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RESUMO

O “Virus do Mosaico Severo do Caupi”~ (CPSMV) ¢ um virus
pertencente ao género Comovirus que infecta as plantas da leguminosa V.
unguiculata causando séria redugdo no rendimento da produgdo de grdos. Ao ser
purificado e submetido a SDS-PAGE, foi revelado que o virus apresenta um
perfil eletroforético com trés bandas protéicas de 42, 23 e 21 kDa. O virus
purificado foi usado para imunizagdo subcutdnea de camundongos "swiss" com
duas doses imunizantes contendo 10 e 100 ug de proteina (do capsideo viral).
Foi detectada sintese de anticorpos séricos especificos, sejam IgG totais, seja
IgG1l, mesmo na auséncia de adjuvantes. Tanto o marcol como o gel de
Al(OH); revelaram capacidade adjuvante sobre a sintese de anticorpos
especificos contra CPSMV, em doses de 10 e 100 pg, usado em imunizagdes por
via subcutanea. Na sintese de IgG totais e de IgG1, o marcol teve um melhor
efeito adjuvante quando associado a dose de 10 pug de CPSMV e o gel de
Al(OH); teve melhor desempenho associado a dose de 100 pg. Com a
imunizag¢do por via subcutdnea com 10 e 100 ug de CPSMV houve sintese de
IgE anti-CPSMV, em presenga de adjuvante. Dessa forma, o Al(OH); teve efeito
potencializador mais pronunciado sobre a sintese de IgE quando associado a
baixa dose imunizante (10 pug) de CPSMV. Ja com o marcol, o efeito

potencializador foi melhor quando era associado a dose alta de CPSMV
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(100ug). A imunizagdo por via subcutdnea com 10 e 100 pg de CPSMV sem
adjuvante ndo provocou sintese de IgE especificas para o virus. O CPSMV
purificado e o extrato de folhas de plantas infectadas pelo mesmo, ministrados
por via oral, induziram uma resposta sérica com a produgdo de IgG e IgA
especificas, anti-CPSMV. Nio foi detectada sintese de anticorpos especificos
contra as demais proteinas presentes no extrato de folhas de plantas infectadas
por esse virus. Pelo fato de o CPSMV, ministrado por via oral, ter demonstrado
capacidade imunogénica seletiva (formagdo de anticorpos anti-CPSMV e ndo
induzir sintese de anticorpos especificos contra as demais proteinas do extrato
de plantas), tal caracteristica pode dar fundamento a novos procedimentos de
produgdo de anticorpos, sem exigir a purificagdo prévia do virus. Além disso, o
CPSMV, ao ser um bom imundgeno pela via oral, torna-se um candidato
privilegiado para expressar antigenos na produgdo de vacinas contra patdogenos
em humanos e/ou outros animais uma vez que nio apresenta os efeitos colaterais
de outros carreadores usados com a mesma finalidade. Por outro lado, os
resultados apresentados contribuem com outra maneira de estudar os
mecanismos da tolerancia imunoldgica, observada com freqiiéncia bem maior do
que a indugdo de sintese de anticorpos especificos, quando se usa a rota oral nos

procedimentos de imunizag3o.
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ABSTRACT

The Cowpea Severe Mosaic Severo Virus (CPSMV) belongs to the
comovirus genus that infects plants of the legume, V. unguiculata causing
serious shortage in the crop production of grains. The SDS-PAGE analysis of
purified CPSMV revealed an electrophorectic profile with 3 protein bands of 42,
23 and 21 kDa.. The purified CPSMV was used for subcutaneous immunization
of swiss mice in two immunizing doses containing 10 and 100 pg protein (from
the viral capside) and synthesis of specific total IgG and IgG1 was detected in
the serum. Marcol as well as Al(OH); were shown to have adjuvant abilities on
the synthesis of specific antibodies against CPSMV. In the synthesis of total IgG
and IgG1l, marcol had a better adjuvant effect when associated to the low
subcutaneous imunizing dosis of CPSMV (10ug) and the gel of AI(OH); had a
better adjuvant role associated to the high dose of CPSMV (100 ug). Specific
IgE was detected with both subcutaneous immunizing doses in the presence of
both adjuvants; AI(OH); had a more pronounced adjuvant effect in the synthesis
of IgE when associated to the low immunizing dosis (10 pug) of CPSMV while
the adjuvant effect of marcol was shown when it was associated to the high
dosis of CPSMV (100 png). In the absence of adjuvants, subcutaneous
immunization with 10 and 100 ng CPSMV did not induce specific synthesis of

IgE. Mice orally immunized either with purified CPSMV or with leaf extract
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from plants infected by CPSMV induced specific production of IgG and IgA,
anti-CPSMV. Synthesis of specific antibodies was not detected against the other
proteins present in the leaf extract of V. unguiculata. By the fact that CPSMV,
by oral route, has been demonstrated to possess selective immunogenic capacity,
(induced the synthesis of anti-CPSMV antibodies without inducing synthesis of
specific antibodies against other proteins of the leaf extract of V. unguiculata
plants), such characteristic might justify new viral contamination diagnostic
procedures, avoiding previous virus exhaustive purifications. Furthermore,
CPSMV, as a good immunogen by oral route, becomes a privileged candidate to
express antigens in the production of vaccines against patogens for humans
and/or others animals since it has no side effects as other antigen expressing
carriers used with the same purpose. On the other hand, the present results
contribute with another way of investigating the mechanisms of immunological

tolerance established during the immunizations by the oral immunization

procedures, rather than the production of specific antibodies.




INTRODUCAO

1 - CULTURA DE Vigna unguiculata (L.) Walp.

O caupi € uma dicotiledonea que pertence a ordem Fabales, familia
Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolinae € ao
género Vigna, que de acordo com MARECHAL et al. (1978), apresenta 84
espécies, das quais, segundo 0 mesmo autor, 66 encontram-se na Africa, onde
sdo consideradas endémicas. Isso sugere que o género Vigna deve ter tido sua
evolugdo ligada a esse continente. O caupi foi trazido para as Américas tropicais
pelos espanhois, por volta de 1700, junto com o comércio de escravos (Singh et
al., 1997).

A espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. (FIGURA 1), vulgarmente
conhecida como feijdo-de-corda, feijdo fradinho, feijdo macassar, feijdo de praia
e carpi, ¢ uma leguminosa comestivel dotada de alto contetido protéico e pouco
exigente em termos de fertilidade de solo, constituindo-se, assim, uma fonte
alimentar de grande importéncia para as populagdes pobres em paises tropicais
menos desenvolvidos (Aratjo er al, 1984). E uma cultura amplamente
difundida, principalmente nas areas semi-aridas da regido Nordeste do Brasil,
entre os pequenos agricultores, sendo a principal cultura de subsisténcia. Além
do grdo, suas folhas e vagens imaturas sdo usadas como alimento, sendo
bastante nutritivas, fornecendo proteina, vitaminas e minerais. O grdo contém
em média 23-25% de proteina e 50-67 % de amido (Araujo et al, 1984). O

caupi, através da fixagdo simbidtica de nitrogénio, ndo sé mantém como eleva o

nivel desse nutriente no solo, apds a incorporagdo dos residuos da sua colheita
(Singh et al., 1997).




FIGURA 1: Plantas de V. unguiculata, sadia




2 - VIROSES DO CAUPI

As viroses, invariavelmente, ocupam posigdo de destaque como fator
limitante da produtividade de varias cultivares de caupi em diferentes partes do
mundo (Lima & Nelson, 1977; Lima, 1978; Brioso et al., 1994). No estado do
Ceara, as doengas causadas por viroses tém sido consideradas como um dos
principais problemas fitopatolégicos do caupi, ocasionando elevadas redugdes

na sua produtividade (Lima & Nelson, 1977; Lima et al., 1981; Vale & Lima,
1994).

De acordo com SINGH et al., (1997) o caupi pode ser infectado por
mais de 20 espécies de virus pertencentes a diferentes familias e/ou géneros.
Entre as principais viroses que causam danos a cultura do caupi no estado do
Ceard, pode-se mencionar as pertencentes as seguintes familias e géneros:
familia Comoviridae ¢ género Comovirus, virus do mosaico severo do caupi
(“cowpea severe mosaic virus”, CPSMV), familia Potyviridae e género
Potyvirus, virus do mosaico do caupi transmitido por afideos (“cowpea aphid-
borne mosaic”,CABMYV) e virus do mosaico do caupi blackeye (“blackeye
cowpea mosaic virus”,BLCMV), familia Bromoviridae e género Cucumovirus,
virus do mosaico do pepino (“cucumber mosaic virus”, CMV), familia
Geminiviridae e género Begomovirus, virus do mosaico dourado do caupi

(“cowpea golden mosaic virus”, CGMV)

Recentemente um isolado do virus do mosaico dourado - CGMV
pertencente também a familia Geminiviridae mas ao género Geminivirus sub-

grupo III, foi constatado em diversos locais do estado do Ceara (Lima et al.,
1998).

Dentre os virus acima citados merece destaque o CPSMV, que infecta

naturalmente a planta de V. unguiculata (Brioso et al., 1994) (FIGURA 2)




i

-7
i
| s
H““Mh

T

FIGURA 2: Plantas de V. unguiculata, sistemicamente infectada pelo mosaico
severo do caupi (CPSMV), apresentando sintomas de mosaico severo com

bolhosidades




ocasionando severa diminui¢do na produtividade dessa cultura (LIMA et al.,
1989).

3.0 -CARACTERIZACAO do CPSMV

O CPSMV foi por muito tempo, considerado uma raca do “Cowpea
Mosaic Virus” (CPMV), mas posteriormente foi reconhecido como um virus

distinto (Fulton & Scott, 1979; De Jager,1979).

As particulas do CPSMV, como os de todos os comovirus, apresentam
virions ndo envelopados, exibindo morfologia isométrica, com didmetro entre 28
a 30 nm. Cada capsideo ¢ formado por 60 cépias de uma proteina longa
("Large", L) e uma copia da proteina pequena ("Small", S) (Murphy et al., 1995;
Chen & Bruening., 1992), e essas proteinas t€ém massas moleculares aparentes
de 42 kDa e 23 kDa, respectivamente (Murphy et al., 1995). De acordo com
MURPHY et al, (1995) a capa protéica dos comovirus, provavelmente

apresenta proteinas glicosiladas.

Assim como em todos os comovirus, o genoma do CPSMV possui
dois segmentos de RNA de fita simples, com tamanhos de 5,8 kb (RNA1) e 3,6
kb (RNA2) (Murphy et al., 1995) os quais foram sequenciados por CHEN &
BRUENING (1992) que mostraram ser a sequéncia 5’-r UAUUAAAAUUUU,
comum aos dois RNAs, o que estd de acordo com o descrito na literatura para
outros comovirus (Lomonossoff & Shanks, 1983; Van Wezenbeek et al.,1983;
Mac Farlane et al., 1991 e Chen & Bruening, 1992).

Ambos RNAs gendmicos do CPSMV sdo necessdrios para que ocorra
a infecgdo sistémica na planta hospedeira. O RNAI codifica fungdes necessarias

a replicacdo, enquanto o RNA2 codifica as proteinas necessdrias para 0

movimento do virus, célula a célula e a longa distancia (sistémico), bem como




codifica as proteinas do capsideo (Goldbach et al., 1980; Willink & Van
Kammen, 1989).

4-VIRUS DE VEGETAIS COMO SISTEMAS DE EXPRESSAO DE
ANTIGENOS

Os virus que infectam os vegetais, reconhecidos como nio
patogénicos para seres humanos e outros animais, tém atraido particular atengdo
por sua possivel utilizagdo como vetores de expressdo de genes provenientes de

outros sistemas bioldgicos de interesse (Scholthof ef al., 1996).

Devido as suas caracteristicas de ser transmitido mecanicamente, de
atingir alta concentragdo na planta hospedeira, de ser um virus estavel e de fécil
purificagdo, o CPMV tem sido o virus mais utilizado com o proposito de
expressar genes estrangeiros em sua capa protéica (Usha et al., 1993). Pesquisas
anteriores sobre o uso do CPMV como um vetor de expressdo, determinaram
algumas normas para a construgdo de quimeras vidveis e geneticamente estaveis
(Stanley, et al., 1993; Porta et al, 1994). Primeiro, as seqiiéncias estrangeiras
devem ser adicionadas a seqiiéncia do CPMV do tipo selvagem sem que haja
substituigdo dos genes nativos; segundo, os métodos para introdugdo de genes
estrangeiros que resultam na duplicagdo da seqiiéncia em cada lado da inser¢do
sdo inadequados, pois ocorre perda do gene inserido durante a recombinagdo
homodloga; terceiro, o sitio preciso da inser¢do dentro do “loop” BB-BC da
proteina S é importante para maximizar o crescimento das quimeras. Usando
essas regras, mais de 30 diferentes quimeras com CPMYV ja foram produzidas

nos Ultimos 3-4 anos, como: o ‘Rhinovirus-14’-HRV-14 (Porta et al., 1994); o

Virus da ‘Imunodeficiéncia Humana-1’-HIV-1 (Porta et al., 1994; McLain et al.,
1996 e XU et al., 1996); o ‘Virus Food-and-Mouth’-FMDV (Usha et al., 1993)..

As particulas quiméricas tém se mostrado estdveis em pH 1,0 e até quando




incubadas com pepsina (Xu et al, 1996). As quimeras resultantes foram

purificadas através de plantas de caupi infetadas e induziram uma resposta
imunolégica especifica, quando utilizadas para imunizagdo subcutdnea de
diferentes animais. Na maioria dos casos, a presenga de seqiiéncias heterélogas
ndo afeta a capacidade do CPMV de se replicar nas plantas e a produgdo de
virus modificados ¢ semelhante a produgéo obtida em plantas infectadas com o
virus nativo. A propagagdo do virus quimérico pode ser realizada através da
inoculagdo do extrato de folhas de plantas infectadas com o mesmo, para outras
plantas sadias. Uma investigagdo sobre a estabilidade genética de diversas
guimeras determinou que as inser¢des podem ser mantidas intactas, por pelo
menos 10 passagens seriadas, desde que o tamanho da inser¢do ndo ultrapasse

30 aminoacidos (Porta & Lomonossoft, 1994).

Recentemente BRENNAN et al., (1999) demonstraram que o CPMV
expressando a proteina B da bactéria Staphylococcus aureus funcionou como

um potente imundgeno através das vias oral e nasal

O virus do mosaico do fumo (“tobacco mosaic virus”, TMV) também
vem sendo utilizado como um sistema de apresentagdo de antigeno, mostrando-
se eficiente quando utilizado para expressar uma enzima (Hamamoto et
al.,1993), uma proteina ZP3 (Fitchen et al., 1995). Essas proteinas foram
acumuladas em grandes quantidades em plantas de Nicotiana tabacco L., foram

purificadas e utilizadas para imunizagdo, induzindo uma resposta imunoloégica.

O “Tomato Bushy Stunt Virus” (TBSV) expressou a glicoproteina 120
(gp120) do virus da imunodeficiéncia humana, HIV-1. O gene que expressa a gp
120 foi inserido na capa protéica do TBSV e a quimera foi replicada. As
guimeras, entdo produzidas, foram purificadas e utilizadas para a imunizagdo de

camundongos através da via subcutdnea, induzindo uma resposta imunolégica



com producdo de anticorpos especificos para os dois virus, HIV-1 e TBSV

(Joelson et al.,1997).

O “virus do mosaico da alfafa” (alfafa mosaic virus-AMV) também
funcionou com eficiéncia para expressar epitopos do virus da raiva e do virus
HIV-1, sendo que as quimeras produzidas foram multiplicadas em plantas de M.
tobacco, posteriormente purificadas e utilizadas para indugdo de uma resposta

imunoldgica através de imunizagdo de camundongos por via subcutdnea.
(Yusibov et al., 1998)

Fo1 demonstrado pela primeira vez por FLORINDO er al. (1997) a
imunogenicidade do CPSMYV utilizando a via oral. Camundongos “"swiss" foram
mmunizados com virus purificado ou com extrato de folhas de I~ unguiculata
infectada pelo mesmo. Em seguida, LIMA et al. (1998) reproduziram esses
resultados, imunizando coelhos também por via oral. A partir de entdo outros

modelos comegaram a ser testados utilizando essa via.

O AMV for1 utilizado para expressar o virus da raiva induzindo uma
resposta 1munologica sistémica e mucosa, quando camundongos eram
imunizados por via oral com as quimeras purificadas e com folhas de espinafre

contendo as mesmas (Modelska et al., 1998)

DURRANI er al. (1999) mostraram que a 1munizagdo de
camundongos por via intranasal com duas doses de quimera do CPMV e HIV-1,
induzindo respostas imunologicas mucosa e sistémica, produzindo IgA e um alto
nivel de anticorpos séricos, principalmente IgG2a especificos para o HIV-1 ¢
CPMV. Resultados semelhantes foram observados por BRENNAN ez al. (1999)

utilizando quimeras do CPMV e uma proteina da bactéria Staphylococcus

aureus




5- RESPOSTA IMUNOLOGICA

A resposta imunologica ¢ um mecanismo de defesa, que leva os
animais vertebrados a produzirem anticorpos e células reativas, em resposta a
uma grande variedade de moléculas, especialmente proteinas. Todas as respostas
imunoldgicas sdo iniciadas pelo reconhecimento de antigenos estranhos. Isto
conduz a ativagd@o de linfécitos que reconhecem especificamente o antigeno, e
culmina no desenvolvimento de mecanismos que modulam o efeito fisiolégico

da resposta, isto € a elimina¢do do antigeno (Abbas et al., 1998).

As respostas imunolégicas sdo eventos complexos que envolvem
tecidos, células e interagdes moleculares. Entre os mediadores soluveis, as
citocinas aparecem para controlar, em um grau consideravel, a natureza dessa
resposta (Boyaka et al., 1999). As respostas imunoldgicas sdo influenciadas pela
rota de imunizagdo, pela natureza do antigeno e ainda pela presenca de
elementos biologicamente ativos que servem para mediar o tropismo especifico
nos tecidos (Anderson, 1999). Os adjuvantes, vetores ou veiculos, também
influenciam na qualidade e quantidade de uma resposta imunologica (Walker,
1994; Spriggs, 1996).

5.1 -Compartimentalizacdo da imunidade

Atualmente vem sendo firmado um conceito de compartimentalizagdo
da resposta imunoldgica pela existéncia de, no minimo, dois sistemas imunes,
um sistema imune periférico e um sistema imune mucoso. Esses sistemas
operam separada e simultaneamente em muitas espécies, incluindo os seres

humanos (Anderson, 1999) e a propria imunidade sistémica pode resultar de

uma combinagdo da imunidade periférica com a imunidade mucosa.
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O conceito anatomico de compartimentalizagao da imunidade ¢é
baseado na contribuicdo de conhecimentos oriundos de varias disciplinas
(Kroemer er al., 1993). A anatomia da captagdo do antigeno, a fisiologia e a
bioquimica da recirculacdo dos linfécitos e o microambiente inico dos tecidos,
©#m fungdes que influenciam significativamente a qualidade das respostas

humoral e celular.

A maneira como cada tecido linféide entra em contato com os
antigenos afeta a resposta imunoldgica. Assim, alguns antigenos podem
produzir qualitativamente diferentes respostas em linfonodos, bago ou placas de
“Peyer” (Anderson, 1990). Os antigenos na corrente linfatica sdo filtrados,
capturados, processados e apresentados quando a linfa passa sobre as células
apresentadoras de antigenos nos linfonodos. Tal processamento de antigenos nos
linfonodos resulta no que se definiu como "imunidade periférica”, caracterizada
pelo aparecimento de IgG no sangue. Na corrente sangiiinea, os antigenos sdo
também filtrados, capturados, processados e apresentados em interfases
estratégicas estabelecidas entre o sangue e os tecidos no baco. Isto também
resulta em “imunidade periférica" (Anderson, 1999). O microambiente do baco €
de certa forma mais complexo porque acomoda as células apresentadoras de
antigenos circulantes e as células T e B imunoreativas de outros tecidos
comprometidos com as imunidades periférica ou mucosa. Os antigenos no
limen dos Orgdos dos tratos respiratério ou gastrintestinal ndo sdo
destrutivelmente endocitados pelas células epiteliais especializadas, chamadas
de células "M", sdo "trespassados" para as células no interior das placas de
“Peyer”, onde ocorre o desencadeiamento do processo da "imunidade mucosa",

caracterizado pela produgédo de IgA (Anderson., 1999).

A distingdo entre sistemas que regula imunidade humoral versus

imunidade celular (Rocken & Shevach, 1996) ndo deve ser confundida com

imunidade “periférica” ou “mucosa”. Imunidade celular e imunidade humoral
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estdo presentes em ambos os sistemas periférico € mucoso, mas os isotipos de
anticorpos e a seletividade das células T efetoras do érgdo podem ser diferentes.
Algumas das interagdes e citocinas envolvidas no controle da imunidade celular
ou humoral estdo também envolvidas no desencadeamento da imunidade

periférica versus mucosa e vice-versa (Mosmann & Sad, 1996).

6 - VIAS DE IMUNIZACAO

6.1 - Via subcutianea

A via subcutdnea ¢ uma via artificial bastante usada
experimentalmente para indugdo de anticorpos circulantes em processos de
vacinagdo em seres humanos e outros animais, e ainda, em producdo de

anticorpos contra virus de vegetais, para utilizagdo em diagndsticos.

Uma das vantagens da utilizagdo dessa via é o fato do antigeno
administrado ndo sofrer a interferéncia dos processos do trato digestivo,
entretanto existem restrigdes quanto ao uso dessa via, pois a mesma necessita de
adjuvantes para induzir uma resposta imunoloégica eficiente, com a maioria dos

antigenos.

6.2 -Via oral

A via oral vem sendo bastante utilizada nos procedimentos de
imunizagdo uma vez que, € por ela que a maioria dos patdgenos inicia o
processo infeccioso interagindo com a mucosa do hospedeiro. Além disso, a via
oral € de interesse preferencial por ser a via fisiolégica de entrada dos alimentos.

De acordo com MAGISTRIS (1998) o ponto pratico da imunizagdo por via oral,

€ que essa € uma via natural, ndo invasiva, facilita uma possivel vacina¢do em
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massa e a aceita¢do da vacina pelo publico € maior. A imunizagdo pela via oral
em vdérias vantagens sobre a imuniza¢do parenteral sobretudo porque a
imunizacdo pelas mucosas induz a sintese de anticorpos especificos (IgA)
diretamente no sitio de infeccdo e esses anticorpos podem inibir o ataque € a
colonizag@o do patdgeno, bem como podem neutralizar sua atividade toxica. A
imunizagdo através da mucosa estimula a resposta imune sistémica do tipo IgA e
ainda estimula a do tipo IgG que representa uma barreira contra a invasdo dos
tecidos pelos microorganismos. A outra vantagem da imunizag@o por via oral €
que, em caso de vacinagdo ela pode ser feita independente do estado de satde do

candidato a receber a vacina MAGISTRIS (1998).

Apesar das vantagens do uso da via oral, para a inducdo de uma
resposta imunoldgica, seja sistémica, seja mucosa, essa via ¢ limitada por alguns
obstaculos. Um deles é o da dose do antigeno imunizante, isto €, sendo a
guantidade de antigeno absorvida pequena, faz se necessario ministrar
guantidades relativamente grandes do mesmo, o que ocasiona, fregiientemente, o
estado de tolerancia imunolégica (Maureen & Ferguson, 1986; Van der Heijden
et al., 1991; Melo et al., 1994; Weiner et al., 1997; Strobel & Mowat, 1998).
Pequenas quantidades de proteinas, administradas pela via oral, escapam da
digestdo enzimdtica no intestino e s@o absorvidas como antigenos intactos
(Mowat, 1987; Strobel & mowat, 1998). Apenas 2% das proteinas administradas
oralmente podem ser absorvidas, levando ao desencadeamento de trés
importantes conseqiiéncias imunoldgicas: indu¢do de uma resposta imunoldgica
mucosa, com produgdo de IgA secretora; inducdo de uma resposta imunolégica
sistémica, o que é mais dificil e desenvolvimento de um estado de tolerdncia

imunoldgica o que acontece com mais freqiiéncia .

Alguns aspectos do processo de imunizagdo por via oral vém sendo

sstudados e foi demonstrado que certas caracteristicas sdo necessarias aos

antigenos administrados por essa via, para desempenhar sua fun¢do como




13

imundgeno. As proteinas imunogenicamente ativas, administradas pela via oral
possuem atividades ligantes, como as desempenhadas pelas lectinas, sendo
portanto, proposto que essas moléculas seriam capazes de ligar-se
especificamente a glicolipidios e glicoproteinas existentes na superficie da
mucosa intestinal, sendo assim internalizadas e transportadas para a corrente

sanguinea (Aizpurua & Russel, 1988).

Considerando-se a importdncia da imunizagio por via oral e o fato da
exposi¢cdo do ser humano a muitos patégenos como virus e bactérias ocorrer
micialmente através do contato com a mucosa, parece ser importante a procura
de substancias imunogénicas, como € o caso dos virus de vegetais e/ou proteinas
de bactérias desprovidas de toxicidade, que possam atuar como adjuvantes

efetivos na mucosa para a producdo de vacinas (Mckenzie & Halsey, 1984).

Extensivos estudos de estratégias para desenvolver efetivos sistemas
gue possam aumentar a absorg¢do do antigeno, prevenir sua degradagdo e ainda

ser capaz de induzir uma resposta imunoldgica eficaz sdo do maior interesse
MESTECKY et al. (1997).

Um melhor entendimento dos fatores moleculares e celulares
envolvidos na regulagdo da imunidade de mucosa, aumentaria a seguranga nos
procedimentos de vacinagdo, com o objetivo de induzir uma resposta imune de
carater protetor apropriado contra um determinado patégeno (Boyaka et al.,
1999).

6.3 - Via Intranasal

A via intranasal ja foi muito utilizada, sobretudo por sua relagdo com

os fendmenos ligados a asma, rinites alérgicas e outras rea¢des alérgicas do trato

respiratério. Estudos de varios laboratérios tém mostrado que uma grande
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guantidade de antigenos, administrados pela via nasal, sdo altamente efetivos na
mnducdo de respostas imunoldgicas mucosa e parenteral (Abrahan, 1992). A
mmunizagdo através da via intranasal apresenta vantagens em relagdo a via oral,
por evitar o contato com as enzimas degradativas do tratogastrointestinal
(Brennan et al., 1999). Além disso, a via intranasal necessita de 10 vezes menos

antigeno do que a via oral.

A via intranasal quando utilizada com: vacinas vivas (Gilleland er al.,
1997); virus vetores (Ball et al.,, 1998; O’Neal et al., 1997). e peptideos
sintéticos (Staats et al., 1996), sem a adicdo de adjuvantes, tem meostrado
estimular respostas imunes de altos titulos, induzindo protecdo em sitios
distantes. Trés rotas de imuniza¢do de camundongos (tragueal nasal e
peritoneal) com adenovirus, induziram respostas imunologicas de mucosa com a
producdo de IgA secretora e sérica com a sintese de IgG e IgG2a (Boyaka er al,
1999).

7 - IMUNOADJUVANTES

Na segunda década do século XX, com os trabalhos realizados na
produgdo de soros obtidos de animais para a terapia humana. foi descoberta que
certas substancias, principalmente o hidroxido de aluminio (GLENNY er
al.,1926), associados ou emulsificados com um antigeno, potencializavam a
producdo de anticorpos, ou seja, essas substancias atuavam como adjuvantes.
Desde entdo, o uso de adjuvantes para a produgdo de anticorpos em animais de
laboratdrio tornou-se uma pratica rotineira em varias areas de pesquisa. Apesar
da importancia dos adjuvantes, mesmo em nossos dias, ainda ndo existe

adjuvante ideal, cuja poténcia aparentemente pode variar segundo o antigeno

usado na produg¢do de diferentes imunoglobulinas.
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Os adjuvantes sdo compostos capazes de estimular ou de regular a
resposta imunoloégica especifica para o antigeno (LYCKE et al., 1992). O efeito
dos adjuvantes resulta principalmente de duas atividades: a) possibilita a
concentragdo do antigeno em local onde os macréfagos possam encontra-lo
(efeito "depodsito"); b) induz a sintese de citocinas que regulam a fungdo
linfocitaria. Os sais de aluminio provavelmente tém uma fungdo de depdsito,
induzindo pequenos granulomas nos quais o antigeno € retido (ROITT, 1997).
Até o presente momento os adjuvantes mais utilizados sdo os de sais de
aluminio descritos por (GLENNY et al.,, 1926), e o adjuvante completo de
Freund (composto por Oleo mineral, agente emulsificante e a bactéria
Mycobacterium bovis, morta pelo calor) e o adjuvante incompleto de Freund
(semelhante ao adjuvante completo, sem a presen¢a da bactéria) (FREUND,
1951). Contudo, esses adjuvantes apresentam vantagens e desvantagens. Os
adjuvantes a base de sais de aluminio ndo estimulam uma forte resposta
imunoldgica contra todos os antigenos e, geralmente, ndo induzem imunidade
mediada por células (WARREN er al, 1986); enquanto que o adjuvante de
Freund é um excelente potencializador da resposta imune contra o antigeno,
induzindo respostas imunologicas humoral e celular, no entanto, pode induzir a
sintese de imunoglobulinas inespecificas (Leclerc & Chedid, 1978; Kenney et
al. 1989). Além disso, esses adjuvantes sdo ineficientes para desencadear
respostas imunes contra proteinas de baixo peso molecular, particularmente,
haptenos e peptideos, a menos que estejam ligados covalentemente a moléculas
maiores e imunogénicas (ALBUQUERQUE, 1994). Portanto, a resposta
mmunologica sera desenvolvida, tanto contra a molécula carreadora, como contra

o antigeno

Além dos adjuvantes mencionados anteriormente, varias outras
substancias imunomoduladoras de diferentes caracteristicas estdo em fase

sxperimental, entre as quais encontra-se o marcol 52 associado a montanide 888,
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0s quais mostraram-se superiores ao AI(OH);, (Muneer & Afzal, 1989; Muneer
et al., 1994). O PCPP (poly[di(carboxylatophenoxy)phosphazene]) descrito por
PAYNE et al., (1995) e a QS-21(uma fragdo purificada de extrato de saponina
de Quillarja saponina) descrita por KENSIL et al., (1991) séo apontados como

excelentes adjuvantes quando ministrados com diferentes antigenos.

Outras substdncias que vém atraindo bastante atengdo sdo os
polimeros biodegraddveis, os quais podem ser usados para formar
microparticulas que encapsulam o antigeno, protegendo-o de degradagdo e
deteriorizacdo (Anderson, 1999), quando utilizados tanto pela via mucosa ou
parenteral. Os 4cidos poliidroxidos, acidos poliaminos e polyanidrido (DAVIS.,
1998), latex, poly (metilmetacrilato), poliacrilamida, alginato, copolimeros de

ehyline-vinil acetato (Michalek et al., 1994) tém apresentado os melhores

resultados

Outros dois adjuvantes descritos por (Slaoui.1998) que merecem ser
mencionados sdo: Smithkline Beecham Sistema 4-(SBAS4) e Smithkline
Beecham Sistema 2-(SBAS2). O SBAS4 é uma combinagéo de sais de aluminio
e monophosforil lipidio A (MPL) que ¢ mais eficiente na inducdo de uma
resposta imunoldgica, quando comparado aos sais de aluminio isoladamente. O
SBAS2 ¢ baseado em uma combina¢do de monophosphoril lipidio A (MPL),
QS-21 (uma fra¢do purificada de extrato de saponina de Q. saponina) € uma
emulsdo de 6leo e dgua. Essa mistura mostrou-se capaz de induzir um alto nivel

de anticorpos, quando utilizada associada ao virus da hepatite B, em imunizag¢do

de camundongos pela via subcutdnea
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7.1 - Imunoadjuvante mucoso

A utilizagdo da via oral nos procedimentos de imunizagdo representa
uma abordagem desafiadora uma vez que, ao ser usada para ministrar antigenos
ela mobiliza o tecido linféide associado ao intestino (GALT), podendo induzir
imunidade mucosa e imunidade sistémica. Apesar disso, a via oral também pode
conduzir ao estado de ndo reatividade, conhecido como tolerdncia imunolégica
(Boyaka et al., 1999). Nesse contexto, a procura de adjuvantes que sejam
eficazes nos procedimentos de imunizagdo pela via oral vém se revelando do
maior interesse. Foi assim constatada a capacidade da maioria das enteroxinas
produzidas pelo Vibrio cholerae que se mostraram excelentes imundgenos
guando ministradas pela via oral, passando a ser empregadas como carreadores
de antigenos, e a ser consideradas como "adjuvantes mucosos" (LYCKE er al.,
1992; VAN DER HEIDEN, 1991; XU-AMARO et al., 1993; HOLMGREN et
al., 1998). As propriedades das toxinas produzidas pelo Vibrio cholerae, CT e
CTB podem ser atribuidas ao fato das mesmas serem resistentes a degradagéo
das enzimas da mucosa e ligarem-se, com alta afinidade as células linfoides e
epiteliais da mucosa, incluindo células M, células apresentadoras de antigenos
(APCs) e outras células B e T (McKENZIE & HALSEY, 1984; HOLMGREN et
al., 1998). Além disso, a CT co-administrada oralmente com o antigeno, induz a
produgdo de IL-4, IL-5 e IL-6 por células Th2 favorecendo a sintese de IgA
especifica para o antigeno usado (XU- AMARO et al, 1993; VanCOTT, et al.,
1996).

Outras substancias estdo sendo testadas em fase experimental como
"adjuvante mucoso" como é o caso do PLGA, u<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>