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RESUMO
A dependéncia quimica a cocaina € um problema de saude publica mundial para o
qual ndo ha tratamento especifico disponivel. Novas propostas terapéuticas estao
sendo desenvolvidas visando o tratamento através da estimulacdo do sistema
imunologico, induzindo a producdo de anticorpos especificos para a cocaina. Uma
nova aplicacdo desta estratégia terapéutica, € a prevenc¢do da exposicao intrauterina
a droga. Esta estratégia mostrou-se eficaz com a vacina GNE-KLH. Desta forma, este
trabalho visou avaliar a eficacia da imunizacgéo ativa com UFMG-VAC-V4N2 em ratas
gravidas, na protecdo materno-fetal da exposicdo pré-natal a cocaina. O estudo
comparou a vacina com seu placebo em ratas adultas em idade reprodutiva. Estas
foram inoculadas com 300 yL da formulagéo da vacina com a UFMG-V4N2 ou seu
placebo, nos dias 0, 7, 21, 28 e 42, por via intramuscular. No dia 28 as ratas foram
acasaladas e o0 acasalamento confirmado pela formacéo do tampao vaginal. Desde a
confirmacédo do acasalamento cada rata recebeu diariamente uma dose de 20 mg/kg
de solucdo de cocaina, até o parto, por via intraperitoneal. Foram avaliados o ganho
de peso, a duracéo da gestacéo, o consumo hidrico e alimentar maternos, mortalidade
materna, tamanho da ninhada e peso dos filhotes apés o desmame. A dosagem de
anticorpos anticocaina tipo IgG, no soro das maes e filhotes e no leite materno foi feita
através do método de ELISA. O teste de campo aberto avaliou o efeito agudo na
hiperlocomocéo induzida por cocaina em maes durante a gestacao e nos filhotes ap6s
o desmame. Os resultados demonstraram que a imunizacdo ativa com a vacina
UFMG-VAC-V4N2 nédo induziu a producdo de anticorpos IgG anticocaina em ratas
antes e durante a gestacdo e de maneira dependente, estes anticorpos também nao
foram quantificados na prole de ratas vacinadas e no leite materno. Nao foram
observadas diferencas estatisticas para as variaveis avaliadas nos desfechos
gestacionais e p6s-natais entre 0s grupos tratado e placebo, assim como os efeitos
hiperlocomotores induzidos por cocaina. Apos rever todo o método empregado, a
ressonancia magneética nuclear da molécula utilizada na pesquisa apontou pontos de
degradacéo do lote da molécula utilizada na formulagéo. Estes resultados sugerem
que a molécula UFMG-V4N2 ainda necessita de estudos mais especificos a respeito
da sua estabilidade, o que impacta diretamente na eficacia e seguranca da formulacao
vacinal. Assim, estudos de degradacao forcada e o desenvolvimento de um método

analitico indicador de estabilidade, constituem as proximas etapas essenciais para



gue a UFMG-VAC-V4N2 possa avancar na cadeia regulatéria dos estudos pré-clinicos

e clinicos.

Palavras-chave: cocaina, exposi¢cao pré-natal, gestacéo, vacina anticocaina, UFMG-

VAC-V4N2, estabilidade.



ABSTRACT
Cocaine addiction is a worldwide public health problem for which there is no specific
treatment available. New therapeutic proposals are being developed aiming at
treatment through stimulation of the immune system, inducing the production of
specific antibodies for cocaine. A new application of this therapeutic strategy is the
prevention of intrauterine drug exposure. This strategy proved to be effective with the
GNE-KLH vaccine. Thus, this work aimed to evaluate the effectiveness of active
immunization with UFMG-VAC-V4N2 in pregnant rats, in maternal-fetal protection from
prenatal exposure to cocaine. The study compared the vaccine with its placebo in adult
rats of reproductive age. These were inoculated with 300 uL of the vaccine formulation
with UFMG-V4N2 or its placebo, on days 0, 7, 21, 28 and 42, intramuscularly. On day
28 the rats were mated and mating confirmed by vaginal plug formation. From
confirmation of mating, each rat received a daily dose of 20 mg/kg of cocaine solution,
until delivery, intraperitoneally. Weight gain, duration of gestation, maternal water and
food intake, maternal mortality, litter size and pup weight after weaning were evaluated.
The dosage of IgG anti-cocaine antibodies in the serum of mothers and puppies and
in breast milk was performed using the ELISA method. The open field test evaluated
the acute effect on cocaine-induced hyperlocomotion in dams during pregnancy and
in pups after weaning. The results showed that active immunization with the UFMG-
VAC-V4N2 vaccine did not induce the production of anti-cocaine IgG antibodies in rats
before and during pregnancy and in a dependent manner, these antibodies were also
not quantified in the offspring of vaccinated rats and in breast milk . No statistical
differences were observed for the variables evaluated in gestational and postnatal
outcomes between the treated and placebo groups, as well as cocaine-induced
hyperlomotor effects. After reviewing the entire method used, the nuclear magnetic
resonance of the molecule used in the research pointed out points of degradation of
the lot of the molecule used in the formulation. These results suggest that the UFMG-
V4N2 molecule still requires more specific studies regarding its stability, which directly
impacts the efficacy and safety of the vaccine formulation. Thus, forced degradation
studies and the development of an analytical method that indicates stability are the
next essential steps for UFMG-VAC-V4N2 to advance in the regulatory chain of pre-

clinical and clinical studies.



Keywords: cocaine, prenatal exposure, pregnancy, anticocaine vaccine, UFMG-
VAN2, stability.
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1 INTRODUCAO

Ha algumas décadas o uso de drogas era um problema tipicamente masculino.
No entanto, na ultima década, houve mundialmente um crescente consumo de drogas
entre mulheres em idade fértii (PEREIRA et al., 2018). O uso de cocaina €
sabidamente um fator de risco para o desenvolvimento de complicacdes obstétricas e
perinatais. Estas podem afetar a salde materna, o desenvolvimento fetal, a salde da
crianca no periodo neonatal, infancia e adolescéncia e ainda repercutir em
consequéncias na vida adulta de individuos expostos a esta substancia durante a
gestacdo (BADA et al.,2007; ROA et.al., 2007), conforme mostram varios estudos
descritos nos capitulos ulteriores.

A auséncia de tratamentos especificos para a dependéncia de cocaina,
contribui com as taxas de recaida nestas mulheres quando engravidam, dificultando
a descontinuacado do uso durante a gravidez (LATUSKIE et al., 2018). Além da droga,
o0 empobrecimento, a marginalizacdo e o abandono familiar produzidos pela
dependéncia quimica, aumentam a vulnerabilidade social destas mulheres,
restringindo o acesso ao cuidado pré-natal de qualidade e assisténcia ao puerpério
(BASTOS & BERTONI, 2014; LATUSKIE et al., 2018; OEI et al., 2010). Estes dois
fatores alertam sobre a necessidade de novas alternativas de tratamento (LOCKNER
et al., 2015).

Atualmente ndo existe nenhum tratamento especifico aprovado mundialmente
pelas agéncias regulatorias para o transtorno por uso de cocaina (TUC cocaina) e 0s
tratamentos farmacoldgicos convencionais disponiveis sao empregados para
controlar e minimizar os sintomas (PIANCA et al., 2014) ndo atuando especificamente
contra a cocaina. Desta forma, os estudos de novas estratégias terapéuticas que
auxiliem o tratamento de TUC, sdo necessarios.

Uma das abordagens terapéuticas mais promissoras que se encontra em
estudo para o TUC é o uso de terapias imunoldgicas. Essas terapias utilizam
plataformas para expor a cocaina ao sistema imunologico e, a partir do seu
reconhecimento como antigeno, estimulam a producéo de anticorpos especificos.
Esses anticorpos capturam a droga na corrente sanguinea, impedindo ou reduzindo

sua passagem pela barreira hematoencefélica (BHE) e sua atuacdo em receptores no
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sistema nervoso central (SNC) (FOX, 1997; KARILA et al., 2011; KINSEY et al., 2014;
LOCKENER et al., 2015).

Nos ultimos dez anos, os grupos de pesquisa do professor Frederico Duarte
Garcia, do Nucleo de Pesquisa de Vulnerabilidade e Saude (NAVeS) da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), do professor Angelo
de Fatima, coordenador do Grupo de Estudos em Quimica Organica e Bioldgica
(GEQOB) do Departamento de Quimica da UFMG, e a professora Gisele Assis Castro
Goulart, do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Faculdade de Farmécia da
UFMG, tém se dedicado ao estudo e desenvolvimento de uma molécula e formulacdo
farmacéutica anticocaina. Estudos pré-clinicos demonstraram a eficacia e seguranca
da molécula e da formulacdo em modelos animais murinos (ASSIS et al., 2023; DA
SILVA NETO ET AL., 2021; SOUZA, 2018) e primatas nao humanos (SABATO et al.,
2023).

A eficacia de uma vacina anticocaina na protecdo materno-fetal a exposi¢cao
pré-natal a cocaina, foi demonstrada pela primeira vez pelo grupo NAVeS, com o
imunoconjugado GNE-KLH (De ALMEIDA AUGUSTO, et al.,2021). Dessa forma, o
presente estudo propds avaliar essa aplicacéo para a vacina UFMG-VAC-V4N2.

1.1 Cocaina, gestacao e periodo neonatal

O uso de cocaina durante a gestacao é um fator de risco significativo na saude
materna e fetal. Os efeitos da substancia podem ser mais graves em decorréncia das
alteracbes do metabolismo materno durante a gestacdo, que retardam a
metabolizacdo da droga, prolongando o tempo de acédo (Dos SANTOS et al., 2018;
PEREIRA et al., 2018).

As consequéncias maternas compreendem um maior risco para o
descolamento prematuro de placenta, de abortos espontaneos, de hipertensédo, de
isquemia miocardica e infarto, de insuficiéncia renal, de ruptura hepética, de isquemia
cerebral e morte (ADDIS et al., 2001; CAMARGO & MARTINS, 2014; KUCZKOWSKI,
2007; SMID et al., 2019). Os efeitos psicologicos agudos da cocaina incluem a
ansiedade, a agressividade, a paranoia ou as alucinagoes, a irritabilidade, a insénia e
a agitacao (MINNES et al., 2012). J4 os sintomas do uso crénico de cocaina envolvem
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queixas somaticas como os transtornos alimentares, a ansiedade, a depressao, o
maior risco de problemas de saude fisica e mental, incluindo a dor corporal e as
percepcdes gerais de saude (BECKWITH et al., 1999; FALCK et al., 2002), mesmo 10
anos apos o parto (MINNES et al., 2012).

As consequéncias fetais da exposi¢cdo pré-natal a cocaina sdo diversas.
Estudos farmacocinéticos mostram que, devido as suas propriedades lipofilicas, a
cocaina atravessa com facilidade a barreira placentaria e a barreira hematoencefalica
e podendo induzir efeitos adversos no feto de maneira direta e indireta (BEHNKE &
SMITH, 2013). De maneira direta, durante o periodo gestacional, a cocaina pode
interferir no desenvolvimento fetal, incluindo crescimento e/ou maturacdo anormais,
modificacdes e modulacdes de neurotransmissores e seus receptores e alteragdes da
organizagéo cerebral (BEHNKE & SMITH, 2013; HARVEY, 2004). Outros desfechos
como a prematuridade, reducdo da idade gestacional, baixo peso e comprimento ao
nascer, bem como perimetro cefalico reduzido sao frequentemente associados a
exposicao pré-natal a cocaina (ADDIS et al., 2001; Dos SANTOS et al., 2018; GOUIN
et al.,, 2011; McMURRAY et al.,2008;). Os efeitos indiretos estdo associados a
alteracdes na nutricdo fetal, seja pelas alteragcbes hemodinamicas provocadas pela
cocaina que podem reduzir o aporte de oxigénio e nutrientes ao feto, ou por alteracbes
no autocuidado de saude materna. Como alteracbes hemodinamicas pode-se citar: o
aumento da pressao sanguinea arterial materna, reducao do débito cardiaco e do fluxo
sanguineo intrauterino e placentario (GIOVANNI & MARCHETI, 2012). Como
exemplos de alteracdes no autocuidado de saude materna temos a ma nutricao,
reducéo dos cuidados de saude, aumento da exposi¢céo a violéncia, associagdo com
outras drogas, risco de doenga mental e infec¢cdes (BEHNKE & SMITH, 2013).

A amamentacdo é um relevante fator protetivo pds-natal, sendo fortemente
recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Ela é fundamental para
saude materna e, principalmente, do recém-nascido, visto 0os inimeros beneficios
nutricionais, imunoldgicos e psicolégicos (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS,
2001; AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2005). Apesar dos beneficios, o uso
de drogas durante a gestacéo e no periodo pés-natal imediato leva a questionamentos
quanto a seguranca da amamentacdo, uma vez que as drogas de abuso sdo

transferidas para o leite materno e podem agir nos lactentes. A maioria das drogas de
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abuso demonstraram ter algum efeito adverso sobre o recém-nascido durante o
periodo de amamentacdo (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2005). A
cocaina, se acumula no leite materno, devido a sua lipofilia, podendo ocasionar ao
recém-nascido intoxicacao, irritabilidade, vomitos, diarreia, tremores e convulsdes
(AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2001; BEHNKE & SMITH, 2013;
HOWARD & LAWRENCE, 1998).

1.2 Cocaina, infancia, adolescéncia e repercussdes na vida adulta

A exposicao a cocaina durante o desenvolvimento do sistema nervoso pode
resultar em mudancas permanentes na morfologia e fisiologia cerebrais, que podem
afetar as respostas a desafios ambientais e/ou farmacolédgicos ao longo da vida. Isto
pode tornar as criangcas expostas a cocaina durante a gestacdo ou a amamentacao
mais vulneraveis no futuro (BEHNKE & SMITH, 2013; KELLER & SNYDER-KELLER,
2000). As interferéncias no sistema nervoso durante a neurogénese, podem afetar o
desenvolvimento de estruturas envolvidas com a atencdo e o funcionamento
executivo, além de funcbes neurocomportamentais, tais como memdria, regulacdo
comportamental, processamento cognitivo e de aprendizagem. (BADA et al.,2007,
BADA et al.,, 2011; BEHNKE & SMITH, 2013; CARMODY et al., 2011). O
desenvolvimento de fala e linguagem, durante a infancia também podem ser
comprometidos (BUCKINGHAM-HOWES et al., 2013). No ambiente escolar, foram
observados maiores indices de desatencao, hiperatividade, comportamento agressivo
e impulsivo entre criangas expostas a cocaina na gravidez do que seus pares
(MINNES et al., 2010).

Na adolescéncia, o comportamento é o fator mais provavel de ser afetado
(RICHARDSON et al., 2015). Em estudos de imagem, o aumento volumétrico da
amigdala e da insula foi observado em adolescentes expostos a cocaina durante a
gestacdo. Essas estruturas cerebrais séo criticas para o processamento da emocéo e
sua associacdo ao comportamento (RAO et al., 2007). Adolescentes expostos a
cocaina na gestacdo frequentemente apresentam trajetdrias comportamentais
problematicas (RICHARDSON et al., 2015), além de piora do estado geral do humor
(MINNES et al., 2010). Os efeitos observados na infancia podem perdurar durante a
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adolescéncia, predizendo projecdes do comportamento na vida adulta (BADA et al.,
2007; RICHARDSON et al.,, 2015). A exposicao pré-natal a cocaina aumenta a
probabilidade do abuso de drogas no futuro e o risco de desenvolvimento de doencas
psiquiatricas tais como depresséo, transtornos de ansiedade, esquizofrenia e doencas
neurodegenerativas (BADA et al., 2007; KELLER & SNYDER-KELLER, 2000; RAO et
al., 2007).

1.3 Estratégias imunoldgicas paratratamento da dependéncia quimica a cocaina

Os estudos de propostas imunoldgicas antidrogas iniciaram em 1970 contra
nicotina, metanfetamina, oxicodona e heroina (HEEKIN et al., 2017). Somente 20 anos
depois os primeiros estudos de vacinas contra a cocaina foram publicados
(CARRERA et al., 1995; FOX et al., 1996). O sucesso de uma vacina antidroga esta
diretamente relacionado a alguns fatores importantes tais como: o titulo, a afinidade,
a especificidade e a avidez dos anticorpos induzidos contra a molécula de interesse.
Para alcancar esses parametros fundamentais, € indispensavel que o processo de
apresentacao do antigeno seja efetivo (MORENO & JANDA, 2009).

Os desafios do desenvolvimento de uma estratégia imunolégica contra a
cocaina se iniciam na propria droga de abuso. Estas sdo, quase sempre, moléculas
de baixo peso molecular, de baixa complexidade quimica e, portanto, de pouca
imunogenicidade. Essas propriedades as classificam como um haptenos, ou seja, que
por si s0s, hdo sao capazes de estimular mecanismos de reconhecimento imunologico
e producao de anticorpos de forma efetiva (MORENO & JANDA, 2009; KINSEY et
al.,2010; SOMPAYRAC, 2016). Para tornar a cocaina um potencial imundgeno, de
forma a estimular o sistema imune de maneira eficaz, resultando na producao de
anticorpos, faz-se necessario conjuga-la a uma substancia carreadora de alto peso
molecular e sabidamente imunogénica (BREMER & JANDA, 2017).

Desta forma, para se tornar imunogénica, a cocaina precisa primeiro ser ligada
a uma cadeia de carbonos numa terminacdo que permita sua conjugagcao com uma
molécula de grande peso molecular. Varios haptenos, foram desenvolvidos para
estudos de imunogenicidade da cocaina, tais como o0 GNE, o GNC, o GND, o GNT e
a succinil-norcocaina (CAl et al., 2013; KIMISHIMA et al., 2016). Essas modificacdes



22

na estrutura quimica da cocaina permitem que plataformas de diversas naturezas
guimicas sejam acopladas a ela, além de proporcionar mais estabilidade quimica a
sua estrutura (CAI et al.,2013). Nessas plataformas, o hapteno € conjugado ao
carreador formando um complexo hapteno-carreador. O complexo hapteno-carreador
€ associado aos adjuvantes em uma formulacdo, de forma a potencializar a
imunogenicidade da vacina, seu reconhecimento imunoldgico e induzir a producao de
anticorpos especificos contra o carreador e o hapteno de interesse (BREMER &
JANDA, 2017).

Uma vez que a imunizagao contra a cocaina ocorre, o sistema imune passa a
produzir anticorpos anticocaina, que na corrente sanguinea, sdo capazes de capturar
a cocaina, formando um complexo cocaina-anticorpo. Este complexo de alto peso
molecular reduz a passagem da droga pela BHE, evitando a ligagcdo aos seus
receptores alvo no cérebro e consequentemente ndo produz seus efeitos tipicos no
SNC (Figura 1). Além do mecanismo de captura, os anticorpos anticocaina também
mostraram ter uma acao catalitica para cocaina. Neste mecanismo, 0s anticorpos
aceleram a degradacédo da cocaina em metabdlitos inativos, aumentando a velocidade
de eliminagéo da droga ativa (BRIMIJOIN et al., 2013; CAl & JANDA, 2017; HEEKIN
et al., 2017; KINSEY et al., 2010; WENTHUR).

Figura 1- Mecanismo de acdo dos anticorpos anticocaina

Ligacdo da droga com o Concentragdo da droga no cérebro e a
anticorpo no sangue ativacdo dos receptores alvos sdo
Y reduzidas
" &
%, £

Barreira hematoencefalica

Fonte: Adaptado de Bremer & Janda, (2017).
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Os mecanismos de agao da vacina atuam reduzindo a disponibilidade de
cocaina, o que pode resultar em uma atenuacdo dos seus efeitos no usuario. I1sso
pode ser percebido como uma reducéo na intensidade dos efeitos reforcadores da
droga, e hé evidéncias de que a imuniza¢do pode ajudar a prevenir a recaida apos a
exposicdo posterior a cocaina (FOX, 1997; HANEY et al., 2010).

1.4 A vacina UFMG-VAC-V4N2

Até o0 momento, as propostas de vacinas desenvolvidas e descritas para o
tratamento da dependéncia quimica a cocaina utilizaram proteinas como estruturas
carreadoras dos haptenos. Destas proteinas, destacam-se a albumina sérica bovina
(BSA) acoplada a cocaina (FOX et al.,, 1996), a hemocianina do molusco de
Megathura crenulata (KLH) acoplada ao GNC (CARRERA et. al.,1995), proteina de
adenovirus acoplada ao GNE (KOOB et al., 2012) e toxina de colera acoplada a
succinil norcocaina, sendo esta Ultima a Unica proposta gque avancou aos ensaios
clinicos I e Il até o momento (KOSTEN et al., 2002; KOSTEN et al., 2014; MARTELL
et al., 2005).

Por também serem imunogénicas, as proteinas carreadoras podem induzir a
producao de anticorpos contra elas ou ha exposicéo dos haptenos produzir anticorpos
antidroga de baixa afinidade, reduzindo a eficiéncia da imunizacdo (GERACI et al.,
2008). As moléculas sintéticas, apesar de serem menos imunogénicas quando
comparadas aos carreadores bioldgicos, apresentam maior seguranca e potencial
eficacia na producdo de anticorpos de alta afinidade. Isto porque o componente de
interesse € ligado em posi¢cdes determinadas, e sendo exposto pelas células
expositoras de antigeno da melhor forma possivel. Isto reduz a possibilidade de
reacoes cruzadas e de estimulagbes imunes desnecessarias (ZHANG & ULERY,
2018), além de favorecer a estabilidade da formulacéo final (NASEER et al., 2017).

No desenvolvimento de vacinas antidrogas, os estudos e a selecdo das
moléculas carreadoras capazes de induzir a producao de anticorpos especificos de
maneira eficaz e segura, € uma etapa essencial para garantir a eficacia do tratamento
na dependéncia quimica a cocaina (BREMER & JANDA, 2017; ORSON et al., 2009).
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Diante do sucesso limitado das vacinas em estudo (KOOB et al.,, 2011), novas
alternativas foram propostas.

Os calixarenos sdo macrociclos que possuem uma conformacdo com
cavidades que permitem que ions e pequenas moléculas sejam incluidas/acopladas
a plataforma, além da capacidade de formar complexos com moléculas maiores (De
FATIMA, 2009; VAREJAO, De FATIMA & FERNANDES, 2013). Conforme ilustrado
na Figura 2, os calixarenos apresentam vantagens como: baixa toxicidade, alta
estabilidade quimica e térmica, facilidade de sintese e funcionalizagdo (SANSONE et
al., 2010; NASEER et al.,, 2017). Seu potencial para atuar como plataforma de
compostos biologicamente ativos e suas aplicacbes em atividades biolégicas como
antivirais, antibacterianas, antifingicas e anticancerigenas, faz com que venham
sendo amplamente avaliados no desenho de novos agentes terapéuticos (De
FATIMA, 2009; GERACI et al., 2008; NASEER et al., 2017).

Figura 2 - Calixarenos: estrutura geral

| n
OH OH oH HO

Fonte: De FATIMA et al. (2009).

A nova proposta de vacina anticocaina compreende uma molécula inédita,
totalmente sintética, produzida a partir de quatro moléculas do hapteno de cocaina
(GNE) acopladas a plataforma do calixareno (Figura 3). Dentre os haptenos
disponiveis, o GNE foi eleito para compor a molécula, por apresentar maior tempo de
meia-vida sérica, 0 que contribui para a imunogenicidade, induzindo maiores

concentracfes de anticorpos (LOWELL et al., 2020). A partir desse acoplamento, o
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grupo de pesquisa do NAVeS sintetizou e patenteou a molécula denominada UFMG-
VAN2 (DA SILVA NETO ET AL., 2021; MAIA, 2018).

Figura 3 - Estrutura quimica da molécula UFMG-V4N2

Fonte: Adaptado de Neto (2017).

Vacinas destinadas para uso em humanos devem atender a uma série de
normas de agéncias regulatdrias nacionais e internacionais. Dentre as exigéncias
estdo os estudos pré-clinicos de eficacia e seguranca em mais de uma espécie animal
(ANVISA, 2013; WHO, 2013). A UFMG-V4N2 mostrou eficacia em modelo murino,
reduzindo a passagem de cocaina pela BHE em um estudo farmacocinético (DA
SILVA NETO ET AL., 2021), além de apresentar seguranca em ensaio de
citotoxicidade e toxicidade in vitro e in vivo (SOUZA, 2018). A partir dos estudos
citados, uma formulacdo farmacéutica foi desenvolvida utilizando excipientes
regulamente aprovados para uso em humanos, que atendem as exigéncias das
agéncias regulatorias. Denominada UFMG-VAC-V4N2, a formulagdo induziu
producédo de anticorpos anticocaina com potencial para reduzir a passagem da droga
pela BHE em camundongos (ASSIS et al., 2023). A seguranca, eficacia e toxicidade
da UFMG-VAC-V4N2 foi avaliada em primatas ndo humanos e nenhum efeito adverso

ou grave local ou sistémico foi observado (SABATO et al., 2023).
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1.5 Imunizagéo e gestacao

A imunizacdo materna é uma estratégia eficaz de transferéncia de imunidade
ao feto para uma variedade de doengas. Ela tem o potencial de reduzir
substancialmente a morbidade e a mortalidade por doencas infecciosas apdés o
nascimento (ABU-RAYA et al., 2020). Uma vez transferidos ao feto passivamente por
via placentaria e amamentacdo, os anticorpos da méae se ligam aos agentes
patégenos e acionam o sistema imune da crianga (DINIZ & FIGUEIREDO, 2014;
PALMEIRA & SAMPAIO, 2016). Com base na imunidade mediada pelo sistema imune
materno, as estratégias de vacina¢do materna durante a gravidez sao frequentemente
discutidas (ALBRECHT & ARCK, 2020).

O mecanismo de transferéncia placentéria de anticorpos envolve um isotipo de
imunoglobulina (Ig) dominante - a imunoglobulina G (IgG) - e suas subclasses, que
representam a maior propor¢cdo das imunoglobulinas encontradas no feto. A IgG
comeca a ser transferida no final do primeiro trimestre, aumentando com a progressao
da gravidez e atinge maior concentracao no terceiro trimestre (ABU-RAYA et al., 2020;
SIMISTER, 2003), periodo em que os niveis deste anticorpo podem ultrapassar 0s
niveis de concentracdo maternos (FOUDA et al., 2018; LOZANO et al.,2018) e confere
imunidade ao recém-nascido até 6 meses apdés o nascimento (PALMEIRA et al.,
2012). Visto que a maior taxa de transferéncia placentaria de anticorpos ocorre nas
tltimas semanas de gestacdo, a prematuridade - que representa uma das
complicacbes adversas pela exposicéo pré-natal a cocaina - pode afetar a obtencéo
passiva de protecdo imunolégica. Recém-nascidos prematuros apresentam niveis de
IgG significativamente mais baixos quando comparados a recém-nascidos a termo
(LOZANO et al., 2018; Van Den BERG et al., 2010).

O mecanismo de amamentacdo fornece protecdo eficiente logo apdés o
nascimento e suplementa passivamente o sistema imunolégico do recém-nascido.
Esse mecanismo transfere todos os isotipos de imunoglobulinas, incluindo IgG e IgM
e predominantemente a IgA, principal isotipo que confere imunidade as mucosas,
impedindo a aderéncia de agentes infecciosos aos tecidos (DEMERS-MATHIEU et al.,

2018; PALMEIRA et al., 2012). Além da protecdo passiva, o leite materno tem efeito
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imunomodulador ativo, promovendo a homeostase da barreira intestinal e a
maturacdo do microbioma (SASO & KAMPMANN, 2020).

Visando antigenos especificos, a imunizacdo materna pode aumentar as
concentracbes de anticorpos, potencializar a transferéncia e, consequentemente, o
grau de imunidade passiva do recém-nascido (ALBRECHT & ARCK, 2020; FOUDA et
al., 2018; SASO & KAMPMANN, 2020). Semelhante a IgG induzida por antigenos
infecciosos, os anticorpos IgG induzidos por vacina também séo eficientemente
transferidos através da placenta (FOUDA et al.,, 2018). A eficacia de uma vacina
anticocaina na protecdo materno-fetal a exposi¢cdo a cocaina foi demonstrada pela
primeira vez em um estudo conduzido por De Almeida Augusto et al. (2021), com o
hapteno de cocaina (GNE) acoplado a molécula carreadora hemocianina de
Megathura crenulata (KLH) e adjuvante de Freund na formulacdo, evidenciando a
eficacia desse conjugado (GNE-KLH), na inducao de producdo de anticorpos IgG e
IgM anticocaina em ratas gravidas, atenuando os efeitos da exposicéo pré-natal e pos-
natal a cocaina. Tais anticorpos foram encontrados também na prole de maes
vacinadas e no leite materno.

Visando novas aplicagdes da vacina anticocaina e com base nos resultados
obtidos com o imunoconjugado GNE-KLH em ratas gravidas, o presente estudo
compreende um protocolo experimental pré-clinico com objetivo de avaliar a hipotese
de que a imunizacdo ativa com a formulacdo UFMG-VAC-V4N2 promove protecéo

materno-fetal dos efeitos da exposicao pré-natal a cocaina.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a eficacia da vacina UFMG-VAC-V4N2 na protecdo materno-fetal dos

efeitos da exposi¢éo a cocaina no periodo gestacional e pés-natal imediato.

2.2 Objetivos especificos
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1. Quantificar anticorpos IgG anticocaina induzidos pela vacina UFMG-
VAC4N2 em ratas gravidas;

2. Verificar a aquisicdo passiva de anticorpos IgG anticocaina em filhotes apos

0 desmame;

3. Verificar a presenca de anticorpos IgG anticocaina no leite materno;

4. Avaliar a eficacia dos anticorpos anticocaina na atenuacdo dos possiveis
efeitos adversos gestacionais da exposicdo a cocaina, como:

A. Menor ganho de peso na gestacao;

B. Menor consumo alimentar e maior consumo hidrico na gestacao;

C. Reducéo do tamanho médio da ninhada;

D. Maior taxa de mortalidade materna;

E. Menor ganho de peso dos filhotes apds o desmame;

5. Avaliar a eficacia dos anticorpos anticocaina na atenuacdo dos efeitos
comportamentais da exposicao a droga nas ratas durante a gestacao e nos

filhotes imediatamente apds o desmame.

3 MATERIAL E METODOS

A eficacia da vacina UFMG-VAC-V4N2 foi avaliada por meio de ensaios
imunoldgicos de quantificacdo de anticorpos IgG anticocaina dosados no soro do
sangue de mées e filhotes e no soro do leite materno, analises comportamentais das
maes e dos filhotes e avaliacdo de parametros gestacionais e neonatais. O presente
projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica do Uso de Animais - CEUA,
inscrito sob protocolo CEUA 214/2021.
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3.1 Material

3.1.1 Animais experimentais

Foram utilizadas 8 ratas fémeas da espécie Sprague Dawley, com no minimo
8 semanas de idade, que corresponde ao inicio da idade reprodutiva e com massa
corporal média de 230 g e 4 machos com massa média de 350 g, adquiridos da
Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP. Durante o estudo, 0s animais
permaneceram no Centro de Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina da
UFMG, em ambiente com temperatura de 22 °C £+ 2 °C e 12 horas de ciclo
claro/escuro, mantidos em duplas em caixa de propileno de 60 x 50 x 22 cm forradas
com maravalha, com racéo e 4gua ad libitum. Os animais foram distribuidos em dois

grupos:

1. Grupo Vacinado: Compreende um grupo de 4 animais administrados
com a formulacdo contendo a molécula UFMG-V4N2;

2. Grupo Placebo: Compreende um grupo de 4 animais administrados
com a formulacdo sem a molécula UFMG-V4N2;

Como um controle adicional do estudo, visando uma referéncia do impacto da
vacinacdo nas ratas gravidas, foi estabelecido um grupo de amostras que
compreendeu um conjunto de 4 amostras de soro de ratas imunizadas no mesmo
protocolo em estudos anteriores.

O numero de animais deste experimento e todo o protoloco experimental que
sera descrito, foi planejado para ser executado em dois blocos distintos com 8 fémeas

por bloco.
3.1.2 Drogas, farmacos e reagentes
o Cloridrato de cocaina — Inibidor da recaptacdo de catecolaminas, usado para

producdo do hapteno GNE e para avaliacdo do comportamento motor dos
animais, obtida por doacéo da Policia Federal e purificada no GEQOB — UFMG;
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e Solucdo salina estéril 0,9% p/v (Sanobiol®) — Veiculo para injecéo de cocaina;

e GNE (sintetizada pelo GEQOB — UFMG) — Hapteno derivado da cocaina;

e GNE-BSA (sintetizada pelo NAVeS — UFMG) — Conjugado utilizado para
sensibilizacao das placas de ELISA para dosagem de anticorpos anticocaina;

« Albumina sérica bovina (BSA - Sigma-Aldrich®, EUA) — Proteina de soro bovino
utilizada como carreador de hapteno e componente do tampé&o de amostras no
teste de ELISA,;

e Anticorpo secundario ligado a fosfatase alcalina dirigido contra a
Imunoglobulina G (IgG) - (Sigma-Aldrich®, EUA) — Ligante do anticorpo primario
para o ELISA,

e Substrato Sigmafast™ p-Nitrophenyl (Sigma-Aldrich®, EUA) - Reagente de
coloracdo para o ELISA,;

« Ocitocina sintética (UCB/VET®, Brasil) — Estimulante de lactacéo;

o Cloridrato de xilazina (Unido Quimica®, Brasil) — Coadjuvante de anestesia;

o Cloridrato de cetamina (Unido Quimica®, Brasil) — Anestésico;

e« Tampao de conjugacao — Tampao utilizado para dissolucéo do hapteno (0,083
M fosfato trissodico; 0,1 M EDTA; 0.9 M cloreto de sédio; 0,1 M sorbitol e 0,02%
azida sodica; pH 7,2) - (Thermo Fisher Scientific®);

e Tampdo de purificacdo — Tampédo utilizado para purificacdo dos
imunoconjugados produzidos (0,083 M fosfato trissodico; 0,9 M cloreto de
sodio; 0,1 M sorbitol; pH 7,2) - (Thermo Fisher Scientific®);

3.2 Método

Os métodos aplicados e desenvolvidos no presente trabalho, serdo descritos

nas seguintes etapas:

- Etapa 1: Sintese do hapteno GNE e da molécula UFMG-V4N2, preparo da
formulacdo UFMG-VAC-V4N2 e reagentes;

- Etapa 2: Cronograma e protocolo de experimentacao;

- Etapa 3: Ensaio de imunoadsorc¢ao enzimatica (ELISA);

- Etapa 4: Andlise da molécula UFMG-V4N2;



31

- Etapa 5: Andlise estatistica.

3.2.1 Etapa 1: Preparo do hapteno, molécula, formulacéo e reagentes

3.2.1.1 Sintese do hapteno GNE e molécula UFMG-V4N2

O hapteno GNE foi sintetizado e acoplado a plataforma do calixareno conforme
protocolo desenvolvido (DA SILVA NETO ET AL., 2021), finalizando a sintese da
molécula UFMG-V4N2, que posteriormente foi adicionada aos excipientes e
adjuvantes que compdem a formulacdo UFMG-VAC-V4N2, conforme protocolo

descrito por Assis et al. (2023) e detalhado a seguir.

3.2.1.2 Formulagdo UFMG-VAC-V4N2

A formulacgdo da vacina compreendeu uma suspenséo de 6,74x10°° mg/mLda
molécula UFMG-V4N2, sintetizada e fornecida pelo grupo de pesquisa, 10 mg/mLde
alcool etilico (Merck®, Alemanha), 120 mg/mLde propilenoglicol (Croda®, NJ, EUA),
180 mg/mLde polietilenoglicol 300 (Croda®, NJ, EUA), 0,05 mg/mLde polissorbato 80
(Croda®, NJ, EUA), 100 mg/mLde fosfato de aluminio (Croda®, Dinamarca) e agua.
Todos os excipientes eram de grau farmacéutico e aprovados para uso parenteral em
humanos. As concentragcfes utilizadas também estdo de acordo com 0s requisitos
regulamentares (ASSIS et al., 2023).

3.2.1.3 Conjugacéo GNE-BSA

A conjugacdo do carreador proteico BSA ao hapteno GNE seguiu o protocolo
descrito no kit IMJECT® EDC Carrier Protein Spin (Thermo Fisher Scientific®, Ilinois,
USA). Para obtencéo do conjugado GNE-BSA, quatro solu¢des foram preparadas em

frascos individuais:

- Solucédo 1: 2 mg do hapteno GNE dissolvidos em 450 pL de tamp&o de

conjugacgao;
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- Solucéo 2: 2 mg da proteina de conjugacéo (BSA) dissolvidos em 200 pL de
agua ultrapura produzindo uma solucao de concentracédo de 10 mg/ml;

- Solucao 3: preparada a partir da mistura das solugcfes 1 e 2;

- Solucdo 4: 10 mg de 1-etill-3-(3-dimetil aminopropil) carbodiimida (EDC)
dissolvidos em 1 ml de agua ultrapura e adicionados a Solugcdo 3 para
producao do conjugado GNE-BSA, que permaneceu em repouso a temperatura

ambiente por 2 horas.

3.2.1.4 Purificagdo do conjugado por coluna de dessalinizagéo

A purificacdo do conjugado preparado acima, foi feita pelo método
cromatografico utilizando coluna de dessalinizacdo ZebaTM Spin Desalting Columns,
7K MWCO (Thermo Fisher Scientific®, llinois, USA) de 5 ml. Esse processo foi
importante para que o0s reagentes usados no preparo da conjugacdo fossem
separados e somente o conjugado de interesse fosse obtido.

O conteudo da coluna foi levemente homogeneizado por agitacdo manual e
removido por centrifugacdo a 1.000 x g por 2 min. A coluna foi submetida a 3 etapas
de lavagem com 1 ml de tampao de purificacdo e a centrifugacdo em cada lavagem,
nos mesmos parametros citados anteriormente. Transcorrida as etapas de lavagem,
a Solucéao 4 foi adicionada lentamente a coluna que, novamente, foi centrifugada a
1.000 x g por 2 min, coletando-se o contetdo em um tubo de polipropileno de 15 ml.
Aliquotas de 175 uL do conteudo obtido foram separadas em microtubos de

polipropileno de 1,5 ml e armazenadas a - 20°C para uso posterior.

3.2.1.5 Solucgéo de cocaina

As amostras de cocaina foram legalmente cedidas pela 12 Vara de Téxicos do
Tribunal de Justica do Estado de Minas Gerais, conforme oficios 14/2019; 60/2019 e
191/2019 e purificadas (DA SILVA NETO ET AL., 2021; MAIA, 2018). O preparo da
solucéo procedeu-se dissolvendo 40 mg da droga em 2 ml de solucéo salina estéril,

de modo a obter-se uma solugc&o na concentracdo de 20 mg/ml.
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3.2.2 Etapa 2: Cronograma e protocolo experimental

O cronograma e protocolo experimental seguiram o0s protocolos de
imunizacdes com a UFMG-VAC-V4N2 j& descritos (ASSIS et al., 2023; DA SILVA
NETO ET AL., 2021; SABATO et al., 2023; CALIGIORNE et al., 2023, no prelo) e o
estudo com vacina GNE-KLH anticocaina em ratas gravidas (De ALMEIDA AUGUSTO

et al., 2021), conforme a Figura 4.

Figura 4 - Cronograma experimental

T0 T21 T42
Imunizagio Imunizagdo Imunizagio
Coleta Coleta Coleta Parto
7 T28 T49 T70
Imunizagdo Imunizagéo Coleta Desmame
Coleta Coleta Leite

Acasalamento Gestagdo Mortalidade matema

Cocaina - 20mg/kg/dia Tamanho da ninhada
Open Field materno Peso dos filhotes
Open Field filhotes

Ganho de peso matermo
Ingestdo hidrica & alimentar materna

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.2.1 Imunizacdes

As formulac¢des administradas nos grupos tratado e controle foram preparadas
pelo Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da UFMG no dia anterior a
administracdo, conforme o protocolo descrito (ASSIS et al., 2023). O grupo tratado
recebeu a formulacdo da vacina com a molécula UFMG-V4N2 e o grupo controle
apenas a formulacéo que atuou como placebo. O cronograma de imunizac¢des seguiu
os protocolos estabelecidos (DA SILVA NETO ET AL., 2021; MAIA, 2018; SOUZA,
2018; ASSIS et al., 2023; SABATO et al., 2023) e consistiu em administragdes (300
pl/animal) nos tempos (T) TO, T7, T21 e T28 que correspondem ao periodo preé-
gestacional e no T42, durante o periodo gestacional, para os grupos tratado e placebo,
por via intramuscular (i.m), sob contencdo e administracdo conforme as

recomendacdes de manejo de animais experimentais (NEVES et al., 2013).
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3.2.2.2 Coleta de sangue

A coleta de sangue das ratas (mées) foi realizada na veia safena, utilizando
agulhas de 0,45 x 13 mm, conforme as recomendac¢des de manejo de animais
experimentais (NEVES et al., 2013) nos tempos TO, T7, T14, T21, T28 (pré-gestacao),
T35, T42, T49, T57 (periodo gestacional), T63, T70, T80, T90, T100 (pbs-gestacéo e
desmame). A coleta de sangue dos filhotes foi realizada pela veia facial mandibular
(NEVES et al., 2013) no desmame e 7 e 14 dias apdés o desmame, com agulhas de
mesmo calibre e tubos de polipropileno de 0,5 mL. Apés coletadas, as amostras de
sangue foram centrifugadas a 10.000 rotacdes por minuto (rpm) a 4°C por 20 minutos
e 0 soro separado em aliqguotas em microtubos, identificados e armazenados em

freezer -80°C até a execucao dos ensaios imunolégicos.

3.2.2.3 Ingestao hidrica e alimentar das méaes

A ingestdo hidrica e alimentar foram medidas a cada dois dias, sempre no
mesmo horario, pela manha. Para ingestao hidrica, um volume total de 600ml de 4gua
foram medidos em proveta, adicionado ao bebedouro e o volume restante no momento
da medicao foi descontado do volume total, obtendo-se assim o volume de consumo.
Para a ingestdo alimentar, foram adicionados 300 g de ragcdo. Para os dois
parametros, foi avaliada a meédia de consumo individual das fémeas. Durante o
acasalamento, o consumo dos machos foi descontado dos volumes restantes de agua

e peso de racéo.

3.2.2.4 Acasalamento e periodo gestacional

O acasalamento foi realizado agrupando duas fémeas com um macho 28 dias
(T28) apds a primeira imunizagdo, sendo os animais mantidos na mesma caixa
durante 8 dias, o que corresponde a dois ciclos estrais (NEVES et al., 2013). Apds 0
acasalamento, a gravidez foi confirmada apds observagdo do tampdao vaginal e as

fémeas foram mantidas em caixas individuais. Apés o nascimento, os filhotes
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permaneceram com as fémeas por 21 dias para amamentacdo. Diariamente, 0s
filhotes foram observados e contabilizados a fim de estabelecer a natalidade e
mortalidade até o desmame.

Para avaliar o ganho médio de peso as fémeas foram pesadas uma vez por
semana no periodo pré-gestacional e diariamente durante a gestacdo, pela manh3,
sempre no mesmo horario. O tempo de gestacédo, tamanho da ninhada, peso dos

filhotes ap6s o desmame e a mortalidade materna foram determinados.

3.2.2.5 Administracéo de cocaina

A solucdo de cocaina (20 mg/mL) foi preparada imediatamente antes da
administracdo e o volume injetado em cada animal foi em torno de 0,2 e 0,4 mL,
conforme a massa corporal no momento da administracdo. Apos o acasalamento, a
cocaina foi administrada nas fémeas na dose diaria de 20 mg/kg por via intraperitoneal
(i.p) até o fim do periodo gestacional (21 dias). A solu¢cdo também foi administrada na
dose de 15 mg/kg nos filhotes apés o desmame, quando submetidos ao teste de
comportamento. As doses foram determinadas a partir de estudos que avaliaram a
eficdcia de uma imunizacdo anticocaina em ratas gravidas (De ALMEIDA AUGUSTO
et al.,, 2021) e da atividade hiperlocomotora no teste de comportamento de campo
aberto (Open Field) (De ALMEIDA AUGUSTO et al., 2021; WILTSHIRE et al., 2015).

3.2.2.6 Coleta de leite materno

A coleta do leite materno foi realizada imediatamente apds o desmame (21 dias
apos o nascimento dos filhotes) mediante anestesia e relaxamento muscular do
animal Cloridrato de xilazina + Cloridrato de cetamina em uma solucéo (1:1), na dose
de 1 mlkg por via intraperitoneal (i.p). A inducdo de liberagédo de leite foi realizada
mediante administracdo de ocitocina injetavel, na concentragdo de 10 Ul/mL. Apés
constatada a sedacdo dos animais, estes foram posicionados em decubito dorsal,
devidamente imobilizados, e uma dose de 4 Ul de ocitocina foi administrada via i.p. A
coleta do leite materno foi executada 20 minutos apés a inje¢éo de ocitocina por meio
de leves compressdes na base da teta do animal. Foram coletados aproximadamente



36

500 pL de leite de cada animal em microtubos de polipropileno de 2 mL (PAUL et al.,
2015; De ALMEIDA AUGUSTO et al., 2021). As amostras foram submetidas a
centrifugacéo a 4000 rpm por 60 min a 4°C para obtencao do soro que foi separado,
identificado, dividido em aliquotas e armazenado em freezer -80°C para dosagem de
anticorpos IgG anticocaina.

3.2.2.7 Teste comportamental

O teste de campo aberto ou Open Field Test € um método comportamental
exploratério realizado com objetivo de observar se o efeito hiperlocomotor induzido
pela cocaina seria atenuado pelos anticorpos IgG produzidos pela imuniza¢cdo com a
UFMG-VAC-V4N2. Todas as méaes foram submetidas ao teste durante o periodo
gestacional, enquanto os filhotes foram escolhidos aleatoriamente apds desmame, no
tamanho amostral de 20 filhotes por grupo. Durante os primeiros 10 minutos os
animais foram habituados a sala de experimentacéo e posteriormente mais 10 minutos
para se habituarem a caixa de teste. Para o teste nas mées foram utilizadas duas
caixas de madeira medindo 72cm (altura) x 72 cm (largura) x (profundidade) com
revestimento interno. Para os filhotes foram usadas quatro caixas nas dimensdes de
30 cm (altura) x 30 cm (largura) x 30 cm (profundidade).

Transcorrido as duas primeiras etapas de habituacdo, 15 mg/kg da solucéo de
cocaina foi administrada nos filhotes e 20 mg/kg nas mées, por via intraperitoneal (i.p.)
e 0 comportamento exploratorio foi entdo registrado durante 30 minutos por uma
camera (DSC-H300, Sony Brasil®) posicionada no alto de forma a registrar os
movimentos dos animais no centro e nas bordas das caixas de teste. Duas variaveis
foram avaliadas: a distancia total percorrida e o numero de entradas no centro da

caixa. As imagens foram analisadas pelo programa Any-Maze® (Stoelting Co., 2019).
3.2.3 Etapa 3: Ensaio de imunoadsor¢édo enzimatica (ELISA)
Os anticorpos IgG anticocaina foram dosados no soro sanguineo das maes e

dos filhotes, e no soro do leite materno, conforme protocolo desenvolvido
especificamente para dosagem de anticorpos anticocaina (PEREIRA, 2019). A partir
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deste protocolo, foram testadas variagdes do método de deteccao, a fim de definir as
melhores condi¢des de testagem para esse protocolo experimental. Esses protocolos
ja foram testados em trabalhos anteriores com camundongos (ASSIS et al., 2023)
ratos (CALIGIORNE et al., 2023, no prelo; De Almeida Augusto et al., 2021) e primatas
nao humanos (SABATO et al., 2023) com resultados positivos.

3.2.3.1 Solucgdes

e Tampao de fixagcdo — Solucao utilizada para a fixacdo da cocaina a placa no
Ensaio de Absor¢cdo Imunoenzimética (ELISA), composta por carbonato de
soédio (1,5 g) - (Exodo Cientifica®), bicarbonato de sédio (3,0 g) - (Exodo
Cientifica®) e azida sédica (0,2 g) (VETEC®) dissolvidos em agua destilada (1,0
L) e ajustado o pH para 9,6;

« Tampao PBS (Phosfate-buffered saline) — Solucéo utilizada para o preparo de
outros tampdes de uso no ELISA, composta por cloreto de sodio (1,37 M),
cloreto de potassio (27 mM), fosfato de sédio (81 mM) e fosfato de potassio (15
mM) dissolvidos em agua destilada (1,0 L) e ajustado o pH para 7,4 (Sigma
Aldrich);

e« Tampao de lavagem — Solucao utilizada para a lavagem das placas no ELISA,
composta por Tween 20 (0,5 ml) (Sigma Aldrich), diluido em tamp&o PBS (1,0
L) e ajustado o pH para 7,4;

e« Tampao de amostras — Solucéo utilizada para diluicdo de amostras no ELISA,
composta por azida sédica (0,2 g) (VETEC®) dissolvida em tampé&o PBS (1,0
L) e ajustado o pH para 7,4;

e Tampéao de revelacdo — 5 L de anticorpo secundario ligado a fosfatase alcalina
(Anti-rat IgG Fab-especifico — Sigma Aldrich®, Estados Unidos) dissolvido em
10 ml de tampéo de amostra;

e Solucéo de substrato — 2 comprimidos de substrato p-nitrofenol (1 comprimido
dourado e 1 comprimido prateado, Sigma Aldrich®) diluidos em 20 ml de 4gua
destilada sob agitacdo manual por 10 minutos até completa dissolucédo dos
comprimidos. A solucdo obtida foi mantida em repouso por 20 minutos. Essa
solugéo foi preparada trinta minutos antes do fim da incubacdo e mantida sob
a protecéo da luz;
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e Solucéo de hidréxido de sédio 3 N (Sigma-Aldrich®, EUA) — Solucéo utilizada
como reagente de parada no ELISA, composta por hidroxido de sédio (6 g)

dissolvido em agua destilada (50 ml).

3.2.3.2 Etapa de fixagéo

Para dosagem dos anticorpos IgG anticocaina maternos, as amostras de soro
que correspondem aos tempos das doses de reforco da imunizagcdo, foram
selecionadas (T7, T14, T21, T28, T35, T42, T49). Essas amostras foram submetidas
as analises nos protocolos com cocaina e com GNE-BSA fixados em fase adsortiva,
conforme descritos a seguir.

No primeiro protocolo, as amostras foram testadas com a fixacdo de cocaina
livre em fase adsortiva nas concentragdes de 2, 5, 7 e 10 mg/mL. Para obter essas
concentracdes, a cocaina foi diluida em 1 ml de tampao de amostra. A partir dessa
diluicdo, 10 pL de cada concentragao foram diluidos individualmente em 10 mL de
tampao fixacdo, conforme o protocolo de padronizacdo. O mesmo foi feito para o
segundo protocolo com a fixagdo de GNE-BSA em fase adsortiva nas concentracdes
2, 5,7 e 10 yg/mL. Com auxilio da pipeta multicanal (Research plus, Eppendorf®,
Alemanha), em placas individuais, 100 uyL de cada uma dessas solugbes foram
adicionados a sua respectiva microplaca com 96 pocos (MaxiSorbTM Thermo Fisher
Scientific®, MA, USA). As placas foram revestidas com papel aluminio e incubadas em
refrigerador a 4°C overnight.

O protocolo com 2 mg/mLde cocaina fixados em fase adsortiva e amostras
diluidas em 1:200, foi definido anteriormente como protocolo padrdo ouro para
quantificacdo de anticorpos anticocaina induzidos pela imunizacdo com UFMG-VAC-
V4AN2, em modelos murinos. Portanto, o conjunto de amostras de referéncia foi
submetido somente a este protocolo em paralelo com as amostras dos grupos
vacinado e placebo. Para dosagem dos anticorpos dos filhotes, as amostras coletadas
no desmame foram testadas, submetidas somente ao protocolo padrao ouro, sendo o

mesmo foi feito para as amostras de soro do leite materno.
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3.2.3.3 Etapa de incubag&o das amostras

Transcorrido o processo de fixacdo, as placas foram lavadas trés vezes com
100 pyL de tampao de lavagem por pogo. Apos a etapa de lavagem, 100 yL das
amostras de soro materno, foram adicionadas em triplicata & microplaca em diluicao
seriada: 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 e 1:1600 no protocolo com 2mg/mLde
cocaina fixada e 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800 nos demais protocolos. As amostras de
soro do leite e dos filhotes foram diluidas em 1:200. O tampé&o de amostra puro foi
utilizado como branco da amostra. As placas foram novamente cobertas com papel

aluminio e incubadas em refrigerador a 4°C overnight.

3.2.3.4 Etapa de revelagao

ApoOs a incubacdo das amostras, as placas foram lavadas trés vezes com 100
ML de tampao de lavagem por pogo. Apds a etapa de lavagem, o anticorpo secundario
(Anti-rat IgG - Sigma-Aldrich®, EUA) foi diluido em 1:2000 e 100 pL foram adicionados
por poco da microplaca. Esta foi posteriormente incubada a 37°C por trés horas em
banho maria (Digital SSD20L SolidSteel, Brasil). Apds incubacgdo, as placas foram
novamente lavadas com 100 uL de tampao de lavagem por pogo e em seguida, 100
ML da solugao substrato foram adicionados por pogo. A microplaca foi, entdo, coberta
com papel aluminio e mantida em repouso por 40 minutos a temperatura ambiente.
Decorrido este tempo, 50 yL de solucédo de parada foram adicionados por pogo para
interromper a reacdo enzimatica. As placas preparadas foram lidas por
espectrofotometria no leitor de microplacas Varioskan LUX (Thermo Fisher Scientific,

MA) com comprimento de onda de 405 nm.
3.2.4 Etapa 4: Analise da molécula UFMG-V4N2
O lote da molécula UFMG-V4N2 utilizado na formulacdo deste trabalho foi

submetido a analise de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN) para

avaliar sua integridade.
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3.2.5 Etapa 5: Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism®, versédo 9.5.1 (San Diego, Estados Unidos). A normalidade das amostras foi
avaliada pelo teste Shapiro-Wilk. Multiplos teste t ndo pareados com correcdo de
Welch foi usado para comparar as médias de anticorpos IgG anticocaina no soro das
maes, dos filhotes e no leite materno e as médias das demais variaveis observadas.
O teste t de Student pareado foi aplicado para as analises de ELISA nos protocolos
gue utilizaram o tempo zero (T0) de imunizagdo como parametro de controle e para
avaliar diferencas na ingestao hidrica e alimentar materna nos periodos gestacional,

pré-gestacional e amamentacao.

4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da eficacia da UFMG-VAC-V4N2 na producdo de anticorpos

anticocaina em ratas gravidas

4.1.1 Titulos de anticorpos IgG anticocaina nas maes no protocolo de 2 mg/mLde

cocaina fixados em fase adsortiva com amostras diluidas em 1:200

Os titulos de anticorpos IgG anticocaina de maes vacinadas néo diferiram
estatisticamente em relacéo ao grupo placebo em nenhum dos tempos de imunizacgao.
Os titulos de anticorpos das amostras de referéncia foram significativamente maiores
em relagdo ao grupo vacinado com UFMG-VAC-V4N2 nos tempos 7, 14, 21, 28 e 35,
conforme ilustrado na Figura 5 e Tabela 1.

Figura 5 - Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras de soro

de sangue maternas diluidas em 1:200, expressos em densidade 6ptica (D.O), no
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Tabela 1 - Titulos de anticorpos IgG anticocaina em amostras de soro de
sangue materno, diluidas em 1:200, expressos em densidade 6ptica (D.O), nos
tempos 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42 e 49 dias no protocolo com 2 mg/mLcocaina fixados
em fase adsortiva

Média + Desvio padréo da média (SD) e p valor

Vacina vs. Placebo

Vacina vs. Amostras de Referéncia (A.R)

Vacina Placebo p valor Vacina A.R p valor

TO | 0,166 + 0,007 | 0,153 +0,013 | p=0,661 0,166 + 0,007 0,154 + 0,003 p =0,215
T7 |0,172+0,018 | 0,100+0,06 | p=0,454 0,172 + 0,018 0,906 + 0,124 p = 0,005*
T14 0,184 + 0,003 | 0,212 + 0,045 | p =0,672 0,184 + 0,003 0,969 + 0,100 p = 0,003*
T21 | 0,186 + 0,023 | 0,237 +0,062 | p = 0,661 0,186 + 0,023 0,977 + 0,183 p =0,011*
T28 | 0,160 + 0,005 | 0,170+ 0,035 | p=0,841 0,160 + 0,005 0,765 = 0,150 p =0,011*
T35 | 0,196 +0,015 | 0,194 + 0,046 | p=0,939 0,196 + 0,015 0,696 + 0,154 p =0, 014*
T42 | 0,240+0,039 | 0,176 £ 0,033 | p=0,326 0,240 + 0,039 s.a -

T49 | 0,205 +0,035 | 0,151 +0,028 | p=0,331 0,205 + 0,035 s.a -

s.a=sem amostra; *Indica diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Vacina e A.R; - Indica

sem valor para p valor.
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O protocolo empregado neste resultado (2 mg/mLde cocaina fixados em fase
sélida e amostras diluidas em 1:200) foi definido em estudos anteriores como padréo
ouro para dosagem de anticorpos anticocaina em modelos murinos imunizados com
UFMG-VAC-V4N2, portanto, somente este resultado sera exibido neste item. Os

resultados dos demais protocolos testados podem ser consultados no Apéndice A.
4.1.2 Titulos de anticorpos IgG anticocaina no leite materno

Os titulos de anticorpos IgG anticocaina no soro de leite de maes vacinadas
nao diferiram estatisticamente em relacéo ao grupo placebo, em amostras diluidas em
1:200, conforme apresentado na Figura 6 (Vacina vs. Placebo, 0,114 + 0,006 vs.
0,120 £ 0,007; p = 0,382).

Figura 6 - Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina expressos em
densidade 6ptica (D.O) em amostras de leite materno diluidas em 1:200, dos grupos
vacinado e placebo, no protocolo com 2 mg/mLde cocaina fixados em fase adsortiva
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4.1.3 Titulos de anticorpos IgG anticocaina em filhotes

Os titulos de anticorpos IgG anticocaina em filhotes de mées vacinadas néo

diferiram estatisticamente em relacdo ao grupo de filhotes do grupo placebo com
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amostras diluidas em 1:200, conforme ilustrado na Figura 7 (Vacina vs. Placebo
0,183 £ 0,02 vs. 0,211 + 0,04; p = 0,352).

Figura 7 - Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina expressos em
densidade o6ptica (D.O) em amostras de filhotes diluidas em 1:200, dos grupos
vacinado placebo, no protocolo com 2 mg/mLde cocaina fixados em fase adsortiva
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4.2 Avaliacdo da eficacia da UFMG-VAC-V4N2 na atenuacdo dos desfechos

gestacionais e neonatais induzidos por cocaina
4.2.1 Ganho de massa corporal materno

O ganho de massa corporal total durante a gestacao nao diferiu entre 0s grupos
vacinado e placebo (Figuras 8 e 9, Vacina vs. Placebo, 105,3 + 35,48 vs. 108,5 +

17,25; p = 0,885).

Figura 8 - Ganho de massa corporal média, expressa em gramas (g), durante
a gestacéo nos grupos vacinado e placebo
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Figura 9 - Ganho médio de peso, expresso em gramas (g), durante a

gestacédo dos grupos vacinado e placebo
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4.2.2 Tempo de gestagéo, tamanho da ninhada, mortalidade materna
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N&o houve diferenca estatistica no tempo de gestacdo entre 0S grupos
vacinado e placebo (Figura 10, Vacina vs. Placebo, 19,50 + 1,73 vs. 20,75 + 1,50; p

= 0,342).

Figura 10 - Tempo médio das gestacdes, expresso em dias, nos grupos

vacinado e placebo
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A vacinagdo com UFMG-VAC-V4N2 néo interferiu no tamanho da ninhada. Nao

houve diferenca estatistica significativa no nimero médio de filhotes nascidos vivos
(Figura 113, Vacinavs. Placebo 13,75+ 4,03 vs.12,25 + 0,50; p = 0,512) e no numero
de filhotes no desmame, entre os grupos vacinado e placebo (Figura 11B, Vacina vs.
Placebo 10,00 + 2,94 vs. 10,50 + 2,51; p = 0,805). Nenhuma fémea de qualquer um

dos grupos veio a 6bito no decorrer deste experimento.

Figura 11 - Numero médio de filhotes nascidos vivos e ho desmame nos
grupos vacinado e placebo
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A. Numero médio de filhotes nascidos vivos nos grupos de mées vacinadas e placebo; B. Niimero

de filhotes nos grupos de mées vacinadas e placebo no desmame.
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4.2.3 Peso médio dos filhotes apds desmame

N&o houve diferencas estatisticamente significativas na massa corporal média
apos o desmame entre filhotes de mées vacinadas e ndo vacinadas (Figura 12,
Vacina vs. Placebo - Desmame, 38,75 + 9,103 vs. 44,12 + 9,322, p =0,309; Dia 7
ap6s desmame, 39,60 + 12,435 vs. 43,31 +12,87, p=0,483; Dia 14 ap6s desmame,
39, 71 £ 18,855 vs. 43,20 + 14,617, p = 0,510).

Figura 12 - Massa corporal média expressa em gramas (g) em filhotes de
maes dos grupos vacinado e placebo apds o desmame
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4.2.4 Ingestao hidrica e alimentar materna

N&o houve diferencas estatisticamente significativas no consumo hidrico entre
maes vacinadas e placebo durante o estudo (Vacina vs. Placebo, 94,00 £ 16,20 vs.
97,76 + 20,32 p = 0,543). Portanto, o consumo de agua foi maior no periodo
gestacional quando comparado ao periodo pré-gestacional no grupo vacinado (Figura
13, Vacina pré-gestacdo vs. Vacina gestagdo 92,15 + 19,66 vs. 119,1 £ 30,07; p =
0,032; Placebo pré-gestacdo vs. Placebo gestagcdo, 103,9 + 21,76 vs. 108,5 +
41,59; p = 0,797).
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Figura 13 - Média de consumo hidrico materno, expressos em mililitros (ml)
nos periodos pré-gestacional e gestacional nos grupos vacinado e placebo
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N&o houve diferencas estatisticamente significativas no consumo alimentar
entre maes vacinadas e placebo durante o estudo (Figura 14, Vacina vs. Placebo,
49,67 +£12,17 vs. 52,52 + 14,87 p=0,570) e nem quando comparado entre os periodos
pré-gestacional e gestacional (Figura 14, Vacina pré-gestacao vs. Vacina gestacao,
52,23 + 11,88 vs. 45,79 + 17,0; p = 0,137; Placebo pré-gestacdo vs. Placebo
gestacéao, 55,92 + 13,80 vs. 62,93 + 41,86; p = 0,859).

Figura 14 - Média de consumo alimentar materno, expressos em gramas (g)
nos periodos pré-gestacional e gestacional nos grupos vacinado e placebo
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4.2.5 Atividade locomotora materna em modelo de campo aberto

N&o houve diferenca estatistica na distancia total média percorrida (Figura 15,
Vacinavs. Placebo, 220,5 £ 202,78 vs. 239,3 + 217,45; p = 0,903) e no numero médio
de entradas no centro da caixa de teste (Figura 15, Vacina vs. Placebo 40,00 + 18,81
vs. 46,25 + 22,6; p = 0,686), apos administracdo de cocaina, entre as méaes dos grupos

vacinado e placebo.

Figura 15 - Distancia total média percorrida e nimero médio de entradas no
centro da caixa de teste em méaes dos grupos vacinado e placebo
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A. Distancia média percorrida em metros (m) apds tratamento com cocaina, nos grupos vacinado e
placebo; B. NUmero médio de entradas no centro da caixa de teste, apds tratamento com cocaina, nos

grupos vacinado e placebo.

4.2.6 Atividade locomotora dos filhotes em modelo de campo aberto

Assim como nas maes, ndo houve diferenca estatistica na distancia total média
percorrida (Figura 16A - Vacina vs. Placebo, 87,09 + 58,28 vs. 87,34 £ 51,12; p =
0,988) e no numero médio de entradas no centro da caixa de teste (Figura 16B -
Vacina vs. Placebo 153,4 +£ 111,9 vs.137,6 £ 109,5; p = 0,653), apds administracédo
de cocaina, entre os filhotes de maes dos grupos vacinado e placebo.
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Figura 16 - Distancia total média percorrida e nimero médio de entradas no
centro da caixa de teste em filhotes de mées dos grupos vacinado e placebo
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A. Distancia média percorrida em metros (m) apés tratamento com cocaina, por filhotes de méaes
dos grupos vacinado e placebo; B. Nimero médio de entradas no centro da caixa de teste,

apos tratamento com cocaina, por filhotes de maes dos grupos vacinado e placebo.

4.3 Andlise da molécula UFMG-V4N2 por Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN)

O lote de UFMG-V4N2 usado na formulacao foi analisado pelo método de RMN
e o laudo técnico descreve que a molécula apresenta pontos de degradacdo que
indicam provavel hidrélise do grupo benzoato na estrutura da cocaina, em 20,54% dos
haptenos que compdem a molécula. Os detalhes desta analise podem ser consultados

no Anexo A.

5 DISCUSSAO

As hipoteses propostas neste estudo foram parcialmente rejeitadas, visto que
apos os estudos, constatou-se a degradacdo do lote de UFMG-V4N2 usado na
formulag&o. Neste estudo ndo foram identificados anticorpos IgG anticocaina no soro
de sangue, do leite e de filhotes de ratas vacinadas submetidos aos testes de
quantificacdo, por consequéncia também nao foi observada a atenuacdo dos

desfechos obstétricos e neonatais associados ao uso de cocaina. Diante dos
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resultados negativos, foram pesquisadas justificativas na literatura e na metodologia

utilizada.

5.1 Producao de anticorpos IgG anticocaina nas maes e aquisicao imunoldgica

passiva pela prole

Embora a gravidez esteja associada a uma imunossupressao antigénica e ja
tenha sido descrito que mulheres gravidas podem responder de maneira menos
efetiva a estimulos imunoldgicos (BISCHOFF et al., 2013; SCHLAUDECKE et al.,
2012; NASIDI et al.,, 1993; HEALY & BACKER, 2013), avaliacdes descritas em
modelos pré-clinicos e clinicos demonstram que gestantes, sdo claramente capazes
de responder imunologicamente contra agentes infecciosos (ERLEBACHER, 2013;
McGREGOR et al., 1970) e contra antigenos de origem vacinal (BISCHOFF et al.,
2013; SCHLAUDECKE et al., 2012; NASIDI et al., 1993), inclusive quando imunizadas
com uma vacina antidroga, descrito pela primeira vez por De Almeida Augusto et al.
(2021).

No presente estudo, os resultados mostraram que nao foi possivel identificar e
quantificar anticorpos IgG anticocaina em nenhum dos tempos correspondentes as
imunizacdes e aos reforcos com a vacina UFMG-VAC-V4N2. O fator interferente neste
estudo ndo pode estar ligado diretamente a gravidez. Quatro imunizacbes foram
administradas no periodo pré-gestacional, e de acordo com cronograma de
imunizacdes previamente testado neste modelo (De ALMEIDA AUGUSTO et al.,
2021).

Por se tratar de um produto de inovagéo, que carece de padrbes externos de
comparacao, o método analitico € um fator importante a ser discutido. O método de
ELISA desenvolvido e padronizado especificamente para quantificacdo de anticorpos
anticocaina (PEREIRA, 2019), ndo propiciou a quantificacdo de anticorpos nas
amostras coletadas neste protocolo experimental.

O protocolo utilizando 2 mg/mLde cocaina, fixados em fase adsortiva e
amostras de soro diluidas em 1:200, foi definido como a melhor condicdo para
quantificacdo de anticorpos em modelos murinos, imunizados com a vacina UFMG-

VAC-V4N2. Este protocolo quantificou anticorpos IgG anticocaina em camundongos
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(DA SILVA NETO ET AL., 2021; ASSIS et al., 2023) e em ratos (CALIGIORNE et al.,
2023, no prelo). A partir deste protocolo definido como padréo ouro, foram testadas
variacfes no metodo quanto a concentracdo de cocaina fixada em fase adsortiva e
diluicdo seriada das amostras, a fim de verificar se haveria novas condi¢cdes de
quantificacdo para este trabalho. Ressalta-se que os pesquisadores envolvidos na
execucdo do método possuem experiéncia em modelos gravidos e participaram de
pelo menos trés experimentos pré-clinicos com murinos envolvendo imunizacdo com
a UFMG-VAC-V4N2, e ndo houve nenhuma intercorréncia durante a experimentacao.

O protocolo utilizando GNE-BSA fixado em fase sdlida foi efetivo para
qguantificacdo de anticorpos anticocaina em murinos imunizados pela formulacao de
GNE-KLH com adjuvante completo e incompleto de Freund, testada em modelos
gravidicos (De ALMEIDA AUGUSTO et al., 2021), e em modelos de primatas ndo
humanos imunizados com a vacina UFMG-VAC-V4N2 (SABATO et al., 2023). Para
os modelos murinos gravidicos, o protocolo de 5 pg/mLde GNE-BSA fixados em fase
adsortiva e a diluicdo da amostra em 1:500, foi efetivo na quantificacdo de anticorpos.
Para as amostras dos modelos de primatas ndo humanos a quanificacéo foi realizada
em diluicdo 1:250 com a concentracdo de 7 pg/mLde GNE-BSA fixados em fase
adsortiva. Apesar deste protocolo ndo ter quantificado anticorpos anticocaina em
modelos murinos, imunizados pela vacina UFMG-VAC-V4N2, também foi considerado
e testado com variacfes para as amostras das maes coletadas neste trabalho. Assim
como nas variagdes do método com cocaina fixada em fase adsortiva, este protocolo
também nao quantificou anticorpos IgG anticocaina nas amostras maternas.

Amostras de referéncia de animais imunizados com UFMG-VAC-V4N2 por via
intramuscular (CALIGIORNE et al., 2023, no prelo), foram submetidas aos testes em
paralelo com as amostras das maes vacinadas, no protocolo padrdo (2 mg/mLde
cocaina fixados em fase soOlida e amostras diluidas em 1:200), que quantificou
anticorpos IgG anticocaina nas amostras de referéncia com diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao grupo de méaes vacinadas, o que descarta a hipotese de
falhas no método de quantificacdo neste experimento.

Por se tratar de um produto de inovacgao, é relevante ressaltar a importancia do
processo de padronizacdo dos métodos de quantificagdo para determinar as melhores
condi¢bes em cada protocolo experimental, uma vez que pode diferir de acordo com
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propriedades de cada espécie, com a formulacéo, com a via de administracdo e ainda
com as limitacbes do proprio método. O teste de diferentes concentracbes de uma
mesma amostra e diferentes concentracdes dos analitos fixados em fase adsortiva,
auxilia na compreensédo dos parametros de deteccdo do método proposto e definicdo
das melhores condi¢cdes que atendam a essas variaveis. A produgdo de anticorpos
IgG induzidos pela imunizacdo com UFMG-VAC-V4N2 foi primeiramente quantificada
nas amostras maternas e a avaliacdo das demais variaveis propostas, foram
observadas de maneira secundaria e diretamente dependentes da produgédo materna
de anticorpos. Dito isso, ndo foi observado nenhum viés relacionado ao método de
guantificacdo de anticorpos utilizado, ja previamente referenciado na literatura (DA
SILVA NETO ET AL., 2021; ASSIS et al., 2023; CALIGIORNE et al., 2023, no prelo;
PEREIRA, 2019), que explicasse os resultados negativos.

Considerando que os anticorpos IgG encontrados em recém-nascidos sao de
origem materna, os niveis de anticorpos nas maes é o fator mais preditivo para uma
transferéncia eficientemente protetora ao feto e ao recém-nascido (POU et al, 2017,
ALBRECHT & ARCK, 2020), seja por via transplacentaria ou pela amamentacéo. Os
anticorpos produzidos contra diferentes antigenos séo transferidos de forma variavel
através da barreira placentaria (CALVERT & JONES, 2017). Vacinas que contém
antigenos proteicos, como 0 toxoéide tetanico ou a toxina pertussis, induzem
transferéncia com mais eficiéncia, principalmente para a subclasse IgG1l (SASO &
KAMPMANN, 2020). Ja as vacinas que contém antigenos polissacarideos induzem
transferéncia menos eficiente da subclasse 1gG2 (ALBRECHT & ARCK, 2020;
GONZALEZ & GONZALEZ, 2020).

Por se tratar de uma substancia totalmente sintética, ndo proteica, produto de
inovacéao e sem padrdes de comparacao, os estudos de resposta celular induzida por
UFMG-VAC-V4N2 sao fundamentais para o conhecimento dos mecanismos
imunoldgicos induzidos pela vacina. Além disso, as subclasses de IgG podem ter
diferentes niveis de afinidade e especificidade pela droga tanto no contexto materno,
guanto no contexto fetal e neonatal, e sendo esse um fator importante para melhor
compreensao da eficacia e seguranca da vacina. A partir da conclusdo desses estudos

gue ja estdo em andamento, novas hipoteses e discussdes poderdo ser levantadas
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acerca da transferéncia placentaria de anticorpos e suas subclasses em estudos
futuros.

Apesar da maior parte da resposta imune humoral ser assegurada pela
transferéncia placentaria, a expressdo do FcRn também foi demonstrada nos
intestinos, mas apenas uma pequena concentracao de IgG € transportada por esse
mecanismo em humanos (YOSHIDA et al., 2004). Em contrapartida, em modelos
murinos, o IgG é transmitido principalmente apds o0 nhascimento, por meio da
amamentacao, devido aos altos niveis de expressdo de FCRn no epitélio intestinal
(PENTSUK & Van der LAAN, 2009; PYZIK et al., 2019). H4 também mecanismos de
selecdo mediados por receptores de membrana na superficie de células epiteliais,
preferencialmente nas por¢des proximais do intestino delgado e transportados para a
circulagdo do neonato nestes modelos (RODEWALD, 1970; RODEWALD, 1980;
JONES & WALDMANN, 1972).

Diante disso, amostras de leite materno foram investigadas quanto a presenca
de anticorpos IgG anticocaina e, assim como nas amostras de soro materno e da
prole, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas na densidade
Optica para a quantificacdo de IgG entre as amostras de leite de maes vacinadas e
placebo. O IgG do leite materno se origina do soro de sangue via transporte de FCRn
e de linfécitos B residentes (MARCHANT et al., 2017; TUAILLON et al., 2009). Os
resultados obtidos no ELISA para quantificacdo dos anticorpos IgG anticocaina nas
amostras de soro materno e dos filhotes, reduziram a possibilidade de que esses
anticorpos pudessem ser detectados nas amostras de leite.

A aquisicdo dos anticorpos IgG pelo mecanismo de transcitose no epitélio
intestinal é totalmente dependente da amamentacgéo, dessa forma, uma vez cessada,
0s niveis decaem abruptamente (Van DE PERRE, 2003). Resultados concordantes
foram observados para os niveis de anticorpos IgG anticocaina na prole de maes
vacinadas, que decairam significativamente sete dias apds o desmame, ndo sendo
mais detectados nos dias 14 e 21 ap6s desmame (De ALMEIDA AUGUSTO et al.,
2021).

5.2 Desfechos gestacionais e pds-natais
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N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre o0s
grupos de mées vacinadas e placebo para as variaveis ganho de peso na gestacéao,
ingestao hidrica e alimentar materna duracao da gestacéo, tamanho da ninhada, peso
dos filhotes no desmame e mortalidade materna. Diante dos resultados da
quantificacdo de anticorpos IgG anticocaina ja discutidos, a vacina ndo promoveu
protecdo aos desfechos associados a exposicéo da cocaina na gestacao.

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas no ganho de
peso médio durante a gestacdo entre ratas do grupo vacinado e placebo. As ratas dos
dois grupos ganharam em média 105 g, e esse resultado esta de acordo com o ganho
de peso médio de parametros fisioldgicos gestacionais em ratos (CORVINO et al.,
2015; BAUTISTA et al., 2013). Enquanto Dow-Edwards et al. (2014) e De Almeida
Augusto et al. (2021) ndo observaram menor ganho de peso médio na gestacao,
outros estudos demonstram que o ganho médio de peso pode ser afetado pela
exposicdo a cocaina de maneira dose-dependente. Bane, Stump & Avery (1994),
demonstraram que o ganho de peso médio durante a gestacao foi significativamente
menor para as maes expostas a 60 mg/kg/dia de cocaina nas ultimas semanas de
gestacdo e na primeira semana de lactacdo, comparado ao grupo controle. J& o grupo
de méaes expostas a 40 mg/kg/dia de cocaina, apresentaram menor ganho de peso
somente na primeira semana de lactacdo. Resultados semelhantes foram observados
em relacdo a essa variavel na dose de 30 mg/kg/dia (ADAM et al.,1996; MCMURRAY
et al.,, 2013; Mc MURRAY et al., 2008). Os resultados deste trabalho podem estar
associados a administracéo da dose de 20 mg/kg/dia de cocaina seguindo o protocolo
executado anteriormente em nosso laboratorio (De ALMEIDA AUGUSTO et al., 2021).
Além disso, o ganho de peso observado nos estudos citados pode sofrer interferéncias
de outras variaveis como espécie, frequéncia, duracdo e via de administracdo da
droga.

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre o0s
grupos de mées vacinadas e placebo em relagdo ao consumo hidrico e alimentar.
Durante a gestacao, o consumo de racdo nao diferiu do periodo pré-gestacional, ja o
consumo hidrico foi maior durante a gravidez comparado ao periodo pré-gestacional
no grupo de ratas vacinadas. A avaliacdo de parametros fisioldgicos durante a

gestacdo de modelos murinos descreve que a ingestao alimentar durante a gravidez
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aumenta em relacdo ao periodo pré-gestacional, e durante a amamentagdo o
consumo pode ser de duas a trés vezes maior, quando comparados com modelos ndo
gravidos e néo lactantes; (CORVINO et al., 2015; COLE & HART, 1938; ANDERSON
& TURNER, 1963; CRIPPS & WILLIAMS, 1975; HAMMOND, 1997). Os resultados
demonstraram que o consumo alimentar na gestacdo nao diferiu do consumo preé-
gestacional, em desacordo com os dados de parametros fisiolégicos observados em
modelos murinos gravidas ja citados. Mas esta de acordo com a literatura que
descreve que os parametros de consumo podem ser afetados em animais expostos a
cocaina durante a gestacdo, que apresentam menor consumo alimentar e maior
consumo hidrico quando comparados aos ndo expostos (CHURCH, DINTCHEFF &
GESSNER, 1988; BANE, STUMPS & AVERY, 1994; CHURCH et al., 2004; CHURCH,
OVERBECK & ANDRZEJCZAK, 1990; CHURCH, MORBACH & SUBRAMANIAN,
1995; MCMURRAY et al., 2013; PEEKE et al., 1994).

Foi observado maior consumo hidrico durante a gestacdo quando comparado
ao periodo pré-gestacional em ratas vacinadas. Esse achado pode estar relacionado
ao fator gravidez ou a exposicdo a cocaina, uma vez que animais expostos a cocaina
apresentam maior ingestdo hidrica quando comparados aos ndo expostos. Esses
achados podem estar relacionados com efeitos estimulantes da droga, que aumentam
a atividade locomotora dos animais. Além disso, por se tratar de uma droga
vasoconstritora, seus efeitos podem interferir na diurese, uma vez que o aumento da
presséao arterial pode aumentar a filtracdo glomerular e assim como em outras drogas
de abuso, como o alcool, a cocaina pode inibir a produ¢éo do horménio antidiurético
e contribuir para maior ingestédo de agua (CHURCH et al., 1995; CHURCH & RAUCH,
1992).

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas no tempo de
gestacao, tamanho da ninhada, peso dos filhotes no desmame e mortalidade materna,
entre 0s grupos vacinado e placebo. Essas varidveis ndo foram afetadas pela
administracéo de 20 mg/kg de cocaina na gestacgéo, e estdo de acordo com os estudos
gue descrevem que a exposicdo a doses mais baixas de cocaina nao afeta esses
parametros de maneira significativa como observado para as variaveis discutidas
acima (De ALMEIDA AUGUSTO et al., 2021; McMURRAY et al., 2013; CHURCH,
OVERBECK & ANDRZEJCZAK 1990; CHURCH et al., 2004; DOW-EDWARDS et al,



56

2014). A mortalidade materna foi observada quando foram administradas doses a
partir de 30mg/kg/dia (CHURCH, OVERBECK & ANDRZEJCZAK, 1990; CHURCH,
MORBACH & SUBRAMANIAN, 1995; DOW-EDWARDS et al, 2014).

Esses achados rejeitam a hip6tese de protecdo aos desfechos gestacionais
induzidos por cocaina. Porém, estdo de acordo com os demais achados de nao

producado de anticorpos pela vacina UFMG-VAC-V4N2 neste trabalho.

5.3 Efeitos hiperlocomotores induzidos por cocaina

N&do foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos de maes vacinadas e placebo e seus respectivos filhotes, na atividade
locomotora induzida por cocaina (distancia total percorrida e nUmero de entradas no
centro da caixa de teste).

O teste de campo aberto (Open Field) € amplamente aplicado para medir
comportamentos animais bem definidos, especialmente roedores. Varios parametros
podem ser avaliados envolvendo diferentes tipos de atividade motora, incluindo os
efeitos psicoestimulantes de drogas e farmacos (SEIBENHENER & WOOTER, 2015).
A cocaina aumenta a atividade locomotora e o comportamento de desinibicdo dos
animais, que podem ser avaliados, respectivamente, pela distancia total percorrida e
pelo numero de entradas no centro da caixa de teste, por um tempo determinado,
definido a partir do desenho de estudo (JONHS et al., 1992; ERHARDT et al., 2006;
CAREY & GUI, 1998; TAKAHASHI, VENGELIENE & SPANAGEL, 2017; COUCEYRO
et al., 2005).

Para atenuacdo da hiperlocomogdo induzida por cocaina em ensaios
comportamentais, sdo necessarios titulos de anticorpos que capture parte da cocaina
livre disponivel na corrente sanguinea, de forma a reduzir sua passagem pela BHE e
seus efeitos estimulantes no SNC, que refletem em efeitos periféricos (HANEY et al.,
2010.) Foi sugerido que em animais os titulos de anticorpos anticocaina podem se
relacionar diretamente com a neutralizacdo dos efeitos psicoativos da droga
(CARRERA et al.,1995; CARRERA et al., 2001; BAGASRA et al., 1992; KANTAK et
al., 2000). Em contrapartida, essa relagcéo nao foi observada no estudo conduzido com
imunizacdo anticocaina em ratas gravidas (De Almeida Augusto et al., 2021). Em
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humanos imunizados por uma vacina anticocaina em fase clinica, foram observados
efeitos protetores dependentes do titulo de anticorpos produzidos. Os individuos que
produziram maiores titulos mostraram reducdo imediata e robusta dos efeitos
intoxicantes da cocaina, quando comparados aos que produziram baixos titulos
(HANEY et al., 2010).

Para alcancar esses resultados, além do titulo de anticorpos, os parametros de
especificidade e forca de ligacdo antigeno-anticorpo sao importantes (FOX, 1997). A
especificidade dos anticorpos pela cocaina pode ser mensurada pelo método de
ELISA de competicdo, que avalia quanto de anticorpo presente na amostra captura a
cocaina livre em uma solucdo de concentracdo conhecida. Nos estudos anteriores,
em animais vacinados com UFMG-VAC-V4N2, os anticorpos anticocaina dosados em
amostra de camundongos (ASSIS et al., 2023) e primatas ndo humanos (SABATO et
al., 2023), demonstraram ter especificidade pela cocaina. Além da especificidade,
outro fator importante a se destacar é a avidez, que corresponde a forca de ligacéo
antigeno-anticorpo e pode ser mensurada pelo método de ELISA e, por meio deste
ensaio, foi observado que os anticorpos produzidos pela vacina UFMG-VAC-V4N2 em
primatas ndo humanos possuem avidez pela cocaina (SABATO et al., 2023).

Uma vez que a vacina estimule a producéao de anticorpos que atendam a esses
parametros, além de reduzir a passagem pela BHE, os anticorpos poderiam também
contribuir para a minimizacéo dos efeitos periféricos causados pela cocaina, quando
capturada antes de atuar em seus receptores periféricos e exerca seus efeitos
vasculares (HANEY et al., 2010). O mesmo poderia acontecer na placenta durante a

gestacdo e essas hipdéteses podem ser testadas em trabalhos futuros.

5.4 A vacina UFMG-VAC-V4N2

A literatura traz evidéncias que sustentam as vantagens e beneficios da
vacinagao para a saude materna e fetal, para uma variedade de doencas infecciosas.
A proposta de vacinagdo materna com uma formulagéo antidroga, visando a protecéo
materno-fetal, € totalmente inovadora e promissora.

A partir dos testes realizados nos protocolos de quantificacdo de anticorpos
anticocaina, utilizando dois diferentes analitos em fase solida, cinco pontos de dilui¢cdo
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das amostras, e a confirmacao da efetividade do método em amostras positivas, novas
investigacdes foram feitas a fim de esclarecimento dos desfechos obtidos neste
trabalho. Visto se tratar de uma substancia inovadora, ndo proteica, sintética, nunca
administrada em humanos, e sem padrdes de comparacdo para as técnicas de
caracterizacdo e método analitico, os desafios sdo muitos. O desenvolvimento de uma
vacina anticocaina totalmente sintética, envolve toda a cadeia de processos, iniciando
na quimica organica que inclui a sintese, caracterizacdo e purificacdo do hapteno
GNE, da plataforma calixareno e do acoplamento quimico dessas estruturas que
originam a molécula UFMG-V4N2.

Dessa forma, foi levantada a hipétese de que os resultados obtidos pudessem
estar relacionados com a formulacdo utilizada nas imunizacbes e as etapas de
producdo foram verificadas, iniciando pela analise da molécula UFMG-V4N2. A
UFMG-V4NZ2 foi submetida a andlise de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
e o laudo técnico descreve pontos de degradacdo com provavel hidrélise do grupo
benzoato na estrutura da cocaina, que transformou parte dos haptenos cocainégicos
em haptenos ecgoninérgicos.

Uma hipbétese é que tal mudanca no hapteno possa ter comprometido a
resposta imune e produc¢do de anticorpos anticocaina no experimento descrito neste
trabalho. A degradacéao pode ter induzido producéo de anticorpos com especificidade
e avidez diferentes entre si, e por isso ndo terem sido quantificados pelo método
proposto como padrao e nem com suas variacdes. Além disso, a eficacia de uma
vacina esta em parte diretamente relacionada com a apresentacdo efetiva do
antigeno, de forma a induzir producéo de anticorpos de maneira especifica. Com a
degradacdo, a molécula pode nédo ter sido efetivamente apresentada ao sistema
imunologico como antigeno, e ainda induzir outros tipos de anticorpos que afetam a
producdo de anticorpos contra a molécula integra, ou induzir respostas imunolégicas
de outras vias que ndo promovem producdo de anticorpos.

Por se tratar de um produto de inovacgdo, alguns parametros ainda néo foram
totalmente compreendidos. A molécula ainda carece de estudos mais especificos a
respeito da sua estabilidade, o conhecimento e caracterizacdo dos possiveis
mecanismos e produtos de degradacgéo, e seus efeitos na imunogenicidade, eficacia
e seguranca da formulagéo. Os achados aqui descritos inviabilizaram a execucao do
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segundo bloco experimental previsto e sugerem que para os estudos futuros, todos
os lotes de UFMG-V4N2 sejam analisados quanto a sua integridade antes do inicio

dos protocolos de imunizacao.

6 CONCLUSAO

A proposta de uso de uma vacina terapéutica para prevencao de desfechos
psiquiatricos em fetos expostos a cocaina é um constructo inovador proposto
recentemente por nosso grupo de pesquisa. Nossos resultados apontam que a vacina
UFMG-VAC-V4N2 néao foi capaz de produzir anticorpos anticocaina em ratas gravidas
e seus filhotes e protegé-los dos desfechos negativos da exposicdo pré-natal a
cocaina. Porém, diante dos resultados negativos, investigamos as possiveis causas e
descobrimos que nossos achados possivelmente estavam associados a uma
degradacdo da molécula UFMG-V4N2 na vacina e nao a ineficacia do modelo
proposto.

Neste trabalho enfrentamos dois problemas inerentes a ciéncia, mas nem por
isso faceis de lidar: a inovacéo e o resultado negativo. A inovacao nos coloca diante
de desafios dificeis de calcular. Por outro lado, a possibilidade de aprendizado é
redobrada. Nossos achados sugerem que procedimentos operacionais padrdo devem
ser adotados quando lidamos com o desconhecido. Além disso, resultados negativos
sdo uma realidade que fingimos desconhecer. Poucos periodicos cientificos aceitam,
editam numeros especiais ou sdo dedicados a publicacdo de resultados negativos
(SAYAO; SALES & FELIPE, 2021). O paradoxo é que resultados negativos sdo vistos
como fracasso e ndo parte de uma trajetéria que busca informacgbes realmente
desconhecidas e relevantes. Nossos achados apontam que resultados negativos
podem contribuir para o avango da ciéncia, e sobretudo para formacao de cientistas
resilientes e dispostos a encarar desafios.

Finalmente, diante do exposto, salientamos a importancia de investigar a causa
do resultado negativo sempre que possivel. Em relacdo ao experimento apresentado,
nossos resultados apontam que o trabalho de caracterizacao e posterior avaliacao de
parametros de estabilidade da molécula UFMG-V4N2 é essencial para a continuidade
da pesquisa apresentada. Além disso, ndo podemos concluir sobre a eficacia ou nao
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da vacina UFMG-VAC-V4N2 em ratas gravidas devido aos problemas apresentados
e discutidos no trabalho. Novos testes serdo conduzidos para contornar essas

limitacGes e obtermos um resultado conclusivo.
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APENDICE

APENDICE A - Quantificacdo de anticorpos IgG antiococaina pelo método de
ELISA e suas variagdes

Figura 1 - Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras de soro
de sangue maternas diluidas em 1:50, expressos em densidade o6ptica (D.O), no
protocolo com 2 mg/mLde cocaina fixados em fase adsortiva

Diluigdo 1:50

2.0- )
-& Vacina
4 54 - Placebo
- Amostras de referéncia

1.0

0.5

IgG anticocaina (D.0O)

0.0 1 1 | | 1 1 1 1

Dias

Tabela 1 - Titulos de anticorpos IgG anticocaina em amostras de soro de
sangue materno, diluidas em 1:50, expressos em densidade 6ptica (D.O), nos
tempos 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42 e 49 no protocolo com 2 mg/mLde cocaina fixados
em fase adsortiva

Média + Desvio padréo da média (SD) e p valor

Vacina vs. Placebo Vacina vs. Amostras de Referéncia (A.R)
Vacina Placebo p valor Vacina A.R p valor

T0 | 0,158 +0,01 | 0,160 + 0,025 | p=0,997 0,158 +0,01 | 0,182+0,024 | p=0,378
T7 10,163 +0,008|0,163 +0,018 | p = 0,997 0,163 +0,008 | 1,031+0,241 | p=0,021*
T14 10,193 +£0,002|0,199 + 0,033 | p = 0,997 0,193 +£0,002 | 1,408 +0,204 | p=0,006*
T21 10,195+ 0,009 | 0,229 + 0,463 | p = 0,802 0,195+0,009 | 1,185+0,106 | p=0,001*
T28 | 0,195+ 0,016 | 0,181 +£ 0,034 | p=0,971 0,195+0,016 | 0,810+0,182 | p=0,021*
T35 (0,195 + 0,022 | 0,201 + 0,054 | p = 0,997 0,195+0,022 | 0,650+0,171 | p=0,024*
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Média + Desvio padrao da média (SD) e p valor

Vacina vs. Placebo

Vacina vs. Amostras de Referéncia (A.R)

Vacina Placebo p valor Vacina A.R p valor
T42 (0,247 +£0,028|0,178 +0,031 | p=0,138 0,247 £ 0,028 s.a -
T49 (0,212 +0,030| 0,150 + 0,028 | p = 0,169 0,212 + 0,030 s.a -

s.a=sem amostra; *Indica diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Vacina e A.R; - Indica

sem valor para p valor.

Figura 2 - Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras de soro
de sangue materno diluidas em 1:100, expressos em densidade 6ptica (D.O), no
protocolo com 2 mg/mLcocaina fixados em fase adortiva

Diluicdo 1:100
2.0+ |
- Vacina
o
S 1.5- -~ Placebo
= - Amostras de referéncia
‘=
S 1.0
£
-]
o 0.5-
L=
0.0 I 1 I 1 I 1 I 1
0 7T 14 21 28 35 42 49
Dias

Tabela 2 - Titulos de anticorpos IgG anticocaina em amostras de soro de
sangue maternas, diluidas em 1:100, expressos em densidade 6ptica (D.O), nos
tempos 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42 e 49 no protocolo com 2 mg/mLde cocaina fixados
em fase adsortiva

Média + Desvio padréo da média (SD) e p valor

Vacina vs. Placebo Vacina vs. Amostras de Referéncia (A.R)

Vacina Placebo p valor Vacina A.R p valor
TO (0,159 £ 0,003 | 0,159 * 0,028 | p = 0,997 0,159 £ 0,003 | 0,170 +0,01 p =0,345
T7 (0,179 +0,022 (0,790 £ 0,434 | p =0,341 0,179 + 0,022 | 0,959 +0,193 | p =0,001*
T14 (0,185 + 0,006 | 0,193 + 0,036 | p = 0,997 0,185+ 0,006 | 1,266 +0,164 | p =0,005*




72

Média + Desvio padrao da média (SD) e p valor

Vacina vs. Placebo Vacina vs. Amostras de Referéncia (A.R)
Vacina Placebo p valor Vacina A.R p valor
T21 {0,208 + 0,026 | 0,238 + 0,076 | p = 0,969 0,208 + 0,026 | 1,128 +£0,148 | p = 0,005*
T28 |0,173+ 0,006 | 0,182+ 0,03 | p=0,975 0,173+ 0,006 | 0,765+ 0,108 | p = 0,006*
T35 | 0,211 + 0,035 | 0,218 + 0,066 | p = 0,997 0,211 +0,035 | 0,682 +0,156 | p=0,001*
T42 | 0,237 + 0,024 | 0,167 + 0,028 | p = 0,082 0,237 £ 0,024 s.a -
T49 |0,205+ 0,017 | 0,146 + 0,025 | p = 0,082 0,205 + 0,017 s.a -

s.a=sem amostra; *Indica diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Vacina e A.R; - Indica

sem valor para p valor.

Figura 3 - Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras de soro

de sangue materno diluidas em 1:400, expressos em densidade 6ptica (D.O), no

protocolo com 2 mg/mLcocaina fixados em fase adortiva

Diluicao 1:400
1.5 .
- Vacina
g -e- Placebo
E 1.0 -+ Amostras de referéncia
‘=
o
[=]
2
E 0.54
O
L=
0.0 1 I 1 I 1 I 1 1
0 7 14 21 28 35 42 49
Dias

Tabela 3 - Médias e desvio padrdo dos titulos de anticorpos IgG anticocaina
em amostras de soro de sangue materno, diluidas em 1:400, expressos em
densidade o6ptica (D.O), nos tempos 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42 e 49 no protocolo com 2
mg/mLde cocaina fixados em fase adsortiva
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Média + Desvio padrao da média (SD) e p valor

Vacina vs. Placebo

Vacina vs. Amostras de Referéncia (A.R)

Vacina Placebo p valor Vacina A.R p valor

TO | 0,156 +0,01 | 0,139 +0,008 | p = 0,695 0,156 + 0,01 0,159+ 0,01 p=0,769
T7 0,177 +0,013 0,140 £ 0,025 | p = 0,283 0,177 +0,013 |0,838 £0,138*| p = 0,009*
T14 0,185 + 0,007 | 0,189 = 0,035 | p = 0,945 0,185 + 0,007 |0,932+0,077*| p=0,001*
T21 | 0,210 +0,038|0,185+ 0,041 | p = 0,888 0,210 +£ 0,038 | 0,950 + 0,206*| p=0,018*
T28 10,154 + 0,011 | 0,157 £ 0,019 | p = 0,945 0,154 + 0,011 | 0,673 +0,215| p=0,033*
T35 {0,197 +£0,034| 0,178 + 0,035 | p = 0,888 0,197 £ 0,034 |0,727 £0,188*| p=0,029*
T42 | 0,237 £0,03 [ 0,153 + 0,023 | p = 0,044 0,237 £ 0,03 s.a -

T49 | 0,217 +£0,04 (0,143 +0,024 | p=0,173 0,217 + 0,04 s.a -

s.a=sem amostra; *Indica diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Vacina e A.R; - Indica

sem valor para p valor.

Figura 4 - Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras de soro
de sangue maternas diluidas em 1:800, expressos em densidade 6ptica (D.O), no

protocolo com 2 mg/mLde cocaina fixados em fase adsortiva

1gG anticocaina (D.0)

Diluigao 1:800
1.0 )
-& Vacina
0.8 -~ Placebo
0.6 -+ Amostras de referéncia
0.4
0.2
0.0

T T
0o 7

Dias

T T T T T T
14 21 28 35 42 49

Tabela 4 - Médias e desvio padrdo dos titulos de anticorpos IgG anticocaina
em amostras de soro de sangue maternas, diluidas em 1:800, expressos em
densidade 6ptica (D.O), nos tempos 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42 e 49 no protocolo com 2
mg/mLde cocaina fixados em fase adsortiva




74

Média + Desvio padrdo da média (SD) e p valor

Vacina vs. Placebo

Vacina vs. Amostras de Referéncia (A.R)

Vacina Placebo p valor Vacina A.R p valor

TO |0,133+0,002 (0,124 +0,011 | p=0,817 0,133+ 0,002 | 0,152 +0,018 p = 0,386
T7 10,183+0,018| 0,136 £0,02 | p=0,100 0,183 +0,018 | 0,760+ 0,085 | p=0,003*
T14 10,193 + 0,009 | 0,163 +0,03 | p = 0,537 0,193+ 0,009 | 0,754 +0,112 | p=0,010*
T21 | 0,171 £ 0,004 0,189 + 0,039 | p = 0,817 0,171+ 0,004 | 0,785+ 0,166 | p=0,020*
T28 10,139 + 0,009 | 0,149 + 0,024 | p = 0,817 0,139 + 0,009 | 0,641 +0,241 p = 0,052
T35 {0,200 + 0,044 | 0,161 + 0,045 | p = 0,713 0,200 + 0,044 | 0,670 £0,207 | p=0,052
T42 10,219 + 0,022 | 0,137 £ 0,016 | p = 0,011 0,219 + 0,022 s.a -

T49 | 0,234 +0,05 [ 0,136 + 0,021 | p=0,132 0,234 + 0,05 s.a -

s.a=sem amostra; *Indica diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Vacina e A.R; - Indica

sem valor para p valor.

Figura 5 - Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras de soro
de sangue maternas diluidas em 1:1600, expressos em densidade 6ptica (D.O), no

protocolo com 2 mg/mLde cocaina fixados em fase adsortiva

1gG anticocaina (D.O)

1.0
0.8
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0.4
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0.0+

Diluigao 1:1600
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-+ Amostras de referéncia

T
0o 7
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T T T T T T
14 21 28 35 42 49

Tabela 5 - Médias e desvio padrao dos titulos de anticorpos IgG anticocaina
em amostras de soro de sangue maternas, diluidas em 1:1600, expressos em
densidade éptica (D.O), nos tempos 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42 e 49 no protocolo com 2
mg/mLde cocaina fixados em fase adsortiva
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Média + Desvio padrdo da média (SD) e p valor

Vacina vs. Placebo

Vacina vs. Amostras de Referéncia (A.R)

Vacina Placebo p valor Vacina A.R p valor

TO 0,127 + 0,005 | 0,124 + 0,009 | p = 0,999 0,127 + 0,005 | 0,143 + 0,003 p =0,109
T7 10,177 + 0,026 | 0,144 + 0,034 | p = 0,999 0,177 +0,026 | 0,631 +0,094 | p=0,007*
T14 10,196 + 0,011 | 0,143 £ 0,014 | p = 0,009 0,196 + 0,011 | 0,563 +0,038 | p = 0,0007*
T21 | 0,178 £ 0,025 0,199 + 0,046 | p = 0,999 0,178 £0,025 | 0,783+0,13 | p=0,008*
T28 10,135+ 0,008 | 0,134 +0,016 | p = 0,999 0,135 0,008 0,549+ 0,18 p = 0,037*
T35 [0,166 + 0,026 | 0,156 +0,028 | p = 0,999 0,166 +0,026 | 0,633+0,15 | p=0,021*
T42 (0,206 + 0,021 | 0,146 + 0,02 | p = 0,050 0,206 +0,021 s.a -

T49 |0,197 + 0,027 | 0,127 £ 0,015 | p = 0,062 0,197 +0,027 s.a -

s.a=sem amostra; *Indica diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Vacina e A.R; - Indica

sem valor para p valor.

Figura 6 - Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras de soro
de sangue materno diluidas de 1:100 a 1:800, expressos em densidade éptica (D.O),
no protocolo com 5 mg/mLde cocaina fixados em fase adsortiva

IgG anticocaina (D.O)

0.5
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0.0 ,
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I
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Diluicao da amostra

RN

V4N2 - TO

V4NZ - T21
V4NZ - T28
V4NZ - T35
V4NZ - T42

Tabela 6 - Médias e desvio padréo dos titulos de anticorpos IgG anticocaina

em amostras de soro de sangue materno, diluidas em 1:100 a 1:800, expressos em




76

densidade optica (D.O), nos tempos 0, 21, 28, 35, 42 no protocolo com 5 mg/mLde

cocaina fixados em fase adsortiva

Média + Desvio padrdo da média (SD) e p valor

TOvs T21 TOvs T28
Diluicéo TO T21 p valor TO T28 p valor
1:100 (0,281 +0,017 {0,347 £ 0,061 |p = 0,448 0,281+ 0,017 | 0,359+ 0,022 | p=0,391
1:200 |0,261+0,062| 0,320+ 0,05 |p =0,595 0,261 + 0,062 | 0,343+ 0,069 | p=0,156
1:400 |0,236 +0,008 | 0,270 £ 0,04 |p =0,428 0,236 + 0,008 | 0,307 £ 0,001 | p=0,156
1:800 |0,237 +0,024 |0,251 + 0,009 | p = 0,405 0,237 +0,024 | 0,289 +0,013 | p=0,391
TOvs T35 TO vs T42
Diluicao TO T35 p valor TO T42 p valor
1:100 (0,281 +0,017 |0,287 + 0,007 |p = 0,543 0,281 +0,017 | 0,338+0,02 | p=0,282
1:200 0,261 + 0,062 (0,281 +0,01 |p=0,680 0,261 +0,062 | 0,317 +0,012| p=0,354
1:400 0,236 + 0,008 {0,260 + 0,025 |p = 0,298 0,236 + 0,008 | 0,274 + 0,002 | p=0,136
1:800 0,237 +£0,024 (0,235 + 0,004 |p = 0,936 0,237 £ 0,024 |0, 236 £ 0,007| p = 0,966

Figura 7 - Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras de soro
de sangue materno diluidas de 1:100 a 1:800, expressos em densidade éptica (D.O),
no protocolo com 7 mg/mLcocaina fixados em fase adsortiva
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Tabela 7 - Médias e desvio padréo dos titulos de anticorpos IgG anticocaina
em amostras de soro de sangue materno, diluidas em 1:100 a 1:800, expressos em
densidade o6ptica (D.O), nos tempos 0, 21, 28, 35, 42 no protocolo com 7 mg/mLde
cocaina fixados em fase adsortiva

Média + Desvio padrdo da média (SD) e p valor

TOvs T21 TOvs T28
Diluigao T0 T21 p valor TO T28 p valor
1:100 |0,264 + 0,038 (0,308 + 0,028 |p = 0,108 0,264 + 0,038 | 0,358+0,01 | p=0,133
1:200 0,229 + 0,02 (0,262 + 0,068 |p = 0,695 0,229 + 0,02 | 0,297 £0,027 | p=0,296
1:400 |0,245+0,001| 0,235+0,05 |p=0,835 0,245+ 0,001 | 0,289+0,04 | p=0,367
1:800 |0,197 +0,035 (0,219 + 0,048 |p = 0,773 0,197 £ 0,035 | 0,216 £ 0,044 | p=0,795
TOvs T35 TO vs T42
Diluicéo TO T35 p valor TO T42 p valor
1:100 (0,264 + 0,038 (0,301 + 0,019 |p = 0,528 0,264 + 0,038 | 0,319 + 0,023 | p=0,119
1:200 0,229 +0,02 0,285 + 0,022 |p = 0,081 0,229+0,02 |0,285+0,026 | p=0,339
1:400 0,245 + 0,001 (0,253 + 0,014 |p = 0,584 0,245 + 0,001 | 0,254 + 0,008 | p =0,355
1:800 0,197 +0,035 (0,221 + 0,056 |p = 0,584 0,197 + 0,035 | 0,278 + 0,024 | p=0,311

Figura 8 - Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras de soro
de sangue materno diluidas de 1:100 a 1:800, expressos em densidade oOptica (D.O),
no protocolo com 10 mg/mLcocaina fixados em fase adsortiva

Cocaina 10mg/ml
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Tabela 8 - Médias e desvio padréo dos titulos de anticorpos IgG anticocaina
em amostras de soro de sangue materno, diluidas em 1:100 a 1:800, expressos em
densidade o6ptica (D.O), nos tempos 0, 21, 28, 35, 42 no protocolo com 10 mg/mLde

cocaina fixados em fase adsortiva

Média + Desvio padrdo da média (SD) e p valor

TOvs T21 TOvs T28
Diluigao T0 T21 p valor TO T28 p valor
1:100 | 0,346 +0,031 | 0,363 £ 0,13 |p = 0,906 0,346 +0,031 | 0,387 +£0,05 | p=0,199
1:200 0,305 + 0,06 (0,404 +0,083|p = 0,506 0,305+ 0,06 |0,384+0,079 | p=0,106
1:400 0,286 0,102 |0,322 £ 0,031 |p =0,772 0,286 0,102 | 0,305+0,084 | p=0,371
1:800 |0,298 + 0,008 |0,278 + 0,038 |p = 0,660 0,298 + 0,008 | 0,340 £ 0,005 | p=0,145
TOvs T35 TO vs T42
Diluicéo TO T35 p valor TO T42 p valor
1:100 (0,346 +0,031 |0,360 + 0,001 |p = 0,643 0,346 +0,031 | 0,373+0,092 | p=0,812
1:200 |0,305+0,06 (0,316 + 0,054 |p =0,248 0,305+0,06 |0,398+0,016 | p=0,338
1:400 0,286 +0,102 (0,255 + 0,077 |p = 0,314 0,286 0,102 | 0,324 + 0,027 | p = 0,607
1:800 0,298 + 0,008 {0,251 + 0,036 |p = 0,248 0,298 + 0,008 | 0,293 + 0,076 | p =0,947

Figura 9 - Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras de soro
de sangue materno diluidas de 1:100 a 1:800, expressos em densidade optica (D.O),
no protocolo com 2 pg/mLde GNE-BSA fixados em fase adsortiva
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Tabela 9 - Médias e desvio padréo dos titulos de anticorpos IgG anticocaina
em amostras de soro de sangue materno, diluidas em 1:100 a 1:1600, expressos em
densidade o6ptica (D.O), nos tempos 0, 14 e 21 no protocolo com 2 pg/mLde GNE-
BSA fixados em fase adsortiva

Média + Desvio padrdo da média (SD) e p valor

TOvs T14 TOvs T21
Diluigao T0 T14 p valor TO T21 p valor
1:100 |0,294 £ 0,007 (0,245 + 0,014 |p = 0,063 0,294 + 0,007 | 0,305+ 0,073 | p=0,922
1:200 |0,265+ 0,017 |0,234 £0,001|p =0,225 0,265 + 0,017 | 0,321 £ 0,047 | p=0,091
1:400 |0,237 +0,026 {0,280 +0,082|p =0,615 0,237 £ 0,026 | 0,273 £0,029 | p=0,050
1:800 |0,232+0,000 (0,323 +0,023|p =0,117 0,232 + 0,0007 | 0,269 + 0,024 | p =0,360
1:1600 | 0,279 +0,09 | 0,289 +0,04 |p =0,931 0,279 +0,09 | 0,230+0,071 | p=0,636

Figura 10 - Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras de
soro de sangue materno diluidas de 1:100 a 1:1600, expressos em densidade 6ptica
(D.O), no protocolo com 5 pg/mLde GNE-BSA fixados em fase adsortiva
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Tabela 10 - Médias e desvio padréo dos titulos de anticorpos IgG anticocaina
em amostras de soro de sangue materno, diluidas em 1:100 a 1:1600, expressos em
densidade optica (D.O), nos tempos 0, 7, 14, 21, 35 e 49 no protocolo com 5
Hg/mLde GNE-BSA fixados em fase adsortiva
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Média + Desvio padrdo da média (SD) e p valor

TOvs T7 TOvs T14
Diluicéo TO T7 p valor TO T14 p valor
1:100 |0,127 £0,001 (0,360 + 0,012 |p = 0,106 0,127 + 0,001 | 0,266 + 0,006 | p = 0,067
1:200 0,121 + 0,004 |0,350 + 0,005|p = 0,100 0,121 + 0,004 | 0,246 +0,04 | p=0,306
1:400 |0,115+ 0,004 (0,328 £ 0,013 |p = 0,103 0,115+ 0,004 | 0,312+0,09 | p=0,306
1:800 |0,115+ 0,004 |0,249 + 0,024 |p = 0,475 0,115 + 0,004 | 0,351+ 0,056 | p = 0,306
1:1600 |0,109+0,002| 0,251+0 |p=0,040 0,109 + 0,002 | 0,298 + 0,008 | p = 0,067
TOvs T21 TOvs T35
Diluicéo TO T35 p valor TO T42 p valor
1:100 (0,127 + 0,001 |0,301 + 0,032 |p = 0,212 0,127 + 0,001 | 0,169 + 0,009 | p =0,306
1:200 (0,121 + 0,004 |0,429 + 0,103 |p = 0,168 0,121 + 0,004 | 0,161 + 0,009 | p =0,185
1:400 (0,115 + 0,004 |0,307 + 0,034 |p =0,212 0,115+ 0,004 | 0,153 + 0,005 | p =0,096
1:800 (0,115 + 0,004 |0,271 + 0,011 |p = 0,168 0,115+ 0,004 | 0,147 + 0,007 | p =0,306
1:1600 (0,109 + 0,002 |0,267 + 0,038 |p = 0,085 0,109 + 0,002 | 0,118 + 0,009 | p =0,337
TOvs 49
Diluicédo TO T49 p valor

1:100 |0,127 £0,001 {0,226 + 0,102 |p = 0,399

1:200 |0,121+0,004 (0,168 + 0,007 |p = 0,111

1:400 |0,115+ 0,004 | 0,154+0,009 |p = 0,153

1:800 |0,115+ 0,004 {0,158 + 0,008 |p = 0,133

1:1600 0,109 +0,002 | 0,120 + 0,01 |p = 0,299

Figura 11 - Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras de
soro de sangue materno diluidas de 1:100 a 1:1600, expressos em densidade éptica
(D.O), no protocolo com 7 pg/mLde GNE-BSA fixados em fase adsortiva
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Tabela 11 - Médias e desvio padréo dos titulos de anticorpos IgG anticocaina
em amostras de soro de sangue materno, diluidas em 1:100 a 1:1600, expressos em
densidade o6ptica (D.O), nos tempos 0, 14, 21, 35 e 49 no protocolo com 7 pg/mLde

GNE-BSA fixados em fase adsortiva

Média + Desvio padrdo da média (SD) e p valor

TOvs T14 TOvs T21
Diluicéo TO T14 p valor TO T21 p valor
1:100 0,280 + 0,02 0,229 + 0,028 |p = 0,203 0,280+ 0,02 |0,285+0,046 | p=0,952
1:200 |0,242+0,008 | 0,212 +0,01 (p=0,153 0,242 + 0,008 | 0,327 + 0,058 | p =0,106
1:400 0,223 +0,002 (0,271 +£0,075|p =0,795 0,223 + 0,002 | 0,269 + 0,033 | p=0,175
1:800 |0,217 +0,007 |0,323 + 0,005 |p = 0,203 0,217 + 0,007 | 0,242 £+ 0,019 | p=0,219
1:1600 | 0,238 + 0,058 {0,280 + 0,019 |p = 0,795 0,238 + 0,058 |0,219+0,061| p=0,700
TOvs T21 TOvs T49
Diluicéo TO T35 p valor TO T49 p valor
1:100 |0,280+ 0,02 0,160 + 0,015 |p =0,250 0,280+0,02 |0,161+0,006 | p=0,195
1:200 0,242 + 0,008 {0,163 + 0,004 |p = 0,193 0,242 + 0,008 | 0,152 + 0,003 | p =0,087
1:400 0,223 +£0,002 |0,132 + 0,005 |p = 0,149 0,223 + 0,002 | 0,131 + 0,002 | p=0,001
1:800 (0,217 +0,007 (0,134 + 0,008 |p = 0,034 0,217 + 0,007 | 0,128 + 0,002 | p =0,087
1:1600 (0,238 +0,058 |0,138 + 0,01 |p =0,250 0,238 + 0,058 | 0,132 + 0,001 | p=0,243
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Figura 12 - Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras de
soro de sangue materno diluidas de 1:100 a 1:1600, expressos em densidade Optica
(D.O), no protocolo com 10 pg/mLde GNE-BSA fixados em fase adsortiva
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Tabela 12 - Médias e desvio padréo dos titulos de anticorpos IgG anticocaina
em amostras de soro de sangue materno, diluidas em 1:100 a 1:1600, expressos em
densidade 6ptica (D.O), nos tempos 0, 21, 35 e 49 no protocolo com 10 pg/mLde

GNE-BSA fixados em fase adsortiva

Média + Desvio padrdo da média (SD) e p valor

TOvs T21 TOvs T35
Diluigao T0 T7 p valor TO T14 p valor
1:100 | 0,141 +0,015 {0,172 +0,033 |p = 0,782 0,141 +0,015 | 0,168 +0,017 | p=10,721
1:200 | 0,133 +0,008 | 0,154 +0,018 |p = 0,593 0,133 +0,008 | 0,160 +0,015 | p =10,387
1:400 | 0,127 +0,004 | 0,146 +0,026 |p = 0,782 0,127 +0,004 | 0,154 +0,018 | p=0,721
1:800 | 0,129 +0,017 | 0,165 +0,034 |p = 0,593 0,129 +0,017 | 0,170+ 0,01 | p=0,307
1:1600 (0,161 0,026 |0,251 +0,03 |[p =0,096 0,161 +0,026 | 0,169 + 0,002 | p = 0,757
TOvs 49
Diluicéo TO T49 p valor

1:100 | 0,141 +0,015 (0,163 + 0,008 |p = 0,667

1:200 |0,133+0,008 (0,167 + 0,002 |p = 0,263

1:400 |0,127 £0,004 {0,165 + 0,001 |p = 0,165




TOvs 49
Diluicéo TO T49 p valor
1:800 |0,129+0,017 {0,155 + 0,002 [p = 0,570
1:1600 |0,161 +0,026 |0,152 +0,002|p = 0,711
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ANEXO

ANEXO A - Certificado de analise da molécula UFMG-V4N2
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1/2
Instituto de Ciéncias

ExatasDepartamento de

Quimica
CERTIFICADO DE
ANALISE
DATA 27/04/2023
EMITIDO POR HENRIQUE ESTEVES
ANALITO V4N2
APRESENTACAO Sdlido branco com cristalinidade aparente.
DATA DE ANALISE 21/10/2022
ARMAZENAMENTO -20°C
TECNICA DE ANALISE Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
EQUIPAMENTO BRUKER AVANCE NEO 600 MHz
METODO DE ANALISE Polarizagdo de spin com relaxacao prolongada (zgig)
PARAMETROS (vide spectra)
PARECER TECNICO

Deslocamentos quimicos e multiplicidade de sinais de acordo com o descrito na literatura.'
Presenca de sinais duplicados para o hidrogénio carbinélico (5,49 e 5.21 ppm) na proporgio de
3.869:1,000, respectivamente, sendo o sinal mais intenso referente a V4AN2 e indicando provavel
hidrélise do grupo benzoato na estrutura da cocaina (caso ocorra, a unidade cocainérgica passara a
atuar como ecgoninérgica em 20,54% das unidades de hapteno). Baseado na analise, 79,46% das
unidades de hapteno contendo unidades cocainérgicas permanecem intactas na estrutura do analito.

! Neto et al. Calix[n]arene-based immunogens: A new non-proteic strategy for anti-cocaine vaccine. J. Adv.
Res., 2022, 38, 285.



V4N2 - Lot#9.1
Quantitative Hydrogen Analysis
Analyst: Henrique Esteves, Sc.D.

ata Parameters
vAnZ-gnmr
1

Current D
AME

EXPNO
PROCNG 1

F2 - Acquisition Parameters
Date. 0221021
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPRCG
™

SOLVENT
NS

DS 4
SWH 11904,762
FIDRES 0.363304
2.7525120

298.1
100.00000000

0.03000000
1
00, 1585893 MHz
14
13.66 usec
PLR1 22.70400047
2 150.9211677 MHz
xuc2 13c
CPDPRG(2 garp
PCPD2 60.00 usec
PLW2 106.20999908 #
PLR12 3.90170002 W

F2 - Processing parameters
SI 32768
600.1550000 MHz
EM
0
0.15 Hz
0
1.00

15 14 13 12 1" 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

V4N2 - Lot#9.1
Quantitative Hydrogen Analysis
Analyst: Henrique Esteves, Sc.D.

Current Data Parameters
NavE wia2-gnmr
q

EXPNO
PROCNO 1

Time 9.51 h | i
INSTRUM Avance NEO HOp
BROBHD  2114607_0347 ( i
PULPROG zgig !
™ 65536 !

D

3
11904.762 Hz
0.363304 Hz
2.7525120 aec
36 !
42.000 usec
13.80 u
8.1 K
100.00000000
003000000

600.1585893
1B

13.66
22.70400047

BLaz2 106. 9990
PLAL2 3.90170002 W
F2 - Processing parameter
32768
600.1550000 M.
&

T T T T
5.65 5.60 5.55 5.50 5.45 5.40 5.35 5.30 5.25 5.20 ppm

3.8686
1.0000
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