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RESUMO

As estratégias imunologicas para o tratamento da dependéncia quimica de cocaina
tém se apresentado como uma estratégia promissora. A estimulacdo do sistema
imunologico induz a producdo de anticorpos especificos para a cocaina. Uma
aplicagado inovadora desta estratégia terapéutica € a prevengao da exposigao
intrauterina a droga. Neste trabalho se avaliou a seguranga pré-clinica em ratas
gravidas e o acompanhamento do desenvolvimento dos filhotes apds o nascimento e
imunizagao ativa materna com a vacina anticoacaina UFMG-VAC-V4N2. Os grupos
experimentais, imunizados com a UFMG-VAC-V4N2 e grupo placebo receberam 300
ML da formulacao, por via intramuscular, nos dias 0, 7, 21, 28, antes da gestagao e a
quinta dose, durante o periodo gestacional (dia 42). Foram avaliados parametros
gestacionais como ganho de peso, consumo hidrico e alimentar maternos,
mortalidade, parametros bioquimicos e hematoldgicos e ao final do estudo foi
realizado exame histopatolégico das fémeas. Os parametros pos-natais, nos filhotes,
compreenderam a avaliagdo do tamanho da ninhada, o ganho de peso, analise do
desenvolvimento fisico. Os anticorpos tipo IgG do sangue do soro das maes e dos
filhotes foram dosados através do método de ELISA. Os resultados demonstraram
que a imunizagdao ativa com a formulagdo testada ndo 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. As variaveis analisadas nos desfechos gestacionais e pds-natais nao
alcancaram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos experimentais.
As analises histopatolégicas n&o revelaram quaisquer alteragbes que fossem
indicativas de toxicidade. Os resultados dessa pesquisa estdo de acordo com os
dados da literatura, em relacdo aos desfechos gestacionais e pods-natais. Contudo,
apos a analise da formulagédo utilizada neste estudo por ressondncia magnética
nuclear demonstrou a ocorréncia de degradacdao da molécula UFMG-V4N2 na
formulagdo. Desta forma, ndo foi possivel concluir se a UFMG-VAC-V4N2 é
imunogénico ou se ela é segura para uso durante a gravidez e para a prole. Futuros
estudos, utilizando uma formulagdo com a molécula sem degradagao sdo necessarios

para avaliar a imunogenicidade e a seguranga da vacina UFMG-VAC-V4N2.



Palavras-chave: toxicidade reprodutiva, vacina anticocaina, exposigao pré-natal,

gestagao.

ABSTRACT

Antidrug vaccines constitute a promising strategy for the treatment of cocaine
addiction. Anticocaine vaccine induces the immune system to yield anti-cocaine-
specific antibodies. An innovative application of this therapeutic strategy is preventing
intrauterine exposure to cocaine. The present work assessed the immunogenicity and
perinatal and postnatal safety of active immunization with UFMG-VAC-V4N2 in
pregnant rats and monitored offspring development after birth. The experimental
groups received intramuscularly 0,3 ml of UFMG-VAC-V4N2 formulation or the
placebo on days 0, 7, 21, and 28 before the gestation. The fifth dose was injected
during the gestational period on day 42. Gestational parameters observed were weight
gain, maternal water and food consumption, mortality, biochemical, and hematology.
At the end of the study, the females were autopsied, and tissues were assessed with
histopathology. Postnatal parameters observed in the offspring comprised the litter
size, weight gain, and physical development. Anticocaine immunoglobulins type 1gG
were assessed in serum using ELISA in dams and their offspring. The tested
formulation did not yield anticocaine antibodies in the vaccinated dams nor observed
in their offspring. Hence, none of the security parameters were statistically different
between the treated and placebo groups. Histopathological analyses did not reveal
any significant findings suggesting the toxicity of the tested formulation. However,
considering the lack of immunogenicity, we retested the UFMG-VAC-V4N2 used in the
study using magnetic resonance. The UFMG-V4N2 molecule degraded in the tested
formulation, explaining the lack of immunogenicity. Given those results, further studies
will assess the immunogenicity and prenatal and postnatal safety of the UFMG-VAC-
V4N2. Moreover, degradation studies of the UFMG-VAC-V4N2 are assured.

Keywords: reproductive toxicity, anti-cocaine vaccine, prenatal exposure, pregnancy.
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1 INTRODUGAO

A cocaina € um alcaloide tropanico extraido de folhas da planta Erythroxylum coca.
Seu uso possui alto risco de causar dependéncia (Volpe et al., 1992). O transtorno
por uso de substancia (SUD), em especial da cocaina, € considerado um problema
de saude publica. Infelizmente, o tratamento do SUD por cocaina ainda nao dispde

abordagens terapéuticas farmacoldgicas especificas e eficazes.

A cocaina é um estimulante do sistema nervoso central (SNC). Ela ativa o Sistema
Meso-cortico-limbico (SL) pelo aumento da liberagdo de dopamina no nucleus
accumbens (Volpe et al., 1992). A inibicdo da recaptacdo de neurotransmissores
como a dopamina nos terminais pré-sinapticos, a cocaina leva a acumulacido desse
neurotransmissor, produzindo efeitos psiquicos como a euforia, a sensag¢ao de bem-
estar e a desinibicao (Kinsey; Kosten; Orson, 2010). Esse mecanismo de recaptacao
também modifica o funcionamento do chamado sistema de recompensa do cérebro.
Essas modificacbes duradouras, produzem os sintomas do que caracterizamos como
dependéncia, ou seja, 0 uso compulsivo da cocaina, a anedonia relativa, o
estreitamento do leque de atividades e a assungéo de consequéncias negativas com

o uso da droga (Kinsey; Kosten; Orson, 2010).

O uso crénico de cocaina provoca a deplecao de neurotransmissores pré-sinapticos
e a reducio de receptores poés-sinapticos. A consequéncia destes fenbmenos € a
habituacao, ou seja, o usuario necessitara de doses maiores para obter os efeitos

antes atingidos, outro sintoma da dependéncia (Gold et al., 1985).

O abuso materno de cocaina durante a gestagdo acarreta problemas significativos
para a mae, o feto e ao neonato. O uso perinatal de cocaina esta associado a varias
complicagdes de saude, incluindo doengas infecciosas, psiquiatricas, gastrintestinais,

respiratorias e cardiovasculares agudas (Gouin et al., 2011).

Nenhum farmaco registrado esta aprovado para o tratamento da dependéncia a
cocaina e crack (Pianca et al., 2014). A farmacoterapia eficaz e segura para o
tratamento da dependéncia a cocaina seria aquela capaz de reduzir o consumo da
droga, a intensidade da fissura pela droga (craving) e a gravidade das consequéncias

negativas produzidas pela mesma (Kinsey; Kosten; Orson, 2010).
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Desde 2012, o grupo de pesquisa do professor Frederico Garcia coordenador do
Nucleo de Apoio e Vulnerabilidade em Saude (NAVeS) da Faculdade de Medicina da
UFMG, vém desenvolvendo novas estratégias terapéuticas para o tratamento da
dependéncia quimica a cocaina e crack. A molécula UFMG-V4N2 foi patenteada e os
resultados dos estudos pré-clinicos demonstraram potencial imunogénico na
producao de anticorpos especificos anticocaina, bem como inibicdo dos efeitos da
resposta a droga em modelos de comportamentais em animais (Da Silva Neto et al.,
2022; Assis, et al., 2023).

Os resultados preliminares sugerem que a UFMG-V4N2 seja uma forte candidata a

um insumo farmacéutico ativo para uma vacina anticocaina.

Visando a aplicagao dessa nova imunoterapia em gestantes, ensaios pré-clinicos de
segurancga reprodutiva e do desenvolvimento devem ser conduzidos, conforme as

regulamentacgdes exigidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

1.1 Dependéncia quimica e gestacao

O uso de cocaina durante a gestagao tem sido objeto de estudo desde os anos 80.
De um lado pelo risco de teratogenicidade, de outro, pelo risco de prejuizos no
neurodesenvolvimento fetal (Cressman et al., 2014). O periodo critico da exposi¢cao
de qualquer droga durante a gravidez é o primeiro trimestre, ou seja, durante o
periodo de organogénese. Embora ainda ndo sejam conclusivos, alguns estudos
associaram a exposicdo pré-natal a cocaina com o surgimento de anomalias
congénitas (Behke et al., 2013; Dos Santos et al., 2018). As possiveis associagdes
entre a exposicao pré-natal a cocaina e a teratogenicidade podem ser explicadas pelo
potente efeito vasoconstritor da droga, resultando na interrupgéo do fluxo sanguineo
para o feto, reduzindo significativamente a chegada de nutrientes, oxigénio e outros

elementos essenciais ao desenvolvimento (Krishna; Levitz; Dancis, 1993).

A exposigdo a cocaina no periodo perinatal afeta tanto a vulnerabilidade da mae
quanto a do feto. A cocaina produz alteragdes metabdlicas e exposi¢ao prolongada
aumenta a toxicidade dos seus efeitos (Cain; Bornick; Whiteman, 2013). A cocaina
atravessa rapidamente a barreira placentaria, devido ao seu baixo peso molecular e
lipossolubilidade. Nesse processo ela ndo é metabolizada e age diretamente na

vasculatura placentaria e fetal e acaba por atuar no desenvolvimento cerebral do feto.
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Esse efeito, associado a imaturidade da barreira hematoencefalica (BHE) e do
sistema nervoso central (SNC), torna o feto mais suscetivel a potenciais danos
neurobiologicos (Chasin et al., 2014), provavelmente interferindo na
neurotransmissdo e no desenvolvimento sinaptico (Cressman et al., 2014). Além
disso, com o uso crbnico materno, ocorre a diminuicdo do neurotransmissor de
dopamina nas terminagdes nervosas, causando disforia e a constante necessidade
da droga (Volpe et al., 1992). Assim, fun¢gdes como excitagédo, atencdo e memoria
podem ser adversamente afetadas a longo prazo pela exposicéo pré-natal a cocaina
(Behnke et al., 2013).

O uso de cocaina produz repercussdes graves na gestagdo, com prejuizos para o
feto, muitas vezes associados a outros fatores de risco socioambientais presentes em
populagdes socialmente negligenciadas (Behke et al., 2013). O uso perinatal da droga
foi associado a maior incidéncia de fetos com restricdo de crescimento intrauterino,
partos prematuros, sindrome associada a placenta (SAP) e pré-eclampsia (Dos
santos et al., 2018; Mbah et al., 2012). O uso dessa substancia durante a gravidez
aumenta significativamente os riscos de resultados adversos, que incluem crises
hipertensivas, perda fetal intrauterina inexplicada e prematuridade (Cain; Bornick;
Whiteman, 2013).

As principais complicagdes perinatais do uso de cocaina incluem as cardiovasculares.
A cocaina produz efeitos estimulantes e vasoconstritores aumentando o ténus
vascular e redugao do fluxo sanguineo uteroplacentario (Mbah et al., 2012). A cocaina
aumenta a concentragcdo de ocitocina e os niveis de norepinefrina induzindo a
atividade uterina. Consequentemente, isso pode levar ao descolamento prematuro da
placenta (DPP), levando ao parto prematuro. O uso crénico perinatal da cocaina esta
associado as altas taxas de DPP grave, podendo ocasionar mortes maternas e

perinatais (Yamaguchi et al., 2008).

Os fetos expostos a cocaina apresentam um baixo peso ao nascer, uma menor
circunferéncia cefalica e estatura, quando comparados a fetos nao expostos (Gouin
et al., 2011). O uso da cocaina no periodo perinatal também é associado a restricdo
do crescimento fetal intrauterino, resultando em bebés com baixo peso ao nascer e
pequenos para a idade gestacional, acidose fetal, isquemia e morte (Cressman et al.,

2014). Além da exposicao através do sangue materno, a cocaina e seu metabdlito, a
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benzoilecgonina sdo armazenadas nas membranas placentarias e no miométrio,
como consequéncia, o feto sofre com exposi¢cao aguda e prolongada a droga e seus
metabdlitos (De Giovanni; Marchetti, 2012).

1.2 Imunoterapia no tratamento da dependéncia quimica a cocaina

O uso de moléculas estimuladoras do sistema imunolégico destinadas a induzir a
producao de anticorpos altamente especificos, que se ligam a moléculas de drogas
na circulacéo sistémica, reduzem ou impedem a passagem da droga pela barreira
hematoencefalica (BHE), por aumentar seu tamanho molecular (Lockner et al., 2015).
Ligada a um anticorpo especifico, a droga ndo consegue atingir seus sitios de ligagao
no Sistema nervoso central (SNC), o que por sua vez impede a manifestacéo de seus
efeitos reforgadores. Conforme ilustrado na Figura 1, acredita-se que a falta do efeito
reforgador faga com que o usuario tenha tendéncia a diminuir ou abandonar o uso da
droga, interrompendo o ciclo que mantém a dependéncia quimica (Haney et al., 2010;

Kinsey; Kosten; Orson, 2010).

Ligagio da droga com o Concentragdo da droga no cérebro e a
anticorpo no sangue ativagdo dos receptores alvos s3o
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Figura 1 - Mecanismo de acao de anticorpos anticocaina Anticorpos anticocaina capturando moléculas
de droga na circulagédo sanguinea e impedindo sua passagem através da barreira hematoencefalica.
Fonte: Adaptado de Bremer & Janda (2017).

A cocaina é uma molécula de baixo peso molecular (303 g/mol), que por si s6 ndo &
capaz de induzir resposta imunoldgica efetiva e protetora. No entanto, os anticorpos
anticocaina sao produzidos quando a droga é ligada quimicamente a um carreador,
uma substancia sabidamente imunogénica, de alto peso molecular, que pode ser uma
proteina ou outras substancias de natureza quimica diferente. Uma estratégia
comumente utilizada é a modificagdo quimica da cocaina, como, por exemplo a

adicao de um grupo funcional, como a amina, tiol ou carboxila, os quais permitam a
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sua ligagdo as moléculas carreadoras e a formagdo de imunoconjugados. Essa
modificagdo quimica na molécula de cocaina a torna hapténica (Ramakrishnan et al.,
2014).

Os principais haptenos desenvolvidos para estudos de imunogenicidade sdo o GNE,
0 GNC, o GND, o GNT e a succinilnorcocaina (Cai et al., 2013). O GNE tem sido o
hapteno de escolha nos estudos com animais experimentais, por apresentar maior
estabilidade quimica em relacdo aos demais (Cai et al., 2013; Kimishima et al., 2016;
Lockner et al., 2015).

A combinagao do hapteno com o carreador e moléculas imunoestimulantes, ou seja,
adjuvantes, completa o processo de produ¢do de uma formulagdo vacinal. Assim a
administragao desta vacina em um individuo ira promover resposta imune mediada

por anticorpos IgG contra o hapteno da droga (Bremer; Janda, 2017).

A eficacia de uma vacina antidrogas esta diretamente ligada a quantidade e qualidade
dos anticorpos que a vacina pode produzir, que inclui a capacidade da resposta
policlonal de se ligar a cocaina (Cai et al., 2013). Varios carreadores tém sido
investigados no desenvolvimento de vacinas anticocaina desde os anos 90 (Sakurai;
Wirsching; Janda, 1996). A maioria das inovacgdes nas preparagdes de vacinas contra
a cocaina podem ser vistas no desenho do hapteno, cujo principal objetivo é preservar
a estrutura quimica nativa da droga, tanto quanto possivel, para gerar anticorpos com

maior grau de avidez com a droga (Bremer et al., 2017).

Estudos realizados em murinos, usando um hapteno de cocaina (GNE) acoplado a
molécula KLH, proteina carreadora hemocianina de Megathura crenulata e numa
formulagcao com o adjuvante de Freund, demonstraram que esta formulagao é capaz
de induzir anticorpos especificos contra a cocaina. Esses anticorpos foram capazes
de capturar a droga na corrente sanguinea dos animais, reduzindo a passagem pela
BHE e impedindo seus efeitos positivos, que reforgam o comportamento de uso (Cai
et al., 2013; Lockner et al., 2015). Essa terapéutica mostrou-se promissora com
resultados satisfatorios de eficacia na produgao de anticorpos (Augusto et al., 2021)

e foi possivel que novas propostas fossem discutidas.

Outros estudos pré-clinicos mostraram que o GNE acoplado ao KLH (GNE-KLH) ou

a flagelina induz a produgéo de niveis elevados de anticorpos IgG anticocaina de alta
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afinidade pela droga, atenuando o efeito hiperlocomotor induzido pela cocaina em
animais murinos, apos a administragcdo de uma unica dose de cocaina. Dessa forma
foi possivel conferir a protegao dos desfechos negativos da droga (Cai et al., 2013;
Lockner et al., 2015).

Estudos anteriores realizados pelo NAVeS proveram evidéncias de uma nova
aplicabilidade da imunoterapia com GNE-KLH em ratas gravidas. Os resultados
revelaram a producéo de anticorpos IgG de alta afinidade pela droga durante toda a
gestacdo de mées vacinadas com GNE-KLH e a protecdo dos filhotes a exposicéo
pré e pés-natal aguda a cocaina. Os anticorpos produzidos foram capazes de reduzir
os efeitos da administracdo da droga nos filhotes, diminuindo o comportamento
hiperlocomotor induzido pela droga em modelo de campo aberto em animais (Augusto
et al., 2021).

1.3 Imunizacao no periodo gestacional

A vacinagao na gravidez para a prevengao primaria de doencgas transmissiveis provou
ser uma das intervengdes de saude publica mais eficazes nas ultimas décadas,
levando a reduc¢des significativas na morbimortalidade materna e perinatal (Mackin;
Walker, 2021). Além de oferecer beneficios diretos para a mae, que responde de
forma eficiente a imunizagao ativa, também proporciona beneficios fetal e infantil por
meio da imunidade passiva, através da transferéncia transplacentaria dos anticorpos

maternos induzidos pela vacinacao (Swamy; Heine, 2015).

E bem estabelecido que, nos primeiros meses de vida, os bebés contam com a
protecdo naturalmente fornecida pelos anticorpos de origem materna para resistir a
ameaca de infecgdo até que seu sistema imunoldgico seja capaz de responder
eficientemente a um patégeno, ou a imunizagao ativa (Hussain et al., 2022; Muioz,
2016). A transmissao de anticorpos maternos para o bebé pode ocorrer no periodo
pré-natal, por meio da placenta, e/ou pds-natal, via leite materno, para proteger
diretamente a crianga durante os primeiros meses de vida contra doengas para as
quais outras estratégias preventivas sao indisponiveis ou ineficazes (Abu-Haya et al.,
2020).

A imunoglobulina G (IgG) é o isotipo de imunoglobulina dominante que atravessa a

placenta e contribui para a imunidade passiva materna durante a primeira infancia. O
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receptor neotal Fc (FcRn) regula a transferéncia transplacentaria de IgG através da
ligacdo ao seu dominio constante e a transporta ativamente para a circulagao fetal. A
IgG comecga a ser transferida no final do primeiro trimestre da gestacdo humana e
aumenta com a progressao da gravidez, e atingindo maior concentragao no terceiro
trimestre (Abu-Haya et al., 2020; Simister, 2003), periodo em que os niveis deste
anticorpo podem ultrapassar os niveis de concentragdo séricos de IgG de origem
materna. Apds o nascimento, a protecdo do recém-nascido € fornecida através do

leite materno, através da imunoglobulina IgA (Faucette et al., 2015).

Apesar da vacinagdo materna fornecer imunidade passiva para o feto mediante
anticorpos especificos IgG, pouco se sabe sobre o efeito da vacinagao durante a
gravidez na transferéncia de anticorpos maternos secretores de imunoglobulina IgA,
induzidos pela vacinacédo através da amamentagdo (Saso; Kampmann, 2020). A
possivel transferéncia desses anticorpos, produzidos ativamente através da
vacinacao de maes usuarias de cocaina e crack, poderia proteger o feto, evitando ou

reduzindo os efeitos nocivos da droga.

O objetivo da imunizagao materna é, portanto, aumentar os niveis de imunoglobulinas
acima do suposto limiar de protecao. A especificidade do IgG ao antigeno é um fator
importante na transferéncia placentaria, que é influenciada por diferentes subclasses
dessa imunoglobulina. Antigenos proteicos induzem predominantemente a secregéo
de 1gG1 e IgG3, enquanto a IgG2 é produzida em antigenos encapsulados de

polissacarideos (Vidarsson; Dekkers; Rispens, 2014).

A decisdo de administrar uma vacina em um determinado momento da gravidez é
baseada em varios fatores, incluindo o risco de exposicdo a doencga, o perfil de
seguranga da vacina, a eficacia da imunizagdo e a protecdo que a vacina pode
oferecer ao recém-nascido (Healy et al., 2013). A vacinagdo durante o primeiro
trimestre é evitada devido ao periodo de organogénese, ocorrendo transferéncia
minima de anticorpos pela placenta durante as primeiras oito semanas de gestagao
(Martin et al., 2009). Dentre as vantagens relacionadas ao sucesso da imunizagéo
durante o terceiro trimestre de gravidez, estdo relacionadas a meia-vida relativamente
curta dos anticorpos induzidos pela vacina, os quais ajudam a proteger o bebé nas

primeiras semanas ou meses de vida, quando o sistema imunoldgico continua em
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desenvolvimento. O pico de transporte transplacentario de IgG ocorre durante o

terceiro trimestre de gestacao (Healy; Rench; Baker, 2013).

Os beneficios da vacinagédo na gravidez sdo inumeros, e abrangem a prevencgao de
complicagbes e O6bitos maternos, redugdo do risco de infecgdes intrauterinas e
doencas fetais, bem como a transmissdo da imunidade passiva aos recém-nascidos,
oferecendo anticorpos as criangas em um periodo no qual sua capacidade de
resposta aos estimulos vacinais é limitada (Hussain et al., 2022; Mackin; Walker,
2021). Entretanto, baixas taxas de cobertura vacinal em gestantes ainda s&o
discutidas, sendo um reflexo das preocupagdes em relagdo a segurancga ou falta de

conhecimento do impacto de vacinas para as gestantes (Mackin; Walker, 2021).

O avanco da inclusdo de mulheres gravidas em ensaios clinicos foi acelerado apoés a
pandemia de influenza H1IN1 em 2009, de modo a inclui-las em programas de
vacinacao (Mackin; Walker, 2021). Atualmente, nos Estados Unidos, apenas duas
vacinas sao recomendadas rotineiramente para todas as mulheres gravidas, vacinas
inativadas contra influenza e vacinas combinadas contra tétano, difteria e coqueluche
(Tdap), embora outras vacinas recomendadas para mulheres em idade reprodutiva
sejam as vezes administradas durante a gravidez quando necessario (DeStefano;
Offit; Fisher, 2018).

A agéncia reguladora de medicamentos dos Estados Unidos, Food and Drug
Administration (FDA), possui regulamentos para a protecao de seres humanos em
pesquisa. Especificamente no regulamento 45 CFR Parte 46, que se refere a
pesquisas envolvendo fetos e mulheres gravidas, ha uma politica de inclusdo desse
grupo em pesquisas clinicas desde que estudos pré-clinicos e clinicos sejam
cientificamente conduzidos em mulheres ndo gravidas e apresentem beneficios

diretos na mulher, no feto ou em ambos.

Os riscos associados a imunizagao durante o periodo gestacional sdo fundamentados
em uma avaliagao integrada entre os dados pré-clinicos e clinicos existentes. Esses
dados, incluem consideragdes farmacolégicas, farmacocinéticas, toxicologicas, além
da experiéncia clinica e o objetivo terapéutico do farmaco em questdo. Durante o
periodo de desenvolvimento pré-registo, os dados de maior relevancia sao os nao
clinicos conduzidos em animais, uma vez que a experiéncia clinica € inexistente ou

limitada na area da reprodugao (ICH, 2020; Barrow, 2012).
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Considerando que as mulheres gravidas sao geralmente excluidas da participacao
em ensaios clinicos, as conclusbes sobre os riscos reprodutivos, e no
desenvolvimento, sdo baseadas em dados de estudos de toxicidade reprodutiva, e do
desenvolvimento, em modelos animais. Esses dados sao gerados com o intuito de
fornecer dados empiricos para inclusdo de mulheres gravidas em ensaios de
seguranca clinica (Klein et al., 2021), os estudos de toxicidade reprodutiva devem ser
executados antes dos ensaios clinicos de fase Ill, conforme as regulamentagdes

internacionais (Woldemeskel, 2022).

1.4 A formulagcao UFMG-VAC-V4N2

As vacinas antidrogas, usualmente, tem como insumo farmacéutico ativo (IFA) o
hapteno conjugado a um carreador sabidamente imunogénico, sendo muito comum o
uso de proteinas como estruturas carreadoras de haptenos (Kinsey; Kosten; Orson,
2010). No entanto, para induzir uma resposta imunolégica pelo organismo, e,
consequentemente, a produgao de anticorpos, ndo € obrigatéria a presenga de uma
unidade proteica (Orson et al., 2009). Dessa forma, moléculas de alto peso molecular
(acima de 1000 gmol') podem ser utilizadas como estruturas carreadoras em novos
possiveis imundgenos, sendo capazes de induzir a produgdo segura e eficaz de

anticorpos especificos (Bremer et al., 2017).

A molécula UFMG-V4N2 é uma nova uma estrutura quimica derivada do calixareno,
preferencialmente calix[4]areno, acoplada a quatro haptenos da cocaina, o hapteno
GNE (Da Silva et al., 2021) conforme ilustrado na Figura 2. Essa plataforma sintética
pode ser utilizada como sistema carreador biologicamente ativo, apresentando peso
molecular acima de 1000 gmol-', caracteristica essencial para a indugdo da resposta
imunolégica. Os calixarenos, também demonstraram atividades antivirais,
antibacterianas, antifungicas e anticancerigenas (De Fatima et al., 2009; Naseer;
Ahmed; Hameed, 2017). Além disso, compostos sintéticos a base de calixareno e
seus inumeros derivados, apresentam baixo sinal de citotoxicidade, os qualificando

para serem usados como potenciais carreadores (Dawn et al., 2019).
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Figura 2 - Estrutura quimica da molécula UFMG-V4N2.

Figura 2 — Quatro moléculas de GNE acoplada a plataforma do calix[4]areno. Fonte: Adaptado de Da
Silva Neto et al., 2022.

A imunoterapia com a molécula UFMG-V4N2 vem se mostrando promissora nos
estudos ja conduzidos. No estudo conduzido por Da Silva Neto (2022) e
colaboradores foi observado que camundongos imunizados com a molécula UFMG-
V4N2 associado ao adjuvante de Freund foi capaz de induzir a produgao de titulos de
anticorpos IgG anticocaina com especificidade pela droga. Nos animais, os anticorpos
diminuiram a passagem de um analogo de cocaina radiomarcado (Trodat®) pela BHE
e reduziram os efeitos de comportamento hiperlocomotor em modelo de campo aberto
(Da Silva Neto et al., 2022).

O estudo de citotoxidade e mutagenicidade in vitro da molécula UFMG-V4N2,
conduzido por Souza (2018) a partir do ensaio de micronucleos com bloqueio da
citocinese (CBMN-Cyt), mostrou que a molécula ndo demonstrou citotoxicidade. A
toxicidade aguda foi testada também em modelo in vivo, onde camundongos foram
imunizados com uma dose unica da molécula UFMG-V4N2 associada ao adjuvante
fosfato de aluminio. Os animais foram observados por um periodo de quatorze dias,
a fim de avaliar possiveis sinais de toxicidade, como mudan¢a no comportamento,
peso, consumo alimentar e morte. Os resultados foram satisfatorios, estando

conforme a literatura para a avaliagao da toxicidade aguda.

A partir dos estudos citados anteriormente, e visando a aplicagdo do imundgeno
UFMG-V4N2 em humanos, Assis et al., 2023 avaliaram diferentes doses da molécula,
formulagbes e adjuvantes em camundongos. Ensaios de biodistribuicdo foram
realizados utilizando o analogo de cocaina radiomarcado (Trodat®). Diferentes doses

da vacina foram aplicadas nos animais, sendo observado que os camundongos que
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receberam a menor dose imunogénica apresentaram uma tendéncia de reducgao de
Trodat® no tecido cerebral em relagdo ao grupo controle (Assis, et al., 2023). Visto a
aplicacdo da UFMG-V4N2 em humanos, foi estabelecida uma formulagdo
farmacéutica, na menor dose, em suspensao, associada ao adjuvante fosfato de
aluminio (Adjuphos®) e com excipientes licenciados para uso em humanos,

compondo assim, a formulagdo denominada UFMG-VAC-V4N2.

Os resultados dos testes pré-clinicos realizados até o presente momento, sugerem
que a molécula UFMG-V4N2 seja uma candidata a um insumo farmacologicamente

ativo para uma vacina anticocaina.

Embora a perspectiva de desenvolver uma imunoterapia eficaz no tratamento da
dependéncia a cocaina seja uma estratégia promissora, até o momento nao houve
aprovacao de uma vacina para aplicacao clinica por parte dos 6rgaos regulatérios,
tais como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o FDA. A aprovagao
regulatéria € um processo rigoroso, que exige a demonstracdo da eficacia e
seguranga, bem como evidéncias substanciais de beneficios para a saude dos

pacientes.

1.5 Conducgao de estudos pré-clinicos de seguranga para vacinas

Para a regulamentagdo e comercializagdo de uma nova vacina destinada para uso
em humanos, testes pré-clinicos devem ser estabelecidos e conduzidos conforme as
orientagcdes recomendadas pelas diretrizes internacionais, da Organizagao Mundial
da Saude (OMS), Conselho Internacional para Harmonizagcao de Requisitos Técnicos
para Medicamentos de Uso Humano (ICH), Organizagdo para Cooperagao e
Desenvolvimento Econémico (OCDE). Dentre outras diretrizes existentes, estédo
incluidas as agéncias reguladoras de diversos paises, as quais possuem suas
proprias diretrizes.

Atualmente, a ANVISA, ndo possui diretriz prépria e especifica para conducao de
ensaios pré-clinicos destinado ao desenvolvimento de vacinas. A agéncia possui
somente um guia especifico para a condugao de ensaios pré-clinicos destinados ao
licenciamento de medicamentos (ANVISA, 2013). Dessa forma, para a execugao dos
ensaios voltados ao desenvolvimento de vacinas, a ANVISA adere as recomendacgoes
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tanto das diretrizes internacionais além de seguir seu proprio guia (ICH, 2020; OMS
2005; OMS 2013).

O processo de licenciamento de um produto destinado a humanos, exige a realizagao
de cinco testes de toxicidade (WHO, 2013; ICH, 2020). Esses estudos abrangem a
avaliacgo da toxicidade aguda, toxicidade crbénica, genotoxicidade,
carcinogenicidade, toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento. No contexto da nova
formulacdo UFMG-VAC-V4N2, dois estudos independentes foram conduzidos e
apresentaram resultados satisfatorios em testes de toxicidade aguda e toxicidade
local. Ratos da espécie Wistar (dados nao publicados) e primatas ndo humanos da
espécie Callithrix Penicillatra (Sabato et al., 2023) receberam doses repetidas da
formulacdo UFMG-VAC-V4N2 associado ao adjuvante fosfato de aluminio
(Adjuphos®), de acordo com o protocolo de imunizagédo estabelecido por Da Silva
Neto et al., 2022 e Assis, et al., 2023.

Conforme preconizado pelas diretrizes internacionais (WHO, 2013; ICH, 2020), para
a execugao de testes de toxicidade relacionado a vacinas, foi realizado um estudo
histopatoldégico completo de ambas as espécies imunizadas com a vacina. Os
resultados sugeriram que a formulagdo UFMG-VAC-V4N2 foi bem tolerada apés a
administracao de quatro doses, exceto por um leve edema no local da injecao em

ambas as espécies (Caligiorne et al., 2019 no prelo).

Os estudos empregados para avaliar a toxicidade reprodutiva e/ou do
desenvolvimento de vacinas preventivas e terapéuticas variam conforme o grupo
populacional a quem a vacina se destina e a relevancia do risco reprodutivo
associado. Para vacinas destinadas especificamente a mulheres gravidas e em idade
reprodutiva, € necessaria a condugao de estudos pré-clinicos de toxicidade
reprodutiva e do desenvolvimento em pelo menos uma espécie animal (ICH, 2020;
Green; Al-Humadi 2017). A justificativa para a escolha da espécie, ira depender se
em estudos anteriores, a vacina apresentou perfil de seguranga favoravel e resposta

imunoldgica (Barrow, 2012).

Geralmente, ratos e camundongos sao as espécies de escolha para a realizagdo dos
estudos de toxicidade reprodutiva. Os murinos possuem boa comparabilidade e sao

de facil manipulagdo, sendo utilizados nos estudos o qual ja existe amplo
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conhecimento prévio (ICH, 2020; FDA, 2021). As espécies de animais recomendadas
pelas diretrizes do ICH coincidem com as mesmas espécies recomendadas pelo guia
da ANVISA (ANVISA, 2013).

A imunizacdo de mulheres gravidas apresenta questdes unicas, uma vez que o
sistema imunoldgico na gravidez é modulado (Ander; Diamond; Coyne, 2019). E
importante abordar ndo apenas a segurancga e a eficacia nas mulheres gravidas, mas
também no bebé. Assim, qualquer recomendagao para o uso de uma vacina em
gestantes exigira dados de estudos de seguranga pré-clinicos para garantir que néao
sejam detectadas complicagbes na gravidez, durante o trabalho de parto e no
desenvolvimento do bebé (Gruber, 2003). Deve-se ressaltar que os resultados dos
testes de seguranca deverdo estar disponiveis antes da inclusdao de mulheres
gravidas em ensaios clinicos de fase lll. E, esses resultados irdo determinar condutas
para o desenho do estudo, dependendo das caracteristicas do farmaco em questao,
doenga ou condigado para a qual o farmaco pretende prevenir o/ou proteger (WHO,

2013).

As vacinas podem ser justificadamente consideradas uma das classes mais seguras
de agentes medicinais no que diz respeito aos riscos reprodutivos e do
desenvolvimento (Verdier; Barrow; Burge, 2003). A toxicidade associada as vacinas,
surgem de varios fatores envolvidos a partir de eventos inflamatérios que possuem
relacdo com a resposta ao antigeno e também ao adjuvante administrado (Green; Al-
Humadi 2017). Quaisquer novos componentes da formulagéo da vacina (adjuvantes,
excipientes, estabilizadores e conservantes) também podem ser testados quanto as
influéncias na reproducédo e desenvolvimento, embora, os riscos sejam limitados
pelas dosagens muito baixas utilizadas na formulagao vacinal (Verdier; Barrow;
Burge, 2003; Barrow, 2012).

Os estudos de toxicologia regulatéria pré-clinica podem ser conduzidos para avaliar
a toxicidade inerente da vacina, toxicidade de impurezas, contaminantes e/ou
excipientes, toxicidade devido a interacdo dos componentes da formulacdo, bem
como toxicidade ligada a resposta imune, visando abordar o potencial risco
reprodutivo. Deve-se ressaltar que a auséncia de toxicidade detectavel em estudos
com animais nao significa necessariamente que uma vacina sera segura em humanos
(Faqi et al., 2013; OMS, 2005).
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Nao existe uma diretriz padronizada capaz de abranger todas as classes de vacinas.
O estudo de segurancga pré-clinica na avaliagdo de uma vacina é dependente do tipo
de molécula (proteica, sintética ou de outra natureza biologica) utilizada na
formulagao, e a conducéo destes estudos é delimitada caso a caso. A vacina UFMG-
VAC-V4N2 é classificada como sintética e utiliza de uma proposta totalmente
inovadora, o que dificulta o processo de encaixa-la em uma classificacdo. Nesse
contexto, a vacina anticocaina aplicada em ratas gravidas, classifica-se como

candidata a submissao de estudos de toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento.

1.6 Conducao de estudos de toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento

Durante o curso de desenvolvimento de novos farmacos, testes de toxicologia
reprodutiva sdo realizados para determinar os efeitos de novos compostos no sistema
reprodutivo de mamiferos, através da exposicao de animais adultos a substancias
ativas em diferentes estagios de reprodugcao e desenvolvimento (ICH, 2020). Estes
incluem a avaliacdo do comprometimento da fungao reprodutiva (infertilidade); a
inducdo de efeitos adversos no embrido (teratogenicidade), como retardo de
crescimento, malformagdes e morte; e a inducao de efeitos adversos pds-natais na

prole em desenvolvimento (Woldemeskel, 2022).

Os segmentos e a condugéao dos testes variam conforme o objetivo farmacolégico ou
terapéutico da molécula a ser testada (Barrow, 2012; Faqi et al., 2013). Como citado
no tépico anterior, embora as diretrizes internacionais fornecam apenas
recomendacgdes para a condugao de estudos de seguranga pré-clinica de vacinas em
toxicidade reprodutiva, ndo existe padronizagao na condug¢ao dos estudos destinado
aos diferentes tipos de vacinas (WHO, 2013; ICH 2011; ICH, 2020; Barrow, 2012). As
discussdes concentram-se apenas nos aspectos técnicos, desenho experimental e
modelos animais para estudos de toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento.
Estudos de toxicidade anteriores s&do recomendados antes de iniciar os estudos
reprodutivos, a fim de garantir que sejam relevantes e Uteis para a avaliagao de risco
na imunizagao de gestantes (ICH, 2020; ICH, 2011; Gruber, 2003).

Na avaliacdo da toxicidade reprodutiva de vacinas é recomendado analisar apenas
um unico nivel de dose. A determinacao do momento e a quantidade, ira depender

do inicio e da duragdo da resposta imune especifica do imundgeno. O plano de
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vacinacao deve otimizar os niveis de anticorpos maternos e/ou a resposta imune
durante os estagios embrionario, fetal e pds-natal imediato. Ao desenvolver vacinas
para uso durante a gravidez é necessario justificar o desenho especifico do estudo,
com base na finalidade pretendida, como proteger mé&e durante a gestagéo e também
0 recém-nascido logo apos o parto. Além disso, a via de administracdo deve ser a

mesma via pretendida na aplicagdo em humanos (ICH, 2020; Faqi et al., 2013).

A vacinacdo com a UFMG-VAC-V4N2 em estudos conduzidos anteriormente,
mostrou-se eficaz em murinos e em primatas ndao-humanos com a administragao de
cinco doses, em intervalos espagados e na composigdo da menor dose imunogénica
(Assis et al, 2023; Caligiorne, et al., 2019 no prelo; Sabato et al., 2023). Visando a
nova aplicacdo da UFMG-VAC-V4N2 em modelo de animais gravidicos, os objetivos
implicados na vacinagado materna é proteger os fetos através da imunizagao passiva
de anticorpos IgG anticocaina através da placenta. Outra forma de protecéo, também
seria pela transmissao passiva de anticorpos IgA e IgG anticocaina através do leite
materno. Dessa forma visa-se, proteger, os fetos dos desfechos negativos do uso e

abuso de cocaina durante o periodo de gravidez, e o recém-nascido logo apés o parto.

Devido ao curto periodo gestacional em roedores, as diretrizes recomendam a
administracdo das doses primarias da imunizagcdo antes do acasalamento, para
garantir o pico de anticorpos maternos durante a gestacédo. Apds a confirmagéo da
gravidez, € necessario realizar, no minimo, uma imunizagdo durante o estagio de
organogénese, referente a segunda semana de gestacdo. Com esse protocolo tem-
se o intuito de avaliar possiveis efeitos embriotdxicos diretos dos componentes da

formulac&o da vacina no desenvolvimento embrionario (ICH, 2020).

A seguir serdo descritas as principais recomendacdes dos trés segmentos para a
conducgao dos estudos pré-clinicos de toxicidade e do desenvolvimento em animais

murinos.

1.6.1 Fertilidade e desenvolvimento embrionario inicial

O estudo de Fertilidade e Desenvolvimento Embrionario inicial € o segmento que
permite verificar a fertilidade geral das fémeas como a avaliagdo da maturagao de
gametas, transporte tubario, comportamento de acasalamento, efeitos no ciclo estral,

estagio de pré-implantagdo embrionaria e implantagdo. Durante o estudo sé&o
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observados parametros como peso corporal, consumo alimentar e hidrico,

mortalidade materna.

O exame histopatolégico dos 6rgaos reprodutivos € opcional, e deve ser considerada
conforme o objetivo terapéutico do farmaco (Denny; Faqi, 2017). Dados de estudos
de toxicidade anteriores devem estar disponiveis antes da realizacado dos estudos de
toxicidade reprodutiva. O exame histopatolégico dos érgaos reprodutivos é realizado
com base na morfologia subjacente de um ciclo normal, incluindo a avaliagdo do
ovario para identificar achados patoldgicos de toxicidade ovariana, como diminuigéo
de foliculos, aumento de foliculos atrésicos, aumento de corpos luteos, dentre outros
(Denny; Faqi, 2017; Lanning et al., 2002).

1.6.2 Desenvolvimento embrio-fetal

Os testes de desenvolvimento embrio-fetal incluindo a avaliagdo da fungdo materna,
tem por objetivo avaliar as fémeas gravidas expostas ao imunégeno durante o periodo
de organogénese. Também sao investigados possiveis efeitos na sobrevivéncia do
feto, crescimento e desenvolvimento morfolégico (ICH, 2020). Durante o periodo
gestacional sdo monitorados indicadores como ganho de peso corporal, consumo
alimentar e hidrico e mortalidade materna. Incluindo também, observagdes relevantes

e provenientes de estudos de toxicidade anteriores (ANVISA, 2013).

A fungcdo materna é avaliada um ou dois dias antes da data prevista para o parto.
Nessa etapa do estudo, ambos os grupos, fémeas tratadas com a vacina teste e grupo
placebo, sdo divididas em dois estudos distintos. Metade das fémeas gravidas sao
submetidas a cesariana e a outra metade € destinada ao parto normalmente. As
fémeas submetidas a cesariana, sao avaliadas conforme o numero e distribuicdo de
corpos luteos, locais de implantagao e viabilidade embrio-fetal (nUmero de fetos vivos,
mortos, reabsor¢des precoces e tardias). Na sequéncia, 50% dos fetos de cada
ninhada sdo examinados quanto a alteragdes viscerais e os outros 50% restantes sao

examinados quanto a alteracdes esqueléticas (ANVISA, 2013; ICH, 2020).

A outra metade das fémeas prossegue com a gestacdo até o parto normal, e os
filnotes sdo avaliados até o periodo de desmame, conforme o estudo de

desenvolvimento pré e pds-natal. Adicionalmente, amostras sorologicas de fetos e
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filhotes sao coletadas de ambos os grupos no término do estudo, para a quantificagéo
de anticorpos induzidos pela vacina (ANVISA, 2013; ICH, 2020; WHO, 2005).

1.6.3 Desenvolvimento pré e pos-natal

O estudo do desenvolvimento pré e pos-natal € o segmento que permite detectar
efeitos adversos desde a confirmagédo da gestagdo até periodo de desmame dos
filhotes, a fim de avaliar parametros associados a toxicidade materna e/ou lactante, e
no desenvolvimento da prole. Durante o periodo de gestagcéo sdo observados sinais
clinicos de mortalidade, alteracdo de peso corporeo, ingestao hidrica e alimentar,
bioquimica do soro e hematologia, duracdo da prenhez e paricdo, e possiveis
observacoes relevantes provenientes de estudos de toxicidade anteriores. Apds o
desmame dos filhotes, as fémeas sdo necropsiadas e submetidas a analise

macroscopica dos tecidos e posterior analise histopatologica.

O desenvolvimento dos filhotes é avaliado diariamente quanto a sobrevivéncia apés
0 nascimento, ganho de peso corporal, considerando a ninhada como analise de
medida. Os marcos do desenvolvimento fisico sdo avaliados quanto a erupcéo dos
incisivos deslocamento dos pavilhdes auriculares, surgimento de pelos, abertura
palpebral ocular bilateral (ANVISA, 2013; Denny; Faqi, 2017; ICH, 2020). As
manifestagbes das caracteristicas sexuais sao medidas através da distancia
anogenital (AGD), que é a distancia do anus ao broto genital em desenvolvimento. O
AGD é normalmente cerca de duas vezes mais longo em ratos machos do que em
fémeas (Griffith Jr; Farris, 1942).

As avaliagbes de toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento relacionadas as
vacinas sao, geralmente, restritas a estudos embrio-fetais e do desenvolvimento pré-
natal e pds-natal, pois a principal preocupacao & qualquer efeito prejudicial potencial
no embrido, feto ou recém-nascido em desenvolvimento (WHO, 2005). Conforme
mencionado anteriormente, as vacinas sao classificadas como uma classe segura de
farmacos. Evidéncias obtidas em outros estudos de toxicidade podem definir o
desenho do estudo de toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento (Garg et al.,
2017). De acordo com as diretrizes internacionais, a equipe de pesquisa tem a
flexibilidade de escolher o método e o desenho de estudo mais adequados. E
fundamental destacar que os trés segmentos dos estudos de toxicidade reprodutiva

nao precisam obrigatoriamente ser realizados em uma ordem especifica,
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possibilitando a integragao entre eles e a eliminagado de observagdes consideradas
irrelevantes para o resultado e interpretagao dos dados do estudo (ICH, 2020; FDA,
2021).

2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

O uso de drogas na gestagcdo pode interferir em diversos processos do
desenvolvimento fetal, pds-natal até a puberdade (Schwetz et al., 1991). O uso de
cocaina e crack durante a gestacado pode ocasionar consequéncias negativas para as
maes e o feto em desenvolvimento, a curto e longo prazo (Behke et al., 2013). A
imunoterapia, por meio da vacinagéo anticocaina, tem sido estudada como alternativa
promissora para auxiliar no tratamento da dependéncia quimica e proteger o recém-

nascido dos desfechos negativos da droga.

Para o sucesso de uma vacina antidrogas destinada a mulheres gravidas, estudos
pré-clinicos de seguranca devem ser realizados antes de ocorrer a aplicagdo em
mulheres gravidas, em estudos de fase clinica (ANVISA, 2013). Nesse contexto,
conforme determina a ANVISA, o presente estudo visou a avaliagdo da seguranga da
formulagao vacinal UFMG-VAC-V4N2, em ratas gravidas, especificamente relativo ao
periodo gestacional e ao desenvolvimento da prole. Em estudos conduzidos
anteriormente, a imunoterapia com a UFMG-VAC-V4N2 mostrou-se eficaz e segura

em ensaios pré-clinicos in vitro e in vivo (Souza, 2018; Assis et al., 2023).

Com o objetivo de avangarmos nos estudos para a fase clinica em mulheres gravidas,
aventamos a hipétese de que a vacinacdo com UFMG-VAC-V4N2 ndo induz efeitos
toxicos significativos em ratas gravidas e seus filhotes, assegurando protecao e
seguranga durante o periodo pré-gestacional, gestagao, periodo pds-natal imediato e
na prole, até o periodo de desmame.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a seguranga da vacina UFMG-VAC-V4N2 em ratas no periodo gestacional,

pos-natal imediato e na prole até o periodo de desmame.
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3.2 Objetivos especificos

A) Avaliar e quantificar anticorpos IgG anticocaina induzidos pela vacina UFMG-
VAC-V4N2 em ratas gravidas;

B) Avaliar a aquisicdo passiva de anticorpos IgG anticocaina em filhotes;

C) Avaliar possiveis alteragdes durante o periodo gestacional e pés-natal: ganho
de peso, consumo alimentar e hidrico materno e avaliagdo dos parametros
pos-natais nos filhotes, como numero de nativivos e natimortos, ganho de peso

e tamanho da ninhada;

D) Avaliar longitudinalmente indicadores hematoldgicos e bioquimicos de mées

imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e grupo placebo;

E) Avaliar histopatologicamente os principais 6rgaos de ratas imunizadas com
UFMG-VAC-V4N2 e grupo placebo.

4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Biotério de Experimentacdo Animal da Faculdade de
Medicina da UFMG. Este trabalho foi avaliado e aprovado pela Comissao de Etica no
Uso de Animais - CEUA e esta registrado com o numero 213/2021. Os procedimentos
em animais foram realizados considerando as normas providas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA de demais padrbes

humanitarios de experimentagao animal.

4. METODOS

4.1.1 Preparo do hapteno GNE e a molécula V4N2

O hapteno GNE foi sintetizado e acoplado a plataforma do calix[4]areno conforme
descrito por Da Silva Neto (2022) ambos produzidos pelo Laboratério de Quimica
Organica do Departamento de Quimica da UFMG. Apds a sintese da molécula
UFMG-V4N2, foi preparada a formulacdo da vacina UFMG-VAC-V4N2, conforme o
protocolo descrito por Assis (2023).
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4.1.2 Formulagado da vacina UFMG-VAC-V4N2

A formulag&o da vacina compreendeu uma suspenséo de 6,74x10° mg/mL de UFMG-
V4N2, 10mg/mL de alcool etilico (Merck®, Alemanha), 120 mg/mL de propileno glicol
(Croda®, NJ, EUA), 180 mg/mL de polietilenoglicol 300 (Croda®, NJ, EUA), 0,05
mg/mL de polissorbato 80 (Croda®, NJ, EUA), 100 mg/mL de fosfato de aluminio
(Croda®, Dinamarca) e agua. As concentragdes dos excipientes e adjuvante utilizados
correspondem com o0s requisitos regulamentares para aprovagdo para uso em
humanos (Assis et al., 2023).

4.2 Protocolos experimentais

Para esta etapa do estudo foi realizada uma pesquisa documental conforme as
recomendacgdes das diretrizes internacionais da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), Conselho Internacional para Harmonizagdo de Requisitos Técnicos para
Medicamentos de Uso Humano (ICH) e Food and Drug Administration (FDA)
aplicaveis ao desenvolvimento de vacinas e consideracbes para o estudo de
toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento (FDA, 2021; ICH, 2020; WHO, 2005).

O estudo foi realizado para a avaliagdo dos parametros que incluem alguns testes
embrio-fetais e estudo de toxicidade do desenvolvimento pré e pés-natal dos filhotes.
Para melhor entendimento dos testes realizados, a metodologia do estudo foi
empregada a fins de obter desfechos analisados em parametros maternos, fetais e

dos filhotes apds o nascimento até o desmame.

Os parametros fisioldgicos maternos foram avaliados quanto ao ganho de peso pré-
gestacdo, gestacdo e pos-gestacdo, consumo alimentar e hidrico durante a pré-
gestacao, gestacao e pds-gestacao, parametros bioquimicos do soro e hematologia
sanguinea, analise anatomopatolégica e avaliacdo da imunogenicidade para
quantificacdo de anticorpos anticocaina dosados nas amostras de soro de sangue

maternos.

Os parametros pré-natais e pds-natais dos filhotes foram avaliados quanto ao indice
de fertilidade, viabilidade, mortalidade, razdo sexual, tamanho e ganho de peso da
ninhada, avaliagdo do desenvolvimento fisico e da imunogenicidade para
quantificacado de anticorpos IgG anticocaina dosados nas amostras de soro de sangue

dos filhotes.
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4.2.1 Animais e grupos experimentais

Ratos da espécie Sprague Dawley (NTacUnib:SD) foram adquiridos do Biotério da
Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP. Para a conduc¢ao do estudo foram
utilizadas doze ratas fémeas nuliparas com massa corporal média de 230 g e machos
com 350 g, ambos com aproximadamente 8 semanas, que corresponde ao inicio da
idade reprodutiva. Os animais foram mantidos em condi¢des ambientais controladas
de temperatura (22 £ 2°C), e ciclo claro-escuro constante (12 horas cada). As fémeas
foram alojadas em dupla em caixa de propileno com dimensdes de 60 x 50 x 22 cm

forradas com maravalha com racao e agua ad libitum.

Os grupos experimentais foram divididos conforme especificado abaixo:

Grupo vacinado: 8 fémeas imunizadas com 6,74x10"> mg/mL UFMG-VAC-V2N2 +

Adjuphos®

Grupo placebo: 4 fémeas imunizados com Adjuphos®

[NASCIMENTD] [ NECROPSIA ]
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Figura 3 — Escala temporal. Protocolo de imunizagao com UFMG-VAC-V4N2 e coletas sanguinea
das fémeas. Fonte: Elaborado pelo autor.

O cronograma de imunizacgéo foi realizado baseados em estudos anteriores (Da Silva
Neto et al., 2022; Maia, 2018; Souza, 2018; Assis et al., 2023; Sabato et al., 2023).
Os animais do grupo imunizado com UFMG-VAC-V4N2 e grupo placebo foram
imunizados em 5 tempos distintos, nos dias (T) TO, T7, T21 e T28 que correspondem
ao periodo pré-gestacional e no T42 durante o periodo gestacional, especificamente
durante a organogénese. Cada animal recebeu 300 uL da formulag¢ao vacinal (UFMG-
VAC-V4N2 ou Adjuphos®) por via intramuscular (i.m) a mesma via pretendida para

uso em humanos. Cada formulagao foi preparada no dia anterior a administracao,
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conforme o protocolo descrito por Assis et al., 2023. A escala temporal do protocolo

esta ilustrada na Figura 3.

4.2.1 Observacdes maternas avaliadas

O ganho de peso das ratas foi avaliado uma vez por semana no periodo pré-
gestacional, diariamente durante a gestagéo e a cada 3 dias no desmame; a pesagem
foi realizada sempre no mesmo horario (manha). As fémeas foram observadas
diariamente, quanto ao nivel de estresse e aspecto fisico, a partir da primeira
imunizagao no tempo TO. Para a avaliacdo do nivel de estresse foram observados
aspectos como apetite (ingestdo alimentar e hidrica), agitagdo, agressividade,
resposta ao manejo e perda de peso. Apos a quinta imunizagao, no T42 (gestacional),
especificamente no periodo de organogénese, as méaes foram avaliadas diariamente
quanto a sinais de aborto (ICH 2020; Denny; Faqi, 2017).

4.2.2 Ingestéo alimentar e hidrica das maes

O consumo de agua e racao foi mensurado, a cada dois dias, utilizando-se proveta e
balancga, respectivamente (ICH 2020; Denny; Faqi, 2017). A cada dois dias, pela
manha, foram oferecidos 300 g de ragdo e 600 mL de agua, em cada caixa, para
ambos os grupos. Os valores de consumo de ragao e agua foram calculados como o

total consumido por gaiola dividido pelo numero de ratos por gaiola.

4.2.3 Avaliagao do ciclo estral e acasalamento

Duas fémeas foram agrupadas com um macho em caixas de propileno com
dimensdes de 60 x 50 x 22 cm, durante um periodo de 8 dias, equivalente a dois ciclos
estrais (Neves et al., 2013). Durante esse periodo, foram coletados esfregacos
vaginais diariamente para acompanhamento do ciclo estral. O inicio da gravidez (dia
0) foi considerado apds a observagdo do tampao vaginal. Apoés confirmagao da
gravidez, as fémeas foram alojadas em caixas individuais e, apos o parto, os filhotes
permaneceram com as fémeas durante 21 dias, destinado ao periodo de

amamentacgao.

4.2.4 Coleta sanguinea

Para a analise sorologica de anticorpos anticocaina, a coleta sanguinea foi realizada

na veia safena, utilizando agulhas de calibre 0,45 x 13, nos tempos TO, T7, T14, T21,
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T28 (pré-gestacao), T35, T42, T49, T57 (periodo gestacional), T63, T70 (pds-
gestacao e desmame). Apos coleta, o sangue total foi centrifugado a 10.000 rpm (4°C
20 minutos) para obtengao do soro, sendo posteriormente distribuidos em microtubos,
identificados, os quais foram armazenados em freezer -80°C até a execugao dos

ensaios imunologicos.

Para analise bioquimica o sangue materno foi coletado em tubo de polipropileno de
0,5 mL e para a analise hematolégica, o sangue foi coletado em microtubo
Vacutainer® tampa roxa contendo acido etilenodiamino tetracético (EDTA). As
amostras foram encaminhadas imediatamente para o Laboratério de Patologia Clinica
do Hospital Veterinario da UFMG, onde foram centrifugadas a 10.000 rpm (4°C, 20
minutos) para obtengao do soro e posterior analise bioquimica. As amostras em EDTA

foram avaliadas para verificar a presenga ou auséncia de coagulos.

Para a analise sorolégica de anticorpos IgG anticocaina no soro de sangue dos
filhotes, a coleta foi realizada pela veia facial mandibular (Neves et al., 2013) com
agulhas de calibre 0,45 x 13. O sangue dos filhotes foi coletado em trés dias distintos,
nos tempos TO, T7 e T14 apdés o desmame. O sangue total foi centrifugado a 10.000
rom (4°C, 20 minutos) para obtencdo do soro. As amostras soroldgicas foram
distribuidas em microtubos, identificadas e armazenadas em freezer -80°C até a

execucao dos ensaios imunoldgicos.

4.2.5 Analise Bioquimica e hematolégica do soro do sangue das méaes

Conforme especificado para os testes pré-clinicos de seguranga (WHO, 2013), foram
realizadas trés coletas para analisar os parametros bioquimicos e hematologicos. A
primeira coleta foi realizada antes da primeira imunizacao, no tempo T-10. A segunda
coleta ocorreu trés dias ap6s a primeira imunizagdo com UFMG-VAC-V4N2, no tempo
T3. E a terceira coleta foi realizada apds a ultima imunizacdo, durante o periodo
gestacional, no tempo T48. Os materiais utilizados na coleta podem sem consultados

no Apéndice 1.

Na noite anterior a coleta sanguinea, as ratas tiveram sua ragao retirada das gaiolas
e foram submetidas a jejum noturno de 12 horas. Procedeu-se a dosagem das
enzimas plasmaticas, como aspartato aminotransferase (AST), alanina

aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP), colesterol total, triglicérides, ureia,
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creatinina, glicose, albumina e proteinas totais utilizando kits da BIOTECNICA® e
equipamento Cobas MIRA® Plus analyzer (Roche Diagnostic Systems, GmBH,

Germany).

O hemograma completo foi realizado para determinar os valores totais de hemacias,
hemoglobina, hematocrito, leucdcitos totais, plaquetas. Também foram avaliados os
indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular média (HCM), utilizando
analisador automatico de células hematolégicas ICOUNTER 3D (DIAGNO®).

4.2.6 Observagdes durante a gestacgao e periodo pds-natal

Alguns parametros foram calculados durante a gestacao até o periodo de desmame
(ICH, 2020; Denny; Faqi, 2017), sendo eles:

A) indice de fertilidade: nimero de fémeas gravidas e o nimero de fémeas
paridas.

B) indice de viabilidade: numero de filhotes que permaneceram vivos até o quarto
dia de lactacao e o total de filhotes nascidos vivos.

C) Tamanho da ninhada: numero total de filhotes que permaneceram vivos até o
21° dia.

D) Razao sexual: razdo entre o numero de filhotes machos e o numero de filhotes

fémeas.

4.2.7 Analise do desenvolvimento fisico dos filhotes

A avaliacao dos parametros do desenvolvimento fisico dos filhotes esta diretamente
relacionada com o ganho de peso corporal. Os parametros avaliados apos o
desmame, consistem na observacdo da abertura dos olhos, desdobramento do

pavilhdo auricular, crescimento de pelos e erupgao dos dentes incisivos (ICH, 2020).

O numero de filhotes vivos e mortos foram registrados diariamente, considerado o dia
TO de nascimento como o dia do parto até desmame no T21. Os filhotes encontrados
mortos foram investigados macroscopicamente quanto as alteragdes estruturais.
Cada ninhada foi pesada individualmente a cada trés dias, sendo a ultima pesagem
no dia do desmame. Cada filhote foi avaliado diariamente quanto a viabilidade a partir

do TO de nascimento, conforme os marcos do desenvolvimento fisico, os quais
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consistram na avaliagdo de cinco parametros: 1) Erupgcdo dos incisivos 2)
Deslocamento dos pavilhées auriculares (Qquando ambos estavam descolados no 12°
dia); 3) surgimento de pelos (5° a 8° dia); 4) abertura palpebral ocular bilateral (quando

ambos estavam completamente abertos no 12° a 15° dia).

4.2 .8 Protocolo de eutanasia

O procedimento de eutanasia adotado foi guiado pelos principios do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), seguindo uma
abordagem humanitaria que envolveu praticas controladas e assistidas, para alivio da
dor ou sofrimento. Essa abordagem visou também a minimizagéo do estresse e a

eliminac&o da possibilidade de causar desconforto no animal (CONCEA, 2015).

Apo6s o desmame dos filhotes, aproximadamente no tempo T80, as fémeas foram
eutanasiadas com solugao contendo os anestésicos Cetamina (cloridrato de cetamina
10%, 0,6 mL/animal) e Xilazina (Cloridrato de xilazina 2%, 0,3 mL/animal), via
intraperitoneal. Todas as fémeas foram observadas conforme a presenca ou a
auséncia de determinados sinais, como reflexo da cauda, reflexo palpebral e corneal
e as alteracdes das frequéncias cardiaca e respiratéria, para determinar a auséncia
de vida (Neves, et al., 2013). Durante a necropsia os seguintes 6rgaos foram retirados
para posterior analise histopatoldgica: coragao, cérebro, figado, bago, rins, bexiga,
pulméo, utero, ovario e trompas. As secgdes teciduais dos 6rgaos excisados foram
fixados em formalina tamponada 10% (V/V) e encaminhados para o Laboratério de

Anatomia Patolégica da Faculdade de Medicina da UFMG.

4.3 Processamento do tecido e analise histopatologica

4.3.1 Processamento dos tecidos e montagem das laminas

Apods 24 horas de fixagcdo, os tecidos foram resseccionadas, alocados em cassetes
individuais e encaminhados para o histotécnico Leica® TP 1020 (Leica, Wetzlar,
Germany), para processamento overnight. Os tecidos foram desidratados em
concentragdes crescentes de alcool etilico a 70, 80 e 90%. Na sequéncia, as amostras
foram diafanizadas em dois banhos de xilol e incluidas na parafina. Apos a obtencao
dos blocos, os fragmentos tissulares foram seccionados em espessura de

aproximadamente 3 um e colocados em laminas, a secagem foi feita em estufa a 75°
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overnight. Em seguida, as laminas foram diafanizadas e hidratadas para posterior
coloracédo pelo método de hematoxilina-eosina (H&E). As referidas l1aminas foram
submetidas a digitalizagéo por meio do equipamento 3DHISTECH/Pannoramic MIDI®
utilizando o programa CaseViewer. Os materiais utilizados no processamento de

tecidos e montagem das laminas podem ser consultados no Apéndice 1.

4.4 Analise da imunogenicidade: ensaio de imunoadsorcao enzimatica (ELISA)

Foram conduzidos ensaios imunoldgicos para quantificar os niveis de anticorpos IgG
anticocaina no soro sanguineo, tanto das maes quanto dos filhotes, seguindo o
protocolo descrito por Fetissov (2011) e adaptado por Pereira (2019). O protocolo com
2 mg/mL de cocaina fixados em fase adsortiva e amostras diluidas em 1:200, foi
definido anteriormente como protocolo padrao ouro para quantificacdo de anticorpos
anticocaina induzidos pela imunizagdgo com UFMG-VACV4N2, em camundongos
(Assis et al., 2023) e ratos (Caligiorne et al., 2019, no prelo). Paralelamente, um
conjunto de amostras de referéncia foi submetido a este protocolo, juntamente com
as amostras das fémeas imunizadas com UFMG-VACV4N2 e placebo. Além disso,
diferentes diluicbes das amostras foram testadas. Os materiais utilizados em todas as

etapas estao disponiveis para consulta no Apéndice 1.

4.4.1 Etapa de fixacao

Para dosagem dos anticorpos IgG anticocaina maternos, amostras de soro que
correspondem aos tempos das doses de refor¢co da imunizacgao (T7, T14, T21, T28,
T35 e T42) e dos filhotes (T7, T14) foram selecionadas.

O método de ensaio de imunoabsorgéo enzimatica utilizou placas Maxisorp (Thermo
Fisher Scientific®, MA, EUA) revestidas com 100 pL/pogo de uma solugdo 2 mg/mL
de cloridrato de cocaina diluida em tamp&o de fixagdo, seguindo o protocolo de
padronizacao descrito por Pereira (2019). Com auxilio de pipeta multicanal (Research
plus, Eppendorf®, Alemanha), foram adicionados 100 yL de cada uma dessas
solugcdes em placas individuais de 96 pocos. As placas foram revestidas com papel

aluminio e incubadas em um refrigerador a 4°C durante a noite.
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4.4.2 Etapa de incubagao das amostras maternas

ApOs a etapa de fixagao, as placas foram lavadas trés vezes com 100 uL de tampéo
de lavagem. Em seguida, foram adicionados 100 uyL das amostras de soro materno
e dos filhotes em triplicata a microplaca, nas seguintes dilui¢gdes: 1:50; 1:100; 1:200;
1:400; 1:800 e 1:1600. Como controle o tampao de amostra puro foi utilizado como
branco da amostra. A placa foi novamente coberta com papel aluminio e incubada em

refrigerador a 4°C durante a noite.

4.4.3 Etapa de revelagéo

ApoOs a incubacao das amostras, as placas foram lavadas trés vezes com 100 uL de
tampao de lavagem por pogo. Em seguida, o anticorpo secundario (Anti-rat I1gG -
Sigma-Aldrich®, EUA) foi diluido em 1:2000 e 100 pL foram adicionados em cada pogo
da microplaca, que foi posteriormente submetida a incubacdo a 37°C por trés horas
em banho-maria (Digital SSD20L SolidSteel, Brasil). Apds incubagao as placas foram
novamente lavadas com 100 yL de tampao de lavagem e em seguida, 100 pL da
solucao substrato foi adicionado por poco. A microplaca foi, entdo, coberta com papel
aluminio e mantida em repouso por 40 minutos a temperatura ambiente. Decorrido
esse tempo, as placas preparadas foram lidas no leitor de microplacas Varioskan LUX
(Thermo Fisher Scientific, MA) com filtro de 405 nm.

4.5 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism, versao 9.5.1
(San Diego, Estados Unidos). O teste de Shapiro-Wilk analisou a normalidade das
amostras. O teste two-way ANOVA com pds-teste de Tukey comparou as médias de
anticorpos IgG anticocaina no soro das mées e dos filhotes em diferentes tempos e
diluicbes da amostra. O teste t de Student n&do pareado foi aplicado para avaliar o
ganho de peso materno e diferengas na ingestao hidrica e alimentar materna. O teste
de Mann Whitney foi aplicado nas analises dos parametros bioquimicos e
hematologicos das maes. Para as demais analises dos filhotes foi aplicado o teste

Exato de Fisher. Para todas as analises, o nivel a foi fixado em 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagao da producao de anticorpos anticocaina:

5.1.1 Titulos de anticorpos IgG anticocaina de méaes imunizadas com UFMG-VAC-

V4N2: protocolo 2 mg/mL de cocaina fixados em fase adsortiva

Os titulos de anticorpos IgG anticocaina de maes imunizadas com UFMG-VAC-V4N2
nao diferiram estatisticamente em relagéo ao grupo placebo em nenhum dos tempos
de imunizagcdo. Os valores encontrados foram: Vacina vs. Placebo (p = 0,8916);
Vacina vs. V4N2 positivo (p = <0,0001); Placebo vs. V4N2 positivo (p = <0,0001). Os
titulos de anticorpos das amostras V4N2 positivo (amostras de referéncia) foram
significativamente maiores em relagdo ao grupo imunizado com UFMG-VAC-V4N2

nos tempos 7, 14, 21, 28, 35 e 42, conforme ilustrado na Figura 4 e Tabela 1.
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Figura 4 - Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras de fémeas diluidas 1:200.
Amostras de soro de sangue maternas expressos em densidade Optica (D.O) (eixo Y) por tempo, em
dias (eixo X), no protocolo com 2 mg/mL cocaina fixados. Two-way ANOVA com poés teste de Tukey.

Tabela 1 - Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras de soro de sangue maternas

Tempos UFMG-VAC-V4N2 Controle V4N2 positivo
TO 0,175+ 0,037 0,156 £+ 0,003 0,215+ 0,103
T7 0,211 £ 0,056 0,224 + 0,024 0,31+£0,174
T14 0,281 + 0,065 0,248 £ 0,051 0,969 £ 0,116
T21 0,204 + 0,048 0,255 £ 0,04 0,739 £ 0,006
T28 0,213 + 0,064 0,196 £ 0,02 0,999 £ 0,25
T35 0,240 + 0,049 0,203 £ 0,029 0,599 £ 0,189
T42 0,223 £ 0,046 0,207 + 0,049 -
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O protocolo empregado para obtengao deste resultado (2 mg/mL de cocaina fixados
em fase sélida e amostras diluidas em 1:200) foi definido em estudos anteriores como
padrao-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 estdo disponiveis para consulta no

Apéndice 2.

5.1.2 Titulos de anticorpos IgG anticocaina nos filhotes

Nao houve diferenga estatisticamente significativa nos titulos médios de anticorpos
IgG anti cocaina, no desmame, em amostras de filhotes diluidas em 1:200 no
(protocolo com 2 mg/mL de cocaina fixados em fase adsortiva), entre os filhotes de
maes imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e filhotes de maes pertencentes ao grupo
placebo (Vacina p = 0,136 vs. Placebo p = 0,139) no T7 (0,135 £ 0,012 vs. 0,141 %
0,013) e no T14 (0,135 £ 0,011 vs. 0,133 £ 0,009) conforme ilustrado na Figura 5.
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Figura 5 - Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras de filhotes diluidas 1:200.
Amostras de soro sanguineo de filhotes no desmame de méaes imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e
filhotes de méaes pertencentes ao grupo placebo, expressos em densidade éptica (D.O) (eixo Y) por
tempo, em dias (eixo X). Two-way ANOVA com pés teste de Tukey.

5.2 Avaliagao de seguranga da vacinagao UFMG-VAC-V4N2: Parametros maternos

e gestacionais

5.2.1 Ganho de massa corporal materno

As figuras abaixo ilustram a evolugdo da massa corporal das fémeas, no periodo pre-
gestacional (Figura 6) e periodo gestacional (Figura 7). Como esperado, tanto
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fémeas imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e grupo placebo apresentaram um
aumento gradativo do peso ao longo dos periodos. Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na evolugdo da massa corporal entre os grupos, tanto

no periodo pré-gestacional (Tabela 2) quanto no periodo gestacional (Tabela 3).
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Figura 6 - Evolugao da massa corporal absoluta média no periodo pré-gestacional. Expressa em
gramas (g) (eixo Y), no periodo pré-gestacional (eixo X) de fémeas imunizadas com UFMG-VAC-V4N2
e grupo placebo. Teste T ndo pareado com corregdo de Welsh.

Tabela 2 - Evolugdo da massa corporal média no periodo pré-gestacional

Dias UFMG-VAC-V4N2 Controle Valor P
D1 174,8 + 8,87 194,2 + 31,16 p = 0,560
D4 2141 £ 227,25 227,2 £ 11,73 p = 0,560
D7 235,7 + 14,45 242 + 10,96 p =0,824
D10 242,2 + 11,18 265,2 + 13,45 p=0,178
D13 247,3 + 16,11 279,5 + 20,00 p=0,191
D16 263 £ 15,08 294,75 + 28,60 p =0,403
D19 268 + 12,61 301,75 £ 24,25 p = 0,365
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Figura 7- Evolugdao da massa corporal absoluta média no periodo gestacional. No eixo Y

mostrado o peso em gramas (g), no periodo gestacional (eixo X) de m&es imunizadas com UFMG-
VAC-V4N2 e grupo placebo. Teste T ndo pareado com corregao de Welsh.
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Tabela 3 - Evolugéo da massa corporal média no periodo gestacional

Dias UFMG-VAC-V4N2 Controle Valor p
DO 277,1 £ 19,08 299 + 28,94 p=0,787
D2 285+ 16,613 311 1+ 22,87 p =0,787
D4 294,6 £ 16,40 315,51+ 19,80 p = 0,821
D6 299,2 £ 15,70 326,7 £ 14,97 p = 0,387
D8 307,8 £ 16,69 334 1+ 16,43 p=0,518
D10 313,2+ 17,04 340 £ 18,92 p=0,614
D12 319,3 £ 21,09 336 + 23,33 p=0,873
D14 342,5 + 21,10 372,6 £ 29,68 p=0,873
D16 372,4 £ 28,60 396 + 35,35 p = 0,882
D18 399,4 + 29,2 420 + 42,42 p = 0,882
D20 389,3 + 20,0 422 + 31,11 p=0,873

Nao houve diferenga estatistica significativa na evolugédo da massa corporal entre os

grupos, no durante o periodo pos-gestacional (Figura 8 e Tabela 4).
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Figura 8 - Evolugao da massa corporal absoluta média no periodo pés gestacional. Peso em
gramas (g) (eixo Y), no periodo pés- gestacional (eixo X) de méaes imunizadas com UFMG-VAC-V4N2
e grupo placebo. Teste T ndo pareado com correcao de Welsh.

Tabela 4 - Evolugédo da massa corporal média no periodo pds-gestacional

Dias UFMG-VAC-V4N2 Controle Valor p
DO 296,5 + 26,52 318 + 28,05 p = 0,251
D7 287,8 £ 10,88 322 £+ 30,70 p = 0,244
D14 290,2 £ 17,31 320,2 + 24,95 p = 0,244
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5.2.2 Consumo alimentar e ingestéo hidrica materna

O consumo alimentar e hidrico foi acompanhado diariamente, no periodo pré
gestacional, durante a gestacdo e na lactagcdo. O consumo se mostrou uniforme
durante o periodo pré-gestacional e gestacional para o consumo alimentar (Figura 9)

e hidrico (Figura 10).

Nao houve diferenca estatistica significativa entre o grupo de fémeas imunizadas com
UFMG-VAC-V4N2 e placebo no consumo alimentar (56,50 £ 13,73 vs. 55,54 £+ 10,2)
e ingestdo hidrica (107,2 £ 29,29 vs. 108,1 £ 26,82) no periodo pré-gestacional. E,
também, durante o periodo gestacional, no consumo alimentar (53,19 + 13,05 vs.
54,28 + 10,78) (Figura 9) e ingestéao hidrica (117,2 £ 44,97 vs. 134,9 + 35,31) (Figura
10).

No periodo de lactagdo foi registrado um aumento do consumo de ragédo e agua.
Porém, da mesma forma, nao foi constatada diferenga estatistica entre o grupo de
fémeas imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e placebo, tanto para o consumo
alimentar (147,4 + 39,98 vs.135,0 + 33,59) como para a ingestdo hidrica (239,5 +
70,74 vs. 237,3 £ 68,73) (Figuras 9 e 10).
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Figura 9 - Média de consumo alimentar materno nos periodos pré-gestacdo, gestagido e
lactagdo. Consumo alimentar materno, expressos em gramas (g) (eixo Y) nos periodos pré-
gestacional, gestacional e lactacdo (eixo X) entre os grupos de maes imunizadas com UFMG-VAC-
V4N2 e grupo placebo. Teste de Mann Whitney.
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Figura 10 - Média de ingestao hidrica materna nos periodos pré-gestacao, gestacao e lactagao.
Consumo hidrico materno, expressos em mililitros (mL) (eixo Y) nos periodos pré-gestacional,
gestacional e lactagéo (eixo X) entre os grupos de maes imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e grupo
placebo. Teste de Mann Whitney.

5.2.3 indice de fertilidade

A Figura 11 ilustra o numero de fémeas prenhas em relagdo a fémeas nao prenhas.
Do total de 8 fémeas acasaladas e imunizadas com UFMG-VAC-V4N2, 7 ficaram
prenhas (87,50%); e do total de 4 fémeas acasaladas do grupo placebo, 3 ficaram
prenhas (75,00%). Ja porcentagem de ratas acasaladas que nao se tornaram
prenhas, foi menor, sendo em ambos os grupos em torno de 8%. Nao houve diferenga

estatisticamente significativa entre os grupos (p = >0,999; a = 0,05).
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Hl Prenha
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Numero de fémeas

Vacina Placebo

Figura 11 - indice de Fertilidade. Niumero de fémeas prenhas e ndo prenhas expressas em
porcentagem (eixo X) entre fémeas imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e grupo placebo (eixo Y). Teste
Exato de Fisher.
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5.3 Avaliagao de segurancga da vacinagdao UFMG-VAC-V4N2: Parametros pos-

natais e desenvolvimento dos filhotes

5.3.1 Indice de viabilidade

Os filhotes foram acompanhados diariamente, duas vezes ao dia, quanto a sobrevida
até o 4° dia pds-natal. No grupo de mées imunizadas com UFMG-VAC-V4N2, 82
filhotes nasceram vivos (91,11%) e 8 filhotes morreram (8,89%) até o 4° dia apés o
nascimento. Ja no grupo placebo, 37 filhotes nasceram vivos (94,87%) e 2 filhotes
morreram (5,13%) até o 4° dia ap6s nascimento (Figura 12). Ao término do quarto dia
de avaliagao, apenas 1 filhote do grupo placebo veio ao 6bito no 8° dia pds-natal, cuja
analise ndo mostrou nenhuma alteragdo macroscopica. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa na viabilidade de filhotes nascidos de maes imunizadas
com UFMG-VAC-V4N2 e grupo placebo (p = 0,722; a = 0,05).

904 Il \Vivos
Mortos

Numero de filhotes

0- T T
Vacina Placebo

Figura 12 — indice de Viabilidade. Nimero de filhotes vivos até o 4° dia de vida (eixo Y) entre grupo
de maes imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e grupo placebo (eixo X). Teste exato de Fisher.

5.3.2 Tamanho da ninhada

A Figura 13 ilustra o numero de filhotes por ninhada. No grupo de maes imunizadas
com UFMG-VAC-V4N2, a média foi de 13 filhotes por ninhada (13 £ 1,528). No grupo
placebo a média de filhotes por ninhada também foi de 13 filhotes (13 £ 2,082). Nao

houve diferencga estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,818; a = 0,05).
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Figura 13 — Tamanho da Ninhada. Numero médio de filhotes (eixo Y) em cada ninhada nos grupos
de mées imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e grupo placebo (eixo X). Teste T com corregao de Welsh.

5.3.3 Ganho de massa corporal da ninhada

Os filhotes foram acompanhados diariamente para verificar o ganho de peso.
Conforme esperado, o aumento do peso corporal foi gradativo e de forma proporcional
durante o crescimento dos filhotes de maes imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e
grupo placebo. Nao houve diferenga estatistica significativa na evolugdo da massa
corporal média (Figura 14), apds o desmame entre as ninhadas de ambos os grupos
(Desmame, 38,75+ 9,103 vs. 44,12 + 9,322 p =0,309; Dia 7 apds desmame, 39,60 *
12,435 vs. 43,31 £ 12,87; p = 0,483; Dia 14 apés desmame, 39, 71 + 18,855 vs. 43,20
1+ 14,617 p = 0,483).
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Figura 14 — Evolucido da massa corporal média da ninhada. Expressa em gramas (g) (eixo Y), apos
o desmame (eixo X), em ninhadas de maes imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e grupo placebo, Teste
T com corregao de Welsh.
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5.3.4 Razao sexual

A proporcéao entre filhotes machos e fémeas de maes imunizadas com UFMG-VAC-
V4N2 e do grupo placebo é apresentada na Figura 15. Notavelmente, no grupo das
maes imunizadas com UFMG-VAC-V4N2, observou-se uma predominancia de
filhotes machos, totalizando 46 filhotes (56,10%), em contraste com 36 filhotes
fémeas (43,90%). Ja no grupo placebo, houve uma maior proporcdo de filhotes
fémeas, compreendendo um total de 22 filhotes (59,46%), enquanto os filhotes
machos totalizaram 15 (40,54%). Nao houve diferenga estatisticamente significativa

na razao sexual entre os grupos (p = 0,164; a = 0,05).
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Figura 15 — Razao Sexual dos Filhotes. Proporgao do numero de filhotes (eixo Y) machos em relagéo
ao numero de fémeas, em ninhadas de maes imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e grupo placebo (eixo
X). Teste Exato de Fisher.

5.4 Analise do perfil bioquimico de maes imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e

grupo placebo

Os valores de referéncia para os parametros bioquimicos e hematoldgicos foram
consultados através do manual Clinical Laboratory Parameters for Clr: CD (SD) Rats
do Laboratério Charles River (Giknis, 2006).

5.4.1 Ureia e Creatinina

As principais analises bioquimicas usadas para avaliar a funcao renal envolvem a
medi¢ao dos niveis séricos de ureia e creatinina. Esses analitos desempenham um
papel fundamental como indicadores de possiveis variagdes na taxa de filtracdo
glomerular, sendo utilizados como paréametros para monitorar a progressao de

doencgas renais (Miller, 1999).
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Conforme ilustrado na Figura 16A, em ambos os grupos experimentais, UFMG-VAC-
V4N2 e placebo, foram observados niveis de ureia acima da normalidade nos trés
tempos de coleta. No tempo (T3) ndo houve uniformizagdo dos niveis, sendo o grupo

vacinado com niveis superiores ao grupo placebo.

Os resultados dos niveis de creatinina variaram entre os grupos experimentais. Antes
da primeira imunizacgéo (T-10), todos os animais apresentaram niveis de creatinina
acima do limite normal. No entanto, apds a primeira imunizagdo, no tempo (T3) e
durante a gestagao no tempo (T48), o grupo vacinado apresentou uma uniformizagéo
dos valores, com apenas dois animais apresentando niveis acima da normalidade
durante o periodo gestacional, enquanto no grupo placebo foram observados valores
abaixo da normalidade (Figura 16B). Nao houve diferenga estatisticamente
significativas entre os grupos em cada intervalo de tempo analisado. Os valores

podem ser consultados no Apéndice 3.

A B
VR: T-10 (11,0 - 16,0mg/dL}) VR: T-10 (0,50 - 0,60 mg/dL)
T3 (11,0 - 16,0 mgidL) T3 (0,50 - 0,60 mgldL)
T48 (11,0 - 17,0 mg/dL) T48 (0,40 - 0,70 mgidL)
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Figura 16 — Niveis séricos de ureia e creatinina. Dosagem de parametros de fungao renal expressos
em mg/dL (eixo Y) em trés tempos distintos (eixo X) entre os grupos de fémeas imunizadas com UFMG-
VAC-V4N2 e grupo placebo. A. Dosagem de ureia B. Dosagem de creatinina. VR: valor de referéncia.

5.4.2 ALT, AST e Fosfatase Alcalina

Lesbes nas células do parénquima hepatico podem ser identificadas por meio da
medicdo de enzimas que indicam vazamento hepatocelular, como a alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e a fosfatase alcalina
(ALP). O aumento da atividade dessas enzimas no sangue pode estar associado ao
vazamento através das membranas celulares. A quantificacdo dessas enzimas é util

para o diagnodstico e monitoramento de les&o hepatica (Green; Al-Humadi 2017).
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Em ambos os grupos, os animais apresentaram niveis de ALT, AST e ALP acima dos

valores da normalidade na pré-imunizacgéo (-10) e apds a primeira imunizagao (T3).

Durante a gestacao, apos a quinta dose (T48), sete animais do grupo vacinado e dois
animais do grupo placebo apresentaram valores de ALT (Figura 17A) e AST (Figura
17B) acima da normalidade. Nesse tempo, houve diferengca estatisticamente

significativa entre os grupos na dosagem de ALT (p= 0,081).

Ainda no T48, os resultados de fosfatase alcalina (ALP) apresentaram-se normais,
em ambos os grupos (Figura 17C). Para os demais parametros e tempos, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p > 0,05). Os valores podem

ser consultados no Apéndice 3.

VR: T-10 (25,00 - 36,00 U/L) VR: T-10 (85,00 - 123,00U/L)
T3 (25,00 - 36,00 U/L) T3 (85,00 - 123,00 U/L)
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Figura 17— Niveis séricos de enzimas hepaticas. Dosagem de enzimas expressos em U/L (eixo Y)
em trés tempos distintos (eixo X) entre os grupos de fémeas imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e
grupo placebo. A. Dosagem de ALT B. Dosagem de AST. C. Dosagem de ALP. VR: valor de referéncia.
* indica diferenga estatisticamente significativa entre os grupos.
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5.4.3 Glicose

Diversos horménios, incluindo a insulina, o glucagon, as catecolaminas, horménio do
crescimento e os corticosteroides, tém a capacidade de influenciar os niveis de
glicose no sangue, regulando sua entrada ou remocg&o da corrente sanguinea.
Flutuagbes no funcionamento do sistema hormonal sdo altamente sensiveis, o que
torna a medigao da glicose sanguinea um marcador importante para detecgao de

possiveis efeitos adversos (Green; Al-Humadi 2017).

Os niveis de glicose permaneceram dentro dos pardmetros normais, tanto no periodo
pré-imunizacado (T-10) quanto ap6s a primeira dose (T3). No entanto, durante a
gestacao, apds a administracdo da quinta dose (T48), as fémeas gravidas em ambos
0s grupos apresentaram niveis de glicose abaixo do limite considerado normal (120,0
a 186,0 mg/dL). Por outro lado, as fémeas néo gravidas, tanto no grupo UFMG-VAC-
V4N2 quanto no placebo, mantiveram valores de glicose dentro da faixa normal
(Figura 18). Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos e os
intervalos de tempo (p > 0,05), os valores podem ser consultados no Apéndice 3.
VR: T-10 (113,0 - 185,0 mg/dL})

T3 (113,0 - 185,0 mg/dL)
T48 (120,0 - 186,0 mg/dL)
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Figura 18 — Niveis séricos de glicose. Dosagem de glicose expressos em mg/Dl (eixo Y) em trés
tempos distintos (eixo X) entre os grupos de fémeas imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e grupo
placebo. VR: valor de referéncia.

5.4 4 Proteina total e albumina

As proteinas totais presentes no plasma e suas diferentes fragdes sdo essenciais na
manutencao da pressdo osmotica. A quantificagdo dessas proteinas fornece dados

importantes acerca de condi¢des clinicas, como o estado de hidratagao, existéncia
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de doencgas inflamatérias e metabolismo proteico. A redugédo das concentragdes de
proteinas totais em animais saudaveis pode indicar restricdo na ingestdo de

aminoacidos devido a dietas com baixo teor de proteina (Campello et al., 2009).

O resultado dos parémetros de proteinas totais (Figura 19A) e albumina (Figura 19B)
se apresentaram uniformes em relagdo aos tempos nos dois grupos experimentais,
UFMG-VAC-V4N2 e placebo, e ndo apresentaram diferengas em relagdo aos valores
considerados dentro do limite da normalidade. Nao houve diferenca estatistica
significativa entre os grupos e os intervalos de tempo (p > 0,05), os valores podem

ser consultados no Apéndice 3.

A B
VR: T-10 (6,10 - 7,00 g/dL) VR: T-10 (3,50 - 5,10 g/dL)
T3 (6,10 - 7,00 g/dL) T3 (3,50 - 5,10 g/dL)
T48 (8,40 - 7,50 g/dL) T48 (3,50 - 5,30 gidL)
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Figura 19 — Niveis séricos de proteinas. Dosagem de proteinas expressos em g/dl (eixo X) em trés
tempos distintos (eixo Y) entre os grupos de fémeas imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e grupo
placebo. A. Dosagem de proteinas totais B. Dosagem de albumina. VR: valor de referéncia.

5.4.5 Colesterol total e Triglicérides

A dosagem dos niveis plasmaticos de colesterol total e triglicerideos € empregada
como uma abordagem de triagem para identificar a presenga de hiperlipidemia. O
colesterol é derivado de fontes dietéticas e sintetizado a partir de acetil-CoA
principalmente no figado e outros tecidos como intestinos, glandulas supra-renais e

orgaos reprodutores (Campello et al., 2009).

Os resultados dos niveis de colesterol nos dois grupos experimentais, UFMG-VAC-
V4N2 e placebo estavam dentro dos valores normais antes da imunizagéo (T-10).
Apods a primeira imunizagao (T3), foi observado um aumento nos niveis de colesterol

em trés animais imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e dois do grupo placebo. No
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entanto, no periodo gestacional e apds a administragdo da quinta dose (T48), os

niveis de colesterol retornaram aos niveis da normalidade (Figura 20A).

A Figura 20B ilustra os valores de triglicérides, que se mantiveram dentro dos
parametros normais, tanto na pré-imunizagcdo (T-10) quanto apds a primeira
imunizagao (T3). Apds a quinta dose (T48), as fémeas gravidas de ambos 0s grupos
apresentaram niveis elevados de triglicérides. No grupo de fémeas imunizadas com
UFMG-VAC-V4N2, houve uma maior variabilidade, como indicado pelo desvio-padrao
mais alto (Vacina 71% vs. Placebo 57%), devido ao fato de duas fémeas deste grupo
estarem em estagios mais avangado de gestacdo, o que resultou em valores
superiores em comparagdo com o restante do grupo. Além disso, duas fémeas que
nao estavam gravidas, pertencentes a ambos os grupos, mantiveram os niveis de
triglicérides dentro dos limites normais. Nao houve diferenga estatistica significativa
entre 0os grupos e nos intervalos de tempo (p > 0,05), os valores podem ser

consultados no Apéndice 3.

A B
VR: T-10 (67,0 - 87,0 mg/dL) VR: T-10 (42,0 - 74,0 mg/dL)
T3 (67,0 - 87,0 mg/dL) T3 (42,0 - 74,0 mg/dL)
T48 (66,0 - 97,0 mg/dL) T48 (51,0 - 75,0 mg/dL)
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Figura 20 — Niveis de colesterol total e triglicérides. Dosagem expressos em mg/dl (eixo Y) em trés
tempos distintos (eixo X) entre os grupos de fémeas imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e grupo
placebo. A. Dosagem de colesterol B. Dosagem de triglicerides. VR: valor de referéncia.

5.5 Analise do perfil hematolégico de maes imunizadas com UFMG-VAC-V4N2

e grupo placebo

5.5.1 Hemacias totais, hematdcrito e hemoglobina

A hematologia clinica € uma importante area de estudo sobre o estado de saude dos

animais, tendo o hemograma como um dos métodos de avaliagdo de diagnostico e
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prognostico de enfermidades. A diminuigdo do numero de hemacias no sangue
circulante, e a diminuicdo do teor de hemoglobina nas hemacias, ou ambos, estao
associados e caracterizam um quadro de anemia (Jain, 1993). O valor do hematdcrito
ou volume globular reflete a massa total de células sanguineas na unidade de volume

e este parametro apresenta-se baixo em todas as anemias (Miller, 1999).

O resultado do eritrograma se apresentou acima dos limites da normalidade em todos
os tempos em ralagdo aos dois grupos experimentais, UFMG-VAC-V4N2 e placebo
(Figuras 21A, 21B e 21C). A excegao, foi apds a primeira imunizagao (T3) para o
grupo placebo, que apresentou niveis de hemoglobina dentro da normalidade. Nao
houve diferenca estatistica significativa entre os grupos e nos intervalos de tempo (p

> 0,05). Os valores podem ser consultados no Apéndice 4.

VR: T-10 (7,21 - 7,92 10%/mm?) VR: T-10 (9,60 - 46,00%)
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"7 Hm \/acina H Vacina
mE 8 Placebo g 60 Placebo
g o
2 o £
Y ° § 40
& 44 @

g § 20
£ 20+
5 2
T
0- 04
T-10 T3 T48 T-10 T3 _ T48
Tempo (dias) C Tempo (dias)

VR: T-10 (13,70 - 15,70%)
T3 (13,70 - 15,70%)
T48 (7,32 - 8,11%)
20
Il Vacina

154 Placebo

10

Hemoglobina (%)

T-10 T3 T48
Tempo (dias)

Figura 21 - Eritrograma. Dosagem de hemacias em expressos em mm?3 e demais parametros
expressos em % (eixo Y) em trés tempos distintos (eixo X) entre os grupos de fémeas imunizadas com
UFMG-VAC-V4N2 e grupo placebo A. Hemécias totais B. Hematécrito. C. Hemoglobina total. VR: valor
de referéncia.
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5.5.2 Volume corpuscular Médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e

concentragao de hemoglobina corpuscular média (CHCM)

Os indices hematimétricos desempenham um papel fundamental na avaliacdo e
classificagdo morfolégica das anemias. O VCM (Volume Corpuscular Médio) informa
sobre o tamanho das hemacias, o HCM (Hemoglobina Corpuscular Média) reflete a
cor das hemacias, e o CHCM (Concentragdo da Hemoglobina Corpuscular Média)
fornece informagdes sobre a concentragdo de hemoglobina nas hemacias (Miller,
1999).

O resultado dos parametros hematimétricos se apresentou uniforme em relagéo aos
tempos nos dois grupos experimentais, UFMG-VAC-V4N2 e placebo. O valor de VCM
estava acima dos limites da normalidade em todos os tempos (Figura 22A); o valor
de HCM estava dentro do limite da normalidade, em ambos os grupos (Figura 22B);
e o valor de CHCM apresentou valores abaixo dos valores da normalidade, em ambos
os grupos (Figura 22C). Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos
e os intervalos de tempo (p > 0,05), os valores podem ser consultados no Apéndice
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Figura 22 - Parametros hematimétricos. Dosagem do VCM expressos em fL, dosagem do HCM
expressos em pg e dosagem do CHCM expressos em g/dl (eixo y) em trés tempos distintos (eixo X)
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entre os grupos de fémeas imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e grupo placebo. A. Volume corpuscular
Médio (MCV). B. Hemoglobina corpuscular média (MCH) C. Concentracdao de hemoglobina corpuscular
média (MCHC). VR: valor de referéncia.

5.5.2 Leucdcitos totais e linfocitos

Os linfocitos constituem a maior proporgdo de leucécitos encontrados no sangue
periférico de roedores, representando aproximadamente 60% a 75%; ja os leucécitos
representam 70% a 80% da populagao total (Kerr, 2003). Através do leucograma, é
possivel avaliar as células responsaveis pela defesa do organismo e a capacidade de
resposta destas células em processos infecciosos, inflamatorios agudos e crénicos
(Miller, 1999).

Os resultados dos valores da série branca se mostraram uniforme em ambos os
grupos experimentais, UFMG-VAC-V4N2 e placebo. Conforme ilustrado na Figura
23A os niveis de leucécitos totais permaneceram dentro dos limites da normalidade
em todos os tempos, exceto por um animal do grupo placebo que apresentou valores
acima do padréo. A Figura 23B ilustra os valores de linfécitos, destacando que
apenas durante o periodo gestacional, apés a quinta dose (T48), trés animais no
grupo imunizado com UFMG-VAC-V4N2 e dois no grupo placebo apresentaram niveis
de linfocitos abaixo do intervalo normal. Nao houve diferenga estatistica significativa
entre 0os grupos e os intervalos de tempo para todos os parametros analisados (p >

0,05), os valores podem ser consultados no Apéndice 4.

Tanto no grupo de animais imunizados com UFMG-VAC-V4N2 quanto no grupo
placebo, todos mantiveram niveis de eosindfilos (Figura 23C) e neutrofilos (Figura
23D) dentro da faixa da normalidade antes da imunizagéo (T-10) e apds a primeira

imunizacéo (T3).

Durante a gestacao, apds a administracdo da quinta dose (T48), observou-se uma
diminuicao nos valores de neutrofilos abaixo da faixa normal em seis animais do grupo
UFMG-VAC-V4N2 e quatro animais placebos (Figura 23C). Em relagao aos niveis de
eosindfilos, ambos os grupos apresentaram aumento dos valores em relacdo a
normalidade, com destaque para um animal do grupo placebo que apresentou valores
acima do normal (Figura 23D). Nao houve diferenca estatistica significativa entre os
grupos e os intervalos de tempo (p > 0,05), os valores podem ser consultados no

Apéndice 2.
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5.5.3 Contagem de plaquetas

As plaquetas sdo consideradas essenciais ha manutengdo da hemostasia, que é o
mecanismo de controle e prevencdo de sangramento excessivo no organismo. A
avaliacado da contagem de plaquetas representa um parametro de grande relevancia
em estudos pré-clinicos de toxicidade. Isso se deve a possibilidade de diversos
agentes quimicos, incluindo medicamentos, causarem a redugcdo do numero de
plaquetas no sangue, condi¢do conhecida como plaquetopenia (Green; Al-Humadi
2017).
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Figura 23 - Leucograma. Dosagem de células sanguineas expressas em mm3 (eixo Y) em ftrés
tempos distintos (eixo X) entre os grupos de fémeas imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e grupo
placebo. A. Leucdcitos totais B. Linfocitos C. Eosindfilos D. Neutrdéfilos VR: valor de referéncia; simbolo
#: significa insuficiéncia da amostra.

Os niveis de plaquetas (Figura 24) nos dois grupos experimentais, UFMG-VAC-V4N2
e placebo, apresentaram-se abaixo dos niveis normais no periodo pré-imunizagao (T-

10). Apds a primeira imunizagao (T3), apenas um animal de cada grupo apresentou
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valores abaixo da faixa normal. No decorrer do periodo de gestacéo, apds a quinta
dose (T48), observou-se que quatro animais no grupo imunizado com UFMG-VAC-
V4N2 e dois animais no grupo placebo exibiram niveis de plaquetas abaixo do normal.
N&o houve diferenga estatistica significativa entre os grupos nos intervalos de tempo
(p > 0,05), os valores podem ser consultados no Apéndice 4.
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Figura 24 — Plaquetograma. Contagem de plaquetas expressos em mm?3 (eixo Y) em trés tempos
distintos (eixo X) entre os grupos de fémeas imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e grupo placebo. VR:

valor de referéncia.
5.6 Resultado Histopatolégico

O exame histopatolégico do coragao, cérebro, figado, bago, bexiga, utero e ovarios

de todas as fémeas imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 ou placebo apresentaram

integridade tecidual.

Os animais dos dois grupos experimentais nao apresentaram nenhum tipo de leséo
histolégica no parénquima dos 6rgaos sexuais. A (Figura 25) apresenta corte da
regiao cortical do endométrio de uma rata pertencente ao grupo imunizado com
UFMG-VAC-V4N2. A (Figura 26) apresenta corte da regido cortical do utero e ovarios
de uma fémea do grupo placebo, evidenciando foliculos em diversos estagios de

amadurecimento. Ambos os tecidos apresentaram estruturas integras.
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Figura 25 — Fotomicrografia do endométrio de rata pertencente ao grupo imunizado com a
UFMG-VAC-V4N2. Aspecto microscopico do endométrio. Observa-se cavidade do endométrio em fase
proliferativa com a presenca de glandulas (HE, 100x).

Figura 26 — Fotomicrografia do Foliculo ovariano de rata pertencente ao grupo placebo. Aspecto
microscopico da cortical ovariana. Observa-se, foliculo de Graaf, com camadas de células foliculares
em torno do antro e grupo de células foliculares circundando o ovaécito (HE, 100x).
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A analise do corte histolégico dos rins, de oito fémeas imunizadas com UFMG-VAC-
V4N2 (Figura 27) e duas fémeas do grupo placebo (Figura 28), apresentaram

acumulo de material proteico na luz dos tubulos renais.

Figura 27 — Fotomicrografia de Rim de rata pertencente ao grupo imunizado com a UFMG-VAC-
VA4N2. Aspecto microscopico de corte de renal de uma fémea pertencente ao grupo imunizada om
UFMG-VAC-V4N2. Observa-se algumas dilatacées sobretudo em regido medular, com material
eosinofilico internamente, sugestivo de cilindros hialinos (HE, 400x).

Figura 28 — Fotomicrografia de Rim de rata pertencente ao grupo imunizado com a UFMG-VAC-
V4N2. Aspecto microscépico de corte renal, evidenciando dilatagdes em medula renal e material

eosinofilico (HE, 1000x).
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Figura 29 - Fotomicrografia de Rim de rata pertencente ao grupo placebo. Aspecto microscopico
de corte renal. Observa-se tanto cortical quanto medula renal, com presencga de estruturas sugestivas
de cilindros hialinos (HE, 400x).

Figura 30 - Fotomicrografia de Rim de rata pertencente ao grupo placebo. Aspecto microscopico
de corte renal. Evidencia-se as formagdes proteicas na regido de transi¢do entre cortical e medular
renal (HE, 1000x).

5.7 Analise da molécula UFMG-V4N2 por Ressonancia Magnética Nuclear de

Hidrogénio (RMN)

A analise do lote da molécula UFMG-V4N2 utilizado na formulagdo vacinal foi
realizada por meio de ressonancia magnética nuclear (RMN). O relatério técnico
indica que a molécula exibe sinais de degradagédo que sugerem possivel hidrélise do
grupo benzoato presente na estrutura da cocaina, afetando ao menos 20,54% dos
haptenos que constituem a molécula. Os detalhes dessa analise estdo disponiveis

para consulta no Apéndice 5.
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6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo ndo permitiram confirmar as hipoteses
formuladas, uma vez que ndo foram detectados niveis mensuraveis de anticorpos IgG
anticocaina nas amostras de soro sanguineo de ratas submetidas a imunizagdo com
a UFMG-VAC-V4N2, bem como em seus filhotes. Diante desses resultados
negativos, procedeu-se a uma investigagdo das possiveis justificativas e descobriu-
se que a formulacdo de UFMG-VAC-V4N2 testada teve seu IFA degradado em
alguma fase do processo de produgdo. Desta forma, os resultados do presente estudo

devem ser vistos a luz desta importante limitacao.

Nos capitulos seguintes serao discutidos os outros resultados obtidos, contudo, eles

também s&o inconclusivos, visto a degradacéo do IFA na formulagéo testada.

6.1 Producao de anticorpos IgG anticocaina nas maes e aquisi¢gao imunolégica

passiva pela prole

As ratas fémeas imunizadas com a vacina UFMG-VAC-V4N2 com o IFA degradado,
nado apresentaram quantificagdo com diferengas estatisticas significativas para
anticorpos IgG anticocaina em nenhum dos tempos correspondentes as imunizagdes
e aos reforgos, conforme apresentado na Figura 4. De acordo com o protocolo de
imunizagao, as ratas receberam quatro doses da formulagao vacinal no periodo pré-
gestacional. Estes resultados sugerem que a auséncia na produc¢ao de anticorpos nao
estd unicamente relacionada a gravidez, mas como esta mais relacionado a
degradacgado do IFA da formulagdo testada. Embora a gravidez seja um periodo
marcado por uma importante imunossupressao a antigenos e as modificagdes nas
respostas imunoldgicas inatas e adaptativas, € conhecido que as gestantes séo
capazes de reagir de maneira eficaz a resposta imunolégica humoral induzida por
vacinas (Chu; Englund, 2017; Munoz, 2007). Inclusive quando imunizadas com uma
formulagcdo anticocaina como nos estudos pré-clinicos conduzidos pelo grupo de
pesquisa do Laboratério NaVes (De Almeida Augusto et al., 2021), foi observada a
producdo de anticorpos e a transmissao da imunidade passiva em ratas gravidas

previamente imunizadas com a vacina GNE-KLH.

O método analitico utilizado para a quantificagdo de anticorpos IgG anticocaina foi
aplicado seguindo o protocolo descrito por Fetissov (2011), que foi posteriormente
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adaptado por Pereira (2019). O protocolo consiste na fixacdo de 2 mg/mL de cocaina
em fase adsortiva, e amostras de soro diluidas em uma proporgéo de 1:200. Esse
meétodo foi estabelecido como o padrédo-ouro para as futuras pesquisas destinadas a
dosagem de anticorpos anticocaina em animais no laboratério NaVes. Portanto, no
presente estudo foi definido como a condicéo ideal para quantificar anticorpos 1gG
anticocaina em amostras soroldgicas de modelos murinos imunizados com a vacina
UFMG-VAC-V4N2.

Em estudos anteriores, este protocolo demonstrou resultados satisfatérios na
quantificacdo de anticorpos IgG anticocaina em camundongos (Assis et al., 2023; Da

Silva Neto et al., 2022) e em ratos (Caligiorne et al., 2019, no prelo).

A partir dos resultados negativos, ou seja, a auséncia de quantificacdo de anticorpos
IgG anticocaina nas amostras soroldgicas das fémeas imunizadas e de seus filhotes,
em todas as dilui¢des testadas, foi necessario verificar se haveria novas condigdes
de quantificagao para este trabalho. Foram testadas variagdes no método quanto a
diluicdo das amostras. No entanto, a auséncia de respostas permaneceu. Os
resultados podem ser consultados no (Apéndice 2). A vacina UFMG-VAC-V4N2, que
apresentou, em outros estudos, inducao da produgao de anticorpos IgG anticocaina,
foi submetida ao ensaio de ELISA em paralelo com as amostras sorolégicas dos
animais do presente estudo, a fim de verificar a reprodutibilidade do método padrao-
ouro, sendo observada diferenga estatisticamente significativa (Figura 4). Esses
resultados sugerem que nao houve falhas metodoldgicas implicadas durante a

execucao do ensaio de ELISA.

O processo de padronizagao do método analitico de quantificagao de anticorpos é
determinado por condi¢des especificas de cada estudo, levando em consideragao a
espécie animal, a via de administracao do imunizante, perfil da resposta imunolégica
e estabilidade da formulagdo. Ademais, nao foi observado nenhum viés relacionado
ao método de quantificagdo de anticorpos, previamente referenciado na literatura
(Assis et al., 2023; Caligiorne et al., 2019, no prelo; Da Silva Neto et al., 2022; Pereira,
2019), que justificassem os resultados negativos.

A vacina anticocaina testada é um produto da inovagdo que ainda ndo possui

parametros externos de comparacao. Por isso, € importante ressaltar que o processo
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de padronizacédo permite estabelecer as melhores condi¢gées de quantificagdo em
cada protocolo experimental, especialmente no que se refere a dosagem de
anticorpos nas amostras das ratas gravidas e de sua prole. Novos estudos com o

modelo utilizado devem ser priorizados.

6.2 Desfechos gestacionais e pdés-natais

Em relacédo aos desfechos gestacionais, o objetivo do presente trabalho foi verificar
sinais clinicos de toxicidade por meio de observagdes do ganho de peso, consumo
alimentar e hidrico. Os resultados seguintes devem ser analisados a partir da
informagdo de que a formulagdo de UFMG-VAC-V4N2, ndo apresentou
imunogenicidade por estar com o IFA degradado. Conforme apresentado nas Figuras
6,7, 8,9 e 10, o ganho de peso médio das fémeas, em ambos os grupos, foi, ao final
da gestacéao, de 116,2 g + 16,3 g por animal, o que esta de acordo com dados da
literatura referente ao aumento de ganho de peso materno devido ao periodo de
crescimento fetal, a partir do 18° dia de gestagao (Barr Jr, 1973; Corvino et al., 2015;

Knox; Lister-Rosenoer, 1978).

De forma semelhante o consumo hidrico e alimentar apresentado nas Figuras 9 e 10
mostrou valores que néo foram diferentes nos grupos experimentais, imunizadas com
UFMG-VAC-V4N2 e placebo. E bem descrito na literatura que durante a gestacéo, os
niveis de progesterona sérica aumentam, o que influencia no consumo alimentar e
energético do animal. Além disso, durante a amamentacéo, o consumo pode ser duas
a trés vezes maior em comparagdo com fémeas que ndo estdo gravidas e
amamentando (Cornivo et al., 2015; Baird, 2000.)

O indice de fertilidade € um indicativo da capacidade das fémeas para conceber
(Delclos et al., 2001). Conforme evidenciado na Figura 11, o grupo imunizado com
UFMG-VAC-V4N2 com o IFA degradado e placebo demonstraram semelhanca nesse
indice. Sabe-se que uma das causas mais comuns de esterilidade feminina reside na
auséncia de ovulagao, que pode ser atribuida a hipossecrecao dos hormoénios
hipofisarios ou a anormalidades ovarianas (Lequin, 1964; Moges, 2017). Os
resultados sugerem que a formulagdo vacinal, possivelmente, n&o interferiu
significativamente nos processos hormonais relacionados a ovulagéo; e também n&o

evidenciou ter causado alteragcbes funcionais nos ovarios. Essas conclusdes sao
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reforgadas pelo fato de que a média de filhotes por fémea n&o apresentou alteragdes
significativas em relagdo ao grupo placebo. Isso indica ndo apenas que as fémeas
mantiveram sua capacidade de conceber, mas também que o numero de filhotes
produzidos permaneceu dentro da faixa normal, conforme descrito por Harkness
(1993) e Neves et al. (2013), que reportaram uma variagado de 6 a 12 filhotes por

ninhada.

Em relacdo aos desfechos pds-natais, as médias das massas corporais dos filhotes
no 1° dia e no 28° dia dos grupos imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 com o IFA
degradado e placebo, conforme apresenta a Figura 14, também nado foram
estatisticamente diferentes, indicando indica que a formulagao vacinal nao leva ao
nascimento de filhotes com baixo peso. Algumas malformagdes induzem a morte nos
primeiros dias de vida, outras provocam o o6bito logo apdés o nascimento, por
comprometer o funcionamento do organismo, e outras levam um periodo maior
(Henck et al., 1996; Martin et al., 2009). Esses tipos de malformagdes sdo observados
pela porcentagem de filhotes que sobrevivem até o 21° dia em relagdo ao numero de
filhotes nascidos, ndo sendo observadas diferengas estatisticamente significativas
entre 0s grupos, supondo que a vacinagao nao interferiu no desenvolvimento da prole

até a fase de desmame.

Adicionalmente, ndo houve diferengas estatisticamente significativas no indice de
viabilidade e razdo sexual entre os grupos. Nao houve distingdes entre as ninhadas
dos grupos em relagao aos parametros de desenvolvimento fisico. O ganho de massa
corporal, foi uniforme entre as ninhadas do grupo de maes imunizadas com UFMG-
VAC-V4N2 com o IFA degradado e grupo placebo. Portanto, pode-se supor que a
imunizagao de fémeas gravidas com UFMG-VAC-V4N2 com o IFA degradado néo

interferiu nos desfechos gestacionais e no desenvolvimento dos filhotes.

6.3 Analise bioquimica e hematolégica

Em relagdo aos parametros bioquimicos e hematoldgicos, o objetivo do presente
trabalho também foi verificar sinais clinicos de toxicidade por meio dos resultados dos

exames.
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Conforme apresentado na Figura 16A nos animais imunizados com UFMG-VAC-
V4N2 com o IFA degradado houve aumento nos niveis séricos de ureia. Isso pode
estar relacionado ao conteudo nutricional da dieta dos animais, que possui alta
concentracao de proteina. De acordo com Ori et al. (1990), a insuficiéncia renal em
ratos geralmente é diagnosticada quando os niveis séricos de ureia atingem
aproximadamente 300 mg/dL"", o que n&o foi observado nos grupos do presente

estudo, que apresentaram niveis na média de 38,3 mg/dL + 7,744.

As atividades séricas das transaminases aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransaminase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP), conforme apresentado nas
Figuras 16B e 16C estavam acima dos valores considerados normais, antes da
primeira imunizagdo (Giknis, 2006). Durante o periodo de gestacao, foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos em relagao aos niveis de ALT
(p=0,081).

Em roedores, a ALT encontra-se em atividade nos intestinos, rins, coracdo, musculo
esquelético, cérebro e pancreas (Keer, 2003; Kobayashi et al., 2010). A ALT, é
predominantemente encontrada no citoplasma dos hepatdcitos, e estd em maiores
concentragdes no plasma. Ja, 80% da AST encontra-se presente nas mitocondrias.
Em danos hepatocelulares leves a forma predominante no soro é a citoplasmatica,
enquanto em lesdes graves ha liberagdo da enzima mitocondrial, elevando a relagao
AST/ALT (Messias et al., 2010). Importante ressaltar que, durante a gestagao, houve
um aumento de 30% dos niveis de ambas as enzimas, ALT (66 pL + 16,122) e AST
(149 pL % 25,3) em relagao ao valor considerado normal ALT (25,0 a 45,0 yL) e AST

(72,0 a 116,0 pL) nos animais de ambos os grupos.

Essa diferenga possivelmente ndo possui relevancia clinica no contexto de avaliagao
toxicolégica, uma vez que em ambos os grupos, UFMG-VAC-V4N2 com o IFA
degradado e placebo, foi observado aumento da atividade das enzimas ALT e AST.
Conforme descrito por Corvino et al., (2015), os parametros fisiolégicos e bioquimicos
sdo alterados durante os periodos de pré-gestagcédo, gestacdo e pos-gestacdo em
ratas, o que dificulta o processo de interpretacao desses valores, uma vez que dados
de valores de referéncia em animais murinos saudaveis relacionados a gestacgao e

poOs-parto s&o escassos na literatura (Corvino et al., 2015; Henny, 2004).
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Os niveis de glicose, conforme apresentado na Figura 17, permaneceram estaveis
durante o periodo pré-gestacional. Entretanto, durante a gestacédo, em ambos os
grupos, os niveis de glicose estavam abaixo dos valores da normalidade. Esse
resultado pode ser indicativo da transferéncia de nutrientes da mée para o feto, como
fonte de energia (Corvino, et al., 2015; Giknis, 2006). Em comparacé&o, na ultima
coleta sanguinea no T48, as fémeas que n&o progrediram com o sucesso da gravidez,
apresentaram valores normais de glicemia. Adicionalmente, ndo houve diferenca

estatisticamente significativas entre os grupos experimentais.

Os resultados dos niveis de colesterol, conforme apresentado na Figura 20A,
apresentaram-se estaveis durante o periodo gestacional, em ambos 0s grupos
experimentais. Ja os valores de triglicérides estavam aumentados, que pode estar
relacionado a preparagdo para a lactogénese e para a produgdo de leite ou
alimentagdo da prole (Herrera et al., 1988). Em comparagdo, na ultima coleta
sanguinea, as fémeas que nao progrediram com o sucesso da gravidez,
apresentaram valores normais de triglicérides (Figura 20B). Nao houve diferengas

estatisticamente significativas entre os grupos.

Em relagao aos resultados dos parametros hematolégicos (Figuras 21, 22, 23 e 24),
os valores de hematologia sanguinea em murinos pode ser influenciado por fatores
que incluem o local, horario da coleta da amostra, a idade, género, linhagem, métodos
de contengao, temperatura e o estresse (Kerr, 2003; Neves et al., 2013). Os valores
apresentaram diferencas em relagdo a normalidade, apenas no periodo gestacional.
Como discutido anteriormente, é de dificil interpretacdo acerca dos niveis
considerados dentro da faixa da normalidade, uma vez que parametros fisioldgicos
maternos séo alterados durante o periodo gestacional (Kerr, 2003). Além disso, n&o
foram observadas diferengas estatisticamente significativas em nenhum dos

parametros hematoldgicos entre 0os grupos experimentais.

6.4 Analise histopatolégica

O exame histopatoldgico dos érgaos das fémeas imunizadas com UFMG-VAC-V4N2
com o IFA degradado e grupo placebo ndo evidenciaram alteragbes de natureza
clinica ou toxicologica. A fotomicrografia dos ovarios evidenciou foliculos em varios

estagios de amadurecimento com estruturas normais, conforme apresentado nas
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Figuras 25 e 26. Nenhum achado evidenciou alteragdes sugestivas que pudessem

comprometer a fertilidade das fémeas.

Os demais resultados revelaram que sete ratas (87,5%) imunizadas com UFMG-VAC-
V4N2 com o IFA degradado e duas ratas (50%) do grupo placebo apresentam
cavidades cisticas com conteudo proteico nas areas cortical e medular dos rins
(Figuras 27 e 28). Esses achados, embora nado especificos, ndo demonstram
relevancia clinica significativa, uma vez que ndo comprometeram a estrutura dos
tubulos renais nem prejudicaram a funcéo renal. E possivel que esses achados nao
estejam necessariamente relacionados a formulagédo da vacina, mas sim de natureza

inespecifica.

Dawn et al., (2019) proveram evidéncias da baixa citotoxicidade dos calixarenos,
qualificando para serem utilizados como plataforma de transporte e entrega de
compostos bioativos (De Fatima et al., 2009; Neeser, 2016; Schuhle et al., 2011). Em
relacdo a molécula UFMG-V4N2, o imunégeno V4N2 foi obtido pela reacdo de
acoplamento entre o calixareno 4NH e o hapteno de cocaina modificada (GNE). Ao
modificar a conformagéo do esqueleto calixareno alterando seus grupos funcionais,
podem ser obtidas moléculas com propriedades biolégicas diferentes, e citotoxicidade
(Schuhle et al., 2011; Dawn et al., 2019).

Embora os estudos de toxicidade in vivo dos calixarenos sejam limitados na literatura,
o estudo conduzido por Coleman et al. (2008) demonstrou a biodistribuicdo dessas
moléculas em modelo murino. Os resultados indicaram que nao houve captacao
significativa nos 6rgéos e que a molécula foi rapidamente eliminada pela urina, ndo
havendo quaisquer alteracbes que envolvessem o comprometimento renal. Esse
estudo também mostrou que animais injetados com dose unica, equivalente a 5g em

humanos, ndo apresentam sinais de toxicidade aguda.

Adicionalmente, os resultados do estudo de citotoxidade conduzidos com a molécula
UFMG-V4N2 (Souza, 2018) e os estudos toxicolégicos com a formulacdo UFMG-
VAC-V4N2 (Caligiorne et al., 2019 no prelo; Sabato et al., 2023) nao evidenciaram
toxicidade. Os resultados anatomopatolégicos dos animais obtiveram resultados
satisfatorios.
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Por se tratar de uma molécula totalmente inédita, estudos de toxicodinamica e
toxicocinética in vivo com a molécula UFMG-V4N2 ainda devem ser conduzidos.
Conhecer melhor a farmacodinamica desse produto em desenvolvimento aumenta a
confiabilidade dos dados toxicoldgicos. Isso € fundamental para a posterior
comparagao com dados clinicos, como parte da avaliagao de risco e seguranga em
humanos, além de fornecer informagdes relevantes para a orientagdo da condugao

desses ensaios.

6.5 Analise da UFMG-VAC-V4N2

A auséncia de producgao de anticorpos anticocaina em ratas imunizadas com UFMG-
VAC-V4N2 foi considerada um desafio a ser interpretado. Nesse processo, uma
hipétese levantada foi a presenga de produtos de degradagdo da molécula. Apos
submeter a UFMG-V4N2 a analise por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN), o relatério técnico indicou que a molécula apresentava evidéncias de
degradacéo, incluindo a provavel hidrélise do grupo benzoato na estrutura da cocaina,
que resultou na conversdao de parte dos haptenos cocainégicos em haptenos

ecgoninérgicos.

A hipétese é que tal alteragao no hapteno da molécula possa ter comprometido o seu
reconhecimento pelo sistema imunologico e, por consequéncia, na auséncia da
producdo de anticorpos especificos contra o hapteno de interesse. Isso,
possivelmente, levou a producdo de anticorpos com especificidade e avidez
diferentes. E relevante ressaltar que a eficacia de uma vacina esta diretamente
relacionada a apresentacado efetiva do antigeno, de forma a induzir produgédo de

anticorpos de maneira especifica (Do Espirito Santo, 2023 no prelo).

Além disso, os produtos de degradagédo da molécula podem ter induzido a produgéo
de outros anticorpos que afetaram a producdo de anticorpos contra a molécula
integra, e até mesmo desencadeado uma resposta imunologica celular, que n&o
promove a producdo de anticorpos. Estes mecanismos ainda sdo de natureza

desconhecida e carecem de investigagdes mais detalhadas.

Por se tratar de um produto de inovagao, nunca aplicado em humanos e sem fins de
comparagao de meétodos analiticos, alguns parametros ainda n&o foram totalmente

compreendidos. Varios fatores sao criticos no desenvolvimento de uma vacina, desde
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a invengdao da molécula através da quimica organica até sua caracterizagao,
purificacdo, ensaios de estabilidade e conjugacdo do hapteno GNE a plataforma

sintética.

A molécula ainda carece de estudos mais especificos a respeito da sua estabilidade
a curto e longo prazo, bem como o conhecimento e caracterizagao dos possiveis
produtos de degradacao e seus efeitos na imunogenicidade, eficacia e seguranga da

formulagéo.

7 CONCLUSAO

A proposta de utilizar uma vacina terapéutica para prevenir desfechos negativos
associados ao uso e abuso de cocaina durante a gestagdo, representa uma
abordagem inovadora. Entretanto, os resultados apresentados neste trabalho com a
vacina UFMG-VAC-V4N2 com o IFA degradado, testada em ratas gravidas e seus
filhotes, nao foram suficientes para demonstrar seu efeito imunizante. Nesse contexto,
a investigacao da causa desses resultados negativos revelou que a molécula UFMG-
V4N2 usado na formulagao vacinal sofreu degradacao. A avaliagcdo da metodologia,
com base em amostras previamente testadas com resultados positivos, corroborou

para a comprovagao da validade e eficiéncia da abordagem metodoldgica adotada.

Embora a hipétese inicial tenha sido parcialmente refutada, visto que nao se testou a
formulacao padronizada da UFMG-VAC-V4N2 e os resultados tenham sido negativos,
é fundamental compreender que os desfechos deste estudo sédo inerentes aos
desafios da pesquisa cientifica, especialmente no que se refere a inovacao da vacina
UFMG-VAC-V4N2 e a proposta de uma aplicagao inédita. A rejeicdo de uma hipétese
ou a obtencdo de resultados negativos € um estimulo para que os pesquisadores
explorem a literatura em busca de mais estudos relacionados ao tema. Nesse sentido,
este estudo contribui para direcionar novas investigagdes e estudos de estabilidade

da formulagao vacinal.

Portanto, este trabalho representa um avanco significativo na pesquisa cientifica,
evidenciando a importancia dos resultados negativos para o avango e

desenvolvimento dessa pesquisa. No entanto, devido aos problemas identificados e
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discutidos no presente estudo, ndo foi possivel concluir sobre a seguranca da vacina
UFMG-VAC-V4N2 em ratas gravidas. Novos testes serdo conduzidos para contornar

essas limitagdes e obtermos um resultado conclusivo.
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APENDICE

1 Materiais

1.1 Drogas, farmacos e reagentes

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

e Adjuphos®: adjuvante fosfato de aluminio (Brenntag Biosectorl®, Alemanha) -
Adjuvante utilizado na formulagcdo da UFMG-VAC-V4N2.

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

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

e Albumina sérica bovina (BSA - Sigma-Aldrich®, EUA) — Proteina de soro bovino
utilizada como carreador de hapteno e componente do tamp&o de amostras o ensaio
de ELISA;

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

e Substrato SIGMAFAST TM p-Nitrophenyl (Sigma-Aldrich®, EUA) - Reagente de
coloracao para o ensaio de ELISA;

e Tampao de conjugacado — Tampao utilizado para dissolugao do hapteno (0,083M
fosfato trissodico; 0,1M EDTA; 0,9M cloreto de sédio; 0,1M sorbitol e 0,02% azida
sédica; pH 7,2);

e Tampao de purificagcdo — Tampao utilizado para purificagdo dos imunoconjugados
produzidos (0,083M fosfato trissddico; 0,9M cloreto de sodio; 0,1M sorbitol; pH 7,2).

1.2 Solugdes do ELISA e materiais da analise histopatolégica

e Tampéao de fixagdo — Solugao utilizada para a fixagdo da cocaina a placa no ensaio
de ELISA, composta por carbonato (1,5g), bicarbonato de sédio (3,0 g) e azida sddica
(0,2 g) dissolvidos em agua destilada (1,0 L) e ajustado o pH para 9,6;

e Tampédo PBS (Phosfate-buffered saline) — Solug¢do utilizada para o preparo de
outros tampdes de uso no ELISA, composto por cloreto de sédio (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,

e Tampao de lavagem — Solugao utilizada para a lavagem das placas no ensaio de
ELISA, composta por Tween 20 (0,5 mL) diluido em tampéo PBS (1,0 L) e ajustado o
pH para 7,4,
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e Tampao de amostras — Solugao utilizada para diluigdo de amostras no ensaio de
ELISA, composta por azida sédica (0,2 g) dissolvida em tampéao PBS (1,0 L) acrescido
de 1% de BSA e ajustado o pH para 7,4;

e Tampéao de revelagdo — 5 pL de anticorpo secundario ligado a fosfatase alcalina
(Anti- rat IgG Fab-especifico — Sigma Aldrich, Estados Unidos) dissolvido em 10 mL
de tampé&o de amostra.

e Solucédo de substrato — 2 comprimidos de substrato SIGMAFASTTM p- nitrofenol (1
comprimido dourado e 1 comprimido prateado) diluidos em 20 mL de agua destilada
sob agitacdo manual por 10 minutos até completa dissolugdo dos comprimidos. A
solucéo obtida foi mantida em repouso por 20 minutos. Essa solugao foi preparada
trinta minutos antes do fim da incubag¢éo e mantida sob a protec¢ao da luz;

e Alcool etilico absoluto 99,5% — Solugéo utilizada no processo de desidratagdo do
tecido para analise histoldgica.

e Formol Tamponado 10% v/v (Indalabor, Brasil) — Solugdo utilizada para
conservagao de tecido biologico.

e Xilol (Sciavicco, Brasil) — Solugdo utilizada no processo de desparafinizagédo do
tecido para analise histoldgica.

e Parafina (Exodo Cientifica, Brasil) — Utilizada para no processamento histolégico e
na inclusao do tecido para microtomia.

e Entellan™(Sigma-Aldrich®, EUA) — meio de montagem rapida de laminas para
microscopia.

e Hematoxilina de Haris (ACS Cientifica, Brasil) — meio de coloragao.

e Eosina (ACS Cientifica, Brasil) — meio de coloragao.

2 Titulos de anticorpos IgG anticocaina nas maes imunizadas com UFMG-VAC-

V4N2: protocolo 2 mg/mL de cocaina fixados em fase adsortiva

Os titulos de anticorpos IgG anticocaina de maes imunizadas com UFMG-VAC-V4N2
nao diferiram estatisticamente em relagéo ao grupo placebo em nenhum dos tempos
de imunizagao. Vacina vs. Placebo (p = 0,669) Vacina vs. V4N2 positivo (p = <0,0001)
Controle vs. V4N2 positivo (p = <0,0001), two-way ANOVA com poés-teste de Tukey.
Os titulos de anticorpos das amostras de referéncia foram significativamente maiores
em relagao ao grupo imunizado com UFMG-VAC-V4N2 nos tempos 7, 14, 21, 28, 35

e 42, conforme Figura 31 e Tabela 5.
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Figura 31 - Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras diluidas 1:50. Amostras de soro de
maes vacinadas, diluidas em 1:50, expressos em densidade 6ptica (DO) (eixo Y), nos tempos 0, 7, 14,
21, 28, 35 e 42, two-way ANOVA com péds-teste de Tukey.

Tabela 5 -Titulos médios de anticorpos IgG anti cocaina em amostras de soro de sangue maternas,

diluidas em 1:50, expressos em densidade 6ptica (D.O)

Tempos UFMG-VAC-V4N2 Controle Amostra referéncia

TO 0,178 £ 0,033 0,173 £ 0,011 0,199 £ 0,073
T7 0,230 £ 0,037 0,217 £ 0,022 0,307 + 0,184
T14 0,272 + 0,041 0,236 + 0,036 1,408 + 0,236
T21 0,218 + 0,047 0,211 + 0,011 1,124 £ 0,120
T28 0,205 + 0,037 0,173+ 0,014 1,015+ 0,215
T35 0,246 + 0,058 0,203 + 0,029 0,622 + 0,20
T42 0,233 £ 0,048 0,224 + 0,053 -

Os titulos de anticorpos IgG anticocaina de maes imunizadas com UFMG-VAC-V4N2

nao diferiram estatisticamente em relacao ao grupo placebo em nenhum dos tempos

de imunizagao. Vacina vs. Placebo (p = 0,709) Vacina vs. V4N2 positivo (p = <0,0001)

Controle vs. V4N2 positivo (p = <0,0001), two-way ANOVA com pés-teste de Tukey.

Os titulos de anticorpos das amostras de referéncia foram significativamente maiores

em relagao ao grupo imunizado com UFMG-VAC-V4N2 nos tempos 7, 14, 21, 28 e

35, conforme a Figura 32 e Tabela 6.
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Figura 32 - Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras diluidas 1:100. Amostras
de soro de maes vacinadas, diluidas em 1:100, expressos em densidade optica (DO), nos tempos 0,
7,14, 21, 28, 35 e 42, two-way ANOVA com poés-teste de Tukey.

Tabela 6 - Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras de soro de sangue maternas,
diluidas em 1:100, expressos em densidade optica (D.O)

Tempos UFMG-VAC-V4N2 Controle Amostra referéncia

TO 0,17 £ 0,022 0,172+ 0,012 0,216 + 0,095
T7 0,2 + 0,045 0,212+ 0,017 0,309 + 0,187
T14 0,309 + 0,085 0,213 £ 0,027 1,199 £ 0,14
T21 0,211 £ 0,043 0,244 + 0,04 1,002 £ 0,025
T28 0,203 £ 0,04 0,18 £ 0,011 1,126 + 0,239
T35 0,25 £ 0,062 0,199 £ 0,02 0,609 £ 0,197
T42 0,231 £ 0,044 0,202 + 0,051 -

Os titulos de anticorpos IgG anticocaina de maes imunizadas com UFMG-VAC-V4N2
nao diferiram estatisticamente em relacao ao grupo placebo em nenhum dos tempos
de imunizagao. Vacina vs. Placebo (p = 0,889) Vacina vs. V4N2 positivo (p = <0,0001)
Placebo vs. V4N2 positivo (p = <0,0001), two-way ANOVA com poés-teste de Tukey.
Os titulos de anticorpos das amostras de referéncia foram significativamente maiores
em relagao ao grupo imunizado com UFMG-VAC-V4N2 nos tempos 7, 14, 21, 28, 35
e 42, conforme a Figura 33 e Tabela 7.
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Figura 33 Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras diluidas 1:400. Amostras

de soro de mées vacinadas, diluidas em 1:400, expressos em densidade 6ptica (DO), nos tempos 0,
7,14, 21, 28, 35 e 42, two-way ANOVA com poés-teste de Tukey.

Tabela 7 -Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras de soro de sangue maternas,
diluidas em 1:400, expressos em densidade 6ptica (D.O)

Tempos UFMG-VAC-V4N2 Controle Amostra referéncia

TO 0,147 £ 0,018 0,151 £ 0,002 0,201 £ 0,091

T7 0,234 + 0,055 0,196 + 0,028 0,33+0,18

T14 0,309 + 0,094 0,243 + 0,046 0,932 + 0,089
T21 0,205 + 0,043 0,26 + 0,052 0,688 + 0,032
T28 0,213+ 0,078 0,22 £ 0,035 0,915+0,3

T35 0,252 + 0,06 0,226 + 0,042 0,649 £ 0,212
T42 0,23 £ 0,054 0,234 + 0,034 -

Os titulos de anticorpos IgG anticocaina de maes imunizadas com UFMG-VAC-V4N2

nao diferiram estatisticamente em relagéo ao grupo placebo em nenhum dos tempos

de imunizagao. Vacina vs. Placebo (p = 0,999) Vacina vs. V4N2 positivo (p = <0,0001)

Placebo vs. V4N2 positivo (p = <0,0001), two-way ANOVA com pés-teste de Tukey.

Os titulos de anticorpos das amostras de referéncia foram significativamente maiores

em relagao ao grupo imunizado com UFMG-VAC-V4N2 nos tempos 7, 14, 21, 28, 35

e 42, conforme a Figura 34 e Tabela 8.
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Figura 34 Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras diluidas 1:800. Amostras
de soro de maes vacinadas, diluidas em 1:800, expressos em densidade éptica (DO), nos tempos 0,
7,14, 21, 28, 35 e 42, two-way ANOVA com poés-teste de Tukey.

Tabela 8 - Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras de soro de sangue maternas,
diluidas em 1:800, expressos em densidade optica (D.O)

Tempos UFMG-VAC-V4N2 Controle Amostra referéncia

TO 0,14 £ 0,022 0,142 £ 0,013 0,18 £ 0,082
T7 0,241 £ 0,051 0,196 + 0,024 0,258 £ 0,118
T14 0,351 + 0,146 0,261 + 0,058 0,754 + 0,13
T21 0,187 £ 0,032 0,265 + 0,058 0,642 £ 0,042
T28 0,214 £ 0,071 0,263 + 0,077 1,023 £ 0,375
T35 0,256 + 0,065 0,27 + 0,057 0,632 £ 0,247
T42 0,249 £ 0,074 0,262 + 0,035 -

Os titulos de anticorpos IgG anticocaina de maes imunizadas com UFMG-VAC-V4N2

nao diferiram estatisticamente em relagéo ao grupo placebo em nenhum dos tempos

de imunizagdo. Vacina vs. Placebo (p = 0,932) Vacina vs. V4N2 positivo (p = <0,0001)

Placebo vs. V4N2 positivo (p = <0,0001), two-way ANOVA com pés-teste de Tukey.

Os titulos de anticorpos das amostras de referéncia foram significativamente maiores

em relagao ao grupo imunizado com UFMG-VAC-V4N2 nos tempos 7, 14, 21, 28, 35

e 42, conforme a Figura 35 e Tabela 9.
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Figura 35 Titulos médios de anticorpos IgG anticocaina em amostras diluidas 1:1600. Amostras
de soro de mées vacinadas, diluidas em 1:1600, expressos em densidade o6ptica (DO), nos tempos 0,
7,14, 21, 28, 35 e 42, two-way ANOVA com poés-teste de Tukey.

Tabela 9 - Titulos médios de anticorpos IgG anti cocaina em amostras de soro de sangue maternas,

diluidas em 1:1600, expressos em densidade optica (D.O)

Tempos UFMG-VAC-V4N2 Controle Amostra referéncia

TO 0,133 £ 0,024 0,139 £ 0,02 0,171 £ 0,06
T7 0,232 £ 0,044 0,184 + 0,039 0,251 +£0,123
T14 0,342 + 0,105 0,231 + 0,045 0,563 + 0,044
T21 0,179 + 0,026 0,224 + 0,043 0,574 + 0,029
T28 0,209 + 0,069 0,287 + 0,077 0,922 + 0,382
T35 0,224 + 0,061 0,292 + 0,045 0,597 + 0,215
T42 0,235 + 0,051 0,265 + 0,034 -




3 Analise do perfil bioquimico de maes imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e

grupo placebo

Quadro 1
meédia + desvio padrao
Tempo Ureia (mg/dl) Creatinina ALT (U/L) AST (U/L) Fosfatase
(dias) (mg/dl) Alcalina (U/L)
-10 46,8 + 9,46 vs. 0,85+ 0,14 vs. 73,2+ 11,06 vs. | 187,7 £ 19,24 vs. 187,6 £ 21,9 vs.
44,4 + 9,03 44,4 + 9,03 79,2 + 11,04 274,37 + 28,21 195,2 + 21,129
p=0,735 p= 0,079 p=0,485 p= 0,083 p= 0,750
3 36,9+ 11,9 vs. 0,76 £ 0,47 vs. 68,14 + 12,64 194,2 £ 35,5 vs. 169,2 £ 55,8 vs.
24,8 £5,23 24,86 £ 5,23 vs. 50,5 £ 6,36 152,5 £ 54,24 92,3 £59,8
p= 0,121 p= 0,576 p=0,094 p= 0,407 p= 0,255
48 36,7 £ 8,94 vs. 0,84 + 0,56 vs. 77,85+ 12,81 167 £ 34,47 vs. 121,85 + 36,71 vs.
40,22 £ 6,92 40,22 £ 6,92 vs. 55 + 6,01 131,12 + 44,11 102,7 + 38,42
p= 0,735 p= 0,079 p=0,081* p= 0,407 p= 0,750
Glicose (mg/dL) Proteinas Albumina Colesterol total Triglicérides
Totais (g/l) (mg/dL) (mg/dL)
-10 1114,2 + 21,53 8,08 + 0,335 vs. 4,25 + 0,36 vs. 103,2 £ 11,29 vs. 61,05 + 13,48 vs.
vs. 106,2 + 8,38 7,95+ 0,23 4,67 £ 0,31 116,91 £ 4,74 84,95 + 17,04
p= 0,855 p= 0,909 p=0,488 p= 0,305 p= 0,305
3 133,42 + 18,32 7,96 + 1,22 vs. 3,95 + 0,36 vs. 81,39 + 39,58 vs. 79,02 + 86,85 vs.
vs. 99,25 + 9,56 8,77 £ 1,49 4,17 £ 0,29 67,65 + 43,219 53,52 + 8,20
p=0,070 p=0,771 p=0,488 p=0,743 p=0,876
48 79,71 £ 16,62 vs. 8,33 £ 1,52 vs. 4,4 + 0,35 vs. 82,64 £+ 14,46 vs. | 113,55+ 71,53 vs.
95,37 + 16,60 8,66 £ 1,66 4,45+0,13 77,4 £ 13,21 99,03 + 56,49
p=0,156 p=>0,999 p= 0,757 p= 0,743 p=0,927

* indica diferenca estatisticamente significativa em relagao ao grupo controle.
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4 Analise do perfil hematolégico de maes imunizadas com UFMG-VAC-V4N2 e

grupo placebo

Quadro 2
meédia + desvio padrao
Tempo| Hemacias Hemoglobina Hematécrito
(dia%) mmd) (/) /) VCM (g/dl) HCM (g/dl) | CHCM (g/dl)
8,49+0,34vs. | 1742+£0,38vs. | 66,8 +1,68vs. | 66,8 + 1,68 vs. 20,54 + 0,806 3\?31832’:619,5:-7
10 8,18 £ 0,07 17,30 £ 0,14 65,530 65,5310 vs. 20,06 £ 1,49 ' 0 7’4 -
p=0,762 p= 0,857 p= 0,986 p= 0,986 p=0,960 5=0.960
8490007 | 182:049vs. |536%054vs. |6533£4,22vs. | 6533£4,22vs. | So42x 102
3 vs. 8,29+ 0,44 11,31 £ 5,62 51+4,58 61,33 +£2,48 61,33+£2,48 ’ 2 6‘0 -
p=0,800 p=0,271 p=0,856 p=0,986 p=0,986 0=0,960
16,011,192 vs. | 2o83%318 166244 362vs. | 19,69+ 0,61vs. | 2278% 155
8,13+ 0,52 vs. 16.7 +0.63 vs. 53,52 + 6472 +377 20.37 + 058 vs. 31,57 +
48 8,26 £ 0,19 e 3,99 e e 2,17
p=0,762 _ _ _
p=0,622 520,980 p=0,986 p=0,305 0=0,628
Leucdcitos Linfocitos Eosindfilos Neutrdfilos Plaquetas
totais (mm3) (mm3) (mm?) (mm3) -
10240 £ 88,8 £2,95vs 238,16 £ 496,8 + 148,3
724,91 vs. o ’ L 478,5 + 240,3 ey ’
-10 6775 + 459 61 90,5+2,12 115,05 vs. 500 £ 70,7
- - p=nd =
0=0,259 p=0,761 p=n.d p=0,990 )
075> 14248 | 9054212 vs. 12075+ | 9336754 vs. | oo 340
3 964,36 78 £ 10,14 54,094 1421,6 + 873,6 164.6
0=0,360 p=0,657 p=n.d p= 0,400 p=>0,099 )
10983,3 £
19062vs. | 775:884vs. | 23102139081 21335 £ 17051 44654 2850
48 12262,5 = 74,25 £ 6,65 623 4,6 - .1176 5 - vs. 747,5 £ 81,9
4043,7 ’ ’
p=0,750 _ _ p=0,431
p=0,914 p=0,628 p= 0,609 )

* indica diferenga estatisticamente significativa em relagéo ao grupo controle.




5 Analise da molécula UFMG-V4N2 por Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN)
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CERTIFICADO DE ANALISE

DATA 27/04/2023

EMITIDO POR HENRIQUE ESTEVES

ANALITO V4AN2

APRESENTACAO Sélido 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 Polarizag@o de spin com relaxagdo 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 carbinolico (5,49 e 5,21 ppm) na propor¢ao de
3,869:1,000, respectivamente, sendo o sinal mais intenso referente & V4N2 e indicando provavel
hidrolise 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.
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