéo de Agropecuaria,
Pesquisa Trimestral de Abate de Animais 2011.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi investigar e selecionar 6leo de origem
vegetal que pudesse mimetizar a acdo adjuvante de um Oleo branco mineral
farmacéutico (hidrocarboneto parafinico) comercial na elaboragcédo de emulsées
para vacinas de uso animal. Para isto, este 6leo vegetal deve dar origem a
emulsdo estavel ndo toxica. Deve ainda possuir potencial custo-efetivo,
viabilidade industrial e comercial para possivel adjuvante como produto para o
mercado. Finalmente, identificar um éleo de origem vegetal que possa modular
satisfatoriamente a resposta imunoldgica uma resposta humoral (Th2) a um

antigeno especifico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras

As amostras foram compostas por 6leos comerciais adquiridos junto a
empresas certificadas de Oleos vegetais. Foram utilizados os Oleos de:
améndoas, arroz, canola, girassol, milho, semente de uva, soja, andiroba,

maracuja, copaiba, acai, jojoba, castanha do para, buriti, cupuacu e outros.

3.2 Surfactantes

Foram utilizados os surfactantes ndo i6nicos de origem vegetal de
comprovada acdo no aperfeicoamento da estabilidade de sistemas dispersos
(YANG; WEI; SHEN, 2005). Sdo eles os ésteres de sorbitol (tween) 20 e 80
(ALKEST TW 20 e 80, OXITENO), e ésteres de acidos graxos (span) 20 e 80
(ALKEST SP 20 e 80, OXITENO).

3.3 Antigeno

O antigeno utilizado foi uma suspenséao de virus da raiva inativado por 3-
propiolactona (Instituto Butantan), obtido de células VERO cultivadas livre de
soro fetal bovino (ATCC-CCL81) e infectadas com virus fixo da cepa
PV/RV/VERO Stock | (Institute Pasteur) (FRAZATTI-GALLINA et al., 2004),
contendo 8 Ul/ml e 1mg de proteinas totais. O instituto testou a suspenséo para
virus adsorventes, micoplasma, DNA residual, esterilidade e inativacdo de

agentes adventicios, obtendo aprovacdo em todos os testes.
3.4 Testes de toxicidade dos 0Oleos
Para os testes de toxicidade aguda in vivo foram inoculados 0,5ml de

6leo na cavidade peritoneal de camundongos de peso inicial de 18 a 25 g.

Foram utilizados 5 animais da linhagem Swiss por grupo para cada 6leo e um
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para grupo controle. Foi observada a toxicidade aguda e Obitos nas primeiras
72h. Os animais foram observados pelo total de 7 dias para observacao de

sinais de intoxicagao.

3.5 Preparacao das emulsdes

As emulsdes foram preparadas a partir da fracdo oleosa composta de
Oleos, puros ou blends (mistura de um ou mais Oleos) adicionadas a
surfactantes de 9:1, 8:2 e no maximo 7:3, bem como algumas concentracdes
intermediarias entre essas. Os 6leos e blends que resultaram em emulsdes
estaveis (minimo de 7 dias a 25°C) nas distintas formula¢des resultantes foram
submetidos a outros testes.

3.5.1 Sistema EHL - Equilibrio hidrofilico lipofilico

Introduzido por GRIFFIN (1949), é um sistema de escala numérica
adimensional de valores entre 1 a 20, utilizada para descrever a natureza do
agente tensoativo, sendo que os valores aumentam de acordo com a hidrofilia
da molécula. O EHL de um emulsificante estd sempre relacionado com a sua
solubilidade. Substancias a serem emulsificadas podem ser caracterizadas por
um valor de EHL Requerido, que é o valor aproximado onde a substancia &
mais provavel de formar emulsao estavel (determinado pela experiéncia).

Cada Oleo a ser emulsificado possui um valor de EHL chamado
Requerido (EHL Req), o qual varia de acordo com cada lote de extragdo de
Oleo e beneficiamento posterior, mantendo, contudo, uma pequena faixa de
valores que podem sem focados para resultados esperados satisfatorios.

O EHL Resultante de uma mistura de surfactantes deve aproximar-se ao
maximo do EHL Req e pode ser calculado pela seguinte formula:

A+ B =100
EHL-A x 0,01A + EHL-B x 0,01B = EHL Resultante

Sendo: A = porcentagem de tensoativo hidrofilico;
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B = porcentagem de tensoativo lipofilico;
EHL-A = equilibrio hidrofilico lipofilico de A;
EHL-B = equilibrio hidrofilico lipofilico de B;

Os testes para se descobrir o EHL Req de cada 6leo seguem a
referéncia dos valores de EHL dos surfactantes, como exemplificados para o

Span 80 e o Tween 80 na TABELA 2.

TABELA 2 - Referéncia para calculo de EHL requerido

Span80 - EHL 4,3 Tween80 - EHL 15 EHL Resultante

% %

93 7 5,05
84 16 6,01
75 25 6,98
65 35 8,05
56 44 9,01
46 54 10,08
37 63 11,04
28 72 12,00
19 81 12,97
9 91 14,04
0 100 15,00

3.5.2 Teste de formagéo de emulsao

Os oOleos puros e blends foram dispostos para a formacdo de emulsdes
misturados a agentes emulsificadores. As emulsdes foram preparadas de
acordo com procedimentos padrao para sistemas dispersos (Jansen et al.,
2005). As emulsbes foram realizadas com alta forca laminar entre 11.000 e
20.000 rpm, utilizando o Ultra Turrax® T25 basic (IKA, EUA), por cerca de 20

minutos, em temperatura entre 2 a 8°C para manutencdo das caracteristicas
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antigénicas do virus da raiva, com 0 objetivo de alcancar particulas de
aproximadamente 1um (haste especifica do equipamento).

A mistura é deixada em repouso por 5 minutos e em seguida examinada
ao microscopio para verificacdo da formacdo de particulas delimitadas. Uma
parte da mistura € colocada em duas partes de 6leo para confirmagdo de
formacdo da emulsdo agua em éleo e agitadas manualmente em um pequeno
tubo falcon. Se a mistura mantiver uma delimitacdo coesa com o 6leo fica
confirmada a formacédo da emulséo (falcon a direita). Quando misturada na
mesma proporcdo com Aagua, 0 sistema emulsivo se desfaz (falcon a

esquerda), conforme ilustrada na FIGURA 4.

FIGURA 4 - Imagem ilustrativa do teste de determinac&o to tipo de emuls&o. E
feita a mistura de uma parte de uma emulséo para trés partes de 6leo ou adgua
para verificar de modo simples e inequivoco a formacao de emulséo e o tipo de
emulsdo formada. Neste exemplo, 0 sistema emulsivo permaneceu estavel e
delimitado quando misturado em trés partes de 6leo (falcon a direita), e sistema
desfeito na mistura com trés partes de agua (falcon a esquerda). Esta € uma
emulsio Agua-em-Oleo.
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3.6 Testes de emulsdes

Nas emulsdes propriamente ditas, foram feitas observacbes e testes
especificos e, para efeito comparativo, foi utilizada a mistura 6leo branco
mineral (Marcol - Exxon, It4lia): Montanide ISA50V (SEPPIC, Franga) (9:1).

3.6.1 Testes de estabilidade de emulsdes

Testes de estabilidade fisica dos sistemas emulsivos foram realizados
pela determinacdo da aparéncia macro e microscopica apdés estocagem a
temperatura ambiente (25°C). As emulsdes foram analisadas com 24hs e aos 7

dias através de microscopia, para observacéo de estabilidade.

3.6.2 Analise microscopica do tamanho das particulas

Para a andlise dos sistemas emulsivos e medicdo do tamanho médio
das particulas da emulsédo foram feitas 10 imagens de distintos pontos em 2
laminas preparadas para cada formulacdo (5 imagens por lamina) pelo
microscopio 6tico Olympus BX50 adaptado com camera CoolSNAP-Pro cf color
(Media Cybernetics) e processadas pelo software Image-Pro Plus (versdo
4.5.1.29). Com imagem aumentada em 200x, foi medido o diametro médio das
particulas e o desvio padrdo do diametro médio. Depois foi calculada a média
dos diametros médios das 10 imagens de cada formulacdo e calculado o

desvio padrdo da média dos diametros médios.

3.6.3 Teste de viscosidade

A viscosidade foi medida com viscosimetro capilar RHEOTEST® LK

(RHEOTEST Messgerate Medingen GmbH), com o capilar no. 2 (faixa

aproximada de 5 a 100 mPas).
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3.6.4 Imunogenicidade por teste ELISA

Vacinas da raiva foram elaboradas com as emulsbes que obtiverem
resultados favoraveis nos testes de toxicidade e de estabilidade. A
imunogenicidade do virus rabico inativado foi realizada pela imunizacdo de
camundongo por via intraperitoneal de 2 Ul por mL. A revacinacdo dos
camundongos foi efetuada com 15 dias do estimulo primario. Foram coletadas
amostras de sangue por puncao da veia submandibular. Apos a obtencao do
sangue, este foi centrifugado e separado 0 soro para ensaio imunoenzimatico,
utilizando o teste de ELISA indireto (JANSEN et al., 2006).

O experimento com virus rabico foi realizado com camundongos néo
isogénicos, linhagem Swiss. Foram divididos 8 animais por grupo, totalizando
104 camundongos, sendo 10 grupos testados com formulacbes com 6éleos
vegetais, um grupo com adjuvante 6leo branco mineral comercial, um grupo
controle (positivo) que recebeu somente o virus rabico e um grupo controle
(negativo) que recebeu somente uma solucédo tampao fosfato (PBS).

O adjuvante mineral comercial foi o ISA50® (marcol montanide, SEPPIC,
Franca) proveniente do Laboratério Especial Piloto de Pesquisa e

Desenvolvimento de Imunobioldgicos Veterinarios, do Instituto Butantan.

Periodo (dias) Inoculagdo/evento

TO Emulsao + Virus Rabico inativado (2 U/ml), dose 0,5 ml

T15 Emulsao + Virus Rabico inativado (2 U/ml), dose 0,5 ml
12, sangria

T21 22 sangria

T28 32, sangria

T35 Desafio — Virus Rabico inativado (2 U/ml), dose 0,5 ml
42, sangria

T42 52, sangria

Sacrificio dos animais
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3.6.5 Ensaio imunoenzimético para determinacdo da imunogenicidade do

virus rabico nas emulsdes estaveis e ndo toxicas

Os titulos individuais de anticorpos contra o virus rabico, em
camundongos, foram determinados pela técnica de reacdo imunoenzimatica
(ELISA) indireta (Engvall, 1980; Hashida; Hashinaka; Ishikawa, 1995).
Microplacas de 96 cavidades (Corning® cat. n.° 3590, Acton, MA, EUA) foram
sensibilizadas com o virus, diluido em tampéo carbonato-bicarbonato 0,1M, pH
9,6 na concentragcdo de 10ug/mL, foi colocado em cada cavidade 100uL e
incubado durante uma noite a 4°C. Os sitios livres de cada cavidade foram
bloqueados com 100ul, por duas horas a temperatura ambiente, com uma
solucdo de gelatina a 1% em tampédo carbonato-bicarbonato 0,1M, pH 9,6.
Apéds a adicao de 100ul das diluicdes em série (diluicao inicial 1/40, razdo 10)
dos soros de camundongo e incubacdo a 37°C por 2 horas, foi utilizado
anticorpo de cabra anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase (Sigma®,
cat. n.° A3673, St. Louis, MO, EUA). Como substrato, foi utlizado O-
phenylenediamine (Sigma®, cat n.° P9187, St. Louis, MO, EUA) e peroxido de
hidrogénio a 0,03% (Synth®, Sao Paulo, Brasil). A reacao foi interrompida até
15 minutos da reagdo com o cromogeno, pela adicdo de acido sulfarico a 2,5N,
e a densidade optica foi medida, usando-se um leitor de ELISA (Stat Fax®
Awareness Technology) com filtro de 492nm. (LEINIKKI; PASSILA, 1977).

3.6.6 Ensaio imunoenzimatico para determinacdo da relacdo dos subtipos de

IgG (1 e 2a) no soro

Os titulos individuais de anticorpos contra o virus rabico, em camundongos,
foram determinados pela técnica de reacdo imunoenzimética (ELISA) indireta
(ENGVALL, 1980)(HASHIDA; HASHINAKA,; ISHIKAWA, 1995). Microplacas de
96 cavidades (Corning® cat. n.° 3590, Acton, MA, EUA) foram sensibilizadas
com o virus, diluido em tampéo carbonato-bicarbonato 0,1M, pH 9,6 na
concentracéo de 10ug/mL, foi colocado em cada cavidade 100uL e incubado
durante uma noite a 4°C. Os sitios livres de cada cavidade foram bloqueados

com 100pl, por duas horas a temperatura ambiente, com uma solugdo de
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gelatina a 1% em tampao carbonato-bicarbonato 0,1M, pH 9,6. Apos a adi¢édo
de 100ul das diluicbes em série (razdo 2) dos soros de camundongo e
incubacédo a 37°C por 2 horas, foi utilizado anticorpo de cabra anti-IgG1 e anti-
IgG2a de camundongo conjugado a peroxidase (Sigma®, cat. n.° A3673, St.
Louis, MO, EUA). Como substrato, foi utilizado O-phenylenediamine (Sigma®,
cat n.° P9187, St. Louis, MO, EUA) e peréxido de hidrogénio a 0,03% (Synth®,
Séao Paulo, Brasil). A reacao foi interrompida até 15 minutos da reacdo com o
cromogeno, pela adicdo de acido sulfurico a 2,5N, e a densidade o6ptica foi
medida, usando-se um leitor de ELISA (Stat Fax® Awareness Technology) com
filtro de 492nm. (LEINIKKI; PASSILA, 1977).

3.6.7 Ensaio imunoenzimatico para determinacao da producéo de IgE total no

SOoro

Os titulos individuais de anticorpos contra o virus rabico, em camundongos,
foram determinados pela técnica de reagdo imunoenzimética (ELISA) indireta
(ENGVALL, 1980; HASHIDA, HASHINAKA, ISHIKAWA, 1995). Microplacas de
96 cavidades (Corning® cat. n.° 3590, Acton, MA, EUA) foram sensibilizadas
com o virus, diluido em tampdo carbonato-bicarbonato 0,1M, pH 9,6 na
concentracdo de 10ug/mL, foi colocado em cada cavidade 100uL e incubado
durante uma noite a 4°C. Os sitios livres de cada cavidade foram bloqueados
com 100ul, por duas horas a temperatura ambiente, com uma solugédo de
gelatina a 1% em tampao carbonato-bicarbonato 0,1M, pH 9,6. Apds a adicéo
de 100ul das diluicbes em série (razdo 2) dos soros de camundongo e
incubacdo a 37°C por 2 horas, foi utilizado anticorpo de cabra anti-IgE de
camundongo conjugado a peroxidase (Sigma®, cat. n.° A3673, St. Louis, MO,
EUA). Como substrato, foi utilizado O-phenylenediamine (Sigma®, cat n.°
P9187, St. Louis, MO, EUA) e per6xido de hidrogénio a 0,03% (Synth®, Séo
Paulo, Brasil). A reacado foi interrompida até 15 minutos da reacdo com o
cromogeno, pela adicdo de acido sulfurico a 2,5N, e a densidade optica foi
medida, usando-se um leitor de ELISA (Stat Fax® Awareness Technology) com
filtro de 492nm. (LEINIKKI; PASSILA, 1977).
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3.7 Anédlise Estatistica

Para as variaveis continuas estimou-se a média, e o0 desvio-padrdo, sendo a
significancia estatistica entre as diferencas testada por meio de teste T-
pareado com o programa PWSS statistics.

Algumas analises matematicas, principalmente na dosagem de proteinas e
ensaio imunoenzimatico onde a relacdo da concentracdo ou diluicdo em

relacédo ao efeito (absorbéancia) foi utilizado o programa Prisma verséo 5.

Para tabulacdo de dados e analises preliminares como média, desvio padréo e

coeficiente de variacéo foi utilizado o programa Microsoft Excel 2007.



4. RESULTADOS

4.1 Testes de toxicidade

Os camundongos, peso inicial de 18 a 25 g, foram inoculados com 0,5 ml de

Oleo na cavidade peritoneal, volume maximo possivel para esta espécie.

TABELA 3 - Resultados dos testes de toxicidade de Oleos vegetais por via

intraperitoneal de 0,5 ml de amostra estéril de 6leo vegetal em camundongos

Amostra de 6leo Densidade mg Tempo de ocorréncia Sinais de
maxima de morte intoxicagao
injetada com 7 dias

Acai 0,920 460,0 Auséncia Ausentes

Améndoas doce 0,916 458,0 Auséncia Ausentes

Andiroba - - 24h, todos os animais -

Arroz bruto 0,917 458,5 Auséncia Ausentes

Buriti bruto 0,940 470,0 Auséncia Ausentes

Buriti 0,910 455,0 Auséncia Ausentes

Canola bruto 0,915 457,5 Auséncia Ausentes

Castanha do

Para 0,910 455,0 Auséncia Ausentes
Copaiba

destilado 0,900 450,0 Auséncia Ausentes
Girassol bruto 0,916 458,0 Auséncia Ausentes
Jojoba 0,860 430,0 Auséncia Ausentes
Maracuja bruto 0,910 455,0 24h, todos os animais -
Maracuja 0,915 457,5 Auséncia Ausentes
Milho bruto 0,920 460,0 Auséncia Ausentes
Semente de Uva 0,920 460,0 Auséncia Ausentes
Soja bruto 0,920 460,0 Auséncia Ausentes
Urucum 0,915 457.,5 Auséncia Ausentes

Legenda: todos os 6leos utilizados estavam em estado refinado, sendo aqueles
designados de outra forma. Bruto: 6leo no estado de extracdo, sem refino ou
adicdo de antioxidantes e conservantes. Os distintos 6leos sdo denominados

pelo vegetal de origem.
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Foi observada a toxicidade aguda e Obitos nas primeiras 72h, o que
ocorreu somente nos grupos dos 6leos de semente de maracuja bruto e de
andiroba, nas primeiras 24h. Todos os animais vivos foram observados por 7
dias e nenhum outro sinal de toxicidade foi observado para os outros Oleos
durante o periodo, conforme TABELA 3.

Somente os Oleos sem qualquer evidéncia de toxicidade foram
escolhidos para dar continuidade nos testes e experimentos. Assim, ndo houve
necessidade de testes de toxicidade de fragcbes mais diluidas dos 6leos ou da
emulsado vacinal. Outros componentes das formulagdes sdo comprovadamente

atoxicos nas concentracdes utilizadas.

4.2 Preparacao das emulsdes

4.2.1 Sistema EHL - Equilibrio hidrofilico lipofilico

Para a realizacdo de testes de preparacdo de emulsbes, as
porcentagens das misturas de Oleos vegetais, blends de Oleos vegetais e
surfactantes foram organizadas em tabelas de célculos de EHLs, como
demonstrada na TABELA 3 e constante no APENDICE 1.

Na TABELA 3 esta exemplificada a aplicacdo dos principios de calculo
do EHL Requerido para uma mistura com Oleo cuja fragdo total dos
surfactantes combinados compora 3 g. Nesta massa os surfactantes comporao
15% de uma mistura oleosa final de 20 g. Esta € a massa da parte oleosa mais
utilizada neste trabalho para realizacédo de cada teste de formacdo de emulsdo
e, posteriormente, de estabilidade. Esta medida foi escolhida por ser a minima
passivel de ser emulsionada, dada a pequena disponibilidade de amostras e

reagentes para execucao do trabalho.



RESULTADOS 48

TABELA 4 - Referéncia para calculo de EHL requerido;

EHL Req. % Span80 Massa Surf. % Tween80 Massa Surf EHL Result.

43 g 15,0 g
7,40 71 2,13 29 0,87 7,40
7,30 72 2,16 28 0,84 7,30
7,19 73 2,19 27 0,81 7,19
7,08 74 2,22 26 0,78 7,08
6,98 75 2,25 25 0,75 6,98
6,87 76 2,28 24 0,72 6,87
6,76 77 2,31 23 0,69 6,76
6,65 78 2,34 22 0,66 6,65
6,55 79 2,37 21 0,63 6,55
6,44 80 2.4 20 0,6 6,44
6,33 81 2,43 19 0,57 6,33

Legenda: EHL do Span 80 = 4,3; EHL do Tween 80 = 15,0.

4.2.2 Teste de formacédo de emulsao

Os 6leos puros ou blends foram dispostos para a formacao de emulsdes
misturada a agentes emulsificadores. As emulsdes foram preparadas de
acordo com procedimentos padrdo para sistemas dispersos (JANSEN et al.,

2005). Segue o procedimento padronizado para este estudo

Procedimento padronizado para a preparacao de emulsées

1. Misturar o 6leo com o surfactante, medidos pela massa (peso), nas
proporcdes proprias de cada 6leo ou mistura de 6leos, como de 9:1, a
60°C com auxilio de agitador magnético. Em seguida, deixa-se a mistura
resfriar a temperatura ambiente.

2. Para a fracdo aquosa pode ser utilizado tampéao fosfato salina (PBS) na
temperatura de 2 a 8°C (ou outra solu¢do aquosa adequada ao antigeno

e a vacina, como meio de cultura). Se a natureza da solu¢cdo com o
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3.

antigeno for hidrofébica, esta solucéo pode ser adicionada logo antes do
inicio da adicdo da parte aquosa sendo que sua quantidade percentual
na formulacéo total ainda sera considerada como parte aquosa.
A mistura oleosa (Oleo+surfactante) deve ser resfriada até
aproximadamente 15°C em sistema com agua e gelo. Em seguida, a
mistura oleosa deve ser posta em agitacdo de 11.000 rpm em um
misturador. Adicionando-se lentamente a parte aguosa com o antigeno,
sem interromper a agitacdo e aumentando-a paulatinamente até 20.000
rpm.
Em 20.000 rpm, faz-se a uniformizagao lenta da mistura, observando a
temperatura cerca de 2 ou 3 minutos, com o auxilio de um termémetro
para a temperatura ndo ultrapassar o limite de integridade e viabilidade
do antigeno, e interromper o misturador.
o Terminada a mistura, a emulséo final deve ser deixada resfriada
(2 a 8°C) enquanto sao feitos os testes de verificacdo da formacéo da

emulsao.

Na TABELA 5 esta descrita a quantidade de testes realizados para cada

Oleo e para os blends (misturas de 6leos). Para os 6leos que apresentaram
resultados positivos de formacgéo de emulsdo, deu-se a continuidade dos testes
para a busca de um valor de EHL Req mais preciso, a partir da maior
estabilidade encontrada em cada faixa de EHL da mistura oleosa. Houve um
maior numero de testes para os Oleos mais promissores na formacédo de

emulsdo estavel com os surfactantes disponiveis.
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TABELA 5 - Numero de testes realizados por amostra de 0Oleo por faixa de
valor de EHL

Faixas de EHL

4a5 6av7 8a9 10all 12al3 14al1l6 Total
Acai 1 1 4 3 1 11
Améndoas doce 1 1 1 1 1 1
Andiroba 1 1 1 1 3 1
Arroz bruto 1 41 1 3 6 3 55
Buriti bruto 1 4 8 1 3 3 20
Canola bruto 1 30 5 1 3 1 41
Castanha do Para 1 1 1 1 2 12
Copaiba destilado 1 3 2 1 2 14
Girassol bruto 1 44 2 11 27 1 86
Maracuja bruto 1 3 11 13 1 31
Maracuja 1 4 14 36 25 83
Milho bruto 1 4 18 5 7 1 36
Semente de Uva 1 1 1 1 1 6
Soja bruto 4 26 1 1 3 3 38
Urucum 1 3 1 1 3 1 10
Jojoba 1 1 1 1 1 6
Blends (bruto) 4 89 7 0 2 1 103
TOTAL 566

Legenda: todos os 6leos utilizados estavam em estado refinado, sendo aqueles
designados de outra forma. Bruto: 6leo no estado de extracdo, sem refino ou
adicdo de antioxidantes e conservantes. Os distintos 6leos sdo denominados
pelo vegetal de origem.

4.3 Testes de emulsoes

4.3.1 Testes de estabilidade de emulsdes

Testes de estabilidade fisica dos sistemas emulsivos foram realizados
pela determinacdo da aparéncia macro e microscopica apds estocagem a
temperatura ambiente (25°C). As emulsdes foram analisadas com 24hs e aos 7
dias através de microscopia, para observacdo de estabilidade. Sempre que foi

observada evidéncia microscopica de separagdo de fases, a mesma era
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observada macroscopicamente no dia seguinte. A estabilidade minima
verificada em pelo menos 5 repeticbes de teste de formacdo de emulsao de
uma mesma formulacéo, dotava esta mistura de potencial para selecéo para o
teste de imunogenicidade. A TABELA 6 informa a estabilidade para cada o6leo
do estudo que atingiu os parametros acima descritos. Todos os resultados de
testes a seguir se referem a Oleos vegetais em estado bruto, ou semirrefinado,

quer dizer, sem adicdo de antioxidantes.

TABELA 6 - Estabilidade dos 6leos com melhor formacao de emulséo

Oleos vegetais EHL Req. EHL Req. 6timo  Dias estaveis a
25°C

Girassol 50-75 6,90 10

Canola 55-8,0 7,30 11

Arroz 6,0-38,0 7,40 10

Milho 8,5-10,5 9,86 7

Buriti 7,0-10,0 8,37 7

Blends de Gs/ClI 55-8,2 7,0-7,8 7-10

Legenda: Blends de Gs/Cl sao formulagbes que utilizam 6leos de girassol e
de canola como principais constituintes em diferentes proporcdes e
misturados.

4.3.2 Principais formulagdes

Este trabalho constituiu a base para a elaboracao de pedido de patente
(INPI' n°.018110040020, conforme Anexo 3). Em decorréncia disto, as
formulacdes exatas das principais composi¢cfes adjuvantes de Oleos vegetais
nao serdo expostas neste texto. Na TABELA 7 sdo demonstradas faixas de
concentracédo de constituintes que compdem tais formulagdes. As propor¢cdes
dos oleos nos blends tampouco estdo descritas pela razdo de protecdo do

pedido de patente supracitado.
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TABELA 7 - Principais formulacdes

Composicoes EHL Req. % parte % 6leos % surf
adjuvantes otimo aquosa
Gs 6,9 -7,15 30-34 50-63 6-12
Gs.Q 70-7.2 32-35 50-63 6-12
Cl 7,3-7,85 36-39 50-63 6-12
Cl.Q 7,36-7,9 37-40 50-63 6-12
GsCl 7,2-7,35 36-39 50-63 6-12
GsCIl.Q 7,25 - 7,45 37-40 50-63 6-12
GsCIBt 7,36-7,6 36-39 50-63 6-12
GsCIBt.Q 7,40 - 7,7 37-40 50-63 6-12
GsBt 71-73 30-34 50-63 6-12
GsBt.Q 71-74 31-35 50-63 6-12

Legenda: GsClI, formulacdo composta pelos 6leos de Girassol e de Canola
mais surfactante na composicdo da fracdo oleosa; Q: representa adicdo de
saponina na concentracdo de 20ug/ml; Gs: 6leo de girassol; CI: 6leo de canola;
Bt: 6leo de Buriti; %surf: percentual da mistura de surfactantes.

As principais formulacdes, indicadas na TABELA 7 correspondem aos
resultados mais satisfatérios ao se considerar os fatores de formacao de
emulsdo, de estabilidade minima da emulséo, de uniformidade das particulas
emulsivas, de custo dos Oleos (viabilidade econbémica de um possivel
adjuvante). Ha de se notar que, na verdade, sdo cinco pares de formulagées,
onde a diferenca fundamental no par estd na adicdo ou ndo de 20ug/ml e
consequente alteragcdo na proporcdo da fragdo aquosa na composicao do

sistema.

4.3.3 Analise microscopica do tamanho das particulas

As cinco formulac¢des escolhidas estdo dentre as principais formulacdes
supracitadas. Foram realizadas 10 imagens de cada formulacdo adjuvante
analisada. Cada imagem foi processada pelo software Image-Pro Plus (verséo
4.5.1.29), gerando dados demonstrados nas TABELAS 8 a 12 (cf item 3.5.2).
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TABELA 8 - Relacdo do numero de particulas nas imagens microscopicas da
formulacdo Gs (Girassol), seus diametros médios e desvio padrédo
dos diametros médios, FIGURA 5

Imagem n° de particulas  Didmetro médio = Desvio padrdo do diametro

médio

1 7283 1,863 1,051
2 8154 1,848 0,885
3 7704 1,784 1,061
4 7331 1,859 1,016
5 8179 1,802 1,012
6 7166 1,933 1,082
7 7644 1,827 1,037
8 7559 1,830 1,043
9 8737 1,757 1,007
10 9900 1,597 1,067
médias 7966 1,810 1,026

FIGURA 5 - Imagem microscopica de particulas emulsivas da formulacdo Gs
(girassol), aumento 200x. Escala 25um.
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TABELA 9 - Relacdo do numero de particulas nas imagens microscopicas da

formulacdo Gs.Q (Girassol e saponina), seus diametros médios e

desvio padréo dos diametros médios, FIGURA 6

Imagem  n° de particulas

Diametro médio

Desvio padrdo do didmetro

médio

1 11058 1,629 1,105
2 11415 1,579 1,047
3 10728 1,640 1,050
4 7420 1,878 1,082
5 6657 1,844 1,064
6 10682 1,555 0,955
7 8886 1,729 1,003
8 6921 1,984 1,053
9 1277 1,768 1,083
10 10214 1,587 0,973
médias 9125,8 1,719 1,042

FIGURA 6 - Imagem microscopica de particulas

N

5 W o s v

A’

emul

a Urg. w2 e’

sivas da formulacéo

Gs.Q (girassol com saponina), aumento 200x. Escala 25um.
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TABELA 10 - Relacdo do numero de particulas nas imagens microscopicas da
formulacdo GsCIl.Q (Girassol, canola e saponina), seus diametros
meédios e desvio padrédo dos diametros medios, FIGURA 7

Imagem n° de particulas Diametro Desvio padrdo do diametro
médio médio
1 7283 1,757 0,766
2 6586 1,543 0,652
3 6652 1,841 0,855
4 9991 1,580 0,932
5 8138 1,637 0,913
6 9157 1,539 0,867
7 9579 1,738 0,962
8 8717 1,734 0,969
9 6438 2,116 0,967
10 8878 1,798 1,005
médias 8142 1,728 0,889

FIGURA 7 - Imagem microscopica de particulas emulsivas da formulacao
GsCL.Q (girassol, canola com saponina), aumento 200x. Escala 25um.
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TABELA 11 - Relacdo do numero de particulas nas imagens microscopicas da
formulacdo GsCIBt.Q (Girassol, canola, buriti e saponina), seus

diametros médios e desvio padrao dos diametros médios, FIGURA 8

Imagem  n°de particulas Diametro médio  Desvio padréo do diametro

médio

1 7714 1,927 0,938
2 10152 1,844 0,936
3 9115 1,963 0,998
4 10516 1,738 0,968
5 8614 1,739 0,823
6 9613 1,699 0,921
7 10432 1,606 0,985
8 10385 1,601 0,891
9 10976 1,632 1,010
10 11044 1,616 0,908
médias 9856 1,736 0,938

FIGURA 8 - Imagem microscopica de particulas emulsivas da formulacdo
GsCIBt.Q (girassol, canola, buriti com saponina), aumento 200x. Escala 25
pm.
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TABELA 12 - Relacdo do niumero de particulas nas imagens microscopicas da
formulacdo GsBt (Girassol, e buriti), seus diametros médios e desvio
padréo dos diametros médios,FIGURA 9

Imagem n°de particulas Diametro médio Desvio padrdo do diametro

médio

1 9916 1,790 0,926
2 10113 1,766 0,942
3 10517 1,737 0,907
4 10458 1,729 0,895
5 11154 1,526 0,973
6 11545 1,619 0,940
7 6887 1,957 1,039
8 10807 1,757 0,946
9 9611 1,764 0,904
10 11041 1,704 0,959
médias 10204,9 1,735 0,943

FIGURA 9 - Imagem microscopica de particulas emulsivas da formulacao
GsBt (girassol, buriti), aumento 200x. Escala 25 pm.
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4.3.4 Viscosidade

A viscosidade foi medida com viscosimetro capilar RHEOTEST® LK
(RHEOTEST Messgerate Medingen GmbH), com o capilar no. 2 (faixa
aproximada de 5 a 100 mPas). Na indisponibilidade de capilar apropriado para
medicdo de viscosidade comparativa de amostra do ISA50, os dados deste
foram coletados da literatura. Pela indisponibilidade de equipamento mais
apropriado para emulsdes, foi feita medida da viscosidade em temperatura de
refrigeracao, temperatura de utilizagdo da vacina no campo, com o objetivo de
verificar este dado de qualidade das emulsdes.

TABELA 13 - Viscosidade
Composicdes % parte aquosana Temp. média das Viscosidade
emulsao leituras media
(mPas)
GsCl.Q 38,9 2,81°C 53,1
GsCIBt.Q 37,4 5,24°C 78,72
GsBt 33,2 7,76°C 97,4
Gs 33,9 2,42°C 63,3
Gs.Q 35,2 3,47°C 66,7
ISA50* 50,0 25,0 °C 200,0

*Dados da literatura (Aucouturier; Dupuis; Ganne, 2001)

4.3.5 Imunogenicidade

Por motivo de viabilidade de elaboragcéo de emulsdes com o virus rabico,
foram realizados ensaios pilotos prévios com albumina sérica bovina (BSA), de
baixo custo e abundante. As formulacbes com melhores resultados, num
segundo momento, foram utilizadas como composi¢des adjuvantes para vacina
da raiva. Nestes ensaios pilotos pode ser evidenciado que os Oleos vegetais

apresentam algum efeito adjuvante como base oleosa para elaboracdo de
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emulsdes. Também foi possivel verificar que ha uma tendéncia de melhor
resposta pelos Oleos de girassol e de canola quando comparados aos outros
de origem vegetal. O mesmo se deu com formula¢des que continham a mistura
desses dois 06leos. Contudo, houve variacdo de resposta das diferentes
misturas e propor¢cdes de Oleos vegetais, que deu margem para O
planejamento do experimento com o virus da raiva.

Vacinas antirrabicas foram elaboradas com as emulsdes que obtiverem
resultados favoraveis nos testes de toxicidade e de estabilidade. A
imunogenicidade do virus rabico foi realizada pela imunizagdo de camundongo
por via intraperitoneal de 2 Ul por mL. A revacinagdo dos camundongos foi
efetuada 15 dias do estimulo priméario. Foram coletadas amostras de sangue
por puncdo da veia submandibular. Ap6s a obtencdo do sangue este foi
centrifugado e separado o soro para ensaio imunoenzimatico utilizando o teste
de ELISA indireto (JANSEN et al., 2006).

4.3.6 Ensaio imunoenzimatico para determinacdo da imunogenicidade do

virus rabico nas emulsdes estaveis e nao toxicas

Das emulsdes estaveis e ndo toxicas foram elaboradas composicoes
adjuvantes para teste de poténcia adjuvante comparativo com adjuvante
mineral comercial emulsionado. Os resultados com 15 dias apdés a primeira
inoculacao, T15, (composicdo + virus rabico) ilustra acdo adjuvante semelhante
entre os 6leos vegetais e 0 mineral e a acdo adjuvante diante o grupo que

recebeu somente o virus.
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O GRAFICO 1 ilustra a DO da diluicdo 1/4.000 da titulagéo de anticorpos
em T15 para as composi¢fes adjuvantes oleosas compostas pelo 6leo de
girassol (com e sem saponina), em comparacdo com o0 0leo mineral e com o
grupo que recebeu somente o virus rabico inativado, com a demonstracao do
desvio padrédo (+). Todos o0s grupos obtiveram producdo de anticorpos
significativamente maior que o grupo que recebeu somente o virus, sem,

contudo, diferenciarem entre si.
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GRAFICO 1 - Avaliacdo comparativa da absorbancia da resposta
imunoldgica antirrabica por ELISA das composi¢cdes adjuvantes de 6leo de
girassol com adjuvante comercial (ISA50) e grupo sem adjuvante (PBS+Rb),
em T15 para diluicdo de 1/4.000. Legenda: Gs, 6leo de girassol; .Q, saponina
20 pg/ml. (p <0,05).
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O GRAFICO 2 ilustra a DO da diluicdo 1/4.000 da titulag&o de anticorpos
em T15 para as composi¢cbes adjuvantes oleosas compostas pelo Gleo de
canola (com e sem saponina), em comparacdo com o Oleo mineral e com o
grupo que recebeu somente o virus rabico inativado, com a demonstracdo do
desvio padrédo (+). Todos os grupos obtiveram producdo de anticorpos
significativamente maior que o grupo que recebeu somente o virus, sem

contudo, diferenciarem entre si.
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GRAFICO 2 - Avaliacdo comparativa da absorbancia da resposta
imunoldgica antirrabica por ELISA das composi¢cdes adjuvantes de 6leo de
canola com adjuvante comercial (ISA50) e grupo sem adjuvante (PBS+Rb),
em T15 para diluicdo de 1/4.000. Legenda: Cl, 6leo de canola; .Q, saponina
20 pg/ml. (p <0,05).
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O GRAFICO 3 ilustra a DO da diluicdo 1/4.000 da titulacio de anticorpos
em T15 para as composi¢cdes adjuvantes oleosas compostas pelos 6leos de
girassol e buriti (com e sem saponina), em comparacao com o 0leo mineral e
com O grupo que recebeu somente o virus rabico inativado, com a
demonstracao do desvio padréo (+). Todos os grupos obtiveram producao de
anticorpos significativamente maior que o0 grupo que recebeu somente 0 virus.
sem, contudo, diferenciarem entre si. A composi¢cdo sem saponina demonstrou
resposta adjuvante maior que a que recebeu saponina, bem como do 6éleo

mineral comercial (p <0,05).
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GRAFICO 3 - Avaliacdo comparativa da absorbéancia da resposta
imunologica antirrdbica por ELISA das composicfes adjuvantes de oOleo de
girassol e Oleo de buriti com adjuvante comercial (ISA50) e grupo sem
adjuvante (PBS+Rb), em T15 para diluicdo de 1/4.000. Legenda: Gs, 6leo de
girassol; Bt, 6leo de buriti;.Q, saponina 20 pg/ml. Composicdo GsBt foi
significativamente maior que ISA50 e GsBt.Q (p <0,05).
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O GRAFICO 4 ilustra a DO da diluicdo 1/4.000 da titulagio de anticorpos
em T15 para as composi¢des adjuvantes oleosas compostas pelos 6leos de
girassol e de canola (com e sem saponina), em comparacdo com o Oleo
mineral e com 0 grupo que recebeu somente o virus rabico inativado, com a
demonstracao do desvio padrdo (+). Todos os grupos obtiveram producao de
anticorpos significativamente maior que o grupo que recebeu somente 0 virus,

sem, contudo, diferenciarem entre si.
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GRAFICO 4 - Avaliagdo comparativa da absorbéancia da resposta
imunoldgica antirrabica por ELISA das composi¢cdes adjuvantes de 6leo de
girassol e 6leo de canola com adjuvante comercial (ISA50) e grupo sem
adjuvante (PBS+Rb), em T15 para diluicdo de 1/4.000. Legenda: Gs, Oleo de
girassol; Cl, 6leo de canola; .Q, saponina 20 ug/ml. (p <0,05).
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O GRAFICO 5 ilustra a DO da diluicdo 1/4.000 da titulagio de anticorpos
em T15 para as composi¢des adjuvantes oleosas compostas pelos 6leos de
girassol, canola e buriti (com e sem saponina), em comparacdo com o 0leo
mineral e com 0 grupo que recebeu somente o virus rabico inativado, com a
demonstracao do desvio padrdo (+). Todos os grupos obtiveram producao de
anticorpos significativamente maior que o grupo que recebeu somente 0 virus,

sem, contudo, diferenciarem entre si.
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GRAFICO 5 - Avaliagdo comparativa da absorbéancia da resposta

imunoldgica antirrdbica por ELISA das composi¢fes adjuvantes de o6leo de
girassol, 6leo de canola e 6leo de buriti com adjuvante comercial (ISA50) e
grupo sem adjuvante (PBS+Rb), em T15 para diluicdo de 1/4.000. Legenda:
Gs, 6leo de girassol; Cl, 6leo de canola; Bt, 6leo de buriti; .Q, saponina 20
ug/ml (p <0,05).
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O GRAFICO 6 ilustra a cinética da DO da diluicdo 1/40.000 da titulacio
de anticorpos em T15, T21, T28, T35, T42 para as composi¢cdes adjuvantes
oleosas compostas pelo o6leo de girassol (com e sem saponina), em
comparacdo com o 6leo mineral, com a demonstracdo do desvio padrdo
(positivo e negativo). Nao houve diferenca significativa (P <0,05) entre as trés
composi¢cbes na cinética da resposta imunolégica, ainda que, em dias de
tratamento isolados, ela tenha ocorrido (dados ndo demonstrados). O
GRAFICO demonstra que a resposta imunologica das composicdes de 6leos
vegetais possui efeito duradouro que se equipara ao do 6leo mineral na

espécie animal testada.
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GRAFICO 6 - Avaliacdo comparativa da cinética da absorbancia da resposta
imunoldgica antirrdbica por ELISA das composi¢fes adjuvantes de o6leo de
girassol com adjuvante comercial (ISA50) em dias T15, T21, T28, T35, T42
para diluicdo de 1/40.000. Legenda: Gs, Oleo de girassol; .Q, saponina 20
ug/ml. (p <0,05).
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O GRAFICO 7 ilustra a cinética da DO da diluicdo 1/40.000 da titulag&o
de anticorpos em T15, T21, T28, T35, T42 para as composi¢cdes adjuvantes
oleosas compostas pelo 6leo de canola (com e sem saponina), em comparacao
com o Oleo mineral, com a demonstracdo do desvio padrdo (positivo e
negativo). Nao houve diferengca significativa (P <0,05) entre as trés
composi¢cdes na cinética da resposta imunoldgica, ainda que, em dias de
tratamento isolados, ela tenha ocorrido (dados ndo demonstrados). O
GRAFICO demonstra que a resposta imunologica das composicdes de 6leos
vegetais possui efeito duradouro que se equipara ao do 6leo mineral na

espécie animal testada.
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GRAFICO 7 - Avaliacdo comparativa da cinética da absorbancia da

resposta imunologica antirrabica por ELISA das composi¢cfes adjuvantes de
Oleo de canola com adjuvante comercial (ISA50) em dias T15, T21, T28, T35,
T42 para diluicdo de 1/40.000. Legenda: ClI, éleo de canola; .Q, saponina 20
ug/ml. (p <0,05).
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O GRAFICO 8 ilustra a cinética da DO da diluicdo 1/40.000 da titulag&o
de anticorpos em T15, T21, T28, T35, T42 para as composi¢cdes adjuvantes
oleosas compostas pelos 6leos de girassol e canola (com e sem saponina), em
comparacdo com o O6leo mineral, com a demonstracdo do desvio padréo
(positivo e negativo). Nao houve diferenca significativa (P <0,05) entre as trés
composi¢cdes na cinética da resposta imunoldgica, ainda que, em dias de
tratamento isolados, ela tenha ocorrido (dados ndo demonstrados). O
GRAFICO demonstra que a resposta imunologica das composicdes de 6leos
vegetais possui efeito duradouro que se equipara ao do 6leo mineral na

espécie animal testada.
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GRAFICO 8 - Avaliacdo comparativa da cinética da absorbancia da

resposta imunologica antirrabica por ELISA das composi¢cfes adjuvantes de
Oleo de girassol e 6leo de canola com adjuvante comercial (ISA50) em dias
T15, T21, T28, T35, T42 para diluicdo de 1/40.000. Legenda: Gs, 0leo de
girassol; Cl, 6leo de canola; .Q, saponina 20 pg/ml. (p <0,05).
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O GRAFICO 9 ilustra a cinética da DO da diluicdo 1/40.000 da titulagio
de anticorpos em T15, T21, T28, T35, T42 para as composi¢cdes adjuvantes
oleosas compostas pelos Oleos de girassol e buriti (com e sem saponina), em
comparacdo com o 6leo mineral, com a demonstracdo do desvio padréo
(positivo e negativo). Nao houve diferenca significativa (P <0,05) entre as trés
composi¢cdes na cinética da resposta imunoldgica, ainda que, em dias de
tratamento isolados, ela tenha ocorrido (dados ndo demonstrados). O
GRAFICO demonstra que a resposta imunologica das composicdes de 6leos
vegetais possui efeito duradouro que se equipara ao do 6leo mineral na

espécie animal testada.
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GRAFICO 9 - Avaliacdo comparativa da cinética da absorbancia da

resposta imunoldgica antirrdbica por ELISA das composi¢cfes adjuvantes de
6leo de girassol e 6leo de buriti com adjuvante comercial (ISA50) em dias
T15, T21, T28, T35, T42 para diluicdo de 1/40.000. Legenda: Gs, Oleo de
girassol; Bt, 6leo de buriti; .Q, saponina 20 pug/ml. (p <0,05).
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O GRAFICO 10 ilustra a cinética da DO da diluicdo 1/40.000 da titulac&o
de anticorpos em T15, T21, T28, T35, T42 para as composi¢cdes adjuvantes
oleosas compostas pelos oOleos de girassol, canola e buriti (com e sem
saponina), em comparacdo com o 6leo mineral, com a demonstracéo do desvio
padrao (positivo e negativo). Nao houve diferenca significativa (P <0,05) entre
as trés composi¢cdes na cinética da resposta imunoldgica, ainda que, em dias
de tratamento isolados, ela tenha ocorrido (dados ndo demonstrados). O
GRAFICO demonstra que a resposta imunologica das composicdes de 6leos
vegetais possui efeito duradouro que se equipara ao do 6leo mineral na

espécie animal testada.
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GRAFICO 10 - Avaliacdo comparativa da cinética da absorbancia da

resposta imunoldgica antirrdbica por ELISA das composicfes adjuvantes de
Oleo de girassol, 6leo de canola e 6leo de buriti com adjuvante comercial
(ISA50) em dias T15, T21, T28, T35, T42 para diluicdo de 1/40.000. Legenda:
Gs, 6leo de girassol; Cl, 6leo de canola; Bt, 6leo de buriti; .Q, saponina 20
ug/ml. (p <0,05).
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4.3.7 Relacao IgG1 e IgG2a

A relacdo 1gG1 e IgG2a com utilizacdo de pool de amostras de soro
coletadas no T21 de camundongos imunizados com virus rabico com diferentes
composi¢cdes adjuvantes tem intengcdo de estabelecer a relacdo entre as
respostas imune celular e humoral. Como todos os valores se encontram
proximos de 1,0 (TABELA 14), é possivel verificar que ha uma tendéncia de
equilibrio entre respostas Thl e Th2. Importante ressaltar que o antigeno viral

tende a uma resposta Thl, equilibrada pela acdo das composi¢des adjuvantes.

TABELA 14 - Relagéo IgG1 e IgG2a com utilizagao de pool de amostras de
soro coletadas no T21 de camundongos imunizados com virus rabico com
diferentes composic¢des adjuvantes IgG1 e IgG2a por método ELISA

Adjuvante lgGl/IgG2a
GsBt.Q 1,09
CLQ 1,01
ISA50 0,93
GsCIBt.Q 0,89
Cl 0,87
GsBt 0,70
GsCL.Q 0,68
GsCIBt 0,67
Gs 0,67
Gs.Q 0,66
GsCl 0,64

Legenda: Gs, 6leo de girassol; Cl, 6leo de canola; Bt,
Oleo de buriti; .Q, saponina 20 pg/ml.

4.3.8 Ensaio imunoenzimatico para indicacao de niveis séricos de IgE total

Os niveis séricos de IgE total foram medidos com a intencdo de
confirmar possivel tendéncia de resposta Th2 por parte das composicdes

adjuvantes.
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5. DISCUSSAO

Estudar 6leos vegetais para a elaboracédo de adjuvantes vacinais retoma
hipoteses levantadas no inicio do século passado. Desde 1916 (OLITSKY,
1918) diversos 0leos vegetais foram testados na busca de novos adjuvantes de
baixo custo, facil disponibilidade e de fontes renovaveis.

Diversos estudos sobre adjuvantes e sistema de entrega de drogas
testavam Oleos vegetais em paralelo com 0s minerais e pouco ou quase
nenhum resultado significativo para o histérico dos 6leos vegetais (BRITO et
al., 2011; FOX, 2009; YARKONI, RAPP, 1979). E aquele que o obteve, como o
Adjuvant 65, uma emulsdo agua-em-0leo de 6leo metabolizavel de amendoim,
licenciado para uso em vacinas em 1973 no Reino Unido (PECK et al., 1964;
STOKES et al.,, 1969; WOODHOUR et al., 1964, 1966), teve seu projeto
totalmente abandonado quando, por exigéncia da agéncia regulatoria dos EUA,
deveria ser produzido a partir de o6leo purificado. Neste procedimento, o
produto perdera sua atividade adjuvante (HILLEMAN, 1999).

Décadas de estudos relacionando os Oleos vegetais entre suas
amostras, mimetizando os métodos que obtiveram resultados positivos de
efeito adjuvante com os Oleos minerais contra antigenos dos mais diversos,
alimentavam uma expectativa de descoberta de um 06leo que pudesse servir
como adjuvante com seguranca substancialmente maior que a dos Oleos
minerais (EGHAFONA, 1996; FUKUMI, 1967; HILLEMAN, 1966; HILLEMAN et
al., 1972; LASAROW, WILLIAMS; THEIS, 1992; LE MOIGNIC, PINOY, 1916;
OLITSKY, 1918; REYNOLDS, HARRINGTON, CRABBS, 1980; SARTOR,
COLODEL, ALBUQUERQUE, 2011; STONE, XIE, 1990; STONE, 1997, 1993;
WOODHOUR et al., 1964).

Os 6leos minerais, junto com adequada agdo na potencializacdo da
resposta imune, geravam também diversas e extensas reacfes adversas
indesejaveis. Mas nao so eles, buscar identificacdo de adjuvantes potentes
com baixas reatogenicidade e toxicidade compreende um dos maiores desafios
da pesquisa e desenvolvimento dos adjuvantes. Mesmo adjuvantes aprovados
para algumas formulagdes vacinais, tais como, MF59, ISCOMS, QS21, AS02, e
AS04 (PETROVSKY et al., 2007) apresentam significativas reacdes adversas,
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tais como, dor no local de injecdo, inflamacéo, linfoadenopatia e até necrose
local, granuloma, e abscesso asséptico.

Os Oleos vegetais historicamente testados foram aqueles oriundos ou
produzidos em abundéancia no hemisfério norte. Surgiu, dessa forma, a
pergunta sobre os 6leos nativos do Cerrado, da Amazoénia, da América Latina
como um todo. A variedade de cocos, castanhas e leguminosas é proporcional
a biodiversidade latinoamericana (BALICK, 1979). Também é significativo o
namero de 6leos com usos medicinais nas comunidades indigenas (BALICK,
1979; MILLIKEN, ALBERT, 1996, 1997). Tudo isto, indicou possibilidades ainda
nao testadas para sua acdo adjuvante.

Nos frigorificos, a frequente remocao e descarte de areas rejeitadas para
consumo devido reacfes vacinais é fator instigante ao olhar investigativo,
levantando sérias questdes sobre o prejuizo causado a cadeia de producao de
carnes (ASSUMPCAO et al., 2011; MCKERCHER et al., 1971), conforme
demonstrado na TABELA 1 e FIGURA 3. Os 6leos vegetais amazonicos ou
extraidos de plantas de outros ecossistemas brasileiros sédo alternativas
passiveis de serem testadas com a intencdo de abordar o problema dos
adjuvantes vacinais potentes e seguros.

As diversas amostras de 6leos enumeradas no item 2.1 foram acolhidas
mais do que escolhidas. Ao considerar o preco de mercado dos o6leos, a
disponibilidade de cada 6leo no mercado, iniciou a selecdo daqueles que
poderiam figurar como constituintes de composi¢cées adjuvantes, quer dizer,
aqueles éleos cujo preco como matéria-prima ndo estivesse fora da realidade
da indastria e, assim, pudessem tornar parte de uma formulacdo adjuvante.
Desse modo, fica facil entender que os 6leos comestiveis, como os de soja, de
girassol, de canola, de arroz, de milho figurariam entre os mais baratos e mais
disponiveis no mercado em grandes quantidades.

Dados ndo publicados pelo Laboratério Piloto de Pesquisa e
Desenvolvimento de Imunobiolégicos Veterinarios do Instituto Butantan de um
experimento teste com emulsbes de Oleos comestiveis refinados,
demonstraram que estes Oleos, em sua maioria, tiveram muito baixo efeito
adjuvante, sem diferenca significativa do grupo inoculado somente com o
antigeno (BSA) e com grande diferenca significativa do grupo inoculado com

emulsdo de 6leo mineral (ISA50). Somente um destes 0Oleos, o 6leo de arroz,
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demonstrou significativa agao adjuvante, aproximadamente metade dos valores
de absorbancia encontrados para o 6leo mineral.

Considerando as razfes que pudessem explicar este efeito, destacou o
fato do oOleo de arroz ter naturalmente alta concentracdo de vitamina E na
forma de tocoferois e tocotrienois. Isto significa que ndo ha adicdo de
antioxidantes e conservantes na sua composicado durante o beneficiamento e
refino. Isto evidenciou o 6leo de arroz como mais proximo do estado bruto que
0S outros 0Oleos vegetais do teste. Para verificar esta hipotese, a pesquisa focou
em testar as amostras dos Oleos vegetais em estado de extracdo bruto, ou
semirrefinado sem adicao de antioxidantes.

O teste de toxicidade é essencial para consideracdo de qualquer
matéria-prima, especialmente para formulacao de adjuvante. Um adjuvante tera
sempre uma funcao auxiliar, secundaria ao antigeno na a¢édo de provocar uma
resposta especifica a este antigeno, de modo que ndo deve apresentar
caracteristica toxica ao organismo em que é utilizado. No maximo, podera
apresentar niveis toleraveis de toxicidade segundo a legislacdo a que vai ser
submetida. Algumas formulacdes utilizadas para a medicina veterinaria
possuem certo nivel de toxicidade e efeitos adversos ndo tolerados para
vacinas humana (SPICKLER; ROTH, 2003).

A letalidade a partir de seu efeito toxico excluiu imediatamente os 6leos
de andiroba e 6leo de semente de maracuja bruto. Nenhum dos outros 6leos
utilizados apresentou qualquer toxicidade aguda ou subaguda (7 dias) para
camundongos, de modo que podem ser considerados para estudos que
desejam uma base oleosa para uso como adjuvante ou veiculo. Nos
experimentos animais foram observadas reacdes vacinais das composicdes
adjuvantes em cada grupo para o fim de planejamento de futuros estudos
sistematizados de toxicidade, para analisar reacfes locais e sistémicas com
andlise histopatologica. As observacfes reforcam que o estudo € viavel e
prospectivo.

O estudo de formacéo de emulsdo das amostras oleosas teve alto grau
de dificuldade dada a multiplicidade de fatores implicados no processo de
controle e determinagéo exigentes, e capazes de alterar os resultados finais. O
processo de formacdo da emulsdo por adicdo de energia mecanica em alta

forca laminar para a formacédo das particulas emulsivas gera calor. Este
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aumento de temperatura no sistema deve ser compensado por algum processo
de resfriamento, pois este mesmo calor favorece a desintegracdo das
particulas da emulsdo. Com isto, é importante ter controle das seguintes
temperaturas: do sistema emulsivo, do ambiente, do processo de resfriamento
do sistema, da haste do emulsificador, da fracdo aquosa que é lentamente
adicionada a fracao oleosa em agitacdo pela for¢a laminar exercida pela haste.
Da necessidade de exercer algum controle dos multiplos fatores, decorreu a
padronizacao do procedimento para a preparacao de emulsdes, item 3.2.2.1.

O numero de testes demonstrados na TABELA 5 para cada 6leo nas
distintas faixas de EHL ilustram as dificuldades no processo de descoberta do
EHL Req de cada amostra de 6leos, da definicdo das concentracbes de
surfactantes na mistura oleosa, da proporcdo mais favoravel das fracdes
oleosa e aquosa, objetivando uma emulsdo de qualidade e estabilidade
reprodutiveis. A fracdo aquosa utilizada foi (PBS) e meio de cultura para
células de origem animal, na intencdo de reproduzir condi¢cdes industriais de
elaboracao de vacinas oleosas (SHINODA, LINDMAN, 1987; SHINODA, 1983).

A estabilidade minima a 25°C estipulada no trabalho ndo corresponde ao
exigido pelo MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento) para
a vacina da aftosa, ou aos parametros obedecidos pelas emulsées de 6leos
minerais. Esta estabilidade minima de 7 dias em temperatura ambiente, no
entanto, foi o suficiente para permitir a inoculacdo dos animais nos
experimentos propostos e ainda apoia a viabilidade do desenvolvimento de um
produto que possa ser disponibilizado para avaliacdo do mercado
(AUCOUTURIER; DUPUIS; GANNE, 2001).

As principais formulacdes, indicadas na TABELA 7 correspondem aos
resultados mais satisfatérios ao se considerar os fatores de formacao de
emulséo, de estabilidade, reprodutibilidade de resultados das formula¢des. O
fato de nao constar as formulacdes exatas das principais composi¢coes
adjuvantes ndo diminui a clareza dos resultados obtidos, uma vez que nao séo
formulagcées de produto final desenvolvido. Os cinco pares de formulacdes
foram propostos para avaliar a possivel adicdo de saponina, ainda que em
baixa concentracéo, e ver a diferenca de resposta que pudesse ser gerada
(RAJPUT et al., 2007; SMITSAART et al., 2004).



DISCUSSAO 76

Os dleos vegetais possuem composicdo de acidos graxos com uma
variacdo natural, segundo cada amostra. O entendimento que o 6leo extraido
do mesocarpo de um fruto (uma castanha, por exemplo) tera sua constituicdo
ligeira ou significativamente diversa pela razdo de colheita em diferentes
regides nas quais estes frutos sdo encontrados ou cultivados. A diferenga no
tamanho do fruto implica na diferenca do tamanho do mesocarpo, que
influencia diretamente na quantidade de 6leo que pode ser extraida do mesmo
e a concentracdo de algumas substancias nele. Isto € mais comum nos 0leos
aqui designados como amazodnicos ou do Cerrado, do que nos 6leos
comestiveis comerciais, cujos cultivares da planta de origem interferem mais na
concentracdo de minerais, vitaminas, polifenois e etc, que propriamente a
regido onde a planta de origem foi cultivada.

O EHL requerido de um 6leo possui pequenas variacdes em amostras
distintas e na pratica de elaboracdo de emulsdo, é possivel aumentar ou
diminuir a concentracdo do surfactante, que por sua vez influenciara
diretamente na quantidade da fracdo aquosa que o sistema podera comportar.
Os oleos que ndo apresentaram estabilidade minima proposta neste trabalho
sdo ainda passiveis de serem estudados para mesmo fim de acordo com a
disponibilidade de outros surfactantes com que possam ser testados.

As FIGURAS de 5 a 9 evidenciam com boa qualidade de emulséo, o tipo
de imagem que se buscou nos testes de formacdo de emulsdo, TABELA 5. A
cada teste, foi coletada uma gota da emulsdo para montagem de lamina e
observacdo no microscopio 6tico. A auséncia do equipamento de registro de
imagem no laboratério onde foram realizados os testes de formacédo de
emulsdo, ndo impediu tomar este parametro de qualidade como auxiliar no
desenvolvimento das formulacdes. A média dos didmetros das particulas
evidenciada em cada imagem sugere que as principais formula¢cdes formaram
microemulsdes com caracteristicas semelhantes a outras de 6leo mineral que
obtiveram os melhores resultados em teste de adjuvantes para a vacina da
raiva (LECLERCQ et al., 2011).

As medidas da viscosidade das composi¢cdes adjuvantes vegetais em
temperatura de refrigeragcdo foram menores que a referida para o ISA50 a
25°C, o que da indicios de qualidade importante. Mesmo que os resultados néo

sejam divergentes de outros relatos (CHUNG et al., 2001), séo indicados
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maiores estudos sobre este fator de qualidade, com equipamentos e
metodologia mais adequados.

Estas caracteristicas fisico-quimicas de qualidade das emulsdes nao
toxicas, que demonstraram estabilidade, deram garantia de que elas poderiam
ser testadas numa vacina.

Nos ensaios pilotos foi possivel observar uma tendéncia de resposta
imunologica e provavel efeito adjuvante dos distintos 6leos e diferentes
formulacdes para o antigeno BSA. Estas observacfes foram importantes para
a escolha das formulagcées que foram, num momento posterior, utilizadas no
experimento com virus rébico.

As principais formulacdes, indicadas na TABELA 7 correspondem aos
resultados mais satisfatorios ao se considerar os fatores de formacdo de
emulsdo, de estabilidade minima da emuls&o, de uniformidade e tamanho das
particulas emulsivas, de viscosidade e de custo dos Oleos (viabilidade
econbmica de um possivel adjuvante). Os resultados dos ensaios pilotos
indicaram possivel tendéncia de acdo adjuvante e estas formulacdes foram
escolhidas para o experimento com o virus rébico.

A definicdo de adjuvante ideal € objeto de repetidas vezes na literatura,
em todas com a intencdo de denominar, delimitar, definir de maneira objetiva o
alvo desta linha de pesquisa (AGUILAR, RODRIGUEZ, 2007; EDELMAN, 2002;
GUPTA, SIBER, 1995; MCKEE et al., 2010; NEWMAN, 2000; O'HAGAN, 1998;
PATIL et al., 2002; PETROVSKY, AGUILAR, 2004; PETROVSKY et al., 2007;
SCHULTZE et al., 2008; SIVAKUMAR et al., 2011; SUN, XIE, YE, 2009). A
mudanc¢a no processo de aprovacdo de um adjuvante para uso em vacinas
instituiu outros parametros para elaboracao de tal definicdo. A aprovacédo de
um adjuvante esta totalmente vinculada a aprovacdo da vacina especifica a
que ele faz parte da composicdo. Pesquisar e desenvolver para identificar um
adjuvante ideal passou a significar pesquisar e desenvolver um adjuvante ideal
para cada vacina a ser submetida a aprovacao pelos 6rgéos regulamentadores
(SESARDIC, DOBBELAER, 2004; SUN, GRUBER, MATSUMOTO, 2012).

Ponto pacifico entre as distintas definicbes é capacidade do adjuvante
de modular o sistema imunolégico para responder a presenca de um antigeno
por meio de um conjunto de a¢bes pro-inflamatorias (tipo Thl), mediado por

respostas celulares, e outro de a¢des anti-inflamatorias (tipo Th2), mediado por
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anticorpos (MOSMANN, CHERWINSKI, BOND, 1986; MOSMANN, COFFMAN,
1989). Desse modo, um adjuvante seguro, para a espécie que o recebera, que
possa modular para uma resposta imunoldgica celular e que gere uma alta
producdo de anticorpos a um determinado antigeno, seria considerado ideal
para compor com ele uma vacina.

Os resultados evidenciados no teste ELISA demonstraram que houve
producdo de IgG antirrabica nos grupos inoculados com as composicoes
adjuvantes de origem vegetal. Esta resposta imunolégica da suporte as
escolhas de formulacdes para alcancgar o objetivo proposto de selecionar 6leos
vegetais ou mistura de 6leos que pudessem mimetizar a eficacia e poténcia do
o0leo mineral comercial. Ainda, esta resposta apoia também que os Oleos
vegetais possuem potencial adjuvante na condi¢cdo bruta ou semirrefinada de
extragcdo, quer dizer, sem adi¢cdo de antioxidantes ou conservantes.

Dos GRAFICOS 5 ao 9 se verificam os resultados de resposta
imunologica em T15 para os pares de formulacdo em comparacdo com ISA50
e 0 grupo vacinado sem adjuvante (PBS+Rb). Nao houve, na sua maior parte,
diferencga significativa entre o ISA50 e as formulagdes de 6leos vegetais e
todos se diferenciaram do grupo que recebeu somente o virus rabico
(PBS+Rb). A formulacdo GsBt (GRAFICO 7) mostrou producdo de IgG
significativamente maior que o ISA50. No mesmo grafico fica ilustrada uma
tendéncia em todas as formulagdes em que ha a presenca do 6leo de buriti e
adicdo de saponina: parece haver um antagonismo de acdo. No grafico 9 o
mesmo mecanismo parece ocorrer para as formulacdes GsCIBt e GsCIBt.Q,
apesar de nao haver diferenca significativa entre elas. Nenhuma outra
formulacdo apresentou em T15 diferenca significativa para com o ISA50.

Analisando a cinética das respostas imunoldgicas, nota-se que em T21
parece haver uma superioridade de resposta das composi¢cdes com 6leos
vegetais em relacdo ao ISA50, o que é real. Olhando somente T21, a maioria
das composi¢cbes se mostrou significativamente maior que o 6leo mineral,
evidenciando uma maior velocidade de resposta mediante a segunda dose da
vacina (realizada em T15). Entretanto, ndo houve diferenga significativa na
cinética da resposta imunolégica entre nenhuma das formulagées com o 6leo
mineral, corroborando para sugerir que 0s 6leos vegetais em seu estado bruto

possuem importante potencial adjuvante.
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Tal potencial parece estar relacionado as caracteristicas naturais dos
Oleos, especialmente na sua constitutiva composicdo de tocoferois e
tocotrienois, especialmente o alfa-tocoferol, descrito como benéfico em
emulsBes utilizadas como vacinas (FRANCHINI et al., 1995; HOGAN et al.,
1993; TENGERDY, AMEGHINO, RIEMANN, 1991; TENGERDY, LACETERA,
1991).

Recentemente foi descrito que a presenca do alfa-tocoferol corrobora
para o recrutamento de granuldcitos e mondcitos carregados de antigenos para
os linfonodos periféricos e modulacdo na producéo de citocinas (MOREL et al.,
2011).

Na Tabela 9 a analise da relacdo IgG1/lgG2a nao evidencia a classica
acdo da saponina (QS-21) de modular a resposta imunolégica para Thl.
Parece haver uma tendéncia equilibrada de modulag&o tanto para Thl quanto
para Th2 em todas as formulacdes (valores proximos de 1,0).

Quando um individuo, animal ou humano, é infectado pelo virus da raiva,
este deve ser combatido antes de chegar a um feixe nervoso, pois uma vez |a,
ele migra pelo nervo periférico até o sistema nervoso central. Desse modo, €
desejavel uma resposta Th2 robusta e rapida, que possa exercer essa barreira.
Importante notar que o virus impele a uma resposta Thl, evidenciando a
grande importancia do uso de adjuvantes vacinais com antigenos virais que
possam promover resposta imunologica forte de inclinacdo para Th2, quer
dizer, resposta imune humoral (anticorpos)

IgE total inespecifica, ndo significa alta IgE em relagé@o ao virus da raiva.
IgE total inespecifica pode estar relacionada ao estado bruto dos o6leos, que
estavam em graus de refino diferentes. Estavam ainda sem adicdo de
antioxidantes, com garantia de origem de fornecedores certificados, contudo,
h&4 uma lacuna de padronizacdo destes Oleos, ou de cada Oleo até este
momento.

A producdo de IgE confirma inclinacédo de resposta Th2, uma vez que €
evidencia de grande producdo de IL-4, citocina que melhor caracteriza a
resposta imune humoral. IgE total foi maior nos Oleos vegetais que no ISA50,
evidéncia de uma possivel acdo alérgica e corrobora para inclinagdo Th2 de
sua resposta, também maiores que o grupo PBS+Rb. Importante salientar que

nenhum camundongo mostrou sinais de hipersensibilidade, alergia, choque
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anafilatico, que seriam hemorragia gastrointestinal e hemorragia intraperitonial
(para esta espécie). Ainda, as emulsdes de O6leos vegetais possuiam
percentual bem mais alto da fracdo oleosa, quando comparado com o ISA50,
cuja formulacdo possui 50% de agua. Acredita-se que o desenvolvimento de
um produto a partir dos 6leos vegetais, que pudesse aumentar a fracdo
aguosa, poderia gerar producao menor de IgE total.

O ISA50 se apresenta como um Oleo comercial em uso na medicina
veterinaria como adjuvante vacinal satisfatério em relacdo as correntes
demandas de saude animal e defesa sanitaria (IYER et al., 2000; ROY,
FRENCH, ERASMUS, 1992). Entendemos que os resultados deste trabalho
sugerem que as diversas composicOes advindas de 6leos vegetais testadas
para verificacdo de sua imunogenicidade obtiveram comportamento satisfatorio
como adjuvantes. Estes Oleos se apresentaram como possibilidades

importantes para a busca de novas formulagdes vacinais.



6. CONCLUSOES

A primeira conclusdo € que é possivel elaborar emulsGes estaveis ndo
toxicas a partir de Oleos vegetais para sua utilizagdo como veiculos e
adjuvantes vacinais. Outra € que existem 6leos vegetais que possuem poténcia
e atividade adjuvante semelhantes e tdo eficientes quanto aos do 6leo branco
mineral (hidrocarboneto parafinico) utilizado comercialmente. Os 6leos vegetais
devem estar em seu estado bruto ou semirrefinado, sem a adicdo de
antioxidantes e conservantes. Por ultimo, parece haver um equilibrio de
resposta Th1/Th2 para as formulacdes de vacina de raiva com 0leos vegetais,

indicando participacdo importante desses 6leos na vertente Th2 da resposta.
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ANEXO 1 - CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA BUTANTAN

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
INSTITUTO BUTANTAN

Av. Vital Brazil, 1500, CEP 05503-900, Sdo Paulo, SP, Brazil

INSTITUTO Telefone: (55) (011) 3726-7222 ramal 2106 - Fax: (55) (011) 3726-1505
BUTANTAN

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Avaliacdo da utilizacao de
6leos de origem vegetal para formulagdio de adjuvantes vacinais”,
protocolo n°® 772/10, sob a responsabilidade de Celso Pereira Caricati,
estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentacio Animal
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA), e
foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DO

INSTITUTO BUTANTAN (CEUAIB) em reuniao de 09/12/2010.

“We certify that the research entitled “Evaluation of vegetable oils use for vaccine
adjuvants formulation”, protocol n® 772/10, under the responsibility of Celso Pereira
Caricati, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Research, adopted by the
Brazilian College of Animal Experimentation, and was approved by the ETHICAL
COMMITTEE FOR ANIMAL RESEARCH of BUTANTAN INSTITUTE in the meeting of

12/09/2010".
Vigéncia do Projeto: N de animais/espécie
01/01/2011 a
07/1022011
Laboratério Especial
Piloto de Pesquisa ¢ £
Diésenotvinieto e 108 / Camundongos Swiss — M
Imunobioldgicos
Veterindrios
Sao Paulo, 09 de dezembro de 2010.
o 7 i /é
Xeos(/. foies
/ . Denise V. Tambo%i
\__ Presidente da CEUAIB
De acordo:

Dr. Otavio y Ibsecadants

Diretor do Institute Butantan
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ANEXO 2 - CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA USP

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
> Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA

Oficio CEUA/FCF/92/2010

CERTIFICADO

A Comissdo de -Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo .Cértiﬁca que o Projeto
“‘Avaliacdo da utilizacdo de oleos de origem vegetal para
formulagéo de adjuvantes vacinais® (Protocolo CEUA/FCF/291), de
responsabilidade do pesqﬁisador Marnen Almeida Carvalhq, sob a
orientacao do Prof. Dr. Marco Antonio Stephano, esta de acordo com as
normaé do Conselho Nacional de Controle de Experimentaf,éo Animal -

CONCEA e foi APROVADO em reuniao de 8 de novembro de 2010.

S3o Paulo, 18 de novembro de 2010.

’JM(&“—M’W\ ST pe

Profa. Dra. Viadi Olga Consiglieri
Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco 13 A - Cidade Universitdria - CEP 05508-800 - S3o Paulo - SP
Fone: (11) 3091-3622 / Fax: (11) 3091-3677 -e-mail: ceuafcf@usp.br
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ANEXO 3 - DEPOSITO DE PEDIDO DE PATENTE

' AT
o FER

N ;‘;MEW
J10/ 20

* %\m\mm

U rcmmdipaﬁ e Espago para cliqueia

=liso exclusive do [NPE>

Ao Instituto Nacional da Pmpriedade Inl:[ustrlal
O requerente solicita a concesséo de uma patente na natureza e nas condicdes abaixo indicadas:

1.  Depositante (71);
11 Nome: UNIVERSIDADE DE SAD PAULO - USP

12 Qualificaggo: AUTARQUIA ESTADUAL DE REGIME ESPECIAL

1.3 CNPJICPF: 83025530000104
1.4 Endereco completo: AV. BRASIL, N® 1871 JARDIM PAULISTA S&o Paule SP

1.5  CEP: 01431001 16  Telefone: (11)30911580 17 FAX:  (11)30310922
18 E-mail; PIDIRETO@USP.BR " | continua em folha anexa
2. Natureza: (X) Invengao ( :} Modelo de Utilidade () Certificado de Adigso

Escreva, obrigaioriamente e por extensn a Matureza desejada 2 1 INVENCﬁO

3. Titulo da Invengio, do Modele de Utilidade ou do Certincadn de Adi;&o (54}

"COMPOSICOES ADJUVANTES, NA FORMA DE EMULSOES SIMPLES OU MULTIPLAS, PARA
AUMENTAR A RESPOSTA IMUNOLOGICA EM ANIMAIS"

i continua em folla anexa

4, Pedido de Divisdo: do pedido Data de Depdsito:

5. Prioridade | ) interna () unionista
Q daposmanle remndma a(s) segunnte(s] prnurrdade(s}

Pals ou organizagao de orige Nimero do depdsito Data do depdsito
g m. _ ) 0o dep P !

6. Inventor (72):

| Assinale agui s& ofs) mesmo{s) requer(em) a nde divulgacis de seu(s) namea{s)

8.1 Nome; MARCO ANTONIO STEPHAMO

6.2 Qualificagio: BRASILEIRO CASADO MEDICO VETERINARIO 6.3 CPF: 58470324749

6.4 Enderego completo:  AVENDIA DOM BOSCO, N° 135 - APTO. 92 TAQUARAL CAMPINAS SP

6.5 CEP: 13078060 8.6 Telefone: (11)30811580 8.7 FaX (11)30310822

6.8 E-mail: PIDIRETO@USP.BR
X ountlnua em fulha anexa

V. |
’l Formulario 1.01 - Depdsito de Pedido de Patente ou de Certificade de Adiggo (falha 1/2)



101

7. Declaragio na forma do item 3.2 do Ato Normativo n° 127/97:

7.1 Declaro que os dados fornecidos no presente formuldrio s8o idénticos ao da certiddo de depdsito ou
documento equivalente do pedido cuja prioridade esté sendo reivindicada. o

B — em anexo
8. Declarag.ao de di\rutga';ao anterior ndo prejudicial (Pericdo de graga):
{art. 12 da LPi e item 2 do AN n® 127/97)
_I em anexo
é. ' Procurador (74} _ :
0.1 Mome: MARIA APARECIDA DE SOUZA
9.2 CPFICNPJ): 12184617806 9.3 APIfOAB: 1833
9.4  Endereco completa: AV, BRASIL, N° 1971
9.5 CEP: 01431001 96 Telefone; (11)30911580 9.7 Fax: (11)30310022
8.8 E-Mail: PIDIRETO@USP.ER
10. Listagem de sequéncias Biolégicos (documentos anexadas) (se houver):
: Listagem de sequéncias em arguivo eletrinico: n* de CDs e DVDs (originais & copias).
' : Codigo de controle alfanumérico no formate de cédigo de barras: fl.
Listagem de sequéncias em formato impresso: fls.
T Declaragio de acordo com o arfige da Resulugao do INPI n® 228/09: fis.
11. Documentos anexados (assmale e md:qua também o nidmero de falhas):
(De'.rera ser indicado o n® total de somente uma das vias de cada documento)
Ix X |11.1 Guia de rem!hmento ! T_ﬂsl x 311 5 Relatorio descritvo 20}?
;{? 2 pmuraqﬁo |—1 ﬂs x 11 K] Relwndlca;ues 3 fls. |
rio - [ .ﬂs. -11?Desenhos 1 g, i
- fls. . x 118Resum0 1 ﬂq _I
S i ﬂs

12, Total de folhas anexadas (referentes aos campos 10 e 11 27 fis,

13. Declaro, sob penas da Lei, que todas as informagdes acima prestadas sio completas e
verdadeiras

~
SAQ PAULO, 14/10/2011 MARIA AFARECIOS DE SOUZA - API 1833
Local e Data Assinatura e Carimbo

V.
,l Formulario 1.07 - Drepiisito de Pedido de Patente ou de Certificadn de Adighio (folha 2/2)
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ANEXO DE INVENTORES
Titulo: “"COMPOSICOES ADJUVANTES, NA FORMA DE EMULSOES SIMPLES QU MULTIPLAS, Pagina: 1

Mome:  MARNEN ALMEIDA CARVALHO

Qualificagio  BRASILEIRO CASADO MEDICO VETERIMARIO CHNPICPF: (02920526693
Enderego:  RUA HEITOR PENTEADO, N° 1310 - AFTO, 1708

Bairro: Cidade: SAOQ PAULO

LCEP: (15438100 Estado;  SP Pais BR

Telefome: (1133091580 Fax: (11330300822

Mome:  CELSO PEREIRA CARICATI

Qualificagfio  BRASILEIRG CASADO MEDICO VETERINARIO CNPICPF: 04504289645
Endereco:  RUA GABRIELLE DY ANNUMZIO, N® 330 - APTO. 17]

Bairro: Cidade:  SAOQ PAULD

CEm™ (4619001 Estado:  SP Paiz BR

Telefone: (I1)3091 1580 Fax:  (11)30310922






