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RESUMO

Um aspecto importante no desenvolvimento de vacinas inativadas € o adjuvante. Muitos
dos adjuvantes de uso comum nao sdao considerados ideais porque induzem resposta imune
inapropriada ou apresentam contra-indicagdes. Nesse trabalho foram formuladas vacinas
contra o parvovirus suino (PVS) com o intuito de avaliar a capacidade adjuvante de
extratos de origem vegetal, como 6leo de amendoim, 6leo de buriti e extrato de propolis
verde em potencializar a resposta imune em cobaios. Os experimentos foram divididos em
duas etapas. Os resultados da primeira etapa demonstraram titulos de anticorpos maiores
induzidos pela vacina associada ao 6leo de amendoim, aos 15 dias apds a primeira
vacinacdo, quando comparada com a vacina sem adjuvante. Porém esse mesmo resultado
nao foi observado na ultima coleta sorolégica. Os adjuvantes formulados a base de extrato
de prépolis verde e hidréxido de aluminio produziram resposta de titulos de anticorpos
semelhante entre si e diferentes da vacina sem adjuvante. A vacina com 6leo de buriti ndo
exerceu atividade adjuvante quando comparada a vacina controle, sem adjuvante, em
nenhum dos dois tempos de coleta. Na segunda etapa do trabalho formulou-se novamente a
vacina contendo prépolis verde, hidréxido de aluminio e outra contendo a associacdo de
hidr6xido com prépolis verde. Essas formulagdes e uma vacina comercial, considerada
como de boa aceitacio no mercado, foram inoculadas em cobaios. Os resultados
demonstraram efeito adjuvante semelhante do hidr6xido de aluminio, da associacdo de
hidréxido com prépolis verde e da vacina comercial. Diferente do resultado obtido nos
estudos da primeira etapa, a vacina adicionada de prépolis verde, separadamente, induziu
os menores titulos de anticorpos dentre todas as outras vacinas formuladas para essa
segunda parte do trabalho, sendo essa resposta diferente estatisticamente. Os resultados
desse estudo demonstram que o extrato de prépolis verde pode ser utilizado juntamente
com o hidréxido de aluminio como adjuvante de vacina inativada contra o parvovirus

suino com boa resposta imunoldgica.

Palavras-chave: extratos vegetais, vacinas, adjuvantes, parvovirus suino



ABSTRACT

An important aspect in development of inactivated vaccines is the adjuvant. The majority
of adjuvants that are commonly used is not considered ideal because they induce
inappropriate immune response or present side effects. In this work, vaccines against
porcine parvovirus have been formulated to assess the adjuvant capacity of vegetal extracts
as peanut oil, buriti oil and the extract of green propolis in inducing the immune response
in guinea pigs. The experiments were divided in two stages. The vaccine formulated with
peanut oil induced higher antibodies titers after 15 days post vaccination (dpv), but not
after 60 dpv when compared to the vaccine formulated without adjuvant (control). The
extract of green propolis and aluminum hydroxide induced similar antibody titers that were
higher than the antibody titers induced by the vaccine without any adjuvant. The buriti oil
didn’t show adjuvant activity when it was compared to control vaccine. In the second stage
of the work, vaccines were formulated using green propolis, aluminum hydroxide and
hydroxide and green propolis association. These formulations and a commercial vaccine
have been inoculated in guinea pigs. Similar antibody titers were observed in animals
vaccinated with vaccine formulated with aluminum hydroxide and the association of
hydroxide and green propolis and with the commercial vaccine. This study has been
demonstrated that the extract of green propolis can be used with the aluminum hydroxide
as adjuvant of inactivated vaccine against the porcine parvovirus providing a satisfactory

immunologic response.

Key words: vegetal extracts, vaccines, adjuvants, porcine parvovirus
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1. INTRODUCAO

O mercado de produtos para saide animal movimenta cerca de 17 bilhdes de
dolares por ano em todo o mundo. O Brasil ocupa a terceira colocagdo em receita no
ranking mundial deste setor, tendo obtido um faturamento de R$ 2,4 bilhdes no ano de
2007. De acordo com o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Satide Animal
(SINDAN), o setor registrou um crescimento de 7,8% em relacdio ao ano de 2006,
praticamente o dobro em relacdo a média que vinha registrando nos dltimos dois anos
(GAZETA MERCANTIL, 2008).

Segundo o relatério anual ABIPECS (2006) a producdo nacional de carne suina
vem crescendo nos ultimos anos. No ano de 2006, esta cresceu quase 6,0%, atingindo 2,86
milhdes de toneladas, o que corresponde a 162 mil toneladas a mais do que o ano de 2005.
Em 2007, a producao foi de 3,0 milhdes de toneladas. Diante deste cendrio de crescimento
do mercado, diversas empresas estdo focando esforcos no desenvolvimento de vacinas que
resultem no aumento da produtividade da carne suina por reduzir o indice de doengas que
ocasionam perda da producdo animal (FERNANDES, 2005).

A parvovirose suina é a principal responsdvel pela perda de produtividade dos
rebanhos de suinos no Brasil, devido a falhas reprodutivas. Martins e colaboradores (1984)
verificaram elevada ocorréncia de anticorpos contra o parvovirus suino (PVS) em
propriedades cujos animais ndo eram vacinados, indicando que este virus ja estd
estabelecido no pais desde, pelo menos, a década de sessenta. As vacinas contra o
parvovirus suino, existentes no mercado, sdo formuladas, usualmente, com o antigeno

inativado adicionado de adjuvantes aquosos ou oleosos.

1.1. Parvovirus suino

O parvovirus suino (PVS) pertence a familia Parvoviridae, subfamilia Parvovirinae
e género Parvovirus. E um dos menores virus que se conhece, com cerca de 20 nm de
diametro, de forma icosaédrica, ndo envelopado, com genoma composto por uma Unica fita
de DNA (TSAO et al., 1991 citado por FIELDS et al., 2001). O PVS causa uma
enfermidade reprodutiva que acomete fémeas suinas soronegativas quando estas sao
expostas ao virus por via oronasal e os fetos ou embrides sdo infectados
transplacentariamente (MENGELING, 1992).

A parvovirose suina apresenta uma distribuicdo mundial, sendo considerada uma

das principais causas infecciosas de problemas reprodutivos nos suinos (THACKER e



GONZALEZ, 1988; DEE, 1995). A eficiéncia produtiva de uma suinocultura estd
intimamente relacionada com a eficdcia reprodutiva, ou seja, nimero de leitdes produzidos
por porca, durante o ano. As manifestacdes clinicas da infeccdo pelo PVS em um rebanho
incluem morte embriondria e fetal com reabsorcdo, fetos mumificados, pequenas
leitegadas, natimortalidade e aumento do intervalo entre partos (VAN LEENGOED et al.,
1983) sem causar, contudo, quaisquer outros sinais clinicos em animais adultos (SOARES
e BERSANO, 1998).

Gouveia e colaboradores (1984) estudando a prevaléncia de anticorpos contra o
PVS no Estado de Minas Gerais, observaram 55,3% de positividade em 608 soros
examinados, sendo que todos os rebanhos testados apresentaram animais soropositivos. Em
outro estudo de plantéis suinos no Estado de Sao Paulo, 96% dos animais testados
apresentaram titulos de anticorpos anti—-PV'S, quando as amostras de soro eram submetidas
a técnica de Inibicio da Hemoaglutinacio (BERSANO er al., 1993). Martins e
colaboradores (1984), estudando animais pertencentes a granjas dos Estados de Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, encontraram cerca de 80% dos animais sorologicamente
positivos para o PVS.

Na regido sul do Brasil, considerada como o pdlo mais tecnificado da suinocultura
brasileira, os dados referentes a reproducdo e a produgdo sdo da ordem de 9,5 leitdes/parto
e 1,9 partos/porca/ano, respectivamente. Leitoas que apresentam soroconversio para o
parvovirus produziram 0,9 leitdes/ano a menos do que as ndo infectadas (GOMES 1992).
Parke e Burgess (1993) realizaram uma anélise econdmica da doenga: num rebanho com
100 matrizes eles constataram perdas de aproximadamente 6 mil dblares em um ano,
demonstrando que a parvovirose ¢ um grande problema do desempenho reprodutivo e
produtivo da suinocultura.

A prevencdo desta doenga tem sido feita pela vacinacdo, ou pelo método de
retroinfec¢do, objetivando a imunizagdo de todas as leitoas de rebanhos infectados antes da
primeira cobricdo (LOBATO et al., 1993). A vacinacdo € o método de controle especifico
mais seguro e eficaz de proporcionar imunidade a um plantel suino frente a parvovirose
suina. Vacinas atenuadas e inativadas tém sido produzidas e testadas em animais de
laboratério e suinos por vérios pesquisadores, mas, devido a maior seguranga, as vacinas
inativadas sdo as mais utilizadas em todo o mundo (THOMSON e PROZESKY, 1994). O
esquema de vacinac@o varia, mas de uma maneira geral todos os animais, duas semanas

apo6s serem vacinados, devem receber um reforco (FERNANDES, 2005).



O diagnéstico direto da parvovirose suina € baseado na deteccdo e identificacdo de
antigenos virais pelas técnicas de hemoaglutinagdo em suspensdo de 6rgaos fetais (HA) ou

imunofluorescéncia em cortes de tecidos fetais MENGELING e PAUL, 1986).

1.2. Modelos animais

O estabelecimento de modelos animais tem dinamizado as pesquisas em diversas
areas da microbiologia, incluindo estudos de patogenia, desenvolvimento de vacinas e
terapéuticos. O uso de modelos experimentais apresenta vantagens para testes de vacinas
como a possibilidade de avaliar grande ndmero de animais, permitindo maior
reprodutibilidade dos resultados, a manuten¢do desses animais em condi¢des controldveis,
minimizando fatores que possam interferir nos resultados, a facilidade de obtencdo de
animais que ndo tiveram contato prévio com o agente contra o qual a vacina estd sendo
testada e a reducgdo dos custos (NIEWIESK e PRINCE, 2002).

Lobato (1990) comparando os titulos de anticorpos em suinos e cobaios apds
inoculagcdo de duas doses de uma vacina inativada contra o parvovirus suino mostrou que
os cobaios responderam com diferentes titulos a diferentes quantidades de antigeno e
apresentaram boa resposta a primeira e a segunda vacinacdo. Diante destes resultados, o
autor afirma que o cobaio é um animal eficiente para estabelecer o valor de vacinas
inativadas contra o parvovirus suino. Da mesma forma, Fernandes (2005), em seu estudo
com vacinas inativadas contra o parvovirus suino, verificou um perfil de resposta em
suinos bastante semelhante ao perfil da resposta em cobaios. Desta forma utilizou-se neste

trabalho o cobaio como modelo experimental.

1.3. Adjuvantes de vacinas

As principais categorias de vacinas veterindrias comerciais sao as inativadas e as
atenuadas. As vacinas que apresentam os agentes de infec¢do atenuados geneticamente
apresentam mecanismos enddgenos que aumentam a resposta imune celular e humoral,
porém podem ser responsdveis por efeitos adversos (SHIRODKAR et al., 1990;
BOMFORD, 1989). Essas rea¢des podem ser contornadas pelo uso de vacinas contendo o
antigeno inativado. No entanto, o antigeno inativado é um imundgeno fraco, gerando
resposta imune apenas do tipo humoral, em muitas ocasides com baixo titulo de anticorpos
e que persistem por curto periodo de tempo (CORTESE et al., 1998), necessitando assim

de agentes exdgenos para alcangar niveis apropriados de imunogenicidade (SHIRODKAR

et al., 1990).



O termo adjuvante (do latim, adjuvare, ajudar) foi primeiramente descrito na
década de 1920 como uma substincia que, usada em combinacdo com um antigeno
especifico, produz mais imunidade que o antigeno sozinho (SINGH e O’HAGAN, 1999),
potencializando as respostas imune humoral e/ou celular (ZUFFA et al., 1985; STORNI et
al., 2005; BARR et al, 2006). A adicdo desses adjuvantes imunolégicos em vacinas
inativadas pode induzir resposta imune mais potente e duradoura, ou seja, tanto em relagdao
aos titulos médios de anticorpos quanto ao periodo de prote¢do pos-vacinal (THOMAS,
1986). Além disso, os adjuvantes podem servir para outros propdsitos como, aumentar a
estabilidade de vacinas que contenham mais de um componente, reduzir a toxicidade dos
constituintes da vacina e reduzir a quantidade de antigeno ou o nimero de imunizagdes
necessarias para uma protecdo imunoldgica especifica (SHIRODKAR et al., 1990).
Aumentando a poténcia das vacinas pelo uso de adjuvantes também pode-se reduzir a dose
de vacina requerida para atingir uma resposta imune protetora. Por exemplo, quando
adicionado de adjuvante, utilizou-se apenas 10% do antigeno de superficie do virus da
hepatite B quando comparado ao antigeno puro (DONELLY, 1997).

Ungar (1966) trabalhando com vacina antitetanica observou que para o incremento
da imunogenicidade do toxdide tetanico e conseqiiente taxa de imunizagdo foi necessdria a
inclusdo de adjuvantes imunoldgicos e que um bom adjuvante pode aumentar a poténcia de
toxdides comerciais em niveis superiores a 1000 vezes.

Teoricamente, cada molécula ou substancia capaz de amplificar ou intensificar a
cascata de eventos imunoldgicos que compdem a resposta imune pode ser reconhecida
como adjuvante (SCHIJNS, 2000).

Os adjuvantes podem ser divididos em dois grupos principais: adjuvantes soliveis
em 4gua e adjuvantes oleosos (WOODARD, 1990). Adjuvantes aquosos incluem o
hidréxido de aluminio, o qual € amplamente utilizado clinicamente (HORZINEK et al,
1997) sendo o tnico adjuvante aprovado para o uso em humanos (BOMFORD, 1989). Sua
atividade bioldgica consiste de pelo menos trés componentes: formacdo de depdsito de
antigeno nos tecidos levando a exposi¢ao prolongada, produgdo de antigenos particulados
para facilitar a acdo das células apresentadoras de antigeno e ativacdo do complemento e
estimulagdo de macréfagos por induzir retencdo e ativacdo de linfécitos (revisado por
HUNTER, 2002). Preparacdes de adjuvantes oleosos, sdo extensivamente usados em
vacinas veterindrias e caracterizam-se pela formacao de depdsitos, esta massa depositada
de adjuvante e antigenos permanece no tecido por um periodo prolongado, atraindo assim

leucdcitos. Os géis de aluminio e os 6leos minerais sdo os principais adjuvantes de vacinas
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veterindrias (HORZINEK et al, 1997). Devido a alguns efeitos adversos provocados pelos
Oleos minerais, como a formacdo de lesdes ulcerativas no local da inje¢do, os dleos
vegetais, por conterem componentes que sao metabolizados ou excretados pelo organismo
do animal, sdo testados na tentativa de superar as objecdes dos adjuvantes oleosos de base
mineral (EDELMAN, 1980).

Atualmente, alguns tipos de dleos vegetais vém sendo estudados como adjuvantes
alternativos como por exemplo, o 6leo de soja e o de amendoim (CHANG et al., 1998),
principalmente pelo fato de serem biodegraddveis e de baixo custo de obtengdao. Além
disso eles apresentam, normalmente, menos reagdes adversas indesejdveis, como ocorre
com adjuvantes baseados em 6leos de natureza mineral.

As primeiras andlises sobre o efeito de 6leos vegetais utilizados como adjuvantes de
vacinas foram realizados por Hilleman em 1966. Na ocasido, uma formulacdo que continha
86% de 6leo de amendoim, 10% de Arlacel A® (surfactante) e 4% de monoesterato de
aluminio (estabilizador), nomeada adjuvant 65°, mostrou-se muito potente, segura e
compardvel ao Adjuvante Incompleto de Freund, ao ser testada em humanos. Porém,
mesmo tendo sido licenciada em alguns paises, seu uso foi suspenso devido a reatividade
em humanos quando presente em determinados lotes de vacinas. Murray e colaboradores
(1972), mostraram que a tal reatividade poderia estar relacionada ao Arlacel A®, composto
quimico carcindégeno em alguns tipos de camundongos.

Kimura e colaboradores (1978), mostraram que a emulsdo de 6leo de sésamo € tao
efetiva quanto o adjuvante incompleto de Freund na estimulacdo da producdo de
anticorpos, permanecendo estdvel por pelo menos trés meses a 4°C, sem diminuir sua

capacidade adjuvante, causando menor reagdo nos tecidos e linfonodos regionais.

1.4. Emulsoes

Emulsdes sdo sistemas heterogéneos compostos, geralmente, por dois liquidos
imisciveis, um dos quais estd disperso no outro na forma de goticulas, caracterizando cada
qual uma fase da emulsdo, ou seja, uma fase aquosa e uma fase oleosa (SILVA e
SOARES, 1996; LIEBERMAN et al., 1988). Para uma emulsdo € necessdrio que um
liquido se encontre dividido em pequenissimos glébulos no seio de um outro, sendo que a
fase que se apresentar dividida constitui a fase interna, dispersa ou descontinua, ao passo
que o liquido que rodeia as goticulas da fase dispersa € denominado fase externa,

dispersante ou continua (PRISTA et al., 1992).
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A estabilidade das emulsdes deve-se, principalmente, ao uso de tensoativos na sua
preparagdo, compostos anfifilicos em cuja molécula existem grupamentos hidréfilos e
lipéfilos, que posicionam-se entre as duas fases da emulsao (aquosa e oleosa), originando a
pelicula interfacial que diminui a tensdo entre elas estabilizando o sistema (GRIFFIN,
1949; LACHMAN et al., 1986).

A instabilidade de uma emulsdo € causada pela incompatibilidade entre os dois
liquidos que formam a emulsdo, gerando forcas de repulsdo entre os liquidos. Quanto
maior a tensdo interfacial, tanto maior serd a repulsio e mais rdpida a separacdo dos
liquidos. A propriedade que gera a tensdo interfacial € a polaridade da molécula. Quanto
maiores as diferencas de polaridade entre os liquidos a serem combinados em uma
emulsdo, tanto mais dificil sera manter a emulsdo estavel (CARMINI, 1997).

A formulacdo de antigenos em emulsdes de 6leo em dgua (O/A) permite uma
disseminagcdo mais rdpida da fase oleosa, reduzindo a inflamacdo no lugar da aplicacao
comparado com a emulsdo de dgua em 6leo (A/O) (WOODARD, 1989), conhecida como
adjuvantes depdsito. Estes tipos de adjuvantes aumentam as respostas dos anticorpos
lentamente e liberam pequenas quantidades do antigeno durante um longo periodo de
tempo (ALEXANDER e BREWER, 1995). Para produzir uma emulsdo 6leo em dgua sdo
utilizadas misturas de fase aquosa e oleosa contendo emulsificantes para estabilizar as
goticulas de 6leo (OTT et al.,1995). Antigenos podem ser incorporados na emulsdo
durante o processo de emulsificacdo ou adicionados a emulsdo ap0s ela ter sido formada
(DONELLY, 1997). Os antigenos hidrofilicos pode ser emulsificados em A/O e os
antigenos lipofilicos em emulsdes de O/A (BECHER, 1965).

O Equilibrio Hidroéfilo-Lipéfilo (EHL) € uma caracteristica dos tensoativos e esta
intimamente ligado a estrutura da molécula do tensoativo. EHL representa um sistema de
classificacdo dos tensoativos, tendo como base os parametros de solubilidade desses
compostos em solventes polares e/ou apolares (TREGUIER et al., 1972).

A determinacdo do EHL ¢é realizada pela preparacdo de emulsdes seriadas dos dleos
obtidas a custa de um emulgente ou um par destes de EHL conhecidos, misturados em
propor¢des varidveis, de modo a originarem valores definidos e escalonados de EHL. O
EHL de um determinado 6leo corresponderd ao EHL da mistura do par de tensoativos que,
dentro das condi¢Oes operatdrias de trabalho, permitird obter com esse 6leo uma emulsao

mais estdvel (PRISTA et al., 1992; TREGUIER et al., 1972).
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O EHL da mistura receberd um valor intermedidrio entre os valores de EHL dos
dois tensoativos. A férmula abaixo € utilizada para calcular o valor do EHL da mistura dos

tensoativos:

EHL,, = EHLa . (X) + EHLb . (100-X)
100

onde:
EHLm = equivale ao EHL da mistura de tensoativos
EHLa = equivale ao EHL do tensoativo lipéfilo
EHLDb = equivale ao EHL do tensoativo hidréfilo
X = equivale a frac@o percentual do tensoativo lipéfilo

Em muitos estudos realizados com o intuito de encontrar um par de tensoativos
O6timo para obter um sistema emulsionado estdvel, é pratica comum manter constante a
quantidade total da mistura de tensoativos, enquanto os limites dos tensoativos hidréfilos e
lipéfilos sdo variados. Embora o sistema EHL seja muito simples de trabalhar, sua
principal desvantagem tem sido a falta de precisdo para predizer a composicao 6tima

requerida para formular emulsdes (LIN, 1991).

1.5. Nutrientes e minerais imunoestimulantes

H4 alguns anos identificou-se que algumas substiancias bioldgicas podem
influenciar na preven¢do de varias doencas por ativar o sistema de defesa do organismo.
Estas substancias foram designadas imunoestimulantes, € podem ser produzidas por
diferentes fontes (ENGSTAD e ROBERTSEN, 1993).

Virias classes de substancias, naturalmente presentes nos alimentos, apresentam
propriedades funcionais fisioldgicas. Os minerais e nutrientes mais conhecidos que
atribuem funcdes fisiolégicas no sentido de estimular o sistema imune s@o selénio, zinco,
B-caroteno, piridoxina (vitamina Bg), vitamina By, dcido ascérbico (vitamina C), o-
tocoferol (vitamina E), colecalciferol (vitamina D) e flavondides (KRUNGER ¢ MANN,
2003; ASSIS, 2007; BRUNETTO et al., 2007).

Os carotendides t€m sido relacionados com a ativagdo do sistema imune e a
reducdo do risco de doencas degenerativas. Tais efeitos bioldgicos estdo atribuidos a
propriedade antioxidante dos carotendides (BRITTON, 1995). Dos mais de 600
carotendides conhecidos, aproximadamente 50 sdo precursores da vitamina A. Entre os
carotendides, o B-caroteno é o mais abundante em alimentos e o que apresenta a maior

atividade desta vitamina (AMBROSIO et al., 2006).
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A vitamina A exerce intimeras funcdes no organismo, destacando, por sua
relevancia, a visdo, o crescimento, a manutencdo do tecido epitelial e da funcdo
imunolégica (OLSON, 1969; LI e NORRIS, 1996; EL BEITUNE et al., 2003). Em estudos
experimentais, a deficiéncia de vitamina A associa-se a redu¢do da produgdo de anticorpos
contra polissacarideos bacterianos e antigenos protéicos (PARENT et al., 1984).

As concentracdes fisiologicas dos retindides estdo relacionadas a resisténcia
organica contra as infec¢des. Nesse contexto, hd evidéncias de que os retindides modulam
a resposta de células fagocitdrias, estimulando a fagocitose e a ativagdo da citotoxicidade
mediada por células (GARBE et al., 1992; SEMBA et al.,1993).

Entre os imunoestimulantes mais estudados estdo o zinco organico € a vitamina E
(revisado por CARDOSO et al., 2004). A vitamina E estd presente em grandes quantidades
nos Oleos vegetais e sementes oleaginosas (AZZI e STOCKER, 2000) e tem atuacdo
importante sobre o sistema imune. Possui influéncia na proliferacio das células que
compde o sistema imune e de producdo de anticorpos, e também apresenta acao
antioxidante e protetora da integridade das membranas (revisado por CARDOSO et al.,
2004). A vitamina E estimula a atividade de macréfagos e neutréfilos circulantes e também
é relatada como estimulante da atividade de linfocitos T, resultando no aumento na
atividade fagocitica e de producdo de anticorpos contra diversos antigenos (revisado por
CARDOSO et al.,2004).

A vitamina E tem a capacidade de impedir a propagacdo das reacdes induzidas
pelos radicais livres nas membranas bioldgicas. Os danos oxidativos podem ser inibidos
pela acdo antioxidante dessa vitamina, juntamente com a vitamina C e os carotenoides,
constituindo um dos principais mecanismos de defesa endégena do organismo (BIANCHI
e ANTUNES, 1999).

De acordo com Tengerdy e Lacetera (1991), as vitaminas A e E sdo
imunopotenciadores porque elas protegem as células sensiveis do sistema imune dos danos
oxidativos e aumentam a interagdo celular por alteracio da membrana.

Os flavondides englobam uma classe importante de substancias de origem natural
encontrados com frequéncia na natureza, unicamente em vegetais. Tais compostos
possuem uma série de propriedades farmacoldégicas que os fazem atuar sobre os sistemas

bioldgicos, por exemplo, como imunoestimulante (LOPES, 2003).
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1.6. Extratos de origem vegetal

A utilizacdo de extratos vegetais naturais data de milhares de anos e muitos deles
téem fornecido a base para modernos medicamentos (UTTYAMA, 2004). Os compostos
naturais, além de diversos, sdo extremamente especificos nas suas atividades bioldgicas,
constituindo uma das maiores fontes para a descoberta de novos produtos. O interesse por
esses compostos voltou a crescer tendo como expectativa diminuir o custo de pesquisa e
desenvolvimento de produtos (WERBACH e MURRAY, 1994). Recentemente, o
desenvolvimento de produtos, a partir de espécies vegetais, tem sido retomado no cendrio
mundial, acompanhado de um aumento significativo nos investimentos em pesquisa. A
prospeccdo de novas moléculas volta a constituir uma demanda da industria farmacéutica
no sentido de diminuir custos e aumentar a eficicia dos produtos comerciais voltados para
saide humana e animal (VILLAS BOAS e GADELHA, 2007).

Apesar de pouco explorados, os produtos vegetais continuam sendo uma das
maiores fontes para a descoberta de novos medicamentos. Cerca de 50% dos
medicamentos utilizados sdo de origem sintética e cerca de 30% sao origindrios de plantas,
isoladas diretamente ou produzidos por sintese a partir de um precursor vegetal
(KIRKPATRICK, 2002). Dos produtos anticancer e antimicrobianos presentes no mercado
cerca de 60-80% sao derivados dos vegetais (CRAGG et al., 1997).

O desenvolvimento de produtos de base natural ainda € complexo, envolvendo
estudos quimicos, farmacoldgicos e clinicos (DREWS, 2000). Muitas vezes, o
conhecimento da populacdo sobre os produtos naturais que as rodeiam pode ajudar os
pesquisadores a direcionar suas buscas por produtos que realmente apresentam efetividade.

Extratos oleosos de origem vegetal representam uma fonte de 4cidos graxos
(COLLI, 2003) e vitaminas. O papel dos dcidos graxos poliinsaturados sobre o sistema
imune vem sendo bastante estudado nos dltimos anos. Os interesses atuais giram em torno
dos acidos graxos dmega 3 (4cido linolénico) e 6 (4cido linoléico), que sdo encontrados em
peixes, Oleos vegetais e alguns tipos de sementes oleaginosas (ANDRADE e DO CARMO,
2006; PIMENTEL et al., 2005). Além de possuirem alto valor energético, eles apresentam
grande importidncia  pelo seu papel farmacolégico, pois participam de reacgdes
inflamatérias e estdo diretamente relacionados a resisténcia imune (WAITZBERG e

BORGES, 2002; CURI et al, 2002; MAHAN, 1998).
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1.6.1. Propolis

A propolis, que revela uma variedade de atividades bioldgicas contra virus,
bactérias, fungos, protozodrios patogénicos e também células tumorais, ¢ um material
resinoso produzido por abelhas (CASTRO, 2001). Muitos trabalhos ilustram a diversidade
de atividades bioldgicas da prépolis e, dentre elas, a imunomoduladora, apesar de que
muitos dos mecanismos de acdo ainda sdo desconhecidos (ORSI et al., 2000; CASTRO,
2001; PARK, 2002; GONSALES et al., 2006; ORSI et al., 2006;).

Estudos quimicos revelaram a complexa composi¢ao da prépolis, com mais de 300
constituintes, incluindo alguns compostos fenodlicos tais como flavonodides e derivados dos
acidos hidroxicinamico. Estas caracteristicas podem variar de acordo com as espécies das
abelhas e o periodo do ano. No entanto, a origem botdnica parece ser o fator mais
importante a ser considerado na tentativa de explicar a variabilidade quimica entre
diferentes amostras de prépolis (BANKOVA et al.,2000).

A prépolis verde, encontrada somente no Brasil, é produzida a partir de uma planta
comumente conhecida como “Alecrim do Campo” (Baccharis dracunculifolia). Esta
espécie ndo é adaptada as condi¢des naturais de outros paises conferindo para a prépolis

verde caracteristicas quimicas e bioldgicas proprias (MIYATAKA et al.,1997).

1.6.2. Buriti (Mauritia flexuosa Mart.)

O buriti, de bom aproveitamento econdomico no estado selvagem, e mais ainda se
for racionalmente melhorado e cultivado, atualmente encontra-se sub utilizado. O seu
aproveitamento atual se restringe apenas aos interesses domésticos das populacdes locais.
E encontrado principalmente na regido norte, como também em extensas dreas do Brasil
Central (GODOY e RODRIGUEZ-AMAYA, 1995).

Fruta nativa do cerrado, o buriti apresenta teores de vitaminas do complexo B, tais
como as vitaminas B1, B2 e PP, equivalentes ou superiores aos encontrados em frutas
como o abacate, a banana e a goiaba, tradicionalmente consideradas como boas fontes
destas vitaminas (EMBRAPA, 2008).

Existem varios alimentos que sdo fontes de carotendides, entretanto o buriti € o
dendé, que sdo frutos de palmeiras, se destacam como as fontes mais ricas de pré-vitamina
A, encontradas na biodiversidade brasileira (RODRIGUEZ-AMAYA, 1997). Devido as
grandes quantidades de B-caroteno, ai-caroteno e y-caroteno, o buriti € uma das maiores
reservas naturais de pré-vitamina A, apresentando um valor de vitamina A em torno de

6.500 ER (equivalentes de retinol) / 100 g, levando-se em consideracdo apenas as pro-
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vitaminas e suas respectivas atividades (GODOY e RODRIGUEZ-AMAYA, 1995). O teor
de vitamina A do 6leo de buriti é também superior ao 6leo de milho refinado, 6leo de
figado de bacalhau e de cenoura (PEIXOTO, 1973).

O 6leo de buriti revelou-se 10 vezes mais rico em B-caroteno que o 6leo de dendé
(MARIATH et al., 1989), sendo detectado em quantidades substanciais, numa faixa de
334,8 a 398,1 ug/g, representando em média 70% dos carotendides totais presentes no
buriti (GODOY e RODRIGUEZ-AMAYA, 1995). O buriti também ¢é rico em célcio (113
mg/100 g), possui 26 mg/100 g de dcido ascorbico, 19 mg/100 g de fésforo, 3,5 mg/100 g
de ferro e 11,4 g/100 g de fibra (PEIXOTO, 1973). A polpa corresponde a 30% do fruto,
apresentando 23% de 6leo que contém alto teor de dcido oléico e dcidos insaturados

(EMBRAPA CERRADOS, 2002).

1.6.3. Amendoim (Arachis hypogaea)

O amendoim € rico em energia e seu grao contém 45-50% de 6leo (KASAI et al.,
1998), composto principalmente pelos acidos oléico, linoléico e palmitico, perfazendo
mais de 80% do total dos dcidos graxos da semente do amendoim. A importancia do
consumo do amendoim reside no fato de ser um alimento de alto valor nutricional, rico em
proteinas, vitaminas do complexo B e E e varios minerais, em que o potdssio, magnésio,
fosforo, ferro e zinco sdo os principais (EMBRAPA, 2005).

Amendoins sdo uma boa fonte de niacina, portanto contribuem para uma boa satde
do cérebro e da circulagdo sangiiinea (BUTTERWORTH, 2004). Pesquisas recentes sobre
amendoins e nozes em geral encontraram antioxidantes e outras substancias quimicas que
podem trazer beneficios a saide (DILLEHAY, 2007). Sdo também uma fonte importante
de resveratrol, um composto quimico estudado por suas caracteristicas contra o
envelhecimento e também por estar associado a redugdo de algumas doencas
cardiovasculares e de risco de cancer (YAQO, 2004).

De acordo com o PDCAAS (protein digestibility corrected amino acids score), as
proteinas do amendoim e de outros legumes, como a soja, por exemplo, apresentam valores
nutricionais equivalentes as proteinas da carne e de ovos para o crescimento e saidde

humanos (YAO, 2004).
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2. JUSTIFICATIVA

Dados do IBAMA relatam que o Brasil detém cerca de 20% de toda a
biodiversidade do planeta. O fato do Brasil contar com uma notével riqueza bioldgica lhe
dd uma vantagem competitiva para o desenvolvimento da biotecnologia, gerando maior
agilidade nos processos de transformacdo do conhecimento cientifico em produtos e
processos inovadores. Produtos de origem vegetal atendem aos mais diversos segmentos
industriais, devido as propriedades medicinais € o seu uso sustentdvel proporciona o
desenvolvimento de produtos de uso comercial e a conservacao dos recursos naturais.

A prospeccao de novos produtos, a partir de espécies vegetais, contribui para o
conhecimento da biodiversidade e do seu potencial, favorecendo o crescimento econdmico.
Portanto, pesquisas com extratos vegetais sdo promissoras € de fundamental importancia
na drea da bioprospecg¢do, sendo fomentadas por diversas institui¢des publicas e privadas.

A inddstria farmacéutica tem experimentado ondas de inovagdes, com o
surgimento, nos ultimos anos, de um crescente interesse nas substancias de fontes naturais.
Os ¢6leos vegetais, por exemplo, apresentam inimeros beneficios, muitos cont€ém vitaminas
€ minerais que exercem importante papel no funcionamento do sistema imune. Além disso,
os Oleos sdo fontes de &cidos graxos, importantes para a regulacdo de processos
fisiolégicos do organismo, sendo alguns deles reportados como agentes
imunorreguladores, exercendo ac¢ao sobre células-T.

Progressos recentes no desenvolvimento de vacinas t€ém permitido seu uso ndo
somente como produto profildtico, mas também no tratamento de cancer, desordens
imunoldgicas e infecgdes cronicas. A produgdo de vacinas virais inativadas € um processo
que envolve a propagacdo celular seguida da introducdo do virus para sua multiplicacdo.
Ao final do processo, o agente infeccioso € submetido a uma etapa de inativacdo e, na
formulacao final do produto, adicionam-se, ainda, adjuvantes a suspensdo de antigenos.

As vacinas virais inativadas sdo normalmente produzidas a partir de amostras
virulentas, que sao tratadas com agentes quimicos ou fisicos que levam a perda de
infectividade, mas nao da imunogencidade. Desde que elaboradas adequadamente, essas
vacinas sdo seguras, pois nao hd multiplicacdo do agente infeccioso. Entretanto, as vacinas
inativadas devem conter grandes quantidades do antigeno e, normalmente, exigem mais de
uma aplicacdo, além do uso de adjuvantes para induzir uma resposta imunoldgica

adequada.
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H4a mais de 60 anos os adjuvantes vém sendo utilizados na imunologia
experimental e na vacinacdo animal onde seu uso adequado dispensa doses elevadas, bem
como aplicacdes freqiientes do antigeno sensibilizante. A escolha do adjuvante de uma
vacina é, sem duvida, uma das principais etapas a serem cumpridas durante o projeto de
desenvolvimento de um produto. O seu uso nas vacinas é uma tendéncia do mercado por
conferir imunidade com altos indices de eficdcia, induzindo e prolongando a resposta
imune.

A parvovirose suina € uma doencga infecciosa causada pelo parvovirus suino,
caracterizada por perdas econdmicas devido a falhas reprodutivas nos animais infectados.
E um dos problemas mais sérios da suinocultura industrial em todo o mundo, sendo
enzodtica em grande nimero de rebanhos sorologicamente testados. O uso de vacinas
inativadas tem-se mostrado o método mais efetivo para o controle da parvovirose suina,
garantindo que fémeas adultas desenvolvam imunidade ativa antes da primeira procriagao.

Neste estudo, a capacidade adjuvante de extratos de origem vegetal € testada na
formulacdo de vacinas contendo o parvovirus suino inativado como antigeno, sendo
avaliada a resposta imunoldgica de cobaios vacinados. A execugdo do projeto foi realizada
em parceria da Universidade Estadual de Montes Claros (Unimontes) com a Vallée S.A.
(Montes Claros - MG), empresa nacional do setor veterindrio, promovendo a integracao

entre esses dois setores para o desenvolvimento de novos produtos imunobiolégicos.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a capacidade de extratos de origem vegetal como adjuvante de vacinas

experimentais inativadas contra o parvovirus suino.

3.2. Objetivos Especificos

- Avaliar o potencial do extrato de propolis verde e 6leos de buriti € amendoim em
estimular o sistema imunolégico, quando incorporado a vacinas contra o parvovirus

suino.

- Determinar o valor do Equilibrio Hidréfilo-Lip6filo (EHL) para os 6leos de amendoim

e buriti que proporcione uma maior estabilidade das emulsdes.

- Avaliar a inocuidade do extrato de propolis verde e 6leos de buriti e amendoim quando

utilizado como adjuvante nas vacinas contra o Parvovirus Suino.

- Comparar a resposta imune dos animais vacinados com a vacina experimental frente a

vacina comercial disponivel contra o parvovirus suino.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local

O trabalho foi realizado no Laboratério de Tecnologia de Vacinas (LTV) da Vallée
S/A. A imunizacao dos animais foi realizada no Biotério de pesquisa e desenvolvimento da
Vallée S/A, que possui salas separadas para criacdo, infeccao e quarentena de cobaios.

Utilizou-se na pesquisa cobaios (Cavia porcellus) de ambos os sexos e de peso
variando de 350 g a 450 g. Os animais foram mantidos em instalagdes projetadas para
criacdo e/ou infeccdo de animais de forma a atender as recomendagdes do Colégio
Brasileiro de Experimentagdao Animal (COBEA). Os cobaios foram alojados em gaiolas de
polipropileno, que eram limpas trés vezes por semana, substituindo as gaiolas sujas por
outras limpas e forradas com maravalha especial de pinus.

No Biotério, os animais foram mantidos a temperatura de 22 a 24°C. As salas de
criacdo sdo dotadas de um sistema de ventilacdo para controlar a temperatura e umidade,
com 10 a 15 trocas de ar por hora. Foi estabelecido o fotoperiodo nas salas dos animais
para 12 horas de claro e 12 horas de escuro.

Foram fornecidas, aos animais, dgua filtrada em frascos de plastico com rolhas de
borracha, usadas como tampa, e bico em aco inox além de racao peletizada especifica para
cobaios (Figura 1). Tanto a racdo quanto a dgua eram trocadas as segundas, quartas e
sextas-feiras. Todos os residuos gerados no biotério foram destinados a incineragao.

Os experimentos com a utilizacdo dos animais foram aprovados quanto aos
principios éticos de experimentacdo animal pela Comissdo de Etica em Experimentacio
Animal da Universidade Federal de Minas Gerais, conforme protocolo 229/2007 e

certificado de aprovagdo para uso de animais (Anexo 1).
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Figura 1: Cobaios (Cavia porcellus) utilizados como modelo experimental das vacinas
formuladas com diferentes adjuvantes contra o parvovirus suino.

4.2. Solucoes e Reagentes

4.2.1. Meio de cultura celular e viral

Utilizou-se para o cultivo das células o meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
- DMEM (Invitrogen®) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (Cultilab®), 1,5 g/LL
de bicarbonato de sédio e de solugdo de antibidtico e antimicStico, composta de 7 g/L. de
penicilina G potéssica, 16 g/L. de sulfato de neomicina e 0,025 g/L. de fungizon. Para o
preparo utilizou-se dgua ultrapura produzida pelo sistema Milli Q (Millipore®). O pH foi
ajustado para 7,0.

O meio de infec¢do possui a mesma constituicdo do meio de células acrescido de
5,6 g/L de tampao HEPES (GIBCO®) e suplementado com 5% de Soro Fetal Bovino
(SFB).

A esterilizagdo dos meios formulados foi feita por filtracdo em filtro descartdvel de
0,22 um (Millipore®). Os meios foram armazenados a temperatura de 4°C até o momento

do uso (FERNANDES, 2005)

4.2.2. Meio de congelamento celular

Utilizou-se para o congelamento das células o meio DMEM suplementado com
20% de Soro Fetal Bovino e 10% de Dimetilsulféxido — DMSO (Merck®). O meio foi
esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 um (Millipore®) (conforme Procedimento

Operacional Padrao (POP) — LTV/Vallée).
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4.2.3. Tripsina

A formulacdo da solucdo de tripsina, utilizada para o desprendimento celular,
continha cloreto de sédio (10 g/L), cloreto de potassio (0,25 g/L), fosfato de sédio bibasico
(1,44 g/L), fosfato de potdassio monobdsico (0,25 g/L), fungison (0,0025 g/L), penicilina
(0,07 g/L), Verseno triplex — EDTA (0,5 g/L), tripsina 1:250 (2,5 g/L) e solucdo de
vermelho de fenol a 1% (1,2 mL/L). A esterilizacdo da solucgdo foi feita por filtracdo em
membrana de 0,22 pm (Millipore®) e esta foi armazenada a —20°C (conforme POP —

LTV/Vallée).

4.2.4. Tampao salino-fosfatado

Preparou-se tampao salino-fosfatado (PBS) para diluicao do virus, de soro e para a
lavagem das hemdcias. A solucdo foi preparada pela mistura de cloreto de sédio (8,5 g/L),
fosfato de sédio bibasico (1,2 g/L), fosfato de sédio monobasico (0,253 g/L) e solugdo de
Soro albumina bovina — BSA (Sigma®) a 22% (4,55 mL/L). O pH foi ajustado para 7,2
com solucdo de hidréxido de sédio 1,0 N ou 4cido cloridrico 1,0 N. A solugdo foi filtrada

em membrana 0,22 wm (Millipore®) e armazenada a 4°C (conforme POP — LTV/Vallée).

4.3. Pesquisa pelos adjuvantes testes

Durante a pesquisa dos adjuvantes a serem testados seguiu-se alguns passos.
Primeiramente buscou-se extratos de origem vegetal que apresentassem substancias com
potencial em estimular o sistema imunoldgico e que pertencessem a flora nacional. Dessa
forma seriam agregados a prospec¢do de espécies vegetais, com potencial comercial, € o
uso sustentdvel dos recursos naturais. Um outro passo foi a busca por empresas que
trabalhassem com os extratos de interesse.

De posse de lista de espécies tidas como promissoras buscou-se fornecedores
especializados no ramo de extracdo. O 6leo de buriti, amendoim e extrato de propolis verde
atenderam aos requisitos propostos, sendo cedidos gentilmente pelas empresas Croda do
Brasil Ltda, Campestre Industria e Comércio de Oleos Vegetais Ltda e MN Prépolis Ind. e

Com. Exp. Ltda, respectivamente.

4.4. Linhagem Celular
A multiplicacdo do virus foi realizada em células de rim de suinos, SK6 (Swine

Kidney), obtidas junto a American Type Culture Collection (ATCC).
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4.4.1. Producao do Banco de células

Para a producdo do Banco de Trabalho de Células, culturas iniciadas com 1,0 x 10°
céls/mL e 48 horas de cultivo, foram tratadas com tripsina para o desprendimento das
células. A concentracdo celular foi determinada por contagem em camara de neubauer e as
células suspensas em meio de congelamento de forma a obter uma concentracdo final de
6,0 x 10° céls/mL. A suspensdo celular foi distribuida em criotubos e as ampolas
transferidas para o ultrafreezer (ThermoForma®), onde permaneceram 2 temperatura de —

80°C até o momento do uso (conforme POP — LTV/Vallée).

4.4.2. Sistema de Cultivo

As células foram produzidas em garrafas tipo T de poliestireno (Corning®) com
drea de 75 cm’. Realizou-se sub-cultivos a cada 2 dias com o meio DMEM, preparado
conforme item 4.2.1, e mantidos a temperatura de 37°C. Para isso utilizou-se 3 mL de PBS
para lavar a monocamada e cerca de 3 mL de solucdo de tripsina para a dissociacdo das
células por degradacdo da matriz extracelular, permitindo a suspensdo e determinacdo da
concentracdo celular e inicio de um novo cultivo, com uma concentracdo inicial de 1,0 x

10° céls/mL (conforme POP — LTV/Vallée).

4.5. Cepa viral
Utilizou-se a cepa NADL2 do Parvovirus Suino proveniente da ATCC para a

producdo do antigeno viral.

4.5.1. Multiplicacao viral

O virus foi multiplicado em células SK6, de acordo com protocolo descrito por
Fernandes (2005). Monocamadas confluentes de SK6 foram tratadas com tripsina e
suspensas em meio de cultura celular na concentragdao de 1,0 x 10° céls/mL. As células
foram distribuidas em garrafas T75 e, ap6s 24 horas, inoculadas com 3 mL da cepa padrao
NADL2 (ATCC) com titulo de 512 UHA, diluida 1000 x. As células foram incubadas a
37°C por uma hora. A cada 15 minutos a garrafa era lentamente agitada para proporcionar
uma melhor adsorc¢do viral. Apds a adsorcdo, completou-se o volume para 19 mL com
meio de infec¢do (conforme POP — LTV/Vallée).

As células inoculadas foram incubadas a 37°C por 120 horas. Visando o

rompimento celular e a conseqiiente liberacao das particulas virais ao meio externo foram
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realizados trés ciclos de congelamento e descongelamento. A suspensdo viral foi coletada

e clarificada por centrifugacdo a 320 x g, por 15 minutos (SOARES e BERSANO, 1998).

4.6. Titulacao viral

A titulacdo viral foi feita pelo teste de hemoaglutinacdo (HA), realizada em placas
de microtitulacao de 96 pogos com fundo em V, segundo o método descrito por Joo et al.
(1976).

O virus produzido foi acrescido nas placas e realizada diluicdo seriada (1: 2 a 1:
2.048) utilizando tampao fosfato salina (PBS) como diluente. Hemadcias de cobaios foram
lavadas com PBS e diluidas a fim de se obter suspensao de hemacias a 0,6% de células em
100 mL de PBS e transferida aos pocos da microplaca. As placas foram incubadas durante

60 minutos a temperatura de 25°C.

Realizou-se a leitura pela observacdo ou ndo da aglutinacdo das hemacias. A
presenca de hemacias aglutinadas indicava a presenc¢a do virus. O titulo foi dado pela
reciproca da maior diluicdo que produziu a completa aglutinagdo das heméacias.

Como titulos hemoaglutinantes sdo expressos como a reciproca da maior diluicio
do virus que causa hemoaglutinacdo completa (Figura 2C) (JOO et al, 1976), dilui¢des
contendo suspensdes virais que apresentavam aglutinacdo parcial ou incompleta (Figura

2B), ndo foram considerados para a titulagao.

Figura 2. Titulagdo viral do parvovirus suino pela técnica da hemoaglutinacio. Pocos da
microplaca com auséncia do parvovirus suino, demonstrada pela precipitacdo das hemécias
(A); pocos da microplaca com aglutinagdo incompleta das hemdcias (B) e pocos da
microplaca com aglutinagdo completa das hemécias (C).

4.7. Inativacao Viral

Ap6s a clarificacdo viral foi adicionado B-propiolactona na concentragdo final de
0,4% e a suspensdo foi mantida a 100 rpm, 37°C por seis horas. O pH foi ajustado para 7,5
com bicarbonato de sédio 7,5%, sempre que necessario (LOBATO, 1990). Apéds a

inativagdo, a suspensdo viral foi mantida sob refrigeragdo a 4°C até o momento do uso.
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O controle de virus residual ndo inativado foi feito através da inoculacdo de uma
aliquota de virus inativado em células SK6, que foram observadas quanto a presenca ou
auséncia de efeito citopatico (ECP). Realizou-se trés sub-cultivos com sete dias de

incubacdo cada (adaptado de Fernandes, 2005).

4.8. Estudos de Adjuvantes

Ap6s a inativacdo, foram preparadas cinco formulagdes de vacinas, duas oleosas e
trés aquosas. A quantidade de antigeno foi padronizada com titulo de 15.360 unidades
hemoaglutinantes (UHA)/dose em todas as vacinas formuladas. As vacinas oleaginosas
foram formuladas na proporcdo de 58% de fase oleosa, 2% de tensoativo e 40% de fase
antigénica (virus inativado) com titulo hemoaglutinante de 1024 UHA. J4 as vacinas
aquosas foram obtidas pela adicdo de 20% de adjuvante na porcdo viral inativada. As
vacinas aquosas foram mantidas em agitacdo para que ocorresse a adsorcao do antigeno
com o adjuvante e as oleosas foram emulsionadas.

Os experimentos foram realizados em duas etapas. Na primeira etapa foram
formulados 05 tipos de vacinas com virus inativado e os seguintes adjuvantes:
a) 6leo de buriti, obtido junto a empresa Croda do Brasil Ltda, Campinas — SP.
b) 6leo de amendoim, obtido junto 2 empresa Campestre Industria e Comércio de Oleos
Vegetais Ltda, Sdo Bernardo do Campo — SP.
¢) extrato de prépolis verde, com concentragdo de 20% (m/v), obtido junto a empresa MN
Prépolis Ind. e Com. Exp. Ltda, Mogi das Cruzes — SP.
d) hidréxido de aluminio produzido pela Vallée S/A como controle positivo dos adjuvantes
aquosos.

e) meio de cultura: controle negativo.

4.9. Testes de emulsao

Realizou-se a determinacdo do Equilibrio Hidréfilo-Lipéfilo (EHL) das preparagdes
contendo Oleos de amendoim e buriti. Foram testadas emulsdes seriadas dos o6leos
utilizando tensoativos de EHL conhecidos, misturados em proporg¢des varidveis, de modo a
obter valores definidos e escalonados de EHL. Os tensoativos utilizados foram Trioleato de

sorbitana (Span 85®, de EHL 1,8), Monooleato de sorbitana (Span 80®, EHL 4,3) e

Monooleato de polioxietilenosorbitano (Tween 80®, EHL 15).



26

Utilizou-se 40% da fase aquosa, 58% da fase oleosa e 2% de tensoativos. As
emulsdes foram preparadas utilizando agitador mecénico Silverson® a 5000 rpm por 10

minutos. Os valores de EHL testados estao representados na Tabela 1.

Tabela 1. Equilibrio Hidroéfilo-Lipéfilo (EHL) utilizados para os testes de emulsdes dos
6leos de amendoim e buriti.

OLEOS EHL
Amendoim 5,0;5,3;5,9;6,4;7,0e 7,5
Buriti 1,8:5,0;5,3;6,4;7,0e 7,5

As emulsdes preparadas foram mantidas em repouso a temperatura de 4°C. Admite-
se que o valor de EHL da emulsdao mais estdvel corresponde ao do 6leo em ensaio (ZANIN
et al., 2002). O EHL da emulsdo é a soma dos valores correspondentes aos do EHL dos
seus constituintes, de acordo com as respectivas concentracdes (WILKINSON et al.,
1990). Para a formulagdo das vacinas a serem testadas, utilizou-se a emulsdo que

apresentou maior estabilidade dentre todos os valores de EHL testados (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2. Relacdo da fase oleosa, aquosa e dos tensoativos Tween 80° e Span 80°®
definidos para estabelecer o Equilibrio Hidréfilo-Lipéfilo (EHL) do 6leo de amendoim.

Emulsao Tween 80 (%) Span 80 (%) Fase oleosa (mL) Fase aquosa (mL) EHL
1 7 93 58 40 5,0
2 9 91 58 40 5,3
3 15 85 58 40 5,9
4 20 80 58 40 6,4
5 25 75 58 40 7,0
6 30 70 58 40 7.5

Para a emulsdo 7 utilizou-se o 6leo de buriti. Os volumes da fase oleosa e aquosa
corresponderam aos apresentados na tabela 3 e como surfactante empregou-se o Span 85°,

representando 100% do tensoativo utilizado para este teste de emulsdo, sendo o valor do

EHL de 1,8.
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Tabela 3. Relacdo da fase oleosa, aquosa e dos tensoativos Tween 80° e Span 80°®
definidos para estabelecer o Equilibrio Hidréfilo-Lip6filo (EHL) do 6leo de buriti.

Emulsao Tween 80 (%) Span 80 (%) Fase oleosa (mL.) Fase aquosa (mL) EHL

8 7 93 58 40 5,0
9 9 91 58 40 53
10 20 80 58 40 6.4
11 25 75 58 40 7,0
12 30 70 58 40 7,5

4.10. Esterilidade das vacinas

Empregou-se caldo tioglicolato e triptose, para a verificacdo do crescimento de
bactérias e dgar Sabouraud, para a observacdo da possivel presenca de fungos. Amostras
das vacinas foram transferidas para tubos contendo caldo tioglicolato e triptose, mantidos a
37°C e caldo Sabouraud, incubados a temperatura ambiente. Realizou-se as leituras

diariamente por um periodo de 14 dias (USP, 2007).

4.11. Modelo experimental

Como o enfoque deste trabalho € o da prospec¢do por extratos com potencial
adjuvante em vacinas contra o PVS, utilizou-se cobaios como modelo experimental com o
intuito de obter uma visdo geral da atuacdo dos diferentes adjuvantes experimentais. Além
disso, o uso desses animais contribui por diminuir o custo para sua aquisicao e manutencao
além da facilidade de manejo para as coletas dos volumes sanguineos adequados as

necessidades da analise.

4.12. Esquema de vacinaciao

Os testes de avaliacdo imunoldgica das vacinas foram realizados no biotério
experimental da Vallée S.A. Os animais foram divididos ao acaso em seis grupos de 10
animais para cada vacina. A Tabela 4 apresenta os grupos de animais vacinados. Os
animais do grupo 5 receberam vacina contendo meio de cultura, os do grupo 6 ndo foram
vacinados.

Os animais foram vacinados revacinados 15 dias apds a primeira vacinagdo

(LOBATO et al., 1993). A via de administragdo das vacinas foi subcutanea.
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Tabela 4: Vacinas teste para os ensaios de avaliagdo imunoldgica.

Grupos Vacinas
1 Adjuvante buriti
2 Adjuvante amendoim
3 Adjuvante prépolis verde
4 Adjuvante hidréxido de aluminio
5 Sem adjuvante
6 Grupo controle

4.13. Avaliacao de Inocuidade das vacinas

Todas as formulacdes de vacinas foram avaliadas quanto a inocuidade em cobaios.
Os animais foram avaliados durante 7 dias depois de cada uma das doses. Manifestacao
dolorosa no local da aplicacdo, desenvolvimento de nddulos e alteragdes de

comportamento foram os principais parametros avaliados.

4.14. Coletas de sangue dos cobaios vacinados

Coletou-se amostras de sangue dos animais vacinados no dia 0 (dia da vacinagdo) e
dias 15 e 60 ap6s a primeira vacinagdo (FERNANDES, 2005). As coletas de sangue foram
realizadas por puncdo cardiaca, permitindo a coleta de sangue em quantidade satisfatoria
para obtencdo de soro para realizagdo da titulagdo de anticorpos neutralizantes em
triplicata.

Cada animal foi injetado por via subcutanea com atropina, na dose de 0,044 mg/ kg.
De 10 a 15 minutos apds, os animais foram anestesiados via intramuscular com 100
UL/100 g peso vivo de uma soluciao contendo 2,5 mg/ 0,1 mL quetamina e 1 mg/ 0,1 mL
de cloridrato de xilazina. No momento da coleta, o cobaio foi posicionado em decubito
lateral direito, fixando-se firmemente as extremidades. Uma drea de aproximadamente 1,25
cmz, cobrindo o0 4° e 5° espagos inter-costais, € 2,5 cm da linha média, foi desinfectada com
alcool iodado. A posi¢do do coracdo foi localizada mediante a palpacdo digital de seus
batimentos. A pungdo foi realizada com agulha 20 x 38 mm através do espago intercostal
correspondente, permitindo que o sangue fluisse lentamente para o interior da seringa e
quando se completou a extracdo, a seringa foi retirada lentamente (MANSONE, 1999).

Cerca de 2 mL de sangue foram coletados em tubos de ensaio. As amostras foram
processadas, por centrifugacdo a 400 x g por 15 minutos, para obtencdo de um soro

limpido e livre de hemadcias que foi entdo armazenado a temperatura de —20°C. Estas
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amostras de soro foram testadas para verificar a presenca de anticorpos neutralizantes

contra o parvovirus suino.

4.15. Titulacao de anticorpos neutralizantes

Os anticorpos contra o parvovirus suino foram detectados e titulados através do
teste de Inibicdo da Hemoaglutinacdo (HI). As reacdes de HI foram realizadas conforme
descrito por Joo et al. (1976).

Resumidamente, os soros foram inativados pelo calor (56°C por 30 minutos) e
adsorvidos a temperatura ambiente por uma hora com uma solucdo de caulim a 25% em
solucdo salina borato (pH 9,0). Os adsorventes foram removidos por centrifugacio a 1.500
x g por 10 minutos e o sobrenadante tratado com eritrécitos de cobaio a temperatura de 4°C
por 1 hora. Novamente as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante utilizado. Os
soros originais foram considerados como tendo sido diluidos 1:4 durante este tratamento.

Utilizou-se 100 UL de cada amostra de soro para a realizacao de dilui¢des seriadas
na base 2. Os soros foram diluidos de 1: 8 até 1: 262.144 em PBS seriadamente, de forma a
completar um volume final de 50 pL para cada dilui¢do, sobre as quais foram adicionados
50 uL de amostra viral positiva em HA, diluida de forma a conter 4 unidades
hemoaglutinantes (UHA)/50 uL de soluc@o. A mistura virus/soro foi incubada por uma
hora a 25°C. Em seguida, foram adicionados 50 pL de hemdcias de cobaios 0,6% de
células para 100 mL de PBS. Realizou-se a leitura das placas, apds a incubagdo por duas
horas a temperatura de 25°C, pela observacdo ou nao da aglutinacdo das hemaécias. O titulo
foi dado pela reciproca da maior dilui¢do que resultou em HA negativo, demonstrada pela

auséncia de hemoaglutinaciao das hemdcias.

4.16. Avaliaciao da resposta imunolégica de animais vacinados ao longo do tempo

Na segunda etapa avaliou-se a resposta das melhores vacinas frente a uma vacina
comercial. A vacina que induziu a producdo de maior titulo de anticorpos neutralizantes
dentre as testadas na primeira etapa e a vacina controle foram formuladas novamente e
comparadas com uma vacina comercial contra o parvovirus suino, como forma de inferir
sua eficdcia.

Nesta fase utilizou-se quatro grupos de animais e cada grupo foi inoculado com
uma das vacinas. Em intervalos de 15 dias, iniciando no dia da primovacinagdo, subgrupos
de 3 animais foram anestesiados e amostras de sangue coletadas. A Tabela 5 apresenta o

esquema de coleta de sangue dos animais para a avaliagdo da resposta imunoldgica. As
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amostras de sangue foram processadas para a titulacdo de anticorpos neutralizantes. Todas
as andlises da segunda etapa deste trabalho foram realizadas nas mesmas condicdes que as

andlises da primeira etapa.

Tabela 5. Esquema de coleta de sangue dos animais para a avaliacdo da resposta
imunolégica ao longo do tempo.

Dias de coleta de sangue

Vacinas Total de animais

0 15 30 45 60
1 3 3 3 3 3 15
2 3 3 3 3 3 15
3 3 3 3 3 3 15
4 3 3 3 3 3 15

4.17. Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa ‘R’ versio 2.6.0. A
normalidade dos dados foi avaliada utilizando o teste ‘F’. As médias aritméticas dos
logaritmos na base 2 (Log 2) dos titulos de anticorpos foram submetidas a andlise de
variancia, considerando 5% de probabilidade, e para verificar diferenga estatistica entre as

médias foram realizadas comparagdes de médias com utilizagdo do contraste.
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S. RESULTADOS

5.1. Cultivo das células SK6

O cultivo das células SK6 utilizando garrafas T 75 como sistema de cultivo se
desenvolveu sem dificuldades. Ap6s 72 horas de incubacdo a 37°C, o meio apresentava-se
acido e com células em suspensdo, mas a monocamada mostrava-se completa. A fim de
reduzir a acidez do meio as células passaram a ser cultivadas no tempo de 48 horas, onde a

monocamada também apresentava-se completa.

5.2. Multiplicacio e Inativacao Viral

O virus utilizado para a producdo do banco de trabalho apresentava titulo viral de
256 UHA/ 50uL. Na multiplicagdo o titulo hemoaglutinante subiu de 256 UHA/ S0uL para
512 UHA/ 50uL. O parvovirus suino, do banco de trabalho, foi multiplicado em 19
garrafas T 75, contendo células SK6, a fim de produzir antigeno para formulacdo das
vacinas. Apos cerca de 72 horas de infeccdo ja se observava buracos na monocamada em
decorréncia do desprendimento celular. O virus foi coletado com 120 horas de incubacdo,
momento em que a monocamada apresentava-se bastante destruida (Figura 3). O titulo

hemoaglutinante desta producao foi de 1024 UHA/ 50uL.
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Figura 3. Células SK6 infectadas pelo parvovirus suino. Aspecto da monocamada de
células SK6 integra (A); monocamada de células SK6 com efeito citopatico provocado
pelo parvovirus suino ap6s 96 horas de incubacao (B).

Ao final do teste de pesquisa de virus residual nao foi observado alteracGes na
monocamada das células quando esta foi comparada a monocamada de células ndo
infectadas, sendo a suspensao viral considerada inativada que posteriormente foi utilizada

para a formulaca@o das vacinas.
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5.3. Testes de EHL dos éleos de amendoim e buriti

A andlise das emulsdes com o 6leo de buriti € 6leo de amendoim foi feita por
visualizagdo macroscopica da separacdo de fases oleosas e aquosas (Figuras 4, 5 e 6). A
emulsdo 2, composta de 58% do 6leo de amendoim, 40% de fase aquosa e 2% dos
tensoativos Tween 80° e Span 80®, nas proporcdes de 9 e 91 %, respectivamente, mostrou-
se a mais homogénea, correspondendo a emulsdo de maior estabilidade dentre todas
testadas com o 6leo de amendoim (Tabela 6). A emulsdo 1, composta de fase oleosa e
aquosa igual a da emulsao 2 e com porcentagens dos tensoativos Tween 80% e Span 80°®
correspondente a 7 % e 93 %, respectivamente e com EHL de 5,0, apresentou separagdo de
fases de menor porcentagem (21%) em relagdo as emulsdes 3 (15% Tween 80® e 85%
Span 80®), 4 (20% Tween 80® e 80% Span 80®), 5 (25% Tween 80° e 75% Span 80%) e 6
(30% Tween 80° e 70% Span 80°), que tiveram completa separacdo de fases, e

consequentemente perda verdadeira da estabilidade da emulsdo (Tabela 6 e Figura 4).
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Figura 4. Teste de emulsdes com diferentes valores de EHL para o 6leo de amendoim.
Controle oleoso (0), EHL=5 (1), EHL=5,3 (2), EHL=5,9 (3), EHL=6,4 (4), EHL=7,0 (§5).
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Figura 5. Teste de emulsdo para o 6leo de buriti utilizando EHL de 1,8.

Figura 6. Teste de emulsdes com diferentes valores de EHL para o 6leo de buriti. EHL=5,3
(9), EHL=6,4 (10), EHL=7,0 (11), EHL=7,5 (12).

Tabela 6: Medidas da separacdo de fase das emulsdes de amendoim utilizando EHL de 5,0
a 7,5 e 6leo de buriti com EHL. de 1,8 a 7,5.

Emulsao Oleos EHL Separacao de fases (%)
1 Amendoim 5,0 21,0
2 Amendoim 5,3 2,8
3 Amendoim 5,9 40,3
4 Amendoim 6,4 40,3
5 Amendoim 7,0 40,7
6 Amendoim 7.5 40,8
7 Buriti 1,8 *)
8 Buriti 5,0 21,3
9 Buriti 53 28,0
10 Buriti 6,4 21,5
11 Buriti 7,0 314
12 Buriti 7.5 32,8

* nao houve separacdo de fase evidente
Obs: os valores de separagdo de fases correspondem a fracdo aquosa, calculados com base no volume total de amostra
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Diante desses resultados, verificou-se que o valor de EHL que proporcionou uma
maior estabilidade em emulsdes com o 6leo de amendoim na concentracdo de 58% foi
préoximo de 5,3.

Utilizando o 6leo de buriti para os testes de emulsdes, o valor de EHL que
proporcionou uma emulsdo mais estdvel foi de 1,8. J4 as emulsdes 8 a 12 apresentaram
separacdo de suas fases. As figuras 5 e 6 mostram as emulsdes para o 6leo de buriti.

Com base nestes resultados, para a formulacao das vacinas foram utilizados EHLs

nos valores de 5,3 e 1,8 para os 6leos de amendoim e de buriti, respectivamente.

5.4. Teste de inocuidade das vacinas

As vacinas inoculadas em cobaios ndao induziram manifestacoes adversas nos
animais durante o periodo de observacao, que foi de 7 dias. O comportamento dos animais
vacinados ndo diferiu dos animais que ndo receberam vacina, ndo houve queda de peso e o

local da aplicag@o permaneceu inalterado para todas as vacinas testadas.

5.5. Avaliacao da capacidade adjuvante dos d6leos de amendoim, buriti e extrato de
propolis verde sobre a sintese de anticorpos contra o parvovirus suino.

A presenga de anticorpos nos soros dos cobaios de cada grupo experimental foi
avaliada pelo teste de Inibi¢do da Hemoaglutinacao (HI) apds a vacinacdo dos animais com
vacinas contendo diferentes adjuvantes. Os animais do grupo controle, que nao receberam
vacina, foram mantidos no mesmo ambiente e ndo apresentaram anticorpos contra o PVS,
indicando que nao houve infec¢cdo dos animais e que os titulos de anticorpos demonstrados
pela técnica empregada sdo devidos ao estimulo imunolégico promovido pelas vacinas.

Durante a primeira etapa desse trabalho, verificou-se que os titulos de anticorpos
anti-PVS dos animais inoculados com a vacina formulada com o 6leo de amendoim como
adjuvante, no tempo de 15 dias apds a primovacinagdo, foram maiores e diferiram
significativamente dos titulos de anticorpos dos animais vacinados com vacinas contendo
prépolis, 6leo de buriti, hidroxido de aluminio ou vacina sem adjuvante (Figura 7). O
efeito adjuvante do 6leo de amendoim contudo, ndo foi persistente, ndo apresentando
diferenca significativa em relagdo ao grupo que recebeu vacina sem adjuvante, no tltimo
tempo de coleta (Figura 8).

Sessenta dias apds a primovacinagdo, os titulos de anticorpos dos animais que
receberam a vacina contendo prépolis ou hidréxido de aluminio foram maiores do que os

titulos dos cobaios inoculados com a vacina que ndo continha adjuvante. Os titulos de
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anticorpos dos animais vacinados com a vacina contendo o extrato de propolis verde como
adjuvante ndo diferiu significativamente dos titulos dos animais inoculados com a vacina
controle contendo hidréxido de aluminio em nenhum dos dois tempos de coleta de soro
desta primeira etapa do teste (Figuras 7 e 8).

Ainda nesse ultimo tempo de coleta, os titulos de anticorpos induzidos pela vacina
contendo 6leo de amendoim foram similares aos titulos dos animais inoculados com a
vacina sem adjuvante (Figura 8). A vacina formulada com o 6leo de buriti ndo exerceu
atividade adjuvante quando comparada a vacina controle, sem adjuvante, nos dois tempos

analisados (Figuras 7 e 8).
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Figura 7. Titulos de anticorpos anti-PVS em cobaios induzidos por vacinas formuladas
com diferentes adjuvantes, na resposta primaria.
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Figura 8. Titulos de anticorpos anti-PVS em cobaios induzidos por vacinas formuladas
com diferentes adjuvantes, na resposta secundaria.

5.6. Comparacao da resposta imunoldgica induzida pelas vacinas experimentais
frente a uma vacina comercial

De acordo com os resultados de titulos de anticorpos dos animais imunizados com
as diferentes formulacdes de vacinas na primeira etapa desse trabalho, foram formuladas
novamente as vacinas que apresentaram melhores resultados e comparadas com uma
vacina comercial, tida como indutora de boa resposta imunoldgica contra a parvovirose
suina.

Na primeira etapa verificou-se semelhanca na resposta imune induzida pela vacina
contendo extrato de propolis verde, que é uma vacina experimental, quando comparada ao
seu controle, hidroxido de aluminio. Dessa forma decidiu-se desenvolver novamente a
vacina contendo propolis (20%) e uma outra contendo a mistura do extrato de propolis e
hidréxido (10 % de cada componente). Estas vacinas foram usadas paralelamente com a
vacina comercial e vacinas contendo como adjuvante hidréxido de aluminio (20%).

Estatisticamente, os titulos de anticorpos nos animais vacinados com as vacinas
contendo o hidréxido de aluminio e a mistura de hidréxido com prépolis foram similares e

apresentaram mesmo padrdo de diferenca quando comparados com os titulos de anticorpos
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dos animais com a vacina comercial. J4 a vacina contendo prépolis verde induziu uma
menor producdo de titulos de anticorpos quando comparada as outras vacinas utilizadas

nessa etapa, sendo esta diferenca significativa (Figura 9).
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Figura 9. Sintese de anticorpos neutralizantes produzidos por cobaios em resposta as
vacinas formuladas com diferentes adjuvantes ao longo de 60 dias.
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6. DISCUSSAO

Muitas espécies encontradas na pesquisa pelos adjuvantes a serem testados nesse
trabalho foram consideradas promissoras, mas o seu uso foi impossibilitado devido a falta
de extratos comerciais destas plantas. Como a 6tica de uma instituicao privada €, muitas
vezes, mais direcionada ao aumento de escala de produgdo, torna-se mais vidvel a busca
por fornecedores que trabalhem no ramo da extracdo dos compostos vegetais, para
obtencdo de matéria-prima de qualidade que garanta uniformidade dos resultados. Caso os
estudos clinicos mostrem que o produto induz protecdo, para uma maior chance de
reprodutibilidade dos resultados as vacinas posteriores devem ser produzidas com as
mesmas especificagdes da preparacao utilizada nos testes.

Os 6leos de amendoim e buriti para serem incorporados nas vacinas oleosas foram
testados quanto a estabilidade de suas emulsdes. De todos os experimentos conduzidos
para buscar a estabilidade das emulsdes desses Oleos, apenas duas situacdes se
aproximaram da maior estabilidade, quando analisada macroscopicamente. Lashmar e
colaboradores (1995) concluiram que a estabilidade de emulsdes representa o maior
desafio para a formulacao de vacinas, sendo esta afetada pelo procedimento de fabricacao,
pelos tensoativos e dleos utilizados. Essa dificuldade também foi observada neste trabalho
ao preparar as emulsdes do tipo dgua em 6leo para os 6leos de amendoim e buriti. J& Silva
(2000) demonstrou facilidade ao preparar emulsdes com trés diferentes Oleos vegetais
(soja, milho e oliva) utilizando a Fracdo V da ovalbumina nas propor¢des de 1:1. Estas
emulsdoes foram feitas manualmente, com a ajuda de seringas e foram consideradas
adequadas, pois quando gotejadas em &4gua, ndo perderam a sua forma original. Silva
(2000) ndo explicitou o momento de inoculagdo das formulacdes e se a esterilidade foi
mantida com esse procedimento. No caso deste trabalho, essa forma manual de
emulsificac@o ndo foi testada, no entanto, mesmo ao utilizar agitador mecanico Silverson®,
especifico para preparagdo de emulsOes, apenas duas misturas apresentaram maior
estabilidade, quando comparada as outras tentativas.

Silva e Soares (1996) demonstraram que a mistura de tensoativos de baixo e alto
valores de EHL pode originar sistemas melhores, formando pelicula interfacial mais
compacta e estdvel. Esta técnica foi utilizada neste trabalho para o 6leo de amendoim com
bons resultados onde foram misturados tensoativos com valores de EHL de 15 e 4,3
obtendo considerdvel estabilidade da emulsao. J4 para o 6leo de buriti a estabilidade foi

conferida apenas com tensoativo de baixo valor de EHL demonstrando a necessidade de
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surfactantes mais lipofilicos para a sua estabilidade em uma emulsdo dgua em 6leo. Dessa
forma observou-se neste trabalho, que a mistura de tensoativos de baixo e alto valores de
EHL aplicou-se para o 6leo de amendoim, mas ndo para o de buriti.

Zanin e colaboradores (2002), trabalhando com 16 6leos diferentes de origem
vegetal (6leos de améndoa doce, abacate, apricot, avela, gergelim, girassol, gérmen de
trigo, macadamia, primula, borragem, rosa mosqueta, jojoba, camelina, semene de
maracujd, semente de uva e coco), demonstraram os valores de EHL variando entre 6,76 e
7,79. Estes valores nao corresponderam aos encontrados com os 6leos de amendoim e
buriti aqui estudados, provavelmente devido a variacOes nas concentragdes dos 6leos, dos
tensoativos e metodologias adotadas.

Segundo Griffin (1949) um 6leo ou uma mistura de dleos pode ter dois valores de
EHL: um valor mais baixo, correspondendo ao valor para formar a emulsao d4gua em 6leo e
um outro mais alto, correspondendo ao valor para formacdo de emulsdo 6leo em &dgua.
Tanto para o 6leo de amendoim quanto o de buriti, os EHLs utilizados corresponderam a
emulsdes do tipo dgua em 6leo. Na emulsdo dgua em Oleo, as pequenas goticulas de dgua
sao estabilizadas por surfactante em uma fase de 6leo continua, ou seja, antigenos soliveis
em agua podem ser emulsionados com 6leo (BECHER, 1965). Este tipo de emulsdo €
preferencial para uma liberacdo gradual do antigeno durante um longo periodo de tempo
(ALEXANDER e BREWER, 1995). Apesar da emulsdao feita com o 6leo de buriti
representar uma emulsao do tipo d4gua em 6leo, ndo foi observado efeito adjuvante superior
ao encontrado com a vacina que ndo recebeu adjuvante. Segundo Mota (2006), o efeito
depdsito dos adjuvantes oleosos ndo deve ser o Gnico mecanismo responsdvel pela acio
adjuvante de emulsdes lipidicas. Ao estudar a¢do adjuvante do 6leo de arroz comercial
comestivel e 6leo de amendoim da marca Sigma quando associados a uma proteina
(ovalbumina) e utilizando camundongos “swiss” como modelo experimental, Mota (2006)
verificou que o 6leo de arroz apresentou a emulsdo mais estdvel e, portanto, com maior
efeito depdsito, no entanto este 6leo ndo foi o melhor adjuvante em todas as etapas
testadas. Ainda em seus estudos, o 6leo de amendoim da marca Sigma apresentou emulsao
menos estavel e efeito adjuvante melhor. No presente trabalho, observou-se uma emulsao
estdvel macroscopicamente para o 6leo de buriti € uma separacao de fases de 2,8 %, para o
6leo de amendoim. No entanto, o 6leo de amendoim exerceu melhor atividade adjuvante
que o 6leo de buriti quando associados a antigenos inativados do parvovirus suino, embora

esta atividade nao tenha sido persistente (Figura 8).
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Jordao (2006) ao realizar teste de inocuidade com uma vacina viral com o 6leo ISA
(SEPPIC) 50 e antigeno inativado do virus da diarréia viral bovina (BVDV) verificou
formacdo de abscesso nos sitios de aplicagdo em cobaios, com posterior regressao e
cicatrizagdo. Esta manifestacdo clinica nao foi observada no presente trabalho para os
Oleos vegetais de amendoim e buriti, demonstrando sua inocuidade. Jordao (2006) ainda
ndo verificou reacdo indesejada nos locais de aplicacdo de uma vacina aquosa contra o
BVDV adsorvido com o hidréxido de aluminio na concentragdo de 20%. Resultados
parecidos foram encontrados neste trabalho, em que a utilizacdo de hidréxido nessa mesma
concentracdo ndo provocou danos visiveis nos locais de aplicacdo da vacina, indicando que
a concentracao de 20% desse adjuvante ndo provoca abscesso no local da injecao.

Cunha e colaboradores (1998) em um estudo utilizando vacinas inativadas contra a
doenca de Aujeszky, demonstraram que a resposta humoral foi mais precoce e maior nos
grupos experimentais que receberam duas doses de vacina. Vannier (1982) concluiu que
uma dupla vacinacdo € necessdria para a promoc¢do de uma imunidade sélida com vacina
inativada. Estudos realizados por Alva-Valdes e colaboradores (1983) demonstraram que
89% dos suinos vacinados com duas doses de vacina inativada contra a pseudoraiva, eram
sororreagentes no primeiro més apos a vacinagdo. Esses dados foram compativeis com o
resultados obtidos nesse estudo. A resposta imune, representada pela producdo de
anticorpos neutralizantes, foi observada na totalidade dos animais apds a primovacinagao e
revacinag¢do, sendo que a pratica de aplicacdo de um refor¢o vacinal propiciou uma
resposta imune de maior intensidade, demonstrando que a aplicagdo de uma segunda dose
para vacinas inativadas contra o parvovirus suino desencadeia uma maior produgdo de
anticorpos. Chamelet e colaboradores (1982) explicam que o desenvolvimento de uma
resposta imune mais rdpida e mais intensa apds a segunda aplicagao de vacinas inativadas
ocorre em razdo da presenga de um aumento no nimero de células imunocompetentes de
memoria.

A soroconversdo de todos os animais, independente do tipo de adjuvante recebido,
revelou que o PVS inativado estava presente em titulos suficientes para ativar o sistema
imunolégico dos cobaios vacinados. Como a resposta imune induzida por antigenos
inativados € dependente da concentracdo de antigeno (CHEN, 1985), o titulo viral de
15360 UHA/dose das vacinas formuladas neste trabalho pode ter sido responsavel pela
producdo de anticorpos neutralizantes observados em todos os animais que receberam
doses das vacinas, incluindo a vacina sem adicdo de adjuvante. No entanto,

quantitativamente, observou-se diferenca no perfil sorolégico poés-vacinal induzido pelas
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vacinas avaliadas, o que pode ser explicado pela estimulagdo da resposta imune pelos
diferentes adjuvantes utilizados.

Analisando os resultados obtidos, verificou-se que os animais que receberam vacina
com O6leo de amendoim como adjuvante tiveram maiores titulos de anticorpos
neutralizantes, duas semanas apds a primovacinagdo, quando comparados com animais que
receberam a vacina que nao continha adjuvante. Quando os titulos de anticorpos desses
mesmos animais foram comparados no tempo de 60 dias apds a primovacinacdo nao mais
se observou diferenca de titulos entre os animais que receberam essas duas vacinas. Essa
diferenca de titulo de anticorpos obtida em tempos diferentes ocorreu provavelmente
devido a metabolizacdo do 6leo pelo organismo do animal, indicando que o 6leo de
amendoim ndo fica retido no local da aplicacdo da vacina por longos periodos. Silva
(2000), estudando efeito adjuvante do 6leo de milho sobre a sintese de imunoglobulinas
totais anti-ovalbumina, verificou diferenca significativa em relagdo a vacina sem adjuvante
e semelhanca com a vacina contendo hidréxido de aluminio, aos 14 dias da resposta
primdria e queda do titulo aos 35 dias apds a primeira vacinagdo. Os resultados
encontrados por Silva (2000) ao estudar o 6leo de milho como adjuvante sdo semelhantes
aos resultados desse trabalho para o 6leo de amendoim.

Nos tempos de 15 e 60 dias apds a primovacinagdo, a vacina contendo extrato de
prépolis verde demonstrou exercer efeito parecido ao do hidréxido de aluminio, que € o
unico adjuvante aprovado para uso em humanos e também muito utilizado em vacinas
veterindrias. As vacinas contendo hidréxido de aluminio e extrato de prépolis verde
demonstraram possuir a¢do a longo prazo ao passo que a vacina com o 6leo de amendoim
apresentou acdo a curto prazo. Isso indica que as vacinas com hidréxido de aluminio e
extrato de prépolis seriam mais indicadas em programas de vacinacdo preventiva por
apresentarem titulos de anticorpos mais elevados em um periodo maior de protecdo pds-
vacinal, quando comparados com as vacinas formuladas com o 6leo de amendoim e sem
adjuvante. A importancia do uso dos adjuvantes hidréxido e prépolis também se deve a um
maior intervalo de protecdo pds-vacinal, o que direciona a redugdo de préticas de manejo e
de custos de vacinacgdo. Por outro lado, o 6leo de amendoim associado a antigenos contra o
parvovirus suino poderia ser indicado para estudos de resposta primdria precoce onde hé a
necessidade de uma maior concentracdo de anticorpos, no organismo do animal, em um
curto intervalo de tempo onde, possivelmente, seria capaz de impedir surtos da doenca,
além de representar uma formulagdo indcua, sem reacdes adversas de ordem geral e/ou

local para os animais.
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Apesar de sua alta concentracdo de carotendides, substincias precursoras da
vitamina A, relacionadas com a ativagdo do sistema imune (BRITTON, 1995), o 6leo de
buriti ndo exerceu atividade adjuvante quando comparado a vacina sem adjuvante. Esse
6leo pode ter sido absorvido pelo organismo do animal mais rapidamente que o 6leo de
amendoim e ndo apresentou retencdo do antigeno no local da injec@o, sendo rapidamente
degradado e removido, estimulando fracamente o sistema imunoldgico dos animais para
producdo de anticorpos contra o parvovirus suino. O’Hagan e colaboradores (2001)
mostraram que, diferentes adjuvantes tendem a favorecer tipos especificos de resposta
possibilitando a selecao do adjuvante para cada situacdo. Gupta e Siber (1995) relatam a
capacidade adjuvante limitada como um problema no processo de obten¢do de adjuvantes
para vacinas e que ocorre pelo fato de que alguns adjuvantes sdo efetivos para alguns
antigenos e ineficazes para outros. Dessa forma, considerando o potencial medicinal do
6leo de buriti, este ainda poderia ser testado como adjuvante em associacao a outros tipos
de antigenos inativados.

A busca por adjuvantes de origem vegetal que induzam uma boa resposta
imunoldgica baseia-se no fato de que muitos dos adjuvantes minerais que fazem parte de
muitas emulsdes oleosas de vacinas utilizadas atualmente apresentam algumas
desvantagens como longa permanéncia de residuos nos tecidos causando rea¢des adversas
locais indesejadas e/ou sistémicas, além de poderem ser carcinogénicos (ALTKEN e
SURVASHE, 1974; EDELMAN, 1980). Esses efeitos colaterais dos adjuvantes de base
mineral sdo devido ao fato de estes ndo serem biodegraddveis. Foi visando eliminar as
desvantagens da utilizacdo do 6leo mineral, que adjuvantes a base de 6leos vegetais de
amendoim e buriti foram testados neste trabalho.

Em geral, os adjuvantes oleosos permitem a liberagao do antigeno no organismo do
hospedeiro de forma gradual e por um periodo de tempo prolongado, conferindo
imunidade mais duradoura do que aquela induzida por adjuvantes aquosos ou vacinas
vivas, mas para os adjuvantes de base vegetal testados isso ndo foi observado. Tal
resultado provavelmente ocorreu porque os 6leos vegetais s@o mais facilmente absorvidos
pelo organismo do animal do que os 6leos minerais (EDELMAN, 1980), nao exercendo
assim atividade total de liberagcdo gradual do antigeno.

Na segunda etapa deste trabalho, foi avaliada a resposta imunoldgica de cobaios
vacinados com diferentes formulagdes e comparada com a resposta induzida por uma
vacina comercial, de boa aceitagdo no mercado, ao longo de 60 dias. Durante a formulacao

da vacina contendo o extrato de prépolis verde, separadamente, observou-se uma perda do
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extrato nas paredes do frasco utilizado para a mistura da prépolis com o antigeno. Ja na
formulacdo da vacina contendo a mistura de prépolis com hidréxido ndo foi verificada
perda alguma dos adjuvantes, demonstrando compatibilidade entre os dois componentes.

O fato de ndo haver diferenca na resposta de titulo de anticorpos neutralizantes
pelos animais vacinados com a formulag@o contendo apenas hidréxido e da formulagcdo em
que a propolis foi associada ao hidréxido de aluminio demonstra que a propolis pode ser
utilizada juntamente com o hidr6xido como adjuvante de vacina com uma boa resposta
imunoldgica. Como as vacinas veterindrias se encontram atreladas ao uso dos sais de
aluminio ou de emulsdes oleosas (HORZINEK et al., 1997), o uso da prépolis para
estimular resposta imune a antigenos seria apropriado considerando que um dos problemas
encontrados na produgdo de vacinas € a disponibilidade de substancias que potencializam a
acdo de antigenos poucos imunogénicos ao induzir resposta imune potente, duradoura e
sem contra-indicagdes.

O uso do extrato de propolis verde em uma formulacdo contendo hidréxido de
aluminio seria apropriado pela capacidade de reducdo de possiveis efeitos colaterais nos
animais, provocados pelo hidréxido, por se tratar de um produto natural que apresenta
inimeras propriedades terapéuticas. A propolis se destaca por possuir a¢do antiviral,
antiinflamatodria, antioxidante, antiparasitdria e antitumoral (CASTRO, 2001; ANSORGE
et al., 2003; FISCHER et al., 2005; DANTAS et al., 2006,). Além disso, a prépolis
também tem sido descrita como uma substancia com atuagdo sobre o sistema imunolégico
(ORSI et al., 2000), promovendo a ativacdo de macrdéfagos, que desempenham um papel
fundamental na defesa do organismo através da fagocitose (ORSOLIC e BASIC, 2003).

Tendo em vista que a resposta da vacina comercial, considerada de boa aceitacao
no mercado e aprovada pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, nao
difere significativamente da associacdo de prépolis e hidroxido de aluminio como
adjuvante sugere-se que esta vacina experimental é capaz de gerar uma resposta imune em
cobaios com resultados promissores. Porém mais estudos devem ser conduzidos para
avaliar a capacidade da prépolis como adjuvante junto a espécie alvo e outros antigenos .

Fischer e colaboradores (2007), ao estudarem a associagdo de um extrato de
propolis com o hidréxido de aluminio e antigeno do herpesvirus suino tipo 1, verificaram
um aumento na resposta imune quando comparado com um tratamento em que o antigeno
foi utilizado isoladamente com o hidréxido de aluminio. No presente trabalho, nao foi
encontrada diferencga significativa entre os titulos de anticorpos dos animais vacinados com

hidréxido separadamente dos que receberam vacina com a mistura de hidréxido e prépolis.
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O melhor aproveitamento da propolis por Fisher e colaboradores (2007), pode ser devido
ao uso do extrato seco da propolis, proporcionando um melhor resultado que o encontrado
neste trabalho. Eles ressaltaram ainda que o efeito adjuvante da prépolis verde tornou-se
mais evidente no teste de capacidade de protecdo vacinal, uma vez que a inclusdao do
extrato etandlico da prépolis verde nas vacinas experimentais aumentou o percentual de
animais protegidos apds o desafio com o herpesvirus suino tipo 1.

Como durante esta dltima etapa verificou-se perda do extrato de prépolis no frasco
durante a formulagdo da vacina contendo este adjuvante e a resposta de titulo de anticorpos
foi menor que a apresentada na primeira etapa do trabalho, decidiu-se formular novamente
essa vacina com o propésito de esclarecer o efeito adjuvante desse tipo de extrato. A nova
formulacao apresentou deposi¢dao do extrato de prépolis no fundo do frasco e na tentativa
de suspender a massa depositada, o fundo do frasco foi imerso em banho maria a 37°C por
1 minuto. O procedimento foi bem sucedido, sendo essa a forma utilizada no
desprendimento da massa do extrato depositada no fundo do frasco no momento de
aplicacdo da vacina. Desta forma, este trabalho tem ainda como perspectiva, o teste da
prépolis isoladamente como adjuvante vacinal.

Os resultados desse trabalho permitiram o conhecimento do potencial adjuvante de
extratos de origem vegetal pertencentes a biodiversidade brasileira. O 6leo de amendoim e
extrato de propolis verde apresentaram importancia bioldgica quando associados a vacinas
inativadas contra o parvovirus suino. Com base em mais estudos, a possibilidade de uso
comercial de vacinas formuladas com estes extratos poderd favorecer o crescimento
econdmico ao gerar empregos € impostos, além de melhorar o nivel cientifico do pais a
partir de pesquisas que levem a um maior conhecimento das func¢des exercidas por estas
substancias naturais. Ainda se destaca o uso desses extratos associados a praticas de
conservagdo da biodiversidade, quando se pensa no uso sustentdvel dos recursos como

forma de valorizacao das riquezas naturais.
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7. CONCLUSOES

- A emulsao de 6leo de amendoim que foi mais estdvel foi a formulada com 58% de fase
oleosa, 40% de fase aquosa e 2% de tensoativos ( 9% de Tween 80° ¢ 91% de Span
80%).

- A emulsdo macroscopicamente estdvel do 6leo de buriti foi formulada com 58% de

fase oleosa, 40% de fase aquosa e 2% do tensoativo Span 85°.

- Nas condicdes experimentais utilizadas, os valores de EHL para os 6leos de buriti e

amendoim estdo em torno de 1,8 e 5,3, respectivamente.

- As vacinas formuladas com os adjuvantes experimentais ndo induziram reagdes
adversas nos locais de aplicacio das mesmas, bem como no comportamento dos

animais.

- A vacina experimental com 6leo de amendoim induziu a produgdo de anticorpos

neutralizantes apds a primovacinacao, contudo esta nao foi persistente.

- O ¢leo de buriti ndo apresentou atividade adjuvante no modelo estudado, neste

trabalho.

- As vacinas contendo hidroxido de aluminio ou prépolis, como adjuvante, induziram a
producdo de niveis similares de anticorpos, tanto na resposta primdria quanto na

secundaria.

- As vacinas contendo hidréxido de aluminio, extrato de propolis verde com o hidréxido
de aluminio ou a vacina comercial apresentaram capacidade similar na inducdo de
anticorpos neutralizantes contra o parvovirus suino em cobaios, sendo de considerada

importancia estudos para avaliar a resposta dessas vacinas na espécie alvo.
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Certificamos que o Protocolo n° 229/2007, relativo 20 projeto intitulado
“Avaliacdo da capacidade adjuvante de extratos de origem vegetal na
inducdo da resposta imune de cobaios vacinades contra o parvovirus
suind’, que tem como resbonsével Henrique Maia Valério , estd de acordo com
os Principios Eticos da Experimentagdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de
26/ 03/2008.

Este certificado expira-se em 26/ 03 / 2013.
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“Evaluation of adjuvant capacity of vegetal extracts to induce immune
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