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RESUMO

Na primeira etapa do nosso trabalho, a suspenséao de virus “O4 campos” (subtipo de
virus causador de febre aftosa) preparada pela VALLEE S/A foi proposta como
ligante para ser acoplada ao amido através de ligagdes covalentes ou utilizando
carbodiimida para produzir ligagdes cruzadas. O amido é oxidado pelo
metaperiodato de sédio 0,4 N em pH 4,5, que converte grupos hidroxilicos vicinais
em aldeidicos, permitindo que a suspensao de virus “O4 campos” seja imobilizada
nesse suporte. O diciclohexilcarbodiimida em pH levemente alcalino, promove
ligagbes cruzadas entre as proteinas dessa suspensdo de virus. As vacinas
antiaftosa livre e imobilizada foram submetidas aos ensaios cromatograficos e
espectrofotométricos. Nestes ensaios foram aplicados 7,5 mg de proteinas em
coluna empacotada com sephadex G-100 possibilitando verificar a imobilizagao das
proteinas dos virus “O4 campos” através do aumento dos picos de absor¢cado a 280
nm e diminuigdo do volume de eluigdo. A vacina adsorvida em hidroxido de aluminio
(controle) e a imobilizada foram aplicadas em doses de 5 ml por via intramuscular
em bovinos, com o objetivo de realizar os testes de indice de soro protecao (ISP)
para verificar a liberagdo do virus “O4 campos” no organismo animal. Os resultados
dos ISP mostraram que o sistema amido + suspensdo de virus & adequado para
liberagao controlada do antigeno, principalmente nos 60 ultimos dias de experiéncia.
Na segunda etapa, foi proposta a complexacao do cobalto || com carboidratos e/ou
proteinas como sistemas de liberacdo controlada deste metal para uso na
alimentagdo animal. Foram realizados estudos espectrofotométricos e
cromatograficos comparativos entre o produto comercial (Cobalto-Dextrose-Lactose)
de estrutura desconhecida e um produto produzido em nosso laboratério. Na analise
cromatografica foram utilizados padrbes, amostras, sistemas de solventes e
revelador apropriado com composicdo conhecida. Os resultados obtidos
evidenciaram a complexagcdo do «cobalto Il com glicose. Na analise
espectrofotométrica foram utilizadas solugdes de sais de cobalto Il puro ou em
presenca de glicose e lactose variando-se as concentragdes dos carboidratos e o pH
das preparagdes. Foram também analisadas preparacdes de cloreto de cobalto Il
com proteinas e amido ativado com metaperiodato de sdédio 0,4 N em varias

concentragdes, porém mantendo-se o pH das preparagdes. Os resultados dos



estudos espectrofotométricos mostraram as relacbes molares entre ligantes e
cobalto Il necessarias para complexacao, no produto comercial (Cobalto-Dextrose-
Lactose) e no produto produzido no nosso laboratorio. No produto comercial
(Cobalto-Dextrose-Lactose) as condi¢des para formagdo do complexo Cobalto-
Dextrose-Lactose sado desfavoraveis, devido a relagdo molar entre [carboidratos] /
[cobalto Il] ser aproximadamente 1,73. No nosso produto, a glicose a ser usada
como ligante para a complexagao de cobalto Il, necessita de uma relagdo molar
[glicose] / [cobalto 1I] maior que 10. A glicose misturada com proteina em uma
relagdo molar de apenas 2,5 x 10 apresenta um elevado poder de complexagdo. A
proteina e o amido ativado com metaperiodato, favorecem a complexagdo com o
cobalto Il mesmo possuindo uma relagdo molar milhées de vezes inferior quando

comparado com o cobalto Il complexado com a glicose.

Palavras Chaves: Vacina Antiaftosa, Cobalto |1, Complexacéo



ABSTRACT

On the first stage of our work, suspended virus O1 Campos (causing subtype of
virus of foot-and-mouth disease) prepared by VALLEE S/A was proposed as ligands
to be bound to the Starch through covalents or by using carbodiimide in order to
produce crosslinkings. The starch is oxidated by sodium metaperiodate 0,4 N in pH
4,5, that vicinal hidroxlicos groups are converted into aldehydic, allowing that viral O
suspensions be immobilized in this support. Diciclohexilcarbodiimida (DCC) in a
lightly alkaline pH makes crosslinks among the proteins of these suspended viruses.
The Vaccine against foot and mouth disease (FMD) free and immobilized were
submitted to the chromatographic and spectrophotometric assays. In these tests
7,5mg of proteins were applied in a column packed with Sephadex G-100 and this
allow us to verify the immobilization of the 01 Campos virus through its increase in
the absorption bands at 280nm and a volume decrease of the volume elution. The
adsorbed vaccine in aluminum hydroxide (control group) and the immobilized one
were applied of 5 ml intramuscular injection in cattles aiming to carry through tests
of serum protection index (ISP) to assure the liberation of the O campos virus into
the animal organism. The ISP results had shown that the system Starch + virus
suspended is suitable for the controlled liberation of the antigen, mainly in the last
sixty days of experiment. On the second stage the complexation of cobalt (Il) was
proposed with carbohydrates and/or proteins as systems of controlled liberation from
this metal for the use of animal feed. Spectrophotometric and chromatographic
comparative studies were carried out between a commercial product (Cobalt-
Dextrose-Lactose) whose structure was unknown and a product made in our
laboratory. For the chromatographic analysis, patterns, samples, solvent systems
and appropriate developer with composition were used. The results evidenced the
cobalt (II) complexation with glucose. For the spectrophotometric analysis salt
solutions of cobalt (II) pure or with glucose and lactose were used with a variation of
carbohydrates concentrations and pH of the preparations. Cobalt (II) Chloride with
proteins and activated. Furthermore, cassava starch were analyzed with sodium
metaperiodate with 0,4 N in several concentrations although the pH of preparations
were kept. The results of the spectrophotometric studies showed molar relationships

between ligands and cobalt (Il) which are necessary for the complexation in the



commercial product (Cobalt- Dextrose-Lactose) and the product made in our
laboratory. In the commercial product (Cobalt- Dextrose-Lactose) the conditions for
the formation of the Cobalt- Dextrose-Lactose complex are unfavorable, due to molar
relationship between [carbohydrates] / [cobalt 1l] be approximately 1,73. Our product,
glucose to be used as a ligand for the complexation of the cobalt Il, needs a molar
relationship [glucose] / [cobalt II] greater than 10. The mixed glucose with protein in a
molar relationship of only 2,5 x 10 presents a high power of complexation. Protein
and activated cassava starch as metaperiodate make the complexation with cobalt I
easier even if it owns a molar relationship thousand of times inferior when it is

compared to cobalt Il complexated with glucose.

Keywords: Antiaftosa Vaccine, Cobalt II, Complexation
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracfes gerais

O interesse na tecnologia de controle na liberacdo de farmacos,
aumentou incrivelmente nos ultimos 20 anos. Muita atividade tem sido centralizada
em torno do potencial de produzir aperfeicoamentos e novas formulacdes
farmacéuticas. Uma variedade de tecnologias de sistemas de liberagdo controlada
foi introduzida, ou seja, vias transdérmicas, formas de dosagem oral de liberagao
modificada e microcapsulas / microsferas injetaveis. Obviamente nenhuma delas
facilita todas as indicagdes por causa da diversidade das drogas, dosagens, vias de
administragcdo e duracdo de acgao, assim como outros fatores como o custo e a
aceitabilidade do paciente. O desafio além das propostas existentes, € para
selecionar a melhor formulagdo farmacéutica dos sistemas de liberacdo controlada
para cada droga e respectiva indicagao (TICE et. al., 1989).

A liberagdo por métodos convencionais (formulagbes de liberagao
imediata) de administragdo de drogas sempre utilizam doses excessivas para se ter
variacdes efetivas de concentragdes ideais no organismo (Figura 1).

A administragdo oral € a via mais utilizada, mas possui muitas
desvantagens. A taxa e absorgdo de comprimidos e capsulas convencionais podem
variar amplamente, dependendo de varios fatores como: natureza da droga,
caracteristica fisico-quimica da mesma, formulacdo, a presenca ou auséncia de
alimento e o pH do fluido gastrointestinal. Neste tipo de administragdo, o inicio, a
intensidade e a duragao da agédo da droga nao podem ser previstos. A liberagao
rapida nao controlada da droga pode causar toxidade local e gastrointestinal.
Enquanto a absorgao lenta ou incompleta pode resultar num fracasso terapéutico.

Na administracdo parenteral as vias s&o: subcutanea, intramuscular e
intravenosa. A via intravenosa € indicada para terapias que necessitam de acao
rapida, pois a mesma evita a interagdo com o metabolismo, tendo a droga, assim,

acao rapida.
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Pode ser usada em: diabetes, quimioterapia para cancer e controle da dor.
A intramuscular pode causar necrose nos musculos e também sempre esta
acompanhada de muita dor. Esta via é utilizada no tratamento de diabetes
(PRESCOTT, 1989).

A liberacdo de drogas com distribuicdo seletiva necessita levar em
consideragao a quantidade, as propriedades biolégicas e fisico-quimicas da droga, a
taxa, a via de administracdo ou sitio de acao, seletividade de distribuicdo e o
conhecimento da dose ou relacdo resposta-tempo-concentracdo sem esquecer
idade, doencga e fatores genéticos do paciente (NOONAN e BENET, 1987; PERETTI
et al., 1987).

Diferentes modelos de cinética de liberagdo da droga s&o necessarios
para diferentes drogas. A Liberagdo de ordem zero com concentragbes constantes
pode ser apropriada para muitas drogas, mas para outras (Ex.: agentes citotdxicos e
antibiéticos) a liberagao intermitente pode ser melhor (LE BEL e SPINO, 1988).
Portanto, os objetivos de liberagdo controlada de droga sdo: disseminar uma droga
quando e onde ela €& necessaria e adequar a sua dosagem. Embora aparelhos
mecanicos tais como bombas, seringas e cateteres possam ser usados para liberar
drogas, este trabalho focaliza sistemas poliméricos para liberagdo controlada da
droga no organismo.

Os sistemas de liberagao controlada podem ser de diversos tipos: drogas
poliméricas, conjugado droga-polimero ou carreador de drogas. As drogas
poliméricas sao macromoléculas, que apresentam atividade bioldgica. Muitos
polimeros sintéticos sédo inertes biologicamente. Contudo, alguns exibem toxidade,
enquanto outros exibem uma ampla faixa de atividades terapéuticas. Ha trés
espécies de drogas poliméricas: polications, polidnions e polinucleotideos
(OTTENBRITE, 1991). Nos conjugados, droga-polimero ou droga-carreador, a droga
€ covalentemente ligada a um polimero apropriado que pode prolongar a terapia em
dosagens adequadas, liberacdo lenta e atividade prolongada da droga. A droga
pode ser permanentemente ligada ao polimero ou temporariamente ligada e
removida por hidrélises ou por processos enzimaticos. Provavelmente o sistema
carreador droga-polimero mais promissor envolve polissacarideos. Esses polimeros
naturais sdo biodegradaveis, uteis ao hospedeiro ou facilmente eliminados pelo

mesmo, como exemplo, o0 amido e a quitosana (OTTENBRITE, 1991).
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1.2 Classificagdo de métodos de imobilizag&o

Os sistemas de liberagdo controlada envolvendo droga-polimero podem
interagir através de diversos métodos de imobilizagdo que séo:

a) Enclausuramento, no qual a droga é retida em um entrelagamento de uma
matriz  polimérica ou membrana, tipo entrelacamento por gel,
microencapsulacao e entrelagamento por fibras (Figura 2);

b) Ligacdo a um carreador por adsorgao fisica, ligacdo ibnica, quelagédo ou

ligagcao covalente (Figura 3).

1.2.1 Enclausuramento

A principal vantagem do enclausuramento sobre os outros métodos de
imobilizacdo é que a droga nao € alterada pelo processo de imobilizagdo. Nesta

técnica a droga pode ser enclausurada em gel, fibras ou microcapsulas.

1.2.1.1 Enclausuramento em gel

Este método envolve o enclausuramento da droga no espaco intersticial
do gel. A primeira técnica de enclausuramento utilizada foi com o gel de
poliacrilamida (KENNEDY e WHITE, 1985).

1.2.1.2 Enclausuramento em fibras

As drogas séao fixadas por enclausuramento em microcavidades de fibras
sintéticas (DINELLI et. al., 1978). Um polimero muito usado neste tipo de

imobilizagédo é o acetato de celulose.
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1.2.1.3 Microencapsulagao

Neste método a droga pode ser imobilizada pelo fechamento de uma
membrana polimérica semipermeavel e esférica. Esta técnica foi aplicada primeiro
em enzimas. A droga fica dentro da microcapsula, enquanto moléculas de substratos
e produto difundem-se através da membrana. Como exemplo tem-se microcapsulas
contendo asparaginase, preparadas com membranas de nylon e poli-uréia (MORI et.
al., 1973).

1.2.2 Ligagao a um carreador

A ligacédo de um composto ativo a um suporte inerte € provavelmente o
método de imobilizagdo mais investigado. Este método pode ser subclassificado,
dependendo do modo de ligacdo do agente ligante ao suporte, em quatro tipos
diferentes (Figura 3):

Adsorcao fisica

Ligac&o ibnica

Quelacgao

Ligacao covalente

1.2.2.1 Adsorc¢ao fisica

Este € o método mais simples para se obter o conjugado suporte-ligante.
Neste método o ligante e o suporte entram em contato em solugédo aquosa. As
espécies participantes da adsorgdo nao reagem, o ligante sofre pouca ou nenhuma
modificagdo conformacional (KENNEDY e WHITE, 1985). Exemplo deste método é

vacina antiaftosa adsorvida em hidréxido de aluminio (MARTINS, 1971).

1.2.2.2 Ligacgao idnica

Neste método o ligante & imobilizado em suporte solido que possua
residuos de troca ibnica. Na pratica pode ocorrer ligagao i6nica e adsorgao fisica
simultaneamente, porém, a diferenca principal esta no fato de que a interacao iénica
€ mais forte que a adsorcao fisica. Os suportes usados sao trocadores de ions,

obtidos principalmente de suportes organicos como dextran e celulose.
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A catalase foi a primeira enzima imobilizada por este método utilizando
DEAE-celulose e a aminoacilase imobilizada em DEAE-sephadex foi a primeira
aplicagao industrial para produzir L-aminoacidos de uma mistura racémica de N-
acetil-DL-Aminoacidos (KENNEDY e WHITE, 1985).

1.2.2.3 Quelagéo

Esta nova técnica é baseada nas propriedades quelantes dos metais de
transicdo, os quais podem ser empregados para imobilizar enzimas, células e
antibioticos. Os compostos dos metais de transicdo sdo usados para ativar a
superficie do suporte e permite a ligacao direta da enzima. Os sais de metais de
transicdo que tém sido usados neste processo de ativagao sao cloretos e sulfatos de
titdnio, ferro, zincénio, vanadio e estanho. Este método tem sido desenvolvido com a
utilizagao de varios suportes, entre eles: celulose, vidro, quitina, celite, nylon e papel
de filtro (KENNEDY e CABRAL, 1986).

1.2.2.4 Ligacéao covalente

E baseado na ligacdo covalente do ligante & matriz polimérica. Neste
método, em certos casos, ha a necessidade de modificagdo quimica do suporte para
que haja a combinagcdo deste suporte modificado com os grupos funcionais dos
ligantes. Este método € um dos mais investigados para imobilizagdo de enzimas. A
escolha de condi¢bes para preparar o suporte para a ligagao covalente é mais dificil
quando comparado com outros meétodos ja discutidos.

Uma ampla variedade de ligantes e de suportes com grupos funcionais
capazes de realizarem ligagdes covalentes ou susceptiveis de serem ativados para
dar tais grupos, faz deste um método muito utilizado. Por este método podem ser
imobilizadas enzimas como [(-D-galactosidade, tripsina e B-amilase em celulose
(KENNEDY e WHITE, 1985).
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1.2.3 Ligacgao cruzada

A formacgao de ligagdes covalentes entre enzimas e carreadores ou entre
enzimas pode ser realizada pelo uso de reagentes bi ou multifuncionais (Figura 4). A
ligacdo cruzada entre moléculas de enzimas forma um agregado tridimensional
completamente insoluvel em agua, o qual ndo requer o uso de carreador.

E necessario, para formacdo da ligagdo cruzada, usar reagentes que
possuem dois grupos funcionais idénticos (reagentes homobifuncional) ou dois ou
mais grupos funcionais diferentes (reagentes heteromlti-funcional). O reagente mais
utilizado é o glutaraldeido. Muitos outros reagentes tais como, diaminobutano e
carbodiimida podem ser usados (MELO, 1990).

Diversos métodos de imobilizagdo de moléculas ja foram anteriormente
citados (Figuras 3 e 4) e nenhum desses métodos é perfeito para todas as
moléculas. Quando houver ligacdo entre a molécula biologicamente ativa e o
suporte, € importante evitar ligagdo com sitio ativo da molécula ou aquelas que
causem alteragdes quimicas importantes neste sitio, o que resultara em perdas da
atividade da molécula (KENNEDY e WHITE, 1983).

E também importante evitar a sobrecarga na matriz quando da ligacéo
com o ligante, visto que a sobrecarga conduz a uma super ocupagao do ligante
sobre a matriz. Isto reduz a atividade da molécula por impedimento estérico. As
moléculas livres podem interagir com as imobilizadas através de pontes de
hidrogénio e forgas hidrofdbicas originando um impedimento estérico.

O caminho pelo qual a macromolécula pode ser imobilizada e a escolha
da matriz € também muito importante. Um numero de matrizes e técnicas tém sido
usados no campo da imobilizacdo, ndo havendo um suporte ideal ou uma técnica de
imobilizacdo ideal. Para aplicagdes especificas muitos dos suportes podem ser
discutidos devido suas caracteristicas. Na aplicagcdo médica, por exemplo, onde uma
molécula imobilizada esta em contato com o sangue ou tecido, o suporte deve ser
soluvel e biodegradavel. Para reatores de fluxo continuo, o suporte deve ser de

material ceramico.
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Figura 4: Ligacdo Cruzada

A escolha do suporte é também influenciada pelo seu efeito nas
caracteristicas da molécula. O suporte ideal para uma dada aplicagdo € o que
favorece a ligagdo com a molécula (OTTENBRITE, 1991).

Um grande numero de polissacarideos tem sido usado como suportes
sélidos incluindo celulose, amido, dextrana, agarose acidos alginicos.

Os polissacarideos mais importantes sdo celulose e amido. Ambos sao
produzidos nas plantas a partir do diéxido de carbono e da agua, pelo processo de
fotossintese. Sucede que, tanto um como outros, estao constituidos por unidades de
D=Glicose. O amido forma a reserva nutritiva das plantas e existe principalmente
nas sementes. E mais soltvel na agua que a celulose, e mais facilmente hidrolisado
e, por isso, mais facilmente digerido (MORRISON e BOYD, 1978).

O amido apresenta-se em forma de granulos, cujo tamanho e forma
dependem da fonte de obtencao.

O amido é constituido pelas fragdes amilose e amilopectina. Estas duas
partes correspondem a dois hidratos de carbono de alto peso molecular (Cs H1p Os);.

A amilose (Figura 5) é constituida por unidades de D-Glicose, unidas entre si por
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ligacbes glicosidicas a-1,4. A amilopectina (Figura 6) é constituida de cadeias
ramificadas formadas por unidades de D-Glicose unidas por ligacbes a-1,4 nas
cadeias e por ligagdes a-1,6 nas ramificagées (MORRISON e BOYD, 1978).

Por tratamento com acidos ou sob acdo de enzimas os componentes do
amido sao hidrolisados progressivamente para dextrina, maltose e finalmente D-
glicose.

Por tratamento com &acido periédico ou periodato de sédio ocorre a
clivagem das liga¢cdes carbono-carbono do amido, pois esses reagentes clivam
ligagdes com hidroxilas vicinais.

A oxidagao dos componentes do amido pela clivagem da ligacdo carbono-
carbono com hidroxilas vicinais € um método de analise difundido. Este método
utiliza o acido periédico e seus sais em solucdes aquosas de pH 3-5 para evitar a
oxidagdo nao seletiva a qual pode ocorrer em altos valores de pH (KENNEDY e
WHITE, 1983).

1.3 Febre aftosa

A febre aftosa é considerada a enfermidade mais importante que afeta
animais herbivoros biungulados, tanto domésticos como selvagens.

A doencga é altamente contagiosa e produz lesbes na boca, ubere e
espacos interdigitais das patas e resulta numa perda de produtividade de cerca de
25% dos rebanhos afetados, particularmente os produtores de carne e leite. Assim,
a enfermidade, onde quer que ocorra, representa um obstaculo ao comércio e pode-
se afirmar, sem perigo de contradi¢ado, que influi de um modo o de outro, no prego
de quase todos os produtos pecuarios colocados no mercado mundial. Além dos
prejuizos que a febre aftosa causa no desenvolvimento do rebanho dos paises
afetados, ha que se considerar medidas restritivas ao controle ou erradicacédo da
doenca adotada pelos paises livres da enfermidade em relacdo ao produto dos
paises afetados. Trata-se pois de uma enfermidade que causa prejuizo a todos os
paises, afetados ou n&o, com interferéncia direta nos fatores econémicos, sociais e

politicos.
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Nos paises onde a febre aftosa € endémica, as campanhas de controle
sao baseadas na imunizagao ativa da populagdo susceptivel, junto com uma série

de medidas sanitarias apropriadas (La TORRE, 1992).

1.3.1 Vacina contra febre aftosa inativada

A primeira vacina inativada contra a febre aftosa foi desenvolvida em
1938, por Waldmann que utilizou como antigeno os virus (O, A e C) extraidos do
epitélio de lesdes frescas da lingua de animais artificialmente infectados. Estes virus
eram adsorvidos em hidroxido de aluminio e inativados com formol (MARTINS,
1971). O formol tem um tempo de inativagcdo muito longo, o que pode afetar a
capacidade imunizante das particulas. Tem sido estudado outros agentes
inativadores do virus aftosa, como betapropriolactona, gliceraldeido, acetiletilenimina

e bromoetilimina.

Figura 5: Amilose
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Figura 6: Amilopectina

Posteriormente com a finalidade de melhorar a vacina, foi usado um
adjuvante oleoso formado por azeites minerais degrau farmacéutico. Foram
investigados outros adjuvantes entre os quais, o DEAE-dextrana, diversas
substancias polibnicas e complexos polinucleotideos (FERNANDES et al., 1975).

Atualmente tem se avancado no conhecimento profundo do virus e da
enfermidade com a possibilidade de se dispor de vacinas efetivas e métodos de
controle e técnicas de engenharia genética, respectivamente.

E evidente que a qualidade de uma vacina depende da qualidade do
antigeno, dos inativantes, dos adjuvantes e de um manejo adequado do antigeno
durante a produgdo e a distribuicdo. Assim mesmo o conhecimento das
propriedades bioquimicas, antigénicas e imunogénicas dos agentes sao aspectos
essenciais que devem ser considerados para a preparacdo de uma vacina adequada
(OLASCOAGA et al., 1988).

Em geral uma vacina convencional compreende:
— Agentes patdogenos completos inativos, obtidos através da inativagdo quimica de

virus cultivados em células em suspensao e monocapa ou implantes de tecidos.
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No caso de vacinas inativadas:
— Muitos virus sao dificeis de cultivar em quantidades adequadas para assegurar
suficiente massa antigénica por doses para uma efetiva imunizagéo;
— Grandes volumes de células infectadas constituem m risco para o manejo de
seguranca bioldgica;
— Ha risco de inativagao incompleta (somente uma fragao da produgao € aprovada
para inocuidade);
— Se requer refrigeracdo durante o armazenamento e distribuicdo, especialmente
nos paises tropicais;
— A eventual contaminacéo bacteriana pode degradar o antigeno através de enzimas
proteoliticas;
— Pode haver alteragéo da estrutura antigénica devido aos inativantes.
Para melhorar as limitagdes da vacina convencional pode-se proporcionar

alteragbes nas seguintes partes:

1 - Antigeno
O agente causal da enfermidade é um aftovirus pertencente a
familia picornaviridae. O virion tem estrutura icosaédrica, sem envoltério e tem cerca
de 25 nm de didametro. Esta formado por 60 coépias de cada uma das quatro
proteinas estruturais vp1, vp2, vp3 e vp4. Uma ou duas cdpias de vpo (precursor
nao clivado de vp2 e vp4) e 3D a RNA polimerase do virus. Os polipeptideos vp1,
vp2 e vp3 estdo organizados em 12 subunidades pentaméricas cada uma das quais
configura um dos 12 vértices do icosaedro. O virion por diminuigdo do pH abaixo de
6,5 ou 0 aquecimento a 45°C se dissocia. Vp1 € o unico polipeptideo estrutural que
ao ser purificado e injetado em bovinos é capaz de induzir anticorpos neutralizantes
e esta localizado nos apices do virion. O polipeptideo vp4 esta localizado
internamente. O genoma viral estda formado por uma cadeia de RNA e tem
aproximadamente 8000 nucleotideos (La TORRE, 1992).
No caso do virus da febre aftosa, a qualidade do antigeno é altamente
dependente das condigcdes para o cultivo dos virus. Sera necessario estudar

meétodos alternativos para cultivos de células de alta densidade.

2 - Inativantes
O formaldeido foi o agente tradicional usado para a inativagdo do virus

em grandes escala. A introducédo dos derivados das aziridinas, de maneira
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particular a etilenimina binaria (B E |) junto com provas mais efetivas de
inocuidade, tem dado maior confianga na aplicagdo segura destas vacinas
(OLASCOAGA et al., 1988).

3 - Adjuvantes

Atualmente se esta dando grande importancia as condi¢gdes 6timas para
apresentar o antigeno ao sistema imunitario. Isto € importante ndo somente para
melhorar as vacinas classicas como também para o desenvolvimento de novas
vacinas. No caso da febre aftosa o adjuvante utilizado € o hidroxido de aluminio-
saponina. Também esta se investigando o uso de mecanismo de liberagcédo
controlada que permitem uma periddica e continua liberacdo do antigeno. Entre
estes se incluem lipossomas, capsulas biodegradaveis de liberagdo lenta e
microsferas (OLASCOAGA et al., 1988).

No controle da febre aftosa a utilizacdo da vacinagdo de animais
susceptiveis a esta enfermidade € um dos recursos da maior utilidade. Nao
obstante, devido as condigdes inerentes ao virus em si, como 0s processos fiisico-
quimicos a que sdo submetidos durante a elaboracédo da vacina, até o presente nao
se tem um antigeno especifico capaz de conferir aos animais uma imunidade sélida
e de larga duracao (LA TORRE, 1992).

A primeira parte deste projeto visa a imobilizagdo dos virus da vacina
antiaftosa em polimeros organicos como alternativa da producédo de sistemas de
liberagcdo controlada no organismo.]

Imobilizagdo da vacina aftosa em polimeros orgénicos, ligacdo cruzada
das proteinas presentes na vacina com carbodiimida e glutaraldeido na tentativa de
retardar a liberagdo da vacina que sofrera ataque enzimatico (hidrolases) no
organismo animal separando o virus aftosa do suporte ao qual esta ligado
covalentemente, formando portanto um sistema de liberagdo controlada. Com este
objetivo, a imobilizacdo da vacina em suportes orgéanicos, soluveis em agua e néo
téxico, amplia o sistema de liberagdo de drogas.

De acordo com o citado anteriormente, foram realizadas analises
espectrofotométricas da vacina e do polimero com a finalidade de se comprovar a
imobilizagdo da vacina no polimero.

Foram realizados estudos da atuacdo de hidrolases sobre a vacina

imobilizada no amido e estudos comparativos de indice de soro protegao entre a
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vacina convencional e a vacina produzida em nosso laboratério com o objetivo de se

obter um sistema de liberagao controlada no organismo animal.
1.4 Complexacédo do cobalto Il com carboidratos e/ou proteinas

A segunda parte da dissertagcdo se propde a complexacdo do cobalto II
com carboidratos e/ou proteinas como um sistema de liberagdo controlada deste
metal para uso na alimentagao animal.

A reagao de complexagcao com um ion metalico, envolve a substituicao de
uma ou mais moléculas do solvente, coordenadas por outros grupos nucleofilos.

Os grupos ligados ao ion central sdo chamados ligantes e, em solugao
aquosa, a reagao pode ser: M (H,0), + L :’ M (H20), -1 L + HO.

A substituicdo sucessiva de moléculas de agua por outros grupos
ligantes, pode ocorrer até que se forme o complexo ML,, onde n € o numero de
coordenagcdo do ion metalico e representa o numero maximo de ligantes
monodentados que podem ser ligados a ele.

Os ligantes sao classificados de acordo com o numero de pontos em que
se prendem ao ion metalico, cada um num determinado ponto, por doagdo de um
para de elétrons ao metal. Os tipos mais frequentes destes ligantes monodentados
sdo os ions negativos mono-atdmicos e moléculas neutras tais como: NHs, H,O e
CO (VOGEL, 1981).

Os bidentados sdo as moléculas que tem dois atomos doadores e podem
formar duas ligagbes coordenadas com o mesmo ion metalico. Exemplo de ligante
bidentado é o etilenodiamina. NH;, CH,, CH;, NH,. Os ligantes multidentados
contém mais de dois atomo coordenados por molécula (ex.: 1,2-diaminoetanotetra-
acético — EDTA), sendo um hexadentado.

Os ligantes quelantes (bidentados e multidentados) foram complexos de
maior estabilidade do que moléculas de um unico grupo funcional (VOGEL, 1981).

Ao se considerar a estabilidade dos ions complexos em solugdao aquosa,
nao se faz referéncia a formacao desses ions a partir de seus componentes, mas as
reacgdes de substituicdo, nas quais um certo numero de moléculas ligantes deslocam
um numero igual ou maior de moléculas de agua da primeira esfera de coordenagao
em volta do ion metalico (ORGEL, 1970).
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A teoria do campo cristalino oferece uma explicagdo em que complexos
formados por ions metalicos com orbitais d ndo saturados sao coloridos. A diferenca
de energia entre os dois niveis de orbitais d leva em muitos casos a uma grandeza
igual a energia de um féton de luz na regido do visivel. Isto significa que elétrons d,
em ions complexos, podem passar a um nivel mais alto por absor¢ao da energia da
luz. Quando isto acontece com a luz branca sao removidos alguns comprimentos de
onda e a luz refletida da amostra é colorida (MASTERTON E SLOWINSKI, 1978).

Portanto a formacdo dos complexos de um ion metélico pode ser
acompanhada através do espectro de absor¢ao na regido visivel.

As solugdes de sais de cobalto Il soluveis, na auséncia de ligantes fortes,
contém o ion hexaquocobalto IlI, octaédrico, de cor rosa, [Co(H20)5]2+. Uma
mudancga da cor rosa para azul nitida ocorre quando se adiciona o acido cloridrico
concentrado a uma solugdo aquosa contendo fons [Co(H2,0)e]**. Esta mudancga da
cor resulta quando as seis moléculas de agua que circundam octaedricamente o ion
Co?* do ion [Co(H20)5]2+, cuja cor € rosa, sao substituidos por quatro ions CI

formando o anion [CoCl]* segundo a reacao:

[Co(chZO)e]Z* +4Cr 2 [C°|C'412' +6 H,0
cor de rosa azu
octaédrico tetraédrico

Este equilibrio é deslocado para a direita pela a adigcdo de CI' que faz
decrescer a concentragao efetiva das moléculas de agua. O equilibrio é deslocado
para a esquerda pela adi¢gado de H,O (QUAGLIANO e VALLARINO, 1985).

A existéncia destes dois complexos é constatada através do espectro de
absorc¢ao no visivel conforme a (Figura 7).

Recentemente tem sido citada na literatura a formacdo de complexos de
metais de transicdo com carboidratos, que se ligam através das hidroxilas
(KENNEDY e CABRAL, 1986).
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A escolha para esse sistema com o metal de transicdo cobalto
complexando com glicose e/ou proteinas ou amido modificado foi devido a
consideracgdes sobre a fisiologia do rumen:

— No rumen ndo ha produgdo de enzimas, sendo pois, a digestdo e
transformacao bioquimica dos nutrientes realizados pelas enzimas produzidas
pelos microorganismo, os quais variam de espécies e de quantidade,
dependendo da natureza da alimentagcdo (JOHNSON et al., 1956).

Portanto, o nosso sistema de liberacdo alternativo € compativel cm a
necessidade dos microrganismos presentes no rumen, que vao utilizar os ligantes, e
do animal que vai utilizar o cobalto para a composi¢ao da estrutura da vitamina B12
que esta presente nos tecidos e participa de processos metabdlicos.

Baseado nos aspectos anteriormente citados foram realizados estudos
espectrofotométrico e cromatografico comparativos entre um produto comercial
(cobalto-dextrose-lactose) de estrutura desconhecida e um produto produzido em
nosso laboratério, com a finalidade de se obter um quelato (cobalto-carboidrato-
proteina) que tem aplicabilidade na alimentagao animal.

Este projeto da continuidade a pesquisa que vem sendo desenvolvida em
conjunto pelo laboratério de Biotecnologia do Departamento de Bioquimica da UFPE
e a VALLEE - S/A, que tem interesse comercial pelos derivados imobilizados

obtidos.

1.5 Objetivos

1) Imobilizagdo da suspensao de virus “O1 Campos” em amido e carbodiimida
como sistemas de liberagdo controlada do antigeno no organismo animal;

2) Complexagao do cobalto Il com glicose e/ou lactose e/ou proteinas o amido
modificado como sistema de liberacdo controlada deste metal para uso na

alimentagao animal.
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2 MATERIAL

2.1 Reagentes

Foram utilizados os seguintes compostos: Cobalto-Dextrose-Lactose
(CDL) e vacina antiaftosa cedidos pela VALLEE S/A; acetato de etila, acetona, acido
cloridrico, acido 3,5 dinitrosalicilico, acido fosforico, anilina, carbonato de cobalto,
cloreto de cobalto, difenilamina, dioxano, glicose, hidroxido de sodio, lactose, 1
propanol, silica gel-G, sulfato de cobalto, tartarato de sddio e potassio, tetraboridreto
de sédio obtidos da E. Merck Darmstadt, R.F.A;. amido, albumina sérica bovina
(BSA), etilenoglicol, metaperiodato de sodio obtido da Reagen, Rio de Janeiro,
Brasil; a-amilase, diciclohexilcarbodiimida obtidos da Sigma Chemical Company
Ltda, St. Louis, USA; sephadex G-100 obtido da Pharmacia Fine Chemicals, Suécia.

2.2 Aparelhos

Agitador magnético Arthur H. Thomas Co, Filadélfia, USA.
Balanca analitica H15, E. Mettller, Zurich, Suica.
Banho-maria Grant Instruments, Cambridge, Inglaterra.
Centrifuga IEC B-202 Damon.

Espectrofotdbmetro de absorgao Cary 118, Sdo Paulo, Brasil
Espectrofotdbmetro UV-Vis-634, Varian, Sdo Paulo, Brasil
Espectrofotdbmetro de absorcao Hitachi U-3200, Japao.
Liofilizador GT2 Leybold-heraeus, Alemanha.
Potenciémetro Digimed.
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3 METODOS

3.1 Ativacao do suporte e imobilizacao do ligante
3.1.1 Ativacao do suporte

Foram dissolvidos 100 mg de amido em 10 ml de agua. Essa solucéo de
amido a 1% (p/v) foi analisada espectrofotometricamente através de um espectro de
absorcdo (350 — 180 nm). A solugdo de amido 1% (10 ml) foram adicionados 10 ml
de metaperiodato de sédio 0,4 N a pH 4,5 e mantida sob agitagao constante por 18
horas na auséncia de luz a 4°C (KENNEDY e WHITE, 1983).

3.1.2 Imobilizagdo da vacina antiaftosa em amido

O procedimento de imobilizagao utilizado neste trabalho seguiu o seguinte
processo: a solugdo de amido 1% foi adicionado 10 ml de metaperiodato de sédio
0,4 N. A mistura foi mantida sob agitacdo constante por 18 horas na auséncia de luz
e a 4°C. Ao amido ativado foi adicionado 1,2 ml de etilenoglicol. Para retirar o
etilenolglicol foi utilizado acido cloridrico 0,1 N até o valor de pH 3,5, seguida de
dialise por 24 horas com 4 trocas de agua. O pH foi elevado com hidréxido de sédio
0,1 N para 7,5 e o acoplamento foi realizado com 4 ml de vacina antiaftosa
concentrada 5 vezes durante 12 horas a 4°C. Apds a reagédo de imobilizagdo. O
volume foi concentrado para 20 ml e adicionado 10 mg de tetraboridreto de sddio e
agitado suavemente por 12 horas a 4°C. Posteriormente, o material resultante
(amido-vacina-tetraboridreto de sédio) foi dialisado e logo depois reduzido o volume
para 4 ml. Apds a preparacdo de imobilizacdo da vacina antiaftosa em amido foi
aplicado 0,5 ml dessa amostra (material concentrado) em coluna de sephadex G-
100 para analise espectrofotométrica.

As amostras para as provas de indice de soro protecéo (ISP) foram:

a) Vacina dialisada (94 ml), concentrada 5 vezes e em seguida imobilizada em
amido;
b) Vacina nao dialisada (4 ml), concentrada 5 vezes e em seguida imobilizada em

amido.
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3.1.3 Preparacdo de ligagbes cruzadas entre as proteinas da vacina usando
diciclohexilcarbodiimida

Foram adicionados 19 ml da vacina antiaftosa ndo dialisada em um
Becker e o pH ajustado com &cido cloridrico 01, N para 4,7. A vacina foram
incorporados 8 mg de diciclohexilcarbodimida (DCC) dissolvidos em 1 ml de
dioxano. A reacado de ativagdo ocorreu sob suave agitagdo por 5 ou 30 minutos,
mantido o pH rigorosamente em 4,7. Ao término da reac&o de ativagao, o pH foi
elevado para 8,0 com hidroxido de soédio 0,1 N e a imobilizagdo realizada sob
agitacdo constante por 12 horas a 4°C. A vacina imobilizada foi dialisada até
eliminacao da turbidez e entdo concentrada 5 vezes em liofilizador para ser

armazenada e analisada espectrofotometricamente.

As amostras para as provas de indice de soro protegéo (ISP) foram:

a) Vacina nao dialisada (19 ml);

b) Vacina nao dialisada (19 ml), com o pH ajustado para 4,7 com acido cloridrico
0,1 N, adicionado 8 mg de DCC dissolvidos em 1 ml de dioxano. A reag&o de
ativagao foi mantida sob suave agitacdo por 30 minutos e o pH mantido
rigorosamente em 4,7. O pH foi elevado para 8,0 com hidréxido de sédio 0,1
N e a imobilizacao realizada sob suave agitagao por 12 horas a 4°C. A vacina
imobilizada foi dialisada até a eliminacdo da turbidez e concentrada para 14

ml e adicionados 6 ml de hidréxido de aluminio.

3.2 Determinacgédo dos complexos do cobalto Il

Em virtude dos complexos de metais de transigao absorver luz na regiao
espectral do visivel, optou-se pelo espectrofotdmetro de absorgao para identificar os
possiveis complexos do cobalto Il com glicose e lactose.

Foram feitos espectros de diversas preparagcdes do cloreto de cobalto
com glicose e lactose variando tanto a concentragdo dos monossacarideos como o

pH da preparacao.
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Preparagao das amostras de cloreto de cobalto
- CoClz (3 g) + H0 (20 ml)
- CoCly (3 g) + HCI 1M (20 ml)
- CoCl; (3 g) + HCI 5M (20 ml)
- CoCl; (3 g) + HCI 5M (20 ml) + lactose (4 g)
- CoCl; (3 g) + HCI 5M (20 ml) + glicose (4 g)
- CoClz (3 g) + HCI 5M (20 ml) + glicose (2 g) + lactose (2 g)

Os espectros destas amostras foram obtidos apds 24 horas diluindo as

amostras 1:10. Com excecéo do CoCl, em HCI 1M que né&o estava diluido.

- CoCl; (1,5 g) + HCI 1M (10 ml) + glicose (7,3 )

- CoCl; (1,5 g) + HCI 0,1M (10 ml) + glicose (7,3 Q)

- CoCl; (1,5 g) + HCI 0,01M (10 ml) + glicose (7,3 )
- CoCl; (1,5 g) + HCI 0,001M (10 ml) + glicose (7,3 )
- CoClz (1,5 g) + H2O (10 ml) + glicose (7,3 g)

Os espectros destas amostras foram obtidos apds 24 horas n&o diluidas.

A partir de estudos espectrofotométricos do cloreto de cobalto Il com
glicose, foram feitas analises espectrofotométricas de preparagdes do cloreto de
cobalto Il com proteinas e amido ativado com metaperiodato de sodio variando as

suas concentragdes, mas mantendo o pH das preparagdes.

As amostras foram:

- CDL (1 g) + H,O (20 ml) — o espectro foi obtido apds 24 horas diluindo-se a
amostra 1:10.

- Cloreto de cobalto 0,01 M + glicose ([glicose] / [cobalto]) (0; 1,0; 10,0; 50,0; 100,0;
160,00.

- Cloreto de cobalto Il 0,01 M + glicose
[Glicose] / [cobalto 1] (0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 10,0; 30,0; 40,0)

- Cloreto de cobalto II 0,01 M + proteina
[proteina] / [cobalto 1] (0,0; 1,3x10®; 5,4x10°5; 1,3x107°)
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- Cloreto de cobalto Il 0,1 M + glicose + proteina
[Glicose] / [cobalto] (0,0; 0,2; 2,0) e [glicose] / [cobalto 1]
+ [proteina] / [cobalto 11] (2,5x107? e 6,8x10™)

- Cloreto de cobalto Il 0,1 M + amido ativado com metaperiodato
[Amido] / [cobalto] (0,0; 1,3x107).

Os espetros foram obtidos apds 24 horas.
O produto comercial (cobalto — dextrose — lactose) foi dissolvido em agua
ou em acido cloridico e analisado também em espectrofotdmetro de absorcéao.

v Adicionou-se CDL (cobalto — dextrose — lactose) 1 g em 20 ml de agua ou acido
cloridico 5M. os espectros foram obtidos apds 24 horas, diluindo-se as amostras
1:10.

v O soro foi obtido por coagulacdo espentanea do leite “in natura” seguido de
centrifugacéo e o espectro foi obtido apds 24 horas diluindo-se a amostra em
1:10.

3.3 Analise espectrofotométrica da vacina antiaftosa livre e dialisada

A vacina antiaftosa contém na sua preparag¢ao o vermelho de fenol que
interfere no espectro. Portanto, dialises foram efetuadas durante 24 horas com 3
trocas de agua para remogao do vermelho de fenol. O espectro de absor¢cédo da

vacina foi realizado nos comprimentos de ondas entre 200 e 350 nm.

3.4 Analise cromatografica
3.4.1 Cromatografia em coluna

A vacina antiaftosa livre e imobilizada em amido foram concentradas 5
vezes e 0,5 ml foi aplicado em uma coluna cromatografica empacotada com gel
sephadex
G-100. A eluicdo das proteinas com diferentes massas moleculares foram

acompanhadas espectrofotometricamente a 280 nm.
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Preparagao da coluna:

- Coluna sephadex G-100 (27 cm /1,5 cm) cuja taxa de fluxo foi de 0,3 ml por minuto.
Foram pesadas 6,0 g de sephadex G-100, dissolvidos em 100 ml de tampé&o tris 0,1
M pH 8,0. Colocados em banho-maria fervente durante (4-5) horas, e logo depois

empacotados na coluna.

3.4.2 Cromatografia em camada fina

Foram realizadas cromatografias em camada fina com placas de vidro
(20x20 cm) recobertas com silica gel G (0,25 mm). As placas foram ativadas em
estufa a 100°C durante 30 minutos e esfriadas a 28°C, antes de serem usadas. Os
padroes

(3-5) pl e as amostras (3-10) ul foram aplicadas com uma microseringa.

Padrdes: (G) glicose, (G') galactose, (L) lactose, (Co) cloreto de cobalto
Amostras: (C) Cobalto — dextrose — lactose em agua

(C") Cobalto — dextrose — lactose em HCI 5M 10 ml)

(A') CoCOs (1,5 g) + glicose (9,14 g) + HCI 5M (10 ml)

(A") CoCOs (1,5 g) + glicose (4 g) + HCI 5M (10 ml)

(A" CoCO3 (1,5 g) + glicose (7,3 g) + HCI 5M (10 ml)

Foram usados dois sistemas de solventes:
| — 1 — Propano — acetato de etila — agua (30 : 50 : 20 v/v)
Il — 1 — Propano — acetato de etila — agua (60 : 20 : 20 v/v) (COLLINS, et al., 1971).

Foi sado revelador apropriado para carboidratos com a seguinte
composic¢ao: Difenilamina a 2% em acetona (5 ml); acido fosférico concentrado (1
ml) e anilina a 2% em acetona (5 ml) (GHRBREGZABHER et al., 1976). Apds o
desenvolvimento das placas no sistema de solventes deixou-se secar a temperatura
ambiente (28°C) e pulverizou-se as placas com revelador. Levando-se em seguida
para a estufa a 100°C por 10 minutos. Os carboidratos foram visualizados como

manchas azuis.
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3.5 Determinacdo da hidrolise enzimética

Foram realizadas as hidrolises utilizando a enzima a-amilase sobre o
amido livre e amido ligado a vacina para observar uma simulagdo de liberagao de
glicose e vacina a partir da degradacdo do amido e amido ligado a vacina
respectivamente. Isto foi verificado através da dosagem da glicose pelo método de
DNSA (BERNFELD, 1955).

3.5.1 Amido + a-amilase

Foram dissolvidos 100 mg de amido em 10 ml de tampao fosfato 0,1 M
pH 6,9. A essa solugéo foi adicionado 1 ml de a-amilase (1 mg/ml preparado em
tampéo fosfato 0,1 M pH 6,9) a 37° sem agitagdo. Foram retirados 100 pl para tubos
de ensaio contendo 1 ml de DNSA em tempos de 0, 30, 60, 90, 120 min. As leituras

foram obtidas espectrofotometricamente a 570 nm.

3.5.2 Amido ativado com metaperiodato de sédio 0,4 N + vacina antiaftosa + a-

amilase

O processo de imobilizacdo da vacina antiaftosa em amido foi realizado
nas condi¢des descritas no item 3.1.2, substituindo a agua por tampéo fosfato 0,1 M
pH 6,9 e o volume final foi reduzido em liofilizador para 10 ml.

No processo de hidrolise foram utilizados os 10 ml em um becker e
adicionado 1 ml de a-amilase (1 mg/ml em tampéo fosfato 0,1 M pH 6,9) a 37°C sem
agitacdo. Foram retirados 100 pl para tbos de ensaio contendo 1 ml de DNSA em
tempos de 0, 30, 60, 90, 120 min. As |leituras foram obtidas

espectrofotometricamente a 570 nm.

3.5.3 Amido ativado com volume modificado de metaperiodato de sédio 0,4 N +

vacina antiaftosa + a-amilase

O processo de imobilizagdo da vacina antiaftosa em amido ativado e a
hidrélise do sistema amido + vacina foram realizados nas condi¢des descritas no
item 3.1.2, sendo que o volume utilizado do metaperiodato de sédio 0,4 N foi de 5

mil.
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3.6 Dosagem de proteinas

para determinagao de proteinas totais foram usados dois métodos: o de
Lowry modificado e o de Warburg e Christian (VILLELA et al., 1973).

3.6.1 Método de Lowry modificado

Sol. | — Hidroxido de sédio 1 N
Sol. Il — Carbonato de sédio 2% m/V
Sol. lll - Tartarato de sddio e potassio 1% m/V
Contendo sulfato cuprico 0,5% m/V
Sol. IV —Ao reagente Il (50 ml) adicionou-se o reagente Ill (1 ml). Este reagente deve
ser preparado antes do uso.
Sol. V — Folin — ciocalteau (diluido 1:1)
Reagente de Folin — ciocalteau.
Tungstato de sédio- 2 H,O 100 g
Molibdato de sodio- 2 H,O 25 g

Para amostras de proteinas em solucgao (0,5 ml) foi adicionado o reagente
I (0,5 ml) e agitado. Depois de 25 minutos a 25°C adicionou-se o reagente IV (5 ml),
misturou-se e em seguida deixou-se em repouso por 10 minutos, a 25°C. adicionou-
se entdo o reagente V (0,5 ml) e agitou-se. Depois de 30 minutos de repouso a
25°C, foi determinada a absorbancia espectrofotométrica a 570 nm.

A curva de calibracao foi preparada com BSA para as concentragdes 0 —
25-50-75-100 - 125 pg.

3.6.2 Método de Warburg e Christian

A maioria das proteinas exibe absor¢do na luz ultravioleta em 280 nm,
devido sobretudo a presenca de triptéfano e tirosina. Os acidos nucléicos também
apresentam forte absorcdo em 280 nm, mas inferior a absorgdo em 260 nm, ao

passo que as proteinas absorvem contrariamente mais em 280 do que em 260.

Concentragao de proteinas em mg/ml = 1,45 Aygp — 0,74 Ageo.
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3.7 Dosagem de glicose

Foi usado o método DNSA (BERNFELD, 1955) para determinacéo de

glicose:

- Preparacdo do DNSA (acido dinitrosalisilico)

| — Pesou-se 4 g de NaOH e dissolveu-se em 50 ml de agua

Il — Pesou-se 0,25 g de DNSA e dissolveu-se na solugao anterior

[l — pesou-se 75 g de tartarato de sédio e potassio e dissolveu-se em 150 ml de
agua.

IV — Misturou-se as duas solugdes e diluiu-se com agua para um volume de 250 ml.

V — Foi construida curva de calibracao para verificar o teor de glicose nas amostras.
Partindo de padrdes de glicose (1, 2, 3, 4, 5) mg/ml e destes retirou-se 100 pl
para cada 1 ml de DNSA. Foi aquecido a 100°C por 10 minutos e feito leituras a
570 nm.

3.8 Determinacéo dos indices de soro protecéo

Virus:

Os componentes da vacina antiaftosa fornecida pela VALLEE S/A sdo

virus “O4 Campos”.

Vacinas:

A VALLEE S/A preparou uma vacina monovalente, proveniente do cultivo
de suspensao de células de rim de hamster (cepa BHK), os virus foram inativados
com BEI (etilenimina binaria) e misturados em parte iguais.

O laboratério de Biotecnologia do Departamento de Bioquimica da UFPE
preparou outra vacina utilizando os mesmos virus imobilizados em suportes

organicos.

Animais:
No experimento se utilizaram bovinos de idade média 18 meses com peso
médio de 360 kg.
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Vacinacéo:
Se utilizou m total de 16 animais os quais foram inoculados com 5 ml de

vacina por via intramuscular. Nestes experimentos foram utilizados:

a) 3 bovinos inoculados com vacina dialisada e concentrada 5 vezes e
imobilizada em amido;

b) 3 bovinos inoculados com vacina nao dialisada e concentrada 5 vezes e
imobilizada em amido;

c) 3 bovinos inoculados com vacina ndo dialisada + carbodiimida;

d) 2 bovinos inoculados com vacina nao dialisada + carbodiimida + hidréxido de
aluminio;

e) 5 bovinos foram vacinados com suspensao de virus “O4 Campos” + hidroxido

de aluminio para serem usados como controle.

3.8.1 Prova de anticorpos

De todos os animais foram coletadas amostras de sangue com intervalos
de um més e os soros bovinos examinados através de prova de protecéo realizados
pela VALLEE S/A.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Imobilizacdo da vacina antiaftosa em amido

A suspensdo do virus “O; Campos” preparada pela VALLEE S/A foi
acoplada em amido por ligagdes covalentes, através da reagcdo de oxidagdo com
metaperiodato de sddio ou utilizando carbodiimida produzindo ligagbes cruzadas.

O amido soluvel, usado como suporte, foi ativado com metaperiodato de
sodio 0,4 N, converteu grupamentos hidroxilicos ligados a atomos de carbonos
adjacentes em grupos aldeidicos, pela ruptura das ligagées carbono-carbono. Isto
ocorreu em solucdo aquosa de pH entre 3-5 para evitar a oxidacdo nao seletiva, a
qual pode ocorrer em valores de pH mais altos (KENNEDY e WHITE, 1983).

Ativacao do suporte

e
‘n’\aoﬁ * C’Yho
Y|
HO OH CH 0

I

0

Os dialdeidos forrmados apds a oxidacdo com metaperiodato de sédio
sdo instaveis em agua (KENNEDY e WHITE, 1983), sendo portanto necessario

proteger os grupamentos aldeidicos com etilenolglicol em pH em torno de 5,0.
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Os grupos protetores (etilenoglicol) foram retirados pela adi¢do do acido
cloridrico 0,1 N até pH 3,5 seguido de diadlise, que regenerou a carbonila (ALLINGER
et. al., 1978).

Imobilizagao covalente do antigeno

Os grupos aldeidos introduzidos no suporte reagem com grupos aminicos
de aminoacidos nucleofilicos das proteinas do antigeno em pH levemente basico
formando a base de SCHIFF (SNELL et al., 1970). A formagéo da base de SCHIFF é
uma reacao reversivel a qual pode se tornar estavel pela redugao da forma imina (-N
= C) para a forma amina (-NH-C) com tetraboridreto de sédio. O tetraboridreto de
sédio estabiliza as ligagdes entre suporte — ligante e bloqueia um excesso de grupos
ativados (EMNEUS e GORTON, 1993).
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A carbodiimida insoluvel em agua (DCC) foi utilizada como carreador e
agente condensante, ativando as carboxilas das proteinas do antigeno. As
carbodiimidas reagem em pH levemente acido para formar o derivado o-acilisourea
(KENNEDY e WHITE, 1985).
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A isourea inicialmente formada reage em pH levemente alcalino com
aminas primarias das proteinas para formar a ligagdo amida, como indicado abaixo
(JANOLINO e SWAISGOOQD, 1982).

Antigeno - CO2 R
|

HN
| OH"
- C + 'NH,-Antigeno ——
| |
N
|
R

O

Antigeno — CO - NH - Antigeno+ R-NH- C -NH-R’

O produto comercial (vacina antiaftosa) foi dialisado por 24 horas com trés
trocas de agua para retirar o vermelho de fenol presente na vacina.

O vermelho de fenol é usado como indicador de controle de pH durante o
processo de producido da vacina e interfere no aparecimento do pico caracteristico
para proteinas (280 nm),quando da realizagdo do espectro de absorgédo na faixa de
comprimento de onda de 200 a 350 nm.

Na auséncia do indicador de pH, foi determinado o espectro da vacina
antiaftosa dialisada e verificado a presenca do pico caracteristico para proteinas em
torno de 280 nm (Figura 8).

O amido soluvel, polimero de D-Glicose, que causa reacgdes colaterais
quando injetado no organismo, foi usado como suporte para a imobilizagdo da
vacina antiaftosa.

O espectro de absor¢dao do amido (Figura 9) mostra que a absorgao
maxima ocorreu em 215 nm, ndo apresentando nenhuma absorgdo no comprimento
de onda de 280 nm, regido de absor¢cdo da vacina. Isto permite que a vacina

imobilizada possa ser
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Figura 8: Espectro de Absorcdo da Vacina Antiaftosa
Dialisada.
Amostra
0,9 ml de tampé&o Tris 0,1 M pH 8,0

0,1 ml de vacina (1,5 mg prot. /ml}
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analisada espectrofotometricamente em 280 nm.

A partir da realizagao dos espectros de absorcao foi possivel realizar os
ensaios cromatograficos em coluna sephadex G-100 permitindo-se verificar a
imobilizagdo das proteinas do virus “O4 Campos” ao suporte através do aumento dos

picos de absorcao a 280 nm e diminui¢cdo do volume de eluicao.

4.2 Analise cromatografica e espectrofotométrica da vacina livre e imobilizada

A cromatografia em gel Sephadex empacotado em coluna separa as
moléculas por massa molecular. Neste procedimento cromatografico as moléculas
protéicas de baixa massa molecular sdo eluidas no “Bed Volume”, ou seja,
retardadas no seu caminho, enquanto que as moléculas protéicas de elevada massa
molecular s&o aluidas no “Void Volume” consequentemente saindo mais
rapidamente.

A escolha do gel sephadex G-100 em relagdo ao G-200 foi possivel
utiizando-se a vacina dialisada (suspensdo de virus “O4 Campos”) apds a
verificacdo de varios parametros (volume aplicado, velocidade de eluigdo) para
determinar a concentragcdo de proteinas a ser utilizada (7,5 mg/ml). A opcédo pela
coluna de gel sephadex G-100 foi devido a mesma apresentar uma melhor
resolucao grafica.

Baseado nestas propriedades citadas anteriormente, foram realizados
estudos cromatograficos em coluna contendo sephadex G-100 com subsequente
analise espectrofotométrica da vacina antiaftosa livre e imobilizada.

A Figura 10 mostra o perfil de eluicdo das proteinas constituintes da
vacina antiaftosa em gel sephadex G-100. Este cromatograma apresenta quatro

picos, cujos volumes da elui¢gdo foram 11,2; 22,5; 26,2 e 33 ml.
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Figura 10: Cromatograma sequido de espectrofotometria da

vacina antiaftosa dialisada concentrada S vezes (280 nm).

A vacina antiaftosa contém 7 .5mg proteina/ml em
tampao tris 0,1M pH 8,0 foi aplicada na

coluna sephadex G - 100

Volume aplicado na coluna 0,5m|

Velocidade do fluxo = 0,3 mli/min.
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O pico 1 representa as proteinas da vacina de maior massa molecular,
por ter apresentado o menor volume de eluigdo. Apresentou também o menor valor
de absorbancia, caracterizando a menor concentragao.

Os picos 2 e 3 representam as proteinas da vacina de massa molecular
intermediaria entre as proteinas dos picos 1 e 4. Sendo que o pico 3 de volume de
eluicdo 26,2 ml, representa a maior concentracdo de proteinas da vacina, devido
apresentar o maior valor de absorbancia.

O quarto pico representa as proteinas da vacina de menor massa
molecular, por ter apresentado o maior volume de eluicao.

O virus “O1 Campos” é um subtipo de virus causador da febre aftosa. O
mesmo pode ser alterado a pH menor que 7,0 e através de elevacao de temperatura
(La TORRE, 1992).

O aparecimento dos 4 picos da Figura 10 pode estar relacionado a
mudanca na faixa de pH 7,5 — 8,0. Apdés a didlise da suspensdo de virus “O4
Campos” o pH final baixou para 6,5.

Devido a queda do pH nao ter sido brusca é provavel que tenha ocorrido
uma alteragdo minima no capsideo de alguns virus. Isto pode ser confirmado
através da Figura 10, onde os picos menores correspondem as proteinas liberadas
do capsideo de alguns virus e o pico 3 seria um provavel aglomerado de virus “O4
Campos”.

A alteracdo minima no capsideo de virus “O; Campos” acarretou
mudancas na atividade antigénica desse virus como verificado a partir dos estudos
dos indices de soro protecéo (ISP). E a etapa de dialise que causou modificagdes no
virus “O1 Campos” é necessaria pois serviu para remover excesso de determinados
componentes, como também retirar a coloracdo da vacina que interfere na analise
espectrofotométrica da mesma.

O processo de imobilizagdo de proteinas em um suporte pode ser
influenciado por fatores como: concentragdo do suporte, concentragcao de proteinas,
tempo de ativagdo do suporte, concentracdo do ativante, temperatura e pH de
acoplamento (KENNEDY e WHITE, 1985).

Matrizes polissacaridicas podem ser ativadas pela oxidagcdo de grupos
diol em carbonos adjacentes para formar aldeidos. Os dialdeidos reagem com
grupos aminicos primarios do ligante para formar a base de Schiff. As bases de

Schiff sao relativamente instaveis, especialmente em pH baixo. Contudo, podem ser
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estabilizadas pela redugdo com tetraboridreto de sédio para produzir um derivado
estavel.

Para realizar a imobilizagdo foram necessarias modificagbes no suporte,
reagente de ativacao e ligante (proteinas dos virus “O1 Campos”).

Durante a imobilizagao a temperatura foi mantida a 4°C para nao alterar a
vacina antiaftosa. Apés a imobilizagao foi realizado o processo de diadlise para retirar
componentes em excesso. A dialise proporcionou uma queda no pH para 6,5. Isto
sugere uma provavel alteracdo na estrutura do virus “O4 Campos” imobilizado no
amido. Esta alteracdo pode influenciar no comportamento antigénico do virus. A
vacina antiaftosa imobilizada em amido ativado com periodato de sdédio foi
adicionada na mesma coluna empacotada com sephadex G-100 e analisada
espectrofotometricamente a 280 nm (Figura 11).

Esta figura apresenta 5 picos eluidos nos volumes 7,0; 8,7; 10,0; 16,2 e
27,5 ml. Os cinco picos da Figura 11 sao diferentes, em valores absolutos de
absorbancia e volumes de elui¢cdo, aos da Figura 10.

Os picos 1, de maior valor de absorbancia, 2 e 3 da Figura tiveram
volumes de eluicdo menores que o do pico 1 da Figura 10. Isto mostra que houve
consideravel imobilizagdo das proteinas da vacina sobre o amido, devido ao
aparecimento desses 3 picos (Figura 11) e a diminuigdo do pico 3 (Figura 10), que
corresponde ao pico 5 na Figura 11.

Portanto o aparecimento desses picos com volumes de eluicdo menores
(Figura 11) caracteriza a presenca do imobilizado vacina-amido.

Os métodos mais utilizados para ativacdo de carreadores contendo
grupos carboxilas envolvem o uso de carbodiimidas formadas por R-N=C=N-R’,

onde R e R’ podem ser alifatico ou aromatico.
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Figura 11: Cromatograma sequido de espectrofotometria da vacina
antiaftosa dialisada e concentrada 5 vezes imobilizada em
amido ativado (280 nm).

A vacina antiaftosa contém 7,5mg proteinalml de tampao
tris 0,1M pH 8,0

Coluna sephadex G - 100

Valume aplicado na coluna 0,5m

Velocidade de fluxo = 0,3 miimin.
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Carbodiimidas tem sido usadas para ativacdo de polissacarideos
(BEDDOWS et al., 1981 e DOMINGUES et al., 1988) e proteinas (PERFETTI el al.,
1976) contendo grupos carboxilas.

O processo de formacgédo da ligagdo amida entre compostos contendo
grupos carboxilas e aminicos cm participacdo de carbodiimidas, ocorre da seguinte
maneira:

A modificagdo do grupo carboxilico do carreador ocorre pela reagdo com
carbodiimida, formando o O-Acilisourea. Entdo, a reagcdo de O-Acilisourea com
grupos aminicos primarios formara a ligacao amida.

As ligagdes cruzadas entre as proteinas da suspensdo do virus “Oq4
Campos” promovida pela carbodiimida insoluvel em agua, foram realizadas de
acordo com Hearn et al., 1979 e Hearn, 1987.

Durante a reacao para formagao da ligacdo cruzada entre as proteinas
constituintes do capsideo da vacina e temperatura foi mantida a 4°C para nao alterar
a atividade da vacina antiaftosa.

A turbidez ocasionada pela adigdo da agua a carbodiimida solubilizada
em dioxano foi eliminada através de dialise.

A dialise provocou uma queda no pH para préximo de 6,5. Podendo esta
alteracao modificar a estrutura do virus “O4 Campos” imobilizado através de ligagdes
cruzadas.

A ligacao cruzada entre as proteinas da vacina antiaftosa foi verificada
através de estudo cromatografico e espectrofotométrico a 280 nm. Foram feitos
estudos da vacina antiaftosa + carbodiimida com tempo de reacdo de 5 e 30
minutos.

A Figura 12 apresentou 5 picos com os seguintes volumes de eluigao 7,0;
13,0; 16,0; 22,0 e 33,0 ml.

Esta figura comparada com a Figura 10, da vacina livre, mostrou que a
maioria das proteinas da vacina eluiram em volumes abaixo de 26,2 ml, que
corresponde ao terceiro pico da Figura 10. isto caracterizou a formacido de

aglomerados protéicos com massa moleculares maiores que aqueles da Figura 10.
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Figura 12; Cromatograma sequido de espectrofotometria da
vacina antiaftosa dialisada concentrada 5 vezes +
carbodiimida (280 nm).
(Tempo de ativagdo 5 min.)
A vacina antiaftosa contém 7,125mg proteina/ml de tampao
tris 0,1M pH 8,0
Coluna sephadex G - 100
Volume aplicado na coluna 0,5mi
Velocidade de fluxo = 0,3 mi/min.
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A Figura 13 apresentou 4 picos com os seguintes volumes de eluigéo 7,0;
12,8; 15,6 e 32,2 ml.

A Figura 13 relacionada com a Figura 10, mostrou que em 30 minutos de
reagao entre a vacina antiaftosa e carbodiimida, houve uma maior aglomeracao de
proteinas. Isto foi verificado pelos seus menores volumes de eluicdo caracterizando

proteinas de elevada massa molecular.

4.3 Hidrdlise enziméatica do amido livre e do imobilizado amido-vacina

O amido apresenta-se em forma de granulos, cujo tamanho e forma
dependem da fonte de obtengao (MORRISON e BOYD, 1978).

E constituido pelas fracos amilose e amilopectina. Estas duas partes
correspondem a dois hidratos de carbono de alto peso molecular (Cg H1g Os)n.

Por tratamento enzimatico os componentes do amido sido hidrolisados

progressivamente para dextrina, maltose e finalmente glicose.

(C5 H1o Os)n + Enzima + H,O —» n ((CG H1o 05)

amido glicose

A hidrdlise enzimatica € o método utilizado para hidrdlise controlada de
polissacarideos. As enzimas que hidrolisam polissacarideos sao divididas em dois
grupos. Endo e Exo-hidrolases polissacaridicas. Endo-hidrolases polissacaridicas
sdo especificas para ligagdes internas do polimero causando fragmentagdes ao
acaso de homopolissacarideos para dar uma série homdloga de oligossacarideos.
Exemplo deste tipo de enzima é a a-amilase. Exo-hidrolases polissacaridicas sao
especificas para unidades de monossacarideo estereoquimica em carbono 1. Elas
clivam polissacarideos por remogao sequencial de residuos de um terminal da
molécula, usualmente o terminal ndo redutor (KENNEDY e WHITE, 1983).
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Figura 13: Cromatograma seguido de espectrofotometria da
vacina antiaftosa dialisada concentrada 5 vezes +
carbodiimida (280 nm).
(Tempo de ativagao 30 min).
A vacina antiaftosa contém 7,125mg proteinalml de tampéo
tris 0,1M pH 8.0
Coluna sephadex G - 100
Volume aplicado na coluna 0,5mi
Velocidade de fluxo = 0,3 mi/min.
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Nos experimentos de hidrolise enzimatica foram realizadas hidrélises do
amido livre e amido ligado a vacina utilizando a a-amilase. Esta permite simular a
liberac&o de glicose e vacina a partir da degradagao do amido no organismo animal.

As tabelas 1, 2, 3 e a Figura 14 apresentaram a hidrélise do amido (—),
do amido ativado em 10 ml de metaperiodato de sdédio 0,4 N com a vacina
imobilizada (....) e do amido ativado por processo modificado em 5 ml de
metaperiodato de sddio 0,4 N com a vacina imobilizada (---).

A hidrolise do amido livre foi usada como controle. O estudo da hidrolise
do amido e do amido-antigeno, foi realizado sob as mesmas condi¢oes.

A degradacdo enzimatica do amido a monossacarideos ocorre em
animais pela agao da a-amilase (EC 3.2.1.1 a - 1,4 Glucan — 4 Glucanohidrolases)
que faz a clivagem interna das ligagbes o - 1,4 glicosidicas na molécula do amido. O
hidrolisado foi analisado pelo método do acido 3,5 — dinitrosalisilico para medir o
conteudo de agucar redutor (BERNFELD, 1955).

A Figura 14 mostra a hidrolise do amido durante 30 minutos e em seguida
atingindo a velocidade maxima de reagado (saturagdo da enzima). A hidrélise do
amido — antigeno no intervalo de 0 — 120 minutos foi linear, crescente e com
concentracgdes de glicose bem inferior ao hidrolisado do amido livre.

Comparando as curvas de hidrolise enzimatica sobre o amido — vacina,
sendo o amido ativado com metaperiodato de sodio 0,4 N (5 e 10 ml,
respectivamente) pode-se observar que houve um ligeiro aumento na hidrélise do
amido ativado com 5 ml de metaperiodato de sddio do que com o amido ativado com
10 ml. Isto sugere que a diminui¢do do volume do metaperiodato de sddio diminuiu a
formagdo de grupamentos aldeidicos, os quais realizam as ligagbes com as
proteinas da vacina antiaftosa. Todavia, as duas retas apresentaram linearidades
muito semelhantes, o que parece também ser viavel e mais econédmico o uso de 5
ml de metaperiodato de sodio. A presenga das proteinas ligadas ao amido nestas
preparagdes parece ser a razdo da diminuigdo da concentragao de oligossacarideos

produzidos depois da degradagao enzimatica.



Tabela 1
Estudo espectrofotométrico hidrélise enzimética

1 — Amido 1% + a-amilase (1 mg/ml)
Condicbes: pH 6,9
Temperatura 37°C
Sem agitagao
Enzima - a-amilase (1 mg/ml)

Tempo .
minuto ABS ABS Média
0 138 215 176
30 645 585 615
60 620 640 630
90 630 635 632
120 620 645 632

Tabela 2

Estudo espectrofotométrico hidrélise enzimatica

2 — Amido 1% ativado com NalO4 0,4 N + vacina antiaftosa + a-amilase (1 mg/ml)
As mesmas condi¢des da tabela 1

Tempo .
minuto ABS ABS Media
0 25 21 23

30 62 58 60
60 110 125 117
90 170 190 180
120 225 205 215




Tabela 3
Estudo espectrofotométrico hidrélise enzimética

1 — Amido 1% ativado com NalO4 0,4 N + vacina antiaftosa + a-amilase (1 mg/ml)
As mesmas condi¢cdes da tabela 1

Tempo -
minuto ABS ABS Média
0 50 45 47

30 95 98 96

60 185 190 187
90 170 198 201
120 210 240 225

Obs.: Houve modificagdo na metodologia: foi usado 5 ml de NalO,.
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Figura 14 Hidrdlise Enzimatica do Amido na Forma Livre (—); Ativado e
com a Vacina Imobilizada ( - ). ativado por processo
modificado e com Vacina Imobilizada (- - - -).
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Portanto, a degradacao enzimatica mais efetiva e esperada foi a do amido
livre pela a-amilase, pelo fato de nado haver moléculas ligadas ao substrato
causando impedimento estérico.

A degradagao enzimatica pela a-amilase foi maior para o amido do que
para o amido — antigeno. Isto ocorreu provavelmente por impedimento estérico
causado pelas proteinas do antigeno que se ligam covalentemente ao suporte. As
proteinas ligadas ao suporte dificultam o acesso da enzima as ligagbes 1,4
glicosidicas e consequentemente a sua hidrolise. Isto € verificado pela diminuicao da

concentragéo de glicose liberada.

4.4 Resultados dos testes de indice de soro protecéo

Segundo Cunha (1957) o resultado da prova de soro protegao
proporciona uma informagao mais adequada com relacdo a imunidade dos animais.

Uma correlacdo entre o indice de protecdo e a resisténcia dos animais
vacinados com suspensdo de virus aftosa (o, A e C) e a infecgdo pode ser
estabelecida nos limites de certos valores. Quando o indice de soro protegéo for =
2,0 o animal mostrou-se resistente, sendo o indice < 1,0 o animal apresentou-se
susceptivel & infeccdo (AUGE DE MELO et al., 1978).

O valor minimo de ISP que confere imunidade aos animais inoculados
com suspensao de virus “Oy Campos” é em torno de 0,5.

Segundo Skelly (1989) e Faust (1994) a liberacdo controlada de uma
droga ocorre quando a concentragao da droga no plasma se mantém praticamente
constante, isto €, com poucas variagcdes na concentragao fora da faixa terapéutica
da droga em intervalos de tempos previstos (Figura 15).

As médias dos indices de soro protecdo em bovinos inoculados com
suspensao de virus “O4y Campos” adsorvidos em hidréxido de aluminio e suspensdes
de virus “O4 Campos” imobilizados em amido ativado com NalO4 0,4 N (amostras IA

e IB) foram mostradas na tabela 4 e Figura 16.
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Virus: “O1 Campos”
Local: VALLEE UDI

TABELA 4

Resultados dos indices de soro protecao

LD — Leitura Direta
X — Média Aritmética

Sangria: 0 (zero) D.P.V., 30 D.P.V, 60 D. P.V, 90 D. P. V.

68

Numero | Zero dia 30 dias 60 dias 90 dias
Tratamento | Bovino | LD X LD X LD X LD X
203 0,0 1,0 0,2 0,46
Ia 215 0,4| 0,30 24 |1,4660| 0,2 0,3 0,46 0,56
232 0,5 1,0 0,5 1,76
246 0,5 1,0 0,5 0,45
Is 275 05 05 04 |0,5333| 1,3 | 0,736 | 1,20
280 0,5 0,2 0,5 0,53
A 241 0,3 1,5 0,5 1,0
244 1,0 | 0,53 0,5 |0,6666 | 0,3 | 0,344 | 0,42 | 0,624
278 0,3 0,0 0,3 0,46
llg 277 0,0 0,2 0,5 1,50
283 0,7 0,35 0,0 |0,1000| 0,0 0,25 | 0,716 | 1,108
229 0,7 1,5 0,0 0,80
231 0,2 1,5 0,5 0,70
Controle 242 0,3 0,44 0,5 1,32 0,5 1,06 0,50 | 0,608
274 0,7 2,7 3,3 0,44
284 0,3 0,4 1,0 0,60

I - Vacina dialisada e concentrada 5 vezes imobilizada em amido ativado.

Iz — Vacina nao dialisada e concentrada 5 vezes imobilizada em amido ativado.

1o — Vacina n&o dialisada + carbodiimida.
llg — Vacina nao dialisada + carbodiimida.+ hidréxido de aluminio.
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As amostras IA e IB, em que virus “Oy Campos” foram imobilizados no
amido, diferem entre si apenas pela didlise promovida na amostra IA. Observou-se
na Figura 16 comportamentos diferentes. A amostra |A atingiu seu pico maximo aos
30 dias, chegando a valores de ISP abaixo de 0,5, valor minimo de soro protegéo. A
amostra IB, ao contrario manteve nos primeiros 30 dias valores abaixo do minimo
necessario a imunoprotegcao, elevando-se entre 30 e 60 dias e mantendo-se
constante do 60 aos 90 dias. A diferenca no comportamento entre as amostras IA e
IB parece estar relacionada com a dialise, visto que houve uma queda no pH de 8,0
para 6,5 apés o processo de dialise. Na Figura 16 observou-se diferenga de
comportamento entre a amostra IB e o controle. O controle atingiu seu pico maximo
aos 30 dias, chegando a valores minimos de ISP aos 60 dias. A amostra em |B
comentada anteriormente, apresentou crescimento gradual e continuo de indice de
soro protecao. Esta diferenca de comportamento é devido as formulagdes diferentes.
No controle os virus “Oy Campos” foram adsorvidos em Al (OH);, enquanto que na
amostra iB, os virus foram imobilizados em amido.

As médias dos indices de soro protecdo em bovinos inoculados com
suspensao de virus “Oq Campos” adsorvidos em hidréxido de aluminio (controle) e
suspensdes de virus “O4 Campos” + diciclohexilcarbodiimida (amostras IIA e IIB)
mostradas na tabela 4 e Figura 17.

Na Figura 17, observou-se diferenca do comportamento entre as
amostras IlA e IIB.

A amostra IIB atingiu valores abaixo de 0,5 no intervalo de tempo de 0 a
60 dias, chegando a valores acima de 0,5 a partir dos 60 dias.

A amostra IlA atingiu seu pico maximo aos 30 dias e aos 60 dias chega a
valores abaixo do minimo que oferece imunoprotecéo.

A diferenca de comportamento entre as amostras IIA e I[IB esta
relacionada com suas formulagées. A amostra IIA é constituida de suspensao de
virus “O4 Campos” + carbodiimida, enquanto a amostra 1IB é formada por suspensao

de virus “Oy Campos” + carbodiimida + Al (OH)s.
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Portanto a ligacdo cruzada realizada nas amostras IIA e |IB néao
possibilitou uma liberacdo adequada do antigeno e o acréscimo do Al (OH); a
formulacdo da amostra IIB dificultou ainda mais a liberagdo do antigeno livre,

principalmente nos 60 dias iniciais.

4.5 Estudo espectrofotométrico do cobalto Il

O produto comercial adquirido pela VALLEE S/A e fornecido para analise
foi dissolvido em agua (curva —), acido cloridrico 5M (curva ---.) e analisado
através de espectrofotdmetro de absorcdo em varredura. Foi constatado apenas um
pico de absor¢do em torno de 283 nm (Figura 18). Na presenca de acido cloridrico 5
M houve maior absor¢do neste comprimento de onda (283 nm), devido a
degradacdo da glicose e lactose pelo acido cloridrico, levando a formagao de
hidroximetilfurfural.

Como o soro de leite entra na composi¢ao do produto comercial, também
foi obtido o seu espectro de absorg¢ao (curva ....... ) que apresentou 0 mesmo pico
observado nos espectros do Cobalto-Dextrose-Lactose (Figura 8).

Portanto o aparecimento deste pico € devido principalmente as proteinas
do soro de leite e ao hidroximetilfurfural produzido em meio acido.

No espectro de absorgao do cloreto de cobalto em agua (Figura 19 —
curva —) evidenciou o pico de absorcdo do complexo octaédrico do ion metalico
(Co™) com moléculas de agua na faixa de comprimento de onda 400-600 nm. Na
curva (-----) da Figura 19, o espectro de absor¢ao do cloreto de cobalto Il em acido
cloridrico 1M apresenta também formacdo do complexo octaédrico do ion metalico
com a agua na regiao de comprimento de onda 400-600 nm. Este pico é mais

intenso que o anterior (curva

), devido a amostra ser dez vezes mais
concentrada.

Na Figura 20 (curva —) o espectro de absorg¢ao do cloreto de cobalto I
em acido cloridrico 5M, apresentou dois picos na regidao do visivel, como
evidenciados na literatura (COTTON e ALBERT, 1988).
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Figura 18: Espectro de Absorgao do Cobaito-Dextrose-Lactose (CDL)
Comercial e do Soro de Leite.
(—) - CDL em H,0; (- - - CDL e HCI 5M, {--) Soro de Leite.
Preparagao das Amostras: CDL (1g) + H,0 (20 ml)
CDL (1g) + HCI 5M (20 mi)
O soro foi obtido por coagulagdo espontanea do leite “in natura"
seguida de centrfugacdo.
Condigdes de ensaio; o espectro foi obtido apos 24
horas diluindo-se as amostras 1:10,
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Figura 19: Espectro de Absorgdo do Clorelo de Cobalto I
(—) - CoCl. em H.0; (---4 - CoCl, em HCI 1M,
P das Amostras: CoC Y+ HO (20 ml)
EW& ensaio. o espact I’@mﬁé

ro apos 24
horas diluindo-se a amostra 1:10.

Preparagao da amostra: CoCl, {3'?} +HCI 1M [2‘3'2“""'

Condigdes de ensaio. 0 especiro foi oblido apos 24
horas nao diluido.
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Figura 20 Espectro de Absorgdo do Cloreto de Cobalto I1.

(—) - CoCl, em HCI 5M; (---3 -CoCl; em HCI 5M + Lactose.
(.. )- CoCl, em HC! 5M + Glicose; (...} - CoCl, em HCI 5M
+ Glicose e Lactose.

Preparacao das Amosiras:

CaCl. {3g) + HCI 5M (20 mi)

CoCl, (3g) + HCI 5M (20 mi) + lactose (4g)

CoCl, {3g) + HCI 5M (20 ml) + glicose (4g)

CoCl, {3g) + HCI 5M (20 ml) + glicose {2g) + lactose (2g).

Condicdes de ensaio: 0 especiro to obtido apds 24 horas
diluindo-se as amastras 1:10.
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1° Na regido entre os comprimento de ondas 400-600 nm, pico do complexo
octaédrico do ion metalico com a agua.

2° O pico de complexagéo tetraédrica de ion metalico com o cloreto, abrange o
comprimento de onda 600-750 nm.

A seqliéncia dos espectros de absorcio do cloreto de cobalto Il em acido
cloridrico 5M em presenca de lactose (Figura 20 — curva ---.), glicose (curva .....) €
em presenga de lactose/glicose (curva -.-.-.-). Todos apresentaram 3 picos, que s&o
respectivamente o do hidroximetilfurfural a 283 nm, o do complexo octaédrico (400-
600 nm) e do complexo tetraédrico (600-750 nm). Observou-se que na presencga de
glicose (curva ....... ) houve maior producdo de hidroximetilfurfural provavelmente
devido a sua degradagéao ser mais facil que a da lactose.

Os espectros de absorgao do cloreto de cobalto Il em presenca de glicose
com concentragao de acido cloridrico de 1M, 0,1M, 0,01M 0,001M e em agua
(Figura 21), mostraram que a concentracdo decrescente do acido cloridrico
favoreceu a formacdo do complexo octaédrico, desaparecendo completamente o
complexo tetraédrico que é favorecido pela presenca do cloreto em solucdo. Notou-
se também a reducdo do pico hidroximetilfurfural, que aparece em funcido da

degradacéao da glicose em meio acido.

4.6 Estudo cromatografico

Foram feitas duas cromatografias em camada fina.

Na primeira cromatografia (Figura 22) os padrdes foram: glicose,
galactose e lactose (Merck), glicose e lactose (comercial). As amostras foram:
cloreto de cobalto, cobalto-dextrose-lactose em acido, cobalto-dextrose-lactose em
agua e trés amostras de cloreto de cobalto em acido cloridrico 5M com

concentracdes diferentes da glicose.
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Figura 21: Espectro de Absorgdo do Cloreto de Cobalto Il em presenca

da Glicose

(—) - CoCly em HCI 1M + Glicose; {--~) - CoCl; em HCI 0,1M +
Glicose; (.....) - CoCl; em HC| 0,01M + Glicose; (—) - CoCl;em
HCI 0,001M + Glicose; (--=-) - CoCl; em H,0 + Glicose.

P o das Amaostras:

Call, (1,5g) + HCI 1M (10 ml) + glicose (7,3 g)

CoCl, (1.5g) + HCI 0,1M (10 mi) + glicose (7,3g)

ColCl, (1,5g) + HCI 0.01M (10 ml) + glicose (7,3g)

CoCl, (1,5g) + HCI 0,001M (10 mi} + glicose (7.3g)

Cong_ﬁu de ensaio: ¢ @speciro fo obtido apds 24 horas

nao diluidas,
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Figura 22: Analise cromatografica em camada fina para Carboidratos
Utilizando o sistema de solventes 1
Padrdes: (G)Glicose (G’)Galactose (L)Lactose
Amostras: (Co) Cloreto de Cobalto (C) CDL em agua
(C+) CDL em acido cloridrico 5M
(A1) CoCO4(1,59) + Glicose(9,14g) + HCI (10ml)
(A2) CoCO4(1,59) + Glicose(4,0g) + HCI (10ml)
(A3) CoCO4(1,59) + Glicose(7,3g) + HCI (10ml)
Foram aplicados na placa: Padrdes - 5ul
Amostras: - 10ul
Sistema de Solventes | :Propanol-1 (30ml), Acetato de etila (50ml) e Agua(20ml)
Revelador: Difenilamina 2% em acetona (5ml) + acido fosférico
Concentrado (1ml), Anilina 2% em acetona (5ml)
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A amostra de cloreto de cobalto e acido cloridrico 5SM nao apresentou
nenhuma coloragao apos aplicagcédo do revelador.

O cobalto-dextrose-lactose em agua, quando comparado aos padrdes
contém lactose, glicose e um produto que migra semelhante a galactose. Tem
também outro componente com Rf acima do padrao de glicose. Ainda no CDL (H20)
apareceram compostos retidos na origem nao identificados que podem ser
complexos do cobalto Il com os agucares.

O cobalto-dextrose-lactose HCI 5M apresentou-se idéntico ao CDL (H20)
em termos de migragao na placa, porém com menor retengao de material na origem.

O produto produzido a partir do cloreto de cobalto Il em HCI 5M e
diferentes concentragdes de glicose (A1, A2 e A3), quando comparadas aos padrdes
apresentaram bandas caracteristicas para glicose e componentes que migraram
como lactose e galactose. Havendo também na origem evidenciado a complexacéao
do Co™ com os agucares.

Na segunda cromatografia (Figura 23). Os padrdes e as amostras foram
idénticos ao da primeira cromatografia (Figura 22), alterando-se apenas o sistema
de solvente e as quantidades aplicadas. O objetivo desta modificagdo foi conseguir
um melhor arraste e uma melhor visualizagao.

Nesta placa o CDL (H2O), quando comparado aos padrbes, mostram
compostos que tem migragdo semelhante a lactose, galactose, glicose e pontos
abaixo destes padrées indicando a presenca de complexos Co™ com acucares.

O cobalto-dextrose-lactose em meio acido tem um comportamento
semelhante ao CDL (H20), porém apresentando menor retengdo de componentes na
origem.

As amostras aplicadas de cloreto de cobalto Il em HCI 5M com glicose,
foram praticamente idénticas entre si, porém, diferentes do produto comercial (CDL).
Apresentaram glicose livre e um complexo com Rf semelhante a galactose. Essas
amostras neste sistema de solvente ndo apresentaram nenhum composto de

agucares na origem.
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Figura 23: Andlise Cromatogréfica em Camada Fi Carboidra

Utilizando o Sistema de Salvarites || gidleas »
Padrbes: (G) Glicose (5') Galaciose (L) Lactose
Amastras: (C) COL em dgua

(C+) COL em écido cloridrico SM (10mi)

ﬁgcﬁ:m (1,5g) + Glicose (9,14g) + HCI 5M

m

1‘,.#.:'] CoCOy (1.5g) + Glicose (4g) + HCI 5M

(™) CaCOy, (1,5g) + Glicose (7.3g) + HCI 5M (10mi)
Faram aplicados na placa: Padrdes - 3 pl

Amostras -3 e 5 ul
Sistema de solventes II: Pm; (B0mi), acetado de etila (20mi)
& agua (20 mi)

Revelador. Difenilamina 2% em acetona (Smi) + cido fosfarico

concentrado (1ml), aniina 2% em acetona (Smi)
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Apos estudos realizados com as cromatografias em camada fina era
necessario analisar a fracdo retida no ponto de aplicagdo (Figura 22 e 23). Esta
fracdo indicava a possibilidade de no produto comercial haver complexacdo do
cobalto Il com carboidratos. Para isto ser verificado foi necessario continuar com os
estudos espectrofotométricos comparativos do CDL (produto comercial) e produto
produzido em nosso laboratdrio, realizando modificagdes na faixa de densidade
Optica e comprimento de onda.

O produto comercial (cobalto-detrose-lactose) foi dissolvido em agua e
verificado seu comportamento através de espectrofotbmetro de absorgédo (Figura
24), sendo constatado apenas um pico de absor¢gao em torno de 283 nm.

A auséncia do pico do complexo octaédrico do ion metalico com a glicose
e/ou proteina na regido entre os comprimentos de onda (400-600 nm) do CDL é
devida a pequena quantidade do cobalto (7,428 x 10 moles / 1 g CDL) presente no
produto comercial, necessaria e suficiente para complexar com carboidratos e
proteinas do soro de leite que estdo no CDL.

Para verificar a influéncia da relagdo molar [glicose] / [cobalto II] sobre a
formagdo do quelato (PILARCZYK et al., 1988), foram realizadas analises
espectrofotométricas na regiao visivel (Figura 25) e nas regides ultravioleta e visivel
(Figura 26). Nos dois casos a concentragdo do cloreto de cobalto Il foi fixada em
0,01 molar e da glicose foi variavel de modo que as relagées molares glicose/cobalto
Il situaram-se entre 0 e 250. Os espectros mostrados na (Figura 25) estao dispostos
de baixo para cima, em ordem crescente das relagdes molares [glicose] / [cobalto 1],
portanto a primeira curva corresponde ao espectro do cloreto de cobalto Il em agua,
isto é, a relagdo [glicose] / [cobalto Il] igual a zero. As curvas da Figura 25
evidenciaram que a quelegao foi mais intensa (maior densidade éptica) quanto maior
a relacao [glicose] / [cobalto I1], principalmente quando esta situou-se entre 10 e 160.
0s espectros mostrados na Figura 26, sdo semelhantes aos da Figura 25, diferindo
apenas pelo fato de estender-se a regido ultravioleta. A primeira curva da Figura 26
corresponde ao espectro de um padrao de glicose que evidenciou a auséncia de
absorgao visivel e apresentou um pico de 283 nm devido provavelmente a
contaminagdo com hidroximetilfurfural. As outras curvas apresentam o pico
caracteristico do complexo do cobalto Il, glicose em ordem crescente com a

relagcdo molar [glicose] / cobalto I].
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Figura Ethmm_ﬁdn Absorcéo do Cobalto-Dextrose-Lactose (CDL)
omerci
Preparagio das Amostras . CDL (1g) + H.O (20 mi)
Condicbes de ensaio: 0 espectro foi abtido apos 24 horas
diluindo-s@ a amostra 1:10
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Figura 25; Espadrua de 0 do Cloreto de Coballo || em presenca
ga icosa, na R Visivel (350 - 750 nm).
aparat;.ﬁ::: das Amustm: Foram preparadas amostras com as
seguintes relagbes _[gllm]f [cobalto i)
[I'.ID 1.0: 1ﬂﬂ EIJID 100.0; 160,0) , sendo a concentragdo do

cloreto de cobalto 0,01 molar.
Condigdes de ensaio: os espectros foram obtidos apés 24 horas
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Figura 26 Espectros de do Cloreto de Cobalto Il em presenga
da Glicose, na Regido UV-Visivel
Preparac30 das amostras: foram preparadas amostras com as

intes relacdes molares (0,0, 10,0; 50,0; 100,0; 160.0,
E%D],s;ﬁuimhﬁuchumcmu 0,01 molar.
padrao - ghicose (1,

Condighes de ensaio : os espectros foram cbtidos apds 24 hs.
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Nestas mesmas curvas o desaparecimento do pico a 283 nm €& provavelmente
devido a complexacgao do hidroximetilfurfural com o cobalto Il

Para verificar a influéncia da concentracdo do cobalto Il sobre a quelacéo
com a glicose, obteve-se outra série de espectros ficando-se o cobalto Il em 0,1
molar (10 vezes maior que o valor anterior) e variando-se [glicose] / cobalto 1I] de 0 a
40 (Figura 27).

Os espectros da Figura 27 sdo semelhantes aos da Figura 25, diferindo
apenas no valor absoluto das densidades opticas, devido a maior concentracéo de
cobalto Il, porém nao ha diferenca significativa quando se compara os incrementos
de densidade optica em fungao das relagdes [glicose] / cobalto Il]. Ficou evidente
que independente da concentragdo do cobalto Il sé obteve-se uma maior
complexacao com [glicose] / cobalto II] maior que 10.

Gutierrez (1964) descreveu que os protozoarios do rumen digerem
carboidratos soluveis tais como: glicose, sacarose, como também amido. As
bactérias também digerem carboidratos soluveis e proteinas.

Baseado no que foi dito anteriormente, foram usados como agentes
ligantes as proteinas (BSA) Figuras 28 e 29 e amido modificado cm periodato de
sodio (Figura 30). Os espectros do cloreto de cobalto Il em presenca de proteinas
(BSA) (Figura 28) com relagbes molares [glicose] / cobalto |l] crescentes (de baixo
para cima 0,0; 1,3 x 10%, 5,4 x 10%e 1,3 x 107°), apresentou um perfil semelhante a
Figura 27, no entanto, comparando os valores das fragbes molares observou-se que
com a proteina esses valores sdo cerca de um milhdo de vezes menores que 0s
correspondentes na Figura 27. Isto indica uma tendéncia mais favoravel de
complexagcdo com as proteinas do que com a D-glicose o que € de se esperar em
funcdo da presenga de grupamentos carbonilicos na molécula protéica. Para
comprovar o experimento anterior ministrou-se a proteina com a glicose e obteve-se
com mostra a Figura 29 quatro curvas de espectros de absorgédo, sendo as trés
primeiras amostras de relagdes molares [glicose] / cobalto IlI] e a ultima amostra de
relacbes molares da glicose + proteina + cobalto Il. Isto mostra que essa ultima
relacédo evidencia a formagao de mais complexo na regiao do visivel do que com as
amostras que contém glicose e cobalto Il, mesmo as amostras com proteina, glicose
e cobalto numa relagdo molar menor do que aquelas que estdo somente com glicose
e cobalto Il. Na Figura 30 as duas curvas de absorgédo do cloreto de cobalto Il em

presenga do amido ativado com o metaperiodato de s6dio mostra um aumento
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significativo do quelato com o cobalto Il, quando comparado com a Figura 27, em
que estdo as relagcdes molares de suas amostras bem superiores. Isto era de se
esperar, pois o amido ativado esta repleto de grupos aldeidicos introduzidos pela

modificagdo com o metaperiodato de sodio.
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Figura 27: Espectros de Absorgdo do Cloreto de Cobalic  em presenca
da Glicose, na Regido Visivel (350 - 750 nm).
Preparagéo das Amostras. Foram preparadas amostras com
as seguinles relagbes molares [glicose] / [cobalto I1]
(0.0:0,5;1,0:2,0;10,0;30,0,40,0) , sendo a concentracao
do coreto de cobalto Il 0,1 molar,
Emdbpﬁes de ensaio. 0s espectros foram obtidos apds 24

oras.



87

0.800

0.000

350.0

I
400.0 450.0 500.0 550.0 6000 530.0 T700.0

I I I 1 I

Comprimento de Onda (nm)

Figura 28: Especiros de Ahsal;gau do Cloreto de Cobalto Il em presenga

ga Proteina na Regigo {350 ?50 nm).

repara das Amostras as amastras com

ap uﬁtgl? “!af;ﬂ-as mlm ainaiai ?r

{L‘IEI' 1,3x10" 54x10% 1 3:-:1!3‘] sando amnmntra:;-ﬁn

do coreto de cobalto 0,1 molar

Er_? s de ensaio: 0s especires foram cbilidos apds 24
ras.
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Figura 29: Espectros de Absorgéo do Cloreto de Cobalto Il em presen
da Glicose ou da Glicose + Proteina, na Regido Visivel (330 -

750 nm).

Preparacio das amostras: Foram preparadas amostiras com
as seguintes relagbes molares [glicose] / {npbaltn 1]
(0,0:0.2:2,0:) e [glicose]/[cobaltoll] + [proteina)/[cobaltoil]
na sequéncia (2,5x10-2 e 6,8x10-5) sendo a concentragio
do cloreto de cobalto 0,1 molar.

Condigbes de ensaio; os espectros foram obtidos apos 24

horas.
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Figura 30. Espectros de Absorgdo do Cloreto de Cobalto Il em presenca

do Amido Modificado com Periodato de Sédio, na Regido

Visivel (350 - 750 nm).

Preparacdo das Amostras: Foram preparadas amosiras com

as seguintes relagdes molares [amido] / [cobaito )]

(0.0:1 .31:[“1 07), sendo a concentrago do coreto de cobalto
0,1 molar.

Enndir;.ﬁa: de ensaio: os espectros foram obtidos apds 24
oras,
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5 CONCLUSOES

As cromatografias em sephadex G-100 seguida de analise
espectrofotométrica evidenciaram a imobilizacdo da suspensao de virus “O
Campos” em amido e carbodiimida. Isto € comprovado pela alteracdo dos
volumes de eluicdo em relagdo a suspensdo de virus “O4 Campos” que

serviu como parametro de comparacao.

Os testes de indice de Soro Protecdo (ISP) realizados pela VALLEE S/A
evidenciaram o sistema amido + suspensao de virus “O4y Campos” como
sistema adequado para liberagdo do antigeno. Visto que, a liberagao do virus

foi crescente, gradual e continua durante 90 dias.

No produto comercial (CDL) as condigbes para a formagdo do complexo
cobalto — dextrose — lactose, sdo desfavoraveis devido a relagdao molar entre

[carboidratos] / [cobalto |l] ser de aproximadamente 1,73.

A glicose para ser usada como ligante para a complexagdo de cobalto I,

necessita de uma relagao molar [glicose] / [cobalto 1] maior que 10.

A glicose misturada com proteina em uma relacdo molar [glicose] / [cobalto 1]

de apenas 2,5 x 10 apresenta um elevado poder de complexagao.

A albumina sérica (BSA) e amido ativado com metaperiodato de sodio,
favorecem a complexacdo com o cobalto |I, mesmo possuindo uma relagao
molar milhées de vezes inferior quando comparado com o cobalto I

complexado com a glicose.
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