AUniversidade Federal de Santa Catarina
Centro de Ciéncias Bioldgicas
Departamento de Microbiologia e Parasitologia

Programa de Pos-Graduagio em
P

B l T}E{Fy.\ \Iml?—h“ I,af;j\_l I/I;:ﬁ,\ i x
\ \\ i f .| '._‘ i ." = I'.
0 U= K‘:'_'.'.--,J N AN L N I‘a._r‘?‘/ Wy

mestrado

“Estudo da Cinética do Infiltrado Celular Inflamatorio
Induzido por Adjuvantes de Vacinas em Bolhas de Ar

Formadas no Subcutaneo de Camundongos™

Fabiola Cunha Bernardes e Rezende

Floriandpolis
2003



Fabiola Cunha Bernardes e Rezende

Estudo da Cinética do Infiltrado Celular Inflamatorio
Induzido por Adjuvantes de Vacinas em Bolhas de Ar
Formadas no Subcutaneo de Camundongos

Dissertacdo apresentada como requisito
parcial a obten¢do do grau de Mestre
em Biotecnologia, Programa de Pds-
Graduacdo em Biotecnologia, Centro de
Ciéncias Biologicas, Universidade
Federal de Santa Catarina.

Orientador: Prof. Dr. José Herménio
Cavalcante Lima Filho

Co-Orientador: Prof. Dr. Carlos
Roberto Zanetti

Floriandpolis
2003



Morre um sonho

Nasce outro...

E assim vamos vivendo
De esperanga...

Nossas maos

Sempre tentando agarrar
O que sonhamos.

E no impulso deste gesto
Vai inteiro o coragao.

E se ele vai

Nos leva junto.

E ¢ assim

Que nossos sonhos

Se transformam em realidade...

Cintia Moreira Kallas



A meus pais José Ricardo e Vania,

pelo amor, carinho e apoio.

A meu marido, amigo e companheiro Mikael Jr.,
por estar em todos os momentos.

A meu irmao Ricardo,

pelos pequenos gestos que significaram muito.
A minha sobrinha Eduarda,

pelos momentos de dogura e alegria.



Agradecimentos

A

Meu orientador e amigo Prof. Dr. Jos¢é Herménio Cavalcante Lima Filho, pela confianga
mais uma vez.

Meu co-orientador Prof. Dr. Carlos Roberto Zanetti, pela paciéncia e compreensao.

Minha grande amiga Bianca Fiuza Lima, pelas palavras amigas de sempre.

Colega e amiga Priscilla Emmanuelle Machado, pela for¢a e companheirismo durante todo

0 curso.

Amigos do MIP, por todos os momentos.

Dra. Silvia, Analia, Renata e Marilene, pela paciéncia e grande colaboragao.
Toda minha familia, pelo amor e apoio de sempre.

Vallée S.A. (Sao Paulo), pelo suporte técnico.

E a todas as pessoas que de alguma forma colaboraram para a realizacdo deste trabalho.



Resumo

A inflamag¢ao ¢ uma resposta do organismo a um estimulo agressor, quimico, fisico ou
bioldgico, que tem como finalidade restaurar a integridade tecidual. Este fendmeno
biologico ¢ realizado através do acumulo e ativagdao de leucéceitos no local da injlria,
que contribuem para a eliminacdo de antigenos e recuperagdo da homeostase. A
inflamacao ¢, também, fundamental para o estabelecimento da imunidade especifica e
eficiéncia da imunizacdo. Uma das medidas de imunizag¢dao mais eficaz ¢ a vacinagao.
Uma vacina deve ter alto poder imunogénico para ser eficaz na profilaxia de doencas
infecto-contagiosas. Desta forma, elas s3o geralmente associadas a substancias
adjuvantes, que amplificam a resposta protetora da vacina. Entretanto, alguns destes
adjuvantes induzem efeitos indesejaveis, tais como excesso de inflamagdo local e sinais
flogisticos sistémicos. O presente estudo pretendeu verificar a atividade inflamatoria
induzida por seis adjuvantes, associados a uma vacina contra virus rabico para futuro
uso em animais. Os adjuvantes testados neste trabalho foram o Algamulin, Avridine,
Hidroxido de Aluminio, B-Glucana (2 ¢ 4 mg), SEPPIC-I e SEPPIC-II. Para este
objetivo as diferentes formulagdes adjuvantes (50ul) adicionadas a vacina (50ul), a
vacina pura (50ul) e PBS (Controle) foram inoculados em uma bolha de ar (3ml)
formada do dorso (subcutaneo) de camundongos albinos da linhagem Swiss. Apds 24 e
72 horas do desafio, os animais foram sacrificados ¢ o conteudo celular obtido da
cavidade foi associado a intensidade do processo inflamatorio. A contagem total de
células leucocitarias e suas subpopulagdes foi realizada por Citometria de Fluxo. Para a
analise de subpopulagdes, os leucocitos foram preparados e marcados, conforme o
protocolo da PharMingen®, com anticorpos conjugados com fluoresceina ou
ficoeritrina-R, especificos para as populacdes de Linfocitos B (anti-CD 19), Linfocitos
T (anti-CD 3) e sub-populacdo de Linfocitos T (anti-CD 4 e anti-CD 8). Nossos
resultados permitem concluir que: 1. Todos os adjuvantes induzem inflamagao cutanea;
2. Existe diferenca de intensidade e na qualidade do infiltrado inflamatério induzido
entre os diferentes adjuvantes utilizados. Alguns adjuvantes induzem um infiltrado
inflamatorio  predominantemente de células mononucleares, Outros de
polimorfonucleares; 3. Estas diferencas parecem resultar em padrdes de resposta imune
diferentes, de acordo com a célula mais estimulada. Os padrdes de resposta
predominantemente mononuclear foram observados com SEPPIC-I e SEPPIC-II. O
Padrdo de resposta apresentando grande quantidade de células polimorfonucleares foi
observado com Hidroxido de Aluminio, Algamulin e Beta Glucana; 4. Avridine
apresentou um infiltrado misto no qual havia a presenca tanto de células mononucleares
quanto polimorfonucleares;

Tais resultados podem prover dados para a selecao de adjuvantes para uso animal ou,
eventualmente, para seres humanos. Trata-se, portanto, de um desenvolvimento
biotecnoldgico importante de aplicacao em ciéncia basica e aplicada.

Palavras-chave: inflamagdo; bolha de ar subcutanea; adjuvantes.



Abstract

Inflammation is the organism response against an aggressor of chemical, physical or
biological origin. The main purpose of this response is to recuperate the tecidual integrity.
This phenomenon is accomplished through leucocytes accumulation and activation at the
injury site, which contribute to antigen elimination and homeostasis recovery. Inflammation
is also important for the establishment of a specific immunity and immunization efficiency.
Vaccine, one the most effective methods of immunization, should be immunogenic for an
effective prophylaxis of contagious diseases. Moreover, vaccines are usually associated to
adjuvant to amplify the protective vaccine immune response. However, some of these
adjuvants can induce side effects. Among these are excess of local inflammation and
inflammatory signs. The present study intended to observe the inflammatory activity
induced by six adjuvants, associated to a rabies virus vaccine to be applied in animals in
near future. The adjuvants tested were Algammulin, Avridine, Aluminum Hydroxide, B-
Glucan (2 and 4 mg), SEPPIC-I and SEPPIC-II. The different adjuvants (50ul) added to the
vaccine (50ul), the pure vaccine (50ul) and PBS (Control) were inoculated in air pouch
(3ml) in the subcutaneous of Swiss mice. After 24 and 72 hours of the challenge, the
animals were sacrificed and the cellular content of the cavity was determined to evaluate
the inflammatory response intensity. The total count of leucocytes was accomplished by
flow cytometry. For the subpopulations analysis, the leucocytes were prepared and stained,
as determined by the PharMingen® protocol for B lymphocytes (anti-CD 19), T
lymphocytes (anti-CD 3) and T lymphocyte subpopulation (anti-CD 4 and anti-CD 8). Our
results demonstrated that: 1. All adjuvants can induce cutaneous inflammation; 2. However,
the quality and intesity of each inflammatory infiltrate is different depend upon the
adjuvant used. Some adjuvants induce a mononuclear cells inflammatory infiltrated, and
others of polymorphonuclears cells; 3. These differences seem to result from different
patterns of immune response. The main mononuclear response was observed with SEPPIC-
I and SEPPIC-II. The Aluminum Hydroxide, Algammulin and B-glucan induced a response
presenting great amount of polimorfonuclears cells; 4. Avridine presented a mixed
infiltrated with of mononuclears and polimorfonuclears cells.

Such results may provide data for better adjuvant selection for use in animals and humans.
Moreover, it is an important biotechnological development with applications in basic or
applied science.

Keywords: inflammation; subcutaneous air pouch; adjuvants.
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1. Introducao

1.1 Resposta Inflamatoria

1.1.1 Aspectos gerais da inflamacao

Quando um tecido perde sua integridade por uma agressao, seja ela de natureza
infecciosa ou nao, inicia-se um processo com o objetivo de restaurd-la. Esta resposta do
organismo ¢ complexa e ¢ conhecida como inflamac¢do. A inflamacdo ¢ o processo de
manuten¢do da homeostase do organismo que resulta em acumulo e ativacdo de leucécitos
no local da injuria objetivando a eliminagdo dos agentes agressores ¢ de tecidos lesados.
Isto ¢ importante para a restauragdo da integridade dos tecidos, pois a cicatrizagdo ¢
componente da inflamagdo. A resposta inflamatéria é também, necessaria para iniciar o
estabelecimento da imunidade especifica (JANCAR, 2001).

A inflamagdo ¢ uma reacdo que ocorre no tecido conjuntivo vascularizado,
envolvendo o plasma, as células circulantes, os vasos sanguineos € os componentes
extravasculares do tecido conjuntivo. Todas as células circulantes estdo envolvidas neste
processo. Entre as células do tecido conjuntivo, envolvidas na inflamacdo estdo os
mastdcitos, que circundam intimamente os vasos sanguineos, os fibroblastos do tecido
conjuntivo e macrofagos e linfocitos residentes ocasionais (ROBBINS, COTRAN &
KUMAR, 1991).

Uma vez que componentes do sistema imune - anticorpos e leucdcitos - sdo
normalmente transportados na corrente sanguinea, ndo causa surpresa o fato de os
fendmenos vasculares desempenharem um papel destacado na inflamagdo (ROBBINS et al,
1991).

A resposta inflamatéria foi dividida tradicionalmente em respostas agudas e
cronicas. A resposta aguda inicia-se rapidamente, tem curta dura¢do e ¢ relativamente
uniforme. Caracteriza-se por acumulo de fluido, proteinas plasmadticas e leucocitos,
principalmente neutrofilos. Em sua forma classica, a inflamacdo aguda ¢ caracterizada
através de cinco sinais cardinais: calor, rubor (vermelhidao), tumor (edema), dor e perda de
fungdo. Todos estes sinais sdo diretamente relacionados as mudancgas vasculares locais. Em

contraste, a resposta cronica € de duracao mais longa e inclui afluéncia de linfocitos e
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mondcitos, que nos tecidos se diferenciam em macréfagos, e crescimento de fibroblastos
para regeneracao tecidual (PAUL, 1993).

O modo pelo qual ¢ iniciado o processo inflamatorio ¢ importante, pois dele
depende em parte o conhecimento da natureza e das particularidades da reacdo
inflamatoria, para descobrir mecanismos de interferéncia no processo. Os antigenos podem
iniciar inflamacdo por varios mecanismos distintos. As células lesadas, por exemplo,
podem langar produtos de degradagcdo que iniciam uma ou mais cascatas de proteases
plasmaticas (proteinas do complemento, cininas e fatores de coagulagdo) e estes eventos
podem iniciar ¢/ou aumentar a expressao de citocinas que disparam o processo inflamatério
(RYLANDER, 1987; LAWLEY & KUBOTA, 1991; KAPP, 1993; DINARELLO, 1994;
MARSHALL & BIENENSTOCK, 1994; BINGAMAM et al, 2000). O processo
inflamatorio ¢ iniciado, regulado e eliminado pelas a¢des dos mediadores da inflamagao
(RAEKALLIO & NIEMINEM,1979).

As proteinas do Complemento se tornam ativas através de uma série de eventos
proteoliticos, e promovem aumento da resposta inflamatoria através da ligacdo a
organismos estranhos, aumentando a fagocitose (componentes C3b e C5b), funcionando
como agentes indutores de aumento da permeabilidade vascular diretamente ou
indiretamente através da degranulacdo de mastocitos e quimioatraentes para células
inflamatorias (C3a e C5a) (MULLER-EBERHARD, 1992; GOLDSTEIN, 1992; HOLERS,
1996; KOZEL, 1996; WARD, 1996).

Independentemente do agente causal, a quebra da homeostase inicia uma série de
eventos moleculares que produzem mediadores pré-inflamatorios resultando nas principais
mudancas fisiologicas que caracterizam a inflamacdo aguda: vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular, aumento de fluxo sanguineo, migra¢do de leucocitos do sangue
periférico aos tecidos, acumulo no sitio inflamatério e ativacdo dos leucocitos para
destrui¢cdo e, se possivel, eliminagdo das células mortas da lesdo tecidual (ROBBINS &
COTRAN, 1979; RAMPART & VAN DAMME, 1989; WHITE, 1990). Quando o tecido
lesado ¢ eliminado, mediadores antiinflamatorios permitem a parada do processo
(ANDERSON, 1996), o que evita dano desnecessario para os tecidos. Se a inflamagao
resulta em destrui¢do incompleta do agente, o processo inflamatdrio persiste evoluindo para

uma inflamagdo cronica (SCHMIDT et al, 1979; YOSHINO et al, 1985). Entretanto, vale
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destacar que os mediadores anti-inflamatdrios sdo produzidos desde o inicio do processo.
Assim, a inflamacdo resulta da preponderancia de fatores pro-inflamatérios e o seu

desaparecimento deve-se ao predominio de fatores anti-inflamatorios.

1.1.2 Componentes da inflamagdo aguda

1.1.2.1 Vasodilatagdao e aumento de permeabilidade vascular

Imediatamente ap6s a injuria hd uma breve constri¢do das arteriolas locais, seguida
de uma dilata¢do dos vasos sanguineos na area afetada. Como resultado, o fluxo sanguineo
no local lesado reduz e a quantidade de sangue aumenta, o que caracteriza a vermelhidao
(rubor) e calor que se instalam no foco inflamatério (LISTON, 1984; KUPPER et al, 1987,
THEPEN et al, 2000). Como os vasos sanguineos estdo dilatados, sua permeabilidade
aumenta permitindo que as proteinas plasmaticas e os leucdcitos, predominantemente
neutréfilos, emigrem da circulagcdo e se acumulem no foco de agressdo, caracterizando o
edema local (ROBBINS et al, 1991).

Em condi¢cdes normais, as células endoteliais vasculares funcionam como uma
membrana semipermedvel e restringem as proteinas plasmaticas para o espaco
intravascular. Em resposta a estimulos inflamatérios, células endoteliais das vénulas se
contraem, e as jungdes intercelulares se alargam para produzir espagos que permitem a
passagem de maior quantidade de proteinas plasmaticas para os tecidos. Danos mais
severos podem ser associados com necrose das células endoteliais e vazamento
descontrolado de proteinas e células do sangue (HENRIQUES et al, 1987, BUCKLEY et
al, 1991; OMATA et al, 1991).

1.1.2.2 Migragao celular

Um outro componente importante na inflamagdo ¢ o recrutamento de leucdcitos,
principalmente neutrofilos, na fase aguda da circulagdo sangiiinea para o foco de atividade
inflamatoéria. O primeiro evento observado € a expressao de receptores especificos tanto nas
paredes endoteliais como na membrana plasmatica dos leucocitos. A partir da vasodilatagao
ocorre o fendmeno da marginagdo, onde os neutrofilos parecem rolar ao longo da periferia
dos vasos, aos quais aderem em seguida com a ajuda das moléculas de adesdo. A partir

deste ponto, os neutrofilos migram para o local de inflamagao, num fendmeno conhecido
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como diapedese, através de um gradiente de fatores quimiotaticos, entre eles algumas

citocinas, como a IL-8, onde se acumulam no foco inflamatério (SCHUBERT et al, 1989).

1.1.3 Células Inflamatdrias

Os neutrodfilos estdo entre as células mais prevalentes na resposta aguda, respondem
aos mediadores inflamatorios através da migracao e eventualmente fagocitose e destruigao
dos indutores da inflamacdo, acabando por resultar em resolucdo da inflamacdo, reparo
tecidual e recuperacdo da homeostase (MOVAT et al, 1987; FOLLIN, 1999; TERUI et al,
2000). Sao provavelmente os mais importantes fagocitos profissionais, primeiras células a
chegar ao local da agressao, grandes produtores de metabolitos oxidativos e estdo prontos
para matar o organismo ou agente causador da inflamagdo. Durante o processo de
destruicdo do antigeno, os metabolitos oxidativos liberados pelos neutrofilos podem causar
sérios danos teciduais, e estas células sdo programadas para viver pouco entrando em
processo de apoptose. Elas perfazem cerca de 70% dos leucdcitos presentes na circulagdo
sanguinea (BERNARDES, 2000).

Os eosinofilos sdo também recrutados para os sitios inflamatdrios principalmente
em respostas de origem alérgica do trato respiratorio, do trato gastrointestinal e da pele.
Além do mais, estas células podem estar presentes em resposta a infec¢des helminticas
(DIEU-NOSJEAN et al, 2000; TERUI et al, 2000).

Os macrofagos sdo células residentes nos tecidos ou formas evolutivas dos
mondcitos circulantes que sairam do sangue e fixaram residéncia nos tecidos. Estas células
podem iniciar o processo de destruicdo dos fatores etioldégicos da inflamag¢do ou
complementar a funcdo dos neutréfilos na resposta aguda. No sitio inflamatorio, os
macrofagos residentes reagindo ativamente contra os agentes inflamatorios liberam
citocinas que atraem os neutrofilos para fora do sangue e em dire¢@o ao foco inflamatorio
em grande quantidade, onde logo se tornam as células fagociticas dominantes (PARHAM,
2001). Entretanto, sua acao principal fica evidente nas inflamagdes cronicas atuando como
células apresentadoras de antigeno aos linfécitos T, nas imunidades especificas. Uma vez
ativados, os macréfagos liberam uma variedade de citocinas, que possuem fungdes

importantes na imunidade inata e a0 mesmo tempo na preparacdo do cendrio para que a



15

resposta imune adaptativa se desenvolva (EGAN et al, 1996; DIEU-NOSJEAN et al, 2000;
TERUI et al, 2000).

Os linfocitos T desempenham seu papel na inflamacdo aumentando a resposta dos
macrofagos pela producdo de citocinas pro-inflamatérias. Os linfocitos B atuam na
produgdo de anticorpos e estabelecimento de imunidade especifica. Entretanto, em uma
fase inicial, podem apresentar antigenos aos linfocitos T. (EGAN et al, 1996, DIEU-
NOSJEAN et al, 2000; TERUI et al, 2000; PARHAM, 2001).

1.1.4 Inflamacao crénica

A inflamacao cronica ¢ considerada como uma inflamagdo de duragdo prolongada,
semanas ou meses, na qual se processam, simultaneamente, inflamacdo ativa, destrui¢ao
tecidual e tentativa de cura (ROBBINS et al, 1991). E resultado da persisténcia do fator
etiologico, seja um agente infeccioso ou entdo de restos de microorganismos, corpo
estranho, produtos do metabolismo ou ainda reagdes de hipersensibilidade e autoimunidade.
Nestas situagdes ocorre migragdo de linfocitos T auxiliar (helper - CD4) que liberam
citocinas ativadoras de macréfagos e linfocitos B. Os macrofagos, assim ativados, tornam-
se muito mais potentes para eliminar microorganismos e apresentar epitopos antigénicos
aos linfocitos (JANCAR, 2001).

Dentre as mais importantes sequelas deixadas pela inflamacdo cronica estd a
formacdo de tecidos granulomatosos (BOROS, 1994; WUNN & CHEEVER, 1995).
Granuloma ¢ um conjunto de células inflamatérias, principalmente macrofagos e linfocitos,
que estdo eventualmente cercados por uma camada fibrosa, formando um tecido como
conseqiiéncia de uma resposta inflamatoria persistente. Embora os mecanismos de
formacao de granulomas e a resolug¢do da inflamacao ndo estejam muito bem esclarecidos,
linfocitos especificamente sensibilizados e seus mediadores soliveis (como TNF-a e IFN-
v) participam da formacdo e manuten¢do do granuloma em seu estado ativo. Algumas
condi¢des predispdem um individuo a formagdo de granulomas, como a presenga de
bactérias intracelulares e antigenos inorganicos. (CHENSUE et al., 1995; KUNKEL et al.,
1996).
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1.2 Adjuvantes

Como explicitado anteriormente, a inflamagdo ¢ importante para o estabelecimento
da imunidade especifica, sendo, entdo, de fundamental importincia nos processos de
imunizacdo artificial, ou seja, vacinagao.

Enquanto a pesquisa por vacinas ainda estava em desenvolvimento, investigadores
j& notavam que adicionando certos compostos a um indculo poderia aumentar a resposta
imune obtida. Inicialmente, os adjuvantes eram compostos principalmente por matérias
brutas. Por exemplo, notou-se que adicionando pus a toxina da difteria obtinha-se um
aumento de resposta antitoxina em cavalos (KAEBERLE, 1986). Resultados similares
foram demonstrados por RAMON com hidroxido de aluminio, 4gar, lecitina, 6leo de
amido, saponinas, tapioca e inclusive migalhas de pdo, em resposta ao tétano e a vacina
contra difteria (apud GUPTA et al, 1993) Como poderia ser esperado, a adigdo de
estimulantes impuros causou efeitos adversos indesejaveis (PASSOLD, 2001).

Qualquer material que aumente ou ocasione resposta imune a um antigeno ¢
considerado um adjuvante. Adjuvantes sdo substancias imunopotencializadoras, podendo
ser compostos naturais ou sintéticos. O uso de adjuvantes em vacinas ¢ particularmente
importante quando o antigeno possui baixa imunogenicidade. Isto se aplica a antigenos
constituidos por subunidades de peptideos e peptideos recombinantes, cuja estrutura e
conformacdo sdo menos complexas que virus e bactérias intactos inativados. A utilidade de
um adjuvante ¢ dependente de sua seguranca e capacidade em estimular imunidade por
longos periodos (CHIN & GIL, 1998).

Historicamente, os melhores componentes utilizados como adjuvantes de vacinas
incluem extratos de parede bacteriana (micobactéria), 6leos de parafinas, sais de metais
(aluminio), endotoxinas e O6leo mineral. Lipossomos, interferon, complexos imuno
estimulantes (ISCOMS) e citocinas tém sido utilizados ou investigados como potenciais
adjuvantes (WALLACE, 1996).

A utilizagdo de substancias adjuvantes auxilia a formacdo de uma resposta imune
em maior intensidade, maior duracdo e mais rapida com uma quantidade menor de
antigeno, podendo assim diminuir custos na produgdo de vacinas. A producdo de vacinas

sintéticas e de subunidades ¢ muito dispendiosa; com a utilizacao de adjuvantes potentes,
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menor quantidade de antigeno sera requerido para a estimulacio de resposta imune efetiva.
Este aspecto ¢ importante para a produgdo de vacinas de combinagdes, onde com o uso de
substancia adjuvantes, a quantia dos antigenos poderd ser diminuida, reduzindo também,
problemas como, por exemplo, competi¢do entre os antigenos (GUPTA & SIBER, 1995).

Vérios mecanismos sdo propostos para explicar a eficiéncia dos adjuvantes e como
eles podem melhorar a resposta da vacina ao antigeno: Os adjuvantes podem induzir
inflamacao local aumentando o contato do antigeno com células adicionais que sdo atraidas
para o local; formar um depdsito de antigeno liberando-o mais lentamente e prolongando
assim sua interacdo com o macrofago (WALLACE, 1996); aumentar a velocidade e
duragdo da resposta imune; modular a avidez, especificidade, isotipo e distribuicdo de
subclasses de anticorpos; estimular imunidade mediada por células; induzir imunidade de
mucosas € aumentar a resposta imune em individuos imunologicamente imaturos ou senis
(SINGH & O'HAGAN, 1999). Entretanto, parte desta resposta inflamatdria induzida pelos
adjuvantes pode ser destrutiva para os tecidos.

Alguns problemas sdo encontrados no desenvolvimento e uso de adjuvantes em
vacinas humanas e veterindrias. A grande questdo na utilizacdo de adjuvantes em vacinas
esta na toxicidade e nos efeitos adversos de muitas formulagdes (GUPTA & SIBER, 1995).

EDELMAN (1980) lista um numero de critérios que garantem a seguranca de
vacinas adjuvantadas. Além de seguranga com respeito a reagdes locais, reagdes sist€émicas
(toxicidade geral, pirogenicidade), doengas autoimunes, reagdes de hipersensibilidade,
carcinogénicidade, teratogénese etc, um adjuvante ideal deve ser definido quimicamente de
forma que possa ser fabricado constantemente. A preparagdo deve induzir uma resposta
imune protetora a antigenos fracos, com baixas doses de antigenos € com poucas
aplicagdes, deve ser efetivo em induzir uma resposta mais persistente e de alta qualidade,
deve ser estavel em consideracdo a adjuvanticidade e toxicidade ndo apresentando nenhuma
interacao com o antigeno.

O tUnico adjuvante aprovado para uso em vacinas humanas ¢ o hidroxido de
aluminio, pois os padrdes de seguranca das vacinas sdo elevados e ndo permitem os efeitos
colaterais dos adjuvantes mais potentes. Os ISCOMs sdo transportadores lipidicos que
agem como adjuvantes (possuem toxicidade minima) carregando os peptideos e proteinas

ao citoplasma e permitindo respostas de células T (MHC classe I) aos peptideos. Esses
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transportadores estdo sendo considerados para uso na imunizagdo humana (HAWKINS et
al, 1993).

Em muitas vacinas veterinarias sdo utilizados adjuvantes (AFONSO et al, 1994)
como hidroxido de aluminio, saponina, avridine, entre outros, que conseguem amplificar a
resposta inflamatdria inicial induzida pela vacinagdo e aumentar a resposta imune ao
antigeno especifico (PRETO et al,1991).

O mecanismo de agdo e a resposta inflamatoria induzidos pelos adjuvantes sao,
atualmente, pouco entendidos. Isto pode, inclusive, impedir o desenvolvimento de novos
compostos. Nos processos de imunizagdo deve haver, obrigatoriamente, uma resposta
inflamatoria, para que haja ativacdo dos mecanismos de imunidade especifica (Linfocitos B
e T). A imunizagdo deve ser direcionada para este fim. Portanto a adicdo de adjuvantes
ativa varios mecanismos efetores da resposta imune, porém apenas alguns sdo relevantes
para o estabelecimento de uma resposta antigeno-especifica eficiente. O adjuvante mais
apropriado para cada vacina depende amplamente do tipo de resposta imune necessaria para
o estabelecimento de imunidade protetora (SINGH & O’HAGAN, 1999).

Desta forma, o estudo das caracteristicas inflamatdrias dos adjuvantes € importante
na interpretacdo de sua capacidade de inducdo imunogénica e no entendimento dos efeitos

colaterais associados ao seu uso.
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2. Justificativa

O conhecimento da participacao da reacdo inflamatoria, que se desenvolve apds a
administracdo do adjuvante ¢ limitado pela auséncia de estudos na area. Portanto, ¢
importante estudar e compreender o possivel papel da inflamacdo, na presenga do
adjuvante, ligado a eficiéncia da imunizagdo. Este conhecimento poderd possibilitar a
introducdo de modificagdes no método de vacinagdo e/ou nos adjuvantes utilizados,
ampliando a acdo imunizante da vacina e reduzindo possiveis sequelas tais como:
cicatrizes, granulomas e outros danos ao organismo humano e/ou animal.

A administragdo de adjuvantes, na maioria das vezes, ¢ importante, pois se pode
diminuir a dose necessaria de antigeno, reduzindo os custos das vacinas (SINGH &
O’HAGAN, 1999), pode aumentar a imunogenicidade do antigeno e ainda diminuir as
doses necessarias de vacina.

Este estudo foi realizado através da avaliagdo da intensidade de infiltrado celular
inflamatorio induzido por adjuvantes, em bolhas de ar subcutaneas formadas em

camundongos da linhagem Swiss.
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3. Objetivos

3.1.Geral:

e Verificar a cinética de migragdo de células inflamatdrias, induzida por seis
formulagdes de adjuvantes, inoculados em bolhas de ar formadas no dorso

(subcutaneo) de camundongos albinos da linhagem Swiss.

3.2.Especificos:

e Caracterizar quantitativamente a migracdo celular inflamatoria induzida pela
inoculacdo dos adjuvantes Avridine, Algamulin, Beta-glucana (2 e 4 mg),
Hidréxido de Aluminio, SEPPIC-I e SEPPIC-II, através da contagem dos leucocitos

infiltrados por Citometria de Fluxo;

e Avaliar qualitativamente as populacdes e subpopulagdes celulares presentes no

infiltrado inflamatdrio através da contagem dos leucdcitos por Citometria de Fluxo.
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4. Metodologia

4.1.Animais:

No presente estudo foram utilizados camundongos Mus muscullus albinos da
linhagem Swiss, com aproximadamente 21 dias de idade, de ambos os sexos.
Os camundongos foram fornecidos pelo Biotério Central da UFSC e mantidos no

Biotério do MIP sob condi¢des adequadas e controladas.

4.2.Adjuvantes:

Neste estudo foram utilizadas formulacdes experimentais de vacina anti-rabica
preparadas pela indistria Vallée S.A. (Sdo Paulo) adicionada a 6 adjuvantes (Avridine,
Algamulin, Beta-Glucana (2 e 4 mg), Hidroxido de Aluminio, SEPPIC-I e SEPPIC-II).

Avridine® é um amido lipidico sintético. E adicionado a vacina previamente
adsorvida por hidréxido de aluminio, acrescida de conservante a agente anti-espuma. Ao
final, forma-se uma emulsdo 6leo em dgua (RWEYEMAMU, 1986).

Hidroxido de Aluminio é o unico adjuvante aprovado para uso em humanos.

Algamulin® ¢ composto por gama inulina [B-D-(2—1) polifructofuranosil-oc-D-
glicose linear, como particulas na configuracao polimoérfica gama, em geral composta de 50
a 75 subunidades] e uma pequena porc¢do de hidroxido de aluminio, suspensos em NaCl
0,8% e conservados com nitrato fenilmercurico. Inulina é o carboidrato de reserva das
plantas da familia Compositae, e ¢ extraido amplamente do caule de Dalias, principalmente
no inverno, quando as cadeias de frutose sao maiores (COOPER, 1995).

F-Glucana ¢ uma microcapsula de carboidrato altamente purificada, composta por
duas cadeias laterais de glicose (B 1,3/ 1,6) ligadas a cadeia de glicose principal. E
extraida principalmente a partir de paredes celulares de leveduras alimentares
(Saccharomyces cerevisiae). No presente estudo foram utilizadas duas concentragdes de -
Glucana (2mg e 4 mg).

SEPPIC-I® E SEPPIC-II® siao formulagdes adjuvantes novas, ndo oleosas,
produzidas pela empresa SEPPIC (Paris, Franca) cujas formulagdes sdo consideradas

segredos industriais.
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No grupo teste foram inoculados100 pl de adjuvante adicionado de vacina anti-
rabica, diluido em 900 ul de PBS (pH 7,4), com uma seringa (agulha 26G), e no grupo
controle, 1000 ul de PBS (pH 7,4). Foi testada também a vacina pura (50ul de vacina
diluida em 950ul de PBS pH 7.,4).

4.3.Preparacédo das Bolhas Subcuténeas:

Foram inoculados, no dorso dos animais anestesiados (0,02 ml de cloridrato de
cetamina), 3ml de ar com seringa estéril (agulha 26G) com a finalidade de formar uma
bolha de ar subcutdnea onde posteriormente foram coletadas as células inflamatorias. As
bolhas foram preparadas 6 dias antes da inoculagdo do adjuvante (Bolha madura), através

de duas inoculagoes de ar, sendo uma no dia zero e outra no dia trés.

4.4.1solamento do Infiltrado Inflamatoério:

Cinco animais de cada grupo foram sacrificados com 0,3 ml de Cloridrato de
quetamina em 2 tempos ap6s o desafio (24 e 72 h). As bolhas subcutineas foram lavadas
com 2ml de uma solug¢do contendo S mM EDTA em PBS (pH 7,4),0 infiltrado inflamatorio
foi retirado com uma seringa (agulha 18G).

Foram retirados, deste infiltrado inflamatério 200ul e adicionado 100ul de
Paraformaldeido a 4% + 200ul de PBS (pH 7,4). Estas amostras foram estocadas em

geladeira para posterior analise em Citometria de fluxo.

4.5.Anélise Qualitativa e Quantitativa do Infiltrado por Citometria de Fluxo
(IMUNOFENOTIPAGEM):

Foi feita, primeiramente, a contagem por tamanho e granulosidade diferenciando-se
macrdfagos, linfocitos e neutrofilos.
Para andlise das subpopulacdes, as células foram marcadas com anticorpos,

conjugados com fluoresceina ou ficoeritrina-R, anti-CD 45, anti-CD 19, anti-CD 3, anti-CD
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4 ¢ anti-CDS. Estes anticorpos sdo especificos para as populagdes de Leucocitos, Linfocitos
B, Linfocitos T e sub-populacdo de Linfécitos T, respectivamente. As suspensdes de
células foram marcadas conforme o protocolo da PharMingen®. Como controle utilizamos
células ndo incubadas com anticorpos. Trés areas correspondentes a linfocitos, granuldcitos
e macrofagos foram estabelecidas, com base nos resultados das marcagdes dos leucocitos,
associados aos resultados de granulosidade e tamanho.

Para a marcagdo com anticorpos monoclonais especificos primeiramente, o
infiltrado inflamatorio foi centrifugado 3 vezes a 1000 rpm por 8 minutos e o sedimento foi
ressuspendido em 1 ml de uma solugdo de PBS (pH 7,4) + 50 uM de EDTA + 2% de Soro
de Camundongo + 1% Ovalbumina + 0,1% de Azida Sddica. Foi feita uma contagem em
camara de Neubauer e a concentracdo de células foi ajustada para 5x10°/ml. Foram
retirados 50ul de células e adicionados a 15ul de anticorpo. A incubacdo foi de 1 hora em
geladeira, protegido da luz.

Apbs o periodo de incubacdo, a amostra foi centrifugada 3 vezes a 1000 rpm por 8
minutos, sendo o sedimento ressuspendido em 200ul de PBS (pH 7,4). Ao final das
lavagens foram adicionados 400ul de PBS (pH 7,4) + 100ul de paraformaldeido 4% . As
amostras foram estocadas em geladeira por no maximo uma semana, protegidas da luz para
posterior analise no Citometro de Fluxo FACSCalibur (Becton Dicknson) do Laboratério

de Marcadores Celulares do HEMOSC (Florianopolis SC).
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5. Consideracdes Eticas

Dada a utilizacdo de animais nos experimentos descritos, este trabalho foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC no dia 17/04/01 (protocolo:
057/CEUA 23080.001031/2001-20).
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6. Analise Estatistica

A analise dos dados foi realizada com auxilio do teste ANOVA para medidas de

repeticdo, considerando-se estatisticamente significativos os valores de p< 0,05.
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7. Resultados

A contagem celular ¢ tradicionalmente realizada por método manual com a camara de
Neubauer, porém resolveu-se investigar a possibilidade do uso da citometria de fluxo para
esse objetivo. Para isto, testou-se o método através da andlise da concentracdo celular de
cada amostra, controle e teste, pela contagem de eventos totais obtidos pelo Citdmetro de
Fluxo em 15 ou 30 segundos. Fez-se analise nos pontos de 24 e 72 horas apos o indculo.

Neste estudo observou-se que todos os adjuvantes induzem migracdo celular para
interior da bolsa de ar. Indiretamente, acredita-se que esta migragdo ocorre também na pele

quando os mesmos sdo injetados diretamente subepidermicamente.

7.1 Analise qualitativa e quantitativa do infiltrado por tamanho e granulosidade

através da Citometria de Fluxo:

7.1.1 Migragao Celular: Na contagem total de leucocitos por citometria de fluxo,
SEPPIC-I e SEPPIC-II mostraram uma indu¢do no aumento da celularidade nas primeiras
24 horas, que tendeu a diminuir até 72 horas de inflamag@o. Avridine mostrou um aumento
progressivo durante as 72 horas de observacdo. Os demais adjuvantes mostraram uma
indugdo de celularidade nas primeiras 24 horas menor que os acima e uma diminui¢do desta
apods 72 horas. Apenas os resultados dos adjuvantes SEPPIC-1, SEPPIC-II e Avridine foram
significativos estatisticamente nos dois pontos de analise (Fig. 1).

Os resultados de FSC (Forward Scatter Counter) x SSC (Side Scatter Counter) no
citometro de fluxo demonstraram a presenca de trés grupos de células (Fig. 2). Avaliou-se o
infiltrado neutrofilico, macrofagico e linfocitico em 24 e 72 horas. Esses acumulos
celulares estavam presentes tanto no grupo controle como nos grupos experimentais, € se
mantiveram presentes nos dois pontos de analise.

Os adjuvantes Avridine, SEPPIC-I e SEPPIC-II apresentaram um predominio de
macrofagos no infiltrado inflamatério durante todos os pontos observados. Os adjuvantes
Beta-Glucana (2mg e 4mg), Hidréxido de Aluminio e Algamulin, apds 72 horas de

observacao, mostraram predominio de macréfagos e neutréfilos no sitio inflamatério, sendo
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que Beta-Glucana 2mg, Hidréxido de Aluminio e Algamulin induziram um aumento na

populagdo neutrofilica apos 24 horas de inflamag¢dao. O adjuvante SEPPIC-II também

mostrou um aumento na populacio neutrofilica (Tabela 1).

35000

30000

25000

20000

15000

EVENTOS EM 15 SEGUNDOS

10000

S000

ANALISE DO INFILTRADGO CELULAR INFLAMATORIO: CONTAGEM TOTAL DE LEUCOCITOS POR

CITOMETRIA DE FLUXO

T~

S
= — e
12 24 36 48 [=:0] 72
HORAS
—e— Contrale —=—“acina —a— Avridine SEPPIC-I —— SEPPIC-Il
—+—Beta Glucana 2my —— Beta Glucana 4mg  —— Algarnulin Hidrdxido de Alurminio

84

Fig. 1: Analise do Infiltrado Celular Inflamatério por Contagem de Células Totais em

Citometria de Fluxo. As células obtidas do exsudato foram analisadas por citometria de
fluxo em 15 segundos continuos. [F(16,18)=14,24; p<,000] (n=20).
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Fig. 2. Exemplo de um resultado da citometria de fluxo de uma amostra de exsudato
da cavidade da bolha de ar subcutanea formada no dorso de camundongos da
linhagem Swiss. As células obtidas do exsudato foram adquiridas por citometria de fluxo
em 15 segundos continuos. O resultado observado ¢ exemplo de como as determinacdes das
subpopulagdes foram feitas.
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Andlise, por tamanho e granulosidade, do infiltrado celular inflamatdrio pela
contagem das subpopulac¢6es leucocitarias por Citometria de Fluxo.

24h 72h

Linfécitos Macréfagos Granuldcitos Linfocitos Macrofagos Granuldcitos

Controle 2 &3 15 7 82 11
Avidine 27 54 19 6 63 31
SEPPIC-I 1 93 6 1 96 3

SEPPIC-II 1 97 2 6 75 19
B.Glucana 2 72 26 5 47 48
2mg

Beta 0 56 44 2 67 31
Glucana

4mg

H.Aluminio 0 85 15 1 62 37
Algamulin ] 79 20 8 45 47

Tabela 1: Proporcédo das Subpopulacdes Leucocitarias obtida através da Aquisicédo
por Citometria de Fluxo em 15 segundos. (n=20).
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7.2 Analise qualitativa do infiltrado por Citometria de Fluxo confirmadas pelos
marcadores celulares de superficie:

Apoés andlise quantitativa e qualitativa baseada no tamanho e granulosidade das
células, uma avaliacdo mais especifica, utilizando marcagdo com anticorpos monoclonais
conjugados com fluorocromos também foi realizada.

7.2.1 Granuldcitos: Ao analisar as populagdes celulares de granulécitos, observou-
se diferenca entre o grupo controle e os grupos experimentais nos dois pontos de
observacao (24 e 72h). Mas apenas no desafio com o adjuvante Avridine observou-se um
aumento significativo no nimero dessas células em funcdo do tempo, com tendéncia de
crescimento continuo nas primeiras 24 horas se estendendo até as 72 horas de observagao.
No ponto de 72 horas, os valores de granulocitos foram 17000 vezes maiores que oS
verificados no grupo controle, € a maior concentragdo granulocitica foi atingida. Foram
estatisticamente significativos somente os resultados do adjuvante Avridine (Fig. 3).

Média da Granuldbcitos
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Fig. 3: Cinética de migracao granulocitica. O nimero de granulécitos foi determinado
pela citometria de fluxo em 30 segundos continuos presentes em uma area especifica
correspondente aos granuldcitos a partir do exsudato presente no interior da bolha. Os
resultados de Avridine sdo estatisticamente significativos. A 4area correspondente a
granulocitos foi estabelecida através da marcacdo com anticorpo anti-CD45, (n=12).
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7.2.2 Macrofagos: A evolugdo da populacdo macrofagica no interior da bolsa de ar
demonstrou um aumento nas primeiras 24 horas de observacdo em todos os grupos, sendo
estatisticamente significativo apenas nos adjuvantes Avridine, SEPPIC-I e¢ SEPPIC-IIL.
ApoOs as 24 horas ocorre gradual diminuicao da concentragcdo celular em todos os grupos,
exceto no grupo desafiado com o adjuvante Avridine que mostrou um incremento nesta

populacao celular até as 72 horas de observacgdo (Fig. 4).
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Fig. 4: Cinética de migracdo macrofagica. O nimero de células foi determinado pela
citometria de fluxo em 30 segundos continuos presentes em uma darea especifica
correspondente aos macrofagos a partir do exsudato presente no interior da bolha. Os
resultados de Avridine, SEPPIC-I e SEPPIC-II sdo estatisticamente significativos. A area

correspondente a macrdofagos foi estabelecida através da marcacdo com anticorpo anti-
CD45 (n=12).
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7.2.3 Linfécitos (T CD4+,T CD8+,B CDI19+): O comportamento da populacao
linfocitaria assemelha-se a das outras células estudadas, com aumento no nimero desse tipo
de célula na cavidade da bolha de ar subcutidnea nos grupos teste em relagdo ao controle.
Essa tendéncia de incremento da populagdo linfocitdria estd mais presente no grupo
desafiado com o adjuvante Avridine apds as 24 horas de observagdo se estendendo até as
72 horas. A concentragdo de linfocitos ¢ 10000 vezes maior no grupo experimental
Avridine que no controle (Fig. 5). O adjuvante Avridine induz uma maior migracao
linfocitaria comparada com os outros. Esta migracdo é causada pelo o influxo de linfécitos
T CD4 e T CDS8 nao observada nos outros adjuvantes (Fig. 6 e Fig. 9). O numero absoluto
de Linfécitos B CD19 diminuiu apds as 72 horas de observacao, na cavidade da bolha, nos
animais desafiados com Avridine (Fig.12).

Os adjuvantes Algamulin, Beta Glucana 4 mg e SEPPIC-I apresentaram uma
propor¢ao maior de linfocitos T CD4 nas primeiras 24 horas (Fig. 7, Fig. 8, Tabela 2); ja os
adjuvantes Hidréxido de Aluminio e SEPPIC-II mostraram uma propor¢ao maior de
linfocitos T CD8 nas primeiras 24 horas (Fig. 10, Fig. 11, Tabela 2); o adjuvante Beta
Glucana 2 mg apresentou uma propor¢ao de 1:1 (Fig. 8, Fig. 11, Tabela 2). Observando a
proporcao de linfocitos B CD19, pudemos notar que os adjuvantes Hidroxido de Aluminio,
Beta Glucana 2 ¢ 4 mg , SEPPIC-I e II mostraram um nimero maior nas primeiras 24
horas que tendeu a diminuir nas 72 horas, o contrario de Algamulin que apresentava uma
propor¢ao menor de CD19 24 horas apds e que tendeu a aumentar 72 horas apds (Fig. 13,

Fig. 14, Tabela 2). Todos estes resultados nao foram significativos estatisticamente.
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Fig. 5: Cinética de migracao linfocitaria. O numero de linfécitos foi determinado pela
citometria de fluxo em 30 segundos continuos presentes em uma area especifica
correspondente aos linfocitos a partir do exsudato presente no interior da bolha. Os
resultados de Avridine sdo estatisticamente significativos. A 4area correspondente a
linfoécitos foi estabelecida através da marcagdo com anticorpo anti-CD3 (n=12).
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Cinética de Migracao de Linfocitos T CD4+
ANOVA para medidas repetidas
F(8,64)=1.83; p<0,0872
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Fig. 6: Cinética de migracdo de linfécitos T CD4+. O namero de linfécitos foi
determinado pela citometria de fluxo em 30 segundos continuos presentes em uma area
especifica correspondente aos linfocitos T CD4 a partir do exsudato presente no interior da
bolha. Populagdo celular marcada com anticorpo anti-CD4. O asterisco indica diferenca
significativa entre o grupo controle e o experimental. (n=12).
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Fig. 7: Curso da infiltracéo de linfocitos T CD4 na bolsa de ar subcutanea formada no
dorso de camundongos da linhagem Swiss submetidos ou ndo ao desafio com
adjuvante. O numero de células foi determinado pela citometria de fluxo em 30 segundos
continuos a partir do exsudato presente no interior da bolha. Cada ponto representa a
médiaterro padrao da média de seis experimentos. 7.a: Controle x Vacina; 7.b: Controle x
Avridine; 7.c: Controle x Hidroxido de Aluminio; 7.d: Controle x Algamulin. (n=12).
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Fig. 8: Curso da infiltracdo de linfocitos T CD4 na bolsa de ar subcutanea formada no
dorso de camundongos da linhagem Swiss submetidos ou ndo ao desafio com
adjuvante. O numero de células foi determinado pela citometria de fluxo em 30 segundos
continuos a partir do exsudato presente no interior da bolha. Cada ponto representa a
médiaterro padrao da média de seis experimentos. 8.a: Controle x Beta Glucana 2mg; 8.b:
Controle x Beta Glucana 4mg; 8.c: Controle x SEPPIC-I; 8.d: Controle x SEPPIC-II.

(n=12).
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Cinética de Migracao de Linfocitos T CD8+
ANOVA para medidas repetidas
F(8,64)=0,32; p<0,9573
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Fig. 9: Cinética de migracdo de linfécitos T CD8+. O numero de linfécitos foi
determinado pela citometria de fluxo em 30 segundos continuos presentes em uma area
especifica correspondente aos linfocitos T CD8 a partir do exsudato presente no interior da
bolha. Populagdo celular marcada com anticorpo anti-CDS8. O asterisco indica diferenca
significativa entre o grupo controle e o experimental (n=12).
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Fig. 10: Curso da infiltracdo de linfocitos T CD8 na bolsa de ar subcutanea formada
no dorso de camundongos da linhagem Swiss submetidos ou ndo ao desafio com
adjuvante. O numero de células foi determinado pela citometria de fluxo em 30 segundos
continuos a partir do exsudato presente no interior da bolha. Cada ponto representa a
médiaterro padrao da média de seis experimentos. 10.a: Controle x Vacina; 10.b: Controle
x Avridine; 10.c: Controle x Hidréxido de Aluminio; 10.d: Controle x Algamulin. (n=12).
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Fig. 11: Curso da infiltracdo de linfocitos T CD8 na bolsa de ar subcutanea formada
no dorso de camundongos da linhagem Swiss submetidos ou ndo ao desafio com
adjuvante. O numero de células foi determinado pela citometria de fluxo em 30 segundos
continuos a partir do exsudato presente no interior da bolha. Cada ponto representa a
médiaterro padrao da média de seis experimentos. 11.a: Controle x Beta Glucana 2mg;
11.b: Controle x Beta Glucana 4mg; 11.c: Controle x SEPPIC-I; 11.d: Controle x SEPPIC-
II. (n=12).
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Cinética de Migragao de Linfocitos B CD19+
ANOVA para medidas repetidas
F(8,64)=3,31; p<0,0032
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Fig. 12: Cinética de migracdo de linfocitos B CD19+. O ntmero de linfocitos foi
determinado pela citometria de fluxo em 30 segundos continuos presentes em uma area
especifica correspondente aos linfocitos B CD19 a partir do exsudato presente no interior
da bolha. Populagao celular marcada com anticorpo anti-CD19. O asterisco indica diferenga
significativa entre o grupo controle e o experimental (n=12).
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Fig. 13: Curso da infiltracéo de linfocitos B CD19 na bolsa de ar subcutanea formada
no dorso de camundongos da linhagem Swiss submetidos ou ndo ao desafio com
adjuvante. O ntimero de células foi determinado pela citometria de fluxo em 30 segundos
continuos a partir do exsudato presente no interior da bolha. Cada ponto representa a
médiaterro padrao da média de seis experimentos. 13.a: Controle x Vacina; 13.b: Controle
x Avridine; 13.c: Controle x Hidréxido de Aluminio; 13.d: Controle x Algamulin. (n=12).




42

14.a 14.b
CD19 CD19

100 100
z§ 90 'g 90 -
=80 = 80
o o
o 70 o170
0 60 i 60
¥ 501 + 501
£ 40 £ 40
S o | Beta Glucana Controle Beta Glycana > Beta Glucana Controle
<30 Control s 30 Controle
= ontrole  2mg 2mg = 4mg Beta Glucana
© 20 @ 20
o] milew s | 20 e -
=) 1 o T
o o

24 72 24 72
Horas Horas
CD19 CD19

100 100
S 90 1 £ %
=801 380
o o
o 70 o 70
0 60 W 60
50 + 50
IS £
° :g Controle g 38 Controle
] T ©
S COMOR seppicy < 50 Controle sgppic.
3 . o SEPPIC-II
£l ’_;_’_‘_‘ SEPPIC| N .
£ | e

2% 7 24 2
Horas Horas

l4.c 14.d

Fig. 14: Curso da infiltragdo de linfécitos B CD19 na bolsa de ar subcutanea formada
no dorso de camundongos da linhagem Swiss submetidos ou nédo ao desafio com
adjuvante. O numero de células foi determinado pela citometria de fluxo em 30 segundos
continuos a partir do exsudato presente no interior da bolha. Cada ponto representa a
médiaterro padrao da média de seis experimentos. 14.a: Controle x Beta Glucana 2mg;
14.b: Controle x Beta Glucana 4mg; 14.c: Controle x SEPPIC-I; 14.d: Controle x SEPPIC-
II. (n=12).
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Grupos Teste Cb4 CD8&8 CDI19
Controle 24h 62,78 24,40 12,82
Controle 72h 23,97 59,72 16,30
Vacina 24h 57,62 38,19 4,17
Vacina 72h 35,61 54,62 9,69
Avridine 24h 35,26 49,94 14,79
Avridine 72h 58,79 30,22 1,69
H. Aluminio 24h 53,68 39,52 6,80
H. Aluminio 72h 60,84 34,85 4,32
Algamulin 24h 57,22 35,34 7,44
Algamulin 72h 42,01 49,78 8,21

Beta-Glucana 2mg 24h 46,57 43,39 10,04
Beta-Glucana 2mg 72h 46,68 44,96 8,36
Beta-Glucana 4mg 24h 48,43 42,10 9,45
Beta-Glucana 4mg 72h 40,35 56,27 3,36

SEPPIC-I 24h 51,20 41,79 7,00
SEPPIC-I 72h 48,91 49,00 2,08
SEPPIC-II 24h 41,38 48,68 9,93
SEPPIC-II 72h 52,25 42,38 5,36

Tabela 2: Proporcéo de Linfocitos. Curso da infiltracéo de linfocitos T CD4, TCD8 e
TCD19 na bolsa de ar subcutanea formada no dorso de camundongos da linhagem
Swiss inoculados ou ndo com adjuvante. O numero de células foi determinado pela
citometria de fluxo em 30 segundos continuos a partir do exsudato presente no interior da
bolha. (n=12).
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8.Discussao

Com as melhorias nas vacinas e o progresso nas técnicas de purificacdo de antigenos,
existe um crescimento na necessidade de adjuvantes apropriados que efetivamente
potencializem a resposta imune a antigenos fracos. Infelizmente, a absoluta seguranca dos
adjuvantes, na maioria das vezes, ndo pode ser garantida (GOTO et al, 1993).

Atualmente, as substancias adjuvantes tém recebido muita atengdo devido a sua
habilidade de modular seletivamente a resposta imune humoral ou a resposta imune celular
(GOLDING, 1991; SPRIGGS, 1991; AUDIBERT, 1993; COOPER, 1994).

Durante os ultimos 15 anos, obteve-se muito progresso no desenvolvimento,
isolamento e sintese quimica de substancias adjuvantes alternativas, como derivados de
muramil dipeptideo, monofosforil lipideo A, lipossomos e complexos imunoestimulantes
(ISCOMS) (GUPTA, 1995), mas pouco se estudou sobre os efeitos destas substancias na
resposta imunoldgica (inflamatéria) ao antigeno especifico, principalmente a resposta
celular, e de que forma esta resposta pode auxiliar a performance da vacina, quanto a
inducdo de uma resposta eficiente, desenvolvimento de uma resposta protetora, nao
hipersensibilizante e segura.

Desta forma, ¢ importante o estudo do processo inflamatério que se inicia apos o
desafio com o adjuvante e leva a formacdo de uma resposta imune protetora. Poucos
modelos experimentais foram utilizados e analisados com o objetivo de avaliar a resposta
inflamatoéria celular induzida pelo adjuvante. Esta resposta participa da determinacgdo de
uma resposta imune predominantemente celular ou humoral dependendo do perfil de
citocinas produzidas no sitio inflamatorio.

O presente estudo foi desenhado para examinar varios parametros relacionados ao
processo inflamatorio celular que se instala apds o desafio com o adjuvante em um animal
de experimentagao.

Utilizou-se como ponto de partida o modelo descrito por EDWARDS et al., 1981
para produ¢do das bolsas de ar subcutidneas e analise do exsudato inflamatério em seu
interior, para com ele criar um modelo de estudo do modo de agdo dos adjuvantes sobre um

animal saudavel. Em outros estudos, este modelo tem sido usado extensamente para andlise
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da resposta inflamatdria experimental (DE SOUZA, 2000), mas nao no modelo de anélise
de celularidade em animais desafiados com substancias adjuvantes.

A Citometria de Fluxo foi utilizada como ferramenta importante para a analise da
celularidade total e de suas subpopulagdes.

Por razdes logisticas e técnicas, decidiu-se utilizar camundongos de linhagem nao-
isogénica do tipo Swiss. A escolha de uma linhagem ndo-isogénica poderia mostrar uma
variabilidade ideal para os objetivos desta pesquisa. O modelo de camundongo, embora ndo
tdo freqiiente no estudo dos processos inflamatdrios (o mais comum € o rato), apresenta a
vantagem do uso de anticorpos monoclonais disponiveis para determinagdo das
subpopulagdes celulares (DE SOUZA, 2000).

Uma vez que o objetivo deste trabalho era o estudo da inflamacdo aguda induzida
pelos adjuvantes foram seguidos alguns critérios para decisdo dos pontos temporais a serem
analisados. Em geral, os estudos sobre a evolucdo da inflamagdo revelam um pico de
exsudato nas primeiras 24 horas, seguido por resposta separada de mononucleares,
formacgdo de um denso exsudato e granuloma nos 2 a 7 dias seguintes (HAMBLETON &
MILLER, 1988). Considerando que classicamente os eventos da inflama¢do aguda ocorrem
em 72 horas (WHYTE et al., 1996), era possivel que as modifica¢des relacionadas com o
adjuvante estivessem presentes nesse espago de tempo.

Embora muitos pesquisadores se concentrem na analise do perfil de citocinas para
estudar inflamag¢do (COHEN, 1976; DUNN et al., 1989; BERG et al., 1995), o estudo da
celularidade tem sua importancia, uma vez que ela ¢ um indicador de processo
inflamatorio, o que foi demonstrado por STWART et al. (1984), com relagao a neutrofilia
peritonial como potencial indicador de inflamag¢dao desse oOrgdo. Outro argumento a
corroborar a alteragdo da celularidade como indicador de inflamagdo vem do trabalho de
BONE, (1996) que define, entre outros conceitos, a contagem leucocitaria sangiiinea como
critério de sepse. Segundo LUSTER (1998), em ambos os casos, as citocinas,
principalmente as quimiocinas, devido a sua producao pelas células envolvidas no processo
de injuria, sdo responsaveis pelas alteracdes quantitativas e qualitativas no exsudato
inflamatorio. Ou seja, a importancia do estudo da celularidade se justifica quando se
considera que as células produzem e consomem as citocinas inflamatorias resultantes do

processo, € se modificam com elas (DE SOUZA, 2000).
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Um dos adjuvantes utilizados neste estudo foi o Hidroxido de Aluminio. Esta
substancia tem sido largamente utilizada na pratica de vacinas ha algum tempo. E
atualmente o Unico adjuvante autorizado para uso em humanos e ¢ também utilizado em
vacinas veterinarias. No Japao, o Hidroxido de Aluminio ¢ utilizado em vacinas humanas
como, Tétano, combinada de Tétano e Difteria, combinada de Difteria (purificada)
Pertussis e Tétano, Hepatite B, entre outras e vacinas veterindrias como, Newcastle, Febre
Efémera, Haemophilus e Encefalite japonesa. Porém, muitos estudos tém evidenciado a
neurotoxicidade de componentes de aluminio, relacionada a doengas como Alzheimer e
encefalopatias (GOTO et al.,1993).

Neste estudo foi observado que este adjuvante induziu um aumento na migragao
macrofagica e neutrofilica para o sitio de inoculacdo (Tabela 1). Isto pode explicar o fato
que dentre os efeitos colaterais do uso deste adjuvante temos o eritema, nddulos
subcutaneos, hipersensibilidade de contato e inflamagdo granulomatosa. Por outro lado,
apresenta pequena ou nenhuma toxicidade sistémica (PASSOLD, 2001). Houve alteracao,
embora nao constante, nos diferentes pontos de analise, das proporcdes de células T CD8+
(aumento em 24h) e T CD4+ (aumento em 72h) (Tabela 2). GOTO et al. (1993) mostraram
que o Hidréxido de Aluminio induziu um aumento da permeabilidade vascular associado a
um efeito toxico sobre macréfagos. A reducdo na capacidade de estimular resposta celular
pode ser explicada pelo retardo na presenca de linfocitos T CD4+ no infiltrado inflamatorio
observada neste estudo. O Hidroxido de Aluminio ndo ¢ eficaz com todos os antigenos, e
estimula principalmente imunidade humoral, sendo muito pobre a inducdo de resposta
mediada por célula (SCHIRMBECK, 1994). HARRIS et al. (1996) observaram uma
redugdo na capacidade de indugdo de resposta citotoxica devido a uma inibicao de acesso
antigénico a MHC de classe I, estes dados podem estar associados a observac¢do que ha uma
progressiva reducdo dos linfocitos T CD8+ no infiltrado ap6s 72 horas de estimulagdo
(Tabela 2).

Ja os linfocitos B s6 aumentaram no ponto de 24h (Tabela 2). Tais resultados podem
ser parcialmente associados as seguintes observacdes. Hidroxido de Aluminio induz
resposta imunologica do tipo Th2 (T helper 2), associada com a produgao de interleucina 4
e anticorpos IgGl, IgE e IgA secretoria (MOSMAN & COFFMAN, 1989). Tem sido

utilizado em vacinas experimentais anti-HIV, aumentando a produgdo especifica de
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anticorpos (POWEL, 1995; HART, 1990). Desta forma o antigeno propriamente dito e o
adjuvante podem estimular diferentes vias da resposta inflamatéria. O adjuvante estimula
células T, talvez mais predominantemente Th2 (HARRIS, 1992), enquanto particulas ndo
associadas ao adjuvante podem estimular outro tipo de resposta (HARRIS, 1996). O
predominio de resposta Th2 deve ser responsavel pelas observagdes que o Hidréxido de
Aluminio atrai eosinofilos para o local de inoculacdo da vacina, e estimula a produgdo de
anticorpos IgE. Isto sugere que a utilizacdo periddica de vacinas associadas a componentes
de aluminio pode estar relacionada ao aumento da incidéncia de doengas alérgicas.
(KISHIMOTO & ISHIZAKA, 1973; COGNE, 1986).

Analisando os resultados obtidos, podemos considerar a possibilidade que os
adjuvantes que induziram um infiltrado predominantemente macrofagico até as 72 horas de
observacao (SEPPIC-I, SEPPIC-II e Avridine) sdo mais eficientes em induzir uma resposta
humoral, uma vez que, os macréfagos sdo as células que vao processar o antigeno e
apresentar epitopos aos linfocitos, principais células na imunidade adquirida (Tabela 1; Fig.
4). Segundo PASSOLD (2001), o adjuvante Avridine mostrou maior capacidade de
estimulacdo dos niveis de anticorpos anti-rabicos e os adjuvantes Avridine e SEPPIC-I
demonstraram maior capacidade de inducdo de resposta imune humoral secundéria contra o
virus.

Outros estudos tém demonstrado, por exemplo, um significativo aumento na resposta
imune e prote¢do induzidos pela vacina anti-aftosa (FMDV) acrescida do adjuvante
Avridine. Este adjuvante ¢ capaz de induzir uma resposta imune duradoura relacionada a
uma eficiente atividade das células apresentadoras de antigeno (APC). APC de animais
imunizados com vacinas contendo avridine induziram aumento na concentracao de
anticorpos neutralizantes. A indugdo de APC foi considerada como fator critico no processo
de aumento de imunogenicidade em vacina experimental contra FMDV (WIGDOROVITZ,
1998).

O adjuvante SEPPIC MONTANIDE ISA 720 ¢ muito utilizado em vacina
recombinante contra Malaria, obtendo como resultado, aumento nos niveis de anticorpos
em camundongos, coelhos e ovelhas. Este adjuvante também tem se mostrado promissor no
desenvolvimento de uma resposta imune por linfocitos T (LAWRENCE, 1997). Os
adjuvantes SEPPIC-1 e SEPPIC-II nao induziram este tipo de resposta neste estudo (Fig. 6;
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Fig. 9). A inje¢ao do adjuvante SEPPIC MONTANIDE ISA 720 associado a vacina anti-
maléria t€ém mostrado diminui¢do do desconforto, dor, edema local e aparentemente nao
deixa sequelas (LAWRENCE, 1997), este dado pode ser associado ao pequeno niimero de
neutrofilos observado em nossos resultados, significando entdo a pouca inducdo
inflamatoria do adjuvante SEPPIC e menor lesdo tecidual induzida no sitio inflamatorio.
(Fig. 3).

Os adjuvantes que induzem infiltrado neutrofilico (Algamulin, Hidréxido de
Aluminio e Beta-Glucana 2 e 4mg — Tabela 1), que sdo as células que chegam primeiro ao
sitio inflamatorio, podem induzir uma resposta humoral reduzida pelo fato de os neutréfilos
poderem destruir os antigenos e impedirem assim, que os macréfagos, ao chegarem no foco
inflamatorio, entrem em contato com o antigeno e os apresentem aos linfocitos. Porém,
estudos de degradacdo antigénica nao foram realizados uma vez que ndo faziam parte do
objetivo deste estudo.

Deve-se mencionar que o infiltrado neutrofilico induzido pelos adjuvantes citados
acima nado diferem estatisticamente dos valores obtidos no grupo controle (Fig. 3). Este
dado de certa forma corrobora a interpretagdo acima de que o infiltrado neutrofilico inicial
pode induzir uma certa rapida destrui¢do do antigeno. Isso explicaria a baixa capacidade de
inducdo de resposta imune humoral nos grupos experimentais e controle, acima descritos.
Porém, com o adjuvante Avridine obteve-se um aumento significativo no numero de
neutrofilos apds 24 horas (Fig. 3). Desta forma, a possibilidade de baixa capacidade
imunogénica ndo pode ser explicada unicamente pela hipotese acima apresentada.

O processo inflamatério € essencial para aumentar o numero de fagobcitos,
aumentando assim as chances de eliminagdo dos agentes indutores da inflamagao,
entretanto a producdo e liberagdo de enzimas degradativas e espécies reativas de oxigénio,
particularmente pelos neutrofilos e macrofagos ativados podem difundir-se para fora da
célula permitido o ataque a patégenos, mas também podem causar extensa lesdo tecidual
durante o curso de uma infecgao.

Pode-se, entdo, considerar o fato que a presenca de um infiltrado neutrofilico estaria
associado a uma lesdo epidérmica e dérmica mais importante, sem, contudo, induzir uma

resposta imune especifica eficiente. Clinicamente, podemos esperar a presenca de ulceras
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e/ou lesdes cutineas inflamatorias caso os adjuvantes que induzem infiltrado neutrofilico
sejam utilizados.

Os mesmos mecanismos usados pelo organismo para protecdo contra infec¢des
podem, em situagdes particulares, serem causadores de doencas. O que determina a
passagem de uma condi¢do para a outra ndo ¢ bem conhecido, e os limites sdo bastante
ténues (JANCAR, 2001).

Quando observamos a indu¢do de resposta imune adaptativa, os resultados mostram
que apenas o adjuvante Avridine induziu uma migragdo linfocitaria importante apds 24
horas de observacao e que esta populacao linfocitaria é compreendida pelas subpopulagdes
T CD4+ (auxiliar) e T CD8+ (citotoxico), resultados estes que foram estatisticamente
significativos. (Fig. 6; Fig. 9). Além de sua fungdo citotdxica, as células T CD8 também
secretam citocinas, que podem influenciar a resposta imune. Sdo células que agem
predominantemente na resposta imune adaptativa objetivando agdo citolitica em células
apresentando antigenos intracelulares estranhos ao hospedeiro. (MALEK, 2002).

A presenca efetiva de linfocitos T CD4+ ¢ crucial, pois sdo estas células que vao
liberar varias citocinas que ativam macrdéfagos aumentando a capacidade microbicida, de
apresentacdo de antigenos destas células (IFN-y e IL-12) e producdo de citocinas que irdo
aumentar a resposta inflamatoria e podem induzir melhor capacidade de producdo e
liberacao de anticorpos pelos linfocitos B CD19+ (IL-10, IL-4, IL-5 e IL-13). Altos niveis
de IFN-y foram observados em grupos de camundongos vacinados e tratados com Avridine
(MEGID et al., 1999). A utilizagdo de indutores de interferon associados a vacina anti-
rabica foi anteriormente descrita. Estudos evidenciaram que vacina anti-rabica associada a
Avridine, em bovinos, induz uma resposta mais persistente e de altos niveis de anticorpos
primarios do que vacinas associadas a Hidréxido de Aluminio (MEGID et al., 1999).

A resposta imune induzida por vacina anti-rabica, incluindo reacdo de hipersibilidade
tardia (DTH), produgdo de IFN-gama, e IL-2 por linfocitos T auxiliares e T citotdxicos,
vem sendo estudada. A respostas imunes humoral e celular induzidas pela vacinagdo anti-
rabica sdo consideradas importantes mecanismos de protecdo contra o virus rabico. O
adjuvante Avridine induz um aumento na atividade de linfocitos nos linfonodos locais

(MEGID et al., 1999).
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Com relagdo aos efeitos da Beta Glucana observamos uma dicotomia de resposta
conforme a dose utilizada. Doses de 2 mg induziram mais alteracdo em células da
imunidade inespecifica (Tabela 1). Este fato ja havia sido demonstrado em estudos que
observaram o fato que Beta Glucana age como um estimulante ndo especifico do sistema
imune (CROSS, 2001). Este adjuvante interage com receptores, que sao identificados como
receptores de componentes da via do complemento, especificos em monocitos e neutrofilos
humanos. Estudos mostram que Beta Glucana ativa efetivamente macréfagos e neutr6filos
resultando no aumento de citocinas como, IL-1a, IL-1p, IL-6 e TNF e fatores estimuladores
de colonia como, GM-CSF. Ao contrario da maioria dos adjuvantes a base de 6leo ou
detergente, Beta Glucana em base salina nao causa efeitos locais como, a formacao de
granulomas no local da injecao, e a efetividade na estimulacdo de titulos de anticorpos esta
bem estabelecida em uma variedade de espécies animais. Esta combinacdo de eficicia e
seguran¢a do Beta Glucana proporciona a busca de sua utilizagdo como adjuvante € como
veiculo entregador de drogas para uso humano e veterinario (OSTROFF, 1991).

Em aparente contradicdo, neste estudo observam-se diferencas na mobilizacao celular
entre as duas concentragdes do produto, sem uma explicagdo satisfatoria para a observagao
(Tabela 1). Como j& mencionado, a atividade de Beta-Glucana consiste na ligagdo a [3-
receptores especificos e ativacdo da cascata de respostas imunoldgicas que promovem a
producdo de titulos mais elevados de anticorpos séricos para antigenos especificos (CZOP
& AUSTEN, 1985). Preferencialmente induz altos titulos de anticorpos e reduz a resposta
citotoxica (HARRIS, 1996). Potencializa resposta celular e humoral a um grupo diverso de
antigenos tumorais, conferindo também resisténcia nao especifica a doengas neoplasicas,
bacterianas e fungicas. Beta Glucana de origem fungica tem sido descrita como candidata
promissora para prevengdo ou terapia de lepra experimental (DELVILLE & JACQUES,
1980), candidiase (WILLIAMS et al., 1978), leishmaniose (COOK et al., 1980), malaria
(GILLET et al., 1978), toxoplasmose (NGUYEN & STADTSBAEDER, 1980) e inimeras
outras doengas. Nenhum anticorpo ¢é produzido contra Beta Glucana. Quando co-
administrada com soro albumina bovina aumenta em 1000 vezes os titulos de anticorpos
em ratos em comparagdo com o antigeno sozinho. Beta Glucana estimula titulos de

anticorpos equivalentes ao Adjuvante Completo de Freund sem a toxicidade e
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histopatologia associadas ao seu uso. Estudos sugerem que o uso deste adjuvante, seguro,
poderé inovar as vacinas de nova geracao (OSTROFF, 1991).

O adjuvante Algamulin induz uma resposta fagocitica importante no infiltrado
induzido na bolsa de ar subcutdnea (Tabela 1). Algamulin (y-inulina + aluminio) ¢ um
equivalente do Hidréxido de Aluminio, embora seu mecanismo de agdo seja diferente
(LESLIE, 1990). Sua principal propriedade ¢ o aumento da resposta imunologica pela
ligagdo dos antigenos aos receptores do complemento na superficie dos leucdcitos.
Algamulin é um potente indutor de imunidade humoral e celular (COOPER & STEELE,
1988; DOEL et al., 1995), capaz de ativar a via alternativa do complemento (COOPER &
STEELE, 1988). Entretanto outras observacdes sugerem que Algamulin favorece resposta
tipo Th2 (HARRIS, 1996). Algamulin inoculado via intra peritonial em camundongos
ocasiona preferencialmente resposta humoral, enquanto por via subcutanea ocasiona
preferencialmente um aumento da resposta mediada por células através das vias Thl e Th2
(COOPER, 1994). Esta observacdo pode explicar a variagdo nos perfis celulares de
linfécitos T e B observados neste estudo (Tabela 2).

Quando observado o comportamento da populacdo de linfocitos B CD19+, notou-se
que o numero destas células diminuiu no interior da bolsa de ar dos camundongos
desafiados com Avridine apds 24 horas. (Fig. 12) Os demais adjuvantes ndo demonstraram
resultados significativos. RWEYEMAMU (1986), demonstrou que Avridine apresenta
como propriedades principais o aumento da resposta linfoproliferativa, aumento de IgG1 e
IgG2 (resposta humoral) e aumento de resposta celular. Em termos gerais, aumenta o nivel
e a duracdo da resposta imune. A utilizagdo de Avridine tem mostrado um aumento na
resposta de IgA de mucosa, ap0ds a aplicagdo intraintestinal ou parenteral associado a toxina
colérica em camundongos (REHMANI & SPRADBROW, 1995). Desta forma, podemos
considerar a hipdtese que a auséncia de linfocitos B induzidos por este adjuvante pode ser
causada pela alta capacidade de transformagdo blastica destas células em plasmocitos
(secretores de anticorpos). Esta ultima, por sua vez, nao expressa CDI19+, tende a
predominar no linfonodo de drenagem e medula 6ssea dos animais desafiados com um
determinado antigeno indutor de resposta humoral.

Este estudo demonstra, entdo, que ha diferenca na capacidade de indugdo do infiltrado

inflamatério entre os diferentes adjuvantes utilizados. Estas diferengas podem resultar em
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padroes de resposta imune diferentes, de acordo com a célula mais estimulada. Assim,
adjuvantes indutores de migracdo predominantemente mononuclear parecem facilitar
respostas do padrdo celular. Por outro lado, respostas mais neutrofilicas podem resultar em
maiores efeitos colaterais locais e/ou sistémicos associados a redugdo da disponibilidade
antigénica para o sistema imune. A despeito das limitagcdes do nosso estudo, os resultados
sdo consistentes com esta hipotese. Futuras investigacdes poderao ser realizadas na busca
da comprovagdo destas associa¢des, porém especificamente neste estudo, a confirmacao

desta rela¢@o nao era o objeto.
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9. Conclusoes

Os resultados obtidos nos permitem as seguintes conclusdes:

1. Todos os adjuvantes induzem inflamagao cutanea;
2. Existe diferenca de intensidade e na qualidade do infiltrado inflamatério
induzido entre os diferentes adjuvantes utilizados.

a. Alguns adjuvantes induzem um infiltrado inflamatorio
predominantemente de células mononucleares;

b. Outros de células polimorfonucleares;

3. As diferencas acima mencionadas parecem resultar em padrdes de resposta
imune diferentes, de acordo com a populacdo celular mais estimulada;

a. Os padroes de resposta predominantemente mononuclear foram
observados com SEPPIC-I e SEPPIC-II;

b. O Padrao de resposta apresentando grande quantidade de células
polimorfonucleares foi observado com Hidréxido de Aluminio,
Algamulin e Beta Glucana;

c. Avridine apresentou um infiltrado misto no qual havia a presenca tanto

de células mononucleares quanto polimorfonucleares;
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