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RESUMO

SISTEMA DE LIBERACAO CONTROLADA DE QUITOSANA CONTENDO
ANTIGENO CAPSULAR Vi DE Salmonella Typhi

A utlizagdo do antigeno Vi em vacinas € bastante promissor devido a este
proporcionar um alto nivel de imunidade em vacinas parenterais. A necessidade pela
busca por alternativas para administracdo de vacinas levou a aplicacdo da
tecnologia da liberacdo controlada de farmacos no campo da imunizacdo. Nestes
sistemas de liberacdo controlada, as doses administradas sdo diminuidas, porém o
periodo de imunidade aumenta, ja que prolonga a quantidade liberada do antigeno
ao longo do tempo. O presente estudo propds desenvolver e caracterizar um
sistema de liberacdo controlada contendo antigeno Vi, utilizando como polimero
veiculador a quitosana. As técnicas de RMN H™ e espectroscopia de infravermelho
mostraram que o método de extracdo do antigeno Vi empregado foi satisfatério
qualitativamente. A caracterizacdo da quitosana e das nanoparticulas através de
ensaios de andlise térmica mostrou maior estabilidade das particulas em relacao a
quitosana, além do aumento da temperatura de degradacdo nas nanoparticulas a
medida que aumenta a concentracdo da quitosana. Em relacédo ao potencial zeta
todas as nanoparticulas tiveram cargas positivas em pH 7,2, enquanto que, no
tamanho, as particulas foram menores a medida que aumentou a quantidade de
quitosana no sistema. Na microscopia eletronica de transmissdo, as particulas
mostraram-se morfologicamente homogéneas e com formato esférico. Na cinética de
adsorcdo o antigeno, contido em solugdo, sofreu uma adsor¢cdo de 55% nas
particulas de quitosana. Com isso, observou-se que é possivel criar um sistema de
liberacdo controlada envolvendo nanoparticulas de quitosana e antigeno Vi de

Salmonella enterica sorotipo Typhi.

Palavras chave: Vacinas, Antigeno Vi, Quitosana, Nanoparticulas



ABSTRACT

CONTROLLED RELEASE SYSTEM CHITOSAN CONTAINING VI CAPSULAR
ANTIGEN OF Salmonella Typhi

The use of the Vi antigen in vaccines is very promising because this provides a high
level of immunity in parenteral vaccines. The need for the search for alternatives for
administration of vaccines has led to the application of technology controlled release
of drugs in the field of immunization. In such controlled delivery systems, the doses
are decreased, but the period of immunity increases, extending the amount of
antigen released over time. This study aimed to develop and characterize a
controlled delivery system containing Vi antigen, using as disseminator polymer
chitosan. The techniques of H' NMR and infrared spectroscopy showed that the
method of extracting the Vi antigen used was qualitatively satisfactory. The
characterization of chitosan and nanoparticles by tests thermal analysis showed
greater stability of the particles in relation to chitosan, besides increasing the
degradation temperature of the nanoparticles increases as the concentration of
chitosan. Regarding the zeta potential nanoparticles were all positive charges at
pH7.2, while the particles were smaller size as they increased the amount of chitosan
in the system. In transmission electron microscopy showed the particles are
morphologically homogeneous and spherical. In the adsorption kinetics of antigen
contained in solution, suffered a 55% adsorption of the particles of chitosan. With
this, we observed that it is possible to create a controlled delivery system involving
nanoparticles of chitosan and Vi antigen of Salmonella enterica serotype Typhi.

Keywords: Vaccines, Vi antigen, Chitosan, Nanoparticle
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1 INTRODUCAO

A febre tifoide € uma doenca sistémica, causada pela Salmonella enterica
sorotipo Typhi, sendo caracterizada por febre, dor abdominal e manchas rosadas. E
uma doenca comum em paises em desenvolvimento devido esses apresentarem
baixo nivel social e precéarias condi¢cbes de saneamento. Além disso, é considerada
uma doenca endémica no subcontinente indiano, sudeste asiatico, Africa e América
Central e do Sul (HOFFER et al., 2000 ).

A doenca ainda hoje € considerada um grande problema de saude publica
afetando no minimo 20 a 30 milh&es de pessoas com grande mortalidade em paises
em desenvolvimento. No Brasil as regides Norte e Nordeste sdo as que apresentam
a maior incidéncia, refletindo, as precarias condicbes de saneamento basico
(SCONDRO et al., 2008).

A Salmonella enterica sorotipo Typhi € o agente causador da febre tifoide,
trata-se de um bacilo GRAM-negativo, nao esporulado, mével e de 2 a 5 ym de
didmetro. Os bacilos sdo aerobios, fermentam manitol e ndo fermentam lactose,
além de produzirem sulfeto de hidrogénio (H,S). A bactéria possui antigenos de
interesse para o diagnéstico da febre tifoide como o antigeno O (antigeno somético),
o antigeno H (antigeno flagelar) e o antigeno Vi (antigeno capsular) (BRASIL, 2010).

A transmisséo da bactéria esta relacionada a ingestdo de alimentos ou agua
contaminados por dejetos humanos e de animais. A Salmonella enterica sorotipo
Typhi € transmitida somente pelo homem, mas todas as outras espécies tém um
reservatorio animal tdo significativo quanto o humano (LEVINSON e JAWETZ,
2006).

O antigeno capsular Vi é o principal antigeno de superficie da Salmonella
enterica sorotipo Typhi, devido proteger a bactéria da imunidade inata do
hospedeiro, além de impedir a opsonizacdo mediada por anticorpos e aumentar a
resisténcia da Salmonella enterica sorotipo Typhi & acdo do sistema complemento
(CAMPQOS, 2008).



18

A utilizac&o do antigeno Vi em vacinas parenterais se iniciou com um histérico
de bastante sucesso, proporcionando uma boa imunidade, produzindo cerca de 90%
de anticorpo anti-Vi, porém, apresentou concomitantemente reacdo adversa como
dor e endurecimento local em 20 a 30% dos individuos, além de raros casos de
febre. Umas das formas de se tentar evitar reagdes adversas pelo antigeno € o
desenvolvimento de um sistema de liberacdo controlada constituido de polimero,
como quitosana, que posa reduzir o numero de doses, obtendo a resposta imune
desejada por mais tempo (VIRLOGEUX-PAYANT e POPOFF, 1996).

A quitosana € um polimero de origem natural que apresenta caracteristicas
que fazem dela um polissacarideo de grande interesse para um nimero expressivo
de aplicacbes, tais como biocompatibilidade, biodegrabilidade, bioreabsorcdo e
bioatividade; por ser quimicamente modificada e ser processada em diferentes
formas. Considerada forte candidata no desenvolvimento de sistemas de liberacéo
de vacinas, como nanoparticulas, em funcdo das propriedades que podem ser
ajustadas como: concentragao, carga e pH (MOURA et al., 2008).

Produzir e modular as propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas de
quitosana pode ser um caminho interessante para controlar a liberacdo de farmacos
e vacinas, e consequentemente, melhorar a administracdo e indice terapéutico
(ARAL et al., 2000).

Neste contexto, considera-se que o desenvolvimento de um sistema de
liberacdo controlada utilizando a quitosana como veiculo carreador do antigeno
capsular Vi de Salmonella enterica sorotipo Typhi seja uma alternativa de interesse

no campo da imunizagao para o tratamento contra a febre tifoide.



19

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Febre tifoide

2.1.1 CONSIDERACOES GERAIS

A febre tifoide faz parte do sistema de informacao de agravos de notificacao
(SINAN) do Ministério da Saude brasileiro. Trata-se de uma doenca endémica em
paises pobres e em paises em desenvolvimento, onde a qualidade da &agua é
duvidosa e a auséncia de saneamento basico persiste. J& em paises desenvolvidos,
a incidéncia de febre tifoide € baixa e geralmente esta associada a viagens recentes,
dos pacientes diagnosticados, para regidées endémicas (CONNOR e SCHWARTZ,
2005; PARRY et al., 2011; BRASIL, 2012).

Em 1829, Louis, em Paris, descreveu a febre tifoide, diferenciando-a de
outras febres, onde relatou as caracteristicas clinicas das lesfes intestinais, dos
nodulos linfaticos e do baco. Bretonneau, na Franca, e Smith, nos Estados Unidos,
reconheceram a difusdo da doenca através do contagio e a criacdo de imunidade.
Em 1880, Eberth descobriu 0 agente etiolégico da doenca em tecidos de pacientes
infectados (IVANOFF et al., 1994).

Em 1884, o bacteriologista aleméao Gaffky isolou o bacilo da Salmonella
enterica sorotipo Typhi a partir de fragmentos de baco de pacientes infectados.
Outros estudos foram realizados, obtendo-se avancos na identificacdo sorologica e
no isolamento da bactéria, através do teste de Widal em 1896 e a hemocultura de
Schotmiiller, em 1900, respectivamente (MARQUES, 2011).
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2.1.2 EPIDEMIOLOGIA

A febre tifoide é uma doenca endémica em paises da Africa, Asia, América do
Sul, Caribe e Oceania (excecdo da Australia e Nova Zelandia). Estudos recentes
revelam que h& aproximadamente 22 milhfes de casos de febre tifoide a cada ano,
com 200.000 mortes. A incidéncia da febre tifoide em areas endémicas € tipicamente
alta em criancas em idade escolar e jovens, enquanto € baixa em recém-nascidos e
em adultos. J4 os idosos séo relativamente resistentes, devido a alta frequéncia de
imunidade. A mortalidade é maior em criancas menores de um ano (MAHLE e
LEVINE, 1993; BOYD, 1995; ANGERAMI, 2009).

Os casos da doenca em areas com pouca prevaléncia decorrem muito a partir
de portadores que viajaram para as areas endémicas. Contudo o diagnostico da
doenca é dificultado, pois, muitas vezes, é confundido com diversas outras doencas
febris, além de que em muitas areas endémicas ha uma caréncia na facilidade de
confirmacéo e notificagdo do diagnéstico (ACKERS et al., 2000; CRUMP et al., 2004;
ANGERAMI, 2009).

Nos Estados Unidos, em 1926, o indice de morte era de 20,54% numa
populacdo de 100.000 habitantes, enquanto que, em 1973, apenas 680 casos foram
confirmados, com sete mortes. Atualmente, a doenca € rara, em que
aproximadamente 400 casos sdo reportados ao ano. A maioria (70%) é de pessoas
gue apresentavam histérico de viagens para areas endémicas do mundo. A
mortalidade é rara, sendo um pouco mais de 1% (FILHO et al., 1994; MERMIN et al.,
1998).

No Brasil, nas ultimas décadas, observa-se um declinio na incidéncia e
letalidade da doenca (Figura 1) até 2009, segundo dados do Ministério da Saude.
Sua incidéncia reduziu de 1,5 por 100.000 habitantes, em 1995, para 0,1 por
100.000 habitantes, em 2009 (BRASIL, 2010).
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Figura 1: Coeficiente de incidéncia e letalidade da febre tifoide no Brasil. Incidéncia (Linha cinza) e
Letalidade (Linha verde) (BRASIL, 2010).

Nos anos de 2001 a 2006, foram registrados 3.749 casos de febre tifoide no
Brasil, com 30 Obitos, sendo que ocorreram principalmente nas regiées Norte e
Nordeste, com destaque para os Estados do Acre (741 casos/3 0Obitos), Bahia (671
casos/3 6bitos), Maranhdo (592 casos/l Obito), Pard (665 casos/3 o6bitos) e
Amazonas (333 casos/3 Obitos). No Para, os surtos de febre tifoide, que
acometeram muitas pessoas, ocorreram no interior do Estado, nos municipios de
Obidos, em 1997, de Mojl, em 1999, e de Anajas, em 2001 (SOUZA et al., 2010).

Oliveira et al. (2009) avaliaram registro de febre tifoide no Estado da Bahia, no
periodo de 2003 — 2006, onde foram notificados 852 casos em 2003, e 144 em 2004
e 2006, com isso, confirmando o declinio de casos da doenca. No Parana, entre
1980 — 2003, 1030 casos foram notificados, sendo a incidéncia em 2003 de 0,01
cas0s/100.000 habitantes (SCONDRO et al., 2008).

Dados recentes divulgados pelo Laboratério Central de Saude Publica de
Amapa — LACEN/AP apontaram um aumento dos casos notificados de febre tifoide
em 2011 na capital do Macapa-AP, apresentando um aumento de 38 para 50

notificagdes, com 21 confirmagdes (ALVES, 2011).
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2.1.3 PATOGENIA

O género Salmonella Spp na classificacao atual € dividido em duas espécies,
a Salmonella enterica e a Salmonella bongori. A espécie Salmonella enterica ainda
pode ser dividida em diferentes sorotipos, entre esses, a Salmonella enterica
sorotipo Typhi (CAMPOS, 2008).

A Salmonella enterica sorotipo Typhi € o agente etioldgico da febre tifoide. A
bactéria pertence a familia das enterobactérias, apresentando a forma bastonete
(Figura 2). E anaerdbio facultativo, reduz nitrato a nitrito, fermenta glicose e outros
carboidratos formando &acidos e produzem sulfeto de hidrogénio (H,S). Possui trés
diferentes antigenos: o antigeno O, que € o Antigeno Somatico da membrana
externa; o Antigeno Flagelar H, que é de natureza proteica e o Antigeno Capsular Vi,
que € responsavel por sua viruléncia (LEVINSON e JAWETZ, 2006; BRASIL, 2010;
MARQUES, 2011).

© S Pankag, 1995

Figura 2: Salmonella enterica sorotipo Typhi (BRASIL, 2008).
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O ser humano é o unico reservatorio e hospedeiro natural da Salmonella
enterica sorotipo Typhi. A transmissdo da bactéria ocorre pela ingestdo de agua ou
alimentos contaminados com fezes contendo o patdogeno ou ainda de forma mais
rara de pessoa para pessoa (contato direto). A sua distribuicio no mundo esta
estreitamente relacionada com o desenvolvimento socioeconomico da localidade
(QUINTAES et al., 2000 apud BASTOS et al., 2008; MARQUES, 2011).

O periodo de incubacdo da doenca € variavel, geralmente, oscilando de trés
dias a dois meses, dependendo muito do tamanho do in6culo e da imunidade do
paciente (MARTINEZ et al., 2006).

As bactérias podem sobreviver por longo periodo em agua, gelo e matéria
seca de esgoto, onde servirdo como fonte de infeccdo. Em areas endémicas, o pico
de transmissdo da doenca ocorre no periodo seco ou no comeco do periodo
chuvoso. A ingestdo de comidas preparadas na rua, como sorvetes, sucos e
saladas, sao fatores de risco que aumentam a incidéncia da doenca. A transmisséo,
também, pode ser atribuida a acidentes em laboratérios, instrumentos né&o
esterilizados e contaminacao por moscas (VELEMA et al., 1997; LUXEMBURGER et
al., 2001).

ApOGs a ingestdo, as bactérias chegam ao intestino delgado, atravessam e
invadem a parede intestinal, onde penetram em macrofagos teciduais. Ha o
recrutamento de outras células do sangue, assim, fazendo com que a bactéria
consiga se disseminar pela corrente sanguinea, causando uma bacteremia. Esta
fase seria assintoméatica (LEVINSON e JAWETZ, 2006).

As bactérias localizadas no sangue multiplicam-se dentro de 6rgéo, como o
figado, baco e medula 6ssea, sendo que ocorre dentro de células da linhagem
monocitica. A Salmonella enterica sorotipo Typhi retorna ao sangue, causando a
bacteremia secundaria, que é sintomatica. Neste periodo a doenca pode regredir ou
continuar para um desenvolvimento mais severo. Em alguns casos, pode ocorrer
uma infecgdo cronica assintomatica, na qual a bactéria persiste na vesicula biliar
(CAMPQOS, 2008).

A sintomatologia da doenca consiste em febre prolongada, cefaleia, anorexia,

bradicardia relativa, esplenomegalia, manchas rosadas (roséolas tificas),
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esplenomegalia, desconforto abdominal (constipacdo em adultos e diarreias em
criangcas) e tosse seca. A febre é explicada devido a liberacdo de pirogénios
endogenos (Interleucinas (IL) - 1, por exemplo) pelos macréfagos infectados,
enquanto a hiperplasia das placas de Peyer, com ulceracdes, € responséavel pelas
manifestagdes intestinais, como dor abdominal, diarreia, sangramento ou perfuracao
intestinal (BRASIL, 2010; SCONDRO et al., 2008).

Atualmente, o quadro clinico completo é observado raramente, sendo a febre
a manifestacdo mais expressiva acompanhada por um ou outro sintoma. Nas
criangas, o quadro clinico € menos grave do que nos adultos, nos quais a diarreia é
mais frequente (BRASIL, 2010).

2.1.4 RESPOSTA IMUNE OU IMUNOPATOLOGIA

A resposta imune celular constitui uma parte critica na defesa do hospedeiro
contra a agressao de certas bactérias intracelulares, assim como a Salmonella
enterica sorotipo Typhi (intracelular). Uma otima resposta contra essas bactérias
requer usualmente a combinacdo de diferentes elementos do sistema imunitério
(MORENO, 2009).

A Salmonella enterica sorotipo Typhi, quando atravessa e invade a parede
intestinal, induz a secrecdo de IL-6. Os macroéfagos do tecido intestinal, ao
fagocitarem as bactérias, liberam varias citocinas, como a IL-1. Isso causa o0
recrutamento de monocitos e outras células inflamatérias do sangue. As citocinas
sdo importantes na regulacdo da resposta imune do hospedeiro contra a doenca
(FIDAN et al., 2008).

A bactéria pode sobreviver em células fagociticas mononucleares como 0s
macrofagos localizados no espaco tecidual entre o intestino e o sistema circulatério.
Estudos demonstraram que, quando a Salmonella enterica sorotipo Typhi invade o
organismo, as células NK (Natural Killer) secretam a citocina IFN-y (Interferon

gamma), que sdo responsaveis por ativar os macrofagos, onde esta acao € a chave
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da imunidade inata contra o patégeno (VAZQUES-TORRES et al., 1999;
SASHINAMI et al., 2006).

O IFN-y restringe a multiplicacdo das bactérias no estagio inicial de
crescimento bacteriano. Esta proteina € o principal produto de células Thl (que séo
populagdes efetoras das células CD4"), promovendo a essas células caracteristicas
efetoras no mecanismo de imunidade mediado por células (via ativacdo de células
NK) e ativacdo de macréfagos (SCHRODER et al., 2004).

Os lipopolissacarideos (LPS) das Salmonellas séo responsaveis pelos efeitos
endotdxicos, contribuindo para a resposta inflamatoria local nas células intestinais,
promovendo diarreia. Estudos demonstraram que a ativagcdo dos macréfagos pelas
LPS resulta na liberacdo de varias citocinas inflamatérias, semelhantes as IL-6 e
IFN-B (Interferon beta) (ZHANG et al., 2008; MORENO, 2009).

2.1.5 FATORES DE VIRULENCIA — ANTIGENO Vi

A Salmonella enterica sorotipo Typhi tem fatores de viruléncia como as
fimbrias responsaveis pela adesdo nas células intestinais e os LPS, que sédo
considerados um fator de viruléncia porque protegem a bactéria da acao letal das
defensinas. Porém, o mais importante fator € o antigeno de superficie que protege a
bactéria do mecanismo da imunidade inata, chamado antigeno capsular Vi (CAMPO,
2008).

O antigeno Vi é também encontrado em Salmonella Paratyphi C, Salmonella
Dublin e Citrobacter ballerup. O antigeno Vi é antifagocitario e um importante fator
de viruléncia da bactéria. Felix e Pitt (1934) chamaram a cobertura antigénica da
Salmonella enterica sorotipo Typhi de “antigeno Vi’ devido ao fato deste apresentar
a capacidade de aumentar a viruléncia da bactéria (dai a denominagéo Vi) em
infeccdes de ratos e causar uma resposta imune em coelhos (EDWARDS e EWING,
1986).
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Estudos foram realizados com objetivo de mostrar a capacidade do antigeno
de proporcionar a viruléncia; Hone et al. (1988) demonstraram que, quando se
removia o antigeno Vi de cepas de Salmonella enterica sorotipo Typhi, estas ficavam
mais vulneraveis em ensaios realizados em ratos quando comparados com ratos

inoculados com as mesmas cepas contendo o antigeno.

O mecanismo de viruléncia do antigeno Vi foi examinado in vitro, sendo, no
inicio dos trabalhos, definido que o antigeno evita a fagocitose pelos
polimorfonucleares (PMNSs), além de aumentar a resisténcia da bactéria contra o
processo oxidativo poés-fagocitose. O antigeno diminui a fixacdo do fator
complemento C3 (MILLER et al., 1972; KOSSACK et al, 1981; LOONEY e
STEIGBIGEL, 1986).

Do grupo das Salmonellas spp, o sorotipo Typhi possui 0 antigeno capsular
Vi, sendo composto basicamente por um homopolimero linear de ligacdo 1 — 4
acido galacturdnico-2-desoxi-N- acetil, onde o grupo do carbono 3 é variavel em
O-acetil na forma de monédmero (Figura 3). A unido desses mondmeros forma um
polissacarideo de alto peso molecular (tipicamente, maior do que 10° daltons). O Vi
assemelha-se com as glicosaminas de mamiferos com repetidas unidades de
acucares contendo tanto N-acetil como grupo acido urénico (HEYNS et al., 1959;
KARAKAWA e VANN, 1982; DANIELS et al.,1989).

Figura 3: Estrutura quimica do monémero do antigeno Vi de Salmonella enterica sorotipo Typhi. NAc,
N-acetil; AcO, O-acetil (STONE e SZU, 1988).
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Estudos genéticos sobre Salmonella enterica sorotipo Typhi demonstraram
gue existem no minimo dois loci génicos, designados Via A e Via B, que séo
responsaveis por expressarem o antigeno capsular Vi, além disso, estes genes
podem ser transferidos para outras bactérias que ndo possuem a capacidade de
produzir o antigeno, passando a produzi-lo, como a Salmonella typhimurium. O l6cus
de via A é comumente encontrado nas bactérias entéricas, porém o de via B é
especifico para cepas que expressam o antigeno Vi (JOHNSON et al., 1965;
JOHNSON et al., 1966; JOHNSON e BARON, 1969).

A Salmonella enterica sorotipo Typhi possui as chamadas ilhas de
patogenicidade (SPI), que sdo grupos de genes responsaveis pela expressdo dos
fatores de viruléncia. A ilha de patogenicidade responsavel pela producdo do
antigeno Vi é a SPI-7, que tem um comprimento de 134kb. Além disso, o SPI-7
possui 0 operon via B (HASHIMOTO et al., 1993; ZHOU e GALAN, 2001).

Varios métodos de isolamento e purificagdo do antigeno capsular Vi de
Salmonella enterica sorotipo Typhi foram desenvolvidos, destacando-se o
fracionamento de extratos de bactérias com etanol na presenca de cloreto de sodio
seguido por hidrolise com acido acético, além de método que utiliza a extracédo
salino-etanol em vérias temperaturas. Para uma identificacdo sorolégica do antigeno
Vi de Salmonella enterica sorotipo Typhi, normalmente se realiza a precipitacdo em
lamina, utilizando o sorokit para Salmonella que emprega soros para antigeno Vi
(WONG e FEELEY, 1972; SCODRO et al., 2008).

2.1.6 PREVENCAO E CONTROLE

A febre tifoide pode ser prevenida por medidas simples como higiene pessoal,
tratamento apropriado de fezes, através da criacdo de uma rede de esgoto
satisfatoria, abastecimento de agua clorada com monitoramento periodico para
verificar a presenca de coliformes fecais e boas préticas de manipulacdo de
alimentos, sendo realizado exame de fezes das pessoas que irdo manipula-los
(LEVINSON e JAWETZ, 2006).
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Outra forma de prevencdo é a vacinacao, que é indicada para aqueles que
viajardo para areas endémicas por mais de 30 dias ou que vivem nessas areas, que
apresentam condi¢cdes precarias de saneamento basico e higiene. As vacinas
atualmente disponiveis no mercado apresentam eficacia variavel de 50% a 70%
(CHINWA et al., 2008).

A primeira vacina foi desenvolvida no final do século 19 e consistia de
bactérias mortas pelo calor e preservadas em fenol, sendo que eram administradas
por via parenteral. Essa vacina, embora apresentasse razoavel eficacia (60 a 70%
de protecdo por um periodo de 7 anos), causava fortes reacbes adversas, como
febre e convulsdes na maior parte dos individuos que a utilizavam. Por esse motivo,
essa vacina foi substituida a partir da década de 70 (BASTOS, 2008).

Hoje, é possivel citar vacinas de organismo vivo atenuado, Ty21a, que sao
administradas oralmente, porém necessitam de varias doses para alcancar uma
protecdo razoavel. Vacinas contendo polissacarideo capsular Vi de Salmonella
enterica sorotipo Typhi utilizadas para administracéo intramuscular, também, podem
ser utilizadas como forma de prevencdo, porém ambas as vacinas tém eficacia
limitada em criancas (LEVINSON e JAWETZ, 2006; CUI et al., 2010).

Resultados promissores foram obtidos com vacinas conjugadas contendo
polissacarideo capsular Vi, que revelaram eficacia na protecédo de criancas de 1 a 5
anos. Essas vacinas apresentaram protecao de 89% em criancas do Vietnd de 2 a 5
anos, por 46 meses (CAMPOS, 2008; CUI et al., 2010).

2.1.7 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

A febre tifoide € uma doenca bacteriana de apresentacao clinica mais diversa,
e, em geral, o diagnostico néo é confirmado antes do final do curso da doenca. Por
conseguinte, ha quase sempre uma dependéncia do diagnostico laboratorial para se

confirmar ou descartar a doenca (FILHO et al., 1994).
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O diagnostico laboratorial da Salmonella enterica sorotipo Typhi baseia-se
inicialmente no isolamento e na identificacdo do agente etiolégico a partir de
diferentes materiais clinicos como fezes (coprocultura), urina (urocultura), sangue

(hemocultura), aspirado medular (mielocultura) e bile (BRASIL, 2002).

O isolamento da bactéria a partir das fezes parte da preparacdo de uma
suspensao fecal, onde uma aliquota é transferida para tubos contendo meios de
enriguecimento e placas contendo meios seletivos, e, entdo, col6énias sao
transferidas para meio agar nutriente para que se realizem testes bioquimicos e

sorologicos para a confirmacgéo do diagnéstico (BRASIL, 2010).

O diagnostico de Salmonella enterica sorotipo Typhi utilizando-se culturas de
fezes é indicado a partir da segunda até a quinta semana da doenca. A principio, o
sucesso do isolamento da Salmonella esta na coleta e conservacédo das fezes até
aplicacdo dos métodos laboratoriais. Assim, quando coletada, a amostra deve ser
remetida ao laboratério no tempo maximo de duas horas, em temperatura ambiente,
e seis horas, sob refrigeracéo (4 a 8°C) (BRASIL, 2010).

A mielocultura é o exame mais sensivel (90% de sensibilidade) e que tem a
vantagem de apresentar positividade mesmo na vigéncia de antibioticoterapia
prévia. Ja a desvantagem ocorre em razdo do desconforto para o doente e
necessidade de pessoal com treinamento especifico para o procedimento da puncéo
medular. Para a urocultura o diagndéstico € limitado e a positividade maxima ocorre

na terceira semana da doenca (BRASIL, 2002).

A hemocultura tem alta positividade na primeira e segunda semana da
doenca, com positividade de 80%. O sangue coletado é transferido para tubo
contendo meios de culturas, como o caldo biliado e, entdo, feita a bacterioscopia
pelo método de GRAM. Séo feitos repiques em meio agar nutriente para, no final,

realizar-se teste bioquimico e sorologico (BRASIL, 2010).

A reacao de Widal também é utilizada para o diagnostico da febre tifoide. Esta
reacdo consiste em um teste soroldgico que se baseia no principio da aglutinacéo de
antigeno — anticorpo, dessa maneira, determinando-se a presenca de anticorpos
contra os antigenos O e H. Porém, devido a sua falta de especificidade, deve ser

interpretado junto com um contexto clinico. Atualmente, o teste € pouco utilizado em
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razdo dos resultados falso-positivos, que ocorrem gragas a reagdo cruzada com
aglutininas formadas contra sorotipo do grupo D de Salmonella e vacinagéao anterior
contra a febre tifoide (ZUNIGA, 2006; MARQUES, 2011).

Recentemente, estudos com métodos moleculares utilizando protocolos de
Reacdo de Cadeia de Polimerase (PCR), sondas de DNA (desoxiribonuclease) e
técnicas de ELISA, também, tém sido desenvolvidos e aperfeicoados para a
deteccdo da Salmonella enterica sorotipo Typhi diretamente no sangue, nos casos
de hemoculturas negativas (SCONDRO et al., 2008).

2.1.8 TRATAMENTO

O cloranfenicol é considerado a droga de primeira escolha para o tratamento
da doenca, apesar de serem publicados diversos casos de resisténcia ao
medicamento ocorridos na Africa e Asia devido a seu baixo custo e resposta
terapéutica satisfatoéria (SOUZA et al., 2010).

O Ministério da Saude preconiza para o tratamento da febre tifoide, causada
pela Salmonella enterica sorotipo Typhi, o emprego do cloranfenicol ou da
ampicilina, do sulfametoxazol — trimetoprima e da amoxilina, ou, ainda, em situagbes
gue impecam o0 emprego destes, 0 uso de ciprofloxacino, ofloxacino ou ceftriaxona
(PARRY et al., 2002; BRASIL, 2007).

Por sua vez, o tratamento da febre tifoide tem sido dificultado devido as
inimeras resisténcias que tém ocorrido a medicamentos classicos, como o
cloranfenicol, a ampicilina e o sulfametoxazol — trimetoprima. Nestes casos, esses
medicamentos estdo sendo substituidos pelas cefalosporinas de terceira geragéo e
fluoroquinolonas (CAMPQOS, 2008).

A resisténcia ocorre devido ao uso indiscriminado dos antimicrobianos para o
tratamento da febre tifoide e da automedicacdo sem uma investigacdo adequada

para um diagnéstico laboratorial (SOUZA et al., 2010).
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Tratamento de suporte pode ser empregado também para auxiliar na melhora
do paciente, como a reidratacdo do doente, porque este perde muito liquido,
causado pelas diarreias. Além disso, ndo devem ser administrados ao paciente
medicamentos como laxantes, além da ingestdo de alimentos hiperlipidicos ou
hipercaldricos. E importante atentar também para a importancia do repouso e de
cuidados com a higiene (BRASIL, 2010).

2.1.9 VACINAS PARA A FEBRE TIFOIDE

A vacinacao é considerada a melhor estratégia no controle da febre tifoide. A
vacina para a prevencao da doenca esta entre as principais indicadas para aqueles
gue viajam ou vivem em area endémica, estando na frente de vacinas para
difteria — tétano, hepatite A, hepatite B e febre amarela (SHINWA et al., 2008; CUI et
al., 2010).

Diferentes estudos tém sido feitos para o desenvolvimento de vacinas contra
a Salmonella enterica sorotipo Typhi, apresentando grandes indices de imunidade.
As principais vacinas desenvolvidas sao aquelas parenterais, compostas de células
inteiras inativadas ou de polissacarideo capsular Vi e oral, composta de bactérias
vivas atenuadas (GUZMAN et al., 2006).

As vacinas de células inteiras inativadas sdo obtidas por micro-organismos
inativados por aquecimento ou tratamento quimico, e sua administracdo é por via
parenteral. A introducdo desta vacina ocorreu simultaneamente na Inglaterra e
Alemanha, em 1986, para a protecdo contra a febre tifoide (SHANDERA et al.,
1985).

Estudos demonstraram que a vacina de células inteiras inativadas tem uma
eficacia de 51 a 88% em crianca e adultos, sendo que a protecao permanece por até
7 anos. Apesar de conferir alta protecao contra a febre tifoide, o seu uso global como

ferramenta na saulde publica, atualmente, € pequeno devido a sua alta

reatogenicidade, como febre, dor de cabeca e severas dores locais (ASHCROFT et
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al., 1964; ASHCROFT et al., 1967; TAPA e CVJETANOVIC, 1975; ENGELS et al.,
1998).

As vacinas de bactérias vivas atenuadas sdo administradas oralmente e,
comumente, estdo associadas a baixo indice de reacdo adversa local ou sistémica.
A Salmonella enterica sorotipo Typhi Ty2la é uma cepa mutante atenuada e

utilizada para a preparagao dessas vacinas (LEVINE, 2003).

A Ty2l1la vem da cepa Ty2, através da mutacdo realizada no gene galE, que
resulta na completa deficiéncia da enzima difosfato uridina
(UDP)-galactose-4-epimerase, que é responsavel pela conversdo da UDP-galactose
em UDP-glucose e vice-versa. Com isso a UDP-galactose acumula-se no
citoplasma, o que causa a atenuacgéo da bactéria (GUZMAN et al., 2006).

As vacinas orais de bactérias vivas tém resposta mediada por célula e
producdo de IgA mucosa nasal, que sao provavelmente responsaveis em maior
parte pela protecédo (LEDER et al., 2001).

Outra abordagem foi o desenvolvimento de vacinas a partir de subunidades,
como o polissacarideo capsular Vi de Salmonella enterica sorotipo Typhi purificado.
O antigeno é precipitado em sobrenadantes de culturas de bactérias, purificado e
seco a vacuo para entdo ser ressuspendido em tampéo (LANDY, 1954).

A vacina constituida pelo antigeno capsular Vi de Salmonella enterica sorotipo
Typhi tem despertado grande interesse, por ser mais efetiva e segura em relacéo as
vacinas baseadas em células inativadas de Salmonella spp (ROBBINS e ROBBINS,
1984; HESSEL et al., 1999).

Desde entdo, varios estudos foram realizados para o desenvolvimento de
vacinas constituidas de antigeno Vi. Inicialmente, estudos utilizando antigeno Vi
purificado ndo obtiveram sucesso na protecdo, tanto em chipanzés como em
humanos. Posteriormente, as caracteristicas imunologicas do antigeno foram
mantidas em vacinas parenterais, tendo boa tolerancia e imunogenicidade, porém
ocorreram reacdes adversas, como dor e endurecimento local em 10 a 20% das
vacinas (LANDY, 1954; ROBBINS e ROBBINS, 1984; TACKET et al., 1986).
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A vacina de polissacarideo Vi € licenciada em varios paises para uso
comercial, sendo usada principalmente por viajantes, pessoas que trabalham em
laboratorios e na area de saude (PLOTKIN e BOUVERET LE CAM, 1995).

A eficacia de vacinas ligadas ao antigeno capsular Vi foi avaliada no Nepal e
no sul da Africa, em pessoas de 5 a 44 anos e 5 a 15 anos, respectivamente. A
eficacia no Nepal foi de 72% em casos confirmados de febre tifoide nos ultimos 20
meses apds a imunizacdo. No sul da Africa, a eficacia foi de 50% e 61,52% no
primeiro e segundo anos, respectivamente, apdés a imunizacdo. Estudos
demonstram que vacinas Vi ndo sdo adequadas para uma imunizagao rotineira de
criancas e jovens em razdo da sua imunogenicidade relacionada a idade e
independéncia as células T (ARCHARYA et al., 1987; KEDDY et al., 1999; CUI et al.,
2010).

Recentemente, a utilizacdo de um conjugado entre o antigeno capsular Vi e a
endotoxina A recombinante (rEPA) de Pseudomonas aeruginosa tem indicado
eficacia protetora em criancas de 1 a 5 anos de idade. A ligacdo do antigeno Vi com
proteinas confere dependéncia com relacdo a resposta por células T e aumenta a
imunogenicidade da vacina de antigeno Vi. Estudos clinicos com conjugado Vi-rEPA
verificaram protecdo de 89% em criangas do Vietnd de 2 a 5 anos, por 46 meses
(KOSSACZKA et al., 1999; LIN et al., 2001; MAI et al., 2003; CAMPOS, 2008; CUI et
al., 2010).

A conjugacado dos polissacarideos as proteinas carreadoras muda a resposta
antipolissacaridica para uma resposta T dependente, cujas células B, ao
reconhecerem, processam o carreador proteico e apresentam os epitopos peptidicos
as células T-CD*, induzindo a producdo de niveis elevados de anticorpos. Além
disso, esta dependéncia cria a chamada memdria imunolégica, que é responsavel
por gerar uma reacao rapida, intensa e especifica, numa resposta secundaria ao
antigeno exposto as células T (SAFADI e BARROS, 2006; ABBAS et al., 2008).
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2.2 Nanotecnologia

2.2.1 CONSIDERACOES GERAIS

Esta ciéncia tem o objetivo de desenvolver novos materiais funcionais,
dispositivos e sistemas através do controle da matéria na escala nanométrica, sendo
exploradas as novas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas adquiridas com a
modificacdo (BYSTRZEJEWSKA-PIOTROWSKA et al., 2009; HOLAND et al., 2009).

A nanotecnologia no Brasil vem produzindo varios resultados na éarea
farmacéutica e de interface com a biotecnologia, entre os quais, podemos citar 0s
nanocarreadores, usados em cosmeéticos e medicamentos, como alguns
antitumorais (ZANETTI-RAMOS e CRECZYNSKI, 2008).

Nas varias tecnologias empregadas em nanoprodutos, o]
nanoencapsulamento talvez seja 0 mais interessante, pois permite a utilizacdo de
materiais liquidos e sélidos, bem como o controle da composicdo e das
caracteristicas da camada protetora possibilita a verificacdo da cinética de liberacéo
dos produtos encapsulados (ARAKI, 2007).

O reconhecimento da nanotecnologia, como uma tendéncia tecnoldgica,
avancou a partir de 1998. A consciéncia global do potencial desta nova tecnologia
criou uma competicdo cientifica e tecnologica, movendo recursos humanos e
financeiros na industria mundial. As nanoparticulas tém atraido grande atencdo dos
pesquisadores por causa das suas potencialidades terapéuticas, maior estabilidade
nos fluidos biolégicos e durante o seu armazenamento (BENOIT et al., 1986;
SOPPIMATH et al., 2001; ZANETTI-RAMOS e CRECZYNSKI, 2008).

As nanoparticulas séo dispersées liquidas ou sélidas com um tamanho
inferior a 1um. As nanoparticulas sdo divididas em nanocapsulas e nanoesferas que
se diferenciam de acordo com a sua composicao estrutural (Figura 4). As
nanocapsulas sao formadas por um invélucro disposto ao redor de um nucleo

oleoso, cujo farmaco ou antigeno pode estar adsorvido neste nicleo ou na parede
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polimérica. E as nanoesferas, que ndo apresentam 0leo na sua composicdo, sdo
formadas por uma matriz polimérica, em que farmaco ou antigeno fica adsorvido ou
retido. Em virtude de seu tamanho, pode ser realizada modificacdo nas suas
propriedades fisico-quimicas, criando novas fungbes para as nanoparticulas
(MAINARDES et al., 2006; ZHANG e WEBSTER, 2009; LUNA e ANDRADE, 2011).

O desenvolvimento desses sistemas visa a iniUmeras aplicacdes terapéuticas,
principalmente, para administracdo parenteral ou oral. Na administracdo parenteral,
pode ser utilizada na distribuicdo de farmacos anticancerigenos e de antibioticos. Na
administracdo oral, por sua vez, visa-se principalmente a diminuicdo de efeitos
colaterais, a protecdo de farmacos degradaveis no trato gastrintestinal e ao aumento
da biodisponibilidade de farmacos (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Nanocapsulas Nanoesferas

0 5 Matriz
palimérica
O DD
00
O
d)

armaca

Farmaco

Figura 4: Estruturas das nanocapsulas e nanoesferas poliméricas (SCHAFFAZICK et al., 2003).

As nanoparticulas se comportam quase como um fluido, quando dispersadas
no ambiente, devido ao seu tamanho diminuto e elevada energia superficial. Com
isso, elas podem facilmente ser adsorvidas no trato respiratério chegando aos
alvéolos. Entretanto, por causa de sua elevada energia superficial, podem ocorrer
aglomeracdes entre as nanoparticulas, o que aumentaria sua massa e volume
(SILVA, 2008).

Outra aplicacdo das nanoparticulas esta na liberacdo de antigenos em

vacinas, criando imunidade. Recentes pesquisas demonstraram as vantagens na
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encapsulacdo de antigenos em modelos animais, mostrando a capacidade das

nanoparticulas em desenvolver uma 6tima imunizacdo (SAHOO et al., 2007).

2.2.2 SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA

O principal objetivo de um farmaco, quando administrado, € atingir
concentracbes plasmaticas ou niveis de concentracfes adequadas nos tecidos,
sendo terapeuticamente efetivo e ndo téxico, por um longo tempo (MOURA, 2009;
COIMBRA, 2010).

Os sistemas de liberagdo controlada (SLC) sdo sistemas promissores em
relacdo ao aumento da eficacia terapéutica de um farmaco através da manutencao
de niveis dos farmacos dentro da faixa terapéutica, diminuindo significativamente a
toxidade e reduzindo a necessidade de véarias doses, em relacdo ao sistema
convencional; isso leva consequentemente a melhor adesdo do paciente ao
tratamento (Figura 5). Entre esses sistemas, tém-se as nanoesferas, que
apresentam cinéticas de adsorcdo rapidas e maior facilidade de manuseio e
operacdo (VILA et al., 2002; DENKBAS et al., 2002; DAUGHERTY e MRSNY,
2006).

A utilizacdo de um sistema de liberagcdo controlada representa uma das
fronteiras da ciéncia, a qual envolve diferentes aspectos multidisciplinares e pode
contribuir para o desenvolvimento da salde humana. Esses sistemas oferecem
inUmeras vantagens quando comparados com o sistema convencional, como: maior
eficacia terapéutica, com liberacéo progressiva e controlada do farmaco; diminuicao
da toxidade e maior tempo de permanéncia do farmaco na circulacao; administracéo
segura e conveniente (menor numero de dose); direcionamento a alvos especificos,
sem imobilizacdo significativa das espécies bioativas, e possivel incorporacdo tanto
de substéancias hidrofilicas como lipofilicas (AZEVEDO, 2002).
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Figura 5: Concentracdo plasmética efetiva de farmacos em fungdo do tempo em: sistemas
convencionais (curva continua) e sistemas de liberagdo controlada (curva tracejada) (AZEVEDO,
2008).

Nos ultimos anos, esforcos tém sido realizados para o desenvolvimento de
tecnologias ao sistema de liberacdo controlada. Espécies coloidais, como
lipossomas micro e nanoparticulas, vém sendo extensamente estudadas para esse
sistema que, em geral, pode ser utilizado para melhorar a biodisponibilidade, manter
o efeito do farmaco no tecido alvo, solubilizar farmacos, melhorar a estabilidade
fisica e quimica de agentes terapéuticos, minimizar efeitos colaterais e reduzir a
toxidade (MOURA, 2009).

Grande variedade de polimeros, sintéticos e naturais ou semissintéticos,
podem ser aplicados no desenvolvimento de um sistema de liberagcdo controlada.
Um requisito para escolher o material a ser utilizado nesta finalidade é que este
polimero e o0s seus produtos nao sejam téxicos e apresentem uma boa
biodisponibilidade, pelo menos nos tecidos que v&o entrar em contato direto
(COIMBRA, 2010).

O principio ativo, no sistema de liberacdo controlada, € encapsulado em uma
matriz polimérica, a qual poderd ser moldada conforme via de administracéo
(PANYAM e LABHASETWAR, 2003; MOURA, 2009).
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Sao varios 0s mecanismos que controlam a liberacdo da substancia ativa,
como a erosdo, difusdo e intumescimento. A predominadncia de um desses

mecanismos depende do excipiente polimérico a ser utilizado (LOPES et al., 2005).

2.2.3 QUITOSANA

A quitosana (Figura 6) € um polissacarideo amino derivado do processo de
desacetilacdo da quitina. O processo de desacetilacdo da quitina ocorre em meio
basico com a solugdo de hidréxido de soédio a 40%, sob temperatura de 120°C,
durante um periodo de 3 horas. Esse processo de desacetilacdo envolve a remocao
dos grupos acetil da cadeia de quitina, resultando em grupos amino livres (NHy). A
reacao de desacetilacdo da quitina para obtencdo da quitosana nédo ocorre de forma
total, de modo a obter um homopolimero 100% desacetilado, estruturalmente; sendo
assim, a quitosana pode ser considerada um copolimero com unidades 2-amino - 2-
desoxi-D-glicose e 2-acetamida-2-desoxi-D-glicose, as quais sao unidas por ligacdes
glicosidicas do tipo B (1— 4), com sua estrutura C6 sendo composta de um grupo
amino primario e dois grupos hidroxilas livres (PETER, 1995; RAVI KUMAR, 2000;
ASSIS; SILVA, 2003; SILVA, 2005; GEORGE e ABRAHAM, 2006; ABDEL- FATTAH
et al., 2007; SOUZA, 2009).

OH

Figura 6: Estrutura da quitosana (SILVA, 2006).
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A quitosana é considerada uma base fraca e € insolavel em agua, bases,
alcool e acetona, porém dissolve-se em solucdes &cidas diluidas de acidos
organicos, como o0 acético, formico e citrico, além de acidos inorganicos como o
acido cloridrico diluido, resultando em solucdes viscosas. A solubilidade da
quitosana em solucdes &cidas converte a unidade glicosamina em grupos
protonados (-NH3") (SANTOS et al., 2003; NGAH et al., 2005).

A solubilidade da quitosana é normalmente investigada com sua dissolucao
em acido acético a 1% ou 0,1M. De fato, a solubilidade € um parametro dificil de ser
controlado e esta relacionado com a desacetilagdo, concentracdo idnica, pH,
natureza do &cido usado para protonacéao e a distribuicdo dos grupos acetil ao longo
da cadeia (RINAUDO, 2006).

Apesar de a quitina e a quitosana serem consideradas distintas, é o grau de
desacetilagdo que define a forma do biopolimero predominante. Assim, o
biopolimero é considerado quitosana quando o grau de desacetilacao for superior a
40%. O grau de desacetilacdo da quitosana em produtos comerciais normalmente se
encontra na faixa de 70 a 95%, e a massa molar média entre 10 e 1000kDa. O grau
de desacetilacdo influencia na solubilidade da quitosana, pois quanto maior a
quantidade dos grupos aminos maior € a repulsdo eletrostética entre as cadeias e,
consequentemente, maior é a solvatacdo em agua (BARROS et al., 2006; GEORGE
e ABRAHAM, 2006).

Diferentes graus de desacetilacdo da quitosana séo obtidos, quando se varia
o tempo e a concentracdo de hidroxido utilizado, aléem da temperatura em que a
reacdo ocorre. Para medir o grau de desacetilacdo, utilizam-se metodologias
baseadas na espectroscopia de infravermelho, cromatografia gasosa (CG) ou
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), além de medidas potenciométricas,
condutimétrica e de ressonancia magnética nuclear (RMN) (MUZZARELLI et al.,
1980; RATHKE e HUDSON, 1993).

A massa molecular, assim como o grau de desacetilacdo, influencia nas
propriedades fisico-quimicas da quitosana, como a solubilidade. Considera-se que
derivados da quitosana com baixa massa molecular s&o mais soluveis. Também, a

massa molecular influencia na atividade antimicrobiana, onde quanto maior a massa
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molecular da quitosana maior é a atividade antimicrobiana. A massa molecular pode

ser determinada por cromatografia liquida ou viscosimetria (JIA et al., 2001).

A utilizacdo da quitosana é interessante devido a ela ser um produto natural,
de baixo custo e renovavel, além de ser biocompativel, biodegradavel e atoxica. A
quitosana pode ser quimicamente modificada e ser processada em diferentes formas
como solugdes, filme, blendas e como sistemas de liberagéo controlada de farmacos
(SILVA, 2005; AZEVEDO et al., 2007).

O emprego da quitosana e a pesquisa por novas aplicacfes tém aumentado
em diversas areas, como na agricultura e industria de alimentos, além das industrias
farmacéuticas e no desenvolvimento de vacinas. O polimero é vastamente utilizado
na literatura como meio complexante de ions metalicos, na formacdo de coberturas
com acdo antifungica e bactericida, como elemento basico para a confeccdo de
matrizes de liberagdo controlada de drogas e como um agente ativo no
emagrecimento humano, pois interage com gorduras (ASSIS e SILVA, 2003;
FRIEDE e AGUADO, 2005; GULIYEVA et al., 2006).

Sua maior aplicagéo, atualmente, esta na area biomédica, a qual tem evoluido
muito nas ultimas trés décadas, como biomateriais, em suturas cirdrgicas, implantes
dentéarios, reconstituicdo 6Ossea, liberacdo controlada de farmacos em animais e
humanos (RINAUDO e DOMARD, 1989; FELT et al., 1998; SENEL et al., 2000;
PARK et al., 2000).

A utilizacdo como sistemas de liberacdo de farmacos (Drug-delivery systems)
surgiu desde a década de 1980 e representa biomateriais utilizados como agente
facilitador na entrega de drogas sistémicas e locais, capaz de proporcionar uma taxa
de liberacdo controlada e prolongada da droga com o minimo de efeito colateral. A
quitosana, por ser um material seletivamente permeével, surgiu como bom candidato
a meio de liberagdo controlada de medicamentos no meio gastrintestinal e na
mucosa oral. Foi proposto utiliza-la como material para a liberacdo de antibidticos
para a reducdo bacteriana local em aplicacbes orais (NEEDLEMAN et al., 1998;
RAVI KUMAR, 2000; IKINCI et al., 2002; TAKEUCHI et al., 2003).
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2.2.4 NANOESFERAS DE QUITOSANA

Nos ultimos anos, verifica-se um grande crescimento no desenvolvimento de
novos sistemas de liberacdo de farmacos. Nesse periodo, a industria farmoquimica
se destacou no uso e aproveitamento de matérias-primas de baixo custo e facil
acesso para o desenvolvimento de novos materiais poliméricos, o que permitiu 0 uso
de varias técnicas de encapsulamento de muitos compostos em sistemas
multiparticulados, como as nanoesferas (JOSUE et al., 2000).

Estes nanossistemas podem funcionar como carreadores protegendo o
farmaco da degradacdo e/ou da inativacdo pelo sistema reticulo endotelial,
promovendo um nivel plasmatico constante, ampliando o potencial terapéutico. As
nanoesferas permitem a liberacdo do farmaco na dosagem ideal por longos
periodos, aumentando o tempo de meia-vida do farmaco, o que resulta na
diminuicdo da frequéncia de dosagem, estimulando a ades&o do paciente (LUNA;
ANDRADE, 2011).

Em relacdo aos materiais poliméricos, as nanoparticulas podem ser
compostas de polimeros naturais, sintéticos e semissintéticos. As nanoparticulas
sd0 mais vantajosas que as microparticulas maiores por serem mais adequadas na
administracdo intravenosa. Os farmacos ou outras moléculas podem apresentar-se
dissolvidos em seu interior, aprisionadas, encapsuladas, adsorvidas ou anexadas
nas nanoesferas (BLANCO, 2011).

A utilizacdo de uma nanoparticula para sistemas de liberacéo controlada abre
grandes possibilidades de aplicacbes. A aplicacdo de nanoparticulas, por exemplo,
no transporte de drogas através da barreira hemato-encefélica é bastante utilizado,
pois esta barreira apresenta um grande obstaculo para grande numero de farmacos,

como antimicrobianos, farmacos anticancerigeno e neuropeptidio (MOURA, 2009).

Em relacdo a administracdo oral de nanoparticulas, esta tem o objetivo de
diminuir  efeitos  colaterais de certos farmacos, destacando-se 0s
anti-inflamatoérios ndo esteroides, os quais causam frequentemente irritacdo na

mucosa gastrintestinal, e protecado de farmacos degradaveis no trato gastrintestinal,
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como proteinas e horménios, aumentando a disponibilidade dos mesmos (LANGER
e TIRREL, 2004).

O uso de quitosana como transportador de farmacos tem solucionado
problemas relacionados com a solubilidade e hidrofobicidade de agentes
terapéuticos. O desenvolvimento de nanoesferas de quitosana pode diminuir este
problema, visto que estas sdo dotadas de carater amorfo. A preparacdo de
nanoesferas € uma estratégia para incrementar a capacidade de adsorcdo da
quitosana (REGE et al., 1999; DENKBAS et al., 2002; SINHA et al., 2004).

As nanoparticulas de quitosana ganham destaque entre os pés com atividade
antimicrobiana por apresentarem um alto potencial antimicrobiano. A maior area
superficial e densidade das nanoparticulas fazem com que elas tenham maior grau
de interacdo com a superficie de carga negativa das células bacterianas (BLANCO,
2011).

Os sistemas particulados a base de quitosana tém sido produzidos e testados
para a liberacdo de principio ativo, como a ampicilina, diclofenaco, hemoglobina e
proteinas como insulina e BSA. As nanoesferas de quitosana foram usadas em
outros trabalhos no encapsulamento de clotrimazol e econazol; quando reticuladas
com politrifosfato e genipina encapsularam indometacina, e quando reticuladas com
sulfato de sédio e revestidas com alginato foram usadas na adsor¢édo de antigenos
para uso em vacinas (PAULA et al., 2009).

Diversos estudos relatam que a quitosana pode ser utilizada como
transportador em vacinas, como o de Mohapatra et al. (2002), que avaliou o uso de
quitosana como matriz de liberacdo de DNA, visando o desenvolvimento de vacinas.
Neste estudo, o uso de nanoesferas de quitosana-DNA, administrada por via nasal,
mostrou-se adequado e capaz de diminuir de forma significativa o titulo viral em

infecgdes respiratdrias causadas pelo virus sincial respiratorio.

Considera-se que o desenvolvimento de um sistema de liberagdo controlada
utilizando quitosana como veiculo carreador do antigeno capsular Vi de Salmonella
enterica sorotipo Typhi seja uma alternativa de interesse no campo da imunizacéo

contra a febre tifoide.
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2.3 Métodos de caracterizacdo

2.3.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

O estudo da estrutura da matéria tem despertado o interesse do homem ha
milhares de anos. Porém, foi apenas no final do século XIX e inicio de século XX
gue conceitos e espécies, como estrutura cristalina, contornos de graos, fases e
interfases puderam ser afirmados. Este conhecimento sé se deu através do
desenvolvimento e aperfeicoamentos de técnicas experimentais. A importancia do
conhecimento e das andlises quantitativas da microestrutura tem levado ao continuo
desenvolvimento de tais técnicas experimentais, particularmente da microscopia,
cujos, 0s aumentos maximos tém crescido e as resolugbes melhorando
continuamente (REIMER, 1997).

De um modo geral, as estruturas bioldgicas podem ser divididas em
macroscopica e microscépica, sendo essa Ultima invisivel a olho nu. As principais
unidades de medidas empregadas na microscopia € o micrébmetro (um), em
microscopia Otica e nanémetro (nm), na microscopia eletrébnica (LODISH et al.,
2003).

Na microscopia eletrdnica de transmissdo, forma-se uma imagem
bidimensional sobre a tela, pela passagem de um feixe de elétrons através de cortes
extremamente finos da amostra. A imagem se forma diretamente a partir da
impressdo do feixe de elétrons na tela de observagcdo, apés a passagem pela
amostra (MELO, 2002).

A parte essencial do microscépio eletronico de transmissdo € uma coluna
vertical, a qual € percorrida pelo feixe de elétrons. Na parte superior da coluna existe
uma fonte de elétrons, o canhdo eletrénico. Neste canhdo existe um gerador de
elétrons que € normalmente um filamento de tungsténio. A voltagem aplicada entre o
filamento e o anodo situa-se entre 40.000 e 100.000 V e provoca a aceleracao dos
elétrons (TABOGA, 2001).
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2.3.2 TAMANHO DE PARTICULAS

O tamanho de particulas € importante para muitas operacdes de producao e
processamento envolvendo sistemas de materiais particulados. A distribuicdo do
tamanho de particula influencia de maneira significativa em vérias etapas de
producao (transporte, compactacao, sinterizacao, etc.). Portanto, a determinacao do
tamanho € uma etapa necessaria em todos 0s processos que envolvam materiais de
pbs (PAPINI, 2003).

E dificil a determinacdo exata dos valores de tamanho de particula,
encontrando obstaculos diferentes para cada uma das técnicas. Com isso, a
reprodutibilidade passa a ser importante para as medidas de controle de processo;
porém, no desenvolvimento de novos produtos, a exatiddo da analise pode ser
fundamental (ALLEN, 1997).

Um fator importante a ser considerado na determinagcdo da distribuicdo do
tamanho de particula é a unidade de medida da particula. No caso das esferas, o
seu tamanho é definido por um Unico valor, que é o diametro. Todavia as particulas
irregulares necessitam de mais de uma medida para a quantificacdo do seu
tamanho. Para expressar este valor em um Unico namero, normalmente, adota-se o

valor de uma esfera equivalente (PAPINI, 2003).

De um modo geral, as nanoparticulas, depois de produzidas, obtidas por
diferentes métodos apresentam distribuicdo unimodal, com um baixo indice de
polidispersdo. Os métodos mais empregados para a determinacéo da distribuicdo do
tamanho das nanoparticulas s@o a espectroscopia de correlacdo de fétons e a
Microscopia eletrénica de transmissdao (MET) ou a Microscopia eletrbnica de
varredura (MEV). Dependendo do método utilizado podemos obter diferengcas no
tamanho de particulas (SCHAFFAZICK et al, 2003).

A composicao quali/quantitativa e o método de preparacdo das nanoparticulas
séo fatores determinantes do didmetro médio e da polidispersdo das particulas. Os
resultados séo atribuidos as diferencas de viscosidades, hidrofobicidade ou tenséo
interfacial das substancias empregadas (SCHAFFAZICK et al., 2003).
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2.3.3 POTENCIAL ZETA

O potencial zeta € uma abreviacdo de potencial eletrocinético em sistemas
coloidais. De um modo geral, todos os materiais macroscopicos ou particulados
adquirem cargas em sua superficie quando em contato com um liquido. A carga
liguida na superficie das particulas contribui para a distribuicdo de ions na sua
vizinhanca, aumentando a concentracdo de contraions junto a superficie, formando

uma dupla camada elétrica na interface da particula com o liquido (BEDE, 2010).

As superficies das particulas em uma suspensdo coloidal contém
grupamentos quimicos que induziram uma carga de superficie ou simplesmente
adsorvem ions que dao carga a superficie da particula. A quantidade de cargas na
superficie de uma particula € uma caracteristica importante, pois determina algumas
propriedades da suspensdo como tempo de sedimentacdo e redispersao
(GUIMARAES, 2005).

Em um campo elétrico, cada particula e ions ligados fortemente a essas
particulas movem-se como uma unidade, cujo potencial no plano de cisalhamento
entre essa unidade e o meio circundante é chamado de potencial zeta. Esse
potencial é funcdo da carga superficial da particula, de qualquer camada adsorvida
na interface com o meio, e da natureza e composi¢cdo do meio que o circunda. Em
virtude de esse potencial refletir a carga efetiva nas particulas, ele esta relacionado
com a repulséo eletrostatica entre as particulas e com a estabilidade da suspenséo.
Esta caracteristica é bastante importante nas nanoparticulas para direcionar a

escolha do farmaco que sera adsorvido no sistema (BEDE, 2010).

2.3.4 ANALISE TERMICA

A analise térmica consiste em medir a variagdo de massa de um material
guando submetido a um programa de controle de temperatura, sendo possivel
determinar o conteddo de 4gua, a decomposi¢do de substancia e o teor de cinzas
utilizando pequena quantidade de amostra (MATUDA, 2004).
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As técnicas termoanaliticas tém sido definidas como sendo métodos nos
quais se mede a variacdo de uma determinada propriedade fisica de uma amostra
em funcdo do tempo. Esta definicdo foi proposta por Mackenzie e aceita pela
Confederacéo Internacional de Analise Térmica (CAVALHEIRO et al., 1995).

A termogravimetria € uma das técnicas empregadas na andlise térmica,
sendo utilizada quando se deseja acompanhar a variagdo de massa, ao longo do
tempo a altas temperaturas, de uma amostra envolvida num experimento. Os seus
resultados podem ser afetados por diversos fatores experimentais, motivo pelo qual
alguns cuidados devem ser tomados quando se realizar a experimentacdo
(CAVALHEIRO et al., 1995).

A analise térmica € uma importante técnica analitica, que vem sendo usada
para um melhor entendimento da relacdo estrutura/propriedade, além de avaliar a
estabilidade térmica dos diferentes materiais (MOTHE e ARAUJO, 2004).

2.3.5 TECNICA DE INFRAVERMELHO

O termo espectroscopia significa a determinacdo ou medicdo através da
utilizacdo de métodos que utilizam luz. Em meados de 1800, Frederich William
Hershel propds a existéncia de outros componentes da luz, além daqueles
conhecidos como visiveis. Na tentativa de comprovar a sua teoria, ele incidiu a
radiacdo abaixo do vermelho em um termdémetro de bulbo preto, constatando uma
pequena elevacdo na temperatura: a esta radiacéo ele denominou de infravermelho.
Ao colocar uma amostra no caminho entre a radiacdo e o termémetro, observou-se
uma atenuagédo no aumento da temperatura; a esta foi denominada de absorcao de
infravermelho (CAROLEI, 2005).

A espectroscopia de infravermelho consiste basicamente na interagdo da
radiacdo infravermelho com a matéria. O equipamento que permite obter os
espectros é denominado espectrémetro de infravermelho, sendo o aparelho mais
utilizado o Espectrometro de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)
(MONTEIRO, 2007).
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O principal objetivo da técnica é determinar os diferentes grupos funcionais de
um dado material. Cada grupo absorve a radiacdo em frequéncia caracteristica de
radiacdo na regiao do infravermelho (PICCOLI et al., 2006).

A espectroscopia de infravermelho é certamente uma das mais importantes
técnicas analiticas nos dias atuais. Umas das grandes vantagens é que grande parte
das amostras, em quaisquer estados fisicos (liquido, pastoso, po, filme e superficie),
pode ser estudada (HAACK, 2010).

A regido do espectro de infravermelho compreende radiacdo com numero de
onda no intervalo de aproximadamente 12800 a 10cm™. O espectro de infravermelho
é dividido em infravermelho préximo, médio e distante, conforme a tabela 1. Os
métodos quantitativos no infravermelho diferem dos métodos espectroscépicos no
ultravioleta/visivel devido a maior complexidade dos espectros, a menor largura das
bandas e as limitacGes instrumentais dos aparelhos de infravermelho (SKOOG et al.,
2002).

Tabela 1: Regides espectrais do infravermelho.

Regido NUmero de onda cm™

Proximo 12800 a 4000
Médio 4000 a 200

Distante 200 a 10

A energia da radiagdo eletromagnética na regiao do infravermelho, a qual esta
relacionada com ligacbes covalentes, é responsével pela transicdo do estado

vibracional fundamental para o estado excitado. As ligacdes quimicas possuem sua
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frequéncia natural, devendo ser a mesma da energia incidente para que ocorra uma
adsorcdo. Pelo fato de a radiacéo infravermelha apresentar tamanho proximo ao de
uma ligacdo quimica, a mudanca do momento dipolar faz com que a amplitude da
ligacdo varie conforme a radiacdo eletromagnética que atinge a molécula, dessa

maneira, promovendo a absor¢cdo (COLTHUP et al., 1990).

A técnica de infravermelho tem sido utilizada pela industria farmacéutica,
principalmente no controle de qualidade de produtos e monitoramento do processo
de producédo, por ser uma técnica rapida e confiavel (OZDEMIR e OZTURK, 2004;
REICH, 2005; PICCOLI et al., 2006).

2.3.6 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

E uma técnica espectroscopica atinente as propriedades magnéticas dos
ndcleos atdmicos, baseando-se na medida de adsorcéo de radiacdo eletromagnética
na regido de radiofrequéncia de cerca de 4 a 900MHz. Determinados nucleos
ressonam em frequéncias caracteristicas na regido de radiofrequéncias do espectro
eletromagnético quando expostos a um campo magnético. E a variagdo nas
frequéncias leva a informacgdes mais detalhadas sobre a estrutura molecular em que
0os atomos se encontram. A frequéncia aumenta da direita para esquerda e a
intensidade de um sinal de adsorcdo no RMN é dada pela respectiva area, sendo
proporcional ao nucleo que esta em sua origem (GIL e GERALDES, 2002; SANTOS,
2007; DUARTE, 2011).

Pode-se dividir a espectroscopia por RMN em duas éareas: a de baixa
resolucao, cujos campos trabalham com uma intensidade inferior a 2 tesla ou cerca
de 85MHz para H*; e a de alta resolucdo, com variacdo de 2 a valores maiores de 20
tesla (AZEREDO et al., 2003).

A técnica pode ser de dois tipos: as de ondas continuas (CW) e pulsadas ou
Transformada de Fourier (FT NMR). Na primeira, o campo magnético ou a

radiofrequéncia sao varridos, enquanto que, na segunda, a amostra € irradiada com
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pulsos periodicos de radiofrequéncia com componente perpendicular ao campo
magneético (SANTOS, 2007; RITOTA et al., 2010).

O que torna a ferramenta interessante € o fato de que os ndcleos da mesma
espécie, mas em locais diferentes nas moléculas, absorvem e reemitem energias de
radiofrequéncia diferentes; isso se deve a contribuicdo dos elétrons da molécula
para o campo magnético total sentido pelo ntucleo magnético (SANTOS, 2007).

O hidrogénio (H') é o nacleo mais sensivel para o RMN, em funcéo de sua
alta magnetividade e alta abundancia natural. Devido ao H' estar em quase todos os
compostos organicos, a técnica € uma ferramenta poderosa para observar,
identificar e quantificar um grande numero de metabdlitos importantes. Em
experimentos de RMN envolvendo biomoléculas, o solvente, quando utilizado, é
geralmente composto por nucleos semelhantes a amostra de interesse. Como a
concentracdo do solvente € maior do que do soluto, o espectro é dominado pelo
primeiro, o que faz com que os espectros do soluto que ressonam proximo ou abaixo

do intenso sinal do solvente se tornem dificeis de analisar (DUARTE, 2011).

Os primeiros estudos da técnica de Ressonancia Magnética Nuclear na
anélise de biopolimeros ocorreram por volta dos anos de 1960, com o RMN de H*.
Com o desenvolvimento da técnica, passou-se a utilizar equipamentos que operam
no modo pulsado com transformacgédo de Fourier, desse modo, avaliando-se com
melhor precisdo e sensibilidade outros nlicleos magnéticos, como o C*3, por

conseguinte, possibilitando a melhor caracterizacao dos polimeros (ESCHER, 2004).

A espectroscopia de RMN de alta resolucdo é a técnica que leva a um maior
numero de dados, tanto qualitativos como quantitativos, sobre a microestrutura dos
polimeros. Os ultimos desenvolvimentos da técnica permitem realizar estudos de

polimeros tanto em solugdo como em gel ou estado solido (ESCHER, 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O principal objetivo deste trabalho foi desenvolver um sistema de liberagcéo
controlada de quitosana adsorvido ao antigeno capsular Vi, proveniente de cepa de
Salmonella enterica sorotipo Typhi, como uma nova alternativa para imunizacéo

contra a febre tifoide.

3.2 Objetivos especificos

Adquirir cepa de Salmonella enterica sorotipo Typhi, sendo confirmadas com

testes bioquimicos e soroldgicos;

e Isolar o antigeno capsular Vi a partir de cepa de Salmonella enterica sorotipo

Typhi;

e Verificar a presencga do antigeno Vi nas amostras obtidas através da técnica
de aglutinacdo com anticorpos especificos, técnica de infravermelho e RMN;

e Preparar as nanoesferas de quitosana e acido metacrilico;

e Realizar a microscopia eletrénica de transmissao, potencial zeta e tamanho

da particula;

e Avaliar o perfil termo analitico das nanoparticulas;

e Realizar a cinética de adsorcao do antigeno Vi nas nanoparticulas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 MATERIAS-PRIMAS

A Cepa de Salmonella enterica sorotipo Typhi foi gentilmente cedida pelo
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacéo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), com ATCC (19430) na forma liofilizada. O antigeno Vi
puro foi fornecido pela Bio-rad® (Francga, Lote: OL 2154), o qual foi utilizado como
padrdo para a caracterizacdo do antigeno. A quitosana, QS, em po, foi adquirida
com a empresa Sigma Aldrich® (Alemanha), apresentando um grau de
desacetilagdo de 94%. O acido metacrilico (PMAA) utilizado foi fornecido pela Sigma
Aldrich® (Alemanha), enquanto que o persulfato de sddio, K, S, Og, foi obtido a partir

da empresa Synth® Ltda (Sao Paulo).

4.1.2 SOLVENTES E REAGENTES

Para o método de isolamento do antigeno Vi utilizou-se reagentes como azida
sbdica, brometo de hexadeciltrimetilaménio, desoxiribonuclease e ribonuclease, que
foram fornecidos pela Sigma aldrich® (Alemanha), enquanto que o Tris (Hidroximetil)

aminometano foi adquirido através da Passos Cientifica® (Sao Paulo).

4.1.3 EQUIPAMENTOS

Para a esterilizacdo dos meios de cultura foi utilizado o autoclave HIMEDIA®
M002. A manipulacdo das bactérias foi realizada no fluxo laminar BIO SEG® 09. Os
procedimentos envolvendo centrifugacdo foram feitos em centrifuga refrigerada
marca EPPENDORF® 5804R. As bactérias usadas para o isolamento do antigeno

foram incubadas na incubadora bacteriolégica QUIMIS® a uma temperatura de
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35°C. Outro equipamento utilizado foi a placa aquecedora com agitagdo magnética
MAG MULTI®.

4.2 Métodos

4.2.1 OBTENCAO DA CEPA DE SALMONELLA ENTERICA SOROTIPO TYPHI

A cepa de Salmonella enterica sorotipo Typhi liofilizada foi ressuspendida em
1mL de caldo nutriente e, em seguida, repicada em agar Salmonella-Shigella (SS).
ApOGs o crescimento das bactérias, as mesmas foram submetidas ao teste
bioquimico para identificacdo da espécie e, posteriormente, realizou-se o teste
sorologico para confirmar a presenca do antigeno Vi. Uma vez confirmada a espécie
e a presenca do antigeno Vi, as bactérias foram estocadas em &gar nutriente e

conservadas em geladeira.

4.2.2 ISOLAMENTO DO ANTIGENO CAPSULAR Vi DE SALMONELLA ENTERICA
SOROTIPO TYPHI

A metodologia empregada foi adaptada a partir da técnica proposta por Wong
e Feeley (1972), a qual consiste basicamente na utilizacdo de varios reagentes,
seguida de centrifugacdes. A obtencdo da massa celular bacteriana ocorreu por
repique da Salmonella enterica sorotipo Typhi do estoque em caldo TSB, tendo
crescimento exponencial por 4h e, posteriormente, foi repassada para um meio agar
nutriente contido em garrafa de vidro para cultivo de células. Apds 24h, as cepas
foram extraidas. A metodologia utilizada para a extracao esta detalhada na figura 7.

Para o isolamento do antigeno Vi as bactérias precisaram ser inicialmente
mortas. O procedimento empregado para este fim foi realizado de duas etapas: a
primeira através da exposicado das bactérias a radiacdo ultravioleta (técnica 1); e a
segunda pelo tratamento das bactérias com acetona (técnica 2), conforme
adaptacao realizada por Wong et al. (1972). As bactérias mortas adicionou-se 10mL
de solucdo de azida sodica 0,1%, em seguida, esta mistura foi agitada e colocada
em banho-maria por 30min e posteriormente centrifugada a 11000rpm por 30min.
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Apos centrifugagdo, o sobrenadante foi transferido para um tubo falcon, repetindo
este procedimento por duas vezes. Ao sobrenadante, adicionou-se 1mL de tampé&o
Tris-HCI 1N e 500ul de desoxirribonuclease e ribonuclease, permanecendo sob
agitacdo durante 6h, a 37°C. Apds este periodo, adicionou-se 500ul de pronase e
agitou-se por 12h. Em seguida, adicionou-se NaCl 5% (p/v) e se manteve a mistura
no freezer até que ocorresse o congelamento. Logo depois, adicionou-se 6mL de
etanol pré-resfriado e foi mantido em overnight na geladeira. O passo seguinte foi a

centrifugacéo desta mistura por 30min, a 11000rpm e descarte do sobrenadante.

Ao sedimento, foi adicionado 5ml de solugéo de etanol a 60%, em salina, e
mantido em agitacdo por 24h. Apds este periodo, executou-se a centrifugacéo e o

sobrenadante foi reservado. Este passo foi repetido por mais duas vezes.

ApOs obter o sobrenadante total das extracdes anteriores, este foi congelado
a 2°C e, entdo, foi adicionado igual volume de etanol pré-resfriado e, posteriormente,
conservado na geladeira por cerca de 15min. Na sequéncia, foi submetido a
centrifugacdo de 11000rpm a 2°C, por 30min. O sobrenadante foi descartado. Ao
sedimento, acrescentaram-se 10mL de solucdo salina 0,85% estéril e 0,01g de
brometo de hexadeciltrimetilamonio (p/v) e, logo em seguida, centrifugou-se a
8000rpm, por 15min.
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Células mortas por UV ou Acetona

Adicionou-se solugao salina contendo 0,1% de azida sodica.
Agitou-se a 35°C por 30 min e centrifugou-se a 11000 rpm por 30

min.
Sobrenadante
1) Adicionou-se tris-HCI 1N pH 7,5 e desoxirribonuclease (50ug/100ml) e
ribonuclease (500 pg/100ml), agitando por 6 horas
2) Juntou-se pronase (0,5 mg/100ml) e agitou-se por 12 horas
3) Acrescentou-se NaCl (p/v), congelou-se a 0°C
4) Adicionou-se Etanol pré-resfriado deixando por overnight e centrifugou-
se a 11000 rpm por 30 min a 2°C.
Sedimento

Acrescentou-se Etanol a 60% em salina 0,85% a 37°C e agitou-se por 24 horas.
Centrifugou-se a 11000 rpm por 30 min a 28°C.
Este procedimento foi realizado por mais duas vezes.

Sobrenadante

Congelou-se a 0°C e adicionou-se igual volume de Etanol pré-resfriado.
Resfriou-se e centrifugou-se a 11000 rpm por 30 min a 2°C.

Sedimento

Dissolveu-se em solugao salina e adicionou-se 0,1% de Brometo de Hexadeciltrimetilaménio (p/v).
Centrifugou-se a 8000 rpm por 15 min.

Sedimento

Dissolveu-se em solugao de KCl a 1 M e filtrou-se em filtro ultrafino 30000 KDa.
Adicionou-se Etanol gota a gota e centrifugou-se a 8000rpm por 20 min.

Sedimento

Dissolveu-se em solugao salina 0,85% e repetiu-se a precipitagdo com Etanol gota a gota.

Antigeno Vi

Figura 7: Fluxograma de obtencdo do antigeno Vi a partir de cepas de Salmonella enterica sorotipo

Typhi.
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Ao sedimento obtido, acrescentaram-se 4mL de solugdo de KCl 1M e, em
seguida, esta mistura foi transferida para um tubo com filtro milipore ultrafino de
30.000KDa para se realizar a filtracdo. Para que a filtracdo fosse eficiente,

submeteu-se o tubo com a mistura a centrifugacédo a 7000rpm, por 15min.

Para recuperar o antigeno que ficou retido no filtro foram adicionados, gota a
gota, 2mL de etanol P.A, centrifugado a 8000rpm, por 20min. Ao antigeno que,
entdo, estava presente no sedimento, adicionaram-se 5mL de solucdo salina e mais

2mL de etanol P.A, obtendo-se, desta forma, a suspensao final do antigeno.

A amostra inicialmente, morta por ultravioleta, foi denominada amostra 1; e

aguela tratada inicialmente com acetona, amostra 2.

4.2.3 CARACTERIZACAO DO ANTIGENO Vi

4.2.3.1 Identificagdo do antigeno Vi pelo método de infravermelho

A aplicacdo da técnica FT-IR teve como objetivo a identificacdo de grupos
funcionais caracteristicos das amostras analisadas. Os espectros de infravermelho
foram obtidos a partir das amostras 1 e 2 liofilizadas e misturadas com brometo de
potassio (KBr), sendo prensadas em alta pressédo para a formacao de pastilhas. Os
espectros foram obtidos em espectrometro NICOLET® 1179, na faixa de
comprimento de onda de 4000 a 400cm™, durante 128 varreduras, com resolucéo de
2cm™. Efetuou-se a andlise espectroscépica do antigeno Vi puro liofilizado como

padrao para estudo de comparacdo com as analises das amostras extraidas.
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4.2.3.2 Identificacdo do antigeno Vi pelo método de ressonancia magnética nuclear

No intuito de averiguar a interacdo da radiacdo eletromagnética com o
antigeno, utilizou-se uma das técnicas espectroscopicas mais poderosas, a
ressonancia magnética nuclear, principalmente na elucidacdo estrutural de
polissacarideos com estruturas complexas (KAISER, 2000). Neste estudo,
pesaram-se 20mg de cada amostra (padréo do antigeno puro e amostras 1 e 2) e se
solubilizou em agua deuterada (D,O) para analise de hidrogénio (*H) no aparelho de
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear Varian, modelo Mercury Plus
BB® (300 MHZ).

424 PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS PELA TECNICA DE
POLIMERIZACAO EM MOLDE

A polimerizacdo em molde é definida como a formacdo de uma cadeia de
polimeros a partir de um molde formado por macromoléculas, através de interacédo
quimica (interacdo hidrofébica, ligacbes de hidrogénios e forca eletrostaticas),
criando-se as nanoparticulas (VAN de GRAMPEL et al., 1990). As nanoparticulas de
quitosana foram obtidas a partir da polimerizacdo dos monémeros do &cido
metacrilico, tomando a quitosana como molde, adaptado de Moura et al. (2008).

Para a polimerizacdo em molde, foram preparadas trés solucbes de &cido
metacrilico a 0,5, 0,8 e 1% (v/v). Em cada uma dessas soluc¢des, foram realizadas
trés reacgOes diferentes, uma com concentracdo de quitosana em 0,5%, outra com
0,8% e a ultima com 1% de quitosana (p/v) e, dessa forma, foram construidas nove
formulacdes, e cada uma foi submetida a agitacdo magnética por 12h.

Apoés completa solubilizacdo da quitosana em soluc¢do de acido metacrilico,
agueceu-se até chegar a temperatura de 70°C. Ao estabilizar a temperatura, foi
adicionada uma solucado 0,2mmol de persulfato de potassio (K,S,0s), diluida em
5mL de agua ultrapura. Com isso, a agitacao permaneceu por 1h para que houvesse
a formacao das nanoparticulas. Apés 1h, as nanoparticulas foram levadas ao banho

de gelo para o seu resfriamento.
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4.2.5 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE QS — PMAA

4.2.5.1 Microscopia eletronica de transmissao

Através da microscopia eletrbnica de transmissdo, foram observadas a
morfologia e homogeneidade das nanoparticulas de quitosana em microscopio
eletronico de transmissdo ZEISS® EM 900. Para realizar a anélise, as amostras
foram colocadas em banho ultrassdnico por 2min para melhor dispersdo das

particulas, assim, evitando possivel aglomeracao.

Aplicou-se uma gota de 10uL da suspensdo de nanoparticulas sobre uma
grade de cobre, recoberta por um filme de carbono, retirando-se o excesso de agua
com papel-filtro, sendo adicionado acido fosfotingstico (PTA) a 2%, como

contrastante.

4.2.5.2 Determinacdo do tamanho de particula e potencial zeta

Determinou-se o tamanho de particula e potencial zeta das nanopatrticulas por
espectroscopia de correlagcdo de fétons, utilizando-se um Zetasizer-Nano® ZS90
(Malvern). As amostras foram diluidas em tamp&o PBS 7,2. Em seguida, foram
filtradas e agitadas em vortex, mantendo-se durante 5min em banho de ultrassom, e,
entdo, as amostras foram diluidas em PBS (1:100) antes de realizar a leitura. Todo o

procedimento foi realizado em triplicata.
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4.2.5.3 Termogravimetria (TG) e andlise térmica diferencial (DTA)

As analises térmicas TG/DTG e DTA foram realizadas com o objetivo de
observar o comportamento térmico das nanoesferas. Para as curvas TG/DTG e DTA
foi utilizada a termobalanga Shimadzu DTG-60H®. Utilizou-se aproximadamente

3mg de cada amostra de nanoparticulas, sendo usados cadinhos de alumina.

Aqueceram-se as amostras em uma razao de aquecimento de 10°C/min, em
atmosferas dindmicas de nitrogénio na vazao de 50mL/min, e se submeteu a uma

faixa de temperatura compreendida entre 25 a 600°C.

4.2.6 CINETICA DE ADSORCAO

A cinética de adsorcao foi realizada entre as nanoparticulas de 1,0% - 1,0%
(QS - PMAA); e o antigeno Vi puro, em tubos falcon, utilizando meio tampéao fosfato
pH 7,2, a temperatura ambiente. Pesaram-se 150mg de particulas, as quais foram
adicionadas a uma solucdo de antigeno de concentracdo igual a 1mg/mL. Os

intervalos de tempo investigados nesta cinética foram 6, 24 e 48h.

A cada intervalo de coleta, foi retirado um tubo e centrifugado a 4.000rpm, por
10 min, sendo retirado o sobrenadante para subsequente quantificacdo do antigeno
ndo adsorvido. A quantificacdo do antigeno Vi foi realizada de forma indireta,
utilizando o corante laranja de acridina, segundo adaptacdo da técnica de Stone e
Szu (1988), por espectrofotometria UV-Visivel na faixa de 530 a 430nm
(Espectrofotdmetro UV — 1800 Shimadzu®).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento do antigeno Vi de Salmonella enterica sorotipo Typhi

A atenuacdo da bactéria por duas técnicas diferentes foi realizada apenas
para a comparacdo na obtencdo qualitativa do antigeno Vi no final da extracéo,
sendo que, em ambos 0s processos, obteve-se o antigeno em quantidades

satisfatorias na suspenséao final.

O tratamento das cepas de Salmonella enterica sorotipo Typhi com a
desoxirribonuclease, ribonuclease e pronase removeram interferentes como acidos

nucleicos e proteinas para que houvesse a purificacdo do antigeno Vi.

O etanol teve a funcéo de precipitar e concentrar o antigeno Vi para que este
pudesse ser recuperado no sedimento. J& o brometo de hexadeciltrimetilamonio foi
utilizado para se ligar ao antigeno Vi e destaca-lo do antigeno somatico residual
(antigeno O), visto que este fica intimamente ligado ao antigeno somatico na
estrutura bacteriana, ocorrendo a precipitacdo do complexo com a ajuda do etanol
(WONG e FEELEY, 1972).

Para que o brometo de hexadeciltrimetilamonio ndo viesse a interferir na
purificacdo do antigeno, pois este se liga ao mesmo, aplicou-se a solugcéo de KCl,

para que dissolvesse o complexo e liberasse o antigeno Vi.

Algumas técnicas relacionadas ao isolamento do antigeno Vi foram
empregadas em outros estudos, porém ocorreram alguns problemas quanto a sua
estabilidade, como, por exemplo, o isolamento do antigeno com etanol na presenca
de cloreto de sédio, acarretando na hidrélise com acido acético quente, causando a
despolarizacdo do antigeno e problemas relativos a sua imunogenicidade (WONG e
FEELEY, 1972).

O método empregado neste estudo ndo causou a desestabilidade do antigeno

Vi, além de ser um procedimento de facil execucao. Isto € importante em virtude da
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manutencdo dos grupos necessarios para o desenvolvimento da imunidade do

antigeno empregado em vacinas a serem produzidas.

5.2 Caracterizacdo do antigeno Vi

5.2.1 IDENTIFICACAO DO ANTIGENO Vi PELO INFRAVERMELHO

Na tabela 2, elencam-se as regides de absorcdo no infravermelho e os

respectivos grupos quimicos referentes ao antigeno Vi.

O espectro do antigeno puro comercial apresentou um pico em 617cm™
devido as vibracfes do anel piranosidico, comum em polissacarideos, um pico entre
1200 - 950cm™, correspondente ao estiramento C-O-C; e um pico em 1734cm™,
relacionado ao grupo O-acetil (STONE e SZU, 1988; MOURA, 2008).

Ainda para o espectro do antigeno puro, observou-se banda de adsorcao
entre 1650 - 1540cm™, que corresponde ao grupo N-acetamino; e entre
1604 - 1417cm™, relacionado & presenca de anion carboxilato. O espectro de

infravermelho do antigeno Vi esta exposto na figura 8 (STONE e SZU, 1988).

Tabela 2: Bandas de adsor¢éo na regido do infravermelho para o antigeno Vi.

Bandas de adsorcéo (cm™) Grupo quimico
617 Anel piranosidico
1200-950 C-O-C

1734 Grupo O-acetil
1650-1540 Grupo N-acetil
1604-1417 Anion carboxilato
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Figura 8: Espectro de Infravermelho do antigeno Vi puro.

E importante a presenca dos grupos O-acetil e N-acetil na estrutura do
antigeno Vi, pois estudos tém referido que esses grupos estdo relacionados a
propriedade imunoquimica do antigeno em Salmonella enterica sorotipo Typhi Ty2
(SZEWCZYK e TAYLOR, 1980).

Para a amostra 1, extraida da cepa de Salmonella enterica sorotipo Typhi,
observou-se um pico semelhante em 617cm™, correspondente as vibragdes do anel
piranosidico, além da banda em 1101cm™, devido ao estiramento C-O-C e, entre
1650 - 1540cm™, do grupo N-acetil. A faixa entre 1604 - 1417cm™ correspondeu ao
anion carboxilato. Ainda se detectou a presenca da banda em 1734cm™ relacionada
ao grupo O-acetil.

Na amostra 2, foi verificado um pico em 619cm™, o qual esta préximo a
617cm™ do antigeno Vi puro, que corresponde ao anel piranosidico. Foram
visualizadas bandas de adsorcdo em 1100cm™ e entre 1650 - 1540cm™,
correspondente ao estiramento do C-O-C, e a presenca do grupo N-acetil,
respectivamente.

Também, para a amostra 2, individuou-se o pico relacionado ao grupo
O-acetil, o qual foi observado em 1732cm™, ficando préximo ao de 1734cm™ do
antigeno puro. A presenca de anion carboxilato deu-se entre 1604 - 1417cm™.

Em ambas as amostras, a banda para o grupo carboxilico, presente na
estrutura do polissacarideo, foi intensa e se mostrou bem nitida, sendo importante

em possivel ligacdo deste grupo a anticorpos na criacao de imunidade.
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Em outros trabalhos, como o de Soares (2009), observaram-se regioes
correspondentes ao Aacido carboxilico entre 1650 — 1630cm™ para fracbes de
polissacarideos extraidas de algas marinhas. Ja Santos et al. (2010) perceberam a
presenca de acido carboxilico entre 1629 — 1618cm™, em polissacarideo localizado
em fracbes da Campomanesia Xanthocarpa Berg.

Na figura 9, expde-se o espectro de infravermelho obtido da amostra 1 (cujas
bactérias foram mortas por exposicao a radiacao ultravioleta), enquanto que a figura
10 corresponde ao espectro da amostra 2 (na qual as bactérias foram mortas por
tratamento com acetona).

A presenca da banda do anel piranosidico é caracteristica para estruturas de
polissacaridicas. Em ambas as amostras, foi acusada a presenca dessa banda,
tendo intensidade parecida com a do antigeno Vi puro, confirmando que, de modo
geral, as amostras sdo de polissacarideo.

Moura et al. (2008) encontraram o pico correspondente em 620cm™ para o
anel piranosidico em trabalho com quitosana, que € um polissacarideo natural, na
producdo de nanoparticulas. Mallmann (2010) acusou a presenca em uma faixa um
pouco maior, sendo de 1200 — 800cm™ em estudo com a quitosana na obtencéo de
compostos biolégicos com propriedades magnéticas.

Além do anel piranosidico, o pico correspondente ao grupamento C-O-C
também é caracteristico para determinar a autenticidade de uma estrutura de
polissacarideo. Tonhi e Plepis (2002) relataram que este grupamento esteve
presente entre 1070 — 1030cm™, dessa maneira, restando dentro da faixa
apresentada no trabalho, que foi de 1200 — 950cm™.

A analise de espectroscopia de infravermelho jA vem sendo utilizada para a
identificacdo e caracterizacdo de grupos quimicos relacionados a polissacarideos
superficiais presentes na parede celular de micro-organismos. Fukuda et al. (2009)
desenvolveram uma revisdo dos estudos da composicdo da parede celular de

fungos, em que a técnica de infravermelho foi utilizada para tal finalidade.



100 -
90 -
80 -]
70
60 -
50 ]
40
30 4
20 4
10 , , , , , , , , |

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Transmitancia %

Comprimento de onda (cm™)

Figura 9: Espectro de Infravermelho da amostra 1 (cepas mortas por radiacdo ultravioleta).
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Figura 10: Espectro de Infravermelho do amostra 2 (cepas mortas por acetona).
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Silva et al. (2006) citaram a analise na regido do infravermelho como
importante na identificacdo de caracteristicas estruturais especificas de glucanas
fungicas (polissacarideo que forma uma capa externa ao redor de micélios).

Os comportamentos dos espectros das amostras 1 e 2 foram similares ao do
antigeno puro, tendo a presenca de todos 0s grupos caracteristicos, assim,
demonstrando que, no processo de extracdo, ndo ha a perda de grupos que servirdo

na criacao da imunidade ao antigeno.
5.2.2 IDENTIFICACAO DO ANTIGENO Vi PELO METODO DE RMN H™

A Ressonancia Magnética Nuclear € uma importante ferramenta na pesquisa
bioldgica, sendo muito utilizada na elucidacdo de estruturas ou no estudo de
mecanismos biolégicos. Na pesquisa dos polissacarideos, é fundamental a
determinacdo da estrutura de oligossacarideos e monossacarideos, além da
determinacdo da configuracdo glicosidica, posicdo das ligacdes, sequéncia de
ligacdo e da conformacdo espacial de oligossacarideos ou partes especificas de
carboidratos complexos (GUERIM, 2007).

Na anélise de RMN, foram avaliados os sinais de prétons do antigeno Vi puro,
das amostras 1 e 2. Os espectros obtidos das duas amostras extraidas foram
comparados com o do antigeno Vi puro para verificar se o processo de extracado e
purificacdo do antigeno foi realizado com éxito.

No antigeno puro, detectou-se a presenca de cinco sinais no espectro de
RMN H™, os quais estéo relacionados aos cinco hidrogénios localizados no anel da
estrutura do polissacarideo. Esses sinais estdo localizados na faixa de
4,63 — 4,78ppm (Figura 11). Estes valores sdo condizentes com os da literatura,
onde os sinais ficaram localizados entre 4,53 — 5,34ppm (LEMERCINIER et al.,
2000). Evidenciou-se também um sinal em 3,29ppm, este corresponde a presenca

dos grupos N-acetil e O-acetil.
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Figura 11: Espectro de RMN da amostra de antigeno Vi puro mostrando os cincos sinais
correspondente ao anel do polissacarideo na faixa de 4,63 — 4,78 ppm e o pico do grupo N-acetil e

O-acetil em 3,29 ppm.

O sinal relacionado ao hidrogénio H-2 do anel do polissacarideo coincidiu com
o sinal da &gua (4,70ppm), visto que néo foi realizada a técnica de pré-saturacdo da
agua residual. Este fato foi relatado por Lemercinier et al. (2000) para a analise de
RMN do antigeno capsular Vi puro. Esta técnica de pré-saturacdo tem o objetivo de
suprimir o sinal de agua residual, através da aplicacdo de um pulso longo e de baixa

poténcia na frequéncia do solvente (DUARTE, 2011).

As figuras 12 e 13 referem-se aos espectros de RMN H™* das amostras 1 e 2,
respectivamente. Ambas as amostras apresentaram 0s cinco sinais correspondentes
ao espectro do antigeno Vi, ficando também na faixa de 4,63 — 4,78ppm. Com isso,

0s espectros das amostras mostraram total similaridade com o antigeno V.
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Figura 12: Espectro de RMN da amostra 1 (cepas mortas por radiagdo ultravioleta) mostrando os
cincos sinais correspondente ao anel do polissacarideo (a esquerda) e o pico do grupo N-acetil ou O-

acetil (& direita).
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Figura 13: Espectro de RMN da amostra 2 (cepas mortas por acetona) mostrando 0s cinco sinais do

anel do polissacarideo (a esquerda) e o pico do grupo N-acetil e O- acetil (a direita).
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Ademais, nas amostras 1 e 2, foram evidenciados sinais nos valores de
3,29ppm e 3,28ppm, respectivamente. Estes sinais estdo relacionados aos
hidrogénios do grupo N—acetil (NAc) ou O-acetil (AcO) da estrutura do antigeno Vi.
Pdde-se verificar também um aumento na intensidade no sinal desses grupos nas

duas amostras.

Esta intensidade pode estar relacionada a maior quantidade desses grupos
nas duas amostras em relagdo ao antigeno puro. Esses sinais dos grupos N-acetil e
O-acetil foram relatados por Lemercinier et al. (2000), em que ambos coincidiram no

mesmo sinal em residuos O-acetilados do polissacarideo capsular Vi.

A caracterizacdo do antigeno Vi pela técnica de RMN ja foi realizada
anteriormente por Martinez et al. (1999), quando se avaliou a pureza de trés lotes de
amostras de antigeno Vi comerciais, tendo como referéncia espectros do antigeno
obtidos pelo National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC, Reino
Unido), em que foi observado similaridade das amostras com o espectro padréo.

Diversos séo os estudos da composicao e caracterizacdo de polissacarideos
superficiais da parede celular de micro-organismos utilizando a técnica de RMN,
como no estudo de Burjack (2010), o qual avaliou a composicdo de fracdes
extraidas da parede celular do fungo dematiaceo, em que, a partir do RMN, foram
determinados quais acucares fazem parte da sua composi¢do estrutural. Serrato
(2008) extraiu biopolimeros da parede de varias bactérias diazotréficas, estudando a
sua composicdo quimica e estrutural através do RMN. Guerim (2007), também,
avaliou o polissacarideo presente na parede de fungos Exophiala Spinifera visando

a determinar o potencial patogénico desta linhagem.

A andlise de ressonancia magnética nuclear também foi utilizada com
sucesso na caracterizacdo estrutural das glucanas existentes em fungos, as quais
sao polimeros de glucose que formam uma capa extracelular ao redor dos micélios.
Para que ocorresse a caracterizacdo através do RMN das glucanas, segundo os
autores, foi preciso, primeiro, realizar o isolamento e a purificacdo das mesmas até a
sua homogeneidade (SILVA et al., 2006).

Os sinais das amostras 1 e 2 foram todos similares aos cinco hidrogénios da

amostra do antigeno Vi puro, indicando que, em ambas as extracdes, o antigeno
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esteve presente, indicando que a extracdo do antigeno pela técnica empregada
neste trabalho foi satisfatoria.

5.3 Obtencdo das nanoparticulas de QS — PMAA

O método de polimerizacdo em molde consiste na polimerizacdo de varios
mondmeros a partir de um molde de macromolécula, formando uma cadeia
polimérica. Neste estudo, os mondmeros de acido metacrilico se ligaram aos
polimeros de quitosana, formando uma cadeia devido a uma interacao eletrostatica
(Figura 14) (POLOWINSKI, 2002).

Para que ocorra a preparacao das nanoparticulas, tanto a quitosana como o
acido metacrilico devem estar em solucdo. A quitosana, quando em solucéo,
tornou-se positiva, isso acontece apenas em solu¢des de acidos fracos. Assim, no
momento em que se adicionou a quitosana em solucdo de acido metacrilico, houve

a protonacado dos grupos NH, da quitosana em NHz" (MOURA, 2009).

CH,OH

?H, ° coo”  *nH,
“CH-CF ¢ O >0} ——|—co0” + "NH,
C=0 coo”  NH,
| NH,
o
PMAA Qs

Nanoparticulas

Figura 14: Mecanismo de formacé&o das nanoparticulas (MOURA, 2009).
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O &cido metacrilico em solugdo aquosa acaba por se desprotonar criando
grupos COOQ", estes grupos, entdo, interagem com os grupos NH3z" da quitosana,
dessa maneira, criando a polimerizacdo dos acidos que consequentemente forma as
nanoparticulas. O processo de polimerizacdo nédo ocorreu de forma imediata, ou
seja, foi necessaria a adicdo do catalizador, o persulfato de potéssio, além da
necessidade de uma temperatura de 70°C por 1h.

Quando a polimerizagcdo comeca, a propagacdo das cadeias de poli (acido
metacrilico) resulta em um aumento da densidade de carga, de modo que, ao
tornar-se critica, complexos polieletrdlitos insollveis entre a quitosana e o acido sédo
formados através de interacdes eletrostaticas (CHALLA e TAN, 1981; MOURA et al.,
2008).

No momento em que se adicionou o persulfato de potassio, percebeu-se que
a solucdo de quitosana em &acido metacrilico transformou-se de incolor a

opalescente, e isso se deu devido a formacao de complexos insolUveis na solugéo.

O processo de polimerizacdo em molde vem sendo utilizado com sucesso em
outros trabalhos na producdo de nanoparticulas. Van de Grampel et al. (1990)
realizaram a polimerizacdo de &cido metacrilico em molde de N-Vinylimidazol a
50°C, utilizando azobis (2-amidinopropano) 2HCI (AAP) como catalizador. Wang et
al. (2009), também, prepararam nanoparticulas utilizando gelatina como molde para

a polimerizacdo do acido metacrilico.

5.4 Caracterizacao das nanoparticulas de QS — PMAA

5.4.1 ANALISE DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

A analise de MET objetiva principalmente a visualizagdo morfolégica de um

sistema micro ou nanoparticulado através da transmissao de elétrons que formam a
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imagem em consequéncia a interacdo desses elétrons com a matéria (MOURA,
2009).

Em relacdo a morfologia das nanoparticulas, detectou-se certa semelhanca
entre as particulas das diversas formulacdes, apresentando uma morfologia
homogénea. Todas as nanoparticulas apresentaram um formato esférico com
variacdes no tamanho tanto na propria formulacdo como entre as outras formula¢cdes
(Figura 15).

Azevedo (2011), criando um sistema nanoestruturado de PLGA contendo
itraconazol, encontrou semelhanca nas formas de suas nanoparticulas,

apresentando formato regular e esférico.

Os tamanhos médios das particulas, determinados pelas imagens de
microscopia eletrbnica de transmisséo, ficaram entre 20 a 70nm, apresentando um
tamanho menor ao determinado pelo espectroscopico de correlacdo de fotons na
analise do tamanho de particula. Na analise de MET, a suspensdao das
nanoparticulas é gotejada sobre a grade e, entdo, secada, para s6 assim ser
analisada. Com isso a agua presente dentro das nanoparticulas € eliminada,

causando uma contragdo e uma diminui¢do no seu tamanho.

As nanoparticulas de formulagédo 0,8% - 1,0% e 1,0% - 1,0% (QS - PMAA)
apresentaram os dois menores tamanhos, correspondendo ao resultado obtido pela
analise de tamanho de particula feito no Zetasizer-NanoZS90 (Malvern) na analise

de tamanho de particula.
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Figura 15: Microscopia eletrénica de transmissédo das nanoparticulas de quitosana. a) 0,5% - 0,5%
(QS — PMAA); b) 0,8% - 0,5%; c) 1,0% - 0,5%; d) 0,5% - 0,8%; e) 0,8% - 0,8%; f) 1,0% - 0,8%;
g) 0,5% - 1,0%; h) 0,8% - 1,0%; i) 1,0% - 1,0%.
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Moura et al. (2008), realizando a analise de nanoparticulas de QS — PMAA,
encontraram tamanhos de 38, 50 e 78nm para sistemas de quitosana na sintese,

contendo 0,8; 0,5 e 0,2% (m/v), respectivamente.

Ferreira (2009) utilizou a microscopia eletrbnica de transmissdo para
determinar o tamanho de nanoparticulas magnéticas coberta com silica,

encontrando um tamanho de aproximadamente 43nm.

Houve poucas aglomeracdes entre as nanoparticulas, ficando estas bastante
dispersas, demonstrando que a sonicacdo foi eficiente antes e durante a
visualizacdo. Além disso, esta dispersao foi facilitada pelo meio acido em que as
nanoparticulas se encontravam, ja que neste meio os grupos NHs" da quitosana s&o

protonados, causando uma repulséo entre as particulas.

Landi (2009), no desenvolvimento de nanoparticulas de cobalto, néo
conseguiu visualizar a distribuicdo de tamanho devido a ocorréncia de uma

aglomeracao entre as particulas formando uma estrutura rugosa e desordenada.

5.4.2 DETERMINACAO DO TAMANHO DE PARTICULA E POTENCIAL ZETA

Quanto ao tamanho de particula, este variou entre 124 — 235nm
(Tabela 3), ficando em tamanhos coerentes aos que sao relatados na literatura, que
sdao normalmente de 100 — 300nm. Verificou-se, de acordo com o resultado, uma
dependéncia da quantidade de quitosana na sintese e no tamanho médio das
particulas (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Blanco (2009) encontrou os tamanhos de particulas no intervalo de 79 a
342nm para nanoparticulas de quitosana produzidas com o objetivo de incorporarem
cimentos endodonticos AH Plus™ como estratégia para melhorar a atividade
antimicrobiana deste cimento. Hu et al. (2002) também encontraram tamanhos

menores que 300nm em nanoparticulas de QS — PMAA em diferentes proporc¢des.
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Para as nanoparticulas com &cido metacrilico a 1,0%, o tamanho das
particulas diminuiu @ medida que aumentou a concentracdo de quitosana. Para
aguelas particulas com acido metacrilico, a 0,5%, o menor tamanho foi observado
aguela de maior concentracdo de quitosana. Ja para as nanoparticulas com acido
metacrilico, a 0,8%, o menor tamanho de particula foi observado para formulagéo de
0,8% - 0,8% (QS - PMAA).

Pbdde-se observar que, nas formulagbes preparadas, quanto maior a massa
de quitosana menor o tamanho das nanoparticulas formadas, exceto no caso das
formulagcbes de concentracdo de 0,8% de acido metacrilico. Resultado semelhante
também foi observado por Moura (2009), que preparou nanoparticulas QS - PMAA
nas concentraces de 0,2%, 0,8% e 1,0% em solucdo de acido metacrilico 0,5%,

onde as ultimas nanoparticulas de 1,0% QS (p/v) apresentaram o menor tamanho.

Tang et al. (2006), preparando nanoparticulas de Dextrana — acido acrilico
(AA), verificaram uma dependéncia do tamanho de particula com a quantidade do
polissacarideo, ou seja, quanto maior a quantidade de dextrana menor foi o tamanho

das particulas.

Em relacdo a todas as 9 formulacdes de nanoparticulas, a de menor tamanho
foi aquela de 1,0% - 1,0% (QS - PMAA), com 124nm. Pode-se observar que, nesta
formulacdo, houve maior concentracdo de acido metacrilico, assim como de

quitosana, onde ambos se equivaleram.

Todas as nanoparticulas apresentaram potencial zeta com carga positiva em
pH 7,2; tal resultado foi importante para realizar a adsor¢cdo do antigeno que tem

carga negativa no mesmo pH (Tabela 3).

O potencial zeta da maioria das nanoparticulas ficou na faixa de valores de
5,5 -9,8mV. Porém, tivemos valores menores de 2,2 e 2,6 para as nanoparticulas de
0,8% - 0,5% e 1,0% - 0,8% (QS - PMAA), respectivamente.
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Tabela 3: Valores do tamanho de particulas e potencial zeta das nanoparticulas QS - PMAA.

Amostra (QS + PMAA)

Tamanho de particula

Potencial zeta

(nm) (mV)
0,5% - 0,5% 213,9 4.8
0,8% - 0,5% 2349 2,2
1,0% - 0,5% 153,9 9,8
0,5% - 0,8% 222,7 6,79
0,8% - 0,8% 173,6 6,69
1,0% - 0,8% 206,7 2,65
0,5% - 1,0% 193,2 5,55
0,8% - 1,0% 131,4 6,34
1,0% - 1,0% 123,9 7,45
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Na literatura, j& foi relatada a importancia do pH do meio em relacdo as
nanoparticulas, sendo que, em pH &cido, as nanoparticulas tiveram cargas positivas
e, em meio basico, apresentaram cargas negativas. A positividade das particulas
esteve relacionada as caracteristicas catibnicas da molécula de quitosana, enquanto
que a negatividade teve relacdo com a desprotonacgdo do acido metacrilico em meio
basico (MOURA et al., 2008).

Estudos demonstram que quanto menor a nanoparticula maior sera o valor do
potencial zeta (BLANCO, 2011). Esta afirmativa, todavia, somente foi verdadeira

para as nanoparticulas com concentracao de acido metacrilico de 0,5% e 1,0%.

As caracteristicas catidnicas das nanoparticulas séo influenciadas pela
presenca do grupo amino na molécula de quitosana. No presente trabalho,
utilizou-se o pH 7,2, o qual esta na faixa do pKa dos grupos aminos de 6,3 — 7,2
(GONSALVES et al., 2011).

Um potencial zeta alto € importante, pois cria uma boa estabilidade
fisico-quimica da suspensédo coloidal devido as grandes forcas repulsivas que
tendem a evitar a agregacao em funcéo das colisbes de nanoparticulas adjacentes
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

5.4.3 ANALISE TERMICA DAS NANOPARTICULAS

Sao varias as modificagbes dos polimeros ao serem aquecidos a altas
temperaturas, como a formacdo de gases, liquidos e mudancas de cores. A
degradacédo térmica acaba por quebrar ligacbes entre as cadeias principais e
laterais, dessa maneira, causando a formacdo de outros produtos, porém a
capacidade dos polimeros de resistir a decomposicdo por certo periodo é
denominada estabilidade térmica (DAMIAN, 2005).

A analise termogravimétrica (TG) é utilizada para a determinacdo da
estabilidade térmica e/ou a taxa de composicdo de uma substancia em fungcédo da
temperatura. E amplamente usada no estudo da eficacia da aplicacdo de materiais
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organicos quando se deseja avaliar a estabilidade térmica e oxidativa desses
materiais (FARJADO, 2009).

As curvas TG/DTG e DTA para a quitosana pura, na razao de 10°C/min,
obtidas em atmosfera de nitrogénio séo indicadas na figura 16, onde se veem dois
eventos de perdas de massa. O primeiro ocorreu entre 25 - 120°C, com um
percentual aproximado de 11% de perda de massa, e 0 segundo teve inicio em

220°C até a temperatura de 600°C, com uma perda de aproximadamente 71%.

O primeiro estagio correspondeu ao desprendimento de agua adsorvida no
polimero. A 4gua ligou-se principalmente aos grupos hidroxila e amina da quitosana,
sendo que a interacdo ocorreu mais fortemente com os grupos hidroxila. Esta

ligacdo da agua sucedeu-se principalmente por pontes de hidrogénio (NETO, 2005).

J& o segundo estagio esta relacionado a degradacao térmica do polimero a
partir desta temperatura, ou seja, o polimero de quitosana apresentou resisténcia até

essa temperatura.
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Figura 16: Curva TG/DTG e DTA da quitosana pura em atmosfera dindmica de nitrogénio (50 mL/min)

com razao de aquecimento de 10°C/min.
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A curva DTA da quitosana pura na razdo de 10°C/min assinalou um pico
endotérmico que se relaciona a perda de agua que ocorreu no polimero, ficando
préximo a 100°C. Pdde-se visualizar a presenca também de um pico exotérmico
préximo a 290°C, correspondente a degradacéo da quitosana. Ambos verificados na
curva TG/DTG.

Nas amostras de nanoparticulas de QS - PMAA, observou-se um
comportamento da curva TG/DTG semelhante ao da quitosana pura, com a
presenca de dois estagios de perda. O primeiro, entre 25 - 122°C, e o segundo com
inicio em 225°C até a temperatura de 600°C. As curvas TG/DTG e DTA estédo
representadas na figura 17.

O primeiro estagio esta relacionado a perda de volateis ligados as
nanoparticulas; enquanto o segundo, a decomposi¢do térmica. Neste segundo
estagio, observaram-se varias decomposi¢des da nanoparticula, principalmente, a

quebra da ligacao entre a quitosana e o acido metacrilico.

O comportamento térmico das nanoparticulas foi idéntico ao observado na
quitosana pura, na razdo de aquecimento de 10°C/min. Com isso, foi comprovado
que ndo houve diminuicdo da estabilidade térmica das nanoparticulas em relacdo a

quitosana.

BN

Em relacdo a curva DTA das nanoparticulas observou-se um evento
endotérmico proximo a temperatura de 100°C, com relacdo a perda de agua do
sistema. Esta perda foi um pouco maior nas nanoparticulas, devido a agua

mostrar-se mais fortemente ligada as nanoparticulas (MOURA et al., 2008).

Houve um evento exotérmico a partir da temperatura de 300°C, devido ao
inicio da degradacéo das nanoparticulas. Esta temperatura de degradacgéo foi maior
em relacdo a quitosana pura, 0 que mostra que as nanoparticulas apresentam
termicamente maior estabilidade. Isto pode ser explicado devido a presenca da
ligagdo entre a quitosana e o acido metacrilico, onde & necessaria uma maior

temperatura para a quebra desta ligacéo.
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Figura 17: Curvas TG/DTG e DTA das nanoparticulas de QTS - PMAA, nas proporc¢des: A) QS 0,5%-
PMAA 0,5%; B) QS 0,8% - PMAA 0,5% e C) QS 1,0% - PMAA 0,5% obtidas em atmosfera dinamica

de nitrogénio (50 mL/min) na razdo de aquecimento de 10°C/min.
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Nas diferentes formula¢cdes de nanoparticulas, como ilustrado nas figuras
17-A, 17-B e 17-C, detectou-se um pequeno deslocamento da temperatura de
degradacdo, sendo que, quanto maior a concentracdo de quitosana na solucao

maior a temperatura de degradacéo.

O percentual de perda de &gua das nanoparticulas de formulacdes
0,5-0,5%, 0,8 - 0,5% e 1,0 — 0,5% (QS - APMA) foi de aproximadamente 11, 12 e
15%, respectivamente, tendo diferenca nos valores entre si e se aproximando do
valor do percentual de agua, que foi de 11%. Moura (2009) observou 0 mesmo
comportamento para nanoparticulas e agua, porém, em relacdo as nanoparticulas

entre si, ndo verificou qualquer diferenca significativa nos valores de perdas.

Este percentual maior de perda de volateis nas particulas, a medida que se
aumentou a propor¢ao de massa de quitosana, pode ser devido a presenca de maior
namero de grupos hidroxilas e aminas da quitosana, fazendo com que haja maior

namero de agua ligada por pontes de hidrogénio.

Ademais, quanto maior a quantidade de quitosana maior foi o percentual de
perda de massa no estagio de degradacéo, tendo porcentagem de 74,27%, 77,61%
e 84,03% para as quantidades de 0,5%, 0,8% e 1,0% de QS, respectivamente,
assim, confirmando a grande estabilidade das nanoparticulas.

O estudo de analise térmica € um importante passo na caracterizacao da
quitosana em diferentes modelos de estudo por demonstrar até qual temperatura

ocorre a estabilidade térmica do material em estudo.

Tonhi e Plepis (2002) estudaram a degradacdo térmica da quitosana em
blendas formadas com o coladgeno em diferentes propor¢des. Chaves et al. (2009),
também, utilizaram a andlise térmica na caracterizagdo da quitosana como pré-
requisito no estudo da adsor¢do do corante téxtil violeta 5SR Remazol em quitosana

Nno meio aquoso.
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5.5 Cinética de adsorc¢ao

A adsorcdo € um processo que ocorre entre o adsorvente, que, geralmente,
encontra-se no estado sélido, e o adsorbato, que pode estar no estado liquido. Um
dos pontos de sucesso que deve ser levado em consideracao durante o processo de
adsorcdo € a distribuicdo do tamanho de particulas do adsorvente, area especifica
da superficie do adsorvente, estabilidade mecanica, quimica e térmica
(KALYANPUR, 2002).

As nanoparticulas de quitosana representam a fase sélida deste sistema; e o
antigeno Vi, a fase liquida. As nanoparticulas escolhidas para adsorcao foram as de
composicdo de quitosana 1,0% e acido metacrilico 1,0%, com tamanho de 124nm e

carga de superficie de +7,45mV.

A cinética de adsorcdo do antigeno nas nanoparticulas pode ser visualizada
na figura 18. A quantidade do antigeno presente na solucdo € inversamente
proporcional & quantidade do antigeno que foi adsorvido na matriz polimérica. A taxa
de adsorcédo do antigeno nas particulas foi de 55% no intervalo 24 horas de cinética,
que permaneceu constante ao longo do tempo.

Vasconcelos (2007), realizando o processo de adsorcdo, obteve uma
adsorcdo de 55% ou 0,55gm™? utilizando albumina em nanoparticulas de
quitosana — poli (acido metacrilico) em pH 5,6.

A cinética de adsor¢do pode ocorrer de duas formas: fisica ou quimica. Na
forma fisica, a interacdo adsorvente-adsorbato é considerada ndo especifica e
geralmente rapida e reversivel, sustentado por forgas de Van der Waals. Porém a
adsorcao quimica € do tipo especifico entre os sitios de ligacdo do adsorvente e do

adsorbato (FURUSAKI et al., 1996).
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Figura 18: Grafico da cinética de adsorcdo do antigeno Vi em solugdo nas nanoparticulas de
quitosana 1,0% - 1,0% (QS — PMAA).

Assim, considera-se que o processo de adsorcao ocorreu através de uma
interacdo quimica baseada na atracdo eletrostatica da superficie positiva das
QS-PMAA (1,0% - 1,0%), com a carga negativa do antigeno Vi em meio de pH 7.2.
Estudos referem que a negatividade do antigeno Vi ocorre no grupo carboxilico;
enquanto que a positividade das nanoparticulas, no grupo amina. Com isso,
provavelmente, deu-se uma ligacdo quimica entres esses grupos no processo da
cinética de adsorcédo (LEGNANI et al., 2011).

6 CONCLUSAO

O antigeno Vi capsular foi isolado com sucesso a partir de cepas de Salmonella
enterica sorotipo Typhi, independente das diferentes técnicas empregadas para a

morte ou inativacdo da bactéria. O antigeno foi caracterizado qualitativamente pelas
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técnicas de espectroscopia do infravermelho e ressonéancia magnética nuclear, que
confirmaram a presenca do antigeno Vi nas suspensdes finais, tendo como
comparacdo o antigeno utilizado como referéncia. No espectro de RMN das
amostras foram evidenciados 0s cincos picos correspondentes ao hidrogénio da
estrutura antigénica. Na espectroscopia de infravermelho foram notificadas as
bandas caracteristicas do antigeno com o &cido carboxilico e os grupos O-acetil e
N-acetil, além de estruturas polissacaridicas. Assim, certificou-se que as suspensodes
antigénicas mantiveram 0S Seus (grupamentos quimicos caracteristicos,

apresentando total similaridade em relag&o ao antigeno Vi puro.

A caracterizacdo das nanoparticulas de QS — PMAA é fundamental para
demonstrar que houve realmente a formacgéo das diferentes formulacdes e que suas
propriedades podem ser moldadas conforme sua composicdo. As nanoparticulas

apresentaram formato esférico e regular.

A analise térmica demonstrou que as nanoparticulas sdo mais estaveis
termicamente em relacdo a quitosana pura e que quanto maior a concentracdo de

quitosana na solucdo, maior a temperatura de degradacdo. Além disso, as

nanoparticulas se apresentaram bastantes estaveis em alta temperatura.

O potencial zeta das particulas foi averiguado em pH 7.2, que foi o mesmo do
antigeno Vi puro, e todas apresentaram cargas catibnicas. Ao contrario, o antigeno
apresentou carga negativa. A determinacdo da carga da superficie das particulas e
do tamanho foi determinante para escolha do sistema que seria realizada a cinética

de adsorcao do antigeno.

Na cinética de adsorcdo obteve-se 55% do antigeno, contido na solucéo,
adsorvido na matriz polimérica, confirmando que realmente houve atracdo do
antigeno pelas nanoparticulas, através de uma ligacdo eletrostatica entre os

grupamentos do antigeno com os das particulas.

Por fim, considera-se que o0s resultados obtidos neste trabalho foram
importantes no sentido de mostrar que é possivel obter um sistema de liberagcéo
controlada de nanoparticulas de quitosana contendo antigeno capsular Vi de

Salmonella enterica sorotipo Typhi, sendo fundamental para estudos futuros ligados
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a vacinas contra a febre tiféide, atribuindo a eficiéncia das nanoparticulas de
quitosana e a imunogenicidade do antigeno.
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