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“ Deus estd em toda parte ao mesmo tempo, em redor de vocé!

dentro de vocé! Jamais estamos desamparados. Nunca estamos sos. Nao
permitamos que a mdgoa nos pertube: procuremos nos manter calmos,
para ouvir a voz silenciosa de Deus dentro de nés. E assim que
superemos todas as dificuldades que aparecem em mossos caminhos e
havemos de descobrir todas as verdades que apareéem em nossos
caminhos e havemos de descobrir todas as verdades que existem em todas

as coisas e pessoas.”(C. Torres Pastorino).

Ana Caroline ha quem diga que eu perdi o brilho no
olhar, foi nesse momento que eu comecei a ver dentro da

propria vida, o encanto de viver. Amo-te, filha.

A Dra. MARIA que €, magia, for¢a, f€, suor, graga, cor

e sonho...

Ao meu amado, Tevide, que ha vinte anos atras me

ensinou a amar os livros.




Protocolo de laboratério 1 (1991) — Ha homens que lutam um dia e sao bons,
ha outros que lutam um més e sao 6timos, ha outros que lutam 2 anos e sao

excelentes, ha outros que lutam a vida inteira, esses sao imprescindiveis.(Berchout)

Protocolo de laboratério 2 (1992)- No meio do caminho tinha uma pedra.
Tinha uma pedra no meio do caminho. No meio do caminho‘tinha uma pedra. Tinha
uma pedra no meio do caminho. No meio do caminho... (Carlos Drumond de
Andrade)

Protocolo de laboratério 3 (1993)- Quando voarem minhas esperancas/
Como um bando de pombas fugitivas/ S6 me restarem palidas lembrangas.
(Machado de Assis).

Protocolo de laboratério 4 (1994)- A maior experiéncia que um jovem

pode ter é ter sido pobre um dia.

Protocolo de laboratério 5 (1995)- Nada do que foi sera de novo do jeito

que ja foi um dia...

Protocolo de laboratério 6 (1996)- O homem desperta e sai, cada alvorada,
para o acaso das coisas... E, a saida leva uma crencga vaga, indefinida, de achar o

Ideal nalguma encruzilhada. (Raul de Leoni).

Protocolo de laboratério 7 (1997)- Ha cincos degraus para se alcancar a

sabedoria: calar, ouvir, lembrar, estudar e sair.

Protocolo de laboratério 8a (1998a)- Quanto mais se sabe mais sofrimento se

encontra. (Eclesiastico).

Protocolo de laboratério 8b (1998)- “Resisténcia faz parte da evolugao, é
preciso romper a resisténcia com persisténcia e autodecisdo. Auto-iniciar,

autoconhecer, auto-realizar. Sao os remos da evolugdo . (Suely Braz Costa)




Protocolo de laboratério 8c (1998)- O . que brilha com luz prépria nada pode

apagar. (Pablo Milanez).

Protocolo de laboratério 9a (1999)- Quando eu era crianga falava como
crianga, pensava como crianc¢a. Depois que me tornei homem, fiz desaparecer o que

era proéprio da crianga. (I Corintios 13:11).

Protocolo de laboratério 9b (1999)- A imaginagdo € mais importante que o

conhecimento. (Albert Einstein).

Protocolo de laboratério 10 (2000)- As vezes da vontade de agarrar a vida
com uma, duas, dez maos e levar a boca e trincar nos dentes como uma fruta no

ponto.

Protocolo de laboratério 11 (2001)- “ Se nao houver frutos, valeu a beleza das
flores, se ndo houver flores, valeu a sombra das folhas, se ndo houver folhas, valeu

a intencao da semente”. ( Henfil ).

Protocolo de laboratério 12a (2002)- 'Devemos amar os homens nao por suas

qualidades ou simpatias, mas porque Deus os ama.

Protocolo de laboratério 13b (2002)- De que adianta conhecer o futuro se nao

podemos modifica-lo.

Protocolo de laboratério 14 (2003)-Tantas vezes pensamos ter chegado,
Tantas vezes é preciso ir além. (Fernando Pessoa).
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& b ¢ jndicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05)

determinados pelo teste de TUuKey ..o

Figura 18 — Cinética das sinteses das imunoglobulinas (G, A e M),
determinadas por ELISA, em camundongos imunizados por via subcutanea
com 10pg de ovalbumina pura e associada a CFA1, CFA2, 0SS e OSC. * b,
¢ indicam diferengas significativas entre os tratamentos (p < 0,05)

determinados pelo teste de Tukey..............coooiiiiiiiii e

Figura 19 — Cinética das sinteses das imunoglobulinas (G, A e M),
determinadas por ELISA, em camundongos imunizados por via subcutanea
com 10ug de ovalbumina pura e associada ao 6leo de milho de

2 ® indicam

prodecéncia Sigma (OMS) e ao déleo de milho comercial.
diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05) determinados pelo

BBBEE OB TUKOY....... oo onssnsimimssssismssmnivamisnsion ssmsnesansss cabnarhasinsnns honsdnasbnsnsnnssmnnnsans

Figura 20 — Cinética das sinteses das imunoglobulinas (G, A e M),
determinadas por ELISA, em camundongos imunizados por via subcutanea
com 10ug de ovalbumina pura e associada ao Al(OH); , Marcol, OMS e
OMC. *®° indicam diferengas significativas entre os tratamentos (p < 0,05)

determinados pelo teste de TUKeY..............ccoevmmmmeeieieeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee

Figura 21 — Cinética das sinteses das imunoglobulinas (G, A e M),
determinadas por ELISA, em camundongos imunizados por via subcutanea
com 10ug de ovalbumina pura e associada a CFA1, CFA2, OMS e OMC *°
indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05)

determinados pelo teste de Tukey...............oooooiiiiiiiiiiii i

Figura 22 — Cinética das sinteses das imunoglobulinas (G, A e M),
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determinadas por ELISA, em camundongos imunizados por via subcutanea
com 10ug de ovalbumina pura e associada aos 6leos comestiveis de oliva,
soja e milho. ® ¢ indicam diferengas significativas entre os tratamentos (p

< 0,05) determinados pelo teste de Tukey............................. Bssasmnsaneitnmessnssane

Figura 23 — Cinética das sinteses das imunoglobulinas (G, A e M),
determinadas por ELISA, em camundongos imunizados por via subcutanea
com 10pg de ovalbumina pura e associada aos 6leos procedéncia Sigma
oliva, soja e milho. * ® ° indicam diferencas significativas entre os

tratamentos (p < 0,05) determinados pelo teste de Tukey..............................

Figura 24 — Cinética das sinteses de IgE em camundongos imunizados por
via subcutanea com 10ug de ovalbumina pura e associada ao 6leo de oliva
de procedéncia Sigma (OOS) e ao 6leo de oliva comercial (OOC).  ® ¢ ¢
indicam diferengcas significativas entre os tratamentos (p < 0,05)

determinados pelo teste de TUKey.............cccoomimiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee e

Figura 25 — Cinética das sinteses de IgE em camundongos imunizados por
via subcutdanea com 10ug de ovalbumina pura e associada ao Al(OH); ,
Marcol, OOS e OOC * ® © indicam diferengas significativas entre os

tratamentos (p < 0,05) determinados pelo teste de Tukey..............................

Figura 26 — Cinética das sinteses de IgE em camundongos imunizados por
via subcutanea com 10ug de ovalbumina pura e associada ao CFA1, CFA2,
00S e 00C. ™ =9 indicam diferengas significativas entre os tratamentos

(p < 0,05) determinados pelo teste de Tukey................ooeveeeeeeeeeiieeeieieeeeeeen..

Figura 27 — Cinética das sinteses de IgE em camundongos imunizados por
via subcutanea com 10pg de ovalbumina pura e associada ao éleo de soja
de procedéncia Sigma (OSS) e ao 6leo de soja de procedéncia Comercial

(OSC). *°® indicam diferengas significativas entre os tratamentos (p < 0,05)
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determinados pelo teste de Tukey...............ooooiiiiiie

Figura 28 — Cinética das sinteses de IgE em camundongos imunizados por
via subcutanea com 10ug de ovalbumina pura e associada ao Al(OH)3 ,
Marcol, OSS e OSC. * ™ ¢ indicam diferencas significativas entre os

tratamentos (p < 0,05) determinados pelo teste de Tukey..............................

Figuré 29 — Cinética das sinteses de IgE em camundongos imunizados por
via subcutanea com 10ug de ovalbumina pura e associada a CFA1, CFA2,
0SS e OSC. *® ¢ indicam diferengas significativas entre os tratamentos (p

< 0,05) determinados pelo teste de Tukey..............oooiiis

Figura 30 — Cinética das sinteses de IgE em camundongos imunizados por
via subcutanea com 10ug de ovalbumina pura e associada ao 6leo de milho
de procedéncia Sigma (OMS) e ao éleo de milho Comercial (OMC). * °
indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05)

determinados pelo teste de TUKeY............cccoemmimiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

Figura 31 — Cinética das sinteses de IgE em camundongos imunizados por
via subcutanea com 10ug de ovalbumina pura e associada ao Al(OH)3 ,
Marcol, OMS e OMC. * ® © indicam diferencas significativas entre os

tratamentos (p < 0,05) determinados pelo teste de Tukey..............................

Figura 32 — Cinética das sinteses de IgE em camundongos imunizados por
via subcutanea com 10ug de ovalbumina pura e associada ao CFA1, CFA2,
OMS e OMC. *® % ? indicam diferencas significativas entre os tratamentos

(p < 0,05) determinados pelo teste de Tukey..............ccoueveeeemeeeeiieeeiiiieeeeeeenn.
Figura 33 — Cinética das sinteses de IgE em camundongos imunizados por

via subcutdnea com 10ug de ovalbumina pura e associada aos Oleos
comestiveis de oliva, milho e soja. *° indicam diferencgas significativas entre
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os tratamentos (p < 0,05) determinados pelo teste de Tukey..........................

Figura 34 — Cinética das sinteses de IgE em camundongos imunizados por
via subcutanea com 10ug de ovalbumina pura e associada aos 6leos de

a, b

procedéncia Sigma de oliva, milho e soja. indicam  diferencas

significativas entre os tratamentos (p < 0,05) determinads pelo teste de

Figura 35 — Efeito dos 6leos vegetais sobre a migragao de neutréfilos em
bolsa de ar subcutdnea ap6s 6 e 24 horas de reacao inflamatéria em
camundongos Swiss. *¢ indicam diferencas significativas entre os

tratamentos (p< 0,05) determinados pelo teste de Tukey................................

Figura 36 — Efeito dos 6leos vegetais sobre a migracao de macréfagos em
bolsa de ar subcutdanea apdés 6 e 24 horas de reacado inflamatéria em
camundongos Swiss. 2°%%¢ indicam diferengas significativas entre os

tratamentos (p< 0,05) determinados pelo teste de Tukey................................

Figura 37 — Efeito dos 6leos vegetais sobre a migracao de eosinéfilos em
bolsa de ar subcutdnea apdés 6 e 24 horas de reacao inflamatoria em

,b,c,d

camundongos Swiss. indicam diferengas significativas entre os

tratamentos (p< 0,05) determinados pelo teste de Tukey................................

Figura 38 — Efeito dos 6leos vegetais sobre a migracao de leucdcitos em
bolsa de ar subcutédnea ap6s 6 e 24 horas de reacado inflamatéria em
camundongos Swiss. 2°° indicam diferencas significativas entre os
tratamentos (p< 0,05) determinados pelo teste de Tukey...............................

Figura 39 — Producao de NO em bolsa de ar subcutanea induzida por 6leos
vegetais apos 6 e 24 horas de reacao inflamatéria em camundongos Swiss.

abede jndicam diferencas significativas entre os tratamentos (p< 0,05)
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determinados peloteste de TuKeY..............oveiiiiiiiii i,

Figura 40 — Efeito do Alume e CFA sobre a resposta imune secundaria (RS)
e terciaria (RT) em camundongos imunizados com 10ug de ovalbumina e
sobre a resposta inflamatéria: MAC (6 h): migracao de macréfagos apos 6
h; MAC (24h) migracao de macréfagos ap6s 24 h; NEU 6 h: migragcao de
neutréfilos apés 6 h: NEU 24 h migracao de neutréfilos apés 24 h e NO 6 h:
produgéo de 6xido nitrico ap6s 6 h NO 24 h: produgao de éxido nitrico apés
24 h e atividade antioxidante (AOX). (a) Alume - hidroxido de aluminio e (b)
CFA - adjuvante completo de Freund).................ooeiiiiiiiiiiiiiiceeeee e

Figura 41 — Efeito dos Oleos vegetais de procedéncia Sigma sobre a
resposta imune secundaria (RS) e terciaria (RT) em camundongos
imunizados com 10ug de ovalbumina e sobre a resposta inflamatéria: (MAC
(6 h): migracado de macréfagos apdés 6 h; MAC (24h) migracao de
macrofagos apés 24 h; NEU 6 h: migracao de neutréfilos apds 6 h: NEU 24
h migragcéo de neutréfilos apés 24 h e NO 6 h: produgao de éxido nitrico
apés 6 h NO 24 h: producdo de oxido nitrico apés 24 h e atividade
antioxidante (AOX). (a) OOS- éleo de oliva Sigma, (b) OMS- 6leo de milho
Sigma e (c) OSS- 6leo de soja Sigma)...........ccccoeeeiiieciiiiiieeeeeecceceere e

Figura 42 — Efeito dos 6leos vegetais comestiveis sobre a resposta imune
secundaria (RS) e terciaria (RT) em camundongos imunizados com 10ug
de ovalbumina e sobre a resposta inflamatéria: (MAC (6h): migracao de
macroéfagos apos 6 h; MAC (24h) migracao de macréfagos apés 24 h; NEU
6 h: migragao de neutréfilos apdés 6 h: NEU 24 h migracdo de neutréfilos
apoés 24 h e NO 6 h: produgéao de 6xido nitrico apés 6 h NO 24 h: produgao
de 6xido nitrico apés 24 h e atividade antioxidante (AOX). (a) OOC- éleo de
oliva comestivel, (b) OMC- 6leo de milho comestivel e (c) OSC- éleo de
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ABREVIATURAS

CD - Cluster of “differentiation”, agrupamentos de determinantes antigénicos
caracteristicos de leucdcitos

CD4 - Molécula de adesao presente em células T restritas a classe || do MHC
CD8- Molécula de adesao presente em linfécitos restritas a classe | do MHC
DHE- Dehidroepiandrosterona

FCA - Adjuvante completo de Freund

FIA - Adjuvante imcompleto de Freund
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IFN - Interferon

IgA - Imunoglobulina A
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LFA - Antigenos funcionais de linfécitos

LPS - lipopolissacarideo

Mac - CD11b/CD18

MHC- Complexo de histocompatibilidade

MPL - Monofosforil lipidio A

NBP - Polimeros nao iénicos

T- linfécitos/célula — linfécitos derivados do Timo

TNF - Fator de necrose tumoral

VCAM- Moléculas de adesao da célula vascular

VLA - Antigeno muito tardio

NO- &xido nitrico

Al(OH3)- Hidroéxido de aluminio

ALUME- Hidroxido de aluminio

CTL- Linfocitos T citotéxico ou citoliticos

Th-  Células auxiliares

PAMPS- Patogenos associados a padrées microbianos

PRRs- Receptor de patogenos

APCs -Células apresentadora de antigeno

DTP- Toxéide difeteria/pertussis .

CpGs- Oligo-desoxinucleotideo

(OH)- Anion hidoxil _ "
(02)- Anion superéxido ﬂ%“;m?; "'.ff,‘;';f:;n 1233;23‘?‘
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RESUMO

Ha mais de um século uma grande quantidade de substancias vém
sendo usadas como adjuvantes imunolégicos para tornar os procedimentos de
imunizagédo e de vacinagdo mais eficientes. Apesar disso, o' Al (OH)3 continua
sendo um dos poucos adjuvantes licenciados para vacinagao humana. A
importancia do conhecimento de novos adjuvantes e de seus mecanismos de
agéo fica evidenciada quando se sabe que, atualmente, a nova geragéo de
vacinas somente dara bons resultados se ministradas com um adjuvante
adequado. Conhecer o adjuvante adequado, capaz de obter um resultado
confiavel dos procedimentos de imunizagdo/vacinagdo vem sendo um tema
atraente para os que se interessam pelo tema. O uso de 6leos vegetais como
adjuvantes é atraente por serem biologicamente degradaveis e ja com efeito
comprovado, a despeito da inducao de efeitos colaterais de natureza alérgica.
Os Oleos de oliva, soja e milho foram analisados quimica e
microbiologicamente e, posteriormente, grupos de 10 camundongos swiss
foram imunizados por via subcutane a com ovalbumina (OVA, 10 ug, controle)
e OVA em NaCl 0,15 M emulsionada em marcol, Al (OH)3;, Adjuvante completo
de Freund (FCA) ou com os 6leos de oliva, soja ou milho. Os camundongos
foram sangrados pelo plexo retro-orbital nos dias 14, 21, 35, 42, 49, 56, 63, 70
e 77 depois da primeira injecao. Reforgos foram dados nos dias 21 e 35. Para
avaliar a capacidade imunoadjuvante, anticorpos anti-OVA (IgG, IgM e IgA)
foram qauntificados por ELISA e IgE por Anafilaxia Cutanea Passiva (PCA) em
ratos. A reacéao inflamatéria induzida por Al (OH);, CFA, marcol e pelos trés
Oleos vegetais foi avaliada pelo modelo da Bolsa de ar subcuténea (BSA) e
foram quantificadas as migracdes de leucécitos totais, neutréfilos, macréfagos
e eosindfilos. Foram ainda determinadas a producgao de éxido nitrico (NO) e a
capacidade antioxidante dos 6éleos. No que diz respeito ao efeito
imunoadjuvante dos Oleos vegetais pode ser concluido, que o 6leo de oliva tem
maior efeito adjuvante sobre a sintese de imunoglubulinas (G, A e M) e menor
efeito sobre a sintese de IgE que os 6leos de soja e milho o que faria deste
6leo um adjuvante preferencial nos protocolos de imunizagdo/vacinagédo. De
uma maneira geral, os trés Oleos vegetais induziram acentuada reacao

inflamatéria, quer com 6 h quer com 24 h, embora essa agdo nao tenha sido
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uniforme e os o6leos de procedéncia Sigma apresentaram uma atividade
inflamatéria mais precoce e mais intensa que a dos 6leos comestiveise. Devido
a variagdo encontrada nos resultados obtidos, segundo os critérios
selecionados para avaliar a resposta inflamatoria (migracédo de leucdcitos
totais, migracao de neutrofilos, migracao de macréfagos, migracdo de
eosindfilos, produgdo de NO e capacidade antioxidante dos o6leos), nao foi
ainda possivel estabelecer, de modo quantitativo e preciso, a correlagao entre

as duas respostas imunologicas.
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ABSTRACT

Since more than a century, a great amount of substances have been used
as immunological adjuvants in order to improve the immunization/vaccination
procedures. In spite of that, Al (OH); continues being one of the few licensed
adjuvants for human vaccination. The importance of the knowledge of new
adjuvants and of your action mechanisms it is evidenced when it is known that,
nowadays, the new generation of vaccines will only give good results if supplied
with an appropriate adjuvant. To find out the adequate adjuvant, capable to
obtain a reliable result in the imunization/vaccination procedures is being an
attractive theme for the ones interested in the subject. The use of vegetable oils
as adjuvants is attractive since they are biologically degraded and such effect
has already been proven, in spite of the induction of collateral effects of allergic
nature. The olive soy and corn oils were analyzed chemistry and
microbiologicamente and groups of 10 swiss mice were subcutaneously
immunized with ovalbumina (OVA, 10 ug, control) and OVA in NaCl 0,15 M
emulsified in marcol, Al (OH)3;, Complete Freund Adjuvante (CFA) or with olive
soy or corn oils. The mice were bled through the retro-orbital plexus on days 14,
21, 35, 42, 49, 56, 63, 70 and 77 after the first injection. Booster injections were
given on days 21 and 35. To evaluate the immunological adjuvant capacity,
antibodies anti-OVA (IgG, IgM and IgA) were gauntificados through ELISA and
IgE through Passive Cutaneous Anaphylaxis (PCA) in rats. The inflammatory
reaction induced by Al (OH)3, CFA, marcol and by the three vegetable oils was
evaluated by the model of the Subcutaneous Air Pouch (SAP) and the
migrations of total leucocytes, neutrophyls, macrophages and eosinophyls were
guantified. The production of nitric oxide (NO) and the antioxidant capacity of
the oils were also determined. Concerning the immunological imunoadjuvant
effect of the vegetable oils it can be concluded, that the olive oil has larger
adjuvant effect on the imunoglubulinas synthesis (G, A and M) and a smaller
effect on the IgE synthesis than that of soy and corn oils and it coul be used as
a preferential adjuvant in the imunization/vacination procedures. In a general
way, the three vegetable oils induced accentuated inflammatory reaction after
either 6 or 24 h, although that action has not been uniform and the oils
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produced by Sigma presented an earlier and more intense inflammatory activity.
Due to the variation found in the obtained results, according to the criteria
selected to evaluate the inflammatory response (migration of total leucocytes,
neutrophyls, macrophages, eosinophyls, production of NO and antioxidant
capacity of the oils), it was not still possible to establish, in a quantitative and

precise way, the correlation among the two imunologic responses.
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1- INTRODUGAO

1.1- Adjuvantes

1.1.1- Historico

O papel dos imunoadjuvantes &, atualmente, aceito como o de promover a
inducdo e ativar a resposta antigeno-especifica por modulagdo do sistema imune
(AUDIBERT, 2003). Teoricamente, cada molécula ou substancia capaz de amplificar
ou intensificar a cascata de eventos imunolégicos que compdem a resposta imune

pode ser reconhecida como adjuvante (SCHIJNS, 2003).

Os adjuvantes pertencem a histéria da imunologia basica e aplicada, sendo
os primeiros registros datados de 1919, quando Le Moignie & Pinoy mostraram que
emulsdes de 6leo mineral aumentavam a resposta imune contra um antigeno.
Entretanto, a primeira denominagao do termo adjuvante foi introduzida por RAMON
(1924-1926), quando ele estudou a inflamagado local causada por componentes
bacterianos e correlacionou-a com o aumento do titulo de anticorpos. Ainda, em
1926, Glenny, mostrou que a suspensdo do precipitado de alume no toxdide
antidiftérico era dotado de elevada capacidade antigénica.

O alume ha mais de 70 anos vem sendo utilizado como adjuvante na
producado de vacinas e dois métodos tém sido tradicionalmente usados: O primeiro
envolve a adicdo de uma solugdo de alume (Kal(SO4),.12H,0) ao antigeno para
formar o precipitado de aluminato de proteina (antigeno) e o0 segundo envolve a
adicao de solugdo de antigeno para preparar hidroxido de aluminio (Al(OH)3), fosfato
de aluminio(AIPQO,), hidréxido de aluminio com fosfato ou o6xido de aluminio-y
(CLEMENTS & GRIFFITHS,2002).

FREUND et al., (1937), estudando cobaias infectadas com Mycobacterium
tuberculosis mostraram que eles produziam altos titulos de anticorpos e que efeitos -

similares poderiam ser induzidos por imuniza¢gdes com outras proteinas antigénicas




associadas a Mycobacterium tuberculosis inativado em uma emulsdo de agua e
parafina. Em alguns casos, foi visto que ndo era necessaria a presencga do bacilo da
tuberculose. Essa foi a origem dos adjuvantes que ficaram conhecidos como
Adjuvantes Incompletos de Freund (IFA) em auséncia de microrganismos inativados
e o Adjuvante Compieto de Freund (CFA) na presenca de bacilos inativados na

emulséo.

Os trabalhos de JOHNSTON (1956), ELLOUZ et al., (1974) mostraram a
atividade adjuvante de endotoxinas de bactérias Gram negativas associadas a
moléculas pequenas como MDP (muramil dipeptidio), cujas propriedades adjuvantes

foram assim reconhecidas.
1.1.2- Classificacao dos adjuvantes

As primeiras tentativas para organizar os adjuvantes em categorias foram
feitas para facilitar a selecdo de um adjuvante. Contudo, surgiram muitas
dificuldades devido a variedade dos efeitos biologicos dos adjuvantes. Das
diferentes analises, os adjuvantes foram classificados de diferentes maneiras.
EDELMAN & TACKETT (1990) propuseram trés diferentes tipos de compostos
imunoestimulantes: a) adjuvantes (sais de aluminio, saponinas, muramildipeptideo e
muramiltripeptideopeptideo, monofosforil lipideo A, Bordetella pertussis, citocinas, b)
transportadores (bactéria toxoide, acidos graxos e vetores) e c) vesiculas (emulsdes
de 6leos minerais, IFA e emulsdes de dleos biodegradaveis), 6leos de amendoim,
esqualenos, surfactantes (blocos co-polimeros ndo idnicos), lipossomas e

microesfera de polimeros biodegradaveis.

Em 1993, AUDIBERT & LISE identificaram quatro grupos de
imunoadjuvantes: a) saponinas (de origem vegetal), b) bactérias (monofosforil lipidio
A, trealose dimicolato, toxina de cdlera, lipossacarideos e seus derivados) c)
substancias quimicas (Al(OH)3 ), sufactantes, emulsdes ou micro e nanoparticulas) e
d) grupo de Citocinas (IFN-y ou GM-CSF) e horménios (DHE). Entretanto, COX &
COULTER (1997), propuseram classificar os adjuvantes em apenas dois grandes |

grupos: a) adjuvantes particulados (sais de aluminio, emulsdes, ISCOM-Complexo
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imune estimulantes, lipossomas, nanoc e microparticulas, proteossomos e
virossomos) e b) adjuvantes nao particulados (saponinas, lipidio A, citocinas,
polimeros de carboidratos e copolimeros em blocos nao iénicos). Essa classificagéo
estava feita de acordo com cinco modos de agdo® dos adjuvantes: 1.
imunomodulagcédo (modificagdo da rede de citocinas); 2. apresentagdo (manutencao
da estrutura do antigeno); 3. indugdo de CTL (Linfécitos T citotoxicos ou citoliticos);
4. determinacdo do antigeno-alvo e 5. formacao de depésito. Os adjuvantes que séo
classiﬁéados conforme a natureza quimica, origem ou propriedades fisicas,
apresentam divergéncias nas propriedades imunomoduladoras (MARCIANI, 2003).
Por exemplo, varias saponinas diferem em sua capacidade para estimular linfécitos
Th1 e Th2. Assim, seria conveniente primeiro classificar os adjuvantes de acordo
com a capacidade para estimular linfécitos Th1 e Th2 (correlagdo com célula T e
imunidade humoral) e, a seguir, fazer uma subclassificagdo de acordo com a
estrutura quimica. Esse sistema ajudaria a estabelecer a relagdo entre estrutura e
funcdo o que permitira a identificagdo dos farmacofatores responsaveis pela
modulagédo imune (PRESS, 2000).

SCHIJNS (2000), citado por AUDIBERT (2003) fez uma classificagdo dos
adjuvantes de acordo com os eventos imunologicos que eles induzem (tabela 1) e
sugeriu para os adjuvantes, cinco conceitos de acordo com a imunogenicidade: 1.
Conceito Geografico de Reatividade Imune e a Teoria da Formagéo de Depdsito que
enfatizam a importancia da localizagéo do antigeno por um periodo de tempo apés a
imunizacdo; 2. Modelo de acdo dos Adjuvantes no Sinal 0 (sinalizadores do
PAMPs-patogenos associados a padrées microbianos; representam a potencialidade
da sinalizagcdo de substancias nocivas que sao identificadas por receptores
conhecidos como PRRs- receptor de patégenos); 3. Adjuvantes que Induzem danos
moleculares (destruicao do tecido e necrose, infecgdes, estresse celular, aumento da
temperatura, hipoxia, trauma, mitocondias e proteinas de choque, hsps e hsp96). 4.
papel do Sinal 2 (expressao de moléculas coestimulatérias ou citocinas) (Fig 1).

De acordo com GALLUCCI et al., (1999), os sinais que causam danos
moleculares nao induzem apoptose celular. Portanto, um adjuvante pode ser
definido como um sinal que induz danos. Dentro desse contexto, COLACO et al.,




Tabela 1- Classificacédo dos adjuvantes de acordo com os eventos imunoldgicos
que eles induzem

Grupo Conceito de agao Exemplos de adjuvantes Eventos chaves
a Facilitagdo do transporte do ISCOMs, Quil A, Al(OH); Localizag&o do
antigeno e apresentagao antigeno no linfonodo
por APCs
b Efeito depésito Emulsbes agua -6leo, Al(OH); Géis, Prolongamento da
Polimero de microesfera, Apresentacdo do
Copolimeros em blocos ndo ibnicos  antigeno
c Sinal 0 Complemento, CpG- motifs, LPS Sinalizagdo do PRRs
(monofosforil lipidio A), micobactéria nas células
(muramil dipeptidase), extrato de da imunidade inata
levedura, Toxina da coléra, ISCOMS
d Sinal danoso Emulsdo agua-dleo, Al(OH)s, IFNs,  Destruigéo do
hsps, tecido/estresse
e Sinal Recombinante 2 Citocinas, Moléculas Polarizacao APC,
coestimulatérias ajudadecélulas Te B

Extraido de Schijns (2000)
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Figura 1 - Visualizagcao de diferentes conceitos de adjuvanticidade




(1998) sugeriram que proteinas do stress em particular as “chaperons” para
antigenos aumentavam o aprisionamento e a apresentagdo das células
apresentadoras do antigeno. Os trabalhos de STRAW et al., (1985) e YAMANAKA
et al., (1992) mostraram que a necrose de fibras musculares individuais e 0 edema
intramuscular em tecido conjuntivo intersticial estavam associados com um influxo
de neutréfilos horas apds a vacinagdo em presenga de diferentes adjuvantes,
incluindo hidréxido de aluminio, fosfato de calcio e 6leo mineral. Devido a todos
estes fétores, a capacidade de causar danos induzindo reagbes locais no local da
injecao pode ser uma propriedade de muitos adjuvantes (Fig. 2).

Figura 2- Requisitos Apropriados a um Adjuvante

Estimulacao da resposta humoral e resposta imune celular
Nao induz autoimunidade

Nao é mutagénico, carcinogénico ou teratogénico

Nao é pirogénico

Estavel durante o periodo de armazenamento.




Os adjuvantes podem ainda ser classificados de acordo com sua capacidade
de estimular a imunidade inata e adquirida; sendo isto demonstrado por diferencas
significantes em seus receptores celulares e mecanismos de acao (Fig. 3).

Figura 3- Adjuvantes da Imunidade Inata e Adquirida

Adjuvantes da imunidade inata
Produtos microbianos (PAMPs) (e.g. cpG-DNA, LPS)
Ligacao especifica TLRS e PRRs em APCs
Ativacao do Fator Nuclear para:
Producao de citocinas inflamatorias
Aumento da producao do B7 ligante

Ativacao da imunidade adaptativa

Adjuvantes da imunidade adaptativa
Produtos sintéticos e naturais como as citocinas e saponinas
Alta ligacao especifica nas células T
Ativacao das células T por:
Sinais coestimulatoérios

Inducao de regulacao de genes das citocinas




1.1.3- Mecanismo de Agéao

O mecanismo de agao dos adjuvantes depende de numerosos fatores dos
quais, muitos ainda permanecem desconhecidos. Segundo: SINGH & O HOGAN
(2003), até o momento ndo esta claro nem o que acontece a partir da imunizagao
ativa e sua cascata complexa de respostas, nem mesmo o efeito primario de um
adjuvante. Entretanto, se concordarmos com o conceito geografico de reatividade
imune, os antigenos que ndo conseguem migrar para o linfonodo ndo induzem
respostas imunes; sendo esse mecanismo proposto somente para alguns
adjuvantes; particularmente aqueles que possuem um sistema de entrega
(“delivery”). MACKAY (1992) , BUTCHER & PICKER (1996) mostraram que as
células T virgens circulam entre 6rgdos linféides secundarios, como o bago e
linfonodo, através do sangue e dos vasos linfaticos aferentes. De acordo com
SCHIJNS (2000), os antigenos (presentes nos 6rgaos linféides), a localizagao do
antigeno, a dose e o tempo de apresentacdo do mesmo sao requisitos essenciais na

teoria do conceito geografico da reatividade imune.

Os trabalhos de HARRIS & RONCHESE (1999), ADEREM & EREMIN (2000),
AKIRA et al., (2001) e FRAUWIRTH & THOMPSON (2002) mostraram que a
caracterizagao estrutural de diferentes adjuvantes e a identificagdo de receptores
celulares que estdo associados a suas atividades (exemplos: “toll like receptors”
(TLRs) e os receptores ligantes coestimulatérios) sdo fundamentados em um melhor
entendimento de seu mecanismo de a¢do no nivel molecular. O primeiro mecanismo
€ a formagdo de depodsito, emulsdes e adjuvantes insoluveis (adjuvantes
particulados) que estimulam as células apresentadoras de antigenos (APCs), horas
apdés a imunizagdo (SATTHAPORN & EREMIN, 2001), o “targeting” que é o
mecanismo pelo qual um complexo antigeno-adjuvante € liberado para as células
apresentadoras do antigeno (APCs) e as particulas de adjuvantes ligam-se aos
antigenos formando agregados que sao englobados por APCs, através de
endocitose, para a forma de endossoma (ZAMZE , 2002).

KAWABE & OTHI (1991) e KAARNETY (1994) mostraram que injeces de

proteinas antigénicas purificadas em animais causavam rapida proliferagao e morte




das células T antigeno-especificas. Consequentemente, esse processo de
ativacao/indugcéo e morte celular (AIDC) & provavelmente importante porque reduz
rapidamente a capacidade de ativagdo das células T efetoras ativadas e também
permite a remogao de células T que sao respondedoras a antigenos exégenos.
Desta maneira ha redugdo do risco de respostas autoimunes. Pouco se sabe sobre
0s mecanismos pelos quais os adjuvantes aumentam a expectativa de vida das
células T ativadas. MITCHELL et al., (2001), conseguiu mostrar que os adjuvantes
aumenfam a expectativa de sobrevida das células T ativadas por antigenos, através

do aumento da expressao da proteina Bcl-3 nestas células.

De acordo com ALVING (2002), os mecanismos de adjuvantes tém sido
esclarecidos por comparagdes entre diferentes adjuvantes em estudos in vitro, em
roedores ou em outros animais. Contudo, muitas vezes ndo é feito o prognéstico de
seguranga dos efeitos adjuvantes e da eficacia de vacina em humanos. Atualmente
varios adjuvantes tém sido avaliados em testes clinicos, VOGEL et al., (1995),
organizaram uma lista contendo setenta e cinco adjuvantes onde apenas onze
dentre eles foram testados em humanos. Entretanto, atualmente apenas os sais de
aluminio e M59 (6leo em agua composto de esqualeno, polisorbato 80 (Tween 80) e
sobitan trioleato (Span 85)) estao presentes em vacinas licenciadas. Recentemente
ENGERS et al., (2003), apresentaram vinte e trés adjuvantes que foram avaliados

através de testes clinicos pela Organizagao Mundial de Saude (OMS).

A QS-21 é um produto natural purificado da Quillaja saponaria que foi
utilizado por KENSIL (2003) com diferentes vacinas contra HIV, malaria, melanoma e
pneumococos. Foi entdo mostrado que esse adjuvante tinha um perfil de seguranca
aceitavel quando avaliada em testes clinicos. Entre as propriedades desse adjuvante
estdo a capacidade para potencializar as vacinas associadas as respostas de
anticorpos incluindo isotipos de anticorpos Th1 e Th2, a capacidade para estimular a
resposta imune celular mediada por subunidade de antigenos e a capacidade para
estimular respostas mucosas pelas vias nasal ou oral. Foi também mostrada a
importéancia do dominio acil na ativagéo das respostas humoral e celular. A QS-21
estimulou a produgao de citocinas de culturas de macrofagos de células RAW-264.7
e também estimulou a célula, “natural killer” em Balb/c. A Quilllaja saponaria pode




formar micelas tipicas na presenca de colesterol e fosfolipidios chamados complexos
imunoestimulantes (ISCOM). As vacinas que eram utilizadas com ISCOM mostraram
respostas humoral e celular em diferentes modelos animais e, mais recentemente,
em humanos (DRANE & PEARSE, 2003).

REVETS & BAETSELIER (2003), mostraram que a lipoproteina 1 de
P.aeruginosa estimula as células do sistema imune inato produzindo IL-12 e TNF-a
enquanto o OM-174 (“triacil motif’), um adjuvante derivado de lipidio A de E. coli,
apresentou atividade adjuvante em varios modelos animais de vacinagdes,
induzindo respostas humoral e celular para diferentes antigenos. Na avaliacédo em
testes clinicos foi admitido que o OM-174 seria utilizado pela via intramuscular
(DAVIES, 2003).

Os adjuvantes oleosos também foram avaliados e entre eles temos: o
Montanide ISA 720 e Montanide ISA 51 contendo surfactantes a base de monoleato
monide. Esses adjuvantes tém sido controlados através da presenc¢a do acido graxo
(monoleato monide) que € responsavel pelo efeito toxico das emulsdes ocasionando
reacgao local (ENGERS, 2003). O MF59 é outro adjuvante oleoso que foi amplamente
testado em varias espécies animais apresentando um étimo perfil de seguranga.
Além disso, mostrou um aumento significativo da resposta imune a varias
subunidades de antigenos, incluindo CMV, HSV, HIV, HCV, HBV e antigenos da
influenza. A atividade adjuvante do MF-59 também induziu estimulagdo de certas
citocinas e, diante dos resultados clinicos, o adjuvante MF-59 foi licenciado na

Europa para uso em humanos (PODDA, 2003).

Os sais de aluminio também foram licenciados para uso em humanos desde
1930, com um excelente perfil de seguranga. Porém, existem divergéncias em
relagdo ao seu uso em vacinas para humanos. Em 1957, o alume foi licenciado na
Inglaterra, enquanto que em 1964, o comité de controle de doengas infecciosas da
Academia de Pediatria dos Estados Unidos autorizou o uso de vacinas com aluminio
precipitado em DTP (Toxdide difteria/perfussis) ou em vacinas adsorvidas em
hidréxido de aluminio ou fosfato de aluminio. Contudo, as vacinas que usam 0
aluminio como adjuvante tém mostrado perfil de seguranga ha mais de uma década.
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Entretanto, o efeito do aluminio em vacinas vem sendo associado com diferentes
reagdes locais como eritema, nédulos subcutaneos hipersensibilidade de contato e
inflamagdes granulomatosas. Alguns estudos com o aluminio adsorvido (DTP),
mostraram menor numero de reagdes adversas do que o aluminio ndo adsorvido.
Segundo WALLS (1997) & NAGEL et al., (1997) o hidréxido de aluminio induziu
migracdo de eosinofilos no sitio da inje¢cdo, aumentou os niveis de anticorpos IgE-
especificos que podem favorecer reagdes alérgicas. Recentemente, VERDIER
(2003) ‘descreveu uma lesdo histolégica observada em uma biopsia de musculo
deltéide em um caso de miofascilite macrofagica (MMF). Contudo, a falta de controle
apropriado, o numero limitado de casos e a relagdo causal entre 0 MMF e os
sintomas clinicos, o papel do aluminio € ainda controvertido e ndo foi confirmado por
outros grupos de pesquisa. Porém, as principais barreiras para o estudo de uma
lesdo local no musculo de pessoas vacinadas estdo na dor e na cicatrizagdo que
nao tornam possivel as pesquisas em humanos, devido aos aspectos éticos da

questao.

Os adjuvantes IFA e CFA sao potentes e eficazes, mas devido aos efeitos
colaterais ndo podem ser usados em vacinas humanas. O CFA foi considerado
muito toxico para uso em humano diante da presenga do 6leo mineral e da presenga
do Mycobacterium tuberculose inativado que causa granulomas, formagao de
abcesso e induz também artrite e reagdes alérgicas. O IFA também é capaz de
causar abcessos e formagdo de granuloma, mas essas reagdes s80 menos severas
do que aquelas induzidas pelo CFA. Entretanto, foi mostrado que a reatividade é
causada pela presenca do Arlacel A que contém acidos graxos livres impuros
(ALVING, 2002). SALK (1953) foi o primeiro pesquisador a mostrar que nao
ocorreram lesdes locais com o IFA quando injetado intramuscular antes da
imunizagéo subcuténea. Essas observagbes foram confirmadas com a vacinagéao
antipoliomielite usando o IFA como adjuvante pois as lesdes cisticas ndo foram
observadas (CUTLER et al., 1962). Dentro desse contexto, o uso do IFA tem
ocasionado controvérsias porque a relagao/risco beneficio pode ser considerada alta
quando usadas em algumas vacinas humanas (ALVING, 2002).
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A importancia do conhecimento de novos adjuvantes e de seus mecanismos
de agao é posta em evidéncia quando se sabe que, atualmente, a nova geracgao de
vacinas, incluindo aquelas nas quais sdo usadas subunidades de antigenos virais,
produzidas por técnica de DNA recombinante, somente dar@o bons resultados se
ministradas com adjuvante seguro, adequado e eficaz. As vacinas com DNA
induzem um largo espectro de respostas imunes que incluem a participacdo de
células citoliticas, células T helper e anticorpos. Nesse caso, a resposta imune pode
ser mddulada por adjuvantes genéticos, na forma de vetores, que expressam
determinantes biologicamente ativos (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN, TGF-1, etc.) ou por
adjuvantes que facilitam a captacao do DNA pelas células (KAWALCZK & ERTL,
1999). Os CpGs (oligo-desoxinucleotides)-DNA, devido a seus efeitos na
estimulagdo imune vém sendo considerados como excelente adjuvante em vacinas,
podendo aumentar a resposta imune humoral e celular antigeno-especifica. De
acordo com 0 seu mecanismo temos: a) ativagao direta das células B resultando em
produgéo de imunoglobulinas, b) ativacéo direta de macréfagos e células dendriticas

resultando de maturagdo CD4-dependente seguida de liberagdo de quimiocinas e
citocinas pré-inflamatérias, c¢) “up regulation” de MHC classe I, expressdao B7s e
CD40 para melhorar a apresentacdo do antigeno, d) influéncia da ativagdo das
células CD4+ e CD8+ através do CpG-DNA mediante ativagdo de APCs e produgéo
de citocinas (IFNs e IL-12).

1.1.4 Emulsoes

A emuls@o € definida como um sistema heterogéneo que esta formado, pelo
menos, por um liquido imiscivel intimamente disperso em outro na forma de
goticulas, cujo diametro, em geral, excedem a 0,1y (LISSANT, 1984). As emulsdes
classicas de agua em 6leo (agua é a fase dispersa) ou 6leo (O) em agua (W) (bleo é
a fase dispersa) sdo abreviadas como W/O e O/W, sendo a outra alternativa W/O/W.
Na emulsdo de W/O as pequenas goticulas de agua sao estabilizada por surfactante

(monoleato monide) em uma fase de dleo continua (6leo mineral, esqualeno ou
esqualano), ou seja, antigenos soluveis em agua podem ser emulsificados com 6leo
ou como duplas emulsées (W/O/W) e os antigenos lipofilicos com emulsdes de O/W

.




12

(BECHER, 1965). Essas emulsdes de O/W contém o6leos metabolizaveis e possuem
excelente perfil de seguranga. Na preparagéo de uma emulsdo podemos utilizar os
processos mecanicos ou manuais através de seringa. A agitacdo manual € o método
mais simples para obtengcdo de emulsdes sendo bastante utilizado em laboratérios
experimentais, onde as formulagcdes sdo preparadas em pequena escala e se
destinam invariavelmente, a serem utilizadas em curto prazo de tempo. Ja na
producdo de emulsdes em larga escala, os agitadores adaptam-se a todas as
condigées de trabalho. Para estabilizar as emulsGes o0s surfactantes s&o
adicionados, sendo eles definidos como compostos que contém um grupo polar que
€ hidrofilico e outro grupo polar que é hidrofobico e uma cadeia de acido graxo
(LISSANT, 1984).

A caracteristica fisioquimica de uma emulsdo pode ser avaliada por varios
parametros: condutividade, viscosidade, teste da goticula (“Droplet test”), tamanho
da particula e estabilidade em varias temperaturas. O “Droplet test” e a
condutividade permitem a identificagcdo do tipo de emuisdo (AUCOUTURIER et al,
2001). A viscosidade da emulsdo € ligada ao surfactante e aos valores do HLB
(palango dos valores do hidrofilico/lipofilico)(SALAGER, 2000). O tamanho da
particula € também um importante parametro; sendo influenciado por um adequado
sistema de surfactante e o processo de emulsificagcéo. Isto € geralmente identificado
quando as emulsdes tém particulas de tamanho pequeno e a distribuicdo
homogénea € mais estavel . A estabilidade também & um importante parametro e
quando esses parametros sdo seguidos, as emulsdes podem permanecer estaveis
por um ou dois anos (AUCOUTURIER, 2003). Contudo, a qualidade ou
concentracéo do antigeno pode influenciar na estabilidade, pois quando a emulsdo
se desfaz pode ter um impacto na eficiéncia da formulagdo. Portanto, os diferentes
aspectos dos mecanismos de estabelecimento das emulsdes diminuem a liberagdo
dos antigenos e protegem as enzimas proteoliticas diretamente dependendo da
estabilidade (AUCOUTURIER, 2003; SALANGER,2000). Porém, elas induzem
inflamagdo e estimulam o recrutamento de APCs favorecendo a captagdo do
antigeno, sendo esse mecanismo explicado pela interagdo entre o surfactante e a
membrana celular. De acordo com GUPTA et al., (1995), os emulsificantes,
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surfactantes e imunoestimulantes podem aprisionar o antigeno na superficie do éleo

por interagcdes hidrofdbicas.

O primeiro registro do uso de 6leo vegetal como imunoadjuvante foi feito por
HILLEMAN (1966). O adjuvante consistia de 86% do 6leo de amendoim, 10% de
Arlacel A (monoleatd monide) como emulsificante e 4% de aluminio monosterato
como estabilizante. Quando esse adjuvante foi testado em humanos mostrou-se
potente, seguro e com menor capacidade adjuvante do que a do FIA. Embora esse
adjuvante tenha sido licenciado em alguns paises, seu uso foi suspenso devido a
reatividade em humanos com alguns lotes de vacinas. Porém, MURRAY (1972),
mostrou que o Arlacel A era um co-carcinogénico em camundongos machos das
linhagens Webster e Swiss. Entretanto, outra preparagéo usando éleo de amendoim
altamente refinado emulsificado em vacina de arbovirus aquosa com glicerol e
lecitina foi também desenvolvida por KIMURA et al., (1978). A vacina mostrou
aumento no nivel de anticorpos e também induziu imunidade protetora em varios
animais. Essa composicdo com 6leo de amendoim, glicerol e lecitina foi descrita
como nao reativa em tecidos e diferentemente do Arlacel A, o glicerol e a lecitina sdo
constituintes normalmente metabolizados pelo hospedeiro (EDELMAN et al., 1980).
Devido a todos esses fatores, uma larga variedade de 6leos vem sendo avaliada e
entre eles podemos citar a parafina, 6leos minerais e os 6leos de plantas como o de
amendoim e o de soja (CHANG et al.,1998).

As vacinas oleosas sao utilizadas com sucesso em programas de controle de
doengcas na América do Sul (MELLO, 1982 & PATIL, 2002). Os acidos graxos
insaturados tém sido citados, em experiéncias in vivo e in vitro, como agentes
inflamatérios e imunorreguladores e eles sao importantes na manutencao das
estruturais da membrana celular, apresentando um papel preponderante na
determinagao de atividades enzimaticas ligadas a membrana e a expressdo de
receptores. Os mecanismos de acédo dos acidos graxos como imunorreguladores

parecem ser exercidos através das células-T (ZURIER, 1993).




14
1.2- Caracterizagao fisicoquimica dos 6leos de soja, milho e oliva.

O dleo de soja refinado apresenta uma cor ligeiramente amarelada e um
sabor caracteristico. O teor de 6leo da semente varia de 17 a 22% e o da proteina
40-45%, sendo esses teores influenciados pelas condigdes climaticas e de solo.
Apesar do seu elevado teor de tocoferdis (até 1200 ppm) a estabilidade do dleo
refinado é limitada, devido ao grande conteudo de acido linolénico. O 6leo de soja
pode ser detectado em outros 6leos pelo seu teor de acidos graxos, tocoferol e
esterol. O 6leo de milho contém 3,5-5% de 6leo, sendo 80% distribuido no gérmen e
20% no endosperma. Ja o 6leo de oliva apresenta composigdo idéntica de dleo na
polpa e na semente, sendo sua coloragdo amarelo esverdeada e torna-se turvo
abaixo de -5 ° C ( ROJO et al,1987).

Em relagdo a composi¢ao de acidos graxos (MORETO, 1998) e o indice de
iodo (io) , os 6leos de soja, milho e oliva apresentam as caracteristicas indicadas na
Tabela 2.

Tabela 2- Caracterizacdo Quimica dos Oleos de Milho, Soja e Oliva

OEO lodo Addo Addo Addo  Acdo Addo  Poli-Insatu Poli-insatu
No.  Miristico Palmitico Estedrico Pamitoléico Oléico rado rado
C14(%) C16(%) C18(%) C-16(%) &38 C18(%) >C18(%)
Oiva 808 - 7 2 2 85 5 .
Miho 110130 1 10 3 . 50 34 -
Soja 120135 - 10 2 . 29 57 1

Esses 6leos vegetais sdo comestiveis e sdo extraidos de varias espécies de
plantas. Muitas das sementes usadas para produzir 6leos vegetais contém proteinas
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que sado altamente alergenicas (CREVEL et al.,, 2000). O refinamento do dleo
envolve uma série de processo e O seu objetivo &€ remover componentes
indesejaveis (proteinas, carboidratos, pigmentos, tracos metalicos, etc.) sem afetar
significativamente a concentragdo de compostos desejaveis como vitaminas, acidos
graxos poliinsaturados e sem perda dos principais componentes gliceridicos.

Os dleos de oliva virgens e refinados diferem em pequenas quantidades em
relacdo a composicdo de acidos graxos, sendo o acido oléico o componente
principal (OWEN et al, 2000). Além disso, a proporgéo de acido linoléico tende a ser
mais elevada nos 6leos que provém das regides mediterraneas mais quentes. A alta
estabilidade do dleo de oliva € particularmente devida a concentragdo de &cido
oléico que é menos favoravel a oxidagcdo do que a dos acidos linoléico e linolénico.
Além disso, os compostos fendlicos (tocoferdis) e vitamina E contribuem para essa
estabilidade. De acordo com TENGERDY & LACETERA (1991), as vitaminas Ae E
sdo imunopotenciadores porque elas protegem as células sensiveis, em estado de
proliferag@o rapida, do sistema imune dos danos oxidativos e aumentam a interagcéo

celular por alteragdo da membrana.

1.3- Imunidade inata e Imunidade adquirida

A resposta imune vem sendo descrita sob duas formas reconhecidas como
imunidade inata e imunidade adaptativa. A imunidade adaptativa € mediada por
distribuicdo clonal de linfécitos T e B sendo caracterizada por especificidade e
memoria, enquanto a imunidade inata € descrita como uma resposta imune ndo
especifica com englobamento e digestdo de microorganismo e substancias
estranhas por macréfagos e leucécitos. Contudo, a definicdo de imunidade inata
atualmente vem sofrendo modificacdo, passando a ser considerada como capaz de
ter uma certa especificidade de distinguir os patégenos do patriménio (“self’, préprio)
do hospedeiro apresentando moléculas e receptores que reconhecem padroes
moleculares conservados na maioria dos microorganismos (MALHOTRA et al.,
2000). Esse processo € rapido, pois € ativado do mesmo modo por um grande
espectro de patdégenos microbianos que agem antes da resposta imune antigeno-
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especifica (MALHOTRA et al., 2000; MEDZHITOV & JANEWAY, 2000) . Segundo
ADEREM & ULEVITCH (2000), a ativagdo da resposta imune inata vem sendo
admitida como um elo indispensavel a ativagdo da imunidade adquirida. Além disso,
a ativagdo da resposta imune inata regula a expressdo de moléculas
coestimulatérias e citocinas efetoras, que fornece o sinal necessario para regular a
ativagao de células T e B, e desde modo o sistema imune adaptativo (MCGUINNESS
et al., 2003).

Recentemente, SCHNARE et al., (2001), mostraram que os receptores “Toll-
like* tém um papel essencial na imunidade inata controlando a ativagao da resposta
imune adaptativa. Alguns adjuvantes como o CFA, confere immunogenicidade a
antigenos ndo imunogénicos porque estimulam os receptores "Toll-like“. Estes
receptores sdo classificados como do tipo 1 e sdo proteinas transmembranares
evolutivamente conservadas em insetos e humanos. Os membros da familia de
receptores "Toll-like Receptors” (TLR) sdo expressos diferencialmente nas células do
sistema imune e parecem responder a diferentes estimulos (SCHARE et al., 2001;
MEDZHITOV, 2001).

A imunidade adaptativa é influenciada por uma geragdo de linfécitos
reconhecidos como T-auxiliares (T-helper), resultando na produgdo de citocinas
efetoras (Fig.4). As células T-virgens, quando estimuladas por antigenos
reconhecidos pelas APCs, diferenciam-se em duas populagdes de células: Th1 e
Th2, favorecendo principalmente a imunidade celular e a imunidade humoral,
respectivamente. A participagao de citocinas e diferentes moléculas coestimulatérias
sinalizam para a expanséo clonal de células T antigeno-especificas. A apresentagcado
do antigeno na auséncia de coestimulacdo conduz a anergia das células T,
enquanto que moléculas coestimulatérias sozinhas ndo ativam as células T
antigeno-especificas. Entretanto, para induzir imunogenicidade efetiva, esses
estimulos devem ser transmitidos simultaneamente por APCs as células T (AKIRA et
al., 2001).

Os adjuvantes estimulam APCs que sinalizam favorecendo a imunidade e

aumentando a atividade da apresentagdo do antigeno e induzindo producdo de
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gura 4 — Regulacdo da célula T por TLRs em APCs
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citocinas e expressdo de moléculas coestimulatérias em APCs (SHIZUO et al.,
2001). Na ativagéo das células T (CD4" e CD8") os antigenos que estdo presentes
nas APCs sado reconhecidos pelos complexos MHC da classe Il ou |,
respectivamente. O processo mediado por TCR para ativagéé e produgao de células
efetoras € capaz de secretar citocinas (PARKIN & COHEN, 2001). Os sinais
requeridos para a ativagéo das células T sao: interagdo do TCR com o complexo
antigeno/MHC e o outro € a coestimulagao de sinais liberados por B7-1 ou B7-2-
ligantes, presentes nas APC. Os sinais emitidos por B7-1 preferenciaimente
favorecem o desenvolvimento de células efetoras Th1 e os sinais emitidos por B7-2,
de células efetoras Th2 (HARIS & RONCHESE, 1999). As células T ativadas
expressam um novo receptor, CTLA-4 (receptor de alta afinidade para molécula B7)
que se liga ao B7, parando a ativagao das células T. A falta de fornecimento de um
sinal coestimulatério baseado em CD28 conduz a uma anergia da célula T o que &
também conhecido como “tolerancia imune” ou apoptose. Este sinal coestimulador
fornece um caminho para a estimulagdo imunologica por adjuvantes que podem
substituir os ligantes B7-1 ou B7-2 (MITCHELL et al., 2001). A ativagao das células
T produz 2 tipos maiores de células T-efetoras: Th (helper) e Tc (citétoxicas),
derivadas de células CD4 e CD8, respectivamente. As células CD4 interagem com
APCs que possuem os complexos antigénicos do MHC-Il para produzir as células
Th1 ou Th2. Esta ativagdo mostra-se dependente da origem da ativagéo de células
dendriticas que interagem com CD4 (SATTHAPORN & EREMIN, 2001). As células
Th1 produzem citocinas pro-inflamatérias, como o IFN- vy, IL-2 , TNF-a , estimulagao
e produgao de linfécitos T citotoxicos enquanto as células Th2 produzem IL-4 e IL-
10, favorecendo a produgdo de anticorpos dependentes da classe e também inibem
as células Th2 de entrarem na via Th1 (MURPHY & REINER, 2002).

Embora diferentes adjuvantes possam induzir niveis comparaveis de
anticorpos funcionais, os respectivos perfis de citocinas e isotipos de anticorpos séo
diferenciados (MITCHEL et al., 2001 ). Em certas situagdes, o tipo de resposta
induzida (Th1 ou Th2), tem sido de impacto significativo na eficacia protetora de uma
vacina. Diferentes adjuvantes favorecem diferentes tipos de resposta o que pode
proporcionar algum grau de orientagcdo na selegdo de adjuvantes. Contudo, a
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escolha do adjuvante é complicada por restricdo comercial, toxicidade e

disponibilidade.

As células T-CD8" reconhecem antigenos que s&o processados
endogenamente, apresentados por células e expressos em moléculas do MHC da
classe |. Essas células ativadas produzem citocinas, como IFN-y e TNF-a
ediferenciam-se em efetor citolitico (CTL + CD8). O efeito citolitico € mediado pela
liberagédo de granulos que contém perforinas e granzima. A atividade citotéxica pode
também ser expressa através através do ligante Fas que induz a morte celular. O
Fas e o seu ligante sdo normalmente induzidos durante uma resposta imune
adaptativa (MARCIANI, 2003).

1.4 - Reacgao inflamatoéria

A inflamagéo é fundamentalmente uma resposta de protegdo, cujo objetivo &
livrar 0 organismo tanto da causa inicial da agressao celular (ex., microorganismos,
toxinas) quanto das células e tecidos necréticos, consequéncias dessa agressao,.
(SEDGWICK & WILOUGHBY, 1985).

O processo inflamatério €& bastante variado e extremamente complexo,
caracterizando-se por um aumento local do fluxo sangtineo, exsudagao de proteinas
plasmaticas, migragdo e ativacdo de leucécitos, acompanhados por efeitos gerais
(ILBANEZ et al., 1992; CONTRAN et al., 1999). Em resposta a um processo
inflamatério local, desencadeado por agente patogénico ou substancia estranha,

leucocitos sao recrutados para o sitio infamatério.

A primeira fase da reagéo inflamatoria € denominada de fase aguda sendo que,
dependendo do estimulo ser ou nao ser persistente, esta reacdo pode torna-se
crénica, podendo, muitas vezes, ser prejudicial ao organismo (BAUMAN et al,
1994). A mobilizagdo adequada dos leucécitos, da microcirculagcdo para o foco
inflamatério, € também uma etapa fundamental para a defesa do organismo contra

0s agentes lesivos.
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Muitas células envolvidas na resposta inflamatoria ja estdo presentes, tais
como as células endoteliais, mastocitos e células mononucleares residentes,
enquanto que outras chegam ao foco inflamatério provenientes do sangue, como é o
caso dos leucdcitos polimorfonucleares (neutréfilos, eosindfilos e baséfilos) e as
células mononucleares (mondcitos e linfocitos) (SEDGWICK et al., 1985)

O tipo de leucécitos que migra varia com a idade da lesdo inflamatéria e com o
tipo de estimulo. Os neutréfilos sdo as primeiras células que chegam ao foco
inflamatério, sendo predominante encontrados no exsudato formado nos estagios
iniciais da maioria dos processos inflamatérios. A principal fungédo dos neutréfilos é a
fagocitose e essas células possuem granulos citoplasmaticos que contém hidrolases
acidas, mieloperoxidase, proteinas catidnicas, lisosima e lactoferrina que, somados
aos produtos derivados do metabolismo do oxigénio tém um papel antibacteriano
importante (BARBIOR et al., 1973; BROWN & LINDEBERG, 1996).

Os macrofagos secretam uma grande variedade de substancias
biologicamente ativas que participam da reagado inflamatéria e imune. Entre os
produtos liberados destacam-se os metabolitos do acido araquiddénico, TNF-a, IL-
18, IL-6, IL-10, fatores medulares, tais como o fator estimulador de colénias de
granulécitos/monécitos  (GM-CSF), fatores regulatérios da inflamagdo, como
glicocorticéides, componentes do sistema complemento, C5a e C3b, entre outros
(NATHAN, 1987). Essas células sdo responsaveis pela iniciagdo da mobilizagdo de
neutrofilos, da circulagcdo para as regides de dano tissular, e também pelo
desencadeamento de outros eventos inflamatérios (CUNHA & FERREIRA, 1986).
Deve-se ressaltar ainda, que os macréfagos sdo encontrados em quase todos os
tecidos e fluidos do organismo (EDELSON, 1980).

Entre os granulécitos polimorfonucleares destacam-se os eosindéfilos, que séo
atraidos ao foco inflamatério por fatores quimiotaticos (ECF-A) e interleuciana 5 (IL-
5) produzidos por mastécitos e linfocitos. Eles sdo importantes nos fendmenos

inflamatérios de origem alérgica ou parasitaria (SIMON, 2001).
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Os eventos celulares envolvem principalmente a migragéo de leucdcitos e a
liberagao de substancias ativas para o local lesado. Essa migracdo leucocitaria é
dotada de fina especificidade, isto €, os neutréfilos acorrem seletivamente ao sitio da
inflamagado aguda. Entretanto, a migragéo dos linfécitos € seletiva associada a um
padrdo de recirculagdo o qual esta relacionado com sua diferenciacdo e ativacao
(IMHOF & DUNAN, 1995).

Os eventos bioquimicos da ativacdo de leucdcitos sdo responsaveis pela
liberagdo de produtos biologicamente ativos, tais como: metabdlitos do acido
araquiddnico, citocinas, aminas vasoativas, polipeptideos vasoativos e produtos do
metabolismo oxidativo dentre os quais estéo incluidos os derivados do oxigénio:
anion hidroxil (OH"), peroxido de hidrogénio (H202) e anion superéxido (O2) que,
quando em excesso, podem causar danos teciduais e endoteliais nos organismos
hospedeiros (REMICK & VILLARETE, 1996). Os danos causados pelas espécies
reativas do oxigénio promovem o aumento da expressdo de mediadores (citocinas,
quimiocinas) e adesao celular, amplificando a cascata da resposta inflamatoria, além
do aumento da permeabilidade vascular (FANTONE & WARD, 1988).

A migracdo de leucécitos ocorre independentemente do aumento da
permeabilidade vascular na inflamacgéo aguda. Este processo pode ser dividido nas
seguintes etapas: (1) intraluminais: marginagao, rolagem e adesao; (2) diapedese e
(3) migrag@o nos tecidos intersticiais na dire¢do do estimulo quimiotatico (ROSSI &
HELLWELL,1994) (Fig 5).

No sangue que esta fluindo normalmente, os eritrocitos e os leucdcitos dentro
dos microvasos estdo confinados a coluna axial central, deixando uma camada de
plasma relativamente livre de células em contato com a parede vascular. A medida
que ocorre a estase, em decorréncia do aumento da permeabilidade vascular, 0s
leucocitos parecem sair da coluna central indo margear a superficie endotelial.
Posteriormente, os leucécitos isolados e, em seguida, fileiras de leucdcitos
deslocam-se lentamente ao longo do endotélio e a ele aderem transitoriamente, em
um processo denominado de rolagem, interrompendo finalmente seu trajeto para .
aderir firmemente em outro sitio. Com o tempo, o endotélio pode ser praticamente
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Figura 5 - Representacao das etapas da migracao celular. Fonte: SALVEMINI

et al., (2002).
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recoberto por leucdcitos. Apdés a fase de adesdo firme, o leucocito insere
pseudopodes nas juncdes das células endoteliais e comprime-se através das

jungdes em direcdo ao estimulo quimiotatico (BUTCHER, 1991).

As moléculas de adesdo que sdo expressas na superﬁ&ie dos leucécitos e do
endotélio sao classificadas de acordo com sua estrutura quimica e podem ser
divididas em trés grandes familias: as selectinas, a familia das integrinas, e os
contra-receptores pertecentes a super familias das imunoglobulinas (IMHOF &
DUNON, 1995; GAHMBERG et al., 1999). Quando os tecidos sdo lesados, essas
moléculas fazem com que as células endoteliais expressem uma glicoproteina
chamada de selectina P. Esta molécula de adesao celular pode ligar-se as cadeias
laterais de carboidrato de uma proteina de superficie neutrofilica chamada de
selectina L. Essa adesdo é transitéria devido a selectina L sair rapidamente da
superficie dos neutrofilos de forma que estas células atrasam-se gradualmente,
rolando na superficie do endotélio a medida que perdem velocidade até parar
completamente (.IMHOF& DUNON,1997).

Durante essa fase, os leucocitos interagem com outros receptores presentes no
endotélio os quais, juntamente com o estimulo de mediadores inflamatérios, ativam
as integrinas presentes na sua superficie, tornando-as funcionais. As integrinas, uma
vez ativadas, medeiam uma adesao mais intensa dos leucdcitos ao endotélio. Essa
fase € mediada pelos pares de proteinas VLA-4/VCAM-1, LFA-1/ICAM-2 e Mac-
1/ICAM-1( IMHOF& DUNON,1995; SPRINGER, 1995).

Uma vez firmemente aderidos, os leucdcitos migram atraves do endotélio,
sendo este um rapido evento, pois dentre de poucos ele alcanga a membrana basal
subendotelias. A transmigragdo € um evento de via unica uma vez que os leucécitos
sdo capturados pela matriz extracelular da membrana basal (HOURIRAN et al.,
1993).

Durante o processo inflamatério, mediadores sdo liberados e entre estes se
destaca o 6xido nitrico (NO), que € produzido pela agdo da enzima éxido nitrico
sintase através de imunoestimulacdo. Este mediador € produzido por macréfagos,
hepatocitos e células renais estimuladas pela presenga de lipopolissacarideos (LPS),
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FNT-a, IL-1 ou interferon gama (IFN-y). O NO atua como uma molécula regulatéria e
de defesa, com atividade homeostatica (KUO & SCHROEDER, 1995).

Além da participagdo das moléculas de adesdo celular, as citocinas também
exercem efeitos locais na reagao inflamatéria. A IL-1 e 0o TNF exercem papéis
importantes na ativagdo de neutréfilos aumentando a expressao de moléculas de
adesdo nos neutrofilos e no endotélio (BAUMANN & GAULDIE, 1994).

Os radicais livres sdo espécies quimicas que possuem um par de elétrons
desemparelhado e sdo produtos do metabolismo celular de organismos aerobios
gerados durante o processo respiratério celular quando ocorre desequilibrio entre o
sistema antioxidante natural e sua formagdo (FARBER, 1982). Os radicais livres
podem induzir peroxidagcao dos lipidios de membranas biolégicas (HARMAN, 1969)
num processo denominado estresse oxidativo (FARBER, 1982).

A geragdo de radicais livres tem sido associada com inumeros processos
patolégicos como o envelhecimento celular, a morte de agentes patogénicos por
células fagocitarias e aos danos causados no processo inflamatorio, cancer, cirrose,
arteriosclerose dentre outros (HALLIWEL et al., 1994). Essa associacdo deve-se,
principalmente, a insaturacdo da dupla ligagédo (peroxidagao) dos acidos graxos dos
lipidios de membrana e de organelas, causada pelos radicais livres do oxigénio
(KNIGHT, 1995; LUBEC, 1996).

Os organismos desenvolveram sistemas de defesa contra os danos celulares
causados por esses produtos reativos. Os radicais livres séo instaveis e, geralmente,
suas concentragdes decaem espontaneamente. Mesmo assim, inUmeros processos
enzimaticos e ndo enzimaticos contribuem para inativagdo dos radicais livres. Entre
eles estdo: os agentes antioxidantes (vitaminas E, A e C), ions ferro e cobre
(proteinas transportadoras) e enzimas (catalase, superoxido dismutase e a
glutationa peroxidase) (NIKI et al., 1984). Sabe-se que individuos que consomem
dietas ricas em substancias antioxidantes possuem maiores concentragbes das

enzimas antioxidativas citadas acima e menores niveis plasmaticos de perdxidos
lipidicos (MANJARI, 2000).
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O NO é um gas com massa molecular de 30 Da, o qual se difunde livremente
através de membranas celulares e tem meia vida de poucos segundos
(MACMICKING et al., 1997). O NO ¢ o produto final da oxidagdo do nitrogénio
guanidino da L-arginina pela agdo da enzima Oxido nitrico sintase (NOS). As
isoformas da NOS sao classificadas de acordo com o tecido de origem e com suas
propriedades funcionais e estruturais em NOS constitutiva neuronal (NOS1 ou
NOSn), NOS constitucional endotelial (NOS3 ou NOSe) e NOS indutivel (NOS2 ou
NOSi).ASabe-se atualmente que essas isoformas estao distribuidas em um largo
espectro de células e tecidos. Além disso, uma mesma célula pode expressar mais
de uma isoforma (RADOMSKI et al., 1990; SUSCHEK et al., 1993; MEHTA et al.,
1995). A NOSn e a NOSe sédo ativadas por um breve e transitério influxo de calcio
que mantém a ligacdo de calmodulina (NATHAN, 1992). A NOSi é mediadora de
algumas das acbes citotoxicas de macréfagos ativados, e quando expressa na
musculatura lisa vascular, endotélio e/ou figado, pode desempenhar um papel chave
no choque séptico (KILBOURN et al., 1990; CLARK et al., 2001). A NOSi pode ser
induzida por citocinas como FNT-a, INF-y e LPS (STUERH et al., 1991)

O NO atua como mensageiro intracelular em muitos 6rgaos de mamiferos,
participando da homeostase, neurotransmissao e defesa microbiana (NATHAN,
1992). Estudos recentes tém demonstrado que o NO participa de um mecanismo de
defesa primario inespecifico contra protozoarios (PANARO et al., 2001).

Os efeitos da produg¢ao de NO variam de acordo com o tipo de célula produtora
de NO, com a NOS envolvida e a quantidade de NO liberada, no local da inflamagao.
Pequenas quantidades de NO protegem os tecidos por inibicdo da proliferacéo de
linfécitos T, limitando a adesdo e a migragdo neutrofilica, mantendo a perfuséo
tecidual, através da vasodilatagdo e dos efeitos anti-plaquetarios (KOSHLAND,
1992). Esses efeitos benéficos ocorrem, principalmente, com o NO produzido pela
NOS constitutiva. Por outro lado, quando o NO é produzido em grandes quantidades
ha uma marcante citotoxicidade por inibicdo da respiragao mitocondrial, induzindo
alteragdes no DNA. O NO produzido por macréfagos e células polimorfonucleares,

contendo radicais livres, contribui para a génese de compostos citotéxicos como o
peroxido nitrico (KOLB & KOLB-BACHOFEN, 1998).
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O NO também tem fungdo na imunidade especifica atuando na regulagdo do
balanceamento entre linfécitos Th1 e Th2, inibindo preferencialmente a diferenciacdo
do linfécito Th1 e induzindo a producdo de interleucina 4 (IL-4) por células Th2,
promovendo a resposta por Th2 (KOLB & KOLB-BACHOFEN; 1998; BOGDAN et al,
2000).
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2- OBJETIVO

Objetivo geral: Caracterizar os o6leos de oliva, soja e milho, analisar a
capacidade imunoadjuvante e inflamatéria dos mesmos, tentando correlacionar a
atividade inflamatoria (resposta imune inata) com a atividade imunoadjuvante
(resposta imune adaptativa) em camundongos imunizados por via subcutanea com

ovalbumina.
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3- MATERIAIS E METODOS
3.1- MATERIAS
3.1.1- Animais

Camundongos “"swiss" (fémeas, com idade com 2 meses de idade) e ratos
Wistar adultos, machos mantidos no Biotério Central da Universidade Federal do

Ceara foram utilizados.
3.1.2- Oleos

Foram usados oleos comestiveis e de procedéncia Sigma de soja (Liza),

milho (Liza) e oliva (Gallo) e o 6leo mineral Marcol 52 (Exxon, Franga).

Todos os demais reagentes foram de graus analiticos.
3.2- METODOS
3.2.1- Estudo da atividade antioxidante dos 6leos vegetais

Os dleos vegetais (10 g) foram extraidos duas vezes com 2 mL de metanol
sob agitacdo em vortex 5000 rpm, 2 min. Apds a agitacdo os extratos foram
centrifugados a 5000 rpm por 30 min (Figura 6). Aliquotas (duplicata) de 0.5 mL
foram adicionadas a tubos “eppendorf’, o solvente foi removido em atmosfera de
nirogénio e os extratos foram dissolvidos em solugao de tampao fosfato (1,0 mL).
Aliquotas de 10 pL de uma diluicdo 1:5 em NH;SO4 (3,20 mol/L) da enzima
xantinaoxidase, foram adicionadas para iniciar a reagao. Os tubos foram incubados a
37°C por 3 horas até completar a reagao (Figura 7). Apés a incubacgao, 20 yL da
mistura reacional foi analisada por HPLC. A quantificagdo dos difenéis (Acidos 2,5-
dihidroxibenzéico e 2,3-dihidroxibenzdico) produzidos pelo ataque do radical
hidroxila (OH) no acido salicilico foi determinado por curva padrao. A hidroxilagado da

TCOTOROI1 7 SVIONZO 26 VOILS! e
28 wmuzo ea WNIGId IAYEIRKIANMS

».




Oleos Vegetais
Extrato Metanolico(2ml)
(2x)

'

Agitacao no vortex
5000 rpm
(2min)

;

Centrifugacao
5000rpm
(30min)

'

Aspiragao
do metanol
(Pool)

N\

HPLC Ensaio
Analitico 2x500pul
20ul

Figura 6 - Protocolo de extragdo dos compostos fendlicos dos 6leos vegetais
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hipoxantina (acido urico) foi monitorada a 278 nm, enquanto que a hidroxilagdo no
acido salicilico foi monitorada a 325nm (OWEN et al., 2000).

3.2.2- Analise microbioldgica e teste de rancidez oxidativa dos 6leos vegetais

comestiveis

As analises microbioldgicas e o teste de rancidez oxidativa dos 6leos vegetais
comeréiais foram realizados no Laboratério de Microbiologia € no Laboratério de
Frutos e Hortalicas do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade
Federal do Ceara.

3.2.3- Preparagao das Emulsoes

A proteina usada como antigeno foi a ovalbumina (fragéo V-Sigma) dissolvida
em solugdo de NaCl 0,15 M para chegar a concentragcdo de 0,05 ug/ uL foi
emulsionada com os diferentes 6leos nas propor¢des de 1:1 sendo a emulsao feita
manualmente, com a ajuda de seringa. A emulsdo foi considerada adequada
guando, gotejada em agua, ndo perdia sua forma original (' Droplet test').

3.2.4- “Droplet test”

As emulsdes dos o6leos vegetais foram também avaliadas pelo “Droplet test”,
isto &, pela formacéo da gota seguida no intervalo de tempo de 15 a 25 minutos
(FILES & CHEN, 2003).

3.2.5- Imunizacgao por Via Subcutanea

Grupos de 5 camundongos "swiss", fémeas com idade de 2 meses, foram
imunizados por via subcutanea, na regiao dorsal, com 10 pg de ovalbumina,
associada ou ndo a Al(OH); e as diferentes emulsdes oleosas: 6leo mineral, Marcol
52 e dleos vegetais comerciais e de procedéncia Sigma n&o - de soja, milho e oliva .
totalizando um volume final de 0,2 mL de emulsao.




32
3.2.6- Esquema de Imunizacgao

Os grupos de 10 camundongos imunizados com o antigeno nas diversas
emulsdes foram sangrados pelo plexo retro orbital com 0, 14; 21, 28, 35, 42, 49, 56,
63, 70 e77 dias apés a imunizagdo inicial. Nos dias 14 e 35 apés a imunizagéo,

foram aplicados reforgos nas mesmas condi¢des da imunizagao inicial.
3.2.7- Grupos Experimentais

Grupo SAL: animais injetados com 0,2 mL de NaCl 0,15M.

Grupo OVA: Controle - animais imunizados com 10 ug de ovalbumina.
Grupo MAR-OVA: Animais imunizados com 10 pg de ovalbumina + Marcol.
Grupo ALU-OVA: Animais imunizados com 10 pg de ovalbumina + Al(OH)s.

Grupo CFA1-OVA: Animais imunizados com 10 ug de ovalbumina em solugao

salina + adjuvante de Freund Completo.

Grupo CFA2-OVA: Animais imunizados com 10 ug de ovalbumina em solugéo

salina + adjuvante de Freund Incompleto.

Grupo O0OS-OVA: Animais imunizados com 10 ug de ovalbumina em solugéo
salina emulsionada em éleo de oliva de procedéncia Sigma.

Grupo OOC-OVA: Animais imunizados com 10 ug de ovalbumina em solugdo

salina emulsionada em oéleo de oliva comercial.

Grupo OMS-OVA: Animais imunizados com 10 ug de ovalbumina em solugao

salina emulsionada em éleo de milho de procedéncia Sigma.

Grupo OMC-OVA: Animais imunizados com 10 ug de ovalbumina em solu¢éo

salina emulsionada em éleo de milho comercial.
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Grupo OSS-OVA: Animais imunizados com 10 ug de ovalbumina em solugédo
salina emulsionada em éleo de soja de procedéncia Sigma.

Grupo OLP-OVA: Animais imunizados com 10 pg de qvalbumina em solugao
salina emulsionada em éleo de soja comercial.

3.2.8- Obtencao de soros

As amostras de sangue foram coletadas com pipetas Pasteur, em diferentes
dias (0, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70 e77 dias apds a imunizagao inicial) por
puncdo no plexo retro-orbital. O sangue foi deixado em repouso durante 1 hora a
temperatura ambiente para que houvesse retracdo do coagulo e foi centrifugado a
2.500 rpm (Centrifuga Clinica) por 5 minutos, para obtencdo de um soro limpido livre
de hemacias. Os soros foram distribuidos em eppendorfs devidamente etiquetados e

armazenados a -20°C até o momento da utilizagao.

3.2.9-Teste de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

O titulo das Imunoglobulinas das classes IgG (1, 2a, 2b e G3), IgA e IgM foi
identificado globalmente através de técnica imunoenzimatica de ELISA (BALKWILL,
2000).

As placas (Nunc Immuno Plates-Polysorp) foram tratadas com ovalbumina (15
g de proteina/ml) e incubadas a 4 °C por 18 horas. Apds o periodo de aderéncia do
antigeno a placa, foi feita lavagem dos pogos (5 vezes) com PBS-Tween-20 0,05%.
As placas foram bloqueadas com PBS-Molico 5%, envolvidas com papel parafilm,
incubadas a 37 °C por 60 minutos; e posteriormente lavadas (5 vezes) com PBS-
Tween 20 0,05%. As placas foram entdo incubadas com diluicbes dos soros a 37 °C
durante 120 minutos (periodo de reagao), utilizando-se os seguintes controles: soro
de titulo previamente determinado (controle positivo), soro sem anticorpos
especificos (controle negativo) e solugéo bloqueadora (branco). Apds o periodo de
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reacdo, foi feita nova lavagem, como descrito anteriormente. As placas foram
incubadas com o conjugado DAKO-P260 na diluicdo de 1:1000 a 37 °C por 60
minutos, seguindo-se nova lavagem. Adicionou-se entdo o substrato cromégeno o-
Phenylenediemine Dihydrochloride (OPD), deixando-se as placas envolvidas com
papel aluminio a 25 °C por 30 minutos, sendo a reagao interrompida com H;SO4
2N. Em seguida, as placas foram lidas a 492nm em um leitor de placas de ELISA,
Biotecel.

As diluicbes dos soros foram seriadas de 1:638 a 1:10000. Os resultados
foram expressos em escores de ELISA (ELISA*), que representam a soma das
absorbancias das 5 diluicdes seriadas, multiplicadas por 1000 (VERDOLIN et al.,
2001).

3.2.10- Anafilaxia Cutanea Passiva (PCA)

A quantificacdo de anticorpos dos tipos IgE presente no soro dos
camundongos foi realizada através de reagdes de anafilaxia cutanea passiva (PCA),
como foi descrito por OVARY (1952) e modificada por MOTA & WONG (1969). O
titulo de PCA é definido como o logaritmo na base 2 do inverso da diluicdo maxima

do soro (Dmax) capaz de dar uma reagao positiva. (Logz X 1/Dmay).

As determinagdes dos titulos de anticorpos do tipo IgE foram feitas em ratos
Wistar machos adultos. A pele da regido dorsal dos animais foi raspada sob leve
anestesia com halothano e as diluigées dos soros, em volumes de 100 pl foram
injetadas intradermicamente em pontos previamente marcados. Apdés um periodo de
laténcia de 18 a 22 horas, 1 ml de azul de Evans a 0,5% em solugao salina contendo
o antigeno especifico, a ovalbumina (1 mg/mL) foi injetado na veia peniana do
animal. Apés 30 minutos, os ratos foram sacrificados com halothano e a pele foi
dissecada para leitura da reacdo através das manchas azuladas provocadas por
extravasamento do corante nos locais das aplicagdes dos soros. Cada teste de PCA
foi analisado em comparagdo a um controle com titulo de anticorpos conhecido,
previamente determinado, sendo os resultados normalizados nas diversas

repeticdes, de acordo com o titulo do controle.
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3.2.11- Modelo da Bolsa de Ar Subcutanea (BAS)

A pele do dorso dos 6 animais de cada grupo foi previamente depilada e no
local foi aplicada uma injegdo subcutanea de 1ml de ar associado a 0,3 mL dos
diferentes 6leos vegetais: OOS, OOC, OMS, OMC, OSS e OSC ou 0,3 mL de MAR
ou 0,3 mL de ALU para a indugdo da RIA (Edwards & Sedgwick, 1980 ). Para a
avaliagdo da RIA, 1ml de PBS contendo 20 U de heparina foi injetado no sitio da
inflamagdo. A Reacdo Infamatéria Aguda foi quantificada através da analise dos

exsudatos inflamatorio colhidos nos intervalos de 6 e 24h.

Apés a diluicdo do exsudato em PBS, solugdo de acido acético 1% foi
adicionada e as células nucleadas foram contadas em camara de Neubauer. O
precipitado foi ressuspenso em PBS contendo 100 pul de soro fetal bovino e
centrifugado a citolégico diferencial. A coloragao das células foi feita pelo método de
May-Griinwald-Giemsa e a percentagem de mononucleares e polimorfonucleares foi

determinada por analise em microscépio éptico.

3.2.12- Efeito dos oleos vegetais sobre a producao de nitrito in vivo nos

modelos de bolsa de ar subcutanea.

A producgéao de nitrito (NO2") no sobrenadante obtido dos lavados da BAS e da
CP foi medida através de método de Griess (GREEN et al., 1982). Para tanto, 50 pl
da amostra do sobrenadante de cada grupo foram adicionados aos pogos de uma
placa de microtitulagdo. Em seguida, igual volume do reagente de Griess (uma parte
de 1% de sulfanilamida e uma parte de 0,1% de dihidrocloridrato de
naftiletilenodiamino e uma parte de acido fosférico a 5%) foi adicionado aos mesmos
pogos. Apés 10 minutos de incubagdo na auséncia de luz a temperatura ambiente,
foi realizada a leitura espectrofotométrica em leitor de ELISA a 492 nm. Todas as
medidas foram realizadas em triplicatas. Os valores de leitura foram comparados

com os da curva-padrdo de Nitrito de sédio (5-80 uM) e os resultados foram

expressos em uM de nitrito/animal.
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3.2.13- Método Estatistico

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo médio. Todos os
calculos foram realizados usando o programa STATVIEW, Os resultados foram
analisados estatisticamente através da analise de variancia (ANOVA). As diferencas
significativas entre os tratamentos com relagdo ao numero de macrofagos,
eosinodfilos e neutréfilos, NO (6xido nitrico) e interagdo da resposta imunolégica,

foram determinados utilizando o teste de Tukey (p < 0,05).




4- RESULTADOS

4.1- Caracterizacao bioquimica e microbiolégica dos dleos de oliva, milho e

soja.

Os Odleos comerciais nao apresentaram crescimento bacteriano e nem
presenca de compostos que alterassem a qualidade do odleo (Resultados nao

mostrados).

Na tabela 2 pode ser observado o resultado do “Droplet test” dos oleos
vegetais e pode ser constatado que o tempo necessario para a formacgao da
emulsao foi de 15 minutos para O0OS, OOC e OMC. Ja 0SS, OSC e OMS levaram
25 minutos para a formagcdo da emulsdo. A gota do OOC e do OMC perdurou
apenas 2 minutos intacta apds o gotejamento em agua destilada. A gota do OSS,
que levou 25 minutos para formar a emulsdo, permaneceu 3 minutos e a do OMS
apenas 2min apés o gotejamento em agua destilada. A gota do OSC, que também
levou 25 minutos para formar a emulsdo o tempo que ela permaneceu intacta em

agua destilada foi de apenas 1min e 30 segundos.

Na tabela 3 pode ser observada a capacidade antioxidante dos O6leos
vegetais. Os compostos extraidos dos Oieos de oliva foram capazes de retirar 68%
dos radicais formados no sistema. Ja o OMS retirou apenas 41% e o0 OMC, apenas
12% dos radicais formados no sistema. O OSS mostrou também uma capacidade
antioxidante elevada, ca. 66%. Ja o dleo de soja comestivel retirou apenas 2% dos

radicais formados no sistema.

As Figuras 8, 9, 10, 11 e 12, mostram os cromatogramas dos compostos nao
fenodlicos (espectrofotometricamente medidos a 278 nm) e dos compostos fendlicos
(espectrofotometricamente medidos a 325nm) isolados dos extratos metandlicos dos
oleos vegetais. O extrato do oOleo de oliva apresentou varios compostos nao
fenolicos e em 325 nm mostrou alguns compostos fendlicos. Ja o OSS que também
apresentou varios picos com tempos de retengao maiores que o do éleo de oliva em
278 nm, em 325 nm néo foi revelada a presenga de compostos fendlicos. O OSC

também mostrou poucos picos elevados com absorbancia a 278 nm, mas teve um
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comportamento diferente do OSS, pois na absorbancia de 325nm apresentou
compostos fendlicos. O o6leo de milho (comestivel e Sigma) ndo apresentou
compostos fendlicos e com relagdo aos compostos ndo fendlicos quase ndo houve
diferengca em seus respectivos cromatogramas (picos em 40,218 e 40, 362 min
ausentes em OMC).

Tabela 2 — Tempo de Permanéncia da Gota

Oleos Vegetais Tempo

0O0S 5 Min

00C 3 min

OMS 2 min

oMC 2 min

0SS 2mn

OSC 1 min e 30 seg

Tabela 3 — Atividade Antioxidante

Oleos Vegetais ( % ) Radicais retirados
00Ss 68
00C 68
OMS 41
OMC 12
OSS 66

0SC 2
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Figura 8 — Cromatogramas do Oleo de Oliva Comestivel (A) Compostos ndo
Fendlicos(278nm) e (B) Fendlicos(325nm).
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Figura 9 — Cromatogramas do Oleo de Soja de procedéncia Sigma (A) Compostos
Nao Fendlicos (270nm) e (B) Fendlicos (325nm).
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Figura 10 — Cromatogramas do Oleo de Soja Comestivel (A) Compostos ndo
Fendlicos (278nm) e (B) Fendlicos (325nm).
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Figura 11 — Cromatogramas do Oleo de Milho de Procedéncia Sigma (A)
Compostos nao Fendlicos (278nm) e (B) Fendlicos (325nm).
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Figura 12 — Cromatogramas do Oleo de Milho Comestivel (A) Compostos nao
Fendlicos (278nm) e (B) Fendlico (325nm)
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4.2- Efeito imunoadjuvante dos 6leos de oliva, soja e milho sobre a sintese

de Igs especificas (G, Ae M)

4.2.1- Efeito imunoadjuvante comparativo dos 6leos de oliva (OOC e O0S) em

relacao a imunizagao com ovalbumina pura.

Na Figura 13 pode ser observado que os 6leos (OOC e OOS) apresentaram
efeito ifnunoadjuvante sobre a sintese de Igs especificas (avaliadas por ELISA) nas
respostas primaria secundaria e terciaria, sendo que o OOS s6 teve efeito
significativo no final da resposta terciaria (70 e 77 dias) enquanto o OQOC exerceu
efeito significativo na resposta terciaria (56 e 77 dias). Nao houve diferenca entre os
efeitos dos dois dleos (OOC e O0S).

4.2.2- Efeito imunoadjuvante comparativo dos 6leos de oliva (OOC e O0S) em

relagdo aos efeitos do Al(OH); e do marcol

Na Figura 14 pode ser observado que foi detectada sintese de Igs especificas
guando a OVA estava associada ao Al (OH);, marcol e aos 6leos (OOC e O0S),
sendo esse efeito significativo ao longo das respostas primaria, secundaria e
terciaria, com excegéo do dia 35 da resposta secundaria e do dia 56 da resposta
terciaria do OOS, que teve efeito semelhante ao do Al (OH)3,

Quando comparados os efeitos do OOC e do OOS ao do marcol, o OOS
apresentou efeito significativo somente na resposta terciaria (42, 49, 56, e 70 e 77
dias), enquanto o OOC apresentou resultados significativos nas respostas:
secundaria (35 dias) e terciaria (42, 56, 63, 70 e 77 dias). Nao houve diferenca entre
os efeitos dos dois dleos (OOC e O0S).
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Figura 13 — Cinética das Sinteses das imunoglobulinas (G, A e M),
determinadas por ELISA, em camundongos imunizados por via subcutanea
com 10ug de ovalbumina pura e associada ao 6leo de oliva de procedéncia

a, b

Sigma (OO0S), e ao o6leo de oliva Comercial (OOC). indicam diferencas

significativas entre os tratamentos (p < 0,05) determinados pelo teste de Tukey.
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Figura 14 - Cinética das Sinteses das imunoglobulinas (G, A e M),
determinadas por ELISA, em camundongos imunizados por via subcutanea
com 10pg de ovalbumina pura, e associada ao Al(OH)3;, marcol e ao 6leo de
oliva (OOS e 0OC).  » © ¢ indicam diferengas significativas entre os
tratamentos (p < 0,05) determinados pelo teste de Tukey.
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4.2.3- Efeito imunoadjuvante comparativo dos 6leos de oliva (OOC e O0S) em

relacao ao efeito do adjuvante de Freund

Na Figura 15 pode ser observado que nao houve diferenga entre os efeitos
dos dois 6leos (OOC e O0S) ao longo da imunizagéo em relagéo ao efeito adjuvante
do CFA1 (Adjuvante completo de Freund usado nas imunizagbées primaria,
secundaria e terciaria) e CFA2 (Adjuvante incompleto de Freund usado nas
imunizagdes secundaria e terciaria). N3o houve diferenca entre os efeitos dos dois
oleos (OOC e O0S).

4.2.4- Efeito imunoadjuvante comparativo dos 6leos de soja (OSC e OSS) em

relagdo a imunizacao com ovalbumina pura

A comparacgao dos efeitos adjuvantes dos 6leos (OSC e OSS) sobre a sintese
de Igs anti-ovalbumina esta indicada na Figura 16. O OSS s6é teve efeito significativo
na resposta secundaria com 35 dias e 0 OSC, com 28 e 35 dias. Na analise
comparativa entre os efeitos dos dois 6leos apenas o0 OSS teve efeito significativo no
final da resposta terciaria (63,70 e 77 dias) em relagdo ao OSC.

4.2.5- Efeito imunoadjuvante comparativo dos 6leos de soja (OSC e OSS) em

relagao aos efeitos do Al(OH); e do marcol

Na Figura 17 observa-se que, quando a OVA estava associada ao Al (OH); e
aos Oleos (OSC e OSS), houve efeito significativo na resposta terciaria (42 dias),
porém o OSS também teve efeito significativo com 63 dias. Ao longo dos demais
dias o OSS teve efeito adjuvante semelhante ao do Al (OH); enquanto o OSC nao foi
significativo com 21 dias (resposta secundaria) e 70 e 77 dias (resposta terciaria).

Quando comparados os efeitos do OSC e do OSS ao efeito do marco,l 0 OSC
apresentou efeito significativo somente na resposta terciaria (42 dias), mas o OSS
teve efeito significativo com 42 e 77 dias. Na analise comparativa entre os efeitos

dos dois 6Oleos, apenas 0 OSS teve efeito significativo no final da resposta terciaria
(63,70 e 77 dias) em relagdo ao OSC.
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Figura 15 - Cinética das sinteses das imunoglobulinas (G, A e M),
determinadas por ELISA, em camundongos imunizados por via subcutanea
com 10ug de ovalbumina pura e associada a CFA1 e CFA2, O0S e OOC. * b
indicam diferencgas significativas entre os tratamentos (p < 0,05) determinados

pelo teste de Tukey.
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Figura 16 - Cinética das sinteses das imunoglobulinas (G, A e M),
determinadas por ELISA, em camundongos imunizados por via subcutanea
com 10ug de ovalbumina pura, e associada ao 6leo de soja de procedéncia
Sigma (O0S) e ao éleo de soja comercial (OSC). * ¢ indicam diferencas

significativas entre os tratamentos (p < 0,05) determinados pelo teste de Tukey.
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Figura 17 — Cinética das sinteses das imunoglobulinas (G, A e M), determinadas
por ELISA, em camundongos imunizados por via subcutdanea com 10ug de
ovalbumina pura e associada ao Al(OH);, marcol, 0SS e OSC. * ® ¢ jndicam
diferencgas significativas entre os tratamentos (p < 0,05) determinados pelo teste

de Tukey.
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4.2.6- Efeito imunoadjuvante comparativo dos 6leos de soja (OSC e OSS) em
relagao ao efeito do adjuvante de Freund

Na Figura 18 nao foi observado efeito significativo com os dleos nas
respostas primaria, secundaria e terciaria nem em relagédo ao efeito adjuvante do
CFA1 (Adjuvante completo de Freund usado nas imunizagdes primaria, secundaria e
terciaria) nem em relagao ao efeito adjuvante do CFA2 (Adjuvante incompleto de
Freund usado nas imunizagdes primaria, secundaria e terciaria). Entretanto, estes
oleos exerceram efeito semelhante ao CFA1 na resposta terciaria (42 ,56 e 70 dias
para o OSC e 42, 56, e 77 para o OSS). Ja em relagdo ao CFA2, OSC s6 teve efeito
semelhante ao do adjuvante com 42 dias (resposta terciaria) e o OSS com 42, 56, 70
e 77 dias. Na analise comparativa entre os efeitos dos dois 6leos, apenas o OSS
teve efeito significativo no final da resposta terciaria (63 e 77 dias) em relagdo ao
OSC.

4.2.7- Efeito imunoadjuvante comparativo dos 6leos de milho (OMC e OMS) em
relagao a imunizagao com ovalbumina pura

Na Figura 19 pode ser observado que os éleos (OMC e OMS) tiverem efeito
imunoadjuvante sobre a sintese de Igs especificas nas respostas primaria e
secundaria, sendo que o OMS teve efeito significativo no final da resposta terciaria
(63, 70 e 77 dias). Na comparagédo entre o efeito dos dleos, o OMS teve efeito
significativo nas respostas primaria (21 dias) e terciaria (63 e 77 dias), em relagao ao
OMC.

4.2.8- Efeito imunoadjuvante comparativo dos 6leos de milho (OMC e OMS) em
relacao aos efeitos do Al(OH); e do marcol

Na Figura 20 verifica-se que os O6leos (OMC e OMS) tiveram efeito
significativo nas respostas primaria, secundaria e terciaria quando a OVA estava
associada ao Al(OH); sendo que na resposta secundaria o efeito dos dleos foi
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Figura 18 — Cinética das sinteses das imunoglobulinas (G, A e M), determinadas
por ELISA, em camundongos imunizados por via subcutdnea com 10ug de
ovalbumina pura e associada a CFA1 e CFA2, 0SS e 0SC 6leo de soja. * *° indicam
diferengas significativas entre os tratamentos (p < 0,05) determinados pelo teste de

Tukey.




51

6000 -
5000 -
| a
4000 - b al a :a:.
3000 - a a a

Elisa*
[

2000 - al |b
1000 - o a

0 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77
Dias ap6s a imunizacao

@ Salina @Ova OOMS OOMC

Figura 19 — Cinética das sinteses das imunoglobulinas (G, A e M), determinadas
por ELISA, em camundongos imunizados por via subcutdnea com 10ug de
ovalbumina pura, e associada ao 6leo de milho de procedéncia Sigma (OMS) e ao
6leo de milho comercial. *° indicam diferencas significativas entre os tratamentos

(p < 0,05) determinados pelo teste de Tukey.

o)

o

o

S

1
Ho
Ho
o
Ho
Ho
Ho
Ho

1000 - b a|fab zl Y [2°
i b b z|
| a

0 ‘ . , ; T ‘ T
0 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77

Dias apés a imunizagédo

B Aluminio 3 Marcol JOMS QOMC

Figura 20 — Cinética das sinteses das imunoglobulinas (G, A e M), determinadas
por ELISA, em camundongos imunizados por via subcutdnea com 10ug de
ovalbumina pura, e associada ao AI(OH);, marcol, OMS e oMC. * ® ° indicam
diferengas significativas entre os tratamentos (p < 0,05) determinados pelo teste de

Tukey.
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significativo apenas com 21 dias enquanto que na resposta terciaria, o OMS foi
significativo com 42, 49, 63, 70 e 77 dias e o OMC somente com 42 e 49 dias.

Quando comparado ao marcol, o efeito dos 6leos (OMC e OMS) so6 foi
significativo na resposta terciaria aos 42 dias para o OMC e nos dias 42, 63, 70 e 77
para o OMS. Na comparagdo entre os d6leos o OMS foi significativo na resposta
primaria (21 dias) e terciaria (63,70 e 77 dias) em relagdo ao OMC.

4.2.9- Efeito imunoadjuvante comparativo dos 6leos de milho (OMC e OMS) em

relacao ao efeito do adjuvante de Freund

Na Figura 21 ndo foi observado efeito significativo com os 6leos (OMC e
OMS) nas respostas primaria, secundaria e terciaria nem em relagdo ao efeito
adjuvante do CFA1 (Adjuvante completo de Freund usado nas imunizagdes primaria,
secundaria e terciaria) nem em relagao ao efeito adjuvante do CFA2 (Adjuvante
incompleto de Freund usado nas imunizagbes primaria, secundaria e terciaria).
Entretanto, os o6leos mostraram efeito semelhante nas respostas secundaria e
terciaria. O OMC teve efeito adjuvante semelhante na resposta secundaria (28 e 35
dias) quando comparado aos adjuvantes de Freund e o OMS teve efeito adjuvante
semelhante na resposta secundaria (21 e 35 dias). Durante a resposta terciaria, o
OMS nao mostrou diferenca em relagdo ao CFA1 e CFA2. Na comparagéo entre os
oleos o OMS foi significativo na resposta primaria (21 dias) e terciaria (63,70 e 77
dias) em relagéo ao OMC.

4.2.10- Efeito imunoadjuvante comparativo entre os 6leos comestiveis (oliva,

milho e soja)

Na analise comparativa entre os 6leos pode-se constatar que o éleo de oliva
revelou uma capacidade adjuvante superior ao dos 6leos de soja e milho nas
respostas: primaria (14 dias), secundaria (21) e terciaria (70 e 77 dias). (Figura 22).

4.2.11- Efeito imunoadjuvante comparativo entre os 6leos de oliva, soja e milho

com procedéncia controlada (Sigma)
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Figura 21 — Cinética das sinteses das imunoglobulinas (G, A e M), determinadas

por ELISA, em camundongos imunizados por via subcutdnea com 10ug de

a, b

ovalbumina pura e associada a CFA1, CFA2, OMS e OMC. indicam diferencas

significativas entre os tratamentos (p < 0,05) determinados pelo teste de Tukey.
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Figura 22 — Cinética das sinteses das imunoglobulinas (G, A e M), determinadas
por ELISA, em camundongos imunizados por via subcutdnea com 10ug de
ovalbumina pura e associada aos éleos comestiveis de oliva, soja e milho. > ¢

indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05) determinados pelo

teste de Tukey.
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Na Figura 23 observa-se, na comparagao entre os efeitos adjuvante dos 6leos
de oliva, de milho e soja (pro analise) que o efeito adjuvante do 6leo de oliva
também foi superior ao dos 6leos de soja e milho (respostas primaria-14 dias e
secundaria, 28 dias) em relacéo ao 6leo de soja e milho. Contudo, o efeito adjuvante
do 6leo de milho pode ser considerado como logo abaixo do efeito do 6leo de oliva.

4.3- Efeito imunoadjuvante dos 6leos de soja, milho e oliva sobre a sintese
de IgE especifica

4.3.1- Efeito imunoadjuvante comparativo dos 6leos de oliva (OOC e O0S) em

relacao a imunizagao com ovalbumina pura

Na Figura 24 pode ser observado que nao foi detectada sintese de IgE anti-
ovalbumina na resposta primaria (14 dias) mas os 6leos, OOC e OO0S, tiveram efeito
imunoadjuvante sobre a sintese de IgE especifica (avaliadas por PCA em rato) nas
respostas secundaria e terciaria. Na resposta terciaria, aos 49 dias, apenas o OOS
teve efeito adjuvante significativo quando comparado com a OVA pura. Apds 49 dias
ndo houve diferenca no efeito adjuvante induzido por OOC e OOS. Nao houve

diferenca entre os efeitos dos dois éleos (OOC e OO0S).

4.3.2- Efeito imunoadjuvante comparativo dos 6leos de oliva (OOC e O0S) em
relacdo aos efeitos do Al(OH); e do marcol

Na Figura 25 pode ser observado que nao foi detectada sintese de IgE anti-
ovalbumina na resposta primaria (14 dias) quando a OVA estava associada ao
marcol e aos 6leos, OOC e OOS. A comparagéao do efeito adjuvante do OOC com o
do AI(OH); mostrou que o OOC teve efeito significativo comparavel ao efeito do
Al(OH3) sobre a sintese de IgE apenas apo6s o segundo reforgo. Ao longo dos demais
dias, OOC teve efeito inferior ao do Al(OH);. O OOS também nao induziu sintese de
IgE anti-ovalbumina na resposta primaria (14 dias) bem como n&o revelou efeito

significativo na resposta secundaria e até os 49 dias da resposta terciaria.
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Figura 23 — Cinética das sinteses das imunoglobulinas (G, A e M), determinadas

por ELISA, em camundongos imunizados por via subcutidnea com 10ug de

ovalbumina associada aos éleos de procedéncia Sigma de oliva, soja e milho. ¢

indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05) determinados pelo

teste de Tukey.
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Figura 25 — Cinética das sinteses de IgE em camundongos imunizados por via
subcutanea com 10ug de ovalbumina pura, e associada ao Al (OH)3, marcol, 00S
e 0oc. *® ¢ indicam diferengas significativas entre os tratamentos (p < 0,05)
determinados pelo teste de Tukey.
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Quanto ao efeito do marcol, nem este adjuvante nem OOC e OOS influenciaram a
sintese de IgE na resposta primaria (Figura 25) O efeito adjuvante do OOS,
comparado ao do marcol nao foi significativo aos 49,56,63,70 e 77 dias da resposta
terciaria. Ja o OOC, s6 teve efeito significativo apenas aos 42 dias da resposta
terciaria. Nao houve diferenga entre os efeitos dos dois 6leos (OOC e OO0S).

4.3.3- Efeito imunoadjuvante comparativo dos éleos de oliva (OOC e O0S) em

relagao ao efeito do adjuvante de Freund

Nao foi observada resposta primaria induzida pelos o6leos, OOC e OOS
(Figura 26). Em relagao ao efeito adjuvante do CFA1 (Adjuvante completo de Freund
usado nas imunizagdes primaria, secundaria e terciaria). OOC e OOS tiveram efeito
semelhante ao do adjuvante de Freund nas respostas secundaria (28 e 35 dias) e
terciaria aos 42 e 49 dias. Ja, aos 56, 63,70 e 77 dias da resposta terciaria, OOS e
OOC nao tiveram efeito adjuvante significativo. Em relagdo ao efeito do adjuvante
completo de Freund usado na imunizacao inicial e os reforcos dados para as
respostas secundaria e terciaria, feitos com adjuvante incompleto de Freund o OOS
teve efeito significativo apenas aos 77 dias na resposta terciaria enquanto OOC
exerceu efeito significativo nos dias 42, 70 e 77 da resposta terciaria Na resposta
terciaria, o OOC nos dias 49, 56 e 63 e 0 OOS nos dias 42,49 e 70 exerceram efeito
semelhante ao do CFA2. Ainda na Fig 26 observa-se que nao houve diferenga entre
os efeitos dos dois 6leos (OOC e OO0S).

4.3.4- Efeito imunoadjuvante comparativo dos 6leos de soja (OSC e OSS) em

relacdao a imunizagcdao com ovalbumina pura

Na Figura 27 pode ser observado que ndo foi detectada sintese de IgE anti-
ovalbumina na resposta primaria (14 dias). O OSC teve efeito adjuvante significativo
sobre a sintese de IgE a excecdo do dia 56 (resposta terciaria) quando o efeito
desse 06leo foi igual ao exercido pela OVA pura. Ja o OSS ele teve efeito adjuvante
ao longo das respostas secundaria e terciaria, a excegao do dia 35 da resposta
secundaria quando o seu efeito foi idéntico ao da OVA pura. Quanto a analise
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Figura 27 — Cinética das sinteses de IgE em camundongos imunizados por via
subcutdanea com 10ug de ovalbumina pura, e associada ao 6leo de soja de
procedéncia Sigma (0SS) e ao 6leo de soja de procedéncia comercial (0sc). ® °
indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05) determinados pelo
teste de Tukey.
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comparativa dos efeitos dos dois dleos, o efeito do OSC foi mais elevado que o
efeito do OSS no dia 35 (resposta secundaria), mas, aos 56 dias (resposta terciaria),
o efeito do OSS foi superior ao do OSC.

4.3.5- Efeito imunoadjuvante comparativo dos 6leos de soja (OSC e OSS) em
relagao aos efeitos do Al(OH); e do marcol

Na Figura 28 pode ser observado que nao foi detectada sintese de IgE anti-
ovalbumina na resposta primaria (14 dias) quando a OVA estava associada ao
marcol e aos 6leos, OSC e OSS. O efeito do OSS foi idéntico ao do Al(OH); do dia
21 (resposta secundaria) e no dia 49 (resposta terciaria) tendo porém um efeito
significativo no dia 42 (resposta terciaria). Quanto ao OSC seu efeito foi semelhante
ao do Al(OH); nos dias 21 (resposta secundaria) e nos dias 42 e 49 (resposta

terciaria).

Quando comparado o efeito de OSC e OSS com o marcol o efeito significativo
dos 6leos revelou-se apenas durante a resposta terciaria. Observa-se também que,
na resposta terciaria os efeitos do OSS (49 e 77 dias) e do OSC (49,56 e 70 dias)
nao diferiram do efeito do marcol. Durante toda a resposta secundaria nao houve
diferenca entre os efeitos dos 6leos e o efeito do marcol. Nao houve diferenga entre
os efeitos dos dois 6leos (OSC e OSS).

4.3.6- Efeito imunoadjuvante comparativo dos 6leos de soja (OSC e OSS) em

relacao ao efeito do adjuvante de Freund

Nao foi observada resposta primaria induzida pelos o6leos, OSC e OSS
(Figura 29). Em relagao ao efeito adjuvante do CFA1 (Adjuvante completo de Freund
usado nas imunizagdes primaria, secundaria e terciaria). Os efeitos de OSS
comparado com os de CFA1 foram significativos na resposta terciaria (42,56.70 e77
dias), enquanto que, em relagdo ao CFA2, OSS também apresentou resultados

significativos na resposta terciaria (42,70 e 77 dias). Na resposta secundaria (21
dias) OSS teve efeito semelhante ao CFA1 e CFA2. Ja o efeito do OSC nas

respostas secundaria (28 e 35 dias) e terciaria (49 e 63 dias) foi semelhante ao
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Figura 28 — Cinética das sinteses de IgE em camundongos imunizados por via
subcutanea com 10ug de ovalbumina pura e associada ao Al(OH)3, marcol, 0SS e
osc. * ™ ¢ indicam diferengas significativas entre os tratamentos (p < 0,05)
determinados pelo teste de Tukey.
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Figura 29 — Cinética das sinteses de IgE em camundongos imunizados por via
subcutanea com 10ug de ovalbumina pura e associada a CFA1, CFA2, 0SS e OSC . &
® ¢ indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05) determinados

pelo teste de Tukey.
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CFA1. Em relacdo ao CFA2 o efeito significativo do OSC foi durante resposta
terciaria (42, 56, 70 e 77 dias). Quanto a analise comparativa dos efeitos dos dois
oleos, o efeito do OSC foi mais elevado que o efeito do OSS no dia 35 (resposta
secundaria), mas aos 56 dias (resposta terciaria), o efeito do OSS foi superior ao do
OSC (Figura 29).

4.3.7- Efeito imunoadjuvante comparativo dos 6leos de milho (OMC e OMS) em

relagao a imunizagao com ovalbumina pura

Na Figura 30 pode ser observado que nao foi detectada sintese de IgE anti-
ovalbumina na resposta primaria (14 dias) mas os 6leos, OMC e OMS, tiveram efeito
imunoadjuvante significativo durante a resposta secundaria, e durante a resposta
terciaria sendo que o OMS teve efeito significativo até os 70 dias e OMC teve efeito

significativo apenas até os 42 dias (resposta terciaria)

4.3.8- Efeito imunoadjuvante comparativo dos o6leos de milho (OMC e OMS) em

relagao aos efeitos do Al(OH); e do marcol

Na Figura 31 pode ser observado que nao foi detectada sintese de IgE anti-
ovalbumina na resposta primaria (14 dias) quando a OVA estava associada ao
marcol e aos 6leos, OMC e OMS. A comparagéao do efeito adjuvante do OLC com o
do Al(OH)3z mostrou que o OMC na resposta secundaria sé foi significativo com 28
dias e 0 OMS, com 35 dias.

Quando comparados os efeitos do OMC e do OMS ao efeito do marcol o
OMS apresentou efeito significativo somente na resposta terciaria (42, 49, 63, e 70
dias), enquanto o OMC apresentou resultados significativos nas respostas:
secundaria (28 e 35 dias) e terciaria (42 e 49 dias).

4.3.9- Efeito imunoadjuvante comparativo dos 6leos de soja (OMC e OMS) em

relagao ao efeito do adjuvante de Freund

Nao foi observada resposta primaria induzida pelos 6leos, OMC e OMS (Figura 32).

Em relagdo ao efeito adjuvante do CFA1, o efeito do OMS foi semelhante na
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resposta secundaria (21 e 35 dias) e na resposta terciaria (42, 49 e 56 dias). O OMC
teve efeito significativo na resposta secundaria (28 dias); teve efeito idéntico ao do
CFA1 na resposta secundaria (21 e 35 dias) e teve também efeito idéntico ao CFA1

na resposta terciaria (42 dias).

Quanto a comparacao dos efeitos de OMC e OMS com CFA2 o OMC teve
efeito significativo na resposta secundaria (28 dias) e no final da resposta terciaria
(70 e 77 dias) e teve efeito idéntico ao do CFA2 na resposta secundaria (21 dias) e
na resposta terciaria (42 e 56 dias). Ja o OMS, ele s6 teve efeito significativo na
resposta terciaria (42, 56, 70 e 77 dias), mas teve efeito idéntico ao do CFA2 na
resposta secundaria (21 dias) e na resposta terciaria (49 e 63 dias). Quanto a
analise comparativa dos efeitos dos dois 6leos, o efeito do OMC foi mais elevado
que o efeito do OMS no dia 35 (resposta secundaria), mas aos 56 dias (resposta

terciaria), o efeito do OMS foi superior ao do OMC (Figura 32).

4.3.10- Efeito imunoadjuvante comparativo entre os 6leos comestiveis (oliva,

soja e milho)

Na Figura 33 observa-se na analise comparativa entre a capacidade
imunoadjuvante dos trés Oleos comestiveis, apenas o 6leo de soja teve efeito
superior ao dos outros dois (efeito significativo na resposta terciaria: 63, 70 e 77

dias).

4.3.11- Efeito imunoadjuvante comparativo entre os 6leos de oliva, soja e milho

de procedéncia controlada (PA/Sigma)

Na Figura 34 verifica-se na analise comparativa entre os 6leos de oliva, soja e
milho que os trés 6leos tiveram capacidade adjuvante semelhante, mas o 6leo de

soja ainda teve maior capacidade no fim da resposta terciaria (77 dias).
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Figura 33 — Cinética das sinteses de IgE em camundongos imunizados por via
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Figura 34 — Cinética das sinteses de IgE em camundongos imunizados por via
subcutanea com 10ug de ovalbumina associada aos dleos de procedéncia Sigma
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< 0,05) determinados pelo teste de Tukey.
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4.4- Resposta Inflamatéria induzida pelos oleos de oliva, milho e soja

avaliada por migracao celular

4.4.1- Avaliagao da migracao de neutréfilos induzida pelos dleos de oliva (OOS
e 00C), soja (OSS e OSC) e milho (OMS e OMC) em comparagao ao adjuvante
de Freund, Al(OH); e Marcol apds 6 e 24 horas de Reacao Inflamatéria

Na Figura 35 verifica-se que apoés 6 horas de RIA, os dleos (OOS, OSS e
OMS) induziram migragédo de neutréfilos significativamente mais intensa do que o
Al(OH); e o marcol. J& os 6leos (OOC, OSC e OMC) induziram migragao de
neutréfilos semelhante ao Al(OH)3;, ao marcol e ao controle. Na comparagédo com o
CFA, somente o OOS induziu migragdo de neutréfilos semelhante a ele. O CFA
induziu uma migragéo de neutréfilos significativa em relagcdo ao controle, Al(OH); e

ao marcol.

Ainda na Figura 35 observa-se que, apés 24 horas da resposta inflamatoria,
os Oleos vegetais induziram migragao de neutréfilos significativamente mais intensa
do que o Al(OH); porém idéntica a do marcol. Em comparagcdo como o CFA, todos
os Oleos estimularam a migragao de neutréfilos semelhante a ele. O CFA induziu
uma migracao de neutrofilos significativa em relagéao ao controle, ao Al(OH); e ao
marcol.

4.4.2- Avaliacao da migracao de macrofagos induzida pelos dleos de oliva
(OOS e OOC), soja (OSS e OSC) e milho (OMS e OMC) em comparagdao ao
adjuvante de Freund, AI(OH); e Marcol apos 6 e 24 horas de Reacdo
Inflamatoria

Na Figura 36 observa-se que, apés 6 horas de RIA os éleos, OOS, OMS e
OSS, induziram migragdo de macrofagos superior a do AI(OH); o mesmo
acontecendo em relagao ao marcol e ao controle. O OOS induziu migracdo de
macréfagos semelhante a do CFA. O CFA induziu uma migragdo de macréfagos

significativa em relagcao ao controle, AI(OH)3; e ao marcol.
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Figura 35 — Efeito dos 6leos vegetais sobre a migragao de neutréfilos em bolsa de
ar subcutanea apoés 6 e 24 horas de reagao inflamatéria em camundongos Swiss.
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Figura 36 — Efeito dos 6leos vegetais sobre a migragao de macréfagos em bolsa
de ar subcutanea apdés 6 e 24 horas de reacdo inflamatéria em camundongos
Swiss. 2*¢%¢ indicam diferengas significativas entre os tratamentos (p< 0,05)
determinados pelo teste de Tukey.
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Ainda na Figura 36 pode-se observar que, apés 24 horas da resposta inflamatéria,
os 6leos induziram migragao de macrofagos significativa em relagao ao controle e ao
Al(OH); . Contudo, estes Oleos também induziram migracdo de macréfagos
semelhante ao marcol e ao CFA. O CFA e o marcol induziram uma migragao de

macrofagos significativa em relagao ao controle e ao Al(OH)s.

4.4.3- Avaliacao da migragao de eosinofilos induzida pelos 6leos de oliva (OOS
e 00C), soja (OSS e OSC) e milho (OMS e OMC) em comparacao ao adjuvante
de Freund, AI(OH); e Marcol apos 6 e 24 horas de Reagao Inflamatoria

Na Figura 37 observa-se que, apés 6 h de RIA, ndo houve efeito significativo
dos dleos na migracéo de eosindfilos quando comparados com os adjuvantes. O
CFA induziu migracao de eosindfilos significativa quando comparada com o controle,

com o marcol e com o Al(OH);.

Ainda na Figura 37, observa-se que, apos 24 horas da resposta inflamatoria,
os Oleos induziram migracao de eosindfilos significativa em relagdo ao controle e ao
Al(OH);. O0OS, OSS e OMS estimularam migragao de eosindfilos comparavel as do
marcol e do CFA. Contudo, os o6leos comestivesis nao induziram migracédo
significativa de eosindéfilos. O CFA e o marcol induziram migragdo de eosindfilos
significativa quando comparada a do controle e do Al(OH);,

4.4.4- Avaliacao da migracao de leucdcitos totais induzida pelos 6leos de oliva
(OOS e OOC), soja (OSS e OSC) e milho (OMS e OMC) em comparagio ao
adjuvante de Freund, ao AI(OH); e ao Marcol apés 6 e 24 horas de Reacao
Inflamatoria

Na Figura 38 observa-se que, apds 6 h de RIA, ndo houve efeito inflamatério
significativo entre os 6leos (OOC, OSC e OMC) e os adjuvantes (Al(OH); e Marcol)
na migracdo de leucdcitos. Entretanto, em relagdo ao CFA os 6leos (O0S, OMS e
OSS) induziram migragdo de leucécitos semelhante ao adjuvante de natureza
mineral (CFA).
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Figura 37 — Efeito dos 6leos vegetais sobre a migracao de eosonéfilos em bolsa de
ar subcutanea apos 6 e 24 horas de reacao inflamatéria em camundongos Swiss.
¢4 jndicam diferengas significativas entre os tratamentos (p< 0,05) determinadas

pelo teste de Tukey.
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Figura 38 — Efeito dos 6leos vegetais sobre a migragdo de leucdcitos totais em
bolsa de ar subcutidnea apés 6 e 24 horas de reacgdo inflamatéria em
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Ainda na Figura 38, observa-se que, ap6s 24 horas da resposta inflamatéria,

todos os 6leos induziram migragao de leucécitos semelhante a dos adjuvantes.

4.4.5- Avaliacao dos efeitos dos 6leos de soja, milho e oliva sobre a producao
de nitrito (NO™) in vivo na BAS (Bolsa de Ar subcutanea)

Os efeitos dos 6leos sobre a produgao de nitrito em BAS nos tempos 6 e 24
horas podem ser observados na Figura 39. Os 6leos aumentaram significativamente
a produgéo de nitrito no tempo de 6 horas em relagcdo ao controle e ao Al(OH)s.
Entretanto, o OMS induziu produgcdo de nitrito significativamente mais elevada
quando comparada com a dos adjuvantes. OOS, OMC, OSS e OSC induziram
produgdo de nitrito comparavel a do marcol. Em relagdo ao CFA, os oOleos
(O0S,0SS e 0SC) induziram maior producao de nitrito, mas OLC e OMC induziram

producao de nitrito semelhante a do CFA.

Ainda na Figura 39, observa-se que os Odleos, ap6s 24 horas de reagao
inflamatéria, induziram aumento significativo de NO™“ quando comparado com o
controle. Ja em relagdo ao Al(OH);, os éleos também induziram efeito significativo
com excecao do OMC que teve a indugao da produgao de nitrito comparavel a do

Al(OH)3. Os 6leos induziram produgéao de nitrito semelhante a do CFA e a do marcol.

4.4.6- Correlacao entre os efeitos imunolégicos e inflamatério dos oleos

vegetais e adjuvantes classicos

As figuras 40, 41 e 42, sdo uma tentativa de estabelecimanto de correlagéo
entre os efeitos imunolégicos e inflamatérios dos adjuvantes Al(OH)3 e CFA (Fig.40)
e dos 6leos de soja, milho e oliva comestiveis (Fig.42) e de procedéncia Sigma (Fig
41).

O adjuvante classico, alume, foi o que mostrou capacidade adjuvante mais
baixa e induziu resposta inflamatéria, traduzida pela migragdo de macréfagos mais
elevada somente com 24 horas. Ja o CFA (além de 6leo mineral ele contém M.
tuberculosis) ele exerceu a atividade adjuvante mais elevada bem como teve maior

atividade inflamatéria revelada através da migragdo de macréfagos mais intensa
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com 24 horas. Em relacdo a produgao de NO tanto o CFA como o alume, ambos
induziram producao de NO mais elevada somente com 24 horas, embora em termos
absolutos a producédo induzida pelo CFA foi bastante mais elevada. O CFA revelou
acumulo de neutréfilos mais intenso nos dois tempos avaliados quando comparado

com o alume (Fig. 40).

Quanto aos 6leos vegetais de procedéncia Sigma, os 6leos de milho e oliva
tiveram capacidade imunoadjuvante correlacionada com a atividade inflamatoria
traduzida pelas migragdes de neutréfilos e de macrofagos (6 e 24 h), com a
producdo de NO e a atividade antioxidante. Quanto ao éleo de oliva ele mostrou alta
capacidade antioxidante, mas provocou uma produg¢ao de NO mais baixa. O éleo de
soja que teve uma capacidade adjuvante mais baixa do que oliva e milho ap6s 3
semanas da resposta secundaria e 3 semanas da resposta terciaria induziu
migracao de macréfagos mais elevado com 24 horas. Ja a produgao de NO foi mais
elevada com 6 horas tendo também uma alta capacidade antioxidante. Ainda
podemos observar que o milho que teve a capacidade antioxidante mais baixa
permaneceu com a migracao de neutréfilos mais intensa até com 24 horas. Os 6leos
de oliva e soja induziram capacidade antioxidante mais elevada e acumulo de
neutrofilos menos intenso do que OMS com 24 horas (Fig. 41).

Quanto aos Oleos vegetais comestiveis, de modo geral eles tiveram uma
resposta inflamatéria menos intensa que a dos éleos de procedéncia Sigma, mas
revelaram uma capacidade imunoadjuvante elevada. Observa-se que, OSC
apresentou capacidade antioxidante mais baixa, mas induziu produgdo de NO mais
elevada nos dois tempos avaliados. O OMC apresentou a capacidade antioxidante
inferior 2 do OOC induzindo produgdo de NO mais elevado com 6 horas. O OOC
mostrou maior capacidade imunoadjuvante e induziu maior acimulo de macréfagos
com 24 horas quando comparado com OMC e OSC. Ja em relagdo aos neutréfilos
os dois 6leos (OOC e OMC) que mostraram maior capacidade imunoadjuvante
induziram também um acumulo de neutréfilo mais intenso que o 6leo de soja
(Fig.42).
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Figura 39 — Produgdo de NO em bolsa de ar subcutdnea induzida por 6leos
vegetais apos 6 e 24 horas de reagao inflamatéria em camundongos Swiss. 2¢%¢
indicam diferencgas significativas entre os tratamentos (p< 0,05) determinados pelo

teste de Tukey.
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Figura 40 — Efeito do Alume e CFA sobre a resposta imune secundaria (RS) e terciaria
(RT) em camundongos imunizados com 10ug de ovalbumina e sobre a resposta
inflamatoéria: (MAC (6 h): migracao de macréfagos apés 6 h; MAC (24h) migracao de
macrofagos apés 24 h; NEU 6 h: migragao de neutréfilos apos 6 h: NEU 24 h migracao
de neutréfilos apoés 24 h e NO 6 h: produgdo de éxido nitrico apés 6 h NO 24 h:
producao de o6xido nitrico apés 24 h e atividade antioxidante (AOX). (a) Alume -
hidréxido de aluminio e (b) CFA- adjuvante completo de Freund)
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Figura 41 — Efeito dos 6leos vegetais de procedéncia Sigma sobre a resposta imune

secundaria (RS) e terciaria (RT) em camundongos imunizados com 10ug de ovalbumina
e sobre a resposta inflamatéria: (MAC (6 h): migragdo de macréfagos apos 6 h; MAC
(24h) migragao de macréfagos apés 24 h; NEU 6 h: migragcao de neutréfilos apés 6 h:
NEU 24 h migragao de neutréfilos apés 24 h e NO 6 h: producao de 6xido nitrico apés 6 h
NO 24 h: producgao de 6xido nitrico apés 24 h e atividade antioxidante (AOX). (a) OOS-
6leo de oliva Sigma, (b) OMS- 6leo de milho Sigma e (c) OSS- 6leo de soja Sigma)
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Figura 42 — Efeito dos dleos vegetais comestiveis sobre a resposta imune secundaria
(RS) e terciaria (RT) em camundongos imunizados com 10ug de ovalbumina e sobre
a resposta inflamatéria: (MAC (6 h): migracdo de macréfagos apés 6 h; MAC (24h)
migracao de macréfagos apo6s 24 h; NEU 6 h: migracao de neutréfilos apés 6 h: NEU
24 h migracao de neutréfilos apés 24 h e NO 6 h: produgao de 6xido nitrico apés 6 h
NO 24 h: producao de 6xido nitrico apés 24 h e atividade antioxidante (AOX). (a)

OOC- éleo de oliva comestivel, (b) OMC- 6leo de milho comestivel e (c) OSC- 6leo de
soja comestivel)



5- DISCUSSAO

A comparacdo dos efeitos adjuvantes dos 6leos vegetais foi analisada em
relacéo a sintese de anticorpos especificos induzidos por ovalbumina isoladamente
bem como associada a dois adjuvantes classicos, Al(OH); e o adjuvante completo
de Freund. Embora a literatura tenha mostrado os efeitos indesejaveis dos
adjuvantes de natureza mineral (GUPTA et al., 1993), um balango dos diferentes
aspectos de seguranga e influéncia na qualidade da resposta imune vem sendo feito
em estudos comparativos para a selecao de novos adjuvantes (ALVING, 2002). No
presente trabalho, o efeito adjuvante foi caracterizado em relagdo ao odleo
isoladamente, isto é, as emulsdes dos 6leos vegetais e do 6leo mineral marcol foram
preparadas sem a presenca de surfactantes. Embora a viscosidade da emulsao
esteja ligada a presenca de surfactantes, seus efeitos téxicos estdo relacionados
com o nivel de acidos graxos (AUCOUTURIER et al., 2001).

Nas Figuras 13, 14 e 15 pode ser visto que o 6leo de oliva (comestivel ou
Sigma) exerceu efeito adjuvante ao longo de todo periodo de imunizagao, isto &€, nas
respostas primarias, secundarias e terciarias. Quanto ao 6leo de milho (comestivel
ou Sigma) ele também teve efeito comparavel ao de oliva, mas a cinética foi irregular
com tempos em que nao exerceu efeito significativo. Ja o 6leo de soja (comestivel
ou puro) nao teve efeito adjuvante na resposta primaria e a secundaria variou em
relagéo ao puro e ao comercial. Recentes estudos tém demostrado que a indugao da
resposta imune primaria antigeno-especifica in vivo, usualmente requer o uso de um
adjuvante (REVETS & BAETSELIER, 2003). Dessa forma, pode-se dizer que o
efeito adjuvante mais consiste foi exercido pelo éleo de oliva O fundamento desse
efeito € a liberagéo lenta do antigeno incorporado ao adjuvante e é esse antigeno
que se faz necessario para estimular o sistema imune e produzir altos titulos de
anticorpos (FLIES & CHEN, 2003). Por outro lado, os trabalhos de O' HOGAN et al.,
(2001), mostraram que, diferentes adjuvantes tendem a favorecer tipos especificos
de resposta possibilitando a sele¢éo do adjuvante para cada situagéo.

Na comparagao do efeito adjuvante dos 6leos vegetais com o do Al(OH);
(Figura 14,17 e 20) vé-se que o 6leo de oliva tem um efeito mais elevado, mais
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precoce e mais duradouro que o Al(OH)s. O 6leo de milho (Figura 20) tem efeito
mais elevado em resposta primaria, mas nao tem efeito superior ao do Al(OH)z na
resposta secundaria e a diferenca significativa reaparece apenas no fim da resposta
terciaria. O efeito adjuvante do 6leo de soja (Figura 17) foi comparavel ao do Al(OH)3
Também na comparacao com o Al(OH); o efeito do 6leo de soja afasta-se dos outros
dois 6leos. Esses resultados estdao de acordo com HEM (2003), que mostraram que
os sais de aluminio comegam a se dissolver apds uma hora da injegcdo, formando o
deposito no sitio da inje¢do e liberando o antigeno lentamente. Segundo
AUCOUTURIER (2001), as emulsdes de 6leo em agua usados em vacinagao animal
protege o animal durante um ano, enquanto o hidroxido de aluminio requer dois

reforgcos ou mais.

Essa peculiaridade desses 6leos poderia torna-lo um candidato a ferramenta
de estudo da cinética de sintese de determinados isotipos de imunoglobulinas. Ja
com os 6leos de soja a cinética da sintese de anticorpos especifica s6 teve efeito

mais elevado do que o aluminio apés o segundo reforgo.

A comparacgao dos efeitos adjuvantes dos 6leos vegetais com o 6leo mineral
marcol revelou que os 6leos de oliva e de milho tém efeito idéntico ao do marcol e o
6leo de soja nao teve efeito superior ao do marcol durante todo o periodo da
imunizagao (Figuras 14, 17 e 20). As emulsdes de 6leo mineral com 6leo nao
mineral podem ser uma O6tima alternativa para aumentar a resposta imune
(AUCOUTURIER, 2003). Nos recentes trabalhos de PATIL et al., (2002), a
quantidade de anticorpos induzida, e particularmente a dimensao da resposta imune

determina a duragao da imunidade.

Na comparagéo com os adjuvantes de Freund (CFA1 e CFA2) nenhum dleo
vegetal exerceu efeito adjuvante mais elevado do que o dos adjuvantes de Freund

ao longo do periodo da resposta imune avaliada (Fig. 15, 18 e 21).

Diante dos resultados apresentados, dentre os 6leos vegetais, aquele que
mostrou melhor capacidade adjuvante foi o éleo de oliva, seguido do 6leo de milho, e

do Oleo de soja. Observou-se que os O6leos vegetais mostraram diferentes
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peculiaridades ao longo do periodo de avaliagdo e segundo BOWDEN et al., (2003),
a maior diferenga entre os adjuvantes oleosos esta relacionado com o titulo de

anticorpos ao longo do tempo.

O efeito adjuvante dos Oleos vegetais sobre a sintese especifica de
anticorpos IgE nos soros dos camundongos imunizados com ovalbumina pode ser
observado nas Figuras 24, 27 e 30, onde se constata que o efeito adjuvante de
todos os Oleos vegetais foi tardio. Entretanto, apés o primeiro reforco os o6leos
induziram sintese especifica de IgE, mas na resposta terciaria os 6leo de milho e
soja induziram sintese de IgE com uma frequéncia superior a do éleo de oliva. Essa
caracteristica dos 6leos de soja e de milho, estimulando mais frequentemente a
sintese de IgE seria um argumento pouco favoravel ao uso dos mesmos como
adjuvantes na vacinagdo animal, uma vez que que a sintese de IgE poderia induzir
sintomas alérgicos indesejaveis (MEKOK & METCALFE, 2000;MARCIANI, 2003
HEMMER et al., 1997). Entretanto, os adjuvante usados em vacinagao humana
também induzem sintese especifica de IgE e de acordo com OKUNUKI et al,
(2000), a sensibilizagao de camundongos para induzir anafilaxia ativa nao somente
induz uma resposta IgE antigeno-especifica, mas também resulta na producgao
anticorpos do tipo IgG1 antigeno-especifica. Cumpre ainda chamar atengao para o
fato que a ovalbumina, por si mesma, tem sido responsabilizada pela indugcao de
diferentes reacgées alérgicas (CREVEL et al., (2000). Como foi abordado por GUPTA
et al., (1993), o processamento do antigeno pode ser modulado pelos adjuvantes.
Na realidade, ao ser analisado o adjuvante, tem-se que levar em consideragao a sua
capacidade de induzir sintese de IgE, sabendo contudo, que havera sempre uma

certa sintese deste anticorpo que nao podera ser evitada.

Os o6leos de milho, de modo surpreendente, induziram efeito adjuvante
durante a resposta secundaria semelhante ao do Al(OH)s;, conhecido por ser um
adjuvante preferencial para a sintese de IgE. Os efeitos do Al(OH); sobre a sintese
de IgEconcordam com os de BAYLOR et al., (2002), onde o hidréoxido de aluminio
induziu sintese de IgE antigeno-especifica promovendo reagdes alérgicas. Ja os
Oleos de oliva e soja mostraram uma variagéo ao longo da resposta avaliada. Porém,

ap6s o segundo reforgo os Oleos vegetais tém efeito comparavel ao aluminio.
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Contudo, na resposta terciaria, os niveis de IgE antigeno-especifica com o uso dos
Oleos sao inferiores aos do AIl(OH);. Nos trabalhos de ALVING (2002), foi
demonstrado que o uso do aluminio estimula IL-4 e os subtipos de T-helper em

camundongos com aumento IgG1 e producgéo de IgE.

A andlise comparativa do efeito adjuvante dos éleos vegetais com o marcol
pode ser observada nas Figuras 25, 28 e 31. Da mesma maneira que na
comparagao com o Al(OH);, durante a resposta primaria nao foi detectada sintese
especifica de IgE. O 6leo de soja teve efeito comparavel ao marcol ao longo da
resposta avaliada, enquanto os 6leos de oliva e milho mostraram variagdes ao longo
da cinética. Apenas o 6leo de oliva nao teve efeito adjuvante comparavel ao do
marcol no final da resposta terciaria. Chama atencdo o fato que, mesmo sem a

presenca do surfactante o marcol induziu altos niveis de IgE antigeno-especifica.

Os oleos vegetais mostraram efeito adjuvante sobre a sintese de sintese IgE
especifica, em diferente dias da cinética, semelhante ao dos adjuvantes de Freund
(CFA1 e CFA2). Porém, no final da resposta avaliada com quatro méses, os 6leos
induziram niveis de anticorpos IgE especificos inferior ao CFA1. os efeitos
indesejaveis associaos ao uso do IFA tém sido controlada com o uso de dleos e
surfactantes dotados de alto grau de pureza (CHANG et al., (1998)).

Foram também analisados os dleos de diferentes procedéncias (Comercial e
Sigma). No final da resposta terciaria foi onde ocorreu diferengca na cinética de
sintese de IgE e os dleos de soja (Comercial e Sigma) tiveram efeito mais elevado
quando comparados com os Oleos de oliva e milho (Comercial e Sigma). Essa
mesma situagéo se repete na cinética da sintese de Igs especificas, porém aqui
foram os 6leos de oliva (Comercial e Sigma) que exerceram efeito mais elevado do
que os o6leos de soja e milho. Trabalhos recentes de AUCOUTURIER et al., (2001)
tém mostrado que para cada tipo de emulséo, a cinética da liberagao do antigeno é

variada, sendo isto correlacionado com a estabilidade da emuls3o.

Como pode ser concluido, o éleo de oliva tem maior efeito adjuvante sobre a

sintese de imunoglubulinas (G, A e M) e menor efeito sobre a sintese de IgE que os
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6leos de soja e milho. Aparentemente essas caracteristicas fariam do 6leo de oliva

um adjuvante preferencial nos protocolos de vacinagao.

Ap6s a andlise da capacidade imunoadjuvante dos trés 6leos vegetais, foi
feita também uma analise da capacidade inflamatéria desses trés 6leos como uma
tentativa para estabelecer uma correlagdo entre esses dois efeitos. Os efeitos
inflamatérios dos adjuvantes tém sido objeto de preocupagao de quantos usam os
procedimentos de vacinagdo uma vez que em relacdo aos animais, por exemplo,
uma forte reacao inflamatéria poderia lesar a pele, muitas vezes preciosa, do animal
imunizado (CLASSEN et al., 1992). Contudo resta sempre a esclarecer se a reagao
inflamatéria com a sinalizagcao desencadeada pelas diversas citocinas néo seria uma
etapa indispensavel ao estabelecimento da resposta imune adaptativa (CHIN et
al., 1998 ).

A resposta inflamatéria dos dleos, explorada pelo modelo da Bolsa de ar e
avaliada pela migragcao celular, produgdo de NO e capacidade antioxidante, esta
discriminada nas Figuras (35, 36, 37, 38 e 39) e na tabela 3, pode ser visto que, de
uma maneira geral, os trés 6leos vegetais tiveram acentuada reagao antiinflamatéria,
quer com 6 h quer com 24 h. Embora, essa agao ndo tenha sido uniforme pois os
6leos de procedéncia Sigma apresentaram uma atividade inflamatéria mais precoce
e mais intensa que a do Al(OH)3 do que os 6leos comestiveis (Fig. 36), por sua vez,
somente o OOP teve efeito inflamatério tdo elevado como o CFA. Além disso,
somente os 6leos de procedéncia Sigma induziram uma migragdo significativa de
eosindfilo. Aparentemente, os 6leos PA apesar do grau de refinamento maior tém
apresentado efeitos ndo s6 inflamatérios como possivelemente de natureza alérgica,
sugerido pela migragao de eosindfilos (Fig. 37). Os eosindfilos sdo conhecidos por
expressarem receptores Fc especificos para uma classe denominada IgE,
promovendo reacbdes alérgicas. Além disso, apesar do OSC nao ter induzido
migracdo de macréfagos com 6 horas, na dosagem de NO ele teve efeito
significativo sobre o controle. De acordo com THOMAZZI (2001), o NO tem um papel

decisivo na locomogao de eosindfilos.
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Alguns autores mostraram a importancia da relagao entre a estrutura e funcao
dos adjuvantes (MARCIANI,2003; SCHIJNS et al., 2000). Os trés Oleos vegetais
aqui usados foram também foram avaliados através de sua capacidade de retirar
radicais formados no sistema o que mostrou correlagdo com a presenga de
compostos com sistemas conjugados. Porém, o 6leo de oliva foi o que apresentou
propriedades antioxidantes mais elevadas e teve também varios picos relacionados
a compostos fendlicos polares e estes compostos podem ser responsaveis por sua
maior atividade antioxidante. O 6leo de soja Sigma apresentou propriedades
antioxidantes semelhantes as do 6leo de oliva, apesar dos compostos responsaveis
pela capacidade de retirar radicais terem caracteristicas distintas. A diferenga do
potencial antioxidante nos 6leos de milho comestiveis e Sigma pode ser atribuida a
presenca dos compostos com sistemas conjugados observados nos tempos de
retencdo 40.219 e 40.362 min, no respectivo cromatograma (Figuras 11 e 12).
Entretanto, esses compostos ainda nao foram identificados quimicamente. Com
relacdo a emulsao do 6leo de oliva, ela foi a mais estavel quando gotejado em agua
destilada, o que também, poderia estar relacionado com o seu indice de saturagao
(Silva, 2000).

Os déleos, OOC e OMC e o marcol nao induziram acumulo de macréfagos,
neutréfilos e eosinéfilos com 6 horas de RIA, mas provocaram aumento da produgao
de NO. A producédo de nitrito € um método indireto (BALKWILL, 2000) para a
dosagem de NO, um gas natural, de curta vida, que atua participando da defesa
antimicrobiana (NATHAN,1992). O NO imunologicamente indutivel tem sua
producdo observada nado somente em macrofagos, mas também no endotélio,
células musculares lisas e hepatdcitos, além de fibroblastos (HECKETAL,1992;
NATHAN,1992; ROBERTS et al.,1992). A BAS é formada por células fagociticas
fibroblastos e juntos com a rede vascular formam uma barreira que retém os
produtos da resposta inflamatéria (SINET et al.,1986). O fato dos 6leos comestivel
nao ter induzido migracao significativa de eosindfilos inicialmente (apés 6 h),

constitue uma vantagem para seu possivel uso nos protocolos de vacinagao.

Nas Figuras 40, 41 e 42, foi tentado o estabelecimento de uma correlagao

entre a resposta imune inata, expressa pela reagado inflamatéria e a imunidade
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adaptativa, expressa pela sintese de anticorpos especificos (imunoglobulinas G, A
eM). E sabido que, recentemente varios trabalhos tém abordado a importancia da
imunidade inata no controle da resposta imune adaptativa (AKIRA et al., 2001:
SCHNARE et al., 2001: MARCIANI et al., 2003). Podemos observar que o Al(OH);
foi o adjuvante que teve menor resposta imunoadjuvante correlacionada com o mais
baixo efeito inflamatério (Fig. 40). Ja o CFA e os 3 6leos vegetais puros eles tiveram
efeito imunoadjuvante correlacionado com a capacidade inflamatéria (Fig. 40 e 41).
Pode-se assim concluir que existe uma correlagao entre resposta imune inata e
resposta imune adaptativa. Contudo, devido a variagcado encontrada nos resultados
obtidos segundo os critérios selecionados para avaliar a resposta inflamatéria
(migracao de leucécitos totais, migracao de neutréfilos, migragcdo de macréfagos,
migragao de eosindfilos, produgéo de NO e capacidade antioxidante dos 6leos) nao
foi possivel estabelecer de modo inequivoco uma correlagdo entre as duas
respostas imunologicas. Esses resultados serdo ainda submetidos a um modelo
estatistico ndo convencional para que seja feita uma tentativa de esclarecer a

possivel correlagédo entre a resposta imune inata e a resposta imune adaptativa.
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6- CONCLUSAO

A caracterizagao bioquimica mostrou que o 6leo de oliva foi o que apresentou
propriedades antioxidantes mais elevadas e teve também varios picos relacionados
a compostos fenodlicos polares e estes compostos podem ser responsaveis por sua
maior atividade antioxidante. O 6leo de soja Sigma apresentou propriedades
antioxidantes semelhantes as do 6leo de oliva, apesar dos compostos responsaveis
pela capacidade de retirar radicais terem caracteristicas distintas. O 6leo de milho
apresentou diferengca do potencial antioxidante que pode ser atribuida a presenca
dos compostos com sistemas conjugados observados nos tempos de retengao
40.219 e 40.362 min. No que diz respeito ao efeito imunoadjuvante dos Oleos
vegetais pode ser concluido, que o 6leo de oliva tem maior efeito adjuvante sobre a
sintese de imunoglubulinas (G, A e M) e menor efeito sobre a sintese de IgE que os
Oleos de soja e milho o que faria deste 6leo um adjuvante preferencial nos
protocolos de imunizagao/vacinagdo. De uma maneira geral, os trés 6leos vegetais
induziram acentuada reagao inflamatéria, quer com 6 h quer com 24 h, embora essa
acao nao tenha sido uniforme, pois os 6leos de procedéncia Sigma apresentaram
uma atividade inflamatéria mais precoce e mais intensa que a do Al(OH); e a dos
oleos comestiveis. No que diz respeito a correlacao entre capacidade inflamatéria
(resposta imune inata) e capacidade imunoadjuvante (resposta imune adquirida)
pode-se concluir que existe uma correlagao entre estas respostas. Porém, devido a
variacao encontrada nos resultados obtidos, segundo os critérios selecionados para
avaliar a resposta inflamatéria (migracdo de leucécitos totais, migragdo de
neutréfilos, migracdo de macréfagos, migragdo de eosindfilos, produgdo de NO e
capacidade antioxidante dos 6leos), ndo foi ainda possivel estabelecer, de modo

quantitativo e preciso, a correlagéo entre as duas respostas imunolégicas.
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