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ABREVIATURAS

ACF Adjuvante Completo de Freund

AlF Adjuvante Incompleto de Freund

BPL beta-propiolactona

ATCC American Type Culture Collection

CAA Células Apresentadoras de Antigenos

CETEA Comité de Etica e Experimentagio Animal

CTL Linfécito T citotoxico (CD8")

EM Emulsdo mdltipla

EP Emulsdo priméaria

HA Hemaglutinacdo

HI Inibicdo da Hemaglutinacao

IL Interleucina

INF Interferon

IgA Imunoglubulina A

19G Imunoglobulina G

LPS Lipopolissacarideo

MDP N-acetyl-muramyl-L-alanyl-D-isoglutamine (componente ativo do Mycobacterium)

ME Microemulsdo

MEM Meio Essencial Minimo

MHC-I Complexo Principal de Histocompatibilidade do tipo |

MHC-11 Complexo Principal de Histocompatibilidade do tipo Il

ORF Janela aberta de leitura de um gene (que inicia-se na sequéncia de um promotor e

termina na sequéncia de um cédon de terminacéo)

PBS Salina Fosfato Tamponada

PPV Porcine parvovirus

PVS Parvovirus Suino

PVS-VLP Particulas semelhantes ao parvovirus suino

SAF/MDF Syntex Adjuvant Formulation ( analogo do MDP)

SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecilssulfato de sodio

VLP Virus Like Particles (Particulas Semelhantes A Virus)

TNF-B Fator de Necrose Tumoral Beta

UHA Unidades hemoaglutinantes

USDA Ministério da Agricultura dos Estados Unidos
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plasmideo gerado, (B) Esquema demonstrado a digestdo com EcoRI e o
tamanho dos fragmentos resultantes da digestdo e (C) Gel de agarose 1%
contendo fragmentos de aproximadamente 970 e 790pb (VP2 digerida) e
3000pb (plasmideo). Primeira canaleta com padrdo (1kb DNA Ladder,
L 1=T 1= TS PSR
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Figura 27

Confirmacéo da clonagem em pFastBac Dual®. Foto de gel de agarose 1%
contendo fragmentos de aproximadamente (A) 5973pb e 976pb, gerados ap6s
a digestdo com EcoRl, (B) 5663pb e 1286pb, gerados apds a digestdo com
Hindlll e (C) 5313pb, 963pb e 673pb, gerados pela disgestdo com Nsil.
Primeira canaleta com padrdo (1kb Plus DNA Ladder, Invitrogen)....................
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Figura 28

Confirmacdo da transposic¢do ocorrida dentro da bactéria E. coli DH 10 Bac®.
Foto de gel de agarose 1% contendo (1) padrdo de peso molecular (Gene
Ruler 1kb, ready-to-use, Fermentas) e (2) fragmento de cerca de 1740pb
gerado ap6s PCR de uma das colbnias de E. coli DH 10 Bac® selecionada
apos transformacao do plasmideo pFastBacDual-VP2.............c.ccccevvvniiininnene
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Figura 29

Células TN5-B (A) ndo transfectadas e (B) 72 horas ap0s tranfeccéo,
apresentando efeito citopatico (células mais arredondadas, em menor nimero,
ndo aderidas a placa e com nucleos hipertrofiados)...............c..c.cue....
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Figura 30

Analise de expressdo de proteinas pelas células TN5-B transfectadas com o
baculovirus recombinante produzido. Foto de gel de poliacrilamida mostrando
a expressdo de uma proteina de pouco mais de 60KDa por estas células
(VACVP2). Esta proteina ndo estava sendo expressa por células TN5-B nédo
infectadas (Mock) ou infectadas por outros baculovirus que ndo o
recombinante (ACMNPY & VAPOINCYL)........cccoviiiiiiiniiiiecee
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Figura 31

Foto de microscopia eletrdnica mostrado células TN5-B apds 72 horas de
infecgc@o com o virus recombinante ACVP2.......ccoovvieniiiiniiiniensieisense e e

60

Figura 32

Aspecto visual das vacinas obtidas: (1) hidréxido de aluminio, (2) emulséo
O/A, (3) microesferas de quitosana e (4) microemulsao.............cccceevevvvvrrrnnne..
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Figura 33

Aspecto visual das vacinas de subunidades obtidas: (1) hidréxido de aluminio,
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(2) microemulsao e (3) SEM adJUVANLE...........c.coviveirirreieriieeie e se e

Figura 34

Médias geométricas dos titulos de anticorpos anti-parvovirus suinos frente as
diversas formulagBes de VACING ...........cccovevereiiieiiieiceceeie e se e
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RESUMO

Movidos pelo desafio de desenvolver vacinas mais eficientes, baratas e com tecnologia nacional
e de testar novos candidatos a adjuvantes vacinais em medicina veterindria, este trabalho prop6s
0 estudo de novas formulacBes de vacinas inativadas e de subunidades utilizando o parvovirus
suino (PVS) como modelo. Quatro formulacdes de adjuvantes biocompativeis e metabolizaveis
foram desenvolvidas. Suspenséo inativada do PVS contendo 1024 UHA foi utilizada para
produzir vacinas com os seguintes adjuvantes: emulsdo multipla, microemulséo, microesferas
de quitosana e implantes de quitosana. Também foram desenvolvidas vacinas de subunidades
contendo os adjuvantes formulados, obtidas através da clonagem do gene da proteina VP2 do
capsideo viral do parvovirus suino em sistema baculovirus. As partidas produzidas foram
submetidas a testes de estabilidade, inocuidade, esterilidade e poténcia. A resposta imune foi
avaliada a partir da vacinacdo de cobaias (modelo de referéncia) e do acompanhamento dos
titulos de anticorpos pelo teste de inibicdo da hemoaglutinagdo. Das quatro formulagGes de
adjuvantes avaliadas no teste de inocuidade em cobaias, somente a emulsdo mdltipla ndo foi
aprovada por causar extensas lesdes na pele e carcaga dos animais inoculados. Microparticulas
de quitosana, implantes de quitosana e microemulsdes podem ser utilizadas como adjuvante em
vacinas contra o PVS, induzindo a produgdo de altos titulos de anticorpos.Vacinas de
subunidades contendo PVS-VLP sdo capazes de induzir a producdo de altos titulos de
anticorpos anti-parvovirus suino, mesmo sem a presenca de adjuvante na composic¢éo da vacina.

Palavras-chave: VLP, Vacinas, adjuvantes, Parvovirus suino, Emulsdo multipla, Microesferas
de quitosana, implantes de quitosana.

ABSTRACT

The objective of this work is to develop new formulations of inactivated and subunit vaccines
using porcine parvovirus (PVS) as a model. Four adjuvant formulations have been developed, i)
multiple emulsion, ii) microemulsion, iii) chitosan microspheres and iv) implants of chitosan. It
have been developed a virus like particle (VLP-PVS) vaccine using baculovirus system. 1024
UHA of PVS suspension was used to produce the vaccines. The matches produced were tested
for stability, safety, sterility and potency. The immune response was evaluated using
vaccination of guinea pigs and the monitoring of antibody titers by hemagglutination inhibition
test. The safety test showed that only the multiple emulsion was not approved by causing
extensive skin land muscle lesions in the guinea pigs. The PVS vaccines with chitosan
microparticles or implants of chitosan or microemulsions increased the titer of antibodies. And
PVS-VLP was capable of inducing the production of high titers of antibodies to swine
parvovirus even without the presence of adjuvant in the vaccine composition.

Key Words: VLP, porcine parvovirus, adjuvant, vaccine, multiple emulsion, microemulsion,
chitosan microspheres, implants of chitosan.

1. INTRODUCAO Opromover uma resposta imune humoral e

celular mais efetiva é de extrema
O estudo de novos adjuvantes para uso em importancia em medicina  veterinria.
vacinas inativadas com o objetivo de Adjuvantes contendo sistemas de liberagdo
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de antigenos como o hidréxido de aluminio
e a emulsdo Oleo/dgua sdo 0s mais
utilizados nas vacinas comerciais, porém,
em muitos casos, a eficiéncia destas vacinas
ndo é boa, promovendo apenas uma
protecdo parcial, niveis de anticorpos
protetores de curta duracao e/ou estimulo de
resposta celular deficiente (MOLITOR et
al, 1985).

Os adjuvantes  podem  agir  por
imunomodulacdo do sistema  imune,
estimulacdo de linfécitos T citotoxicos,
dOirecionamento dos antigenos a células
apresentadoras de antigenos e/ou formacéo
de depdsitos prolongando a liberacdo dos
antigenos. O uso de adjuvantes pode
favorecer uma ou ambas as formas de
apresentacdo do antigeno, estimulando
linfécitos B ou T, permitindo uma resposta
mais eficiente e duradoura, tanto para
anticorpos, quanto para a mediada por
células, além do desenvolvimento de
celulas de memoria (GUALANDI et al,
1988; CASAL, 1999).

Além das pesquisas direcionadas as
substancias quimicas como candidatos a
potentes adjuvantes, atualmente, um grande
numero de antigenos exdgenos modificados
vem sendo desenvolvidos com o objetivo
de melhorar a atividade MHC classe |I.
Entre eles temos as “particulas semelhantes
a virus” (virus like particles-VLP), que séo
particulas virais ndo replicativas capazes de
entrar na célula alvo, chegar ao citoplasma
e estabelecer a partir de entdo uma resposta
do tipo celular e podendo também estimular
a resposta de anticorpos (MARTINEZ et al,
1992). VLP de parvovirus sdo semelhantes
aos virions naturais, estaveis em condicoes
ambientais  extremas e  altamente
imunogénicas. Baixas doses sdo suficientes
para conferir prote¢cdo, ndo necessitando
obrigatoriamente do uso de adjuvantes para
estimulacgio de uma boa resposta
imune(SEDLIK et al, 1997). E um antigeno
seguro que, por ndo possuir acido nucleico,
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¢ incapaz de se replicar dentro das células
vivas e causar reversdo de patogenicidade.

O parvovirus suino (PVS), agente
etiolégico de uma doenca que esta entre as
principais causas de perdas reprodutivas na
suinocultura, é um virus capaz de formar
VLP. Presente em quase 100% das granjas
comerciais de todo o mundo, o PVS ¢
extremamente resistente ao ambiente. Além
de causar mumificagéo fetal, sua principal
manifestacdo clinica, esta enfermidade
também é responsavel por outros problemas
reprodutivos em fémeas prenhes como
retorno ao cio devido a morte embrionéria
na fase precoce da gestacdo e nascimento
de leitegadas pequenas, com menos de seis
leitdes por parto (VAN LEENGOED et al,
1983). Sendo um virus estavel e de rapida
disseminagdo, a vacinagdo é o0 Unico
método eficiente de controle da parvovirose
suina em uma granja (GARDNER et al,
1996). A duracdo da imunidade conferida
aos animais naturalmente infectados &
longa, podendo permanecer por meses ou
até anos. Entretanto, os titulos de anticorpos
protetores conferidos através da vacinagao
ndo sdo duradouros, permanecendo altos
por cerca de quatro meses, sendo que ap6s
este periodo o animal estara susceptivel a
nova infeccdo (ORAVAINEN et al, 2006).
Além disso, sdo necessarias duas doses da
vacina antes da cobertura e Vvarias
revacinagfes apés o parto, 0 que torna a
vacinagdo contra a parvovirose suina uma
pratica muito cara.

Portanto, considerando a grande
importancia econdmica da parvovirose
suina, a necessidade de se desenvolver
novas formulagfes de vacinas mais baratas
e eficientes e com tecnologia nacional para
utilizagdo no controle de enfermidades na
medicina veterinaria, este projeto prop6s o
estudo de novas formulacGes de vacinas
contendo novos candidatos a adjuvantes
utilizando o parvovirus suino como modelo.



2. LITERATURA CONSULTADA

2.1.Parvovirose suina
2.1.1.Introducdo

A parvovirose suina estd amplamente
distribuida do mundo, sendo uma das mais
frequentes causas de falhas reprodutivas em
suinos. No Brasil, varios estudos
sorolégicos evidenciaram o PVS como
agente circulante dentro das granjas
comerciais (GOUVEIA et al, 1984,
MARTINS et al, 1984; BERSANO et al,
1993 e 1995). Esta doenca sO se manifesta
em fémeas prenhes, principalmente em
primiparas (MORAES e COSTA, 2007,
ROEHE et al, 2007), onde a infecgdo
embrionaria e/ou fetal poderd ocasionar
morte embrionaria, mumificacdo fetal,
abortamentos, natimortalidade e nascimento
de um ndmero reduzido de leitBes
(MENGELING et al, 2000), além de
infertilidade e repeticho de cio. Estas
manifestacdes estdo diretamente
relacionadas com o periodo gestacional em
gue a fémea se infectou.

Um dos fatores que mais contribuem para a
grande disseminacdo do PVS é a sua
enorme capacidade de resisténcia a
condi¢des adversas fora do hospedeiro. Por
ndo possuir envelope lipidico, este virus é
capaz de resistir a muitos dos desinfetantes
utilizados em granjas comerciais (BROWN,
1981). Ele pode sobreviver por até quatro
meses em excrecOes e secrecdes de suinos
(MENGELING e PAUL, 1986), além de
possuir a capacidade de resistir a grandes
variacbes de  temperatura e pH
(CARTWRIGHT et al, 1969;
MENGELING, 1972).

A transmissdo oronasal é a principal via de
infecgéo em animais adultos
(MENGELING, 1999). O virus multiplica-
se nos linfonodos proximos a via de entrada
e depois alcanca a circulacdo. Com a
viremia, o virus pode alcancar Varios
6rgdos, sendo entdo eliminados por até duas

semanas em todas as secregdes e excrecoes
(MCADARAGH e ANDERSON, 1975;
GRADIL et al, 1990). Se o animal
infectado for macho adulto, leitdo ou fémea
ndo prenhe h& apenas uma soroconverséo,
sem nenhuma sintomatologia clinica. Se o
animal for uma fémea em gestacéo, o virus,
que tem tropismo por células em
multiplicacdo, atinge o embrido ou feto,
encontrando ai um ambiente altamente
favoravel a sua replicacdo devido a alta taxa
de mitose que a maioria destes tecidos
apresenta.

Por possuirem placenta epitélio-corial, as
células que formam as camadas placentarias
nos suinos estdo intimamente ligadas por
juncdes que ndo permitem a troca de
pequenas moléculas entre a mae e o0
concepto, como anticorpos, por exemplo.
Ainda ndo se conseguiu elucidar como se
dad a passagem viral pela barreira
transplacentéria, ja que a particula viral é
muito grande para fazé-lo (WILHELM et
al, 2005). Estudo recente demonstrou que
fetos suinos em fase precoce de
desenvolvimento fazem com que suas
placentas sofram um alargamento entre suas
juncbes celulares, permitindo  maior
passagem de nutrientes e moléculas, sendo
esta uma hipdtese para explicar a infeccéo
do concepto (VALLET e FREKING, 2007).
Outra teoria mais aceita seria a de que as
células do sistema imune materno alcangcam
0 ambiente fetal, sendo esta a rota utilizada
pelo virus para atingir o feto. Esta teoria é
reforcada pela descricdo da presenca do
PVS em tecidos linfoides de animais
adultos (LUCAS et al, 1974; MENGELING
et al, 2000), pelo relato de que mondcitos
periféricos e macréfagos fagocitam o PVS
(KRAKOWKA et al, 2000) e pela presencga
de linfocitos fetais na circulacdo da mae
(RUDEK e KWIATKOWSKA, 1983).

Os efeitos do virus sobre o embrido estdo
diretamente relacionados a fase de gestacéo
em que a fémea se encontra (ANTONIS et
al, 2006). Na fase de pré-fixacdo dos



blastocistos, de 0 a 9 dias apds a concepcéo,
a infeccdo podera ter como consequéncia a
mortalidade destes. Se a mortalidade for
grande, resultando na sobrevivéncia de
menos de quatro blastocistos, a gestacdo
ndo é reconhecida pelo organismo materno,
sendo todos eles reabsorvidos e
ocasionando, clinicamente, o retorno ao cio
ciclico. Se sobreviverem mais de quatro
blastocistos, a gestacdo €é reconhecida e
prosseguird normalmente, tendo como
consequéncia 0 nascimento de leitegadas
pequenas. Ao ingressar no estagio de
embrido, se a infecgdo ocorrer entre 0 10° e
0 35° dia de gestacdo, podera ocorrer a
reabsorcdo dos embrides, sendo total, caso
ocorra a morte de todos, com retorno ao cio
aciclico, ou parcial, quando alguns
sobrevivem, com consequente nascimento
de leitegadas pequenas. Ap6s o 35° dia de
gestacdo, durante a fase fetal, inicia-se a
ossificacdo do feto, sendo que, se infecgédo
com o PVS ocasionar a morte, ndo havera
mais a possibilidade de reabsorcdo,
impossibilitada pela presenga do esqueleto.
Com isto, se todos os fetos morrerem, 0s
tecidos moles serdo reabsorvidos restando
apenas os fetos mumificados e ocasionando
anestro e esterilidade da fémea. A gestacéo
prossegue se alguns  sobreviverem,
resultando na expulsdo de animais normais,
natimortos e fetos mumificados de
diferentes tamanhos durante o processo do
parto. Deve se salientar que quando a
infeccdo ocorre ap6s os 70 dias de gestacao,
quando o feto ja alcancou a
imunocompeténcia, o proprio sistema
imune fetal poderd debelar essa infecgdo
pela producdo de anticorpos préprios, tendo
como consequéncia o nascimento de leitdes
soropositivos (JOO et al, 1976b;
MENGELING e CUTLIP, 1976;
MENGELING et al, 2000).

A sorologia é considerada o melhor método
de diagnostico do PVS, devido as
dificuldades relacionadas & deteccdo e ao
isolamento viral. Desde a descoberta da
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capacidade dos parvovirus em aglutinar
heméacias (BRAILOVSKY, 1966), a técnica
de inibicdo da hemoaglutinacdo (HI),
padronizada alguns anos depois, é
considerada o método ouro para deteccéo
de anticorpos contra o PVS (JOO et al,
1977). Outros métodos como o ELISA
(HOHDATSU et al, 1988;
WESTENBRINK et al, 1989), a
microaglutinacdo em tubo (JOO et al,
1975), a imunodifusdo em gel de agar
(TOO et al, 1983), a imunofluorescéncia
(RIVERA et al, 1986) e a aglutinacdo
rapida em placa (LU et al, 2006) foram
desenvolvidos para o diagnéstico de PVS,
entretanto nenhuma técnica conseguiu obter
a praticidade e confianca da HI para o PVS.

2.1.2.Etiologia

Os parvovirus compBem a familia
Parvoviridae que, por sua vez é dividida em
duas subfamilias: (1) a Parvovirinae, que
infecta vertebrados e (2) a Densovirinae,
qgue infecta insetos (ICTV, 2009). A
subfamilia Parvovirinae é composta de
cinco géneros: Parvovirus, Erythrovirus,
Dependovirus, Amdovirus e Bocavirus. O
género Parvovirus é composto de doze
espécies, incluindo o parvovirus suino,
todas antigenicamente distintas, tendo sua
infeccdo natural restrita a um Unico
hospedeiro (ICTV, 2009). Os membros da
familia Parvoviridae estdo entre 0s menores
virus de DNA que infectam animais, sendo
seu tamanho variavel entre 18 e 26nm
dentro das espécies (SIEGL et al, 1985).
Sdo virus aproximadamente esféricos, com
simetria icosaédrica e desprovidos de
envelope.

O parvovirus suino tem cerca de 20nm
(CHAPMAN e ROSSMAN, 1993) e sua
massa molecular é de 5,5 a 6,2 x 108, com
aproximadamente metade de sua massa em
proteina e a outra metade em DNA
(HORWITZ et al, 1996). Ele é constituido
por DNA linear de fita simples e sua



extensdo é de 5075 nucleotideos (GenBank
L23427). Possui duas extensas janelas de
leitura (ORF) que ndo se sobrepdem (Fig.
1), uma contendo o promotor PT4,
responsavel pela codificagdo das proteinas
ndo estruturais NS-1, NS-2 e NS-3, e a
outra o promotor PT40, codificador das
proteinas de capsideo VP-1 e VP-2
(BERGERON et al, 1993). VP-1 e VP-2
sdo produtos de diferentes splincing do
gene PT40 (CASAL, 1996). A proteina do
capsideo VP-3 ¢é formada apds uma
clivagem pés traducional da VP-2
(PARADISO, 1981). J4 as proteinas NS-2 e
NS-3 séo codificadas através de diferentes
splincing do gene que codifica a NS-1
(BERGERON et al, 1993). As proteinas
,ndo estruturais NS-1, NS-2 e NS-3 estdo

ligadas a replicacdo viral, sendo a NS-1
importante também no processo de
empacotamento  das  particulas  virais
(NUESCH et al, 1995), além de poder se
ligar as proteinas da célula hospedeira,
induzir lise celular e apoptose (RAYET et
al,1998; DAEFFLER et al, 2003).

Nas extremidades 3’ e 5° do genoma viral
encontram-se sequéncias palindrdmicas que
formam estruturas em forma de “T” e “Y”
(BERNS e HAUSWIRTH, 1983; SHADE
et al, 1986). Estas estruturas parecem ter a
funcdo de manter a integridade da porcéo
terminal do genoma, além de funcionar
como iniciadores, onde a DNA polimerase
se liga durante a replicacéo viral.

DNA fita simples

Proteinas nao-
estruturais

NS-1,2e3

Fase de
leitura

capsideo

Figura 1- Representacéo esquematica da estrutura do genoma do PVS, com a localizacdo das
regides que codificam as proteinas estruturais e ndo estruturais (STRECK, 2009). As duas janelas

de leitura estdo representadas em azul claro. A fas

e de leitura 1 é responsavel pela codificacdo das

proteinas ndo estruturais NS-1, NS-2 e NS-3 através de diferentes splicing do gene da NS-1. A fase
de leitura 2 é responsavel pela codificagdo das proteinas VP-1 e VP-2 através de diferentes splicing
do gene da VVP-1. Ja a VP-3 é produzida apds clivagem pos traducional da proteina VP-2.

Também foi demonstrada a existéncia de
outras duas janelas de leitura no genoma do
PVS. Elas sdo pequenas e estéo situadas em
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diferentes posicbes do genoma, inclusive
sobrepostas as outras duas grandes ORF
(AMAND et al, 1991). ZADORI e
colaboradores (2005) descreveram uma



proteina fundamental para replicacdo do
PVS que também utilizava o promotor
PT40.

2.1.3. Estrutura e organizacdo do
genoma viral

O capsideo do parvovirus é formado a partir
do rearranjo das proteinas estruturais VP-1,
VP-2 e VP-3. Estas estdo repetidas em mais
de 60 cépias formando uma particula quase
esférica, de simetria icosaédrica
(CHAPMANN e ROSSMANN, 1993).
Cada uma destas cépias € composta pelo
grupo de aminoacidos comum a parte
carboxi-terminal da VP-2 (TSAO et al.,

1991), sendo que somente a porcdo N-
terminal da VP-1 esta ausente no capsideo
(XIE e CHAPMAN, 1996). A proteina VP-
1 tem 83 kDa de tamanho, enquanto a VP-2
tem 64kDa e a VP-3 tem 61kDa
(SAKURAL et al, 1989; HORWITZ et al,
1996).

Os parvovirus apresentam em sua
superficie, estruturas que consistem em
pequenas protuberancias (spikes) na porcao
3-fold, além de depressdes (dimples) na
por¢cdo 2-fold e cilindros circundados de
depressdes (canyons) na porcdo 5-fold
(TSAO et al, 1991), como demonstrado na
Fig. 2.

Spikes (protuberancias).

- Canyons (cilindros
% circundados de depressdes).

Dimples (depressoes).

Figura 2- Visualizacao esquematica do Parvovirus (adaptacdo de TSAO et al, 1991), mostrando as
estruturas presentes na superficie viral. O triangulo representa uma das 60 subunidades repetitivas
que compdem o capsideo viral completo. Cada subunidade é composta de dois spikes (porcao 3-
fold), um canyon (porcéo 5-fold) e um dimple (porcéo 2-fold).

A superficie externa dos parvovirus
apresenta uma grande porcao hidrofébica e
a presenca dessa regido hidrofobica pode
explicar a propensdo das proteinas a se
agruparem e formarem o capsideo (XIE e
CHAPMAN, 1996). Esta pode ser também
a explicacdo para a automontagem de
proteinas VP-2 produzidas isoladamente,
que sozinhas sdo capazes de formar um
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capsideo completo, mesmo sem a presenca
das outras proteinas estruturais e do acido
nucleico (MARTINEZ et al, 1992) . Estas
particulas virais desprovidas de material
genético sdo chamadas de “particulas
semelhantes a virus” ou pseudoparticulas,
conhecidas pela comunidade cientifica
internacional por “virus like particles” ou
VLP.



As VLP do PVS, semelhantemente aos
virions naturais, sdo muito estaveis em
condicBes ambientais extremas e descobriu-
se que elas podem ser altamente
imunogénicas quando inoculadas como
vacinas (SEDLIK et al, 1995). Estudos
demonstraram que as VLP, diferentemente
da wvacina inativada, sdo capazes de
estimular uma resposta imune do tipo
celular, que é uma das respostas estimulada
quando se tem a infeccdo natural pela
particula viral ativa (SEDLIK et al, 1997).

Além da proteina VP-2 ser a proteina
estrutural mais abundante nos parvovirus,
constituindo cerca de 90-95% da particula
viral (os outros 5-10% sdo VP-1, segundo
CASAL, 1999), outro fator envolvido
diretamente no processo de automontagem
do capsideo diz respeito a uma sequéncia de
aminoacidos da porcao N-terminal da VP-2,
susceptivel a clivagem por proteases. E
descrito que esta regido, ap6s a agdo de
proteases, origina a proteina VP-3. Estas
caracteristicas fornecem a VP-2 a
capacidade de formar particulas
estruturalmente e imunologicamente muito
semelhantes ao capsideo infectante e a base
para automontagem destes capsideos sao
estruturas formadas por trimeros da
proteina VP-2 (RUEDA et al, 2000). A
importante caracteristica que difere uma
“particula semelhante a virus” de uma
particula viral completa é a falta de
capacidade replicativa dentro de uma célula
hospedeira devido a auséncia do acido
nucléico viral (CASAL, 1999).

2.1.4.Resposta imune
2.1.4.1. Ao VLP do PVS

Particulas virais inativadas do PVS, quando
inoculadas em um animal, s&o consideradas
como antigeno exdgeno e sdo internalizadas
por células apresentadoras de antigenos
(CAA), sendo degradadas dentro de
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vesiculas lisossomais de pH extremamente
baixo. Com isso, 0s peptideos gerados sdo
entdo ligados ao complexo principal de
histocompatibilidade do tipo Il (MHC de
classe II), os quais sdo apresentados na
superficie celular as células T auxiliares
CD4*, diretamente relacionadas a resposta
imune direcionada & producdo de
anticorpos. Quando se inocula uma VLP,
este antigeno é considerado enddgeno, ja
gue sua entrada na célula ocorre via

receptor. A VLP alcanca o citoplasma
celular, escapando das vesiculas
lisossdbmicas. A  degradacdo  dessas

proteinas ocorre via proteassomo. Os
peptideos gerados sdo enviados ao reticulo
endoplasmatico e la sdo associados ao
MHC de classe 1. Esses complexos
contendo o peptideo mais 0 MHC de classe
I sdo entdo transportados até a superficie
celular e apresentados as células T CD8+,
que sdo linfocitos citotoxicos, ligados
diretamente a uma resposta imune do tipo
celular (SEDLIK et al, 2000). Com isso,
quando se utiliza a VLP como imundgeno,
em substituicdo a particula viral inativada,
consegue-se  estabelecer uma resposta
imune mais proxima da resposta estimulada
pelo virus em uma infeccéo natural.

2.1.4.2. Na parvovirose
suina:

A primeira defesa que o sistema imune
utiliza contra o PVS sdo as barreiras fisicas
e quimicas dos tratos respiratério e
gastrointestinal, como a barreira
microbiana, o fluxo de muco, a presenca de
uma série de enzimas e o0 pH extremamente
acido, que agem inibindo a instalacdo viral
no organismo (TIZARD, 2009). Entretanto,
0 PVS ¢é capaz de suportar alteracoes
bruscas de  temperatura e pH
(CARTWRIGHT et al, 1969;
MENGELING, 1972), ultrapassando com
facilidade estas barreiras, possivelmente por
apresentar um capsideo simples e compacto
(CHAPMANN e ROSSMANN, 1993).



Com isso, como o PVS consegue chegar
aos tecidos e ao sangue, a estratégia de
defesa do organismo que € mais eficaz
contra esta doenca é o desenvolvimento de
anticorpos especificos contra o virus, sendo
que todas as infeccbes causadas por
parvovirus sdo principalmente controladas
por resposta de anticorpos, diferentemente
do que acontece com outros virus (CASAL,
1996). A presenca de IgA contra PVS inibe
sua entrada via mucosas e altos niveis 1gG
asseguram a protecdo do animal contra o
desenvolvimento da doenca. A VP-2, que €
a proteina estrutural localizada mais
externamente no capsideo viral, é o
principal alvo dos anticorpos neutralizantes
contra o parvovirus suino (LOBATO,
1990).

A imunidade ativa é associada a altos
titulos de anticorpos contra PVS (>256
UHA, segundo JOHNSON et al, 1976).
Este titulo de anticorpos p6s infeccdo, além
de alto é duradouro. J& a imunidade
adquirida via vacinacdo raramente excede
esse titulo utilizando a inibicdo da
hemoaglutinagdo como teste diagnostico
segundo ORAVAINEN e colaboradores
(2006).

O virus é raramente isolado de leitBes, que
sdo considerados imunes por causa do alto
titulo de anticorpos protetores adquiridos
pelo colostro (MENGELING et al, 2000).
A duracgdo da imunidade passiva € de quatro
a seis meses (PAUL et al, 1980). Apds a
infeccdo natural dos suinos com o PVS, o
animal estard imune durante toda sua vida
contra a doenca clinica (ANTONIS et al,
2006), provavelmente pelo efeito booster
causado pelas repetidas exposicOes virais a
gue o animal fica exposto durante toda a
vida (MENGELING et al, 2000).

2.1.5.Controle

A vacinacdo € a principal medida de
controle contra a parvovirose suina, cujo
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objetivo é estimular a imunidade do plantel,
evitando a infeccdo dos embrides e fetos
(ROEHE et al, 2007). Além disso, medidas
de manejo dirigidas a promover um bom
status sanitario do rebanho devem ser
adotadas (MENGELING, 1999; ROEHE et
al, 2007).

Outra técnica utilizada no controle da
parvovirose suina é conhecida como
retroinfeccdo. Ela consiste em estabelecer
uma infecgdo natural em leitoas antes da
primeira cobertura, através do contato
direto delas com porcas do plantel ou pela
exposicdo a restos placentérios, fetos
mumificados e fezes de porcas acometidas
com a doenca. Esta técnica esta deixando de
ser utilizada por apresentar alto risco de
disseminagéo de outras  doencas,
reprodutivas ou ndo, além de nem sempre
ser confiavel, j& que ndo se tem garantia
que os excrementos apresentados as leitoas
possuam realmente o PVS ou que, caso
possuam, as leitoas sejam realmente
infectadas por ele (LOBATO, 1990;
ROEHE, 2007).

Atualmente, as vacinas disponiveis no
mercado nacional contra o PVS séo
produzidas pelo crescimento do virus em
cultivo de células de suino. Apds titulacéo
viral, esse virus é inativado por agentes
quimicos como a formalina ou a B-
propiolactona. Esses processos Sao caros,
trabalhosos e envolvem risco por necessitar
do crescimento e manipulagcdo de grandes
quantidades de virus infecciosos. Além
disso, ha a limitacdo pratica da producédo
viral, j& que o PVS tem lenta replicacéo in
vitro (ANTONIS et al 2006) e que, ap6s
cada passagem, tem seu titulo reduzido,
resultante da producdo e acimulo de
particulas defectivas. A dificuldade em se
produzir a vacina inativada em laboratério e
industrialmente justifica o desenvolvimento
de vacinas alternativas contra o PVS, como
as vacinas recombinantes de subunidades.



2.2.Adjuvantes
2.2.1.Introdugéo

Adjuvantes sdo usados para melhorar a
resposta imune da vacina de diversas
maneiras: aumentando a imunogenicidade
de antigenos fracos; aumentando a
velocidade e duracdo da resposta imune;
modulando a avidez, especificidade,
isotipos ou distribuicdo de subclasses de
anticorpos; induzindo uma imunidade de
mucosas; aumentando a resposta de
individuos imaturos ou diminuindo a dose
de antigeno utilizada nas vacinas,
diminuindo custos. Segundo JANEWAY e
colaboradores (2007), um adjuvante pode
ser definido como uma substancia que
aumenta a resposta imune especifica de um
animal a um antigeno, sendo qualquer
substancia que aumente a imunogenicidade
de outras substancias que com ela sdo
injetadas em um organismo. Eles diferem
das proteinas carreadoras por ndo formarem
ligages estaveis com o imundgeno.

As vacinas podem ser constituidas tanto de
patégenos atenuados, quanto de patégenos
inativados. Hoje, também sdo empregadas
vacinas contendo somente alguns peptideos
destes patégenos. Dentre estas, as vacinas
vivas atenuadas sdo as que estimulam mais
eficientemente a resposta imune por serem
capazes de multiplicar dentro do organismo
(STEPHEN, 2000). Como as vacinas
inativadas e de peptideos ndo sdo capazes
de multiplicar dentro do organismo,
adjuvantes sdo incorporados a essas na
tentativa de melhorar sua antigenicidade e
imunogenicidade.

A escolha de um adjuvante é afetada pelo
tipo de resposta imune desejada, a espécie
animal a ser imunizada, a rota de
administracdo da vacina e a tolerancia dos
animais aos possiveis efeitos adversos
destes adjuvantes. Classes de adjuvantes
incluem os derivados de aluminio, o0s
derivados bacterianos, agentes tensoativos,
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veiculos e sistemas de lenta liberagdo
(ALLISON e BYARS, 1994). Geralmente
eles sdo classificados em particulados, 0s
quais apresentam particulas microscépicas
nas quais o imunogeno esta incorporado ou
associado, e ndo particulados, os quais
geralmente sdo imunomoduladores que
aumentam a resposta imune e podem ser
associados aos primeiros. Entre 0s
particulados estdo os derivados de aluminio,
as emuls@es do tipo 4gua em 6leo, emulsdes
do tipo Oleo em &gua e as emulsbes
multiplas, além dos lipossomas e das micro
e nanoparticulas. Entre os ndo particulados,
destacam-se o muramil-dipeptideo (MDP),
as saponinas, as citocinas e as toxinas
bacterianas (COX e COULTER, 1997).
Deste modo, os adjuvantes podem aumentar
a imunogenicidade de duas formas
distintas:  primeiro, eles  convertem
antigenos protéicos sollveis em material
particulado, facilmente fagocitado pelas
células apresentadoras de antigeno, como 0s
macrofagos (ex: alimen). O antigeno pode
ser particulado por emulsificacdo em 6leos
minerais ou incorporados em particulas
coloidais de complexos imunomoduladores
(ISCOMs). Segundo, pela associacdo de
bactérias ou de componentes de bactérias.
O produto microbiano pode sinalizar para
gue os macrofagos ou células dendriticas se
tornem células apresentadoras de antigeno
efetivas. Um dos seus efeitos é induzir a
producdo de citocinas inflamatorias e
potentes respostas inflamatdrias locais; tal
efeito provavelmente é intrinseco a sua acao
em aumentar as  respostas, = mas
impossibilita seu uso em humanos
(JANEWAY et al ; 2007).

Hidroxido de aluminio é o adjuvante mais
comumente usado entre os derivados de
aluminio e o mais escolhido quando se
deseja uma resposta imune humoral. O
aluminio induz uma resposta imune celular
relativamente baixa. Por outro lado, o
adjuvante completo de Freund (ACF)
contém bactérias mortas (Mycobacterium)



sendo capaz de induzir tanto a resposta
celular quanto a resposta humoral. Este
adjuvante é considerado o melhor dos
adjuvantes contendo derivados bacterianos.
Entretanto, estd proibido na maioria dos
paises por causar reagdes graves no local de
sua aplicacdo. Ja no adjuvante incompleto
de Freund (AIF), essas bactérias estdo
ausentes, induzindo somente respostas de
anticorpos. O componente ativo do
Mycobacterium é o N-acetylmuramyl-L-
alanyl-D-isoglutamina, comumente descrito
como MDP. Anélogos do MDP foram
desenvolvidos e testados. Novos veiculos
foram desenvolvidos como o0 syntex
adjuvant formulation (SAF) na tentativa de
se eliminar alguns dos problemas
associados com a inoculagdo de ACF e AIF.
Essa formulagéo foi utilizada com sucesso
adicionada de threonyl-MDP, como um
adjuvante para uma variedade de antigenos,
resultando em uma forte resposta imune,
tanto humoral quanto celular (ALLISON e
BYARS, 1994).

Inducéo deliberada de uma resposta imune
é conhecida como imuniza¢do. A via, a
dose e a forma pela qual um antigeno é
administrado podem afetar a propria
ocorréncia da resposta e o tipo de resposta
gue é produzido. Antigenos injetados no
tecido subcutdneo geralmente provocam
uma forte resposta, provavelmente porque
sdo capturados pelas células de Langherans
e apresentados  eficientemente  aos
linfonodos locais. Antigenos injetados ou
transfundidos diretamente na circulagéo
tendem a ndo induzir resposta imune ou
induzem tolerancia, a ndo ser que se liguem
as células do hospedeiro ou estejam na
forma de agregados que serdo facilmente
capturados pelas CAA. Doses baixas de
antigeno ndo sdo boas estimuladoras do
sistema imune (tolerdncia de zona baixa).
Quando a dose é muito alta, a resposta
imune também é inibida (tolerancia de zona
alta) o que pode ser importante para
manutencdo da tolerdncia as proteinas do

23

préprio organismo,
plasmaticas.

como as proteinas

Os mecanismos de acdo pelos quais 0s
adjuvantes aumentam a resposta imune néo
sdo totalmente elucidados. Adjuvantes
podem atuar de vérias formas (ROITT,
BROSTOFF e MALE, 1996; COX e
COULTER, 1997; JANEWAY et al , 2007;
ABBAS, LICHTMAN e POBER, 2000),
sendo estas:

e Imunomodulagdo: refere-se a
habilidade de muitos adjuvantes em
modificar a producdo de citocinas.
Geralmente induz ao aumento da
produgdo de algumas citocinas
enguanto reduz, concomitamente, a
producdo de outras. Os dois
principais tipos de células T CD4+,
denominadas Thl e Th2, sédo
capazes de induzir dois tipos
antagbnicos de resposta. A resposta
Thl induz a fortes reagdes de
hipersensibilidade e sdo associadas
com a produgdo de IFN-y, IL-2 e
IL-12, atuando principalmente em
infecces virais por estar mais
relacionada a uma resposta mais
celular, enguanto que a resposta
conhecida como Th2 resulta em

alta secrecdo de anticorpos
circulatorios e secretorios,
frequentemente IgE, além de

estimular a secrecdo de citocinas
IL-4, IL-5, IL-6 e possivelmente
IL-10, resultando em uma resposta
mais humoral. Respostas Thl e Th2
sdo mutuamente inibitorias (Fig. 3).
A sele¢do correta de um adjuvante
imunomodulador, apropriado ao
tipo de resposta que se quer
estimular ao realizar a imunizagdo,
deve ser realizada, lembrando que
nunca a resposta ira ser totalmente
celular, nem totalmente humoral.
As citocinas IL1, IL2 e INF-y tém
sido testados por sua atividade



adjuvante. Entretanto, a aplicacdo

pratica de  citocinas  como
adjuvantes apresenta muitas
dificuldades. Por exemplo,
maltiplas doses seriam

provavelmente necessarias, além de
a propria citocina atuar como um
antigeno. Entretanto, escolhendo o
adjuvante apropriado, a sintese
especifica de um grupo de citocinas
pode ser estimulada. Isto pode
aumentar a sintese de isotipos de
anticorpos  especificos.  INF-y
aumenta a producgdo de IgG2a em
camundongos, enquanto  IL-4

aumenta a sintese de IgG1 e IgE.
Respostas mediadas por células T a
antigenos resultam em liberacdo de
INF-y. Entéo adjuvantes como ACF
e SAF/MDP, que aumentam a
imunidade celular, favorecem a
formacdo de anticorpos do tipo
IgG2a. Aluminio e Quil A, que sdo
fracos estimuladores de respostas
de células T, induzem anticorpos do
tipo 1gG1 e IgE, provavelmente por
estimular uma maior liberacdo de
IL-4 do que IFN-y.

/ Célula CD4* Thl

IL-2

Ativacdo de macrofagos e
mecanismos citotoxicos

K RESPOSTA CELULAR

s 4

-
-
-
-
-
-

_ - -IL-10

Mastdcito

Célula CD4*Th2 \

IL-4/ IL-5
Eosindfilo

Célula B

Anticorpos

RESPOSTA HUMORAL /

Figura 3- Esquema do efeito da inibi¢do mutua entre as respostas Thl e Th2, mostrando o efeito
estimulatorio (setas azuis continuas) e inibitorio (setas vermelhas pontilhadas) de algumas citocinas
sobre a producdo de outras citocinas e sobre a propria proliferagédo celular (adaptagdo de COX e

COULTER, 1997 e ROITT, BROSTOFF e MALE, 1996).

Apresentacdo antigénica: se refere
a habilidade de um adjuvante em
preservar a integridade
conformacional de um antigeno e
apresenta-lo as células imunes
efetoras apropriadas, aumentando a
resposta de anticorpos
neutralizantes. O modo como o
antigeno é apresentado, ligado ao
MHC de classe | ou a0 MHC de
classe 1l, também pode influenciar
a duracdo da resposta imune. A
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apresentacdo de antigenos pode ser
aumentada através de um aumento
da infiltracdo celular dentro do sitio
de inoculacdo causada pelo
adjuvante ou por este promover
diretamente a captagdo de antigenos
pelas células apresentadoras de

antigenos, podendo  também
contribuir ~ diretamente para a
apresentacdo de antigenos em

linfonodos locais.



Inducdo da resposta de células T
citotéxicas CD8": a inducdo de
uma resposta de CTL requer que o
antigeno seja  processado  no
citoplasma celular (via enddgena),
onde este seja apresentado na
superficie celular ligado ao MHC
do tipo I. Para um adjuvante induzir
uma resposta de CTL, ele devera
facilitar a incorporacdo  ou
persisténcia do peptideo ao MHC
do tipo .

Ativagéo do sistema
complemento: adjuvantes podem
servir de alvo para células
apresentadoras de antigeno como as
células de Langerhans, células
dendriticas e células B. As células
B apresentam antigenos a células T
eficientemente. Células dendriticas
expressam receptores de alta
afinidade para o componente C3 do
sistema complemento  ativado.
Estes adjuvantes ndo modificam o
tipo de resposta imune, mas afetam
consideravelmente a quantidade de
antigeno  requerida para 0
desenvolvimento desta resposta.
Alguns adjuvantes podem facilitar a
localizagdo para as  ceélulas
dendriticas pela ativagdo do
complemento. Isto se aplica para
adjuvantes como SAF/MDP, o LPS
e algumas composi¢bes com
lipossomas. Na resposta imune
secundaria, o sistema complemento
¢ ativado como resultado da
formacdo do complexo antigeno-
anticorpo.

Geragdo de depdsito no local da
aplicacgdo: alguns adjuvantes como
o ACF, AIF e o aluminio sdo
responsaveis pela lenta liberagdo do
antigeno por formar um depoésito no
local da aplicacdo. Adjuvantes que
s6 agem fisicamente como matriz,
cuja funcdo é tdo somente a
formacdo de  depdsito, sdo
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chamados de adjuvantes veiculos.
Pode ser um depdsito de curto ou
longo prazo, além de poder ser de
liberacdo continua ou pulsatil.
Depdsito por curto prazo sdo feitos
quando utilizamos como adjuvante
0s derivados de aluminio e a
emulsdo agua em o6leo, onde o
antigeno fica retido no local da
inoculacdo e, assim ficando livre da
degradacdo pelo figado. Deposito
de longo prazo pode ser feito
utilizando polimeros sintéticos na
producdo de microesferas, como as
de quitosana, que podem ter
liberacdo continua pela degradagdo
de sua particula.

A principal limitagdo dos adjuvantes é que
ndo hd um adjuvante universal. Alguns
adjuvantes estimulam tanto a resposta
humoral quanto a celular, enquanto que
outros aumentam primariamente a sintese
de anticorpos. A resposta a alguns
antigenos é efetivamente aumentada com
alguns adjuvantes, enquanto a resposta a
outros antigenos com este mesmo adjuvante
pode ndo aumentar. Por exemplo, resposta
humoral para o antigeno da influenza néo
aumenta significativamente pela adigdo de
aluminio; a vacina contra Tripanossomo sp
em saponina  protege  camundongos
desafiados com o tripanossomo Vvivo,
enquanto a maioria dos adjuvantes é
ineficaz.

Carboidratos sdo geralmente antigenos mais
fracos que as proteinas, sendo que o estudo
de adjuvantes para antigenos de
carboidratos é mais dificil que para um
antigeno  proteico ou  glicoproteico.
Pequenos  peptideos  também  sdo
considerados antigenos fracos e geralmente
necessitam se ligar a uma proteina
carreadora.  Sendo  assim,  diversos
adjuvantes contra determinado antigeno
deverdo ser testados para selecionar o que



levard a melhor resposta imune (ABBAS,
LICHTMAN e PILLAI, 2012).

Efeitos adversos indesejaveis também
poderdo ser uma importante limitacdo do
uso de adjuvantes. ACF pode induzir a
formacdo de granulomas no local da
inoculagéo, além de fazer com que o animal
inoculado se torne sensivel a tuberculina
(ALLISON e BYARS, 1994). Por essa
razdo ndo se deve fazer uso de ACF em
vacinacgOes secundarias, devendo-se utilizar
AIC em imunizagdes subsequentes.
Adjuvantes podem ser pirogénicos, tendo
como exemplo o LPS; ou induzirem a
inflamagdo, tendo como exemplo as
saponinas. Algumas caracteristicas fisicas
dos adjuvantes podem ser negativas na hora
de formular uma vacina. Um exemplo é
avridine, que ¢ insolivel em solucbes
aquosas, podendo somente ser usado como
suspensdo nessas solu¢fes ou somente em
veiculos oleosos (ALISSON e BYARS,
1994).

2.2.2.Adjuvantes a base de
hidréxido de aluminio

Os derivados de aluminio sdo amplamente
utilizados como adjuvantes em vacinas
humanas e veterinarias desde a década de
30, mostrando excelentes resultados, além
de baratos, seguros e simples de formular.
Sé&o utilizados na forma de gel de hidréxido
de aluminio com particulas que vao de 100
a 1000nm de tamanho. Eles induzem uma
forte resposta do tipo Th2 e boa
apresentacdo antigénica quando algum
imunégeno estd adsorvido, sendo o
antigeno ligado por interagdes eletrostaticas
ao gel pré-formado ou durante a formacéo
do gel in situ. Entretanto, tem como
desvantagem a ndo inducdo de resposta
imune do tipo celular. Fortes resposta de
IgE sdo frequentemente reportadas quanto
se utiliza este adjuvante (COX e
COULTER, 1997).
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2.2.3.Emulsbes tipo 6leo/agua

As emulsdes do tipo O6leo em 4agua
caracterizam-se por microgoticulas de éleo
estabilizada por surfactantes em uma fase
aquosa continua. Resulta em uma excelente
apresentacdo antigénica (COX e COUTER,
1997), liberacdo lenta de antigenos e
promovem uma estimulagdo duradoura do
sistema imune (BOMFORD, 1997). O
Emulsigen® (MVP Technologies),
utilizado como adjuvante comercial neste
experimento é uma emulsdo do tipo dleo
em agua, sendo a sua completa constitui¢do
considerada segredo industrial. Ele é
liberado pelo Ministério da Agricultura
Americano (USDA) para uso em vacinas
veterinarias. E de facil preparo por envolver
apenas uma etapa de emulsificacéo.

O mecanismo de agdo das emulsdes 0leo
em éagua é decorrente da formacdo de
depdsito no local da aplicagdo propiciando
uma liberagdo lenta do antigeno. Induzem a
boa resposta de anticorpos, especialmente
quando o antigeno for hidrofobico (COX e
COULTER, 1997). Estas emulsdes
apresentam como vantagens a alta
seguranca e baixo custo, sendo excelentes
veiculos para preparacdo de vacinas, sendo
sua seguranca explicada pela baixa
porcentagem de fase oleosa utilizada,
situada entre 15 e 25% (AUCOUTURIER
et al, 2001). Como desvantagens, ndo sdo
capazes de alterar a acdo de citocinas
(imunomodulagdo fraca) e as emulsbes
podem ser instaveis.

2.2.4.Emulsdes multiplas

As emulsdes mdaltiplas sdo emulsdes de
emulsdes (emulsdo agua em Gleo dispersa
em uma segunda fase aquosa) em gue uma
fase dispersa engloba outra fase dispersa,
possibilitando a liberacdo prolongada das
substancias encapsuladas, pois o antigeno
na fase aquosa externa € liberado
imediatamente ao sistema imune como nas



vacinas agquosas, enquanto que o antigeno
contido na fase aquosa interna seré liberado
lentamente como nas emulsGes do tipo
agua/dleo (CUNHA, GROSSIORD E
SEILLER, 1998). A fase mais interna
aquosa € separada da outra fase aquosa
externa por uma fase intermediaria oleosa
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(representacdo esquematica Fig. 4). Elas
apresentam em sua fase interna uma
emulsdo agua em Oleo e uma fase aquosa
como fase continua (HORZINEK et al,
1997).

Fase aquosa externa
Fase oleosa

Fase aquosa interna

Emulsionante hidrofilico

Emulsionante lipofilico

Figura 4- Representacéo esquematica de uma emulsdo multipla, demonstrando a fase aquosa
externa englobando uma fase interna composta de uma emulsdo agua em 6leo.

Devido a estrutura que apresentam, as
emulsdes multiplas possuem propriedades
muito interessantes como veiculo de
farmacos e antigenos. Elas permitem a
protecdo de farmacos encapsulados, a
separacdo de substancias incompativeis,
elevada capacidade de encapsulamento de
substanci-as quando comparadas com
outros sistemas, além da possibilidade de
controle da liberagdo dessas substancias
encapsuladas (CUNHA e GONTIO,
2000).

2.2.5.Microemulsdes

MicroemulsBes sdo dispersbes de agua em
6leo, termodinamicamente estaveis, pouco
viscosas, transparentes e opticamente
isotropicas, geralmente estabilizadas por
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um emulsionante e um co-emulsionante
(Fig. 5). Tem como vantagens a
solubilizacdo de antigenos hidrofilicos e
lipofilicos, melhoria na estabilidade, além
da liberacdo prolongada dos mesmos
(GASCO, 1997). Além disso, YANG e
colaboradores  (2004) relacionaram a
atividade adjuvante da microemulsdo ao
fato dos emulsionantes utilizados, entre eles
0o Tween 80, promoverem apoptose e
necrose celular e desta forma, por meio da
fagocitose destas células, promoverem a
apresentacdo cruzada de antigenos via
MHC de classe I.

A substituicdo do uso de emulsdes simples
pela microemulsdo estd sendo estimulada,
principalmente pelas vantagens descritas
sucintamente no quadro 1.



Microemulsdo
agua-dleo (W/0)

- Oleo

Emulsionante

Co-emulsionante

Microemulsdo
oleo-agua (0O/W)

Figura 5- Representacdo esquematica da estrutura das microemulsdes (adaptado de OLIVEIRA et
al, 2004), onde a micela é formada com o uso de um emulsionante e é estabilizada com o uso de um
co-emulsionante.

Quadro 1- Comparacéo entre a emulséo simples e a microemulséo (adaptado de LAWRENCE e
REES, 2000):

EMULSAO SIMPLES

MICROEMULSAO

Termodinamicamente instavel e
eventualmente se separa em fases

Exibe excelente estabilidade cinética

Tem o aspecto leitoso; turva

Limpida e transparente

Altamente viscosa

Fluida

Baixa seringabilidade

Alta seringabilidade

Requer grande quantidade de
energia para sua preparacao

N&o requer grande quantidade de energia para

sua preparagao

2.2.6.Microesferas e implantes de
quitosana

Originérias de aminopolissacarideos
biodegradaveis e biocompativeis, as
microesferas e os implantes de quitosana
encapsulam antigenos em seu interior
através de seu sistema de poros,
promovendo alteragdo na cinética de
liberacdo dos mesmos e promovendo a
estimulacdo de macrofagos e linfdcitos T
citotoxicos e producdo de citocinas,
principalmente IL-1 (SILVA, SANTOS E
FERREIRA, 2006). A quitosana &
hidrofilica, ndo é tdxica e é biocompativel,
obtida através da desacetilacdo alcalina da
quitina, o segundo polissacarideo mais
abundante na natureza, obtido do

exosqueleto de crustaceos e outros animais
marinhos (ALPAR e GROVES, 2006). A
biodegradacdo da quitosana por lizosimas
resulta na liberacdo de aminoagucares, que
sdo incorporados as vias metabdlicas da
glicosaminoglicana e glicoproteina, ou sdo
excretados (CHATELET et al, 2001).

Devido a sua natureza policatiénica, quando
a quitosana entra em contato com solugdes
acidas é possivel sua moldabilidade nas
mais diversas formas como membranas,
gel, esferas, microesferas e implantes. Outra
caracteristica importante esta na
possibilidade de modifica¢des estruturais de
modo a obter diversas formas de interacao
quimica e resisténcia mecanica (SENEL e
MCCLURE, 2004).



3. OBJETIVO
3.1.Geral

Desenvolver e avaliar adjuvantes néo
convencionais em formulagdes de vacinas
inativadas e de subunidades utilizando o
parvovirus suino como modelo.

3.2.Especificos

e Desenvolver e formular os
adjuvantes:
o Emulsdo multipla
o Microemulsdo
o Microesferas de quitosana
o Implantes de quitosana

e Produzir vacinas inativadas
contendo os adjuvantes formulados.

e Produzir “particulas semelhantes a
virus” pela clonagem do gene VP-2
do Parvovirus suino em sistema
baculovirus.

e Produzir vacinas de subunidades
(VLP) contendo os adjuvantes
formulados.

e Avaliar a resposta imune humoral
gerada pelas diversas formulagdes
de vacinas (inativadas e VLP) para
parvovirus suino em  cobaias
(modelo de referéncia) e comparar
com vacina aquosa comercial.

4. MATERIAL E METODO
4.1.Locais de realizacao do
experimento:

e Laboratério de Pesquisa em
Virologia Animal- Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva
da Escola de Veterinaria da UFMG.

e Laboratério de Farmacotécnica-
Departamento de Produtos
Farmacéuticos da Faculdade de

Farmécia da UFMG.
e Laboratério de Microscopia
Eletrénica e Virologia-

Departamento de Biologia Celular
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da UnB.

e Laboratério de Materiais de
Referéncia- LANAGRO/ MAPA-
MG.

e Laboratério de soros e vacinas da
Escola de Veterinaria da UFMG.

4.2.Cultivo celular e obtencéo do
antigeno
4.2.1.Suspensdo viral

Foi utilizada a amostra de referéncia do
parvovirus suino PPV NADL-2 biotipo
citopatogénico (ATCC VR-742™,
MENGELING, 1972).

4.2.2.Células

A amostra de parvovirus suino foi mantida
em culturas de células ST que sdo células
de testiculo de feto de suino aos 80 dias de
gestacdo (ATCC CRL-1746T™;
MCCLURKIN e NORMAN, 1966). As
amostras foram inoculadas em
monocamadas 60% confluentes cultivadas
em meio MEM com 2u/ml de penicilina G
potassica, 2ug/ml de sulfato de
estreptomicina, acrescidos de 10% de soro
fetal bovino. As culturas inoculadas foram
incubadas em estufa de CO; a 37°C até que
se observasse 85-90% de efeito citopatico,
0 que ocorria entre 72 e 96 horas pés
inoculagdo. Alguns efeitos observados
foram lise celular, inclusdes intranucleares,
arredondamento celular, vacuolos
citoplasmaticos, nucleos picnoticos, além
de uma diminuicdo na velocidade de
divisdo da célula. As garrafas de cultivo
foram entdo congeladas e descongeladas
trés vezes com 0 objetivo de romper as
células que estivessem integras, liberando o
virus que estivesse retido dentro delas.
Apés o ultimo descongelamento, a
suspensdo viral foi clarificada por
centrifugacdo a 3000g por 15 minutos. O
precipitado contendo restos celulares foi



descartado e a suspensdo viral foi
aliquotada em criotubo e estocada a -80°C
até sua titulacéo e uso.

4.2.3.Titulacao viral

Todas as suspensfes virais produzidas
foram tituladas utilizando a técnica de
hemoaglutinacdo em placas de fundo V,
utilizando hemécias de cobaia, segundo
JOO, DONALDSON-WOOD e JOHNSON
(1976a). A titulacdo foi expressa em titulo
hemaglutinante, que é a reciproca da maior
diluicdo do virus capaz de causar
hemaglutinagéo completa. Foram
selecionadas as suspensdes que possuiam
titulos de 1024 UHA para producdo das
vacinas.

4.2.4.1nativacéo viral

Para inativagdo viral adicionou-se f3-
propiolactona (BPL) na concentracéo final
de 0,2% a suspensdo viral, que foi mantida
sob agitacdo por duas horas a 37°C e por
mais quatro horas a 25°C, sendo o pH
ajustado para 7,2 com K,PO4 a 1M, sempre
gue necessario (JOO e JOHNSON, 1977;
LOBATO, 1990). Amostras foram colhidas
antes e ap0s a inativagdo para testes de
verificacdo da inativacdo viral. ApoOs a
inativagdo, a suspensédo viral foi dialisada
em PBS por 24 horas, a 4°C, para retirada
da BPL e seus produtos de degradacéo
(SAMBROOK et al, 1989).

A suspensdo viral foi submetida a filtracéo
em membrana de 0,22um de éster de
celulose. Uma aliquota foi retirada para
realizacdo do teste de esterilidade e o
restante da amostra foi armazenado a -20°C.

4.2.5.Verificagcdo da inativagéo
viral

A inativacdo do virus foi verificada por
meio da inoculacdo de amostras da
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suspensdo viral inativada em monocamada
de células ST. A monocamada de células
foi preparada em uma placa de 24 orificios
no dia anterior ao teste de inativacgdo,
contendo 70000 células/icm? em cada
orificio. No dia do teste, quando a
monocamada estava com cerca de 60% de
confluéncia, o meio de cultura foi retirado e
a monocamada lavada com PBS por duas
vezes. Em seguida, foram acrescentados 0s
in6bculos a serem testados, sendo eles
0,75ml da suspensdo inativada (em
duplicata), 0,75ml da suspensdo viral antes
da inativacdo (em duplicata) e 0,75 ml de
meio sem SFB (em duplicata) para o
controle de células. A placa foi levada para
estufa com 5% de CO2 e incubada por 1
hora a 37°C. Apds 1 hora, completou-se o
volume em cada orificio para 2ml, com
meio contendo 5% de SFB. A placa foi
observada por 96 horas para verificacdo de
efeito citopatico.

4.2.6.Teste de esterilidade da
suspensao viral

Para o0 teste de esterilidade, foi
desenvolvido um procedimento adaptado a
partir do método direto descrito no capitulo
V.5.1.1 da Farmacopeia Brasileira 42 edi¢éo
(BRASIL, 1988). Este método consiste na
transferéncia asséptica da suspensdo viral
para meio tioglicolato fluido, seguido de
incubacdo a 30-35°C, por 14 dias. O meio
tioglicolato é indicado para crescimento,
especialmente, de anaerdbios, além de
aerdbios, fungos e leveduras (BRASIL,
1988). Foi realizado o acompanhamento
didrio dos tubos para observar a turvacéo
em caso de contaminagéo.

4.3.0Dbtencéo dos adjuvantes
4.3.1.Materiais utilizados
43.1.1. Para o preparo das
emulsdes maltiplas e
microemulsdes:



Miristato de isopropila (metiletil
tetraecanoato). Utilizado como fase
oleosa da emulsdo mdltipla e da
microemulsdo. E um o6leo incolor e
praticamente sem cheiro, formado
de ésteres de propan-2-ol e cadeias
de éacido graxo de elevada massa
molecular, principalmente &cido
miristico. E amplamente utilizado
como solvente em  produtos
parenterais por ser metabolizavel,
sendo esta a principal vantagem
para 0 uso deste Oleo para
inoculagdio em  animais  de
produgéo.

Tween 80 (polietileno 20 sorbitano
monooleato).  Utilizado  como
emulsionante hidrofilico da
emulsdo maltipla e da
microemulsdo. Também usado na
formulacdo das microesferas e

implantes de quitosana. E um
emulsionante ndo ibnico
amplamente utilizado em

formulages farmacéuticas
parenterais. lsoladamente também
possui atividade adjuvante.
Monooleato de manitol. Utilizado
como emulsionante lipofilico da
emulsdo multipla. E um éster
constituido de manitol como
residuo hidrofilico e de 4cido
oléico, C18, como residuo
hidrofébico.

Propilenoglicol (1-2-propanodiol).
Utilizado como co-emulsificante da
Microemulsdo. E um liquido
incolor, limpido, viscoso e
praticamente sem odor, bastante
utilizado em formulagdes
parenterais.

43.12. Para 0 preparo da
microesferas e

implantes de quitosana:

Quitosana em p6 fino: pé branco,
semi-cristalino,  composto  de
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aminopolissacarideo biodegradavel,
hidrofilico, ndo  toxico e
biocompativel, obtido a partir da
desacetilacio da  quitina. E
classificada como um polimero
heterogéneo, porque possui nha
cadeia polimérica tanto mondmeros
acetilados quanto desacetilados. Em
contato com substancias &cidas é
possivel sua moldabilidade sob
forma de membranas, gel, esferas e
microesferas. A quitosana utilizada
neste experimento apresentava um
grau de acetilacdo maior que 85%.

Com excecdo da quitosana, toda matéria
prima utilizada nas formulagbes dos
adjuvantes é autorizada para uso injetavel
pela Farmacopeia dos Estados Unidos
(United States, 2000), que é usada como
referéncia quando ainda ndo ha descricdo
do produto na Farmacopeia Brasileira. Por
se tratar de um produto ainda em fase de
experimentacgdo, a quitosana ainda ndo esta
incluida em nenhuma farmacopeia para fins
de inoculacdo. Os demais reagentes e meios
biolégicos utilizados  possuiam  grau
analitico ou farmacéutico.

4.3.2.Preparo da emulsdo multipla:

A emulsdo maltipla foi preparada sob
condicbes  assépticas, pelo  método
conhecido como dupla emulsificagdo
(SEILER et al, 1998), onde primeiro foi
preparada uma emulsdo primaria do tipo
A/O (dgua em oOleo) através da agitacdo
elevada de uma mistura contendo uma fase
oleosa, uma fase aquosa interna e um
emulsionante lipofilico (Fig. 6). A emulsao
priméaria produzida foi vertida lentamente
em uma fase aquosa externa contendo
emulsionante hidrofilico, sob agitagdo mais
baixa, para evitar o rompimento dos
glébulos recém formados.

Como matérias-primas para a formulacéo
da emulsdo primaria foram utilizadas:



e Fase aquosa interna: foi testada

solucdo de NaCl 0,9% em
proporcdes que variaram de 51 a
56%.

e Fase oleosa: foi testado miristato de
isopropila em propor¢bes que
variavam de 40 a 45% e a vaselina
liquida nas mesmas proporgdes.

e Emulsionante lipofilico: foi testado
0 Monooleato de manitol em
proporcdes que variavam de 4 a
5%.

e Emulsigen® também foi testado
como matéria prima na fabricagdo
da emulsdo primaria, mas por se
tratar de segredo industrial, ndo se
sabe quais sdo a sua fase oleosa e
seu emulsionante.

)

Fase aquosa

Fase oleosa + Emulsao

Emuls. lipofilico agua-dleo
Emulsdao @%@
agua-dleo @ w
Fase aquosa + Emulsao
Emuls. hidrofilico multipla

Figura 6- Obten¢do da Emulsdo Multipla
através do método da dupla emulsificagéo.
Na primeira etapa é preparada uma emulséo
priméaria do tipo agua em dleo, sob agitacdo
elevada. Posteriormente, esta emulsdo
priméria é vertida lentamente sobre uma
segunda fase aquosa contendo emulsionante
lipofilico, entdo submetida a uma agitagédo
mais baixa.
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A emulsdo priméria foi feita sob agitacdo
elevada (>2000rpm). Ela foi adicionada aos
poucos a uma solucdo aquosa de Tween 80,
sob baixa agitacdo (<500rpm), até a
formacdo da emulsdo multipla. O béquer
que continha a emulsdo priméria foi pesado
antes e depois da formacdo da emulsdo
multipla para que, conhecendo-se a
quantidade de emulsdo priméaria consumida
para sua formacdo, fosse estabelecida a
melhor porcentagem a ser acrescentada a
solucdo para que a emulsdo multipla fosse
mais rapidamente formada.

4.3.3.Preparo da microemulséo:

A microemulsdo foi obtida utilizando o
método da titulagdo com co-emulsionante
modificado (OLIVEIRA et al, 2004).
Primeiro foi obtida uma emulsdo simples
O/A  com elevada concentracdo de
emulsionante  hidrofilico. Depois foi
adicionado um co-emulsionante até a
obtencdo da microemulsdo, caracterizada
por sua transparéncia.

Fase aquosa
Emulsdao O/A

Fase oleosa

Co-emulsificante
Emulsionante

hidrofilico

6000rpm/ 10mim 6000rpm/ 20mim

Figura 7- Obtengdo da microemulséo através
do método da titulacdo com co-emulsionante
modificado. Na fase 1 é preparada uma
emulsdo simples dleo-agua com elevada
concentracdo de emulsionante hidrofilico. Na
fase 2 é adicionado um co-emulsionante, que
¢ mantido sob elevada agitagdo até a
obtencdo da microemulséo.



Como matérias primas para elaboracdo da
microemulsao foram utilizados:

e Fase aquosa:
0,9%.

o Fase oleosa: miristato de isopropila.

e Emulsionante hidrofilico: Tween
80.

e Co-emulsionante: propilenoglicol.

solugdo de NacCl

A microemulsdo foi preparada utilizando as
seguintes proporcdes: 30% de Tween 80
(m/v), 5% de miristato de isopropila (m/v),
5% de propilenoglicol (m/v) e 60% de
solucdo salina (v/v). Primeiramente, o
miristato e o Tween 80 foram
homogeneizados e em seguida foi
adicionada metade da solu¢do aquosa. O
sistema foi mantido sob agitagdo a 6000rpm
por 10 minutos. O propilenoglicol foi
adicionado com o restante da solugéo
aquosa. A agitacdo se manteve por mais 20
minutos a mesma velocidade. A formacéo
das microemulsdes foi evidenciada através
da observacéo de sua transparéncia.

4.3.4.Preparo das microesferas de
quitosana

Uma solucdo aquosa de 1% de Tween 80
(m/v) foi preparada, contendo quantidade
suficiente de cido acético para obter pH 3.
Quitosana em poO foi adicionada a esta
solucdo na concentracdo de 0,25% (m/v),
que foi colocada sob agitacdo mecéanica
constante de 400rpm até sua completa
dissolucdo (ver esquema da Fig.8). Durante
a agitacdo foram adicionados 3% de uma
solucdo de sulfato de sddio a 20% (m/v),
gotejada a um fluxo de 3 mL/min. Apés a
adicdo do sulfato de sodio, a agitagdo foi
mantida por 24 horas a 170rpm a
temperatura ambiente. A separacdo das
microparticulas  foi realizada  por
centrifugacdo a 3800 g por 30 minutos. O
sobrenadante foi descartado e as particulas
precipitadas foram lavadas com é&gua para
retirada do tensoativo e centrifugadas
novamente. Este procedimento foi repetido
por duas vezes. Apds a ultima lavagem, as
microparticulas  foram  liofilizadas e
armazenadas a temperatura ambiente.

0006 %% 3% de sol.
°8%ee s, Sulfato de % 6
0%02 © sédio a 20% 6
o
em pé 0,25% on': e :a:n
(m/v) =3 RADSS
°° .. .0 ...
Solugdo aquosa 400rpm

Tween80 a 1%
(pH3,0)

2

>

170rpm/ 24 hs
T.ambiente

\

2029

» LIOFILIZACAO ‘

D DO

SHiTR:

\ 3800g/30" o‘oé'g'k

J

Lavagem das microesferas

Microesferas
de quitosana

Figura 8- Esquema demonstrando a obtencéo das esferas de quitosana. Primeiramente, quitosana
em pé foi adicionada a uma solucao aquosa acida. Apds sua completa diluigdo, uma solucao de
sulfato de sédio foi adicionada e a mistura foi mantida sob baixa agitacdo durante 24 horas. As
microesferas obtidas foram entéo lavadas e centrifugadas trés vezes antes de serem liofilizadas.
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4.3.5.Preparo dos implantes de
quitosana

Os implantes de quitosana foram
preparados a partir das microesferas de
quitosana. Apds a liofilizacdo das
microesferas, estas foram colocadas em
uma prensa, que foi responsavel pela sua
moldagem em implantes (Fig.9).

—_—

Implantes de
m) PRENSA » q:’mosana

QQOQ%

.mg &ﬂ

Microesferas
de quitosana
liofilizadas

Figura 9- Obtencédo dos implantes de
quitosana a partir da prensagem das
microesferas de quitosana.

4.4, Teste de Inocuidade
4.4.1.1noculagdo dos adjuvantes

Este teste teve como objetivo observar
possiveis reaces locais inflamatdrias
decorrentes do uso dos adjuvantes
formulados em cobaias. Foram utilizadas 16
cobaias (Cavia porcellus) fémeas pesando
entre 400 e 600 gramas. Os animais foram
mantidos no biotério da Escola de
Veterindria da UFMG, alimentados com

agua, verde e ragdo “ad libidum” e para
prevencdo da hipovitaminose C foram
adicionados 200mg de vitamina C em cada
litro de 4&gua oferecida aos animais
(HARKNESS e WAGNER, 1993). Os
animais foram divididos em quatro grupos,
sendo que o grupo 1 recebeu o adjuvante
microemulsdo, o grupo 2 o adjuvante
emulsdo mdaltipla, o grupo 3 o adjuvante
microesferas de quitosana ¢ o grupo 4
recebeu os implantes de quitosana. Todos
os adjuvantes formulados foram testados
guanto a inocuidade através da inoculagéo
de 1ml de cada formulagdo de adjuvante
desenvolvida no dorso dos animais, via
subcutdnea, em 4 animais/formulacéo,
exceto quanto aos implantes de quitosana,
que foram implantados cirurgicamente no
subcutdneo  desses  animais,  como
demonstrado na Fig. 10, apds anestesia
geral dos animais, utilizando tiopental
sodico intramuscular, na concentracdo de
55mg/kg como preconizado por ALLEN
(1994). Estes implantes foram hidratados
antes da implantacdo, durante cinco
minutos, utilizando PBS 0,15M, pH 7,2, j&
gue, em um experimento inicial, implantes
ndo hidratados foram expulsos apds oito
dias de implantacdo devido a sua alta
higroscopia.

O uso de animais foi autorizado segundo
protocolo CETEA-UFMG n° 142/11 (anexo
1).

Figura 10- Introducéo cirtrgica do implante de quitosana no tecido subcuténeo de animal
submetido ao teste de inocuidade.

Os animais foram observados por 14 dias e
a espessura da pele foi medida diariamente,

com o auxilio de um cutimetro (Fig. 11). A
temperatura dos animais foi aferida durante



sete dias apds a inoculacdo das formulacdes
dos adjuvantes. Quando do aparecimento de

lesbes efou edema extenso e hem
delimitado, seus diametros  foram
mensurados através do uso de um

paquimetro (Fig. 10) e suas caracteristicas
descritas. Todas as afericdes e observacdes

foram feitas no periodo matutino. O préprio
animal foi utilizado como controle, j& que
todas as afericdbes de temperatura e
espessura de pele foram também realizadas
antes de todas as inoculagdes (dia 0), para
posteriores comparacoes.

Figura 11- Afericao da espessura da pele para estudo da intensidade das reacdes inflamatérias

Na ocorréncia de febre alta, reacdes muito
agudas e/ou lesbes muito extensas, como
foi observado no grupo 2, que recebeu o
adjuvante emulsdo maltipla (ver
resultados), 0 experimento foi
imediatamente cancelado e o animal
acometido submetido a eutanasia segundo
normas estabelecidas pelo CETEA-UFMG.

4.4.2. Analise das lesOes
decorrentes da aplicacdo dos
adjuvantes

Todos o0s animais inoculados foram

submetidos a eutanasia e necropsiados em
diferentes periodos (ver cronograma no

locais.

quadro 2) para descricdo das possiveis
lesGes no tecido subcuténeo e carcaca para
posterior avaliagdo da evolucdo destas
lesbes durante os trés meses seguintes a
inoculacdo. A eutandsia se deu por
anestesia geral utilizando tiopental sédico
intramuscular, na  concentragdo  de
165mg/kg (trés vezes a dose anestésica
referenciada por ALLEN, 1994). Amostras
de tecidos contendo lesdes provocadas pela
inoculacdo das formulagdes testadas foram
coletadas e fixadas em formol 10%. As
amostras foram processadas rotineiramente
para exame histolégico e corados pela
técnica de hematoxilina e eosina
(PROPHET et al, 1992).

Quadro 2- Cronograma utilizado durante o teste de inocuidade dos adjuvantes formulados:

Eutanasia e Dia 15 Dia 30 Dia 60 Dia 90
Necropsia
Grupo 1 Animal 1 Animal 5 Animal 9 Animal 13
Grupo 2 Animal 2 Animal 6 Animal 10 Animal 14
Grupo 3 Animal 3 Animal 7 Animal 11 Animal 15
Grupo 4 Animal 4 Animal 8 Animal 12 Animal 16
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O laudo anatomopatologico foi emitido
pelo Laboratdrio de Patologia e Diagndstico
Veterinario da Escola de Veterindria da
UFMG.

4.5.0btencdo das VLP
4.5.1.Estabelecimento da cultura de
células de insetos no
Laboratério de Cultivo
Celular da Escola de
Veterinaria da UFMG

Antes de iniciarmos os trabalhos
envolvendo a clonagem de genes em
baculovirus e sua expressdao em células de
insetos foi necessario estabelecer o cultivo
dessas células no Laboratério de Cultivo
Celular da Escola de Veterinaria, onde
antes sO era estabelecido o cultivo de
celulas de mamiferos.  Trés linhagens
celulares foram gentilmente cedidas pelo
Prof. Bergmann Morais Ribeiro do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de
Brasilia. A principio, foram adquiridos
meios e equipamentos para este fim. O
cultivo de células de inseto foi iniciado com
a passagem das células e foi realizado o
primeiro do congelamento das linhagens
TN5-B (derivada do inseto Trichoplusia ni,
também conhecida como BTI-Tn-5B1-4;
GRANADOS et al, 1994) e Sf21 (derivada
do inseto Spodoptera frugiperda, também
conhecida por IPLB-SF-21AE; VAUGHN
et al, 1977). Posteriormente, somente a
célula TN5-B foi escolhida para ser
utilizada nesse experimento. Estas células
foram mantidas a 27°C em meio TC-100
(Invitrogen™), suplementado com 10% de
Soro Fetal Bovino.

4.5.2.Padronizagdo de uma PCR
para a amplificacdo do gene
VP2 do PVS

A extracdo de DNA gendmico de PVS a
partir de cultivo celular foi realizada
conforme protocolo do método fenol-

cloroférmio, descrito por CHOMCZYNSKI
(1993).

A reagdo em cadeia da polimerase foi a
técnica utilizada para a amplificacdo do
gene VP2 (1740n). A Taq Platinum® DNA
Polymerase (Invitrogen™) foi a polimerase
utilizada durante a padronizacdo desta
técnica. Os iniciadores utilizados na
amplificacdo com este proposito foram

desenhados de acordo com as extremidades
5'(5’-GAGTGAAAATGTGGAACAACAC-3") e 3
(5’-CTAGTATAATTTTCTTGGTATAAGTTGTG-

3") da sequéncia codificadora do gene VP2
(GenBank AY686602) do parvovirus suino
(GenBank L23427). Foram sintetizados
dois pares de iniciadores porque o vetor
pFastBac Dual® usado para clonagem do
gene em baculovirus continha dois sitios de
multiclonagem, com dois promotores fortes
cada um, sendo que duas cOpias do gene
codificador da VP2 podiam se ligar a cada
plasmideo (Fig. 12). Em cada iniciador foi
desenhado um sitio de restricdo para
clonagem no plasmidio pFast Dual®. O
primeiro par continha sitios de restrigdo
para BamHI e Xbal e o segundo par
continha sitios de restricdo para Sphl e
Xhol.

pFastBac™ Dual

5.2 kb
\.-
% j
-,

Figura 12- Mapa do plasmideo pFastBac
Dual® utilizado como vetor de expresséo
durante a clonagem do gene VP-2 do
PVS em sistema baculovirus.
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As condicbes 6timas de temperatura e
ciclos foram determinadas através de um
ensaio em um termociclador de gradiente
(MastwerCycle —  Eppendorf). Foram
testadas temperaturas entre 50 e 60°C e
variagdes entre 25 a 35 ciclos de
desnaturacdo, anelamento e extensdo das
fitas de DNA.

Apbs padronizacdo das condicdes da PCR,
0 gene da VP2 amplificado foi submetido a
uma eletroforese em gel de agarose 1,2%
(conforme descrito em SAMBROOK et al,
1989). Ele foi purificado a partir do gel de
agarose de acordo com o protocolo do
fabricante do kit comercial “Nucleospin
Extract II” (Marcherey-Nagel).

4.5.3.Sequenciamento  do
amplificado pela
padronizada

gene
PCR

O produto da PCR padronizada foi
submetido a um sequenciamento de seus
pares de bases no laboratério de Biologia
Molecular da UnB para confirmacdo da
correta amplificacdo do gene da VP2 do
PVS. A sequéncia foi comparada com
outras sequéncias de DNA e proteinas
relacionadas e previamente depositadas em
banco de dados GenBank, pelo programa
BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) disponivel na pagina do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

4.5.4.Clonagem do gene VP2 em
pGem T-easy® e pFastBac
Dual®

O fragmento de DNA amplificado referente
ao gene VP2 foi primeiramente clonado em
um vetor de clonagem, o plasmideo p-Gem
T easy® (Promega™) de acordo com as
instru¢des do fabricante e transformado em

células E. coli DH5 competentes
(SAMBROOK et al, 1989). O DNA
plasmidial das col6nias positivas foi
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extraido usando o kit comercial ILLUSTRA
Plasmid Prep Mini Spin Kit® (GE
HealthCare™). Ap6s a extragdo, uma
aliquota foi submetida a digestdo
enzimatica com EcoRI segundo as
instru¢es do fabricante e analisadas por
eletroforese em gel de agarose 0,8%
(conforme descrito em SAMBROOK et al,
1989), para confirmacéo da clonagem.

O fragmento clonado foi extraido do vetor
de clonagem através de digestdo enzimatica
e posterior eluicdo da banda contendo a
VP2 (1740pb) utilizando kit comercial GFX
PCR DNA and Gel Band Purification (GE
HealthCare ™). Este fragmento foi entdo
clonado em um dos sitios de multiclonagem
do wvetor de expressdo, 0 plasmideo
pFastBac Dual® (Invitrogen™), de acordo
com as instru¢cbes do fabricante. Uma
aliquota deste plasmideo (pFastBac Dual-
VP2) foi submetida a uma digestdo
enzimatica com EcoRlI, Hindlll e Nsil para
confirmacdo da clonagem.

4.5.5.0btengdo dos bacmideos e
baculovirus recombinantes
com VP2 (VLP-PPS)

Para obtengdo dos bacmideos e baculovirus
recombinantes contendo o gene da VP2 foi
utilizado o kit de expressdo em células de
inseto Bac to Bac Baculovirus Expression
Systems® (Invitrogen™) segundo
instrucbes do fabricante (Vide esquema
Fig.13).

4.5.6.Transfeccdo das células de
inseto com o DNA do
bacmideo recombinante

O DNA dos bacmideos foi extraido
utilizando o kit comercial Kit Nucleospin
Extract Il (Marcherey-Nagel). O DNA “nu”
foi transfectado diretamente em células de
inseto [TN5-B (Invitrogen™)], com o
auxilio do reagente Cellfectin®


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

(Invitrogen™)  seguindo 0
preconizado pelo fabricante.
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Figura 13- Esquema demonstrando como foram obtidos 0s bacmideos e baculovirus recombinantes
contendo o gene da VP utilizando o kit de expressdo em células de inseto Bac to Bac Baculovirus
Expression Systems® (Invitrogen™).

Ap6s a transfeccdo, amostras do
sobrenadante foram coletadas diariamente,
clarificadas por centrifugagdo 3500rpm por
3 minutos e submetidas a anélise por meio
de SDS PAGE para que a expressdo da
proteina VP2 fosse demonstrada. Esse
sobrenadante foi também usado para
amplificagdo viral e determinacéo do titulo
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viral através de ensaio de
(DULBECCO e VOGT, 1953). Novas
células TN5-B foram infectadas com o
virus recombinante (10pfu/célula) e apds 72
horas de infec¢do, as células foram tratadas
(BOZZOLA, 2007) e submetidas a
microscopia eletrdnica para observacdo da
presenca de VLP no citoplasma.

placas



4.6.0btencdo das vacinas inativadas
4.6.1.Material utilizado:
4.6.1.1. Para o preparo das
vacinas aquosas a base
de hidréxido de
aluminio:

e Adjuvante comercial Rehydragel
LV® (Reheis, Berkeley Heights,
NJ, USA). Dispersdo coloidal de
hidréxido de aluminio.

4.6.1.2. Para o preparo das
vacinas a base de
emulsédo 6leo/agua:

e Adjuvante comercial Emulsigen®
(MVPLabs, Omaha, NE,USA).
Emulsdo O/A, autorizada pelo
USDA para uso em vacinas
veterinarias, para injecdo
intramuscular ou subcuténea. N&o
se conhece sua formulacdo por se
tratar de segredo industrial.

4.6.1.3.  Vacina comercial

Uma vacina comercial contendo particulas
virais inativadas e com hidroxido de
aluminio como adjuvante foi adquirida para
inoculagdo em cobaias e sua posterior
comparagdo com a vacina inativada aquosa
produzida durante esse experimento. Esta
vacina comercial foi escolhida
aleatoriamente entre as varias produzidas
por laboratérios conceituados que estdo
disponiveis no mercado. Como o0 objetivo
do trabalho ndo foi citar qual vacina
comercial é eficaz ou ndo, a empresa
fabricante ndo foi mencionada. Como néo
havia uma vacina comercial oleosa
disponivel no mercado durante o periodo do
experimento, ndo foi possivel a comparacao
deste tipo de vacina com a vacina oleosa
produzida durante o experimento.
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4.6.2.Elaboracdo da vacina a base
de microemulsdo

Esta vacina foi preparada substituindo a
solucdo de NaCl 0,9% da formulagdo
descrita no item 4.3.3 pela suspensdo viral
inativada. Com o auxilio de um bastéo de
vidro estéril, o miristato de isopropila e o
tween 80 foram homogenizados. A
suspensdo viral foi adicionada e o sistema
foi agitado por 25 minutos a 6000rpm no
OCI Instruments Omni Mixer (Sorval).
Depois foi adicionado o propilenoglicol e
agitou-se por mais 25 minutos a 6000rpm.
A vacina foi conservada a 4°C até o
momento do uso.

4.6.3.Elaboragdo da vacina em
microesferas de quitosana

Para elaboragdo dessa vacina, o tween 80
puro foi adicionado a suspensdo viral
inativada na concentracdo final de
19/100mL. O pH foi ajustado para 3 com
acido acetico e a quitosana em po foi
adicionada (0,25% p/v) e mantida sob
agitacdo contante (400rpm) até sua
completa dissolucdo. Ainda sob agitagéo,
foram adicionados 3% de uma solugdo de
sulfato de sédio a 20% (m/v), gotejada a um
fluxo de 3mL/min. Apds a adicdo do sulfato
de sodio, a agitacdo foi mantida por 24
horas a 170rpm a temperatura ambiente. A
separagdo das microparticulas foi realizada
por centrifugacdo a 3800g por 30 minutos.
O sobrenadante foi reservado a parte
(utilizado posteriormente em um teste para
verificacdo do indice de adsorcdo viral as
esferas de quitosana) e as particulas
precipitadas foram lavadas com &gua para
retirada do tensoativo e centrifugadas
novamente. Este procedimento foi repetido
por duas vezes. Apds a ultima lavagem, as
microparticulas  foram  liofilizadas e
armazenadas a temperatura ambiente.



4.6.4.Elaboracdo de vacina em
implantes de quitosana

As microesferas obtidas ap6s a elaboracéo
da vacina do item anterior foram prensadas
para confeccdo dos implantes contendo o
PVS adsorvido. Os implantes foram
armazenados a temperatura ambiente.

46.4.1. Teste para
verificacdo do indice de
adsorcdo  viral as
microesferas de
quitosana

Uma aliquota da solucdo contendo a
suspensdo viral (adicionada de tween 80 e
de solucdo de sulfato de sddio) foi coletada
antes de essa solugdo ser mantida sob
agitacdo por 24 horas. Outra aliquota foi
coletada do sobrenadante resultante da
separacao das microparticulas de quitosana
apos a centrifugacdo. As duas aliquotas
foram submetidas a dosagem de proteinas
utilizando  espectrofotdmetro  Nanodrop
(Thermo Scientific) e ao teste de
hemaglutinacdo em placas para verificacdo
do indice de adsorcdo viral as esferas de
quitosana. A eficiéncia de incorporagdo foi
determinada pela diferenca da quantidade
de proteinas antes e ap0s a adsor¢do da
suspensao viral.

4.6.5.Elaboragdo de vacina aquosa

Hidroxido de aluminio foi utilizado como
adjuvante para obtencdo de uma vacina
aquosa, usada na compara¢do com outros
adjuvantes formulados no teste de poténcia
da vacina em cobaias.

Para o preparo da vacina, a suspensdo viral
inativada foi utilizada contendo um titulo de
1024 UHA. Rehydragel® numa
concentracgdo final de 10% foi acrescentado
a suspenséo viral, sob condicOes assépticas
e mantido sob agitacgio 1700rpm a

40

temperatura ambiente por 24 horas. A
vacina foi conservada a 4°C até o momento
do uso.

4.6.6.Elaboracdo de vacina a base
de emulséo bleo-agua.

Emulsigen® foi utilizado como adjuvante
para obtengdo de uma vacina a base de
emulsdo 6leo-agua, usada na comparagao
com outros adjuvantes formulados no teste
de poténcia da vacina em cobaias.

A formula utilizada na preparacéo da vacina
foi composta de Rehydragel® 5%,
Emulsigen® 20% e suspensdo viral
inativada 75%, segundo orientagdo do
fabricante. Sob condi¢Bes assépticas, a
suspensdao viral foi misturada com
Rehydragel® e mantida sob agitacdo por
lhora a 2000rpm em temperatura ambiente.
Entdo o Emulsigen® foi adicionado e
agitacdo foi mantida por mais 24 horas. A
vacina foi conservada a 4°C até o momento
do uso.

4.7.0Dbtencéo das vacinas de
subunidades:

Trés vacinas de subunidades foram
produzidas. A primeira foi feita sem a
adicdo de adjuvantes, utilizando apenas o
sobrenadante das células infectadas com o
baculovirus recombinante-VP2, descrito no
item 4.5.6. A segunda foi feita utilizando o
hidroxido de aluminio como adjuvante,
substituindo a suspensdo viral inativada,
descrita no item 4.6.5, pelo sobrenadante
das células TN5-B infectadas. A terceira foi
produzida utilizando a microemulsdo como
adjuvante, tendo como fase aquosa o0
sobrenadante das células TN5-B infectadas
ao invés da solucdo de NaCl 0,9% descrita
no item 4.3.3.

Os sobrenadantes coletados das células
TN5-B infectadas foram titulados através



da técnica de hemoaglutinacdo em placas de
fundo V, segundo JOO, DONALSON-
WOOD e JOHNSON (1976b). A titulacdo
foi expressa em titulo hemoaglutinante.
Foram selecionados os sobrenadantes que
possuiam titulos de 1024 UHA para
producdo das vacinas de subunidades.

4.8. Testes
4.8.1. Estabilidade

Todas as formulagdes desenvolvidas foram
mantidas a temperatura ambiente e a 4°C
para determinacdo do tempo de
estabilidade. Foram consideradas estaveis
as amostras que continuavam com
aparéncia homogénea, sem se separar em
fases distintas.

4.8.2. Esterilidade
Para o teste de esterilidade das vacinas
também foi desenvolvido um procedimento
adaptado a partir do método direto descrito
no capitulo V.5.1.1 da Farmacopéia
Brasileira 42 edi¢do (BRASIL, 1988), com a
transferéncia asséptica da vacina obtida
para meio tioglicolato fluido seguido de
incubagdo a 30-35°C por 14 dias. Como
algumas das formulagfes obtidas causavam
turvacdo dos meios de cultura, de modo a
impedir a observagdo do crescimento
microbiano, a cada 24 horas, durante sete
dias ap6s o inicio da incubagdo, uma

amostra da vacina transferida para o meio
tioglicolato era novamente transferida para
outro meio tioglicolato. Foi realizado o
acompanhamento diario dos tubos para
observar a turvacdo em caso de
contaminacdo até que se completassem 0s
14 dias do inicio do teste.

4.8.3.Teste de poténcia em cobaias

Foram utilizadas 66 cobaias (Cavia
porcellus) fémeas pesando entre 400 e 600
gramas. O uso dessa espécie é justificado
por JOO, MOLITOR e LEMAN (1984);
BENGELSOORFF (1987) e JERABEK et
al (1987), onde a avaliagdo da resposta
imune humoral demonstrou que cobaia é a
espécie modelo para teste de poténcia de
vacinas contra 0 parvovirus suino, ja que os
titulos de anticorpos produzidos nesta
espécie sdo compardveis aos titulos
produzidos pelos suinos. Os animais foram
mantidos no biotério da Escola de
Veterinaria da UFMG, alimentados com
agua, verde e ragdo “ad libidum” e para
prevencdo da hipovitaminose C foram
adicionados 200mg de vitamina C em cada
litro de &gua oferecida aos animais
(HARKNESS, JE; WAGNER JE; 1993).
Os animais foram divididos aleatoriamente
em onze grupos conforme quadro 3,
contendo seis animais/grupo.

Quadro 3- Relagéo dos grupos experimentais utilizados no teste de poténcia das vacinas
formuladas.

GRUPO

INOCULACAO

[y

Vacina aquosa contendo adjuvante comercial

Vacina emulsdo 6leo/agua contendo adjuvante comercial

Vacina inativada contendo microesferas de quitosana

Vacina inativada contendo implantes de quitosana

Vacina inativada contendo microemulséo

Suspensdo viral sem adjuvante (Diluido em PBS)

Vacina comercial com hidréxido de aluminio

Controle (Somente PBS)

OO (N[OOI~ (W|N

Vacina de subunidades sem adjuvante

Vacina de subunidades contendo hidréxido de aluminio

=
[N

Vacina de subunidades contendo microemulséo
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Os animais foram vacinados no dorso, duas
vezes, por via subcutanea, sendo que cada
um recebeu 1ml de vacina, salina ou
suspensdo viral diluida, sendo 500ul/local,
com intervalo de 14 dias. As sangrias foram
feitas no dia da primeira (dia zero), no dia
da segunda (dia 14) e 14 dias apds a ultima
inoculagéo (dia 28). A sangria dos animais
foi realizada pela via intracardiaca, apds
anestesia geral dos animais, utilizando o
tiopental sodico intramuscular, na
concentracao de 55mg/kg como
preconizado por ALLEN (1994).

Anticorpos anti-PVS do soro das cobaias
vacinadas foram mensurados pela técnica
de inibicdo da hemaglutinagdo (HI)
utilizando 8 UHA por diluicdo de soro
(JOO et al, 1976a). Os resultados foram
dados em titulo inibidor da
hemoaglutinag&o, que foi expresso como a
reciproca da maior diluicdo do soro capaz
de inibir totalmente a hemaglutinacéo.

4.9, Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas
através dos testes de Kruskal Wallis e
Mann-Whitney, considerando significativos
os valores de p<0,05. O programa
utilizado foi 0o STATA v.12.1.

5. RESULTADOS
5.1.0btencéo do antigeno

Houve grande dificuldade em produzir
amostras  virais com altos titulos
hemaglutinantes. Tentou-se a purificacdo
por diluicbes em ponto final durante trés
passagens com o0 objetivo de eliminar ou
diminuir o nimero de particulas defectivas
resultantes de passagens consecutivas do
parvovirus suino. As amostras obtidas
apresentaram titulos hemaglutinates de 512
a 2048. Todas as amostras foram
aliquotadas e congeladas -80°C. As

amostras contendo titulo de 2048 foram
utilizadas como semente. Quando a semente
foi inoculada para obtencdo da suspensdo
viral, observou-se titulos hemaglutinantes
variando de 256 a 1024. As suspensdes
virais que continham o titulo de 1024UHA
foram escolhidas para elaboracdo das
vacinas.

5.1.1.Inativacéo viral

As suspensdes virais contendo titulo de
1024 foram submetidas ao processo de
inativagdo com BPL, seguida de didlise e
filtracdo. Durante a verificacdo da
inativacdo através da inoculagdo em células,
0s dois pocos inoculados com a suspensdo
viral antes da inativagdo apresentaram
inicio de efeito citopatico trinta e seis horas
apo6s a infec¢do, com arredondamento de
células e aparecimento de algumas
inclusdes nucleares. Quarenta e oito horas
ap6s a infeccdo ja se observava morte
celular e setenta e duas horas apés a
infeccdo, o efeito ja atingia todo o pogo,
com 90% de desprendimento das células da
monocamada. Os dois pocos onde havia
sido inoculada a suspenséo apos inativacéo
e nos dois pogos controle ndo houve efeito
citopatico durante os cinco dias de teste,
confirmando a inativagdo do virus. A
amostra que foi submetida ao teste de HA
ap6s o processo de inativacdo apresentou
titulo hemaglutinante de 1024.

5.1.2.Teste de esterilidade da
suspensao viral

Apls os 14 dias de teste, ndo houve
turvacdo do meio tioglicolato do tubo
inoculado com a suspensdo viral inativada,
confirmando que ndo houve nenhum
crescimento microbiano na solugdo. A
suspensdo viral inativada foi aprovada no
teste de esterilidade.

5.2.0btencéo dos adjuvantes
5.2.1.Emulsdo multipla (EM)



Primeiramente,

reagentes,

varias

combinacdes de

em diferentes concentragdes, 1.
foram testadas para obtencdo da emulsdo

priméaria (EP), como esquematizado na Tab.

Tabela 1- Formulagdes testadas para formacao de emulsdo primaria durante a primeira etapa de
emulsificagdo, para produgéo do adjuvante emulsdo multipla.

Emulséo Fase oleosa/  Emulsionante/  Fase aquosa/  Velocidade e Agitador Formacéo
primaria Concentracdo Concentracgéo tempo de utilizado da
Concentrago agitagao emulsso
primaria
1 MIP (45%) Monooleato de Solugdo de 4000rpm/40° Ultra Turrax Sim
manitol (4%) NaCl 0,9% IKA T18 Basic
(51%) (IKA
Labortechnik)
2 MIP (45%) Monooleato de Solucéo de 2000rpm/ Eurostar Power N&o
manitol (4%) NaCl 0,9% B (IKA
(51%) lhora e 30° Labortechnik)
3 Vaselina Monooleato de Solugéo de 2000rpm/ Eurostar Power Sim
liquida (45%) manitol (4%) NaCl 0,9% B (IKA
(51%) 1 hora Labortechnik)
4 MIP (40%) Monooleato de Solugdo de 2000rpm/ Eurostar Power Sim
manitol (4%) NaCl 0,9% B (IKA
(56%) 1 hora e 40° Labortechnik)
5 MIP (40%) Monooleato de Suspensao 2000rpm/ Eurostar Power Né&o
manitol (4%) celular (56%) B (IKA
1 hora e 40° Labortechnik)
6 MIP (40%) Monooleato de Suspenséo 1 hora Vortex Genie 2 Né&o
manitol (4%) celular (56%) (Scientific
Industries)
7 MIP (45%) Monooleato de Suspensao 2000rpm/ Eurostar Power Sim
manitol (4%) celular (51%) B (IKA
1 hora e 30° Labortechnik)
8 Emulsigen 20% + Rehydragel Suspenséo 2000rpm/ Eurostar Power Sim
5% cellular (75%) B (IKA
1 hora Labortechnik)
9al8 Emulsigen de 5 a 50% Suspensao 2000rpm/ Eurostar Power N&o
cellular B (IKA
1 hora Labortechnik)
(50 a 95%)
19a28 Emulsigen de 5 a 50% Suspenséo 6000rpm/ OCl Né&o
cellular Instruments
25 Omni Mixer
(50 a 95%) (Sorval)
29 MIP (45%) Monooleato de Suspensao 6000rpm/ OCl N&o
manitol (5%) celular (50%) Instruments
95> Omni Mixer
(Sorval)
30 MIP (45%) Monooleato de Suspenséo 6000rpm/ OCl Sim
manitol (4%) celular (51%) Instruments
25 Omni Mixer
(Sorval)
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Das trinta formulacdes testadas, somente aquosa de Tween com o objetivo de se
em seis houve a formacdo da EP. As EP formar uma EM. Os resultados encontrados
formadas foram adicionadas a solugdo estdo esquematizados na Tab.2.

Tabela 2- Formulagdes testadas para formacao de EM durante a segunda etapa de emulsificacéo,
para producéo do adjuvante emulsdo multipla.

Emulséo Fase Porcentagem Tween Agua  Velocidade Agitador Formagéo
primaria  aquosa da EP e tempo de utilizado/ da
da EP agitacao haste emulsdo
multipla
1 NaCl 79% 1% 20%  <500rpm/1lh Eurostar Né&o
0,9% Power B
(IKA
Labortechnik)
com haste
grande
1 NaCl 79% 1% 20% <500rpm/ OCl Sim
0,9% Instruments
25’ Omni Mixer
(Sorval)
3 NaCl 79% 1% 20%  <500rpm/30° Eurostar Sim
0,9% Power B
(IKA
Labortechnik)
4 NaCl 50% Solucéo aquosa <500rpm/ Eurostar Néo
0,9% de Tween a 1% Power B
1he40’ (IKA
(50%) Labortechnik)
7 Suspensao 79% 1% 20% <500rpm/ Eurostar Né&o
celular Power B
1he3n (IKA
Labortechnik)
8 Suspensao 79% 1% 20% <500rpm/ OCl Né&o
celular Instruments
25° Omni Mixer
(Sorval)
30 Suspensao 79% 1% 20% <500rpm/ OCl N&o
celular Instruments
25’ Omni Mixer
(Sorval)
As emulsdes primarias 1 e 3 formaram medida que a solu¢do de NaCl 0,9% foi
emulsbes multiplas  estadveis  quando substituida por suspensao de células ST em
incorporadas na fase interna solucdo de meio MEM contendo 2U/mL de penicilina
NaCl 0,9% (Fig. 14a). Entretanto, a G potéssica, 2ul/mL de sulfato de

estabilidade destas emulsdes foi quebrada a estreptomicina e 10% de soro fetal bovino,



0 mesmo tipo de meio onde estava suspenso claramente a ruptura dos globulos apos a
o PVS inativado que seria utilizado para desestabilizacdo da emulsdo mdltipla (Fig.
obtencdo da vacina. Nos testes de 14b).

microscopia optica pdde-se  observar

Figura 14- Foto de lamina de microscopia 6ptica mostrando os glébulos que evidenciam: (A) a
formagdo emulsdo multipla e (B) a ruptura destes globulos apds a desestabilizagdo da emulsao
multipla que continha suspensao celular (aumento 1000X).

5.2.2.Microemulséo

Apds o preparo, a microemulsdo
apresentava-se limpida e transparente,
como demonstrado na Fig. 15.

Figura 15- Aspecto visual dos adjuvantes formulados: (1) Microesferas de quitosana apds
reconstituicdo, (2) Microemulséo e (3) Emulsao Multipla.
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5.2.3.Microesferas de quitosana Quando da inoculacdo das microesferas de
quitosana para teste de inocuidade, estas
foram ressuspendidas em PBS. As
microesferas  ressuspendidas ndo  se
dissolviam na solucdo, ficando sobre a
forma de particulado. A suspenséo
apresentou-se turva, como demonstrado na
Fig. 15.

Apés a liofilizagdo, as microesferas de
quitosana apresentavam-se como um po
branco-amarelado (Fig. 16).

5.2.4.Implantes de quitosana

Apls a prensagem das microesferas foram
produzidos implantes de 1,3 cm de
didmetro e de 1mm de espessura (Fig.17).

Figura 16- Aspecto das microesferas de
quitosana.
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Figura 17- Implante de quitosana.

5.3.Analise das lesBes decorrentes da aplicacdo dos adjuvantes

A medida da espessura da pele no local de descritas na Fig. 18 e Tab. 3,
aplicacdo dos adjuvantes e a afericdo da respectivamente.
temperatura dos animais inoculados estéo



Tabela 3- Médias de temperatura de cobaias inoculadas (n=6) com os adjuvantes formulados, por
via subcuténea, medida durante os primeiros sete dias de observa¢do. Temperatura normal de

cobaia= 37,2 a 39,5°C (Harkness e Wagner,1993).

Temperatura (C°)

Adjuvantes Dia0 Dial Dia2 Dia3 Diad Dia5 Dia6 Dia7
MICROEMULSAO 382 389 387 389 385 389 387 387
EMULSAO MULTIPLA 385 389 387 385 39 389 386 389
MICROESFERAS DE QUITOSANA 39,1 387 384 388 388 385 387 39
IMPLANTE DE QUITOSANA 388 389 384 386 37,9 384 385 39
10

Espessura de pele {cm)
o [\] E= [#)] co

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tempo (dias)

= Microemulsdo = Mlicroesferas de quitosana

10

/ D —

Didmetro da lesdo {cm)
o [\] E= [#)] co

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tempo (dias)

= FEmulsdo multipla  =—=Implante de quitosana

Fig.18- Médias de espessura da pele ou diametro de lesdo de cobaias inoculadas com os adjuvantes
formulados, por via subcutanea, medida durante os primeiros 14 dias de observagao.



Nenhum dos animais dos quatro grupos
inoculados apresentou febre apds a
inoculagéo das formulagdes dos adjuvantes.
Apdbs um periodo de aumento consideravel
de espessura da pele, com presenca ou néo
de edema bem delimitado, em todos os
grupos, com excecdo do grupo onde foi
inoculada a Emulsdo Multipla, houve
regressdo da espessura da pele para valores
préximos aos do inicio do teste.

5.3.1.Anélise macroscdpica
5.3.1.1. Microemulsao

A partir do segundo dia, na pele dos
animais inoculados com a Microemulsdo

foram notadas pequenas areas lisas e macias
a palpacdo, pouco delimitadas e quase
imperceptiveis a inspe¢do. Quinze dias apds
a inoculagdo do adjuvante, uma necropsia
foi realizada em um dos animais deste
grupo e foi evidenciado que essas areas
estavam situadas no tecido subcutaneo,
apresentando aspecto fibroso (Fig. 19-A e
A’). Nas trés necropsias posteriores,
realizadas nos dias 30, 60 e 90 pds
inoculagdo, nd&o havia nenhuma lesdo
macroscopica na area de inoculagdo,
sugerindo a total regeneracdo da érea
inoculada com a Microemulsdo em menos
de 30 dias (vide evolugdo da lesdo na Tab.
4).

Figura 19- Teste de inocuidade. Lesdes na pele dos cobaias 15 dias apds a inoculacéo dos
adjuvantes: Microemulsdo (A e A"), Emulsdo multipla (B e B"), Microesferas de quitosana (Ce C") e
Implantes de quitosana (D e D).

5.3.1.2.  Emulsdo multipla:

Nos animais que foram inoculados com a
Emulsdo Mdltipla, um extenso nddulo bem
delimitado, rugoso e duro foi observado
apos o segundo dia pés inoculacdo. Durante
0s primeiros 11 dias de avaliacdo, este
nodulo foi aumentando de tamanho em
todos os animais do grupo, quando entéo

dois desses animais apresentaram uma lesdo
em forma de Ulcera sobre este. Aos 15 dias
de observagdo, um animal que ndo tinha
essa lesdo ulcerativa (Fig. 19-B) foi
eutanasiado e necropsiado, evidenciando
uma &rea de extensa hemorragia no tecido
subcutaneo, com a presenga de uma grande
massa branco-amarelada, firme e sem
delimitacdo por céapsula fibrosa (Fig. 19-



B’). Com o passar do tempo, as lesdes
ulcerativas foram aumentando de tamanho e
aos 21 dias apos a inoculagdo da Emulséo
Multipla (Fig. 20), o teste de inocuidade
deste adjuvante foi cancelado, evitando-se
assim um sofrimento ainda maior dos
animais deste grupo experimental. Os trés

animais restantes foram eutanasiados e
necropsiados e a Emulsdo Multipla foi
retirada dos testes posteriores, ndo havendo
inoculagdo deste adjuvante em mais

nenhum animal. A Emulsdo Mdaltipla foi
reprovada no teste de
cobaias.

inocuidade em

Figura 20- Avaliagcdo macroscopica das lesdes causadas pela inoculagdo da Emulsdo Multipla em
cobaias apdés 21 dias de observacdo. Lesao ulcerativa (A) foi verificada em dois dos animais
avaliados. Os outros dois animais apresentaram uma lesédo nodular no local da aplicacéo (B).
Aspecto da lesdo no tecido subcuténeo (C) e do material retirado do centro dessa lesdo (D).

5.3.1.3. Microesferas de
quitosana:
J4& nos animais inoculados com as

Microesferas de Quitosana, notou-se a
presenca de pequeno nodulo no local de
aplicagdo dessa formulacdo. Durante a
necropsia do dia 15, esse nodulo
apresentou-se  delimitado por cépsula
fibrosa, circundado por pequena éarea de
hemorragia (Fig. 19-C e 19-C’). Quando
incisado, o ndédulo apresentou um material
branco e fridvel em seu interior (quitosana).
Embora tenha reduzido consideravelmente
de tamanho, o nédulo contendo quitosana
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foi observado mesmo ap6s 60 dias de
experimentagdo, assim como a presenca de
pequena hemorragia ao seu redor. Aos 90
dias ap6s a inoculagdo, uma pequena
fibrose foi observada no local onde as
microesferas de quitosana foram inoculadas
(vide evolucdo da lesdo na Tab. 4).

53.1.4.  Implantes de
quitosana

Nos animais onde foram inseridos 0s
implantes de quitosana, logo apds a
implantacdo houve um aumento da area
(1,6 cm de didametro) causado pela propria



presenca do implante. Aos 15 dias apds a
implantacdo, observou-se & inspegdo um
nodulo bem delimitado de cerca de 2 cm de
diametro (Fig.19-D), liso a palpagdo. A
necropsia, observou-se um  nédulo
circundado por uma érea de fibroplasia
envolvendo o tecido subcutdneo e a pele
(Fig. 19-D’), além de é&reas de hemorragia
moderada. Por meio da analise
microscopica das lesbes (Fig.19), pode-se
notar que o implante permaneceu na lesdo
mesmo apds 60 dias de implantagdo (vide
evolugéo da leséo na Tab. 4).

5.3.2.Anélise Microscépica

Quinze dias apds a inoculagdo da
microemulsdo, no local de inoculacdo foi
observado um intenso infiltrado
granulomatoso (Fig.21-A) caracterizado por
macréfagos epitelidides e células gigantes
multinucleadas (Fig.21-B e Fig. 21-C),
além de fibroplasia acentuada (Fig.21-D).
Areas multifocais de material fracamente
basofilico associado & necrose caseosa
foram observadas no interior deste
infiltrado (provavelmente a microemulsdo).
A evolucdo dessa lesdo estd descrita na
Tab.4.

Figura 21- Corte histoldgico da &rea onde foi inoculada a Microemulsdo, 15 dias ap6s a inoculacao.
(A) e (B) Intenso infiltrado inflamatério circundado por fibroplasia (aumento 100X), (C) Aspecto
basofilico do material encontrado no centro desse infiltrado (aumento 100X). (D) Fibroplasia

acentuada (aumento 400X).



No local de inoculagio da Emulsdo
Maltipla, foi observado extenso infiltrado
inflamatério tipo piogranulomatoso

(Fig.22-A) caracterizado por macrofagos
epitelidides, neutrofilos e alguns linfocitos
delimitados por fibroplasia (Fig.22-B), 15
dias apds a inoculacdo. Na regido central
deste infiltrado observou-se um material
fracamente eosinofilico associado a intensa

hemorragia  (Fig.22-C e  Fig.22-D).
Acentuada hiperqueratose ortoqueratotica
em ninhos regulares, distribuida
difusamente e com degeneracdo balonosa,
de acentuada a moderada, também foi
observada, além de colagendlise difusa.
Ndo houve formacdo de cépsula fibrosa
circundando a Emulsdo Mdltipla. O estudo
da evolucdo desta lesdo néo foi realizado.

Figura 22- Corte histolégico da area onde foi inoculada a Emulsdo Multipla, 15 dias apés a
inoculacdo. (A) extenso infiltrado inflamatério piogranulomatoso circundando material eosinofilico
(aumento de 40X), (B) e (C) Aspecto fracamente eosinofilico do material (aumento de 100X) e (D)

Intensa hemorragia (aumento de 400X).

No local de inoculagdo das microesferas de
quitosana  foram  observadas  areas
multifocais de intenso infiltrado
inflamatdrio do tipo piogranulomatoso (Fig.
23-A) delimitados por fibroplasia (Fig. 23-
B e Fig. 23-D), 15 dias ap6s a inoculagéo.

Presenca de material fortemente
eosinofilico amorfo com aspecto granular
no centro do infiltrado e intrahistiocitario
(Fig.23-C), provavelmente as microesferas
de quitosana. A evolucdo dessa lesdo esta
descrita na Tab.4.



Figura 23- Corte histolégico de um nodulo causado pela inoculagdo das Microesferas de Quitosana,
15 dias ap6s a inoculagdo. (A)Corte em pequeno aumento mostrando toda estrutura do nédulo
(aumento de 40X), (B) Intenso infiltrato inflamatdrio do tipo piogranulomatoso delimitado por um
capsula fibrosa (aumento de 100X), (C) Aspecto granular e amorfo do material encontrado no
centro do infiltrado, de coloragdo fortemente eosinofilica (aumento de 100X) e (D) fibroplasia

delimitando o infiltrado descrito (aumento de 400X).

Apo6s 15 dias da implantacdo cirdrgica dos
implantes de quitosana, uma extensa
estrutura  nodular foi observada no
subcutaneo, apresentando necrose central
(Fig.24-A), delimitado por espessa camada
de fibroplasia e infiltrado linfocitéario,
macrofagico e de células gigantes. Material

intensamente eosinofilico solido e linear
(implante de quitosana) também foi
observado nestas areas sendo delimitado
por grande quantidade de neutrofilos
degenerados, macrofagos espumosos e
linfocitos (Fig. 24-B e 24-C). A evolugdo
dessa leséo esta descrita na Tab. 4.



Figura 24- Corte histol6gico de um ndédulo causado pela inoculagdo de um Implante de Quitosana,
15 dias ap06s a inoculagdo. (A) Corte em pequeno aumento mostrando a estrutura do nédulo
(aumento de 40X) com area de necrose caseosa central(*), (B) extensa camada de fibroplasia
delimitando material intensamente eosinofilico (aumento de 100X), (C) Aspecto do material

intensamente eosinofilico, sélido e linear encontrado no centro do infiltrado (aumento de 100X) e

(D) presenga de células gigantes (seta) e macrdfagos espumosos (aumento de 400X).



Tabela 4- Evolugdo das lesdes causadas pela inoculacéo dos adjuvantes formulados:

Tempo em Dias

Formula 15 30 60 90
MICROEMULSAO Inspecdo e palpacéo: Inspec¢do, palpacéo e Inspec¢do, palpacao Inspecéo,
pequenas areas lisas e necropsia: Nenhuma e necropsia: palpacéo e
macias a palpacéo, pouco lesdo macroscapica. Nenhuma leséo necropsia:

delimitadas e quase
imperceptiveis a inspecéo.

Necropsia: areas estavam
situadas no tecido
subcuténeo, apresentando
aspecto fibroso.

Histopatologia:
infiltrado

macroscopica.

Histopatologia:

Nenhuma leséo
macroscopica.

Histopatologia:

Histopatologia: intenso granulomatoso (mas Auséncia de reacdo Auséncia de
infiltrado granulomatoso com auséncia do inflamatdria tissular reagao
caracterizado por material descrito no fragmento inflamatdria
macrofagos epitelidides e anteriormente) amostrado. tissular no
células gigantes circundado por fragmento
multinucleadas, além de fibroplasia moderada. amostrado.
fibroplasia acentuada.
Areas multifocais de
material fracamente
basofilico (provavelmente
a microemulséo)
associado a necrose no
interior deste infiltrado.
MICROESFERAS Inspecéo e palpacao: Inspec¢do e palpacao: Inspe¢do e Inspegdo e
DE QUITOSANA presenca de pequeno presenca de pequeno palpacao: presenca palpacéo:
nédulo ndo bem nodulo de cerca de 0,8 de ndédulo muito n6dulo muito
delimitado. cm de didmetro. pequeno e duro de pequeno e duro
0,6 cm de diametro. de 0,4cm
Necropsia: nédulo Necropsia: nddulo diametro
apresentou-se delimitado apresentou-se Necropsia: nédulo
por cépsula fibrosa, delimitado por capsula apresentou-se Necropsia:

circundado por pequena
area de hemorragia
(tamanho: cerca de 1,0 X
0,7 X 0,7cm). Quando
incisado, o nédulo
apresentou um material
branco e fridvel em seu
interior (quitosana).

Histopatologia: &reas
multifocais de intenso
infiltrado inflamatério do
tipo piogranulomatoso
delimitados por
fibroplasia. Presenca de
material fortemente
eosinofilico amorfo com
aspecto granular no centro
do infiltrado e
intrahistiocitario.

fibrosa, circundado por
pequena area de
hemorragia (tamanho:
cercade 0,8 X 0,7 X
0,5cm). Quando
incisado, o nédulo
apresentou um material
branco e fridvel em seu
interior (quitosana).

Histopatologia: reas
multifocais de intenso
infiltrado inflamatério
do tipo
piogranulomatoso
delimitados por
fibroplasia. Presenca de
material fortemente
eosinofilico amorfo
com aspecto granular
no centro do infiltrado.

delimitado por
capsula fibrosa,
circundado por
pequena area de
hemorragia
(tamanho: cerca de
0,6 X 0,6 X 0,5cm).

Histopatologia:
areas multifocais de
infiltrado
inflamatdrio do tipo
piogranulomatoso
delimitados por
fibroplasia.

nodulo fibroso

(tamanho: cerca

de 0,4 X0,4 X
0,3cm).

Histopatologia:
Area de
fibroplasia.
Auséncia de
reacdo
inflamatoria
tissular no
fragmento
amostrado
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IMPLANTE DE
QUITOSANA

Inspecéo e palpacao:
No6dulo bem delimitado de
2 cm de diametro, liso.

Necropsia: Nodulo no
subcutaneo. Intensa
fibroplasia. Focos de

hemorragia.

Histopatologia: Extensa
estrutura nodular com
necrose caseosa central,
delimitado por espessa
camada de fibroplasia e
infiltrado linfocitério,
macrofagico e de células
gigantes. Material
intensamente eosinofilico
solido e linear (implante
de quitosana), delimitado
por grande quantidade de
neutrofilos degenerados,
macr6fagos espumosos e
linfocitos.

Inspec¢do e palpacao:
Nédulo de 1,3 cm de
diametro, liso.

Necropsia: N6dulo no
subcutaneo com
fibroplasia. Focos de
hemorragia.

Histopatologia:
Estrutura nodular
delimitada por espessa
camada de fibroplasia e
infiltrado linfocitério,
macrofagico e de
células gigantes
contendo material
intensamente
eosinofilico sélido e
linear (implante de
quitosana).

Inspe¢do e
palpacéo: Nodulo
de 1,0 cm, liso.

Necropsia: Nodulo

no subcutaneo com

fibroplasia. Focos
de hemorragia.

Histopatologia:
Estrutura nodular
delimitada por
fibroplasia e
infiltrado
linfohistiocitério,
principalmente
perivascular que se
estende para o
tecido conjuntivo
adjacente

Necropsia ndo
realizada
devido a morte
do animal.

EMULSAO
MULTIPLA

Inspecéo e palpacao:
extenso nédulo bem
delimitado, rugoso e duro.
Posterior ulceracéo do
noédulo.

Necropsia: area de
extensa hemorragia no
tecido subcuténeo, com a
presenca de uma grande
massa branco-amarelada,
firme e sem delimitacdo
por capsula fibrosa.

Histopatologia: Extenso
infiltrado inflamatdrio tipo
piogranulomatoso
caracterizado por
macrdfagos epitelidides,
neutrofilos e alguns
linfécitos delimitados por
fibroplasia. Material
fracamente eosinofilico
associado a intensa
hemorragia no centro do
infiltrado. Acentuada
hiperqueratose
ortoqueratética em ninhos
regulares e distribuida
difusamente com
degeneracédo balonosa de
acentuada a moderada,
além de colagenolise
difusa.

Experimento
cancelado

Experimento
cancelado

Experimento
cancelado
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5.4.0btencéo das VLP do PVS
5.4.1.Padronizacdo da PCR

As condi¢cbes nas quais a PCR foi
padronizada estdo descritas na Tab. 5 e a
eletroforese confirmando a amplificacdo do
fragmento estd documentada na Fig. 25.

A amplificacdo do gene da proteina VP2 do
PVS foi confirmada através do
sequenciamento do produto amplificado
pela PCR padronizada.

Tabela 5 -Padroniza¢do da PCR para amplificacéo do gene VP2 do Parvovirus Suino

Condicbes da PCR

94°C 2 minutos
94°C 1 minuto
55°C 1 minuto
72°C 2 minutos
72°C 10 minutos

4°C

1 ciclo

30 ciclos

1 ciclo

Figura 25- Foto de gel de agarose 1% mostrando eletroforese contendo o gene da VP2 amplificado.
Canaleta 1 contendo padrdo (1kb Plus DNA Ladder, Invitrogen). Canaleta 2 contendo fragmento
de DNA com tamanho entre 1650 e 2000pb (VP2=1740pb + seqUiéncias alvo das enzimas de
restrigéo).



5.4.2. Clonagem do gene VP2 nos
vetores pGem T-easy® e
pFastBac Dual® e obtencéo
dos bacmideos e baculovirus
recombinantes

Para confirmacdo da clonagem do gene
VP2 no plasmideo pGem-T Easy® foi feita

uma digestdo com EcoRI, gerando a
liberacdo do plasmideo (aproximadamente
3000 pb) e dois fragmentos da VP2
(aproximadamente 970pb e 790 pb),
segundo esquematizado na Fig. 26-A e B.
Esta clonagem foi confirmada pela
eletroforese demonstrada na Fig. 26-C.

NotI(44)
EcoRI (53)

BamHI (63)

EcoRI (849)
VP2

Amp(R) pGem-VP2
4769 bp
Xbal(1809)
EcoRI(1825)
Notl1 (1832)
~3000pb
~970pb
BamHI EcoRl Xbal ~790pb
1 [
| | )
| |
787 bp
965 bp
1752 bp

Figura 26- Confirmacéo da clonagem do gene da proteina VP2 no plasmideo pGem-T Easy. (A)
Esquema demonstrando o plasmideo gerado, (B) Esquema demonstrado a digestao com EcoRl e o
tamanho dos fragmentos resultantes da digestéo e (C) Foto de gel de agarose 1% contendo
fragmentos de aproximadamente 970 e 790pb (VP2 digerida) e 3000pb (plasmideo). Primeira
canaleta com padréo (1kb DNA Ladder, Fermentas). Esquema feito através do uso do programa
Vector NTi (Invitrogen).
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A confirmacdo da clonagem do gene VP2
no plasmideo pFastBac Dual® foi
demonstrada através do gel de eletroforese
da Fig. 27. Para esta confirmagdo foram
realizadas trés digestGes enziméticas. A
primeira digestdo foi feita utilizando a
enzima EcoRI, gerando um fragmento de
5973pb e outro de 976pb (Fig. 27-A). A
segunda foi feita utilizando a enzima
HindlIll, gerando dois fragmentos (5663pb e
1286pb) (Fig. 27-B). A terceira utilizou-se a
enzima Nsil, gerando trés fragmentos
(5313ph, 963pb e 673pb), segundo Fig. 27-
C.

Figura 27- Confirmac&o da clonagem do gene
da proteina VP2 no plasmideo pFastBac
Dual®. Foto de gel de agarose 1% contendo
fragmentos de aproximadamente (A) 5973pb
e 976pb, gerados apos a digestdo com EcoRl,
(B) 5663pb e 1286pb, gerados apds a digestdo
com Hindlll e (C) 5313pb, 963pb e 673pb,
gerados pela disgestdo com Nsil. Primeira
canaleta com padréo (1kb Plus DNA Ladder,
Invitrogen).

Ap6s a transformacdo do plasmideo
pFastBacDual-VP2 em célula E. coli DH 10
Bac®  (Invitrogen™), o  bacmideo
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recombinante foi obtido por transposicéo,
que foi confirmada através de PCR de suas
colonias (Fig.28).

Figura 28- Confirmacéo da transposicao
ocorrida dentro da bactéria E. coli DH 10
Bac®. Foto de gel de agarose 1% contendo

(1) padréo de massa molecular (Gene Ruler
1kb, ready-to-use, Fermentas) e (2)
fragmento de cerca de 1740pb gerado apds
PCR de uma das col6nias de E. coli DH 10

Bac® selecionada ap6s transformacéo do

plasmideo pFastBacDual-VP2.

5.4.3.Transfeccdo das células
TN5-B com o baculovirus
recombinante e analise de
proteinas expressa por estas
células.

Apo6s 3 a 5 dias da transfeccdo das células
TN5-B  pelo DNA do baculovirus
recombinante, foi  observado efeito
citopatico nas placas de cultivo (Fig.29). O
sobrenadante dessas células foi coletado,
titulado e utilizado para infectar novas
placas de cultivo de TN5-B, sendo utilizado
como virus estoque (titulo de 2048UHA).



Figura 29- Células TN5-B (A) néo transfectadas e (B) 72 horas apds tranfec¢do, apresentando efeito
citopatico (células mais arredondadas, em menor nimero, ndo aderidas a placa e com nucleos
hipertrofiados).

O extrato das células TN5-B foi submetido
a um SDS-PAGE para andlise de suas
proteinas  (Fig.30). Essa eletroforese

§ N
>
o

= <

e
|

s | S

60 <«

50 - —

-
= —

SS§” ‘
Lo

demonstrou que uma proteina de pouco
mais de 60KDa estava sendo expressa nas
células infectadas, 0 que ndo ocorria nas
células ndo infectadas.

Figura 30- Analise de expressdo de proteinas pelas células TN5-B transfectadas com o baculovirus
recombinante VAcVP2. Foto de gel de poliacrilamida 12% mostrando a expressdo de uma proteina
de pouco mais de 60KDa por estas células (vVACVP2). Esta proteina ndo estava sendo expressa por
células TN5-B néo infectadas (Mock) ou infectadas por outros baculovirus que nédo o recombinante

(ACMNPV e vApolhcyt).

A avaliacdo das células TN5-B infectadas
através do uso de microscopia eletrénica
mostrou grande quantidade de proteinas no
citoplasma destas células apds 72 horas de
infeccdo, assim como particulas de VP2
“montadas”, formando as VLP (Fig.31).
Foi demonstrado que estas VLP

mimetizam 0s virions auténticos, com
25nm de tamanho, similar morfologia e
idéntica atividade hemaglutinante com o
PVS ativo.



Figura 31- Foto de microscopia eletronica mostrado células TN5-B ap6s 72 horas de infeccdo com o
virus recombinante AcVP2.



5.5.0btencéo das vacinas
5.5.1.Elaboracdo da vacina aquosa:

A vacina preparada a base de hidroxido de
aluminio  apresentou  aspecto  turvo,
semelhante ao do gel da mesma substancia
utilizado em seu preparo. A coloragdo résea
se deu pela presenga do meio de cultivo
(MEM) onde estava suspenso o PVS (Fig.
32-1).

5.5.2.Elaboracdo da vacina oleosa a
base de emulséo O/A:

A vacina contendo Emulsigen® apresentou
aspecto branco leitoso (Fig. 32-2), com
glébulos inferiores a 1um quando
observados ao microscopio Otico em
aumento de 1000X.

5.5.3.Elaboracgéo de vacinas a base
de microesferas e implantes
de quitosana:

As microesferas de quitosana contendo o
PVS adsorvido apresentavam as mesmas
caracteristicas das microesferas contendo
somente a solucdo de NaCl 0,9%. Para
realizacdo do teste de poténcia, estas
também foram ressuspendidas em PBS. As
microesferas contendo o virus adsorvido
também ndo se dissolviam bem na solugéo,
ficando sobre a forma de particulado. Essa
caracteristica dificultou, mas nao
impossibilitou a injecdo do indculo. A
suspensdo apresentou coloragcdo turva,
como demonstrado na Fig. 32-3.

55.3.1.  Verificacdo do
indice de adsorcéo viral
as particulas de
quitosana:

Apb6s o preparo da vacina contendo as
microesferas de quitosana foi verificado o
guanto da suspensdo viral foi adsorvida
pelas particulas de quitosana. Os resultados
estdo descritos na Tab.6.

Tabela 6- Resultados do teste de Hemoaglutinacao e da Dosagem de Proteinas realizados antes e
depois da adsor¢do da suspenséo viral as particulas de quitosana:

Antes da adsorgao

Apos adsorgao

HA 1024 UHA 10 (Log2) 256 UHA 8 (Log2)

Dosagem proteinas

1,01 mg/ml

0,87mg/ml

5.5.4.Elaboracgéo de vacinas a base
de microemulséo:

Com a padronizagdo da formulacdo da
microemulsdo contendo NaCl 0,9% como
fase aquosa, 0 préximo passo seria
descobrir se a microemulsdo também se
formaria quando a solugéo simples de NaCl
0,9% fosse substituida pela suspensao viral,
que é muito mais complexa e ndo ¢é

purificada. Uma suspensdo celular foi
adicionada a formulagdo como fase aquosa
antes de se testar a suspensdo viral
propriamente dita. Ap6s a comprovacao da
formagdo da microemulsdo contendo a
suspensdo celular em vez de NaCl 0,9%,
uma vacina foi produzida pela simples
substituicdo da fase aquosa por suspensdo
viral. Apds o preparo, a vacina apresentou-
se transparente e limpida (Fig. 32-4).



Figura 32- Aspecto visual das vacinas
inativadas obtidas: (1) hidréxido de aluminio,
(2) emulsao O/A, (3) microesferas de
quitosana e (4) microemulsao.

5.5.5.Elaboragdo das vacinas de
subunidades:

A vacina preparada a base de hidréxido de
aluminio  apresentou  aspecto  turvo,
semelhante ao do gel da mesma substancia
utilizado em seu preparo. A vacina de
subunidades que ndo continha adjuvante e a
que continha microemulséo, apresentaram o
aspecto mostrado na Fig.33.

Figura 33- Aspecto visual das vacinas de
subunidades obtidas: (1) hidréxido de
aluminio, (2) microemulséo e (3) sem

adjuvante.

5.6. Testes:
5.6.1.Estabilidade

Todas as formulagdes desenvolvidas foram
estaveis por sete meses a 4°C e a
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temperatura ambiente, quando o teste foi
entdo finalizado.

5.6.2.Esterilidade

Imediatamente apds a adicdo das amostras
contendo a emulsdo O/A e a emulséo
multipla nos tubos com caldo tioglicolato, o
meio tornou-se turvo. Embora a turvacgéo
devesse apenas a natureza das emulsGes,
esta podia mascarar a observacdo de um
possivel crescimento microbiano. Por essa
razdo, a cada 24 horas, durante sete dias
apos o inicio da incubagdo, as amostras que
apresentaram  turvacdo  imediata a
inoculagdo em meio tioglicolato eram
novamente transferidas para outro meio
tioglicolato. Durante os sete dias que
sucederam o dia da ultima transferéncia
realizada, em nenhum dos tubos contendo a
emulsdo O/A e a emulsdo multipla foi
observado crescimento de
microorganismos.

O meio tioglicolato onde foram adicionadas
as microesferas de quitosana apresentou,
imediatamente & adig&o, aspecto granuloso,
evidenciado pela forma particulada da
microesfera. A pequena turvacdo causada
pela presenca desses particulados ndo podia
ser confundida com uma eventual turvacéo
por crescimento bacteriano ou fangico.

Apds 24 horas do inicio do teste, 0 meio do
tubo que continha a vacina produzida a
partir da microemulsdo apresentou-se turvo,
evidenciando a contaminacdo da partida.
Uma nova partida da vacina foi feita e novo
teste de esterilidade foi realizado. Apds os
14 dias de teste, nenhum dos meios
contendo as partidas das vacinas produzidas
e nenhum dos meios contendo 0s
adjuvantes a serem inoculados no teste de
inocuidade apresentou turvacéo,
demonstrando que estavam livres de
qualquer contaminante microbioldgico.



5.6.3.Poténcia em cobaias:

Durante o teste de poténcia, possiveis
lesdes causadas pela inoculagdo das vacinas
foram avaliadas e descritas no quadro 4. Os

titulos de anticorpos anti-parvovirus suino
detectados no dia zero, 14 e 28 apds as
vacinacOes estdo mostrados na Tab. 7 e a
diferenca estatistica entre eles esta descrita
no quadro 5.

Quadro 4- Lesbes decorrentes da aplicacdo das vacinas.

LesGes observadas

Vacina (Lesdes/Total) Descricéo da lesdo
Controle 0/6 Nao houve lesdo
Comercial 0/6 Nao houve lesdo
Sem adjuvante 0/6 N&o houve lesdo
Hidréxido de 16 Noédulo avermelhado e bem delimitado, de
aluminio aproximadamente 0,9 cm de didmetro, sem ulceragéo.
x Pequenos nddulos ulcerados, de cerca de 0,5cm de
Emulséo " j .
_ oleolagua 2/6 didmetro, contendo areas de hemorraglg e leve
Inativada extravasamento de material (emulsdo).
Microesferas de 16 Nodulo avermelhado e bem delimitado, cerca de 0,5¢cm
quitosana de didmetro, sem ulceragéo.
Implantes de 0/6* * somente a lesdo causada pela incisdo,
quitosana associada ao edema.
Microemulsdo 0/6 N&o houve lesdo
Sem adjuvante 0/6 N&o houve lesdo
Subunidades Hidréxidp de 416 Nédulos averrpelhados e bgm delimitados, (em média 1
aluminio cm de didmetro). Dois deles com ulceragdo.
Microemulsdo 0/6 N&o houve lesdo
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Tabela 7- Titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinacéo encontrados nos soros dos

animais imunizados com as vacinas formuladas.

GRUPO Vacina Cobaias Dia0 Log2 Mediana Dial4 Log 2 Mediana Dia28 Log2 Mediana
(UHA) (UHA) (UHA)
1 Inativada + 1 16* 4 4 128 7 9 2048 11 12
PR 2 32 5 512 9 4096 12
Hldrox[dg de 3 16 4 512 9 4096 12
aluminio 4 16 4 1024 10 4096 12
5 32 5 512 9 4096 12
6 16 4 1024 10 2048 11
2 Inativada + 1 16 4 45 256 8 9 256 8 12
x 2 32 5 1024 10 >8192 13
,Emu!sao 3 32 5 256 8 512 9
oleo/agua 4 3 3 512 9 2048 11
5 16 4 1024 10 >8192 13
6 32 5 512 9 >8192 13
3 Inativada + 1 0 0 45 128 7 7 512 9 11
; 2 8 3 512 9 2048 11
Mlcrogsferas 3 32 5 128 7 2048 11
De Quitosana 4 32 5 128 7 >8192 13
5 32 5 256 8 2048 11
6 16 4 128 7 256 8
4 Inativada + 1 16 4 4,0 2048 11 9,5 512 9 95
2 32 5 512 9 1024 10
Imp_lante de 3 16 4 512 9 512 9
Quitosana 4 16 4 2048 11 1024 10
5 8 3 512 9 512 9
6 32 5 1024 10 1024 10
5 Inativada + 1 8 3 3,5 2048 11 8,5 256 8 11
; 2 32 5 256 8 2048 11
M'Cr9 3 16 4 512 9 2048 11
emulsao 4 8 3 256 8 1024 10
5 8 3 128 7 2048 11
6 32 5 1024 10 2048 11
6 Inativada sem 1 16 4 4 64 6 5,5 64 6 6
; 2 16 4 32 5 128 7
adjuvante 3 » : " . 9 .
4 32 5 64 6 64 6
5 16 4 32 5 128 7
6 8 3 32 5 64 6
7 Comercial 1 16 4 4 512 9 6,5 512 9 7
2 16 4 64 6 128 7
3 32 5 64 6 128 7
4 16 4 64 6 256 8
5 32 5 128 7 128 7
6 16 4 128 7 Morte _
8 Controle 1 16 4 4 16 4 4,5 16 4 4
; 2 16 4 64 6 16 4
negativo 3 32 5 32 5 32 5
4 16 4 32 5 16 4
5 32 5 16 4 32 5
6 16 4 16 4 16 4
9 Subunidades 1 32 5 45 1028 10 9,5 4096 12 12
RPN 2 16 4 512 9 4096 12
* h|dr0>§|d_o 3 32 5 1028 10 2048 11
de aluminio 4 32 5 512 9 4096 12
5 16 4 1028 10 1024 10
6 8 3 512 9 4096 12
10 Subunidade + 1 16 4 4 512 9 9 1024 10 10,5
: x 2 16 4 512 9 1024 10
microemulsao 3 16 4 512 9 4096 12
4 16 4 512 9 2048 11
5 32 5 128 7 2048 11
6 16 4 128 7 1024 10
11 Subunidades 1 32 5 45 512 9 8,5 1024 10 10
sem 2 16 4 512 9 512 9
. 3 32 5 256 8 1024 10
adjuvante 4 16 4 128 7 1024 10
5 32 5 512 9 2048 11
6 16 4 128 7 1024 10
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* Foram considerados negativos os soros contendo titulagdo < 40, segundo LOBATO, 1990.

3500
3000
Hidroxido de Aluminio
S 2500 Emulsdo Agua Oleo
E = == Microesfera Quitosana
§ 2000 = = = |[mplante Quitosana
f;ﬁ e Microemulsdo
? 1500 Sem Adjuvante
§ Comercial
’,_3 1000 Controle
++sees VVLP Hidroxido de Aluminio
>00 VLP Microemulsdo
VLP
0 |

Dias Inoculagdo

Figura 34- Médias geométricas dos titulos de anticorpos anti-parvovirus suino frente as diversas
formulages de vacina.
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Quadro 5- Diferenca estatistica dos resultados do teste de poténcia entre as diversas formulacdes de
vacinas para parvovirus suino, considerando significativos os valores de p<0,05.

Vacina inativada VLP
S

2 8 Q

Sl o E| & =

Formulacdes E 3 o g g
c| B o > o [5) © o ]
3l 8 8 a2 8| & 8 E| §
8l 52 5 22T .8z
2 g & 5 8 B{| g g B 8 %
S| 2| 8| 2 & g §|l 5| 5 g £
T| ol S| E| 5| 8l 8| & T S| &
. Hidréxido de aluminio NS|NS|S*| S| S| S|S|NS|S|S
S | Emulsio 6leo/agua NS|NS|NS| S | S| S |NS|INS|NS
% Microesferas quitosana NS|NS| S| S| S |NS|NS|NS
E Implante de quitosana NS| S|S| S| S |NS|NS
g Microemulsdo S| S| S |NS|NS|NS
S | Sem adjuvante S|S|S|S]|S
Comercial S|S|S|S
Controle S|S|S
_.cHidréxidodeaIuminio NS| S
> 1 Microemulsio NS

*S= diferenga significativa entre as vacinas analisadas/ NS= diferenga ndo significativa entre as vacinas analisadas.

6. DISCUSSAO
6.1.Obtencéo do antigeno:

Atualmente as vacinas contra parvovirose
suina sdo produzidas em linhagens de
células estabelecidas. Depois da infeccéo, o
parvovirus é isolado e inativado com
agentes quimicos. Estes processos séo
caros, laboriosos e perigosos porque
necessitam de crescimento e manuseio de
grandes quantidades de virus infeccioso,
além dos agentes inativantes serem
altamente toxicos. A B-propriolactona, por
exemplo, usada nesse experimento e
também em escala industrial, estd na lista
de substancias perigosas e altamente
perigosas (Hazardous Substance List e

Special Health Substance List) dos Estados
Unidos. Ela é considerada carcinogénica,
mutagénica, corrosiva e irritante, sendo
responsavel por queimaduras na pele e
pulmdes, além de danos aos rins e ao figado
a longo prazo (BOUTWELL et al, 2006).

A maior limitagdo a producdo vacinal
contra a parvovirose suina é a obtengdo do
antigeno propriamente dito, porque o
parvovirus tem baixo crescimento in vitro
(LOBATO, 1990). Isso esta bem relatado
na literatura como consequéncia do
acumulo de particulas incompletas, também
denominadas particulas defectivas
(RODHE 1l1, 1978). Devido ao acumulo
dessas particulas defectivas, o titulo desse
virus sempre diminui a medida que
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aumentamos a passagem das células
infectadas, sendo de extrema dificuldade
produzir amostras virais com altos titulos.
Em nosso experimento, a obtencdo do
antigeno para fabricacdo das vacinas
inativadas foi extremamente  morosa,
levando cerca de um ano para obtermos a
quantidade necessaria de virus com altos
titulos hemaglutinantes para producdo de
todas as vacinas, 0 que ocorreu s6 depois de

conseguirmos purifica-lo por meio de
diluicdbes em ponto final a fim de
reduzirmos o namero de particulas

defectivas por lote.

6.2.Desenvolvimento e formulacéo
dos adjuvantes:

Questdes como a facilidade, o tempo e o
custo da producdo, a facilidade de injetar o
adjuvante (seringabilidade), sua
metabolizacdo, possiveis reacBes locais
adversas consequentes a sua aplicacdo e sua
capacidade de estimular o sistema imune
devem ser avaliadas quando se desenvolve
um novo adjuvante.

Durante o desenvolvimento e formulagdo
dos adjuvantes deste experimento, ndo
houve grande dificuldade no
desenvolvimento das formulagbes de
microemulsdo, microesferas de quitosana e
implantes de quitosana. Entretanto, alguns
problemas foram encontrados enquanto
desenvolviamos a emulsdo mdaltipla. Houve
dificuldade em obter uma emulséo priméria
com 0s  reagentes  metabolizaveis
disponiveis, além do grande tempo de
agitacdo despendido para sua obtencéo. SO
uma formulacdo de emulsdo mdltipla foi
estavel utilizando 0S reagentes
metabolizéaveis, ja que a vaselina ndo possuli
essa caracteristica (vaselina sé foi utilizada
como teste, ja que queriamos saber se 0
problema da ndo formacdo da emulsdo
maltipla era devido ao equipamento
utilizado ou a formulagdo utilizada).
Quando se fez a substituicdo do cloreto de
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sddio 0,9%, utilizado na fase aquosa da
emulsdo primaria, pela suspenséo celular, a
emulsdo mdltipla formada se tornava
instavel. Esta desestabilizacdo do sistema
ocorreu pelo acréscimo de  Vvérias
substancias contidas no meio MEM
(aminoacidos, carboidratos, sais e
vitaminas), além do soro fetal bovino, dos
antibidticos e dos restos celulares,
resultando em um aumento da osmolaridade
da fase interna, tornando-a hipertdnica em
relagdo a fase externa, desestabilizando a
emulsdo mdltipla. Existem relacBes sobre
os ingredientes e concentragdes, tempos e
velocidades de agitagdo, além de
temperatura de formacao das emulsdes mais
indicados para o desenvolvimento das
emulsdes mdltiplas. Entretanto, todas as
vezes que estas emulsdes maltiplas foram
utilizadas como veiculos ou adjuvantes, o
gue se incorporava na fase interna eram
suspensGes menos complexa que as
incorporadas neste trabalho, geralmente
substancias puras como  hormdnios,
antigenos  purificados, entre  outros
(CUNHA e GONTIJO, 2000). Concluiu-se
gue a complexidade da suspensdo viral a ser
incorporada ao adjuvante desestabilizava o
sistema, fato também observado por
RENAULT (2002) quando trabalhou com
os virus da Diarréia Bovina a Virus e da
Rinotraqueite Infecciosa Bovina. Devido ao
problema da estabilizagdo da emulséo
maltipla, esta ndo foi utilizada na produgédo
de vacina contra o PVS.

6.3. Teste de inocuidade:

No estudo e desenvolvimento de
formulagdes de adjuvantes deve-se levar em
consideracdo a intensidade da resposta
inflamatdria e as possiveis lesdes severas
consequentes a sua aplicacdo. Potentes
adjuvantes como o adjuvante de Freund,
mesmo estimulando fortemente a resposta
imune, ndo podem ser constituintes de
vacinas comerciais por causarem grandes
efeitos adversos nos animais inoculados. A



medida da espessura da pele no local de
aplicagdo dos adjuvantes e a afericdo da
temperatura dos animais inoculados, assim
como a observacdo de lesdes locais pos-
vacinais sdo parametros utilizados para

andlise da intensidade da resposta
inflamatoria. Conforme resultados
encontrados,  todos  o0s  adjuvantes
formulados induziram a  resposta

inflamatoria local, embora nenhum animal
apresentasse febre (tendo como referéncia a
temperatura normal de cobaias de 38 a
39,2°C, segundo VIANA, 2007). Com a
analise das lesbes macroscépicas, Vviu-se
que com a inoculacdo da Emulsdo Mdltipla,
uma reacdo inflamatéria local bem mais
intensa que a outras foi evidenciada, com a
presenca de uma extensa hemorragia. Além
de causar dor e incobmodo ao animal,
podendo causar reducéo no ganho de peso e
consequente  perda  econbmica  na
possibilidade de, futuramente, ser usada na
inoculacdo de animais de producdo, esta
reacdo intensa poderia ser o empecilho ao
uso deste adjuvante em animais de
producdo por causa da depreciacdo da
carcaga. Embora ndo tenha sido aprovado
no teste de inocuidade em cobaias, este
adjuvante poderé ser testado posteriormente
em suinos com o intuito de avaliar as
reacbes locais e sisttmicas apds sua
inoculagcdo, ja que em coelhos este
adjuvante foi bem tolerado (MACEDO,
2004 e RENAULT, 2002), além de também
ndo ser o responsavel por reacdes adversas
locais quando inoculado em ovelhas
(PARKER, 1975).

6.4.Producao das particulas
semelhantes a virus (VLP-PVS):

A principal observacdo feita durante a
producdo das VLP foi a agilidade em
implementar o sistema baculovirus na
producdo de antigenos protéicos. Além
disso, o cultivo das células de inseto
utilizadas para expressar esses antigenos é
de facil manuseio e de baixo custo,
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utilizando meios de cultura menos
complexos, sem a necessidade de adicdo de
componentes de alto valor como 0 HEPES
e sem necessitar também de equipamentos
muito caros, como estufa de CO,, para seu
crescimento.

6.5.Producéo vacinal:

Segundo os resultados registrados na Tab.
6, quase 90% das proteinas que pertenciam
a suspensdo viral ndo foram adsorvidos pela
quitosana, fazendo com que a vacina
produzida tivesse uma quantidade muito
menor de virus que as outras vacinas
formuladas. Entretanto, estudos realizados
anteriormente demonstraram que este é
considerado um Otimo percentual de
adsorcdo quando se utiliza este adjuvante*.
Mais estudos sobre a capacidade de
adsorcdo das microesferas de quitosana
devem ser realizados no intuito de se
aumentar a adsorcdo do PVS pela
quitosana, a fim de se obter uma vacina
contendo a maior quantidade de particulas
virais possiveis/dose.

6.6.Avaliacdo da resposta imune
humoral:
De todas as vacinas testadas, as que

estimularam a maior producdo de
anticorpos foram as que continham o
hidréxido de aluminio como adjuvante,
tanto em se tratando de vacinas tradicionais
guanto de vacinas de VLP. Vacinas
contendo este adjuvante sdo muito estaveis,
baratas e faceis de produzir em larga escala.
Entretanto, quando se trabalha com o
parvovirus suino, a vacina de subunidades
possui grande vantagem por acelerar a
obtencdo do antigeno, que é extremamente
laboriosa durante a producdo da vacina
inativada contra esse virus. O problema em
relacdo as vacinas contendo este adjuvante
é o0 grande indice de reacOes adversas
apresentadas quando inoculadas em suinos,
sendo comum o aparecimento de dor,

*CUNHA Jr. A. S.. Comunicac3o pessoal



edema e granulomas no local de sua
aplicacdo, assim como febre e apatia. Em
nosso experimento, cinco dos doze animais
inoculados com formulagbes contendo esse
adjuvante apresentaram reacdes locais pos-
vacinais (Quadro 4).

A vacina comercial utilizada neste
experimento era também aquosa, a base de
hidréxido de aluminio. Entretanto, a
discrepancia nos valores dos titulos
induzidos por esta vacina comercial e pela
vacina contendo hidroxido de aluminio que
foi formulada por nos, deveu-se, em tese,
pela dificuldade em se produzir grandes
guantidades de particulas virais com altos
titulos  hemaglutinantes  também  na
industria. Este teste foi realizado para tentar
explicar porque animais vacinados com
estas vacinas aquosas ainda apresentam a
sintomatologia da parvovirose suina.

Outro ponto que demonstra a superioridade
das vacinas de subunidades sobre as vacinas
tradicionais, é que as vacinas inativadas tém
necessariamente que estar conjugadas a um
adjuvante, o que ndo ocorre com as vacinas
de subunidades contendo VLP. A tabela 7
mostra que ndo houve grande aumento do
titulo de anticorpos quando inoculou-se
parvovirus suino inativado sem adig¢do de
adjuvante em cobaias (titulo inicial de 16
para titulo final de 64, aumento de duas
vezes), diferentemente da  resposta
estimulada pelas VLP também inoculadas
sem adjuvante (titulo inicial de 16 para
titulo final de 1024, aumento de seis vezes).
Isso corrobora com ANTONIS et al (2006)
gue afirmou que pequenas quantidades de
VLP, mesmo sem adjuvantes seriam
capazes de estimular altos titulos de
anticorpos. Note que estatisticamente ndo
ha diferenca significativa entre os titulos de
anticorpos estimulados por esta vacina de
subunidades que ndo continha nenhum
adjuvante e todas as outras contendo 0s
adjuvantes emulsdo 6leo-agua,
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microemulsdo, microesferas de quitosana e
implantes de quitosana.

Também  devem ser levadas em
consideracdo mais outras duas vantagens da
vacina de subunidades produzida neste
experimento. Primeiramente, durante a
clonagem do gene da VP2 no plasmideo de
expressdo pFastBac Dual® utilizou-se
somente um dos sitios de multiclonagem
deste plasmideo. Isso significa que se
clonarmos outra sequéncia codificadora de
uma proteina que podera ser utilizada como
imundgeno (outro virus patogénico para
suinos, por exemplo) no outro sitio
disponivel, poderiamos expressar também
essa proteina nas células de inseto, podendo
produzir uma vacina recombinante de
subunidades contra duas doengas e ndo so
contra o0 parvovirus suino. A outra
vantagem é que ndo houve purificagdo da
VLP a partir do sobrenadante das células
infectadas.  Isso  significa que a
concentracdo de VLP por dose estava baixa
por causa da presenga dos outros
componentes do meio. Com a purificacdo
dessa proteina poderiamos alocar um
nimero bem maior de particulas por dose
de vacina, podendo também estimular uma
maior producdo de anticorpos contra 0
parvovirus suino.

Ja as vacinas inativadas contendo o0s
adjuvantes: emulsédo 6leo-agua,
microemulsdo, microesferas de quitosana e
implantes de quitosana apresentaram
resultados estatisticamente  semelhantes
quando se tratava de estimular a producéo
de anticorpos anti-parvovirus  suino.
Entretanto, a facilidade em se formular a
microemulséo, sua estabilidade em relagdo
as emulsbes Oleo-4gua, sua Gtima
seringabilidade em relagdo as microesferas
de quitosana, além da auséncia de reacoes
no local de sua aplicacdo em relacdo ao
hidréxido de aluminio, faz deste adjuvante
a melhor escolha quando se formula uma
vacina inativada. Além disso, esse



adjuvante  pode solubilizar  farmacos
hidrofilicos e lipofilicos (GASCO, 1997),
ser inoculado intramuscularmente
(MACEDO, 2004) e promover a
apresentacdo cruzada de antigenos via
MHC de classe 1 devido a presenga de seu
emulsionante, o Tween, capaz de causar
apoptose celular e consequente fagocitose
destas células (YANG, 2004).

Deve-se salientar que as vacinas formuladas
com as microesferas e implantes de
quitosana ndo continham igual quantidade
de particulas virais quando comparadas
com as outras vacinas formuladas (tanto
com adjuvantes comerciais, quanto com a
microemulsdo) ja que as microesferas de
quitosana s6 foram capazes de adsorver
10% das particulas virais em suspensao.
Entretanto, ndo houve diferenga estatistica
significativa entre a resposta de anticorpos
induzida pela vacina inativada contendo as
microesferas de quitosana em comparagdo
com a resposta induzida pela vacina
inativada contendo o hidroxido de
aluminio, responsavel pela estimulagdo dos
mais altos titulos de anticorpos de todas as
vacinas analisadas neste experimento. Com
iSO, se conseguirmos aumentar a
capacidade de adsorgdo das microparticulas
de quitosana, talvez pudéssemos aumentar
ainda mais o titulo de anticorpos induzido
por esta vacina.

Todas as vacinas produzidas neste
experimento foram capazes de induzir uma
resposta de anticorpos satisfatoria e
protetora contra o parvovirus suino.

7. CONSIDERACOES
PERSPECTIVAS:

FINAIS E

Questdes de biosseguranca estdo aliadas a
limitagbes praticas ligadas ao pobre
crescimento in vitro do parvovirus suino,
justificando o desenvolvimento de vacinas
alternativas. VLP sdo 6timos candidatos a
vacinas por causa da estimulacdo da
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resposta imune sem a presenca do genoma

viral ou de produtos génicos virais
potencialmente  toxicos. Além  disso,
guando  comparadas com  vacinas

inativadas, VLP ndo requerem propagacao
do virus infecccioso, os niveis de producéo
sdo muito altos, a producdo é relativamente
barata e as VLP sdo geralmente estaveis em
condicOes ambientais extremas.

O sistema de expressao utilizando o
baculovirus como vetor tem sido usado
extensivamente para a producdo de
proteinas de capsideo e de VLP em
candidatos a vacinas humanas e
veterinarias. A alta imunogenicidade dos
produtos expressos, a alta produtividade do
sistema e a habilidade de conseguir uma
rapida implementacdo na producdo em
larga escala faz deste um dos melhores
sistemas para se trabalhar quando o foco é a
obtenc¢do de antigenos vacinais.

Embora ndo tenha sido alvo de nosso
estudo, outros autores (SEDLICK et
al,1997; PAN et al, 2008) tem demonstrado
gue VLP também podem estimular forte
resposta mediada por células quando ligado
a outras proteinas antigénicas. PAN e
colaboradores (2008) mostraram que VLP
de parvovirus suino, produzido em sistema
adenovirus, quando inoculados em
camundongos, foi capaz de aumentar
significantemente tanto a resposta humoral
guanto a resposta celular quando ligada a
uma proteina do circovirus suino tipo 2.
Como ndo utilizamos o outro sitio de
multiclonagem contido no plasmideo de
expressdo pFastBac Dual® durante a
producdo de nossa vacina de subunidades,
este sitio poderia ser utilizado futuramente
para clonar o gene de uma proteina
importante na imunidade de qualquer outra
doenca importante na suinocultura mundial,
tendo como produto uma vacina de
subunidades bivalente. Outra perspectiva
seria a inoculacdo de nossa vacina de
subunidades via intranasal, que €



importante porta de entrada do parvovirus
suino no organismo. SEDLICK e
colaboradores (1999) demonstrou que estas
particulas também sdo capazes de estimular
forte resposta imune quando inoculadas via
intranasal, sendo importante na estimulacao
de imunidade de mucosa, mesmo sem 0 uso
de adjuvantes. Além disso, se 0 uso do
adjuvante fosse requerido, a quitosana seria
um otimo candidato no uso intranasal ou
mesmo oral, jA que a sua propriedade de
mucoadesdo j& foi bem estudada
anteriormente por diversos pesquisadores
(LEHR e colaboradores, 1992; SOGIAS e

colaboradores, 2008; HE, DAVIS e
ILLUM, 1998).
8. CONCLUSOES
e Microparticulas de  quitosana,
Implantes de  quitosana e
MicroemulsGes podem ser

utilizadas como adjuvante em
vacinas contra o PVS, induzindo a
producdo de altos titulos de
anticorpos.

e A microemulsdo é um excelente
adjuvante, ndo s6 por estimular
altos titulos de anticorpos anti-
parvovirus suino, como também
por suas caracteristicas como facil
formulacdo, grande estabilidade,
6tima seringabilidade e auséncia de
reacOes no local de sua aplicacéo.

e Vacinas de subunidades contendo
PVS-VLP sdo capazes de induzir a
producdo de altos titulos de
anticorpos anti-parvovirus suino,
mesmo sem a presenga de
adjuvante na composic¢éo da vacina.
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