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RESUMO

As saponinas de Quillaja brasiliensis, espécie nativa do sul do Brasil,
apresentam notaveis semelhancas com as de Quillaja saponaria, conhecidas
pela atividade adjuvante em formulacdes de vacinas. A potencial atividade
adjuvante da fracdo de saponinas denominada QB-90, isolada das folhas de Q.
brasiliensis, foi demonstrada em modelo murino. Neste estudo, o efeito de
fatores abidticos e procedimentos pds-colheita foram investigados em relacéo
ao acumulo de QB-90. O estresse osmoético em discos foliares aumentou o
conteudo de QB-90 em duas vezes, quando tratados com sorbitol 100 mM
apos 4 dias. Experimentos com qualidade e intensidade de luz indicaram um
aumento nos teores de QB-90 com luz vermelha e aumento da irradiancia de
luz branca, sem diferencas significativas na concentracdo de acucares soluveis
totais. Procedimentos pos-colheita demonstraram uma diferenca na
susceptibilidade de degradacdo de QB-90 entre cascas e folhas. Folhas
mantiveram o teor de QB-90 em todos o0s experimentos realizados:
armazenagem a temperatura ambiente (25°C); armazenagem a temperatura
ambiente sob vacuo; armazenagem a -12°C, armazenagem a 40°C e
armazenagem a 60°C. Entretanto, resultados obtidos com o0s mesmos
tratamentos para cascas, indicaram degradacédo de QB-90 nas temperaturas
mais elevadas. Estes resultados indicam que a fragéo bioativa de saponinas de
Q. brasiliensis pode ter seu rendimento aumentado por estresse hidrico e por
condic¢des de luz.

Palavras-chave: Quillaja brasiliensis, saponinas, QB-90, estresse osmotico,

estresse luminoso, pos-colheita.
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ABSTRACT

The saponins of Quillaja brasiliensis, a native species from Southern Brazil,
show remarkable similarities to those of Q. saponaria which are used as
adjuvants in vaccine formulations. Potential adjuvant activity of a saponin
fraction (QB-90) from leaves of Q. brasiliensis was reported in murine model. In
this study, we investigated the effect of some abiotic factors and post harvest
procedures on QB-90 contents. Osmotic stress in leaf discs yielded a doubling
on the content of QB-90 by treatment with sorbitol 100mM after four days.
Experiments with light quality and intensity treatments indicated a significant
increase in QB-90 yields with red light enrichment and higher white light
irradiance, without significant changes in the concentration of total soluble
carbohydrates. Post harvest procedures showed a differential susceptibility of
QB-90 degradation in barks and leaves. Leaves maintained stable QB-90
contents in all treatments examined: storage at room temperature (25 °C);
storage at room temperature under vacuum; storage at -12 °C; storage at 40 °C
and storage at 60 °C. However, results obtained with the same treatments for
barks showed QB-90 degradation at the higher temperatures. The results
indicated that the bioactive saponin fraction of Q. brasiliensis may be increased
by water stress and light conditions.

Keywords: Quillaja brasiliensis, saponins, QB-90, osmotic stress, light, post-

harvest
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INTRODUCAO



INTRODUCAO

Saponinas compreendem um grupo de glicosideos de alto peso
molecular, cujos aclUcares estdo ligados a uma aglicona triterpénica ou
esterdide. Estes compostos sdo considerados agentes tensoativos e
caracterizados por suas duas principais caracteristicas: acdo hemolitica e a
formacéo de espuma (Hostettmann e Marston, 1995). Pertencem a classe de
metabdlitos secundarios de células vegetais e seu acumulo estd normalmente
relacionado como responsivo a fatores de estresse bidtico ou abidtico (Wu et
al., 2005, Abreu e Mazzafera et al., 2005), sendo distribuidas diferencialmente
entre grupos taxondmicos dentro do reino vegetal. Nos Ultimos anos, saponinas
vém sendo utilizadas em diversos setores industriais, possuindo consideravel
valor econdmico (Hostettmann e Marston, 1995).

Dentre as diversas atividades farmacolégicas que estas moléculas
apresentam, a utilizacdo como adjuvantes em vacinas apresenta resultados
promissores. As principais fontes de saponinas com esta finalidade s&o as
raizes de Panax ginseng, Panax notoginseng, Platycodon grandiflorum e
Polygala senega, além das cascas de Quillaja saponaria, espécie arbolrea
nativa sul-americana, encontrada no Chile, Bolivia e Peru (Hostettmann e

Marston, 1995; Sun et al., 2009).

As saponinas de Q. saponaria destacam-se por apresentarem
pronunciada atividade imunoadjuvante, isto €, sdo capazes de estimular
resposta imune humoral e mediada por células, quando administradas com
diversos antigenos e em diversas espécies animais (Campbell e Peerbaye,

1992). Esta importancia € comprovada por diversos ensaios pré-clinicos e



clinicos publicados (Coughlin et al., 1995; Hancock et al., 1995; Borja-cabrera
et al., 1997; Foon et al., 2000; Stittelaar et al., 2000; Evans et al., 2001; Friede
et al., 2005; Thera et al., 2006).

Entretanto, a utilizacdo de saponinas de Q. saponaria para fins
industriais e experimentais tem levado a uma intensa exploracéo das florestas
chilenas, gerando um importante prejuizo ecoldgico e a diminuicdo desta
matéria-prima (San Martin e Briones, 1999).

Quillaja brasiliensis, espécie congénere a chilena, € uma planta nativa
do Rio Grande do Sul, com ocorréncia até o estado de S&o Paulo. A espécie
era utilizada, antigamente, como detergente, denotando um teor elevado de
saponinas (Reitz, 1996).

Nosso grupo de pesquisa tem estudado a possibilidade de utilizacdo de
saponinas de folhas de Q. brasiliensis como alternativa a utilizacdo de cascas
de Q. saponaria. Como folhas sdo uma fonte renovavel de matéria-prima, a
exploragdo auto-sustentavel pode ser realizada com maior facilidade, néo
havendo a necessidade da derrubada das arvores.

Segundo estudos realizados por nosso grupo de pesquisa (Kauffmann et
al., 2004; Fleck et al.,, 2006), a espécie brasileira apresenta saponinas
estruturalmente semelhantes as encontradas em Q. saponaria. Além disso, foi
relatada atividade imunoadjuvante dos extratos de cascas, folhas e ramos de
Q. brasiliensis, bem como de uma fragao purificada em saponinas (codificada
como QB-90), em vacinas contra herpes simplex virus (HSV) bovino tipo 1, em
camundongos. Os resultados demonstraram que 0s extratos e a fracdo QB-90,

nas doses empregadas, foram capazes de potencializar a resposta imune ao



antigeno HSV-1 de modo comparavel ao obtido com a fracdo saponosidica da
espécie chilena (Fleck et al., 2006).

Assim, esta demonstrada a potencial utilizagdo de saponinas da espécie
brasileira como substituta a chilena. No entanto, estudos que conduzam ao
conhecimento detalhado dos fatores que afetam a producéo de saponinas sé&o
necessarios, de modo a produzir matéria-prima com méaximo rendimento para
utilizacao industrial.

Protocolos de propagacédo de Q. brasiliensis através de experimentos de
germinacdo de sementes e enraizamento de explantes provenientes de
culturas de meristema apical foram estudados por nosso grupo (Fleck et al.,
2009). Resultados demonstraram que ha uma diferenca na taxa de germinacéo
de acordo com o substrato utilizado e que germinacfes em meio asséptico
empregando sais de Murashige e Skoog (1962) (0,1X) ndo suplementadas com
sacarose apresentam a melhor relacdo germinacao/contaminacdo de
sementes.

Neste mesmo trabalho foram realizados estudos de enraizamento
avaliando-se o papel das auxinas: acido indolacético (AlA), &cido indolbutirico
(AIB) e &cido naftalenoacético (ANA), na concentracdo de 10 mg/L. Os
resultados demonstraram que o emprego de AIA mostrou-se mais adequado
para a propagacéo desta espécie, uma vez que aumentou o numero de raizes
por explante enraizado, sem afetar negativamente o alongamento das raizes,
como ocorreu com AIB e ANA.

Fleck (2007) analisou os efeitos de fatores de estresses bioticos (como
ataque por patdogenos e herbivoria, simulados pelo uso de moléculas

sinalizadoras e dano mecéanico controlado) e abiéticos (exposicéo a luz branca



e ultravioleta) na producédo de saponinas. O contetdo de QB-90 néo foi afetado
pela aplicacéo de é&cido salicilico exdgeno (5mM). No entanto, foi aumentado
pela aplicacdo exdgena de acido jasmoénico (40uM e 400uM), bem como pela
exposicdo a radiacdo UV-C.

A distribuicdo oOrgdo-especifica de QB-90 foi avaliada, detectando-se
maior concentracao em folhas, em relacdo a raizes e caules. A importancia das
folhas foi reforcada através da analise do conteddo desta ao longo do
desenvolvimento de sementes germinadas, visto que a quantidade encontrada
em plantulas com dois pares de folhas € significativamente maior que nos
demais estagios. O teor de QB-90 foi analisado através de estudos sazonais ao
longo de dois anos, indicando que reducédo da insolacdo, associada a periodos
de baixa pluviosidade, estdo relacionados a um aumento da producéo de QB-
90.

Este ultimo estudo foi tomado como evidéncia de que saponinas podem
responder ao estresse luminoso e osmatico. Sendo assim, este trabalho tem
por objetivo estudar os efeitos destes fatores de estresse no acumulo de
saponinas em Q. brasiliensis, a fim de continuar estudos de utilizacédo racional
desta espécie. Além disso, este trabalho visa analisar a estabilidade poés-

colheita destas saponinas frente a diferentes temperaturas de estocagem.
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Chemical constituents and immunoadjuvant activity of Quillaja saponaria

and Quillaja brasiliensis

Abstract

Particular chemical attention has been paid to the Chilean species Quillaja
saponaria, which furnishes saponins that are used as immunoadjuvant in
vaccine formulations. Recently, the potential adjuvant activity of saponins from
Q. brasiliensis, a native tree to Southern Brazil, was described. This review
discusses the recent knowledge about the (i) chemical studies conducted with
both species, (i) immunoadjuvant activity of Q. saponaria saponins (i)
chemical structural aspects of these saponins to the adjuvant activity and
toxicity, (iv) the potential use of saponins from Q. brasiliensis as a substitute of

the Chilean species.

Keywords: Quillaja, saponin, immunoadjuvant activity
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1. Introducéo

Saponinas compreendem um grupo de glicosideos de alto peso
molecular, cujos acUcares estdo ligados a uma aglicona triterpénica ou
esterdide. Estes compostos sdo considerados agentes tensoativos e podem
apresentar como caracteristicas a agdo hemolitica e a formacdo de espuma.
Além disso, acredita-se que estejam entre 0s principais componentes de
plantas utilizadas na medicina popular e em drogas de origem vegetal, sendo
responsaveis por numerosos efeitos farmacoldgicos, como, por exemplo,
antimicrobiano, antifngico, antiparasitario, citotéxico, antiviral, entre outros."#3

Esta classe de metabdlitos pode ser classificada em dois subgrupos
conforme a natureza do nucleo fundamental, conhecida por aglicona, genina ou
sapogenina. O primeiro grupo consiste de saponinas esteréides, que estdo
presentes em maior nimero nas angiospermas monocotiledéneas. O segundo
grupo sao as saponinas triterpénicas, mais comuns em dicotiledoneas e que
compreendem um grupo de mais de 750 glicosideos triterpénicos e 360
sapogeninas.

As saponinas sao, ainda, classificadas quanto ao nimero de residuos de
acucar ligados a aglicona, sendo chamadas monodesmosidicas quando
possuem apenas um residuo de acucar, frequentemente ligado ao C-3;
bidesmosidicas quando apresentam duas cadeias de acucares, geralmente em
C-3 por uma ligacdo éter e em C-28 por uma ligacdo éster e tridesmosidicas,
quando apresentam trés residuos de acucar, sendo mais raramente

encontradas na natureza.?*
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As cascas de Quillaja saponaria (Quillajaceae) sdo uma das principais
fontes industriais de saponinas. Estas saponinas sao amplamente utilizadas
como estabilizantes de suspensfes, aditivos de xampus e tonicos capilares,
além de serem empregadas na industria alimenticia e téxtil.> Na indistria
farmacéutica, as saponinas de Q. saponaria séo utilizadas como adjuvantes em
vacinas, na producdo de reagentes clinico-laboratorial e na producdo de
cosméticos.*®

O primeiro extrato bruto de saponinas de Q. saponaria foi obtido em
1887, sendo que a elucidacéo estrutural de uma saponina ocorreu apenas em
1988.° Devido & natureza anfifilica das saponinas, tendéncia de formar micelas
e sua complexidade estrutural, h4 uma grande dificuldade para separa-las
utilizando solventes aquosos. E necessario, portanto, a utilizacdo de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de fase reversa e a adsor¢ao
em solventes organicos, em combinacdo com Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) e espectrometria de massas."’ Apesar da complexidade estrutural, mais
de sessenta saponinas foram isoladas e elucidadas.”®910.11:12.13.14.15

Estas saponinas destacam-se por apresentarem pronunciada atividade
imunoadjuvante, isto é, sdo capazes de estimular resposta imune humoral e
mediada por células quando administradas com diversos antigenos.® A
importancia atribuida a essa atividade é indicada por diversos estudos em fase
pré-clinica e clinica, em que saponinas de Q. saponaria sdo utilizadas como
adjuvantes em vacinas.617:1819.20.21,22.23
No Brasil, € encontrada a espécie Quillaja brasiliensis (A. St-Hil. et Tul.)

Mart (Quillajaceae), espécie congénere a chilena, nativa do Rio Grande do Sul

e com ocorréncia até o estado de S&o Paulo. E conhecida popularmente como
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pau-sabdo, devido a capacidade espumdgena de suas cascas e folhas. Esta
espécie era utilizada, antigamente, como detergente, denotando um teor
elevado de saponinas. Em um estudo comparativo entre as espécies, foi
constatado um perfil cromatogréfico semelhante de saponinas.?* Além disso, foi
relatado que os extratos aquosos de folhas, ramos e cascas de Q. brasiliensis,
bem como uma fracdo de saponinas purificada, apresentaram atividade
imunoadjuvante contra herpes simplex virus (HSV) bovino tipo 1 em
camundongos. %

Sendo assim, esta revisdo tem por objetivo apresentar a composi¢cao
quimica de Q. saponaria e Q. brasiliensis e relaciona-las com a atividade

imunoadjuvante e a utilizacdo em vacinas, salientando a importancia destas

espécies em ambito farmacéutico.

2. Constituicdo Quimica de Q. saponaria

As cascas de Q. saponaria contém 9-10% de saponinas, tendo sido
detectado por espectrometria de massas a presenca de mais de 60 estruturas
quimicas. No entanto, ndo ha relatos de ocorréncia deste metabdlito nas folhas,
sendo verificada neste 6rgdo a presenca de delfinidina, quercetina, cianidina,
canferol, &cido caféico e 4cido ascérbico.>*?’

Em 1974, Dalsgaard e colaboradores purificaram um extrato de
saponinas atraves de dialise, cromatografia de troca i6nica e cromatografia de
gel filtracdo, dando origem a uma fracdo com atividade imunoadjuvante

expressiva e poucos efeitos adversos quando comparada ao extrato bruto. Esta

mistura, conhecida por Quil-A®, serviu de base para estudos posteriores.
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Através de CLAE de fase reversa, foi possivel diferenciar 23 sub-frac6es nesta
fracdo ativa.'”

As saponinas de Q. saponaria caracterizam-se por serem triterpénicas
bidesmosidicas. H& duas diferencas estruturais que distinguem estas
saponinas da maioria das outras: um dominio de acido graxo e um grupamento
aldeido ligado & posic&o 4 da aglicona.*

A aglicona majoritaria de saponinas de Q. saponaria € o acido quilaico
(acido 3B,16a-diidroxi-23-oxo-olean-12-en-28-0ico) e se caracteriza pela
presenca de um grupamento aldeido em C-4. Além desta genina, foi
demonstrada a presenga de gipsogenina, o acido 22B-hidréxi-quiléico, acido
fitolacagénico e acido equinocistico (Tabela 1). Estas duas ultimas agliconas se
diferenciam do acido quildico, visto que ndo apresentam o grupamento aldeido
ligado em C-4. O &cido fitolacagénico possui um grupamento hidroxi-metileno
em C-4 e o &cido equinocistico apresenta uma metila nesta posicéo.*#9121527

TABELA 1

A estrutura triterpénica mais comum dessas saponinas consiste de acido
quildico substituido em C-3 por um di ou trissacarideo e em C-28 por um
oligossacarideo através de um residuo fucosila (Figura 1). A fucose é
usualmente substituida por um grupamento acila consistindo de um residuo de
acido graxo em C-3 ou C-4. Este grupamento acila pode migrar entre as duas
hidroxilas adjacentes formando estruturas regioisdmeras, como demonstrado
na Figura 2.9

FIGURA 1

FIGURA 2
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Em 1991, Kensil e colaboradores® purificaram quatro saponinas da
fracdo Quil-A® através de gel de silica e cromatografia de fase reversa. Estas
saponinas foram denominadas QS-7, QS-17, QS-18 e QS-21 (o numero indica
o tempo de retencdo de acordo com o sistema cromatogréfico utilizado).
Entretanto, estudos posteriores demonstraram que QS-21 é, na verdade, a
mistura de duas saponinas diferentes, QS-21A e QS-21B, que se diferenciam
apenas no ponto de ligacado do residuo de acido graxo no anel de fucose. O
isbmero majoritario apresenta o residuo de acido graxo ligado a hidroxila da
posicao 4, enquanto que o isdmero minoritario apresenta o residuo na hidroxila
da posicdo 3 (Figura 2).%?° O equilibrio entre os dois regioisdbmeros é atingido
em pH 55 e mais rapidamente com o aumento de pH. Os dois isdmeros
apresentam atividade imunoadjuvante semelhante, mas a possibilidade de
interconversao dos isdmeros in vivo ainda € desconhecida.

Nord e Kenne'®, em 2000, isolaram saponinas com um grupamento
acetila em C-3 da fucose além do grupamento acila em C-4. Esta acetila
impede o grupamento acila de migrar entre C-3 e C-4 e, portanto, ndo ha a
formacao de regioisémeros.

A variagdo desses substituintes no residuo de fucose, bem como
variacbes na cadeia de acgucares em C-3 e na estrutura triterpénica da
aglicona, sao responsaveis pela complexidade do extrato de cascas de Q.
saponaria.

Dentre as técnicas utilizadas para o isolamento dessas saponinas, foram
empregadas cromatografia em coluna com gel de silica de fase normal e fase
reversa, e CLAE, sendo esta ultima a mais utilizada. Assim, empregaram-se

colunas de fase reversa e sistemas eluentes com variagcbes de pH. Por

16



exemplo, em pH 6,8 contendo acetato de amoénio como tamp&o, foi possivel
realizar a separacdo de estruturas que diferem no oligossacarideo em C-28.
Através de uma segunda separacgdo por fase reversa em meio mais acido (pH
2,8) e utilizando tampéo fosfato foi possivel o isolamento de estruturas de
acordo com a cadeia de acticares em C-3.”

Para a elucidacdo estrutural, o0os compostos isolados foram
caracterizados pela andlise de seus monossacarideos. Sendo assim, RMN de
'H e espectrometria de massas foram utilizadas (MALDI-TOF
MS)." 891011131415 pacentemente, a técnica de espectrometria de massas
com ionizacdo por eletronebulizagdo e analisador de espectros sequencial ion
trap (ESI-ITMS) se mostrou util na caracterizagdo de saponinas em extratos
comerciais, identificando fragmentos de ions-chave importantes para a

elucidacao estrutural.*

Além disso, a utilizacdo de HILIC (cromatografia liquida
de interacdo hidrofilica) acoplada com espectrometria de massas possibilitou a
separacéo de misturas de saponinas de Q. saponaria, inclusive de isémeros.*!
Em adicdo a analise instrumental das saponinas, a analise quimica de
fragmentos também ¢é uma necessidade, visto que a estrutura destes
compostos € muito complexa. Através de hidrdlise 4cida é possivel a obtencéo
da aglicona e dos acgucares. A hidrolise alcalina branda possibilita a
identificagdo da saponina sem o residuo de acido graxo (desacilssaponina).
Esta reacdo é realizada utilizando 6% de bicarbonato em solugdo contendo
50% de metanol. A hidrolise alcalina forte possibilita a clivagem da ligacao

éster presente em C-28, resultando em uma saponina monodesmosidica. Outro

método de analise quimica utilizado para a elucidacdo estrutural € a
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degradagcdo das saponinas com diazometano, reacdo que possibilita a
obtencao da saponina sem a cadeia de aclcares ligados ao C-3.%°

Ainda objetivando a elucidacdo estrutural destes compostos, uma
técnica que combina extracdo em fase solida com RMN na andlise de fracdes
cromatograficas foi empregada. Segundo os autores, este método apresenta
vantagens quando comparado aos métodos convencionais, como a
simplicidade de manuseio da amostra e a possibilidade de analisar
componentes em uma ampla faixa de concentracao.>

San Martin e Briones® estudaram a possibilidade de emprego de
madeira e pequenos galhos em substituicdo as cascas de Q. saponaria na
obtencdo de extratos e obtencdo de saponinas, uma vez que as florestas
chilenas tém sido intensamente exploradas. Em seus estudos através de CLAE
de fase reversa, verificaram que a madeira contém 1,6% de saponinas. Foi
ainda demonstrado que, em 1999, a demanda mundial era de 50000
arvores/ano, e, utilizando madeiras e galhos, a demanda poderia ser suprida

com 10000 arvores/ano.

3. Constituicdo Quimica de Q. brasiliensis

Segundo estudos anteriormente realizados por nosso grupo de

2425 3 anédlise da constituicdo quimica da fracdo n-butandlica de

pesquisa,
folhas de Q. brasiliensis resultou no isolamento e identificacdo de 3 compostos,
os flavondides quercetina e rutina, sendo que o primeiro ja havia sido relatado

em folhas de Q. saponaria®’, e o diterpeno glicosilado éster 19-O-B-D-

glicopiranosideo do acido 16-hidréxi-lambértico (QB-1) (Figura 3a), um dos
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principais constituintes das folhas da espécie brasileira. Além disso, estudos
demonstraram que este composto ndo pode ser detectado por cromatografia
em camada delgada nas folhas de Q. saponaria.>* Assim, este diterpeno
poderia ser utilizado como marcador quimico para diferenciar a espécie
brasileira de Q. saponaria.

Em continuacdo, o extrato aquoso de folhas de Q. brasiliensis foi
submetido a hidrélise &cida e cromatografia em coluna, resultando no
isolamento da substancia QB-H1 (Figura 3b), identificada como a pro-
sapogenina do acido 3-O-B-D-glicuronopiranosil-quilaico através de RMN de *H
e ®C. Além disso, foram obtidas fracdes enriquecidas em saponinas de Q.
brasiliensis (denominadas QB-80 e QB-90), que, através de RMN de *H,
apresentaram estrutura quimica semelhante as misturas comerciais de
saponinas de Q. saponaria, Sigma® e Quil-A® (Brenntag Biosector®),
demonstrando, assim, a similaridade estrutural deste metabdlito entre as duas
espécies congéneres.?*®

Neste mesmo estudo, foi realizada a comparacdo cromatografica da
hidrolise acida dos extratos aquosos de cascas, folhas e ramos de Q.
brasiliensis, bem como das fracbes QB-80 e QB-90 e as amostras de Q.
saponaria, Quil-A® e a mistura de saponinas Sigma®. Foi possivel concluir que
nos extratos aquosos de folhas e ramos de Q. brasiliensis, bem como nas
fracbes QB-80 e QB-90, existem saponinas com perfil cromatografico similar

aguelas da espécie chilena.
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4. Atividade imunoadjuvante de Q. saponaria

Pela defini¢cdo original, qualquer material que possibilite o aumento da
resposta imune frente a um antigeno € conhecido por imunoadjuvante. Estes
podem ser classificados em dois grupos, de acordo com seu mecanismo de
acdo. O primeiro grupo € conhecido por adjuvante imunoestimulante, por
possuir a capacidade de agir diretamente sobre o0 sistema imune e aumentar a
resposta aos antigenos, como, por exemplo, pode-se citar: receptores toll-like,
citocinas, saponinas e exotoxinas bacterianas. O outro grupo tem a
propriedade de agir como veiculo, apresentando o antigeno ao sistema imune
através de liberacao controlada e de sistemas de depdsito. Exemplos incluem:
sais minerais, emulsdes, lipossomas, virossomas e complexos ISCOM e
ISCOMATRIX.3%3

A maioria dos adjuvantes empregados em vacinas apresenta Varios
problemas de toxicidade, efeitos adversos consideraveis e atividade limitada
para antigenos especificos. Atualmente, os adjuvantes aprovados para vacinas

humanas sio: sais de aluminio, MF59™

(emulsao 6leo em agua de esqualeno,
polisorbato 80 e trioleato de sorbitano), MPL® (monofosforil lipidio A), VLP
(particula semelhante a virus modificada), IRIV (virossomas do virus influenza
imunopotentes) e toxina da colera. Destes, os sais de aluminio — hidroxi-fosfato
de aluminio e hidroxido de aluminio — sdo os adjuvantes mais utilizados por
apresentarem baixa toxicidade, custo baixo e formulacao relativamente simples
para uso em larga-escala. Por outro lado, apresentam limitacdes por nédo

induzirem respostas do tipo linfécito T auxiliar 1 (LTAL) e linfocito T citotoxico

(LTC), necessarias para controlar patdgenos intracelulares como os que
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causam tuberculose, maléaria, leishmaniose, lepra e virus da imunodeficiéncia
adquirida (HIV).*

Dessa forma, tornou-se importante a pesquisa de alternativas de
adjuvantes capazes de aumentar a resposta imune em vacinas contra
patégenos intracelulares.

As saponinas de Q. saponaria, quando comparadas com
imunoadjuvantes que sao apenas veiculos de liberagcdo de antigenos,
mostraram-se capazes de ativar um estado de sensibilidade generalizada,
estimulando a resposta humoral e celular do sistema imune e podendo assim
ser utilizadas com uma ampla gama de antigenos.®*® Esta atividade
imunoadjuvante foi observada tanto para administragdo oral quanto por via

parenteral.

4.1 Mecanismos de acdo da atividade imunoadjuvante de Q. saponaria e

estudos de relagéo estrutura-atividade (REA)

O mecanismo de acdo das saponinas de Q. saponaria ainda ndo esta
totalmente esclarecido. Entretanto, a habilidade destes compostos em induzir
uma forte resposta celular tipo LTA1 esta bem estabelecida, e a producao de
interleucina 2 (IL 2) e interferon-y (IFN- y) ja foi demonstrada para um vasto
namero de antigenos. Além disso, um aumento de anticorpos da subclasse
imunoglobulina 2 (IgG2a e IgG2b), dependente de IFN-y também deve ser
destacado.*" 383940

A resposta do tipo linfocito T auxiliar 2 (LTA2) € menos clara e varia de

acordo com o antigeno usado e de quais citocinas sao analisadas. Além disso,
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essas saponinas estimulam a produgéo de LTC que reconhecem o MHC de
classe |. Sendo assim, as saponinas apresentam um mecanismo de acao por
inducéo de anticorpos (resposta humoral) e resposta celular.3"°

Estudos de relacdo estrutura-atividade demonstraram que o aldeido
presente na posicado 4 da aglicona € responsavel pela resposta imune LTAL.
Soltisyk e colaboradores®® conjugaram o aldeido com pequenos blocos
(etilamina, glicina e etilenodiamina) e avaliaram a atividade imunoadjuvante
desses compostos modificados, verificando que essas alteracdes resultaram na
perda da atividade adjuvante. Resultados de Palatnik de Sousa** sugerem que
a propor¢cdo de isbmeros conformacionais do aldeido triterpénico pode
influenciar na totalidade da resposta LTAL. Aldeidos axiais sdo mais relevantes
para a resposta imune humoral, enquanto que aldeidos equatoriais sdo mais
importantes para a resposta imune celular.

A partir desses resultados, foram propostos dois mecanismos para a
estimulacdo da resposta imune: (a) saponinas atuam como mediadores da
entrega de antigenos exogenos diretamente no citosol das células
apresentadoras de antigeno (CAAs) para processamento e apresentacado ao
receptor de células T (TCR).** A entrada das saponinas no citosol das CAAs
ocorre devido provavelmente as caracteristicas tensoativas destas moléculas.
A saponina pode intercalar-se com o colesterol da membrana celular formando
poros, através dos quais 0 complexo saponina-antigeno chega ao citoplasma®
e (b) saponinas contendo aldeido em C-4 reagem com grupos amino do TCR,
ocorrendo a formacdo de um grupo imino e gerando a co-estimulacéo

necessaria para ativacéo das células T.%?
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Além do grupamento aldeido, foi demonstrado que modificacdes no
grupamento carboxilico presente no &cido glicurénico, localizado no C-3 da
aglicona de varias saponinas como QS-7, QS-17, QS-18 e QS-21, mantiveram
a atividade adjuvante para estimulagdo de anticorpos, induzindo aumento do
titulo de anticorpos semelhantemente ao induzido por QS-21, entretanto, a
dose necesséria para estimular a resposta foi muito maior.”® Por outro lado, a
presenca do residuo de acido graxo ligado a fucose em C-28, parece ser
responsavel pela producdo de LTC contra proteinas exdégenas, além de estar
envolvido com a toxicidade e instabilidade quimica das saponinas.*®

Kensil e colaboradores* verificaram que a saponina desacilada DS-1
(saponina QS-21 sem o residuo de acido graxo) ndo estimula elevados niveis
de anticorpos contra o antigeno experimental albumina de ovo (OVA), nem
resposta do tipo LTC.

Marciani e colaboradores*® também avaliaram a atividade adjuvante de
saponinas desaciladas, produtos de hidrélise de saponinas em condicbes
fisiologicas, concluindo que estas ndo estimularam fortemente uma resposta
imune priméria. Estas saponinas ndo apresentaram capacidade de estimular
resposta LTAL1 e de aumentar os niveis de IgG2a e IgG2b, bem como de
estimular resposta do tipo LTC. Ao inves disso, houve estimulacédo de resposta
LTA2 e aumento dos indices de IgG1l. Esta inversao da propriedade adjuvante
do tipo LTAL para LTA2 pode ocorrer, por exemplo, durante a armazenagem
das vacinas, sendo dependente da temperatura. Os autores tambéem
demonstraram que as formas desaciladas sdo significantemente menos toxicas

que suas precursoras.
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Baseando-se nestes resultados, foram propostos mecanismos de agao
para saponinas aciladas e desaciladas. O residuo lipofilico parece aumentar a
disponibilidade de aldeido para as células T e permite a entrega de antigenos
exdgenos as CAAs para processamento por via enddgena, gerando, assim,
resposta imune LTAL e producdo de LTCs. J& saponinas desaciladas parecem
se ligar as lectinas presentes nas CAAs, sendo endocitadas, gerando
anticorpos via LTA2.%?

Marciani e colaboradores®, em 2000, desenvolveram uma mistura de
derivados semi-sintéticos de saponinas de Q. saponaria (GPI-0100) com o
objetivo de estudar a estabilidade em solu¢des aquosas e a atividade adjuvante
(Figura 4). Para isso, promoveram a desacilacao e posterior acoplamento de
uma cadeia hidrofébica (dodecilamina) através de uma ligagdo amida ao
grupamento carboxilico do &cido glicurdnico presente na posicéo 3 da aglicona.
GPI-0100 mostrou-se estavel quimicamente e com toxicidade negligenciavel.
Em relacdo a resposta imune, GPI-0100 aumentou a resposta LTAL,
especialmente os niveis de IgG2a. Além disso, estimulou a producéo de LTC,
mostrando um perfil semelhante as saponinas naturais. Entretanto, a dose
necessaria para estimulacéo desta resposta foi 20 vezes maior que a requerida
para saponinas nativas.

O mecanismo de ac¢ao proposto para GPI-0100 indica que esta molécula
age em ambas CAA e TCR, permitindo a entrega do antigeno para CAAs a fim
de que ocorra o processamento enddgeno.* Atualmente, GPI-0100 esta sendo
empregado em um estudo para formulacdo de vacina contra HSV tipo 1, em

camundongos. Estudos demonstraram que este adjuvante, juntamente com o
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antigeno glicoproteina D de HSV tipo 1, diminuiram a mortalidade, nimero de
lesdes e titulos virais dos animais.*®

FIGURA 4

Em outro estudo com a finalidade de esclarecer os efeitos da acilagdo na
atividade adjuvante das saponinas de Q. saponaria, Liu e colaboradores®’
compararam, em camundongos, um extrato bruto de saponinas desaciladas,
com DS-1, com GPI-0100 e com RDS-1 (purificado a partir de GPI-0100,
analogo a QS-21). Neste estudo, foi demonstrado que DS-1 estimulou IgG1 em
altas doses, porém ndo houve estimulo de 1gG2, sugerindo que a acilacdo é
critica para resposta LTAL e menos critica para LTA2. Também foi avaliado se
a reacilacao poderia restaurar o efeito adjuvante de IgG1, IgG2a e por LTC, em
comparacgao com QS-21. Os resultados mostraram maior estimulo na resposta
de 1gG2a por QS-21 do que por RDS-1 e GPI-0100 e que nado ha diferencas
significativas entre GPI-0100 e saponinas desaciladas para a estimulacdo de
IgGla, IgG2a e de LTC. Sendo assim, a reacilacdo de desacilssaponinas nao
aumentou a atividade adjuvante das saponinas desaciladas. Também foi
sugerida a hip6tese de que a estimulacéo residual de 1gG2a e LTC por GPI-
0100 e com as desacilssaponinas pode ser devido a presenca de QS-7 e
outras saponinas nativas minoritarias, que, por apresentarem uma menor
cadeia de acidos graxos, podem néo ter sido desaciladas como o previsto pela
metodologia.

A fim de esclarecer a hipétese, Marciani e colaboradores*® dividiram a
fracdo GPI-0100 em duas sub-fragbes: RP18-1 e RP18-2 e testaram as
mesmas em camundongos. A fragdo RP18-1 continha apenas saponinas

desaciladas, enquanto que a fracdo RP18-2 continha os derivados reacilados
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das desacilssaponinas. A atividade adjuvante foi comparada com aluminio e
com as saponinas de Q. saponaria e testadas com o antigeno OVA. A fracdo
RP18-1 estimulou a resposta LTA2 (producgéo de 1gG1l) e a RP18-2 estimulou
resposta LTAl1 (produgdo de IgG2a, IFN-y, IL-2) e LTC. A atividade
imunoadjuvante obtida por RP18-2 foi cinco vezes menor que das saponinas
nativas, porém sua baixa toxicidade permite sua utilizagdo em altas doses. A
elucidacao estrutural de RP18-2 mostrou que os componentes sdo derivados
de QS-7, QS-17, QS-18 e QS-21 dessaciladas e que QS-7 ndo esta presente

na fracdo, ndo podendo, portanto, ser a responsavel pela atividade observada.

4.2 Toxicidade

O emprego de saponinas de Q. saponaria em formulacdes de vacinas
apresenta dois inconvenientes: sua toxicidade e sua instabilidade em solugcbes
aguosas. Como mencionado anteriormente, algumas apresentam atividade
hemolitica significativa, além de causarem reacdes locais e dor apdés a
inoculagdo. Assim, tentativas de reduzir a toxicidade destas moléculas foram
realizadas.

Em 1997, Rénnberg e colaboradores* testaram os efeitos da
modificacdo no residuo de carboidratos da fracdo QH-B sobre a atividade
adjuvante e a toxicidade. O tratamento do acucar com periodato de sodio
provocou a clivagem da ligacdo carbono-carbono entre hidroxilas vicinais e
subsequente formacdo de dois grupamentos aldeido. Esta modificacéo
promoveu a diminuicdo da toxicidade; entretanto, a atividade adjuvante de QH-

B também foi reduzida.
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Waite e colaboradores®® avaliaram diferentes formulacdes contendo QS-
21 a fim de determinar a influéncia de caracteristicas da formulagdo, como pH
e excipientes (hidroxido de aluminio, alcool benzilico, ciclodextrina, polissorbato
80), na incidéncia de dor aguda no local da injecéo, efeito adverso comumente
relatado. As formulacbes foram avaliadas em ensaios clinicos fase | com
pacientes saudaveis, em que cada individuo era seu préprio controle. A partir
dos resultados obtidos, os autores concluiram que QS-21 esté associada a dor
na injecdo em formulacdes contendo apenas tampéao, independente do pH
empregado, mas que é possivel aumentar a aceitabilidade das formulacdes

com a utilizagé@o de &lcool benzilico, ciclodextrinas e polissorbato 80.

4.3 Aplicagbes em Vacinas

4.3.1 Extratos purificados

Quil-A® é o extrato padronizado de saponinas de Q. saponaria mais
investigado pela atividade imunoadjuvante. Atualmente, é comercializado pela
empresa Brenntag Biosector® (Dinamarca). Embora sua composicdo quimica
ainda ndo tenha sido completamente determinada, tem sido empregado na
producdo de vacinas veterinarias; um exemplo comercial € a vacina
Leucogen®, produzida pela indUstria francesa Virbac® e utilizada para prevenir
leucemia felina.>**>*

Em 2000, Stittelaar e colaboradores®® compararam a atividade

imunoadjuvante de Quil-A® e fracbes purificadas a partir deste extrato, na

formulacdo de uma vacina contra sarampo, empregando como antigeno uma
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proteina isolada do virus. Foram selecionadas trés formulag6es diferentes, com
0 objetivo de serem testadas em fase pré-clinica em ratos.”* Deste modo,
verificou-se que os trés candidatos a vacina protegiam os animais no desafio
com o virus do sarampo tipo selvagem. Assim, estes resultados conduziram a
avaliacdo da duracdo de niveis protetores de anticorpos neutralizantes, em
macacos, induzidos por administracdo em regime Unico destas formulacdes.
Os resultados obtidos demonstraram que os candidatos testados induziram
niveis longos e duradouros de anticorpos neutralizantes nestes animais.”® Em
outra pesquisa envolvendo vacina antiviral, foi analisada uma vacina oleosa
suplementada com Quil-A® contra a febre aftosa, em camundongos e porcos.
Foi observado um aumento significativo nos anticorpos IgG testados,
demonstrando uma acdo sinérgica entre os componentes Quil-A® e 6leo
mineral presente na vacina.*

Além de vacinas antivirais, Quil-A® é empregado em formulacdes de
vacinas contra protozodrios e bactérias. Peeters e colaboradores® avaliaram
diferentes formulacbes de vacinas contra Neisseria meningitidis em
camundongos utilizando como antigeno proteina de membrana. Vacinas contra
Mycobacterium tuberculosis também foram avaliadas em camundongos e
demonstraram a atividade imunoestimulante de Quil-A®.>®

Quil-A® se mostrou eficiente em vacinas contra parasitas, como por
exemplo, Taenia ovis®’, Taenia solum e Echinococcus granulosus.*®
Recentemente, foi demonstrado o papel de Quil-A® como adjuvante de uma
vacina contra Fasciola hepatica, em ovelhas. Pode ser verificada uma
diminuigdo significativa de ovos fecais do parasita e um aumento de anticorpos

especificos ao parasita no soro dos animais.*
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Além de Quil-A®, outros extratos purificados de Q. saponaria est&o
sendo empregados na producéo de vacinas. Spikoside® é um desses extratos,
sendo, a partir dele, purificadas as fragcbes QH-A, QH-B e QH-C e a
combinacdo de QH-A e QH-C na propor¢édo 7:3 (ISCOPREP™ 703).*° Outro
exemplo é o extrato S-4521 produzido pela empresa Sigma®, o qual
apresentou atividade adjuvante em vacina contra 0 sarampo, administrada por

via oral.%°

4.3.2 Saponinas isoladas

Além de extratos purificados, foram estudadas as saponinas QS-7, QS-
17, QS-18 e QS-21, que foram isoladas por Kensil e colaboradores?® através de
cromatografia de fase reversa da fracdo Quil-A®. Estas saponinas foram
testadas em camundongos em comparagdo com outros adjuvantes, como
hidréxido de aluminio. Foram empregados como antigenos albumina bovina
sérica (BSA) e citocromo b5. Estas fra¢cdes induziram um aumento de até 100
vezes do titulo de anticorpos, principalmente nos niveis de 1gG, quando
comparados com o grupo controle. Entretanto, apresentaram diferencas no
indice hemolitico e toxicidade. A saponina QS-7 ndo apresentou atividade
hemolitica, ao contrario das outras trés fragcbes. Em relacdo a toxicidade, a
saponina QS-18 mostrou-se a mais toxica, sendo letal na dose de 25 pg;
enquanto que QS-21 apenas levou a letalidade em doses de 500 pg. Este
resultado estimulou a pesquisa e o desenvolvimento de vacinas contendo QS-

21.
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A saponina QS-21 (Figura 1), por apresentar elevada atividade
adjuvante e baixo nivel de toxicidade, tem sido utilizada na formulacdo de
varias vacinas, aumentando a resposta imune de antigenos protéicos,
glicoprotéicos e polissacarideos.

Trés ensaios clinicos fase | avaliaram um candidato a vacina contra

malaria®-62%3

empregando como antigeno uma proteina recombinante de
Plasmodium falciparum, codificada como FMP1, e como adjuvante, AS02A
(GSK Biologicals), o qual consiste em uma emulséo 6leo em agua contendo 3-
O-desacil-4’-monofosforil-lipidio-A (MPL) e QS-21. Withers e colaboradores®
avaliaram a seguranca, os efeitos adversos e a imunogenicidade da vacina
FMP1/AS02A em criancas de 12 a 47 meses de idade. Foram empregadas
diferentes doses de antigeno:adjuvante (10:100; 25:250; 50:500 ug/uL). Os
autores verificaram que as criangcas que receberam a vacina apresentaram
significativamente maior dor e inchaco no local da injecdo, quando comparadas
com outra vacina — Imovax® (anti-rdbica). Apés 12 meses, FMP1/AS02A
mostrou-se segura e imunogénica para as criancas em estudo expostas a
maléria. Outro estudo foi realizado com a mesma vacina, na dose de 50:500
pa/uL (FMP1:AS02A) em quarenta africanos adultos sadios, com idade entre
18 e 55 anos. Os autores concluiram que a vacina foi bem tolerada e altamente
imunogénica para os individuos em estudo, e que foi capaz de estimular
resposta imune em clones parasitarios geneticamente diferentes.®

Um ensaio clinico fase Il esta sendo conduzido com outro candidato a
vacina contra malaria. O antigeno empregado foi RTS,S (proteina

recombinante de Plasmodium falciparum, que contém uma por¢ao terminal da

proteina do circumsporozoito (CSP) fundida com o antigeno de supeficie do
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virus da hepatite B) e como adjuvante, ASO2A. Este candidato foi testado em
60 criancas, com idade entre 1 e 4 anos. A dose utilizada foi de 25:250 pg/uL
(RTS,S/AS02A). Os autores consideraram a vacina em estudo segura e bem
tolerada, nas condicdes testadas.®* Em 2008, a vacina foi testada em 894
criancas africanas de 5-17 meses, mostrando eficacia de 56% contra episédios
de malaria.®

Outro estudo, realizado em 340 bebés, testou o candidato em trés
doses, que foram administradas em 8, 12 e 16 semanas de idade. A vacina
mostrou 65,2% de eficacia contra a primeira infeccdo de malaria seis meses
apos a terceira dose da vacina. Um total de 98,6% dos pacientes que
receberam a vacina apresentou anticorpos anticircunsporozoito um més apés a
vacinagdo. Os autores concluiram que a vacina apresentou um perfil seguro,
além de apresentar alta imunogenicidade.®

A vacina sintética contra maléaria SPf66 foi o alvo de estudo de
BermGdez e colaboradores.’” Dentre os diversos ensaios realizados, a
utilizacdo de QS-21 foi comparada ao hidroxido de aluminio, em humanos. Os
autores observaram um aumento significativo nos titulos de anticorpos contra
Spf66 (até 150x) na formulagdo com QS-21 em comparacdo com os resultados
obtidos com hidréxido de aluminio.

A saponina QS-21 tem sido ainda utilizada em vacinas contra o virus da
hepatite B (HBV). Em um ensaio clinico fase I, foram avaliadas diferentes
formulacdes de vacinas, empregando um antigeno de superficie recombinante.
Foram testadas formulagdes contendo MPL e QS-21 formuladas em emulsdo

0leo em agua ou em lipossomas. Foi demonstrado que a formulacdo contendo
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lipossomas resultou na resposta imune celular mais forte e duravel apos duas
doses da vacina, sendo, assim, escolhida para continuac&o dos estudos.®®

Uma vacina contra HIV utilizando como antigeno uma proteina
recombinante do envelope viral suplementada com QS-21 foi utilizada em
estudos clinicos fase I. Foi demonstrado um aumento significativo de resposta
imune celular e humoral nos voluntarios testados.®® Entretanto, foram
demonstradas reacdes locais que nao foram observadas em estudos pré-
clinicos, incluindo reacfes de hipersensibilidade tardia tipo IV e vasculite
sistémica temporaria.”

A atividade imunoadjuvante de QS-21 tem sido avaliada ainda em
vacinas para tratamento de influenza’, HSV’? virus sincicial respiratério’,
rotavirus’ e diversos tipos de cancer, como por exemplo, melanoma’®, cancer

de mama, ovério e trompas de fal6pio’®, demonstrando ser ativa.

4.3.3 ISCOMs

As saponinas de Q. saponaria e seus extratos purificados podem ser
utilizados em sua forma livre ou na forma de um complexo imunoestimulante,
conhecido como ISCOM. Este é constituido por saponinas de Quillaja,
colesterol e fosfolipidios como fosfatidilcolina ou etanolamina, que, através de
interacbes hidrofobicas com moléculas anfipaticas, formam uma particula
rigida, esférica e oca, de aproximadamente 30-40nm de diametro. Estas
moléculas anfipaticas presentes no ISCOM sao derivadas de paredes de

células e membranas de uma variedade de virus, bactérias e parasitas, e sdo

incorporadas através do fosfolipidio. As saponinas apresentam alta afinidade
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pelo colesterol, facilitando assim, a estabilidade do complexo. Se a mistura nao
apresentar  proteina  (antigeno), o complexo € conhecido por
ISCOMATRIX 394077

O mecanismo de acdo demonstrado pelos ISCOMs ocorre através da
ativacdo de CAAs, sendo que essas particulas sé@o internalizadas através de
células dendriticas, macréfagos e células B.** Foi demonstrada a habilidade
destas moléculas gerarem resposta imune LTAL e LTA2.”®

As vantagens do ISCOM em relagcdo ao uso de saponinas em forma
livre sdo a reducéo de antigeno necessério e da dose de adjuvante, resultando
no aumento da resposta imune, visto que a utlizacdo de moléculas
monoméricas torna 0 antigeno pouco imunogénico. Quando 0s antigenos sao
incorporados em particulas de forma multimérica, ocorre uma mimetizagéo das
particulas do patdgeno como um todo, com conseqiente aumento de
eficiéncia.”® Um efeito adverso significativo de saponinas é sua propriedade de
lisar células, relacionado principalmente com a grande afinidade das mesmas
pelo colesterol das membranas celulares. Conseqientemente, na forma de
ISCOMs, as interacfes das saponinas ficam bloqueadas em nivel de colesterol,
e a lise das células é praticamente nula. Em razdo disso, ISCOMs produzem
minimos efeitos adversos.**"’

E relevante destacar que o emprego de ISCOM ¢ capaz de induzir
resposta imune local e sistémica ap0s administracdo por via oral ou

intranasal.8%8!

Quando antigenos derivados de organismos purificados ou
membranas celulares sédo incorporados em ISCOMs, estas moléculas séo

normalmente ancoradas por uma ligacao hidrofébica transmembrana celular ou
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viral. O antigeno é extraido por tratamento com detergentes e sdo integrados
ao ISCOMATRIX. Quando o detergente é removido, o ISCOM é formado.

A incorporagdo de moléculas hidrofilicas em ISCOMs & um pouco mais
complexa. ModificagBes estruturais como desnaturacbes das proteinas,
diminuicdo de pH ou aumento da temperatura, podem auxiliar a descobrir
regibes hidrofobicas das proteinas; entretanto, estas modificagbes podem
modificar o epitopo dos antigenos impedindo o reconhecimento por células B
dependentes. Uma alternativa para este problema é a ligacdo covalente com
acidos graxos para solubilizar estas proteinas. Um vasto numero de proteinas
soltveis como OVA, citocromo C, glicoproteina recombinante de HIV-1, foram
incorporadas com sucesso em ISCOMs devido a ligacdo com acido palmitico
ou &cido miristico.*® Outras abordagens possiveis incluem a ligagdo covalente
do antigeno em grupos funcionais dos fosfolipidios, gerando um peptideo
recombinante com um “alvo” hidrofobico; ou a ligagdo de peptideos através de
carga eletrostética; isto €, gerar um ISCOM com carga positiva, para facilitar a
ligacdo de antigenos anibnicos.

Recentemente, Lendemans e colaboradores®® desenvolveram um
sistema em que o componente da formulagéo, colesterol, foi substituido por um
derivado de colesterol catiénico (3B-[N-(N’,N’-dimetilaminoetano)-carbamaoil]-
colesterol. Estas particulas foram denominadas de “PLUSCOMSs”. McBurney e
colaboradores’® compararam a eficiéncia dessas particulas em relagdo aos
ISCOMs “classicos” pela habilidade de produzir resposta imune contra o
antigeno OVA. Ambos se mostraram igualmente efetivos na inducdo de
resposta celular, porem PLUSCOMs apresentaram a vantagem de incorporar a

proteina antigénica sem modificacdes, ao contrario dos ISCOMs.
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Um estudo pré-clinico foi realizado utilizando ISCOMATRIX e ISCOMSs,
na producdo de vacina contra Helicobacter pylori, em camundongos. A
imunizacdo com estas particulas produziu imunizacdo equivalente a induzida
pelo adjuvante da toxina da coélera e se mostrou efetiva por via intranasal e
subcutanea.®® Vacinas contra o virus influenza utilizando ISCOMATRIX foram
avaliadas por administragdo intranasal em camundongos e demonstraram
maior eficiéncia na inducdo de anticorpos do que vacinas testadas sem
adjuvantes.?

A primeira vacina comercial contendo ISCOMs foi produzida em 1989
pela industria ISCOTEC AB® (Suécia) contra Influenza eqiiina. Seu nome
comercial é ISCOVAC FLU vet™®. Esta vacina foi formulada com Quil-A® e
contém as proteinas neuraminidase e hemaglutinina do envelope viral,
induzindo uma resposta imune por aproximadamente 15 meses.*® A indUstria
ISCONOVA® (Suécia) também possui no mercado vacinas veterinarias
formuladas com ISCOMs: Equip® esta no mercado desde 1997 e é utilizada
contra influenza equina; Bovine Viral Diarrhea Virus Vaccine®, disponivel no

mercado desde 2003, é utilizada contra diarréia viral bovina.®®

5. Atividade imunoadjuvante de Q. brasiliensis

A atividade imunoadjuvante dos extratos de cascas, folhas e ramos de
Q. brasiliensis, bem como da fragéo purificada em saponinas QB-90 (doses de
100, 400, 400 e 100 ug, respectivamente) foi testada numa vacina experimental
contra HSV-1 bovino em camundongos.?® Os resultados demonstraram que 0s

extratos e a fracdo QB-90 foram capazes de potencializar a resposta imune ao
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antigeno HSV-1 bovino de modo comparavel ao obtido com a fracdo Quil-A®
(100 pg) da espécie chilena.

Além disso, foram realizados estudos em relacdo a toxicidade dos
extratos aquosos e da fracdo purificada QB-90 quando administradas pela via
subcutanea. Foram demonstrados que o intervalo de doses de 50-1600 g para
0 extrato aquoso e 50-400 pg para QB-90 n&o induziram letalidade nos
animais. Também foi observada a auséncia de um perfil dose-dependente para
a atividade imunoadjuvante de QB-90, nas doses testadas, empregando-se o

antigeno HSV-1 bovino.

6. Consideracdes Finais

Conforme relatado nesta revisdo, as saponinas de Q. saponaria
apresentam alta complexidade estrutural, e, para possibilitar a elucidacéo, é
necessaria a utilizagdo de CLAE, RMN e espectrometria de massas. Duas
diferencas estruturais sédo peculiares as saponinas desta espécie: um dominio
de &cido graxo e um grupamento aldeido ligado a posicao 4 da aglicona.

Estas saponinas apresentam importancia industrial, e, além disso,
possuem potencial para serem utilizadas em vacinas veterinarias e humanas,
destacando-se 0s ensaios clinicos contra diversas doencas infecciosas e
cancer contendo a saponina QS-21, os resultados promissores da fracdo Quil-
A® em vacinas contra virus, bactérias e protozodarios e a inducdo de resposta
protetora em diferentes familias de virus e espécies bacterianas pelo complexo

imunoestimulante ISCOM.
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As saponinas de Q. brasiliensis ainda ndo foram tdo vastamente
estudadas em comparagdo a espécie chilena. Estudos realizados relataram a
presenca, em folhas, de saponinas funcional e estruturalmente semelhantes as
encontradas nas cascas de Q. saponaria. A fracdo enriguecida em saponinas,
QB-90, obtida a partir do extrato aquoso de folhas da espécie brasileira,
demonstrou potencial atividade como adjuvante em vacina contra HSV-1
bovino.

As florestas chilenas estdo sendo amplamente devastadas para a
exploracdo de cascas de Q. saponaria visando a obtencdo de saponinas,
gerando um importante prejuizo ecoldgico e diminuicdo desta matéria-prima.
Sendo assim, a utilizacdo de folhas da espécie brasileira se torna uma

alternativa interessante para a exploragao sustentavel desta matéria-prima.
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Legendas das figuras:

Figura 1: Estrutura da saponina QS-21, isolada de Q. saponaria.

Figura 2: Parte do anel de fucose, mostrando o mecanismo de isomerizagao.

Figura 3: Estrutura das substancias QB-1 (a) e QB-H1 (b).

Figura 4: Sintese de GPI-0100 a partir de saponinas desaciladas.
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TABELA 1: Variacdes estruturais observadas nas saponinas de Q. saponaria:

agliconas e cadeias de acucares ligadas a C-3 e a C-28.

AGLICONAS
R: R, R3 R4
ACIDO QUILAICO CHO OH H CH;
ACIDO 22B3-HIDROXI-QUILAICO CHO OH OH CH;
ACIDO EQUINOCISTICO CH; OH H CH;
ACIDO FITOLACAGENICO CH,OH H H COOCH;

O CADEIAS SACARIDICAS LIGADAS AO C-3 DA AGLICONA:
= B-D-galactopiranosil-(1—2)- 3-D-glicuronopiranosil
= B-D-galactopiranosil-(1—2)- [a-L-ramnopiranosil-(1—3)]-B-D-glicuronopiranosil

= B-D-galactopiranosil-(1—2)- [3-D -xilopiranosil-(1—3)]-B-D-glicuronopiranosil

O CADEIAS SACARIDICAS LIGADAS AO C-28 DA AGLICONA:
= B-D-xilopiranosil-(1—4)-[3-D-glicopiranosil-(1—3)]-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-3-D-
fucopiranosil
= B-D-apifuranosil-(1—3)-B-D-xilopiranosil-(1—4)-[3-D-glicopiranosil-(1—3)]-a-L-
ramnopiranosil-(1—2)-p-b-fucopiranosil
» B-D-apifuranosil-(1—3)-B-D-xilopiranosil-(1—4)-o-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-

fucopiranosil

O AcIiDOS GRAXOS PRESENTES NA CADEIA OLIGOSSACARIDICA LIGADA AO C-28 DA AGLICONA:
» 4cido (S)-2-metilbutanodico
= 4cido (3S, 4S)-3-hidroxi-4-metilexandico

= 4cido 3,5-diidréxi-6-metiloctandico

44



Figura 1

)

OH OH

OH

45

OH OH

OH

HO



Figura 2

acido graxo

A |

46



Figura 3

(a) (b)

a7



Figura 4

O\ OH
o)
OH fe) o
o]
OH O
HO
O 00
OH 0O o 00
OH
OH OH
OH OH OH

Saponina desacilada

o
o
OH fe)
o
OH O
HO
o]
OH
OH
OH on OH OH
GPI-0100

48



CAPITULO 2

Influence of light, osmotic stress and post harvest procedures on the

content of an immunoadjuvant saponin fraction of Quillaja brasiliensis

Este capitulo ndo esté incluso pois sera submetido a publicacdo no periédico

cientifico Plant Science



CONSIDERACOES FINAIS
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CONSIDERACOES FINAIS

O acumulo da fracdo imunoadjuvante QB-90 de Q. brasiliensis é
responsivo ao estresse osmotico provocado por sorbitol 0,1M, demonstrando o
possivel papel de defesa destes terpenos. Este resultado corrobora os estudos
sazonais anteriormente realizados por nosso grupo de pesquisa, sugerindo que
periodos de menor precipitacdo estdo associados a um maior teor de QB-90.

A faixa de luz vermelha e o aumento de intensidade luminosa regulam
positivamente a producdo de saponinas de Q. brasiliensis, havendo uma
aparente atuacdo do fotorreceptor fitocromo. Nao foram observadas mudancas
significativas no teor de aclUcares nas plantas expostas as diferentes
intensidade / qualidade luminosas, demonstrando um efeito genuino deste fator
no metabolismo secundario, e ndo um efeito indireto, causado por modificacdes
no metabolismo do carbono.

O contetdo de QB-90 de folhas colhidas é mais estavel em altas
temperaturas quando comparado com cascas sob mesmas condi¢cdes. Este
resultado pode ser devido a perfis diferenciados de expressao de enzimas nos
dois tipos de tecidos, como relatado, por exemplo, para peroxidases. S&o
necessarios cuidados adicionais para manter os niveis deste metabdlito nas
cascas, Vvisto que elevadas temperaturas podem causar a degradacédo desta
fracdo ativa. Este resultado pode auxiliar na busca de um rendimento de
extragdo otimizado em Q. brasiliensis.

Além dos estudos de regulacéo de producao para otimizacdo de manejo
e processamento de biomassa produtora de matéria-prima, através do

conhecimento do perfil de acumulo de saponinas € possivel identificar
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individuos “elite”, e, a partir deles, produzir uma populacéo clonal a fim de ser
utiizada como fonte deste metabdlito. Para estudos futuros, se torna
interessante a busca de marcadores moleculares para selecdo destes

individuos.
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