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RESUMO 

 

FIGUEIREDO, D. B. Desenvolvimento e produção de uma nova vacina 
pneumocócica de nanopartículas formulada para administração em pó por via 
pulmonar. 2019. 208 p. Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019. 

Doenças pneumocócicas são a principal causa de óbitos entre crianças menores de 5 

anos em todo o mundo. Dado o crescente número de cepas de Streptococcus 

pneumoniae resistentes a antibióticos, a vacinação é a forma mais eficiente de prevenir 

doenças causadas por esta bactéria. Embora existam várias vacinas pneumocócicas no 

mercado, todas são baseadas no polissacarídeo capsular do pneumococo. Estas 

vacinas têm cobertura limitada, já que é inviável incluir os polissacarídeos dos mais de 

90 sorotipos diferentes de S. pneumoniae, e promovem a substituição de sorotipos na 

população por aqueles não cobertos pela vacina. Uma alternativa que contornaria este 

problema seria a produção de vacinas baseadas em antígenos conservados entre todos 

os sorotipos. Destes, proteínas de S. pneumoniae têm se mostrado candidatas 

promissoras. O objetivo deste trabalho é produzir e avaliar in vitro e in vivo uma vacina 

pneumocócica composta por proteínas de S. pneumoniae carregadas em 

nanopartículas poliméricas visando a imunização pela via pulmonar. As proteínas 

escolhidas foram a pneumolisina geneticamente detoxificada (PdT), e um fragmento da 

proteína A de superfície do pneumococo do clado 4 (PspA4Pro). O gene da PdT foi 

expresso em Escherichia coli e a proteína produzida foi reconhecidas por anticorpos 

produzidos contra a célula inteira de pneumococo via western blot. Estoques produtores 

de PdT foram preparados para experimentos futuros. A PspA4Pro foi purificada através 

da lise da biomassa em homogeneizador de alta pressão, precipitação de 

contaminantes com detergente catiônico, cromatografias de troca iônica e 

crioprecipitação em pH ácido.  Ferramenta de planejamento experimental foi utilizada 

para otimizar a etapa de precipitação com detergente. A PspA4Pro foi inserida em 

nanopartículas de poli-(glicerol adipato-co-ω-pentadecalactona) (PGA-co-PDL) ou de 

ácido poli-(d-L-latico-glicólico) (PLGA) produzidas com ou sem diferentes tipos de 

quitosana. Estas nanopartículas foram encapsuladas em micropartículas de L-leucina 

pela técnica de spray dry. As nanopartículas produzidas apresentaram tamanho menor 



do que 200 nm, ideal para a internalização por células dendríticas, baixa polidispersão e 

baixa toxicidade. As proteínas liberadas das nanopartículas mantiveram sua 

integridade, a capacidade de ligar à lactoferrina humana e foram reconhecidas por 

anticorpos anti-PspA. O ensaio de aerolização das micropartículas mostraram que estas 

são capazes de chegar às vias aéreas inferiores de humanos e ensaios in vitro 

mostraram que as micropartículas foram capazes de ativar células dendríticas extraídas 

da medula óssea de camundongos. Camundongos imunizados por via pulmonar com 

duas doses das micropartículas produziram mais IgG anti-PspA do que animais 

imunizados via subcutânea ou via pulmonar com PspA4Pro e tiveram taxas de 

sobrevivência mais alta quando desafiados com S. pneumoniae. Tanto as 

nanopartículas de PGA-co-PDL quanto as de PLGA se mostraram promissoras para 

serem utilizadas como veículos para vacinas pneumocócicas dado seu potencial 

adjuvante e por permitirem o transporte a seco das proteínas sem degradação e 

mantendo sua imunogenicidade. 

 

Palavras-Chave: Proteína A de superfície do pneumococo (PspA), pneumolisina 

detoxificada (PdT), nanopartículas, polímeros biocompatíveis, vacinação pulmonar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

FIGUEIREDO, D. B. Development and production of a new pneumococcal 
nanoparticle vaccine formulated for pulmonary powder administration. 2019. 208 
p. Thesis (Ph. D. thesis in Biotechnology) - Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019. 

Pneumococcal diseases are the leading cause of death among children under 5 years of 

age worldwide. Given the growing number of antibiotic resistant Streptococcus 

pneumoniae strains, vaccination is the most efficient way to prevent diseases caused by 

this bacterium. Although there are several pneumococcal vaccines on the market, they 

are all based on the pneumococcal capsular polysaccharide. These vaccines have 

limited coverage since it is unfeasible to include the polysaccharides from more than 90 

different S. pneumoniae serotypes, and promote the replacement of serotypes in the 

population by those not covered by the vaccine. An alternative that would circumvent 

this problem would be the production of vaccines with antigens conserved among all 

serotypes. Of these, S. pneumoniae proteins have been shown to be promising 

candidates. The objective of this work is to produce and evaluate in vitro and in vivo a 

pneumococcal vaccine composed of proteins of S. pneumoniae loaded in polymeric 

nanoparticles aiming the immunization by the pulmonary route. The proteins chosen 

were genetically detoxified pneumolysin (PdT), and a fragment of pneumococcal surface 

protein A from clade 4 (PspA4Pro). The PdT gene was expressed in Escherichia coli 

and the proteins produced were recognized by antibodies raised against the whole 

pneumococcal cell via western blot. PdT-producing stocks were prepared for future 

experiments. PspA4Pro was purified by lysing the biomass in a high pressure 

homogenizer, precipitating contaminants with cationic detergent, ion exchange 

chromatography and cryoprecipitation at acidic pH. The experimental planning tool was 

used to optimize the detergent precipitation step. PspA4Pro was inserted into 

poly(glycerol adipate-co-ω-pentadecalactone) (PGA-co-PDL) or poly(lactic-co-glycolic 

acid) (PLGA) nanoparticles produced with or without different types of chitosan. These 

nanoparticles were encapsulated in L-leucine microparticles by spray dry technique. The 

nanoparticles produced were smaller than 200 nm, ideal for dendritic cell internalization, 

with low polydispersity and low toxicity. The proteins released from the nanoparticles 

maintained their integrity, the ability to bind to human lactoferrin and were recognized by 



anti-PspA antibodies. The microparticle aerolisation assay showed that they are able to 

reach the lower airways of humans and in vitro assays have shown that the 

microparticles were able to activate dendritic cells extracted from the mouse marrow. 

Mice immunized via the pulmonary route with two doses of the microparticles produced 

more anti-PspA IgG than animals immunized via subcutaneous or pulmonary routes with 

PspA4Pro and had higher survival rates when challenged with S. pneumoniae. Both 

PGA-co-PDL and PLGA nanoparticles have shown promise for use as carriers for 

pneumococcal vaccines given their adjuvant potential and for allowing dry transport of 

the proteins without degradation and maintaining their immunogenicity. 

 

Key words: Pneumococcal surface protein (PspA), detoxified pneumolysin (PdT), 

nanoparticles, biocompatible polymers, pulmonary vaccination 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA  

 

 Streptococcus pneumoniae é um dos principais causadores de doenças como 

otite aguda do ouvido médio, pneumonia e meningite (VIEIRA et al., 2007). Embora a 

colonização da nasofaringe por S. pneumoniae seja bastante comum e normalmente 

assintomática, quando esse microrganismo invade outros nichos ocorrem as doenças 

pneumocócicas. A Organização Mundial da Saúde estimou que, em 2008, das cerca de 

8,8 milhões de mortes globais entre crianças menores que 5 anos, 476000 tenham sido 

causadas por infecções pneumocócicas. Nos países em desenvolvimento as taxas de 

mortalidade entre as crianças mais jovens podem chegar a 20% para sepse 

pneumocócica (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012).  Em 2015 ocorreram cerca 

de 390.000 óbitos de crianças menores de 5 anos atribuídos a pneumonia 

pneumocócica, o que torna esta doença a principal causa de óbitos neste grupo  em 

todo o mundo (ROTH et al., 2018).  

 Como ocorre com outras bactérias patogênicas, cepas de S. pneumoniae 

resistentes a antibióticos são um problema de saúde global grave. O primeiro isolado 

clínico de S. pneumoniae resistente à penicilina data de 1965. Durante os anos 70 e 

80, cepas de S. pneumoniae resistentes à penicilina, eritromicina e trimetropina-

sulfametoxazol se espalharam pelo globo, sendo encontradas desde os Estados 

Unidos até a Espanha, Israel, Austrália e Papua Nova Guiné. Cepas de S. pneumoniae 

multirresistentes, ou seja, resistentes a 3 ou mais classes de antibióticos, já foram 

isoladas de crianças e são predominantemente encontradas em sorotipos associados à 

doença invasiva (9A, 6B, 9V, 14, 19A, 19F e 23F) (KIM et al., 2016). Em 2013, o Centro 

de Controle de Doenças dos Estados Unidos emitiu um relatório estimando que cerca 

de 30% dos casos de doenças pneumocócicas severas são causados por bactérias 

resistentes a pelo menos um tipo de antibiótico. Infecções por S. pneumoniae 

resistentes levam a cerca de 1,2 milhões de casos da doença por ano e resultam em 

7000 mortes e um gasto anual de US$96 milhões nos EUA. Ainda neste relatório, o 

Centro de Controle de Doenças aponta a vacinação como uma ferramenta eficaz no 

controle das doenças pneumocócicas e na redução das cepas resistentes aos 

https://sci-hub.tw/10.1016/S0140-6736(18)32203-7)
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antibióticos circulantes na população ao impedir sua transmissão (CENTER FOR 

DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2013). No Brasil, entre 2005 e 2015, houve 

mais de 7 milhões de internações no SUS decorrentes de pneumonias. De todas estas 

internações, aproximadamente 2 milhões foram de crianças menores de 2 anos e 1,9 

milhões foram de idosos acima de 65 anos. De todos estes casos, cerca de 42 mil 

foram atribuídos apenas a infecções por S. pneumoniae (ANDRADE et al., 2017).  

As vacinas pneumocócicas atualmente em uso são constituídas de 

polissacarídeos (PS) da cápsula de S. pneumoniae livres ou conjugados a uma 

proteína carregadora. PS são antígenos timo-independente, e, por isso, produzem 

baixa resposta imune em crianças, principalmente nas menores de dois anos, uma vez 

que não estimulam a maturação clonal. A conjugação do PS com uma proteína 

carreadora transforma a resposta imune em T-dependente, tornando eficiente seu uso 

em crianças menores de 2 anos de idade. Contudo, devido à dificuldade na produção e 

purificação dos PS e ao baixo rendimento da reação de conjugação, todas as vacinas 

conjugadas possuem um número reduzido de PS (10 ou 13 até o momento), o que 

limita a cobertura e desencadeia uma pressão seletiva que faz com que ocorra a 

substituição dos sorotipos vacinais, antes prevalentes na população, por outros não 

incluídos na vacina (FRAZÃO et al., 2005; HUANG et al., 2005). De fato, quatro anos 

após a introdução da vacina pneumocócica conjugada 7-valente (PCV7) na Inglaterra, 

foi observado aumento de 19% nos casos de doenças pneumocócicas invasivas 

causadas por sorotipos não vacinais em todos os grupos etários, e quatro anos após a 

introdução da vacina 13-valente, introduzida para substituir a PCV7, houve aumento de 

25% nos casos de doenças causadas por sorotipos não vacinais (SHAMEZ et al., 

2018). Desse modo, o desenvolvimento de vacinas que utilizem proteínas 

imunogênicas e conservadas do pneumococo é uma alternativa para aumentar a 

cobertura da vacina e reduzir custos, uma vez que proteínas oferecem resposta imune 

T-dependente e resultariam em proteção independente de sorotipo.  

Além da escolha dos antígenos, a forma de apresentação da vacina é outro fator 

importante a ser considerado durante seu desenvolvimento. Diferente das vacinas 

pneumocócicas polissacarídicas e conjugadas atualmente em uso, que são 

administradas através de injeção intramuscular e precisam ser armazenadas sob 

refrigeração, uma vacina formulada para apresentação em pó baseada em 

https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0184204
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nanopartículas carregadas com antígenos pneumocócicos teria a vantagem de não 

necessitar de resfriamento durante o transporte e armazenamento, dado que os 

antígenos estariam protegidos do ambiente dentro das partículas, além de dispensar a 

etapa de conjugação dos PS a uma proteína carregadora, que representa parte 

significativa do custo de produção das vacinas conjugadas, e de permitir a aplicação 

diretamente nos pulmões no lugar da aplicação intramuscular, o que reduz a produção 

de resíduos perfurocortantes e o desconforto dos pacientes. Diante do exposto, este 

trabalho se propõe a desenvolver uma nova vacina pneumocócica composta por 

nanopartículas carregadas com antígenos proteicos conservados de S. pneumoniae, 

unindo as vantagens já expostas das vacinas de nanopartículas com a cobertura 

independente de sorotipo conferida por antígenos conservados em diferentes cepas do 

patógeno. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Streptococcus pneumoniae 

 Streptococcus pneumoniae é um comensal que coloniza a nasofaringe humana. 

Apesar de a colonização ser normalmente assintomática e capaz de gerar imunidade 

contra o microrganismo, essa bactéria, que também pode ser chamada de 

pneumococo, é o principal causador de pneumonias adquiridas na comunidade 

(DOMMASCHK et al., 2017). O pneumococo pertence à família Streptococcaceae e é 

uma bactéria Gram-positiva que se apresenta na forma de diplococos lanceolados ou 

em cadeias. Em condições de aerobiose ela possui atividade α-hemolítica e, em 

anaerobiose, β-hemolítica. Sua característica mais marcante é ser envolta por uma 

cápsula de polissacarídeo, que é o principal fator de virulência da bactéria 

(HENRIQUES-NORMARK; TUOMANEN 2013). A cápsula inibe a opsonofagocitose 

mediada pelo complemento, que é o principal mecanismo para a eliminação do 

pneumococo nos pulmões. Os polissacarídeos também são altamente imunogênicos e 

os anticorpos gerados contra eles são empregados na classificação de S. pneumoniae 

em sorotipos (DANIELS; ROGERS; SHELTON 2016). Atualmente, são reconhecidos 

97 sorotipos com base nas diferenças antigênicas dos polissacarídeos capsulares, 

sendo que cada um desses sorotipos tem um polissacarídeo capsular química e 

estruturalmente distinto (GENO et al., 2015). 

 De acordo com a estrutura da superfície de S. pneumoniae, suas colônias 

apresentam dois aspectos distintos: colônias transparentes e colônias opacas. As 

colônias transparentes predominam na nasofaringe e apresentam cápsula menos 

espessa e menor quantidade de proteína A de superfície (PspA), outro fator de 

virulência importante do pneumococo. As colônias opacas produzem cápsula mais 

espessa, maior quantidade de PspA, têm maior capacidade de formar biofilmes e são 

mais invasivas (TRAPPETTI; OGUNNIYI; PATON 2011). É estimado que 40% a 70% 

das pessoas possuam a nasofaringe colonizada pelo pneumococo, sendo a 

colonização a primeira etapa do desenvolvimento da doença. Embora seja comumente 

assintomática, a colonização pode progredir a doenças respiratórias e sistêmicas. As 

infecções pneumocócicas variam consideravelmente quanto à severidade, sendo que 
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30% a 60% dos sobreviventes da doença invasiva carregam sequelas em longo prazo, 

como perda da audição e deficiências neurológicas (DE LENCASTRE et al., 1999; 

BOGAERT et al., 2004). 

2.2. Doenças pneumocócicas e vacinas 

Não obstante a colonização da nasofaringe por S. pneumoniae seja bastante 

comum e geralmente assintomática, a invasão de outros nichos por este microrganismo 

pode levar a doenças graves como pneumonia bacterêmica, meningite e sepse. 

Estima-se que em 2015 ocorreram 2,7 milhões de óbitos por infecções respiratórias, 

das quais 700.000 ocorreram entre crianças com menos de 5 anos de idade, 

representando 12% do total de óbitos deste grupo no mundo todo. Destes óbitos, 

55,8% foram causados pneumonia pneumocócica (aproximadamente 390.000 óbitos). 

Isso tornou a pneumonia pneumocócica a principal causa de óbitos entre crianças 

menores de 5 anos em todo mundo (WANG et al., 2016).  

Nos países de média e baixa renda per capita, onde há menor acesso a 

hospitais e antibióticos, as taxas de mortalidade entre crianças podem chegar a 20% 

para sepse pneumocócica (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012). Nas últimas 

décadas, a resistência do pneumococo à penicilina e a outros antimicrobianos tem 

aumentado em vários países (LIÑARES et al., 2010; ORGANIZACIÓN 

PANAMERICANA DE LA SALUD, 2013). Alguns sorotipos de pneumococo apresentam 

resistência a mais de 15 antibióticos diferentes e justamente estes sorotipos estão 

tipicamente presentes na microbiota das crianças, um dos principais grupos de risco 

para doenças pneumocócicas (FENOLL et al., 1998). Por isso, a prevenção através da 

vacinação é considerada a estratégia mais eficaz para diminuir as taxas de incidência e 

de mortalidade dessas doenças (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012).  

A primeira vacina pneumocócica foi lançada em 1977 e era composta por 

polissacarídeos capsulares de 14 sorotipos diferentes de pneumococo. Em 1983 a 

Food and Drug Administration (FDA) aprovou uma segunda vacina composta por 23 

polissacarídeos capsulares dos principais sorotipos patogênicos do pneumococo 

(PPS23). Quando foi lançada, essa vacina cobria de 80% a 90% dos sorotipos 

causadores da doença em todo o mundo. A composição da PPS23 pode ser vista na 

Tabela 1, abaixo. A eficácia da PPS23 contra infecções pneumocócicas provocadas 
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pelos sorotipos cobertos pela vacina é de aproximadamente 65%. Para adultos com 

menos de 65 anos é recomendada entre uma e duas doses da PPS23, com intervalo 

de 5 anos, e mais uma dose é recomendada para indivíduos acima de 65 anos. 

Embora a imunização com PPS23 tenha reduzido os casos de doenças invasivas em 

adultos e idosos, não foi observada redução na colonização por S. pneumoniae. A 

PPS23 gera uma resposta T-independente, pois as subunidades do polissacarídeo 

capsular ativam as células B independentemente das células T-helper. Por isso, essa 

vacina é incapaz de gerar resposta imune em crianças menores de 2 anos, o principal 

grupo de risco das doenças pneumocócicas (DANIELS; ROGERS; SHELTON 2016). 

 Para contornar esse problema foram introduzidas vacinas de polissacarídeos 

conjugados à toxina diftérica. A conjugação do polissacarídeo a uma proteína 

transforma a resposta de T-independente em T-dependente, tornando a vacina eficaz 

em crianças menores de 2 anos. A primeira vacina conjugada foi desenvolvida em 

2002 e era composta por 7 polissacarídeos diferentes (PCV7) (Tabela 1). Esta vacina 

reduziu significativamente as hospitalizações por doenças pneumocócicas em crianças 

e em idosos e também foi capaz de reduzir a colonização tanto em crianças vacinadas 

quanto em pessoas ao redor, devido ao fenômeno conhecido como imunidade de 

grupo ou proteção de rebanho (HABER et al., 2007)  

 Em 2010 foi introduzida uma segunda vacina conjugada contendo 13 

polissacarídeos distintos: os 7 sorotipos da PCV7, 5 sorotipos da PPS23 mais o 

sorotipo 6A, que até então não estava presente em nenhuma vacina. Isso levou à 

redução na taxa de infecções pneumocócicas invasivas e não invasivas dos sorotipos 

cobertos pela PCV7 e dos 6 sorotipos adicionais em todos os países onde a PCV13 foi 

introduzida (RITCHER et al., 2013). No Brasil, foi introduzida em 2010 uma vacina 

conjugada contendo 10 sorotipos conjugados com 3 diferentes proteínas (PCV10, 

Tabela 1). A introdução desta vacina reduziu as hospitalizações de crianças menores 

de 5 anos em 35% e de idosos acima de 65 anos em 16%, gerando uma economia de 

mais de R$ 190 milhões ao país (ANDRADE et al., 2017). Apesar do sucesso da 

PCV10, já em 2012 foi observado aumento no número de casos de doenças causadas 

por sorotipos não vacinais (VERANI et al., 2015). 
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Tabela 1: Vacinas pneumocócicas atualmente em uso 

 

Vacina Tipo Polissacarídeos 
Proteína 

carreadora 
Efeito na doença 
pneumocócica 

23-
valente 
(PPS23) 

Polissacarídeos 
livres 

1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 
8, 9N, 9V, 10A, 11A, 

12F, 14, 15B, 17F, 18C, 
19A, 20, 22F, 23F, 33F 

Não se aplica 

Redução das doenças 
invasivas 

Sem efeito na 
colonização 

10-
valente 
(PCV10) 

Conjugada 
1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 

18C*, 19F
#
, 23F 

Proteína D (H. 
influenzae), 

*toxoide tetânico, 
#
anatoxina 

diftérica CRM197 

Redução nas doenças 
invasivas e na 
colonização 

Imunidade de grupo 
Substituição de sorotipos 

13-
valente 
(PCV13) 

Conjugada 
1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 

9V, 14, 18C, 19A, 19F, 
23F 

Anatoxina 
diftérica CRM197 

Redução nas doenças 
invasivas e na 
colonização 

Imunidade de grupo 
Substituição de sorotipos 

Fonte: Adaptado de DANIELS; ROGERS; SHELTON (2016)  

 Apesar da eficiência das vacinas conjugadas, sua cobertura é limitada aos 

sorotipos presentes em sua composição. Além disso, o aumento na incidência de 

sorotipos não vacinais já foi observado apenas 5 anos após a introdução da PCV7 

(SINGLETON et al., 2007) e do aparecimento de cepas resistentes a antibióticos dentre 

estes sorotipos não cobertos (HSU et al., 2009). Após a introdução da PCV13 nos EUA 

foi observado o aumento de infecções pelo sorotipo 35B (RICHTER et al., 2013). 

Embora a cobertura dessas vacinas possa ser aumentada pela introdução de novos 

sorotipos em sua formulação, isso implicaria em aumento do custo da vacina, o que é 

um fator limitante para sua introdução, especialmente em países mais pobres. 

 A substituição de sorotipos, tanto na colonização quanto nas infecções, e o 

aumento da resistência a antibióticos entre os sorotipos não cobertos colocam a 

necessidade premente de desenvolvimento de novas vacinas pneumocócicas. Devido 

ao número elevado de sorotipos, as pesquisas atuais têm se voltado para o uso de 

antígenos proteicos conservados entre diferentes sorotipos. 

2.3. Proteínas do pneumococo com potencial vacinal 

 Diversos antígenos proteicos têm sido estudados para compor novas vacinas 

pneumocócicas. Alguns exemplos de candidatos são: 
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 Adesina A de superfície do pneumococo (PsaA): lipoproteína componente do 

transportador de Mn2+. A imunização nasal de camundongos com PsaA foi 

capaz de reduzir a colonização por S. pnumoniae na nasofaringe. A proteção 

contra a colonização foi aumentada quando a PsaA foi administrada junto da 

PspA. Apesar da redução da colonização, a imunização com PsaA não foi capaz 

de proteger os camundongos contra infecção sistêmica (JOHNSTON et al., 

2004). 

 Proteína C de superfície do pneumococo (PspC): proteína de superfície 

associada à parede celular. PspC é capaz de se ligar ao componente C3 e ao 

fator H do complemento e ao componente secretório da imunoglobulina A. Além 

disso, PspC é altamente imunogênica e presente em quase todas as cepas de 

pneumococo, mas por ser muito polimórfica, é comum que cepas diferentes 

expressem PspC com variantes antigênicas diferentes umas das outras, o que é 

um obstáculo ao seu uso como vacina de ampla cobertura (GEORGIEVA et al., 

2018). 

 Proteínas da tríade de histidina D e E (PhtD e PhtE): são proteínas de superfície 

conservadas entre diferentes cepas de pneumococo. Em modelos animais, 

ambas foram capazes de proteger contra sepse, pneumonia e colonização. 

Ensaios clínicos com a PhtD e a PhtE mostraram proteção contra infecção 

natural em crianças e adultos (KHAN; PICHICHERO 2012). 

 Proteína transportadora de poliaminas (PotD): proteína extracelular que 

transporta poliaminas para dentro da célula. Foi demonstrado que a PotD 

contribui para a virulência em modelos murinos de sepse e de pneumonia com 

pneumococo sorotipo 3. A imunização de camundongos com PotD recombinante 

gerou alto título de anticorpos anti-PotD e protegeu os animais em desafio letal 

com pneumococo sorotipo 3 (SHAH; SWIATLO 2006). 

 

 Outros dois candidatos vacinais importantes são a proteína A de superfície do 

pneumococo (PspA) e a pneumolisina geneticamente destoxificada (PdT), que vêm 

sendo amplamente estudadas como antígenos para a produção de novas vacinas 

pneumocócicas, sejam elas proteicas, conjugadas ou de nanopartículas. Estas 
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proteínas foram escolhidas como antígenos proteicos para as vacinas de 

nanopartículas produzidas neste trabalho. Esta escolha foi feita com base em estudos 

prévios realizados por nosso grupo envolvendo a produção e a imunização de 

camundongos com esses antígenos, que serão apresentados em mais detalhes nos 

próximos itens. 

2.3.1. Proteína A de superfície do pneumococo 

PspA é uma proteína formada por 4 domínios distintos. Da porção N-terminal 

para a porção C-terminal ela é composta por uma região α-hélice antiparalela e 

altamente carregada, uma região rica em prolinas, uma região de ligação à colina e 

cauda hidrofóbica de 17 aminoácidos na porção C-terminal (MUKERJI et al., 2012). Na 

sequência gênica de PspA encontra-se também um peptídeo sinal, que está ausente 

da proteína madura e direciona a PspA para fora da célula (Figura1). A região de α-

hélice da proteína tem sido bastante estudada por sua capacidade de gerar resposta 

imune mediada por anticorpos em camundongos e por ser a porção da proteína 

exposta além da capsula polissacarídica, portanto mais acessível a anticorpos 

(MUKERJI et al., 2018). Outra região bastante estudada da PspA é a região rica em 

prolinas. Esta região é composta por unidades de repetição com uma prolina a cada 3 

ou 4 resíduos. Estas unidades de repetição podem ser interrompidas por sequências 

de aminoácidos sem prolina, chamados de blocos sem prolina, ou non-Pro. A região 

rica em prolinas é bastante conservada e presente em todas as PspA, e já mostrou ser 

capaz de gerar proteção mediada por anticorpos em camundongos contra doenças 

pneumocócica invasiva (MUKERJI et al., 2018). 
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Figura 1: A) Representação esquemática dos quatro domínios da PspA nativa e da PspA4Pro 
recombinante. B) Esquema da disposição da PspA na superfície do pneumococo. 

 

Fonte: Adaptado de JEDRZEJAS et al., 2001 e de MORENO et al., 2010. 

PspA atua protegendo o pneumococo da ação bacteriostática e bactericida da 

lactoferrina, uma glicoproteína família da ferritina que faz parte do sistema imune inato 

(SENKOVICH et al., 2007). PspA também impede a deposição de complemento na 

superfície da bactéria, evitando assim a opsonização e morte da bactéria pelo sistema 

complemento. Foi observado que em cepas deficientes em PspA a deposição de 

complemento pela via clássica dependente de C1q é muito maior do que em cepas 

com PspA e que a remoção de bactérias deficientes em PspA do sangue era mais 

rápida do que a remoção de bactérias com PspA (MUKERJI et al., 2012).  

Com base na homologia e no alinhamento das sequências de aminoácidos de 

PspA de diferentes cepas de S. pneumoniae, foram observadas 3 famílias distintas 

desta proteína, as quais podem ser divididas em 6 grupos, denominados clados. A 

família 1 da PspA é constituída por dois clados: 1 e 2; a família 2, por três clados: 3, 4 e 

5 e a família 3, por apenas um clado: 6 (HOLLINGSHEAD, S. K., BECKER, R., 

BRILES, D. E. 2000). Cada cepa de pneumococo carrega PspA de uma única família. 

Dentre os principais sorotipos causadores da doença foi observada a presença 

predominante de PspA das famílias 1 e 2. PspA de diferentes famílias apresentam 
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reatividade imune cruzada, assim a imunização com PspA de uma família normalmente 

é capaz de gerar proteção contra outras PspA da mesma família e algumas vezes 

contra cepas com PspA de famílias diferentes (NABORS et al., 2000, MUKERJI et al., 

2012). 

Muitos trabalhos já apontam para o potencial imunogênico da PspA. 

Experimentos de desafio de animais imunizados com PspA por via intramuscular 

demonstraram elevada proteção em camundongos (VANDESILHO et al., 2012) e a 

imunização intramuscular de voluntários humanos com PspA usando hidróxido de 

alumínio como adjuvante induziu a produção de IgG anti-PspA e o soro dos indivíduos 

imunizados protegeu camundongos desafiados com pneumococo de diferentes 

sorotipos em ensaios de imunização passiva (MIYAJI et al., 2013). Vacinas de 

Salmonella recombinante expressando o gene de PspA foram capazes de proteger 

camundongos desafiados com S. pneumoniae e uma vacina de Salmonella atenuada 

recombinante, expressando o gene de PspA, encontra-se em estudos clínicos de fase 

um (FREY et al., 2013). FERREIRA et al.(2013) realizaram a imunização parenteral de 

camundongos com uma vacina de DNA expressando o gene de PspA3. Esta vacina 

induziu a produção balanceada de IgG1 e IgG2a, protegeu os camundongos contra 

desafio peritoneal com pneumococo e protegeu os animais contra a colonização da 

nasofaringe (FERREIRA et al., 2006; FERREIRA et al., 2010). A imunização nasal de 

camundongos com PspA recombinante dos clados 1 a 4 mostrou haver reatividade 

cruzada entre PspA de famílias diferentes na proteção contra colonização por 

pneumococo (TOSTES, et al., 2017). Já a imunização pulmonar com PspA4Pro foi 

estudada por Rodrigues et al. (2018), que utilizaram nanopartículas carregadas com 

PspA4Pro para imunizar camundongos. A imunização levou à produção de IgG anti-

PspA4Pro e protegeu parcialmente os animais no ensaio de desafio contra 

pneumococo.  

2.3.2. Pneumolisina destoxificada 

A pneumolisina (Ply) é uma toxina produzida pelo pneumococo que pertence à 

família das citolisinas dependentes de colesterol (CDC), toxinas que também são 

encontradas em outras bactérias Gram-positivas (TYLLEY et al., 2005). Ply possui 53 
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kDa e superfície altamente eletronegativa. No caso do pneumococo, ela é 

citoplasmática e liberada in vivo durante a autólise (ROSSJOHN et al., 1998), formando 

oligômeros ao ligar-se ao colesterol da membrana plasmática e gerando poros em 

forma de anel que promovem a lise das células do hospedeiro. Inicialmente os 

monômeros se ligam à superfície da célula (Figura 2). Ocorre o enovelamento de pares 

de α-hélice em pares de β-grampos transmembranas, que formam a parede do pré-

poro. Por fim, o pré-poro sofre uma mudança conformacional e se insere na membrana 

celular, formando o poro maduro (SONNEN; PLITZKO; GILBERT 2014) (Figura 3). 

Figura 2: Monômero de Ply solúvel e inserido na membrana. Estrutura de uma subunidade da Ply 
inserida na membrana (A) e estrutura via raios-X da Ply solúvel (B) vistas de lado (esquerda) e do meio 
do poro (direita). 

 

Fonte: VAN PEE et al., 2017 
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Figura 3: Estrutura geral do complexo de poros Ply. (A) Mapa de microscopia crio-eletrônica de partícula 
única de Ply com resolução de 4,5 Å com modelo ajustado. Os quatro domínios do PLY (D1 – D4) estão 
coloridos em vermelho (D1), amarelo (D2), verde / ciano D3) e azul (D4). Inserção: β-grampos dobrados 
(HP1 e HP2) encaixados no mapa. Cadeias-β (em ciano) têm reenrolado a partir de feixes de hélice em 
D3 da forma solúvel. (B) Seção transversal com dimensões gerais do complexo de poros. A barra cinza 
indica a posição da bicamada lipídica. Inserção: vista lateral do monômero inserido na membrana com 
densidade toroidal de anfifílicos desordenados (linha tracejada). 

 

 

Fonte: VAN PEE et al., 2017 

Todos os isolados clínicos de pneumococo expressam Ply, que possui uma série 

de funções que favorecem a colonização e infecção pelo pneumococo. Ply é importante 

para a colonização da nasofaringe e dos pulmões pelo pneumococo, visto que cepas 

mutantes Ply deficientes apresentam menor capacidade de colonização do que suas 

contrapartidas selvagens (KADIOGLU et al., 2002). Ply também influencia na produção 

de citocinas. Camundongos infectados com pneumococo selvagem apresentaram 

níveis maiores de interleucina-6 (IL-6) no plasma do que aqueles infectados com 
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mutante sem Ply. Esta toxina também influencia na produção do fator de necrose 

tumoral α (TNF-α), uma citocina pró-inflamatória necessária para o controle da carga 

bacteriana nos pulmões e na corrente sanguínea durante a pneumonia pneumocócica 

(HIRST et al., 2004). Também foi mostrado que Ply aumenta a chegada de neutrófilos 

nos pulmões durante a doença pneumocócica invasiva, provavelmente devido ao dano 

causado ao tecido por sua ação lítica, que induz a produção de citocinas. Apesar de os 

neutrófilos serem os principais responsáveis pela eliminação do pneumococo nos 

pulmões, já foi observado que sua ação é inibida por Ply, provavelmente por sua ação 

citotóxica (HIRST et al., 2004; KADIOGLU et al., 2000). De fato, um estudo anterior in 

vitro já havia mostrado a inibição da ação fagocítica de células imunes na presença de 

Ply (NANDOSKAR et al., 1986). 

Embora seja um antígeno promissor, Ply é muito tóxica para ser utilizada em 

vacinas humanas. Para contornar este problema, mutações direcionadas têm sido 

utilizadas para gerar pneumolisinas atóxicas, mas ainda imunogênicas, que são 

denominadas pneumolisoides. O mutante PlyD1, que difere da pneumolisina selvagem 

pela substituição de três aminoácidos (T65C, G293C, C428A), foi testado em humanos 

adultos saudáveis num regime de três doses. Após a última dose não foram 

observados efeitos adversos e PlyD1 foi capaz de gerar anticorpos antígeno 

específicos (KAMTCHOUA et al., 2013). PAUKSENS et al. (2014) testaram 

pneumolisina destoxificada livre e conjugada a polissacarídeos de 8 sorotipos 

diferentes de pneumococo em um ensaio randomizado com indivíduos entre 65 e 85 

anos. Tanto Ply livre quanto conjugada se mostraram seguras e capazes de gerar 

resposta imune. LU et al. (2014) verificaram que o mutante Plym2, obtido pela troca 

dos aminoácidos G428G e W433F, foi capaz de gerar anticorpos neutralizantes contra 

a toxina nativa, embora não tenha sido capaz de proteger camundongos contra desafio 

letal com pneumococo. Por fim, vacinas compostas por pneumolisina destoxificada 

juntamente com a proteína PhtD, sozinhas ou acompanhadas de polissacarídeos, 

encontram-se em ensaios clínicos de fase I e II (PRYMULA et al., 2014, LEROUX-

ROELS et al., 2014, PRYMULA et al., 2017).  

O mutante PdT foi produzido pela substituição de 3 aminoácidos: Asp-385 por 

Asn, Cys-428 por Gly e Trp-433 por Phe. Estas mutações reduziram a atividade 

hemolítica, a capacidade de ligação com a imunoglobulina G e a ativação do 
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complemento (BERRY et al., 1995). A imunização subcutânea de camundongos com 

uma proteína híbrida formada por um fragmento de PspA ligado à PdT e uma cepa de 

Bacillus Calmette–Guérin (BCG) utilizada como adjuvante induziu a produção de 

anticorpos contra as duas proteínas e protegeu os animais em ensaio de desafio 

(GOULART et al., 2017). Outro trabalho que investigou a imunização conjunta de Ply 

com outra proteína foi realizado por DOUCE et al. (2010), que realizaram a imunização 

intranasal com um híbrido de PsaA-Ply. Embora a imunização com este híbrido tenha 

gerado altos níveis de anticorpos específicos contra esses antígenos, ela não foi capaz 

de proteger os camundongos contra infecção pelo pneumococo. 

 

2.4. Produção de antígenos proteicos  

2.4.1. Sistemas de clonagem e expressão de genes heterólogos em E. coli 

 A produção de proteínas recombinantes revolucionou a biotecnologia. Antes do 

aparecimento desta técnica, era comum que quilos de tecido animal ou vegetal fossem 

necessários para purificar poucos gramas de uma proteína de interesse. Quando o 

produto de interesse era uma proteína bacteriana, podia-se esperar cultivos longos e 

de baixo rendimento. Hoje, a capacidade de sintetizar e purificar rapidamente proteínas 

recombinantes em grande quantidade viabiliza a caracterização e aplicação industrial 

destas macromoléculas (ROSANO; CECCARELLI 2014). 

A produção de uma proteína recombinante depende, essencialmente, de quatro 

fatores: o gene da proteína de interesse, o vetor de clonagem, o vetor de expressão e o 

hospedeiro para receber o vetor e produzir a proteína. Os vetores de clonagem e de 

expressão mais utilizados são os plasmídeos: pequenas moléculas circulares de DNA 

dupla-fita extracromossomal, que são capazes de invadir bactérias e de se 

multiplicarem sozinhos, independentemente dos cromossomos. Os vetores de 

clonagem são utilizados para armazenar e aumentar o número de cópias do gene da 

proteína de interesse. Estes vetores não são capazes de expressar o gene, que, após 

ser amplificado, deve ser transferido para o vetor de expressão, que possui maior taxa 

de tradução da proteína de interesse.  
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Resumidamente, um vetor de expressão deve possuir um sítio de ligação ao 

ribossomo, para tornar possível a iniciação da tradução, além de um códon de iniciação 

e um códon de terminação (que podem estar presentes no vetor ou no próprio inserto), 

um promotor para transcrição forte e regulável, que deverá manter baixo o nível de 

tradução até o momento da indução, para conseguir maior produtividade da proteína de 

interesse (Figura 4).  

Figura 4: Representação esquemática de um vetor de expressão. MCS: Multiple cloning site (sítio de 
múltipla clonagem). Região hachurada: gene da proteína desejada. 

 
Fonte: ROSANO; CECCARELLI 2014 

 

A sequência promotora T7 é muito usada para expressão de genes heterólogos 

em Escherichia coli devido à sua afinidade elevada pela T7 RNA polimerase e elevado 

nível de expressão. O sistema repressor mais comum é o baseado no operon lac, que 

fica reprimido por LacI e é induzido por lactose ou isopropil-β-D-tiogalactosídeo (IPTG). 

Além disso, o vetor de expressão deve ter um marcador para seleção celular, 

geralmente um gene que confere resistência a um determinado antibiótico, e um sítio 

de múltipla clonagem, com diversos sítios de restrição distintos, para tornar possível a 

inserção do gene no sentido correto (ROSANO; CECCARELLI, 2014). Muitos vetores 

também possuem sequências que inserem caudas de afinidade para facilitar a 

purificação, além de sequências de sítios proteolíticos para remover essas fusões 

quando for necessário. 

 A escolha do hospedeiro é o que irá nortear todo o processo, definindo o tipo de 

cultivo a ser realizado, qual meio será utilizado e quais equipamentos serão 
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necessários. Dentre os microrganismos que podem ser utilizados podemos citar 

leveduras, fungos filamentosos, bactérias, algas unicelulares, células de animais, 

plantas ou insetos (DEMAIN et al., 2009). Neste trabalho, a expressão do gene da PdT 

foi feita em E. coli, uma das bactérias melhor estudadas e mais utilizadas na produção 

de proteínas recombinantes. As principais vantagens obtidas ao escolher E. coli para 

produzir uma proteína recombinante são: 

 Rápido crescimento: em condições ideais a quantidade de bactérias pode 

dobrar a cada 20 minutos; 

 Alta produtividade: cultivos de alta densidade celular podem produzir até 

200 g/L de massa seca; 

 Alta taxa de expressão do gene da proteína de interesse; 

 Cultivo fácil e que emprega meios de cultura feitos com reagentes que 

podem ser facilmente obtidos comercialmente; 

 A transformação com DNA exógeno é fácil e rápida. 

Apesar de possuir muitas vantagens, algumas desvantagens devem ser levadas 

em consideração antes da escolha de E. coli como hospedeiro. Por ser uma bactéria 

Gram-negativa, a proteína sempre será obtida juntamente com lipopolissacarídeo 

(LPS) ou endotoxina. Isso é um problema porque a entrada de endotoxinas na corrente 

sanguínea causa febre e pode levar o paciente a óbito. Além disso, endotoxinas 

possuem forte efeito adjuvante e sua presença pode falsear experimentos de 

imunização com antígenos produzidos em E. coli (AKEL 2015). Para eliminar as 

limitações relativas ao LPS, uma cepa comercial, a Clear Coli (Lucigen, Alemanha), foi 

desenvolvida para produzir um LPS geneticamente modificado para não causar a 

resposta inflamatória característica do LPS nativo. Além disso, a síntese de proteínas 

que tenham muitas ligações dissulfeto é difícil nesse hospedeiro e E. coli é incapaz de 

produzir proteínas glicosiladas (DEMAIN et al., 2009). Contudo, isso não representa 

problema na produção de PspA ou PdT por E. coli, já que estas proteínas não são 

glicosiladas e nem possuem ligações dissulfeto. Apesar de possuir algumas 

desvantagens, a produção de proteínas em E. coli ainda é bastante eficiente, 

economicamente viável e largamente empregada em escala laboratorial e industrial. 



42 
 

2.4.2. Purificação de bioprodutos 

A purificação de um bioproduto envolve uma série de operações sequenciais 

que se baseiam nas diferenças das propriedades físico-químicas do produto de 

interesse e das impurezas presentes, que são as moléculas oriundas do hospedeiro, de 

forma a enriquecer progressivamente o produto e a eliminar os componentes 

indesejados. A purificação de uma proteína pode ser dividida em etapas distintas 

(HARRISON 2015: 

 Extração da proteína da célula produtora. Esta etapa não é necessária se 

célula transportar a proteína para fora do citoplasma durante o cultivo. 

 Remoção de material insolúvel, geralmente realizada por centrifugação ou 

filtração. 

 Purificação intermediária. A proteína de interesse é separada das outras 

proteínas e contaminantes por técnicas diversas como cromatografias 

(troca iônica, afinidade por metal, hidrofóbica, mista), precipitação 

seletiva, tratamento enzimático, cristalização, etc. Esta etapa preza por 

alta resolução e alta capacidade e é nela onde maior parte dos 

contaminantes é removida. 

 Polimento. Nesta etapa é feita a remoção dos contaminantes restantes, 

aqueles que apresentam características físico-químicas muito parecidas 

com aquelas da proteína de interesse. Esta etapa preza por alta 

resolução e alta recuperação. Como normalmente as separações por 

carga, hidrofobicidade e afinidade já foram executadas, é comum que o 

polimento se dê por gel filtração.     

 Quando se planeja um processo de purificação, o primeiro passo é determinar a 

pureza requerida para o produto. Enzimas para uso industrial, por exemplo, requerem 

menor grau de pureza do que produtos terapêuticos, que requerem pureza próxima de 

100% (HARRISON 2015). Quanto maior a pureza, maior tende a ser o número de 

etapas do processo. Como em cada etapa do processo ocorre alguma perda de 

produto (Figura 5), produtos que requerem alta pureza normalmente possuem baixo 
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rendimento final. Desta forma, o desenvolvimento de um processo de purificação deve 

buscar reduzir ao máximo o número de etapas, mas sem comprometer a pureza final.  

Figura 5: Rendimento de um processo de purificação de acordo com o número de etapas e a 
recuperação de cada uma delas 

 

 Fonte: AMERSHAM BIOSCIENCE, 2018 

2.4.3. Planejamento experimental 

 Estabelecer ou otimizar um processo através de experimentos feitos à base de 

“tentativas e erros” demanda muito tempo, gasto de material, e nem sempre oferece as 

respostas desejadas. Dada a necessidade crescente de otimizar processos e produtos, 

tem sido cada vez mais comum a busca por ferramentas sistemáticas de planejamento 

de experimentos (RODRIGUES; IEMMA, 2009). A metodologia do planejamento 

experimental, comumente referida como DOE (da sigla em inglês, Design of 

Experiments) é uma ferramenta fundamentada na teoria estatística que fornece 

informações sobre um processo para minimizar o empirismo que envolve técnicas de 

tentativa e erro.  

 Dentre as vantagens do planejamento experimental podemos citar:  

a) Redução do número de experimentos ou repetições, bem como melhorar a 

qualidade das informações obtidas através destes experimentos. Isso permite reduzir a 

quantidade de trabalho, o tempo despendido e o uso de reagentes.  

b) Análise simultânea de diferentes fatores, verificando a existência de efeitos 

sinérgicos ou antagônicos.  

c) Permite otimizar mais de uma resposta ao mesmo tempo. 
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d) Possibilita calcular e avaliar o erro experimental, o que é fundamental para 

especificar o nível de confiança estatística, com o qual pode-se estimar a 

reprodutibilidade do resultado esperado. Isso permite avaliar se uma variação no 

resultado é decorrente da alteração de uma ou mais variáveis ou apenas fruto de erro 

experimental.   

A escolha da melhor estratégia de planejamento experimental depende 

principalmente do número de variáveis independentes que se deseja estudar e do 

conhecimento que já se possui do processo. Quando o número de variáveis é muito 

grande, é recomendado que se execute primeiro uma análise fatorial fracionada de 

modo a reduzir o número de ensaios. A Tabela 2, abaixo apresenta uma estratégia 

sequencial comumente utilizada para otimizar um processo.  

Tabela 2: Estratégia geral para otimização de um processo através do planejamento de experimentos 

 

Etapa Objetivo Situação Estratégia 

Seleção de variáveis 
Identificar as variáveis 

mais importantes 

Muitas variáveis e pouco 

conhecimento do processo 

Fatorial fracionado ou 

Plackett & Burman 

Otimização 
Construir os modelos 

preditivos 

Poucos fatores já dentro de 

uma região ótima 
Fatorial completo 

Fonte: Adaptado de RODRIGUES; IEMMA, 2009 

 O planejamento experimental pode ser utilizado em diversas etapas da produção 

de um produto, desde o cultivo do microrganismo, como no trabalho de MARTHOS et 

al. (2015), onde o planejamento experimental foi utilizado na escolha do melhor meio 

de cultura para produção de polissacarídeo capsular por S. pneumoniae do sorotipo 1 

em biorreator, passando pela purificação, como no trabalho de TOUEILLE et al. (2011), 

que utilizou esta ferramenta para otimizar a purificação de anticorpos monoclonais, até 

a formulação do produto final, como nos trabalhos de KUNDA et al. (2015) e ALFAGIH 

et al. (2015) que utilizaram desta ferramenta para determinar as condições de preparo 

de nanopartículas de poli-(glicerol adipato-co-ω-pentadecalactona) (PGA-co-PDL) que 

resultassem em nanopartículas com o tamanho desejado.  
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2.5. Vacinação pulmonar 

 Os pulmões têm sido utilizados como via de entrega de medicamentos há 

milênios. Registros arqueológicos mostram que aproximadamente 4000 anos atrás, na 

Índia, indivíduos inalavam folhas de Atropa belladona para tratar a tosse. Bem mais 

recentemente, nos séculos 19 e 20, pessoas que sofriam com asma fumavam cigarros 

com tabaco e pó de estramônio para aliviar os sintomas da doença (LABIRIS; 

DOLOVICH, 2003). Atualmente, vacinação pulmonar tem recebido atenção por permitir 

a imunização sistêmica e de mucosas. Esta rota é acessível, pouco invasiva, tem 

elevada área superficial e favorece a estabilidade das vacinas administradas. A 

vacinação pulmonar evita ainda o uso de agulhas, representando um risco menor para 

quem administra a vacina e também para quem a recebe. 

A maioria das vacinas atualmente em uso é administrada por rota parenteral 

através de injeção intramuscular ou subcutânea. A administração parenteral possui 

diversas desvantagens, como risco de ferimentos ao paciente e ao administrador 

durante a aplicação da vacina, transmissão de doenças caso o material não esteja 

corretamente esterilizado e produção de resíduos perfurocortantes. Além disso, a 

maioria das formulações vacinais de administração parenteral disponíveis requer 

constante armazenamento em baixa temperatura para manter sua integridade, o que 

dificulta as campanhas de imunização em locais sem distribuição de energia e aumenta 

o custo do armazenamento das vacinas (CARSTENS, 2009). Desta forma, novas rotas 

de administração e formulações vacinais mais estáveis têm sido estudadas. A 

vacinação pulmonar oferece diversas vantagens sobre a vacinação parenteral e sobre 

outras rotas de imunização de mucosa. O alto título de anticorpos de mucosa 

produzidos no trato respiratório confere proteção imediata no local de infecção contra 

patógenos que entram pelos pulmões. Embora a vacinação nasal também induza 

resposta sistêmica e local, a imunização pulmonar possui a vantagem de gerar 

diferentes graus de resposta imune de acordo com a região dos pulmões para onde a 

vacina é dirigida (TONNIS et al., 2012). Além disso, a grande área de superfície, a 

intensa vascularização e o epitélio fino do tecido pulmonar alveolar facilitam a entrega 

sistêmica de antígenos, reduzindo a dose necessária para imunização eficaz (SOU et 

al., 2011). Antígenos inalados de papilomavírus humano e polissacarídeos 
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pneumocócicos induziram anticorpos específicos em pacientes e em voluntários 

humanos saudáveis (NARDELLI-HAEFLIGER et al., 2005; MENZEL et al., 2005). 

MUFLIHAH et al. (2018) estudaram o uso de imunização intranasal com vírus da 

influenza A recombinante contra M. tuberculosis. Uma única dose foi capaz de produzir 

células T-CD4+ específicas contra o epítopo expresso e conferiu proteção contra 

infecção por M. tuberculosis nos pulmões  

O sucesso para desenvolver uma vacina pulmonar depende primeiro de 

conhecer a anatomia e o sistema imune dos pulmões. 

2.5.1 Anatomia dos pulmões humanos 

Os pulmões humanos são divididos pela membrana pleural em 5 lobos, 3 do 

lado direito e 2 do lado esquerdo. Uma vez inalado, o ar passa pelo nariz ou pela boca 

para a faringe, depois para traqueia e para os brônquios principais dos pulmões direito 

e esquerdo. Os brônquios principais se dividem em brônquios lobares e estes, por sua 

vez, em brônquios segmentares, cada um distribuído em um segmento do pulmão. Os 

brônquios segmentares continuam a se dividir, desta vez em bronquíolos (Figura 6). 

Cada nova divisão é denominada geração. Estima-se que um pulmão médio possua 

cerca de 300 milhões de alvéolos e uma área superficial de 80 a 90 m2 (NETTER 

2000). 
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Figura 6: Divisão entre brônquio, bronquíolo e alvéolos. 

 

Fonte: NETTER 2000. 

 

Os alvéolos começam a aparecer nas paredes das vias respiratórias a partir da 

17ª geração de bronquíolos, e a partir da 20ª geração, toda a parede é composta por 

alvéolos. Na 23ª geração os dutos alveolares terminam em pequenos sacos, 

denominados sacos alveolares (Figura 7).  
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Figura 7: Representação esquemática do pulmão humano e da divisão de brônquios, bronquíolos e 
alvéolos. 

 
 

Fonte: KUNDA et al., 2013. 

 A superfície das vias respiratórias é uma mucosa que consiste de células 

epiteliais ciliadas intercaladas com células produtoras de muco (Figura 8). Esta 

superfície suporta a produção local de anticorpos que ocorre na lâmina própria. A 

camada de muco superficial é a primeira barreira quando se deseja atingir o sistema 

pulmonar, pois ela captura e remove material particulado e microrganismos. A remoção 

do muco é feita pelas células ciliadas, que empurram o muco em direção à orofaringe 

(LOPES; NORONHA; MAFORT, 2010). Contudo, partículas que consigam passar por 

esta camada de muco e chegar aos alvéolos encontrarão uma camada de células 

epiteliais coberta por um fino filme aquoso contendo surfactantes, que é ideal para a 

absorção de drogas. Os alvéolos e os capilares pulmonares, por sua vez, são 
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separados por uma barreira composta de células endoteliais, espaço intersticial e 

células pulmonares epiteliais (pneumócitos). Os pneumócitos são divididos em 2 tipos, I 

e II. Os pneumócitos tipo I são achatados e recobrem a superfície alveolar, enquanto 

os do tipo II são irregulares e contêm corpos lamelares, que são secretados como 

surfactantes (EFFROS 2006) (Figura 8).  

 
Figura 8: Diagrama das ramificações dos pulmões e das camadas que formam os tecidos pulmonares. 
Na direita, acima, estão representadas as células ciliadas e a camada de muco. Abaixo está a 
representação do epitélio alveolar. 

Fonte: SOU et al., 2011 

2.5.2 Sistema imune pulmonar  

Os sistemas imunes pulmonar, nasal, oral e urogenital correspondem a 80% dos 

imunócitos humanos, os quais podem se acumular ou transitar entre diversos tecidos 

linfoides associados a mucosas (TLAM). O sistema imune de mucosas possui três 

funções principais: 1) proteger as membranas mucosas da colonização e invasão de 

microrganismos com as quais elas entrem em contato; 2) prevenir a internalização de 

antígenos não degradados, por exemplo, derivados de alimentos, microrganismos 

comensais e de material aspirado; 3) prevenir o desenvolvimento de resposta imune 
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potencialmente perigosa caso estes antígenos atinjam o interior do corpo. O TLAM é 

composto por compartimentos linfoides anatomicamente bem definidos. Estes 

compartimentos são povoados por células B e T fenotipicamente e funcionalmente 

distintas, além de subpopulações de células acessórias. Ele também contém 

acumulados difusos de células linfoides no parênquima de órgãos mucosos e glândulas 

exócrinas (HOLMGREN; CZERKINSKY 2005). 

A imunização de mucosas é capaz de gerar imunidade de memória através da 

produção de IgA, anticorpo capaz de cruzar o epitélio e prevenir a entrada de futuros 

patógenos. Além disso, linfócitos estimulados por antígenos em contato com mucosas 

são capazes de migrar através de linfonodos regionais e pelo duto toráxico para a 

corrente sanguínea e para outras regiões de mucosa, onde estimulam a produção de 

IgA, formando o chamado Sistema Imune Comum de Mucosas (MCGHEE et al., 1994). 

O epitélio pulmonar representa uma barreira importante na proteção contra 

patógenos inalados. A camada de muco que recobre o epitélio das vias respiratórias 

contem quimiocinas, citocinas e agentes antimicrobianos que evitam a colonização de 

microrganismos. Já macrófagos e células dendríticas (DC, da sigla em inglês) 

pulmonares desempenham um papel importante na tanto na resposta imune inata 

como na adaptativa (KUNDA et al., 2013). Macrófagos alveolares estão presentes em 

grande quantidade na periferia e no interstício dos pulmões, enquanto DC são 

encontradas no epitélio que cobre as vias aéreas, na submucosa encontrada abaixo 

deste epitélio, dentro das paredes dos septos alveolares e na superfície dos alvéolos. 

O tecido linfoide associado aos brônquios (TLAB) é o componente pulmonar do TLAM 

e se localiza principalmente nas bifurcações dos brônquios. A resposta imune humoral 

promovida pelo TLAB é composta por IgA secretada tanto localmente quanto por 

células B derivadas do TLAB e que migraram para mucosas distantes. Resposta de 

células-T locais também já foi observada. Desta forma, o TLAB pode ser considerado 

como um análogo funcional aos agregados linfoides presentes nas mucosas do 

intestino e, portanto, como parte do TLAM (HOLMGREN; CZERKINSKY 2005). 

Apesar de a resposta imune humoral adaptativa no TLAM ser mediada 

principalmente por IgA, IgM e IgG produzidos localmente, no trato respiratório inferior 

encontra-se também IgG derivada do soro, que migra da corrente sanguínea para os 

pulmões. De fato, o principal mecanismo da resposta imune induzida por vacinas 
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injetáveis contra influenza e S. pneumoniae é formada por anticorpos no soro, 

especialmente IgG, que evita estes patógenos se espalhem pelo organismo, além de 

gerar proteção local na mucosa do trato respiratório inferior (HOLMGREN; 

CZERKINSKY 2005).  

2.5.3 Modelos animais para entrega de drogas nos pulmões  

 Modelos animais permitem avaliar a eficiência e a segurança de uma grande 

variedade de vacinas e drogas, algo que não seria viável em voluntários humanos. 

Camundongos e cobaias são frequentemente utilizados em estudos de entrega de 

drogas nos pulmões e são bons modelos para diversas doenças respiratórias. O custo 

destes animais é comparativamente menor do que aquele de animais maiores, o que 

permite que um número maior seja utilizado por experimento, dando maior robustez à 

análise estatística dos resultados. A eutanásia destes animais é simples e a remoção 

de tecidos é fácil, e doses pequenas podem são capazes de gerar respostas 

quantificáveis. Cobaias em especial são bons modelos de broncoconstrição e 

broncodilatação, pois seu trato respiratório é mais parecido com o humano do que o de 

outros pequenos roedores, particularmente no que diz respeito à resposta inflamatória 

(CRYAN; SIVADAS; GARCIA-CONTRERAS 2007). Camundongos, embora não 

tenham pulmões tão parecidos com os humanos quanto cobaias, são utilizados no 

estudo de uma série de doenças como enfisema (KURAKI et al 2002), influenza 

(HUANG et al., 2004) e fibrose pulmonar (SPOND et al., 2003).  

 Estudos de vacinação pulmonar em camundongos sugerem que a vacina deva 

atingir as vias respiratórias inferiores para gerar uma resposta imune robusta, e por 

isso as diferenças nas divisões das vias respiratórias humana e dos roedores deve ser 

levada em consideração quando for necessário mudar de um modelo para o outro 

(SOU 2011). A Tabela 3, abaixo, descreve as principais diferenças entre as vias 

respiratórias de humanos e de outros animais comumente utilizados em laboratório, 

enquanto a Figura 9 compara o trato respiratório de humanos e camundongos. A 

despeito das diferenças com respeito aos humanos, camundongos continuam a ser 

muito utilizados como modelo para a entrega de drogas nos pulmões (CRYAN; 

SIVADAS; GARCIA-CONTRERAS 2007). 
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Tabela 3: Comparação entre as vias respiratórias de humanos e outros animais utilizados em laboratório 

 

Animal 

Massa 

corporal 

média 

Ramificação 

das vias 

aéreas 

Traqueia 

Largura/Diâmetro 

(cm) 

Brônquios 

traqueais 

Bifurcações principais das 

vias respiratórias 

Vias respiratórias 

(Razão 

Largura/diâmetro) 

Humano 80 kg 
Relativamente 

simétricas 
12 / 2 

Muito 

raros 

Afiadas nas primeiras 10 

gerações, cegas após isso 
2,2 

Camundongo 0,3 kg 
Fortemente 

monopodial 
2,3 / 0,26 Raros 

Muito afiadas e muito altas 

através dos pulmões 
1,5 

Cobaia 1 kg Monopodial 5,7 / 0,4 Ausentes Muito afiadas e altas 1,7 

Coelho 4,5 kg 
Fortemente 

monopodial 
6 / 0,5 Ausentes Afiadas 1,9 

Beagle 10 kg 
Fortemente 

monopodial 
17 / 1,6 Ausentes 

Bifurcações traqueais 

cegas 
1,3 

Macaco 

Rhesus 
2 kg Monopodial 3 / 0,3 Ausentes 

Misto entre afiadas e 

cegas 
2,6 

Fonte: Adaptado de CRYAN; SIVADAS; GARCIA-CONTRERAS (2007) 

Espécies maiores, como coelhos, cães, ovinos e primatas são utilizadas quando 

é necessário administrar volumes maiores de drogas ou recolher volumes maiores de 

fluídos durante longos períodos, ou ainda para estudos de cinética de inalação 

(SAKAGAMI 2006). Dentre exemplos de aplicação desses modelos, pode-se citar o uso 

de modelos caninos para estudar a entrega de insulina nos pulmões, o uso de macacos 

e outros primatas não humanos na entrega de vacinas pulmonares e drogas para 

tratamento de fibrose cística e de ovelhas como modelo para ferimentos nos pulmões 

(CRYAN; SIVADAS; GARCIA-CONTRERAS 2007).  
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Figura 9: Comparação entre a estrutura e o epitélio das vias aéreas de camundongos e de humanos 

 

Fonte: ROCK; RANDELL; HOGAN 2010. 

 

2.6. Vacinas de nanopartículas 

 A nanotecnologia permite a produção de nanopartículas de composição, 

tamanho, forma e propriedades físico-químicas variadas. Por terem tamanho 

comparável ao de componentes celulares, nanopartículas podem ser internalizadas 

pelas células utilizando mecanismos celulares de endocitose. O uso de nanopartículas 

em vacinas terapêuticas e profiláticas tem aumentado nos últimos anos (MAMO; 

POLAND 2012) como uma forma de proteger e entregar os antígenos a alvos 

específicos, como células dendríticas pulmonares, e/ou como adjuvantes para 

aumentar a imunogenicidade dos antígenos, permitindo diminuir sua concentração na 

vacina (KUNDA et al., 2013). As nanopartículas proporcionam um ambiente estável 

para os antígenos, protegendo-os de mudanças de temperatura e umidade, o que evita 

sua degradação durante a armazenagem e a imunização, potencialmente dispensando 
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o armazenamento a frio e proporcionando rotas alternativas para a imunização que não 

a parenteral. 

2.6.1 Nanopartículas poliméricas 

 Uma grande variedade de polímeros sintéticos tem sido usada na produção de 

nanopartículas, como o poli-(d-L-lactídeo-co-glicolídeo) (PLG), ácido poli-(d-L-lático-

glicólico) (PLGA), ácido poli-(gama-glutâmico) (g-PGA), polietilenoglicol (PEG) e 

poliestireno. Nanopartículas de PLG e PLGA têm sido extensamente estudadas devido 

a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade (PEEK; MIDDAUGH; BERKLAND 2008; 

DANHIER et al., 2012). PLGA foi utilizado na imunização contra Bacilus anthracis 

(MANISH et al., 2013) e vírus da hepatite B (THOMAS et al., 2011). Nanopartículas de 

poliestireno podem ser conjugadas a uma variedade de antígenos e podem ter sua 

superfície modificada com diversos grupos funcionais (KALKANIDIS et al., 2006). 

Nanopartículas de quitosana, por sua biodegradabilidade, atoxicicidade, 

biocompatibilidade e capacidade de ser facilmente modificada têm sido bastante 

estudadas e usadas na preparação de vacinas diversas, incluindo vacinas contra 

hepatite B (BORGES et al., 2008) e vacinas de DNA (NANDA et al., 2012; FENG et al., 

2013). Dois polímeros foram escolhidos para a produção de nanopartículas carregadas 

com PspA4Pro para a vacinação pulmonar:  poli-(glicerol adipato-co-ω-

pentadecalactona) (PGA-co-PDL) e ácido poli-(d-L-lático-glicólico) (PLGA). 

2.6.2. Poli-(glicerol adipato-co-ω-pentadecalactona) 

PGA-co-PDL é um polímero biodegradável, sintetizado pela reação de 

copolimerização de monômeros ativados de ω-pentadecalactona e de glicerol, 

catalisada por uma lipase de Candida albicans. Embora PGA-co-PDL seja um polímero 

relativamente pouco estudado quando comparado a outros já largamente utilizados na 

produção de nanopartículas, como o PLGA, ele apresenta vantagens quando 

empregado na imunização pulmonar.  

Nanopartículas de PGA-co-PDL se mostraram carregadoras promissoras para 

macromoléculas (TAWFEEK et al., 2010), drogas hidrofílicas (PURI et al., 2008) e 

hidrofóbicas (THOMPSON et al., 2007). Micropartículas de PGA-co-PDL envoltas em L-



55 
 

leucina foram capazes de entregar a proteína fluoresceína nos pulmões com elevada 

eficiência de encapsulação, mesmo havendo deposição de micropartículas no inalador 

e nas vias aéreas superiores, e com citotoxicidade menor do que a de micropartículas 

compostas de PLGA (TAWFEEK et al., 2011). Em outro trabalho, desta vez envolvendo 

a produção de nanopartículas de PGA-co-PDL com BSA adsorvida, o tamanho das 

nanopartículas de PGA-co-PDL variou entre 120 nm e 450 nm, de acordo com as 

condições de produção, aumentando em até 100 nm após a adsorção da proteína 

(KUNDA et al., 2015). Uma vez que o tamanho ideal para a captação de nanopartículas 

pelas células dendríticas dos pulmões varia entre 200 nm e 500 nm, as nanopartículas 

de PGA-co-PDL seriam uma forma viável de apresentação de antígenos a estas 

células. Outro estudo mostrou que PspA4Pro liberada de nanopartículas de PGA-co-

PDL manteve sua atividade biológica, com retenção de mais de 85% de sua estrutura 

original, medida via dicroísmo circular (KUNDA et al., 2015). Tais resultados, assim 

como o trabalho de RODRIGUES et al. (2018), mostram que as nanopartículas de 

PGA-co-PDL carregadas com antígenos pneumocócicos poderiam ser empregadas na 

imunização pulmonar contra S. pneumoniae. 

2.6.3. Ácido poli-(lático-co-ácido glicólico) (PLGA) 

O ácido poli-(lático-co-ácido glicólico) é um polímero largamente utilizado pela 

indústria farmacêutica por ser biodegradável e biocompatível, já que seu metabolismo 

leva à formação de ácido lático e ácido glicólico, dois monômeros endógenos e 

facilmente metabolizados pelo corpo através do ciclo de Krebs, o que confere ao PLGA 

baixa toxicidade (KUMARI; YADAV; YADAV 2010). O PLGA é sintetizado pela 

copolimerização de abertura de anéis de monômeros de ácido lático e ácido glicólico. 

Estes monômeros se ligam por ligações éster, formando um poliéster alifático linear 

(GENTILE, et al., 2014). 

 Uma grande vantagem do uso do PLGA é o fato dele já ser aprovado pela Food 

and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos e pela European Medicines Agency 

(EMA) como sistema de entrega de medicamentos em humanos, o que facilita a 

aprovação de novas vacinas e medicamentos que empreguem este polímero. Por 

conta disso, ele também é facilmente obtido comercialmente com várias massas 
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moleculares e composição de copolímeros, diferente do PGA-co-PDL, que teve de ser 

sintetizado pela equipe do nosso colaborador, Prof. Dr. Imran Saleem, no 

Departamento de Farmácia da Liverpool John Moores University para ser utilizado 

neste trabalho. 

 Diversos trabalhos já descreveram com sucesso a produção de nanopartículas 

de PLGA contendo antígenos como proteínas, peptídeos, lipopeptídeos e ácidos 

nucleicos. CLAWSON et al. (2010) demonstraram que o peptídeo imunoestimulatório 

Hp91 encapsulado em nanopartículas de PLGA não só foi capaz de ativar células 

dendríticas humanas e de camundongos, como foi 5 vezes mais potente do que o 

peptídeo livre. Já TIAN e YU (2011) observaram que nanopartículas de PLGA foram 

carregadores promissores para vacinas de DNA plasmidial contra doença linfocística 

em peixes após imunização oral. PRASAD et al. (2011) utilizaram uma linhagem de 

células de carcinoma escamoso de pescoço e cabeça para produzir nanopartículas de 

PLGA contendo antígenos associados ao tumor. Células dendríticas coletadas do 

sangue de pacientes foram cultivadas com NP carregadas com antígenos tumorais e 

utilizadas para estimular células TCD8+, e estas células TCD8+, após o estímulo, 

apresentaram aumento significativo na produção de IFN-γ. 

2.6.4. Quitosana 

 Quitosana [(1,4)-2-amino-2-deoxi-D-glucana] é um poliaminossacarídeo linear 

obtido pela desacetilação da quitina, um biopolímero natural encontrado no 

exoesqueleto de artrópodes, como insetos e crustáceos, na parede celular de fungos e 

no bico e nas conchas internas de cefalópodes. Na medicina a quitosana tem sido 

utilizada com sucesso na produção de bandagens para redução de sangramento, pois 

possui ação coagulante, e como agente antibacteriano (GHADI et al., 2014). Por ser 

biodegradável e atóxica, a quitosana possui potencial para ser utilizada em sistemas de 

entregas de drogas e vacinas. Insolúvel em meio neutro e básico, a quitosana adquire 

carga positiva em meio ácido graças à protonação de grupos amino livres. Por isso, 

partículas de quitosana, que mantêm sua integridade em meios neutros e básicos, 

podem ser utilizadas para entregar drogas e antígenos em um ambiente ácido, onde a 
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partícula se degradaria e liberaria seu conteúdo. Sistemas de entrega de drogas 

baseados em quitosana incluem esponjas, filmes, microesferas e nanopartículas. 

Uma propriedade particularmente útil da quitosana é sua capacidade de facilitar 

o transporte paracelular e transcelular de drogas, facilitando sua penetração no epitélio 

(Figura 10). A quitosana interage formando um complexo com o muco através de 

interações iônicas, de hidrogênio e hidrofóbicas. Por conta disso e por sua baixa 

toxicidade, nanopartículas de quitosana são veículos promissores para a entrega de 

drogas através de mucosas (MOHAMMED, et al., 2017).  

Figura 10: Representação esquemática de nanopartículas de quitosana atravessando o epitélio via 
transporte paracelular e transcelular 

 

Fonte: MOHAMMED, et al., 2017 

Como exemplos do uso de nanopartículas de quitosana para entrega de 

medicamentos estão o trabalho de BARBIERI et al. (2015), que mostrou que 

nanopartículas de lecitina-quitosana contendo Tamoxifeno, um medicamento 

anticâncer, administrado via oral, aumentaram a absorção do medicamento no epitélio 

intestinal. FENG et al. (2013) prepararam nanopartículas de quitosana e de 

carboximetilquitosana com cloridrato de doxorubicina (DOX), também para 

administração oral, e observaram que as nanopartículas aumentaram a absorção de 

DOX no intestino delgado. A biodisponibilidade do DOX entregue pelas nanopartículas 
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foi de 42%, seis vezes maior do que aquela do medicamento administrado sozinho. 

WANG et al. (2013) prepararam nanopartículas de PLGA e de PLGA com quitosana 

ligada à superfície, ambas com exedina-4, utilizada no tratamento de diabetes tipo 2. 

Estas partículas foram avaliadas in vitro e in vivo para medir a permeabilidade 

transmembrana. Os estudos in vitro mostraram que o coeficiente de permeabilidade 

das nanopartículas com quitosana foi praticamente o dobro daquele das partículas sem 

quitosana, enquanto os estudos in vivo mostraram níveis mais altos da droga no 

sangue dos animais que receberam as nanopartículas de PLGA com quitosana do que 

naqueles que receberam apenas PLGA. 

 Embora neste trabalho não sejam produzidas nanopartículas feitas inteiramente 

de quitosana, espera-se que a adição deste polímero às nanopartículas feitas de PLGA 

e de PGA-co-PDL aumente o efeito adjuvante destas partículas, melhorando a resposta 

contra a infecção pelo pneumococo. 
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3. OBJETIVOS 

Este trabalho se propõe a desenvolver uma nova vacina pneumocócica 

destinada à imunização pulmonar na forma de micropartículas contendo nanopartículas 

compostas de polímeros biocompatíveis e biodegradáveis, poli-(glicerol adipato-co-

pentadecalactona) (PGA-coPDL), poli-(ácido lático-co-ácido glicólico) (PLGA) e 

quitosana, carregadas com proteínas do pneumococo. Para atingir este objetivo, o 

projeto foi dividido em três etapas: 

1. Obtenção dos antígenos pneumocócicos 

1.1. Obter o clone produtor da PdT 

1.2. Otimizar a purificação da PspA4Pro 

2. Produção e avaliação das nanopartículas e das micropartículas 

2.1. Determinar a estrutura das nanopartículas obtidas 

2.2. Analisar a integridade do antígeno ligado às nanopartículas 

2.3. Avaliar a toxicidade das nanopartículas 

3. Avaliação in vitro e in vivo destas partículas 

3.1. Determinar o potencial das micropartículas para estimular células dendríticas 

3.2. Avaliar a ação protetora das micropartículas em camundongos 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Clonagem e produção da PdT  

4.1.1. Obtenção do gene da PdT por PCR 

 Para obter o gene da PdT foi realizado um PCR utilizando como molde o 

plasmídeo pET28+PspA-PdT, construído para a produção do híbrido PspA-PdT 

(KRASCHOWETZ., 2018. Os primers (Tabela 4) foram desenhados com base na 

sequência da PdT, sem cauda de histidina, incluindo os sítios de restrição para 

inserção no plasmídeo e o códon de terminação, com a ajuda da calculadora de 

temperatura de melting e annealing online da New England Biolabs (NEW ENGLAND 

BIOLABS, 2014) e confeccionados pela empresa DNA Express Biotecnologia. Ambos 

os primers possuem aproximadamente 40% GC e temperatura de anelamento de 60ºC.  

 Para a reação de PCR foi utilizada uma polimerase de alta-fidelidade (Platinum 

Taq DNA polymerase high fidelity, Invitrogen). O gene da PdT foi amplificado em um 

termociclador nas seguintes condições: 4 min a 94°C, 30 ciclos de 94°C por 1 min, 

50°C por 2 min e 68°C por 2 min. Foram testadas duas concentrações de MgSO4, 2,0 

mM e 3,5 mM. Os produtos de PCR foram analisados através de eletroforese em gel de 

agarose 0,8%. As bandas do gel foram purificadas utilizando-se kit de purificação GFX 

PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare).  

Tabela 4: Primers utilizados na amplificação do gene da PdT a partir do plasmídeo pET-28+PspA-PdT 

Primer foward 5' TAGCCATGGCAAATAAAGC 3'  

Primer Reverso 5' CTCGAGTTAGTCATTTTCTACC 3' 

4.1.2. Clonagem do gene da PdT 

 O produto da reação de PCR foi ligado ao vetor de clonagem pGEM-T easy 

vector (Promega). Células competentes de E. coli DH5α foram transformadas com a 

reação de ligação de pGEM-T+PdT. Para tanto, foi empregado um tubo com 50 µL de 

E. coli DH5α quimiocompetente armazenado a -80 °C. Adicionou-se ao tubo com as 

células 5 µL da reação de ligação. O frasco foi encubado por 30 min no gelo e em 
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seguida aquecido a 42°C por 2 min e, por fim, transferido novamente para o gelo por 

mais 2 min.  

 Após o choque térmico, foram adicionados 450 µL de meio LB e incubou-se a 37 

°C por 40 min. Então 50 µL da cultura foram plaqueados em placas de LBágar + 

ampicilina (20 µg/mL) + X-gal, que foram incubadas overnight a 37 °C. As colônias com 

o inserto foram selecionadas com base em sua cor. A inserção do produto de PCR no 

pGEM-T easy causa a inativação do gene produtor da beta-galactosidase. Sem esta 

enzima as colônias apresentam coloração esbranquiçada, enquanto as colônias 

produtoras da beta-galactosidase são azuladas. Cinco colônias brancas e uma colônia 

azul foram cultivadas overnight a 37ºC em 5 mL de meio LB + ampicilina. Foram feitas 

minipreparações (minipreps) destes cultivos e os plasmídeos purificados foram 

submetidos à análise de restrição e aplicados em um gel de agarose 0,8%.  

 Os plasmídeos com o perfil de restrição correto foram submetidos ao 

sequenciamento. A miniprep das colônias foi feita com kit de purificação Illustra 

plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare). A análise de restrição foi realizada com 

enzimas Nco I e Xho I, que cortam o plasmídeo liberando o inserto, e com Eco RI, que 

libera o inserto e ainda possui um sítio interno no gene da PdT.   

 Confirmada a sequência, o pGEM-T+PdT foi digerido com Nco I e Xho I e o gene 

da PdT foi purificado do gel de agarose utilizando o mesmo kit descrito no item 4.1.1. 

Ao mesmo tempo o plasmídeo pET-28a (Novagen) foi digerido com as enzimas Nco I e 

Xho I e também purificado do gel. Por fim, o inserto foi ligado ao pET-28a e a reação de 

ligação empregada para transformar E. coli DH5α, que foi então cultivada overnight, 

37ºC, em placa de LBágar+canamicina (50 µg/mL). No dia seguinte uma colônia 

isolada foi cultivada overnight em meio LB+canamicina para realização da miniprep. 

Por fim, E. coli BL21 (DE3) foi transformada com o pET-28a+PdT e cultivada em placa 

de LBágar+canamicina, overnight, a 37°C. Verificada a presença de colônias, avaliou-

se a expressão do gene da PdT em cultivos em frasco. 
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4.1.3. Teste de expressão do gene da PdT   

Quatro clones foram selecionados e cultivados em tubos de 50 mL com 5 mL de 

meio LB+canamicina. Estes frascos foram incubados em shaker, overnight, a 30°C e 

300 rpm. No dia seguinte mediu-se a densidade ótica a 600nm (DO600) de cada tubo. 

Em quatro frascos de 300 mL contendo 30 mL de meio LB+canamicina foram 

adicionados volumes de cada inóculo de modo que cada frasco tivesse DO600 inicial 

igual a 0,1. Os frascos foram cultivados em shaker a 300 rpm e 37°C. Amostras de 1,0 

mL foram retiradas de hora em hora e a indução com IPTG 1,0 mM foi feita quando o 

cultivo atingiu DO600 próxima a 1,0. O cultivo continuou por 4 h após a indução. As 

amostras pré e pós-indução foram centrifugadas e o pellet foi separado para verificação 

da expressão da proteína por SDS-PAGE e densitometria e por western blot. Através 

da porcentagem da banda da PdT no SDS-PAGE, determinada por densitometria, 

identificou-se qual dos clones produziu maior quantidade de PdT. O clone selecionado 

foi cultivado em meio LB-canamicina e armazenado em glicerol 30% a -80°C para 

futuros cultivos.  

Para a realização de cada western blot foram feitos dois géis SDS-PAGE 

idênticos: um para prosseguir com a análise e outro utilizado como controle. As 

proteínas de um dos géis foram transferidas para membrana de nitrocelulose na 

presença de tampão Bjerrum Schafer-Nielsen (Tris 48mM, glicina 39mM, 20% metanol, 

pH9,2) em sistema semi-seco por 80 min e 20 V. A membrana foi corada com solução 

Ponceau para visualização da transferência e indicação com lápis das bandas do 

padrão de massa molecular. Em seguida a membrana foi incubada em solução de 

bloqueio (solução salina tamponada com fosfato (PBS) com 5% leite desnatado) 

overnight. A incubação da membrana com anticorpo primário (soro anti-extrato total de 

pneumococo produzido em coelho diluído na proporção de 1/2000 em PBS com 5% de 

leite desnatado) foi feita por 90 min e então a membrana foi lavada 3 vezes por 10 min 

com PBS+Tween20 0,5% (PBS-T). A incubação com anticorpo secundário (anti-IgG de 

coelho conjugado com peroxidase, Sigma Aldrich) também foi realizada por 90 min e a 

membrana foi lavada novamente por 3 vezes, 10 min cada, com solução de bloqueio e 

uma vez com água destilada. A peroxidase foi revelada utilizando o kit ECL Prime 

Western Bloting Detection Reagent (GE Lifescience) e revelado em um Analisador 
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Luminescente de Imagem (ImageQuant LAS 4000, GE Lifescience). O soro anti-extrato 

total de pneumococo foi gentilmente cedido pelo Dr. Richard Malley, Boston Children’s 

Hospital, EUA. 

4.2. Purificação da PspA4Pro    

 A produção da PspA4Pro em biorreatores foi feita pela equipe da Dra. Teresa 

Cristina Zangirolami, do Departamento de Engenharia Química da Universidade 

Federal de São Carlos. Os cultivos foram centrifugados e o pellet foi congelado a -80 

ºC e enviado para o Instituto Butantan nas condições adequadas para a purificação. O 

processo de purificação foi baseado no trabalho de FIGUEIREDO (2014), que 

desenvolveu um processo de purificação para PspA4Pro baseado na precipitação de 

contaminantes com detergente catiônico brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB), 

seguida de etapas de cromatografia de troca iônica. Neste trabalho procurou-se 

melhorar este processo de purificação utilizando-se a ferramenta de delineamento 

experimental para otimizar a etapa de clarificação com CTAB, além de realizar algumas 

alterações nas etapas cromatográficas, visando obter a proteína com alto grau de 

pureza. Ruptura celular 

 Como a PspA4Pro foi obtida no citoplasma, a primeira etapa do processo de 

purificação é a ruptura das células para liberação da proteína. Esta etapa foi feita de 

acordo com FIGUEIREDO (2014). Resumidamente, 100 g de biomassa congelada 

foram ressuspendidas em 1 L de tampão de lise: NaH2PO4 1mM pH6,5 + EDTA 2,5 

mM com 0,1%(p/v) do detergente neutro Triton X-100 e 1mM do inibidor de proteases 

fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), a cerca de 4ºC e 11.000 rpm, utilizando um 

homogeneizador de pás do modelo X-520 (Ingenieurbüro CAT M. Zipperer GmbH), até 

não haver mais grumos visíveis. A suspensão bacteriana foi colocada em um funil 

encamisado acoplado ao homogeneizador contínuo de alta pressão (APV GAULIN) 

com a saída refrigerada por meio de um trocador de calor do tipo casco e tubo. A 

temperatura do refrigerante ajustada para 4°C, a pressão de trabalho foi de 500 bar 

com fluxo de amostra de 1 L/min. A amostra foi recirculada em loop fechado durante 6 

min e ao final foi empurrada com 500 mL de tampão de lise. A fração recolhida do 

homogeneizador foi nomeada Homogenato.  
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4.2.1. Delineamento experimental para otimização da etapa de clarificação 

da PspA4Pro   

 A fim de melhorar a recuperação e aumentar a remoção de contaminantes 

durante a etapa de clarificação, realizou-se um delineamento experimental para estudar 

a influência de diversas variáveis na remoção de proteínas, ácidos nucleicos e 

polissacarídeos e na recuperação e pureza da PspA4Pro durante esta etapa. Para tal, 

seis variáveis de interesse foram selecionadas: concentração de CTAB (%v/v), 

agitação (rpm), temperatura (°C), concentração de biomassa (g/L), concentração salina 

(mM NaCl) e pH. Com estas seis variáveis foi montada uma matriz Plackett & Burman 

(PB) de 12 ensaios mais 3 pontos centrais (Tabela 5).  

Tabela 5: Descrição das condições dos ensaios da matriz Plackett& Burman de 12 ensaios - PB12 

Ensaios pH 
CTAB 
(%) 

[biomassa] 
(g/L) 

[Salina] 
(mM) 

Agitação 
(rpm) 

Temp. 
(°C) 

pH CTAB(%) 
[biomassa] 

(g/L) 
[Salina] 
(mM) 

Agitação 
(rpm) 

Temp. 
(°C) 

1 1 -1 1 -1 -1 -1 7,5 0,08 100 10 75 15 

2 1 1 -1 -1 -1 -1 7,5 0,2 30 50 75 15 

3 -1 1 1 1 1 -1 6,5 0,2 100 10 175 15 

4 1 -1 1 -1 -1 1 7,5 0,08 100 50 75 30 

5 1 1 -1 1 1 -1 7,5 0,2 30 50 175 15 

6 1 1 1 1 1 1 7,5 0,2 100 10 175 30 

7 -1 1 1 -1 -1 1 6,5 0,2 100 50 75 30 

8 -1 -1 1 1 1 -1 6,5 0,08 100 50 175 15 

9 -1 -1 -1 1 1 1 6,5 0,08 30 50 175 30 

10 1 -1 -1 1 1 1 7,5 0,08 30 10 175 30 

11 -1 1 -1 -1 -1 1 6,5 0,2 30 10 75 30 

12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 6,5 0,08 30 10 75 15 

Ponto 
Central 

0 0 0 0 0 0 7,0 0,14 65 30 120 22,5 

 Para este experimento, 100 g de pellet congelado de E. coli BL21 + 

pET28PspA4Pro foram ressuspendidos em 700 mL de tampão de lise. O homogenato 

foi obtido como descrito no item 4.2.1 e foi aliquotado em 15 frações que foram 
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ajustadas de acordo com as condições estabelecidas nos 12 ensaios e nos 3 pontos 

centrais (Tabela 5). Após incubação por 1 h na temperatura e agitação desejadas, as 

amostras foram centrifugadas e o sobrenadante quantificado para proteínas totais pelo 

método de Lowry utilizando o kit de quantificação de proteínas DC Protein Assay 

(BioRad), a pureza da PspA4Pro foi determinada pela porcentagem da banda da 

proteína em SDS-PAGE medida por densitometria, ácidos nucleicos foram 

determinados pela absorbância a 260 nm medida em espectofotômetro, considerando 

que A260nm = 1,0 corresponde a 50 µg/mL de ácidos nucleicos, e polissacarídeos 

totais foram medidos pelo método fenolsulfúrico (DUBOIS et al., 1951). A análise 

estatística dos resultados foi feita com o programa Protimiza Experimental Design.  

 Determinadas quais das variáveis iniciais influenciaram significativamente a 

clarificação (p<0,05), realizou-se um delineamento composto central rotacional (DCCR) 

com três variáveis em dois níveis (23) com 6 pontos axiais e 3 pontos centrais, de modo 

a gerar superfícies de reposta que indicassem os valores ótimos destas variáveis. Os 

fatores que não influenciaram significativamente na clarificação tiveram os valores 

fixados. A Tabela 6 descreve a matriz utilizada. 

 Tabela 6: Descrição das condições dos ensaios da matriz do DCCR 23 com 6 pontos axiais e 3 pontos 

centrais 

Ensaios CTAB(%) 
[biomassa] 

(g/L) 
Agitação 

(rpm) 
CTAB(%) 

[biomassa] 
(g/L) 

Agitação 
(rpm) 

[Salina] 
(mM) 

Temp 
(°C) 

pH 

1 -1 -1 -1 0,08 44,2 75 10 25 6,5 

2 1 -1 -1 0,2 44,2 75 10 25 6,5 

3 -1 1 -1 0,08 85,8 75 10 25 6,5 

4 1 1 -1 0,2 85,8 75 10 25 6,5 

5 -1 -1 1 0,08 44,2 175 10 25 6,5 

6 1 -1 1 0,2 44,2 175 10 25 6,5 

7 -1 1 1 0,08 85,8 175 10 25 6,5 

8 1 1 1 0,2 85,8 175 10 25 6,5 

9 -1,68 0 0 0,04 65 125 10 25 6,5 

10 1,68 0 0 0,24 65 125 10 25 6,5 

11 0 -1,68 0 0,14 30 125 10 25 6,5 

12 0 1,68 0 0,14 100 125 10 25 6,5 

13 0 0 -1,68 0,14 65 41 10 25 6,5 

14 0 0 1,68 0,14 65 209 10 25 6,5 

Ponto 
Central 

0 0 0 0,14 65 125 10 25 6,5 
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 A biomassa foi rompida nas mesmas condições do experimento anterior e o 

homogenato aliquotado para a realização dos ensaios. A quantificação de proteínas 

totais, ácidos nucleicos, polissacarídeos totais e pureza da PspA4Pro foram realizadas 

pelos mesmos métodos do experimento anterior. As superfícies de resposta também 

foram geradas utilizando o programa Protimiza Experimental Design. Por fim, utilizando 

os modelos obtidos com o DCCR, foram determinadas quais seriam as condições que 

resultariam no melhor processo de clarificação possível e essas condições foram 

avaliadas experimentalmente.   

4.2.2. Clarificação 

 Foram testadas duas estratégias distintas para a clarificação da PspA4Pro. A 

primeira clarificação foi feita de acordo com FIGUEIREDO (2014). Nela o Homogenato, 

com concentração de 100 g/L, foi precipitado com 0,1% (v/v) de CTAB. Na segunda 

clarificação, foram empregadas as condições determinadas como ótimas pelos 

resultados do planejamento experimental (item 4.2.2). Em ambos os casos, após a 

adição do detergente, a mistura permaneceu em agitação por 60 min e em seguida foi 

centrifugada (17696 g, 90 min, 4 ºC). O pellet foi descartado e o Clarificado seguiu para 

as etapas cromatográficas.  

4.2.3. Cromatografia de troca aniônica em Q-Sepharose  

  As cromatografias de troca aniônica foram realizadas de acordo com 

FIGUEIREDO (2014), com algumas modificações. Resumidamente, utilizou-se uma 

resina Q-Sepharose Fast Flow empacotada em coluna XK 50/30 (diâmetro (Ø) = 50 

mm e altura do leito cromatográfico (Lc) = 13 cm) acoplada a um cromatógrafo Äkta 

Avant (GE Lifescience). O volume de coluna (VC) foi de 255 mL e o fluxo de trabalho 

de 50 mL/min. A resina foi equilibrada com 5 VC de solução de fosfato de sódio 10 mM 

pH 6,5 (condutividade de 1,2 mS/cm) e reequilibrada com 5 VC da mesma solução 

após a aplicação da amostra. As amostras aplicadas à resina tiveram o pH ajustado 

para 6,5 e a condutividade ajustada com água destilada para aproximadamente 1,5 

mS/cm. Após a aplicação da amostra e o reequilíbrio realizou-se uma lavagem com 

fosfato de sódio 10 mM pH 6,5 com 150 mM NaCl. A eluição foi feita com 5 VC de 
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solução de fosfato de sódio 10 mM pH 6,5 com 300 mM NaCl. Após a eluição foi feita 

limpeza com fosfato de sódio 10 mM pH 6,5 com 1000 mM NaCl. A resina foi 

regenerada com 3 VC de solução de NaOH 100 mM.  

4.2.4. Crioprecipitação a pH 4,0  

 O ponto isoelétrico (pI) teórico da PspA4Pro é igual a 4,8. Desta forma, a 

proteína recolhida da Q-sepharose em pH 6,5 deve ser acidificada antes de ser 

aplicada à resina de troca catiônica. Para isso, foi adicionado ácido acético glacial na 

amostra até pH 4,0. Após a adição do ácido a amostra foi congelada a -20ºC durante 

24 h. Após o congelamento, a amostra foi descongelada e centrifugada (17696 g, 120 

min, 4 ºC) para remover o precipitado. O sobrenadante, denominado Crio-pH4,0, foi 

aplicado na resina SP-Sepharose. 

4.2.5. Cromatografia de troca catiônica em SP-Sepharose  

 A cromatografia de troca catiônica também foi feita de acordo com FIGUEIREDO 

(2014). Utilizou-se uma resina SP-Sepharose 6 Fast Flow empacotada em coluna XK 

26/20 (Ø = 26 mm, Lc= 14 cm) e acoplada em um cromatógrafo Äkta Avant. O VC foi 

de 75 mL e o fluxo de trabalho utilizado foi de 12 mL/min. A resina foi equilibrada com 5 

VC de tampão acetato de sódio 25 mM com 300mM NaCl, pH 4,0 e reequilibrada com 

5 VC da mesma solução após a aplicação da amostra. A lavagem foi feita com tampão 

acetato de sódio pH 4,0 com 500 mM NaCl. A eluição foi feita com tampão acetato de 

sódio 25 mM pH 4,0 com 850 mM NaCl. A limpeza da resina foi feita com 1000 mM 

NaCl em acetato-Na 25 mM pH 4,0 e a regeneração com 3 VC de uma solução de 

NaOH 100 mM.   

4.2.6. Parâmetros de avaliação dos processos de purificação da PspA4Pro  

 Para avaliar os processos de purificação foram calculados os seguintes 

parâmetros: quantidade de proteínas totais, pureza da PspA4Pro, quantidade de 

PspA4Pro, recuperação global e por etapa da PspA4Pro e fator de purificação da 

PspA4Pro, global e por etapa. A Tabela 7, abaixo, descreve como cada um destes 

parâmetros foi calculado. 
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Tabela 7: Parâmetros utilizados para determinar a eficiência do processo de purificação 

Eq (n) Parâmetro Equação Legenda 

1 Proteínas Totais (g) 𝐶𝑝 × 𝑉 

Cp: Concentração de 

proteínas (g/mL) 

V: Volume total da fração 

(mL) 

2 
Pureza PspA4Pro 

(%) 

𝐴 𝑃𝑠𝑝𝐴4𝑃𝑟𝑜 × 100

∑ 𝐴 𝑏𝑎𝑛𝑑𝑎𝑠
 

A PspA4Pro: área da banda 

de PspA4Pro 

A bandas: áreas das demais 

bandas de proteínas no gel 

3 
Quantidade de 

PspA4Pro(g) 

𝑃(𝑔) × 𝑃𝑢𝑟𝑒𝑧𝑎 𝑃𝑠𝑝𝐴4𝑃𝑟𝑜(%)

100
 

P(g): proteínas totais em 

gramas 

4 
Recuperação geral 

de PspA4Pro (%) 
𝑃𝑠𝑝𝐴4𝑃𝑟𝑜(𝑔)𝑛 × 100

𝑃𝑠𝑝𝐴4𝑃𝑟𝑜(𝑔)ℎ
 

PspA4Pro(g)n: quantidade 

de PspA4Pro na etapa (n) 

PspA4Pro(g)h: quantidade 

de PspA4Pro no 

Homogenato 

5 

Recuperação por 

etapa de PspA4Pro 

(%) 

 

𝑃𝑠𝑝𝐴4𝑃𝑟𝑜 (𝑔)𝑛 × 100

𝑃𝑠𝑝𝐴4𝑃𝑟𝑜(𝑔)𝑛−1

 

 

PspA4Pro(g)n: quantidade 

de PspA4Pro na etapa (n) 

PspA4Pro(g)n-1: quantidade 

de PspA4Pro na etapa 

anterior 

6 
Fator de purificação 

geral 

𝑃𝑠𝑝𝐴4𝑃𝑟𝑜(%)𝑛

𝑃𝑠𝑝𝐴4𝑃𝑟𝑜(%)ℎ

 

PspA4Pro(%)n: pureza da 

PspA4Pro na etapa em 

questão 

PspA4Pro(%)h: pureza no 

Homogenato 

7 
Fator de purificação 

por etapa 

PspA4Pro(%)𝑛

PspA4Pro(%)𝑛−1

 

PspA4Pro(%)n: pureza da 

PspA4Pro na etapa em 

questão 

PspA4Pro(%)n-1: pureza da 

PspA4Pro na etapa anterior 

4.3. Preparo das nanopartículas de poli-(glicerol adipato-co-ω-

pentadecalactona) (PGA-co-PDL) e de poli-(ácido lático-co-ácido 

glicólico)  PLGA  

 As nanopartículas foram preparadas no laboratório do Prof. Dr. Imran Saleem do 

Departamento de farmácia da Liverpool John Moores University. Inicialmente as 
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nanopartículas (NP) de PGA-co-PDL e de PLGA foram preparadas utilizando um 

método de evaporação de solvente em emulsão simples de óleo em água. Duzentos 

miligramas do polímero foram dissolvidos no solvente orgânico diclorometano (DCM) e 

a solução resultante foi adicionada a uma solução de álcool polivinílico (PVA) (fase 

aquosa) sob sonicação, obtendo-se a primeira solução aquosa. Esta solução foi 

adicionada, gota a gota, a uma segunda solução de PVA (segunda solução aquosa) 

sob agitação de 500 rpm por 90 min, à temperatura ambiente, para a evaporação do 

solvente orgânico. Após a evaporação do solvente, as nanopartículas foram coletadas 

por ultracentrifugação a 78000 g por 40 min, 4 ºC e armazenadas para futuros testes 

(Figura 11A). Dado que o tamanho das NP é um fator determinante na captação destas 

pelas células dendríticas, diversas formulações (Tabela 8) foram preparadas buscando 

obter NP com tamanho aproximado de 100 nm. A escolha destas preparações foi feita 

com base no delineamento experimental realizado por KUNDA et al. (2015), que 

estudram a influência de diversos fatores no tamanho de nanopartículas de PGA-co-

PDL. 

Figura 11: Produção das nanopartículas de PGA-co-PDL e PLGA via emulsão simples (A) e emulsão 

dupla (B) 
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DCM: Diclorometano. PVA: Álcool polivinílico. Sonicador (QSonica, EUA) 

Formulação 
Volume 

DCM (mL) 
Volume PVA (1ª 

fase aquosa) (mL) 

Concentração 
PVA (1ª fase 
aquosa) (%) 

Amplitude 
do 

sonicador 
(%) 

Tempo de 
sonicação 

(s) 

Concentração 
PVA (2ª fase 
aquosa) (%) 

1 1,0 4,0 2,5 65 60 1,0 

2 1,0 5,0 10,0 45 300 1,0 

3 1,5 3,0 2,5 45 120 1,0 

4 1,5 3,0 2,5 60 60 1,0 

5 1,5 4,0 5,0 65 300 0,5 

6 1,5 4,0 5,0 65 300 0,5 

7 2,0 4,0 10,0 45 120 1,0 

8 2,0 3,0 10,0 65 120 0,5 

9 2,0 5,0 10,0 65 300 0,75 

10 2,0 5,0 10,0 65 120 0,75 

Tabela 8: Condições de preparação das NP por emulsão simples de óleo em água 

 Diferente das NP preparadas via emulsão simples, onde diversas condições 

foram testadas, as NP preparadas por emulsão dupla foram feitas de acordo com 

resultados prévios do laboratório (ALFAGIH et al., 2015). Neste caso, 200 mg de 

polímero foram dissolvidos em 2 mL de DCM. Esta solução foi gotejada em 1 mL de 

uma solução de PVA 10%(v/v) sob sonicação durante 30 s com amplitude de 65%. A 

primeira emulsão foi adicionada em 4 mL de PVA 0,75%(v/v) sob sonicação por 30 s 

com amplitude de 65%. Após esta segunda sonicação, a solução permaneceu sob 

agitação de 500 rpm por 90 min, à temperatura ambiente para a evaporação do 

solvente orgânico. Finalmente, as NP foram ultracentrifugadas a 78000 g por 40 min, o 

sobrenadante foi descartado e as partículas armazenadas (Figura 11B). 

Visando aumentar o potencial adjuvante das NP, dois tipos de quitosana foram 

incorporadas às partículas: carboximetil quitosana (CM-CS) e cloridrato de quitosana 

(HCl-CS). Para isso, diferentes concentrações de quitosana, 0,2 a 16,0 mg/mL foram 

adicionadas à formulação durante a etapa de evaporação do solvente orgânico (Figura 

11A), nas NP produzidas via emulsão simples, e durante a segunda sonicação 

naquelas produzidas por emulsão dupla (Figura 11B). Em seguida foram determinados 

o tamanho, o potencial zeta e o índice de polidispersão (PDI) das NP. 
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4.4. Caracterização da NP vazias 

4.4.1. Tamanho, índice de polidispersão e potencial Zeta 

 As NP foram analisadas por difração a laser utilizando um Zetasizer Nano ZS 

(Malven Instruments Ltd., Worcestershire, UK). Para tal, uma alíquota de 100 µL das 

NP foi ressuspendida em 4 mL de água deionizada, 1 mL foi adicionado a uma cubeta 

de plástico e as medições foram realizadas em triplicata à temperatura ambiente. 

4.4.2. Ensaio de toxicidade das NP 

 Células dendríticas (JAWS II, ATCC) foram cultivadas por 48 h, 37 ºC, 5% CO2 

em 20 mL de meio RPMI suplementado, contendo 20% de soro fetal bovino, 1% de 

solução de antibiótico/antimicótico (100 unidades/mL penicilina, 100 µg/mL 

estreptomicina, 0,25 µg/mL amfotericina B, Invitrogen) e L-glutamina 4 mM (RPMI 

completo) mais 5 ng/mL de GM-CSF. Após 48 h, as células foram centrifugadas a 1000 

rpm e 24 ºC por 10 min, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 

40 mL do mesmo meio e cultivadas, nas mesmas condições anteriores, por 120 h. 

Após o segundo cultivo, as células foram coletadas e contadas utilizando uma câmara 

de Neubauer. As células foram centrifugadas e ressuspendidas em meio RPMI 

completo de modo a se obter a concentração de 2,5x105 células/mL. Em seguida, 100 

µL desta suspensão foram adicionados aos poços de uma placa de 96 poços que foi 

incubada durante 4 h a 37 ºC e 5% CO2. As diferentes formulações de NP a serem 

testadas foram ressuspendidas cada uma em meio RPMI completo e diluídas de modo 

a obter as seguintes concentrações de NP: 2560 µg/mL, 1280 µg/mL, 640 µg/mL, 320 

µg/mL, 160 µg/mL, 80 µg/mL, 40 µg/mL, 20 µg/mL e 10 µg/mL. Após incubar as 

células, 100 µL de cada concentração de NP foram adicionados, em triplicata, na placa. 

10% dimetil sulfóxido (DMSO) foi utilizado como controle positivo, representando 100% 

de toxicidade, e meio RPMI completo sem NP como controle negativo, 0% toxicidade. 

Após ser incubada por 4 h, 37 ºC, 5% CO2, a placa foi retirada da estufa e 40 µL de 

brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-dimetiltetrazolio (MTT), 5 mg/mL, foram 

adicionados. Após 2 h, o meio foi removido e substituído por 100 µL de DMSO para 

dissolver os cristais formados. A absorbância foi medida à 570nm usando um leitor de 
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placas (Molecular Devices, SpectraMAX 190) e a porcentagem de células viáveis foi 

calculada pela razão entre a absorbância das células tratadas com NP e as células não 

tratadas do controle. 

4.5. Ligação da PspA4Pro às NP 

Determinadas as formulações finais das NP com e sem quitosana, a etapa 

seguinte consistiu da ligação do antígeno pneumocócico, a proteína A de superfície do 

pneumococo (PspA4Pro), às NP. Duas estratégias de ligação foram testadas, a 

adsorção da proteína à superfície das NP e o encapsulamento das proteínas dentro 

das NP (Figura 12). No primeiro caso, após as nanopartículas serem 

ultracentrifugadas, elas foram ressuspendidas em 4 mL de PspA4Pro em pH 4,0 ou pH 

7,0, numa proporção 25:1 NP:PspA4Pro (massa:massa). Esta mistura NP/PspA4Pro 

permaneceu sob agitação em agitador HulaMixer (Life Technology, Invitrogen, Reino 

Unido) durante 1 h, à temperatura ambiente e 20 rpm. As NP com PspA4Pro foram 

ultracentrifugadas a 78000 g, 40 min, 4 ºC.  Para o encapsulamento, adicionou-se a 

PspA4Pro durante a primeira etapa de sonicação, quando o polímero dissolvido em 

DCM foi adicionado à solução de PVA 10%+ PspA4Pro, na proporção 10:2 NP: 

PspA4Pro (massa:massa). Em ambos os casos, para determinar a quantidade de 

proteína ligada às NP, mediu-se a proteína no sobrenadante após a ultracentrifugação 

e calculou-se a diferença entre a quantidade de proteína adicionada e aquela obtida 

após a centrifugação. A quantificação da proteína foi feita por HPLC (Item 4.7) e 

calculou-se a eficiência de ligação de acordo com a Equação 8.  
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Eficiência = 
(𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑃𝑠𝑝𝐴4𝑃𝑟𝑜 𝑙𝑖𝑔𝑎𝑑𝑎)𝑥100

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑃𝑠𝑝𝐴4𝑃𝑟𝑜
                                      Eq. 8                                           

Figura 12: PspA4Pro ligada às nanopartículas por adsorção (A) e por encapsulamento (B) 

 

4.6. Liberação da PspA4Pro das NP 

 Para avaliar a cinética de liberação do antígeno das NP, 20 mg de NP 

carregadas com a PspA4Pro foram ressuspendidas em 5 mL de PBS pH 7,0. Estas 

amostras foram incubadas a 37°C e deixadas rotacionando por 24 h a 20 rpm em 

agitador HulaMixer (Invitrogen, Reino Unido). Em intervalos definidos (30 min, 1 h, 2 h, 

4 h e 24 h), as NP foram retiradas do agitador e centrifugadas (17000 g, 30 min, 24 °C). 

O sobrenadante de cada amostra foi recolhido para quantificação da PspA4Pro por 

HPLC (Item 4.7). As NP foram então ressuspendidas e incubadas novamente até a 

retirada da próxima amostra. 

4.7. Quantificação da PspA4Pro ligada às NP por HPLC 

 A quantificação da PspA4Pro no sobrenadante das NP após a formulação (item 

4.5) e da PspA4Pro liberada das NP (item 4.6) foi realizada utilizando um HPLC Agilent 
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série 1100 (Santa Clara, CA, EUA), equipado com uma coluna Aeris 3,6µm, C4 200A, 

Wide Pore 4.6 mm i.d. × 150 mm comprimento; fase móvel composta por (A) 0,1% TFA 

em água e (B) 0,1% TFA em acetonitrila com gradiente de (A) para (B) de 80:20 até 

25:65 durante 25 min, post-time de 6 min, fluxo de trabalho de 0,8 mL/min, volume de 

injeção de 100 µL e temperatura da corrida igual a 40 °C. A curva padrão de PspA4Pro 

foi preparada a partir de diluições da solução estoque de PspA4Pro (1 mg/mL) em 

PBS, de modo a obter as concentrações: 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0 

mg/mL. Todas as soluções foram filtradas através de filtro 0,45 μm antes da aplicação. 

A área dos picos obtidos para cada concentração de PspA4Pro foi utilizada para 

construir uma curva padrão Área (mAU*cm) x [PspA4Pro] (mg/mL). Tanto o 

sobrenadante obtido após a formulação das NP como as amostras recolhidas do 

ensaio de liberação foram aplicados ao sistema de HPLC, nas condições descritas 

acima, e o resultado obtido (área do pico), utilizado para determinar a concentração de 

PspA4Pro na amostra. 

4.8. Avaliação da PspA4Pro liberada das NP 

 A PspA4Pro liberada das NP (item 4.5) foi avaliada quanto à integridade, à 

capacidade de se ligar a anticorpos anti-PspA4Pro e à manutenção da atividade 

biológica.  

4.8.1. Integridade 

 A integridade da proteína foi avaliada por SDS-PAGE 12%. Para isso, 5 µg de 

PspA4Pro liberada de cada formulação foram adicionados à água destilada até um 

volume final de 15 µL aos quais foram adicionados 5 µL de tampão de amostra para 

SDS-PAGE. Cada amostra foi fervida durante 2 min em banho a 100 ºC e aplicada no 

gel. Após 2 h de corrida a 100 V, o gel foi corado com Comassie-Blue por 4 h, 

descorado e as bandas da PspA4Pro observadas. Como controle positivo utilizou-se 

uma amostra de PspA4Pro purificada que não tenha sido ligada à nenhuma NP. 
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4.8.2. Reconhecimento por anticorpos 

 A capacidade de anticorpos reconhecerem a PspA4Pro liberada das NP foi 

determinada por ELISA. Uma placa de 96 poços com fundo chato foi sensibilizada com 

5 µg de PspA4Pro liberada das NP suspendidas em 100 µL de tampão carbonato de 

sódio por poço. Na mesma placa, 5 µg de PspA4Pro não ligada às NP foi utilizado 

como controle positivo. A placa foi incubada overnight a 4 ºC. No dia seguinte, a placa 

foi lavada três vezes com PBS-T. Todas as lavagens foram feitas desta forma. A placa 

foi bloqueada com 200 µL de leite desnatado 10% em tampão PBS e incubada por 2 h 

a 37 ºC. Após o bloqueio a placa foi lavada e 100 µL de anticorpo anti-PspA4Pro 

(monoclonal 22.003, QED Bioscience), diluído entre 1000 e 64000 vezes em PBS + 

Leite desnatado 5%, foram adicionados em cada poço. A placa foi incubada overnight, 

a 4 ºC, lavada com PBS-T e em cada poço foram adicionados 100 µL de anti-IgG de 

camundongo conjugado à fosfatase alcalina (Jackson ImmunoResearch Europe Ltd) 

diluído em PBS + Leite desnatado 5%. A revelação foi feita utilizando um kit de 

fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich) e a absorbância lida em no comprimento de onda de 

405 nm. 

4.8.3. Atividade biológica de PspA4Pro 

 A atividade biológica da PspA4Pro foi determinada pela sua capacidade de se 

ligar à lactoferrina humana. Uma placa de poliestireno (NUNC) de 96 poços, fundo 

chato, foi sensibilizada com 10 µg de lactoferrina humana dissolvida em 100 µL de 

tampão carbonato de sódio por poço. A placa foi incubada overnight a 4 ºC. No dia 

seguinte a placa foi lavada três vezes com PBS-T. Todas as lavagens foram feitas 

desta forma. A placa foi bloqueada com 200 µL de leite desnatado 10% em tampão 

PBS e incubada por 2 h a 37 ºC. Após o bloqueio, a placa foi lavada e 5 µg de 

PspA4Pro liberadas de cada formulação de NP foi dissolvido em 100 µL de PBS + Leite 

desnatado 5% e adicionados em cada poço. PspA4Pro não ligada à NP foi utilizada 

como controle positivo e PBS + Leite desnatado 5% sem proteínas foi utilizado como 

controle negativo. A placa foi incubada overnight a 4 ºC. No dia seguinte, a placa foi 

lavada e 100 µL de anti-PspA4Pro (monoclonal 22.003, QED Bioscience) diluído 

1:5000 vezes em PBS + Leite desnatado 5% foram adicionados em cada poço. A placa 
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foi incubada por 2 h a 37 ºC.  O anticorpo de revelação empregado foi anti-IgG de 

camundongo conjugado à fosfatase alcalina (Jackson ImmunoResearch Europe Ltd) e 

a revelação feita com kit de fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich). 

4.9. Preparação das micropartículas nanocompostas (NCMP) 

 A incorporação das NP às micropartículas nanocompostas deu-se pela técnica 

de spray-drying, utilizando um mini spray-dry Büchi B-290 (Büchi Labortechnij Flawil, 

Suíça) com um atomizador com 0,7 mm de diâmetro e um ciclone de alta performance. 

As NP carregadas com PspA4Pro foram suspensas em uma solução de L-leucina na 

proporção de 1:1,5 (m/m). A solução foi bombeada para o equipamento de spray-dry 

numa taxa de alimentação igual a 10%, fluxo de ar de 400 L/h, capacidade do aspirador 

igual a 100% e temperaturas de entrada e de saída iguais a 100 ºC e 45-47 ºC, 

respectivamente. As NCMP foram coletadas em tubos de 50 mL, previamente pesado 

(Figura 13). O rendimento do spray-dry foi determinado pela razão entre a massa de 

NCMP coletada no tubo e a massa total de NP + L-leucina aplicada no spray-dry. 

Figura 13: Produção das micropartículas de L-leucina com NP pelo método de spray-dry 

 

 



77 
 

4.10. Ensaio de aerolização in vitro das NCMP 

 Neste experimento, foram utilizadas NCMP contendo NP de PGA-co-PDL e de 

PLGA, com e sem quitosana. 10 mg das NCMP foram pesados e adicionados em uma 

cápsula de hidroxipropil celulose (Hidropromelose, HPMC cápsula de tamanho 3). 

Quatro cápsulas foram preparadas para cada formulação. As cápsulas foram colocadas 

em um inalador (Cyclohaler, Teva Pharmaceutical Industries) acoplado a uma bomba 

(Copley Scientific, Nottingham, Reino Unido), operando em um fluxo de 60 L/min. A 

bomba foi programada para operar durante 4 s, durante os quais as NCMP foram 

sugadas para dentro de um Impactador Next Generation Impactor, NGI com 8 estágios 

(estágios 1 a 7 mais Micro Orifice Colector – MOC), cada um com uma placa coletora 

(Figura 14). Antes da passagem das NCMP, em cada placa do NGI foi aplicada uma 

solução de 1% acetona + Tween 80. As placas foram armazenadas a 37 ºC até 

secarem. Em cada uma foi colocado um filtro de papel e as placas com filtro foram 

pesadas. Após as quatro cápsulas correspondentes a cada formulação de NCMP 

passarem pelo NGI, as placas foram removidas e pesadas novamente, anotando-se a 

massa de NCMP depositada em cada uma. Em seguida as placas foram lavadas, 

tratadas novamente com 1% acetona + Tween 80 e recolocadas para a aerolização da 

próxima amostra.  
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Figura 14: Impactador de Última Geração (Next Generation Impactor, NGI) 

 

 

Fonte: QINSUN, 2019; MARPLE et al., 2003. 
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 A massa de NCMP em cada placa do NGI foi calculada subtraindo-se a massa 

da placa pós-amostra pela massa pré-amostra. A ferramenta mnadcalculator (MMAD 

CALCULATOR, 2018) foi utilizada para calcular o Diâmetro Mediano Aerodinâmico de 

Massa (MMAD), que representa o valor do diâmetro da partícula que divide a curva de 

distribuição de massa em duas áreas iguais, em relação ao diâmetro. Outros 

parâmetros calculados foram a dose de partículas finas (DPF) e a fração de partículas 

finas (FPF), de acordo com as Equações 9 e 10 abaixo. 

DPF= M2 + M3 +M4 +M5 +M6 + M7                                                              Eq. 9 

Onde Mx é igual à massa de NCMP depositada no estágio x no NGI 

𝐹𝑃𝐹 =
𝐷𝑃𝐹𝑥100

𝑀𝑡
                                                               Eq. 10 

Onde Mt é igual à massa total de NCMPaerolizada. 

4.11. Ensaio de ativação de células dendríticas 

4.11.1. Extração e cultivo das células dendríticas de camundongos 

 Doze camundongos fêmeas, linhagem BALB/c, com 7 semanas de idade foram 

sacrificados com dose letal de anestésico Xilazina/Quetamina (60/300 µg/g). Verificado 

o óbito, os animais foram limpos com etanol 70% e fixados em uma mesa cirúrgica. 

Com uma pinça e uma tesoura removeu-se a pele do animal até a altura do meio do 

abdómen. O fêmur foi retirado, removendo-se o máximo possível de tecido ao redor do 

osso, e armazenado em PBS, no gelo, até seu uso.  

 Dentro de uma cabine de fluxo laminar, o fêmur de cada animal foi mergulhado 

em Etanol 70% e em seguida transferido para uma placa contendo meio RPMI com 

solução de antibiótico/antimicótico (1000 unidades/mL penicilina, 1000 µg/mL 

estreptomicina, 2,5 µg/mL anfotericina B, Invitrogen). Com uma tesoura desinfetada, 

ambas as extremidades do fêmur foram removidas. O interior do fêmur foi lavado com 

3 mL de meio RPMI completo + GM-CSF (20 ng/ml, Peprotech) e IL-4 (10 ng/ml, 

Peprotech). As células foram recolhidas em um tubo de 15 mL. O volume do tubo foi 

completado para 10 mL utilizando-se o mesmo meio RPMI acima, e dividido em 2 
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placas de Petri Optilux (100x20mm, Falcon), 5 mL por placa. Em seguida, mais 5 mL 

do meio RPMI foram adicionados em cada uma das placas, que em seguida foram 

incubadas em estufa com 5% CO2, 37 °C. Após 3 dias na estufa, outros 10 mL do meio 

RPMI completo + GM-CSF  e IL-4 foram adicionados a cada placa, que foram 

incubadas, nas mesmas condições anteriores, por mais quatro dias. 

4.11.2. Estímulo das células e leitura no citômetro de fluxo 

 Após quatro dias na estufa foi feita a contagem das células usando câmara de 

Neubauer (diluição 1:10 em Trypan Blue) e 1x106 células foram colocadas em cada um 

dos poços de uma placa de 24 poços. As formulações de NCMP (PGA-co-PDL e 

PLGA, com e sem HCl-Quitosana e com e sem PspA4Pro, esta, quando presente, 

podendo estar encapsulada ou adsorvida), foram adicionadas às células dendríticas em 

cada poço da placa. LPS foi utilizado como controle positivo e células dendríticas sem 

estímulo como controle negativo. Células dendríticas sem estímulo e sem marcação 

foram utilizadas para calibração do citômetro de fluxo (FACS) FACSCanto (BD 

Biosciences). As células foram incubadas com as NCMP por 24 h a 37 °C e 5% CO2. 

No dia seguinte, as células foram transferidas para tubos de FACS com 4 mL de PBS. 

As células foram centrifugadas (10 min, 453 g) e lavadas duas vezes com PBS antes 

da adição da seguinte mistura de anticorpos em cada tubo: IaIeFITC, CD11cPE-Cy7, 

CD11bAPC-Cy7, CD80PerCP-Cy5.5, CD86PE, CD40APC, FVS BV510. Os tubos 

foram incubados por 30 min a 4 °C antes de serem analisadas no FACS. Os programas 

FlowJo (Figura 15) e o GraphPad Prism foram utilizados para a análise dos resultados. 

As diferenças entre os grupos foram avaliadas por One-way ANOVA com pós-teste de 

Tukey. 
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Figura 15: Estratégia de análise no FlowJo. Primeiro, determinou-se a população total de células, 
seguida pela população de células individuais e de células vivas. As células dendríticas 
(CD11b+/CD11c+) foram selecionadas dentre as células vivas. Finalmente as populações CD40+, 
CD80+ CD86+ e IaIe+ foram medidas em cada amostra. 

 

4.12. Desafio letal com S. pneumoniae 

4.12.1. Preparo dos estoques da cepa de S. pneumoniae 

 Para o desafio foi utilizada a cepa de S. pneumoniae ATCC6303, sorotipo 3 e 

que carrega PspA pertencente ao clado 5, família 2. Uma alíquota de ATCC6303 foi 

cultivada overnight em placa de ágar-sangue a 37 ºC em recipiente fechado com vela, 

para remover o máximo possível do O2. No dia seguinte, diversas colônias foram 

coletadas e colocadas em 10 mL de meio THY, de modo a obter uma DO600 inicial de 

aproximadamente 0,1. As células foram cultivadas a 37ºC até atingirem DO600 

próxima a 0,4. Atingida a DO600 estipulada, o cultivo foi centrifugado a 2906 g a 20 ºC 

por 20 min. Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi 
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ressuspendido em 500 µL de THY + 500 µL de glicerol 50%. Alíquotas de 100 µL 

foram transferidas para criotubos a serem armazenados a -80ºC até seu uso. 

Para determinar o volume de estoque a ser utilizado no desafio, um criotubo 

contendo o estoque de pneumococo foi retirado do freezer e diluído serialmente de 101 

até 108 vezes. 10 µL de cada diluição foram plaqueados em triplicata em uma placa de 

ágar-sangue, subsequentemente incubada overnight a 37 ºC em recipiente fechado 

com baixa concentração de O2. No dia seguinte foi feita a contagem das unidades 

formadoras de colônia por mililitro de estoque (UFC/mL). 

4.12.2. Imunização dos animais com as NCMP 

 Foram realizados dois experimentos de desafio, cada um empregando 42 

camundongos fêmea, BALB/c com aproximadamente 7 semanas de idade. Em cada 

experimento os animais foram divididos em 7 grupos com seis animais cada. Cada 

animal foi anestesiado por via intraperitoneal com Xilazina/Quetamina (20/100 µg/g) e 

imunizado de acordo com as Tabelas 9 e 10. 

Tabela 9: Esquema de imunização para o desafio com S. pneumoniae no experimento 1. As massas de 

NCMP listadas correspondem à quantidade de NCMP que contêm 2 µg de PspA4Pro 

Grupo Antígeno Via Quantidade 

1 Salina Pulmonar 50 µL 

2 PspA4Pro Pulmonar 2 µg em 50 µL de salina 

3 PspA4Pro Subcutânea 2 µg em 100 µL de salina 

4 PGA-co-PDL vazia Pulmonar 53,2 µg NCMP em 50 µL de salina 

5 PGA-co-PDL + HCl-Quitosana 

+ PspA4Pro adsorvida 

Pulmonar 53,2  µg NCMP em 50 µL de salina 

6 PLGA vazia Pulmonar 33,7  µg NCMP em 50 µL de salina 

7 PLGA + HCl-Quitosana + 

PspA4Pro encapsulada 

Pulmonar 33,7 µg NCMP em 50 µL de salina 
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Tabela 10: Esquema de imunização para o desafio com S. pneumoniae no experimento 2. As massas de 

NCMP listadas correspondem à quantidade de NCMP que contêm 6 µg de PspA4Pro 

Grupo Antígeno Via Quantidade 

1 Salina Pulmonar 50 µL 

2 PspA4Pro Pulmonar 6 µg em 50 µL de salina 

3 PspA4Pro Subcutânea 6 µg em 100 µL de salina 

4 PGA-co-PDL vazia Pulmonar 159,6 µg NCMP em 50 µL de salina 

5 PGA-co-PDL + HCl-Quitosana 

+ PspA4Pro adsorvida 

Pulmonar 159,6 µg NCMP em 50 µL de salina 

6 PLGA vazia Pulmonar 101,1 µg NCMP em 50 µL de salina 

7 PLGA + HCl-Quitosana + 

PspA4Pro encapsulada 

Pulmonar 101,1 µg NCMP em 50 µL de salina 

 Para realizar a imunização pulmonar, as NCMP foram pesadas e 

ressuspendidas em solução salina estéril imediatamente antes da imunização. Os 

animais anestesiados foram posicionados na vertical e 50 µL da suspensão de NCMP 

em salina foram inoculados rapidamente em uma das narinas do animal, que 

permaneceu na vertical por mais alguns minutos até ser devolvido à caixa. Após a 

imunização, foi aplicado colírio nos olhos de cada animal para evitar ressecamento e 

irritação nos olhos decorrente da anestesia. Treze dias após a imunização foi feita a 

sangria retrorbital de todos os animais para determinação do título de anticorpos anti-

PspA4Pro. Quatorze dias após a imunização foi aplicada uma segunda dose, seguindo 

o mesmo esquema de imunização prévio. Treze dias após a nova imunização foi feita 

nova sangria retrorbital e quatorze dias após a segunda dose os animais foram 

desafiados com S. pneumococo ATCC6303 (Tabela 11). 

Tabela 11: Cronograma dos experimentos de imunização com as NCMP e desafio letal com cepa 

virulenta de pneumococo 

Dia Experimento 

1 Imunização - 1ª Dose 
14 Sangria 1 
15 Imunização - 2ª Dose 
28 Sangria 2 
36 Desafio com pneumococo 
50 Fim do experimento – Sacrifício dos animais sobreviventes 
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4.12.3. Determinação do título de anticorpos anti-PspA4pro no soro dos  

animais imunizados 

 Imediatamente após cada sangria, o sangue coletado foi armazenado a 37ºC 

durante 30 min e depois overnight a 4ºC. No dia seguinte, os coágulos formados em 

cada amostra foram retirados e cada tubo foi centrifugado a 453 g por 10 min a 4 ºC. O 

soro de cada amostra foi coletado e congelado a -20ºC até seu uso. 

 O título de IgG anti-PspA4Pro foi determinado por ELISA. Para tal uma placa de 

96 poços (NUNC) foi sensibilizada com 0,5 µg de PspA4Pro em 100 µL de tampão 

carbonato-bicarbonato e incubada overnight a 4 ºC. No dia seguinte a placa foi lavada 

três vezes com tampão PBS-T. O bloqueio foi feito com leite desnatado 5% em PBS, 

200 µL por poço, e a placa incubada por 1 h a 37 ºC. Após o bloqueio, a placa foi 

lavada três vezes com PBS-T. O soro de cada animal foi diluído, inicialmente 20 vezes, 

em tampão PBS + 1% BSA e aplicado à placa, 100 µL por poço. Após a diluição 

seriada das amostras de soro na placa, esta foi incubada por 2 h a 37 ºC. A cada 

ELISA realizado o intervalo de diluição das amostras foi ajustado de acordo com o 

resultado do ELISA anterior. Após ser incubada com o soro dos animais, a placa foi 

lavada, como anteriormente, e 100 µL de anti-IgG de camundongo conjugado à 

peroxidase (Sigma-Aldrich), diluído 5000 vezes em PBS + 1% BSA. A placa foi 

incubada durante 1 h a 37 ºC e lavada como anteriormente. O ELISA foi revelado com 

100 µL por poço de uma solução de OPD em tampão citrato fostato + 50 µL H2O2 

30%(v/v). A reação de revelação ocorreu por 10 min e foi interrompida com 50 µL de 

H2SO4 4 M. As placas foram lidas em um leitor de placas (Thermo Fisher) e os 

resultados analisados com os softwares Excel e GraphPad Prism. O título foi definido 

como o inverso da maior diluição com DO492 ≥ 0,1. As diferenças entre os grupos por 

avaliada por One-way ANOVA com pós-teste de Tukey. 

 Além do título de IgG total, também foram determinados os títulos de IgG1 e de 

IgG2 do soro de cada animal, novamente por ELISA. O protocolo foi semelhante ao 

anterior, mas no lugar de anti-IgG de camundongo conjugado à peroxidase, foi 

adicionado anti-IgG1 ou anti-IgG2 de camundongo, ambos obtidos em cabra, diluídos 

1000 vezes em PBS + 1% BSA. Neste experimento o anticorpo de revelação utilizado 
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foi anti-IgG de cabra conjugado à peroxidase diluído 20000 vezes em PBS + 1% BSA. 

A revelação e a leitura da placa foram feitas como anteriormente. 

4.12.4. Ensaio de desafio letal com cepa virulenta de pneumococo   

 Duas semanas após a segunda dose os animais foram anestesiados por via 

intraperitoneal com Xilazina/Quetamina (20/100 µg/g). Com base na UFC/mL 

previamente determinada (item 4.13.1), um volume do estoque contendo 3x105 UFC foi 

adicionado à salina estéril para totalizar o volume final de 50 µL, pipetado em uma das 

narinas do camundongo anestesiado empregando o mesmo procedimento utilizado 

para imunização pulmonar. Após o desafio, os animais foram observados durante 10 

dias, duas vezes ao dia. Animais letárgicos foram eutanasiados com dose letal de 

Xilazina/Quetamina (60/300 µg/g). No segundo experimento de desafio realizado, onde 

a dose de PspA4Pro foi aumentada de 2 μg para 6 μg, os animais foram observados 

durante 14 dias em vez de 10. Após o término dos experimentos, os animais 

sobreviventes foram sacrificados com dose letal de anestésico. As diferenças entre os 

grupos na sobrevivência final foram analisadas pelo Teste Exato de Fisher. 
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5. RESULTADOS  

5.1. Clonagem PdT 

 Duas condições foram avaliadas para amplificação do gene de PdT por PCR: 

2,0 mM e 3,5 mM de MgSO4. O gene foi amplificado nas duas condições e a banda no 

gel foi mais intensa com a maior concentração de MgSO4 (Figura 16).  

 
Figura 16: Gel de agarose 0,8% com o gene da PdT amplificado. 1) Padrão, 2) PdT - 2 mM MgSO4 e 3) 

PdT - 3,5 mM MgSO4 

 

 O produto da PCR foi ligado ao plasmídeo pGEM-T. A reação de ligação foi 

utilizada para transformar E. coli DH5α, que foi cultivada em placa de LBágar + 

ampicilina + X-gal, tendo sido obtida uma grande quantidade de colônias brancas. 

Cinco destas colônias foram selecionadas e cultivadas em meio LB + ampicilina para 

realização da miniprep. O gel de agarose das minipreps dessas cinco colônias de E. 

coli DH5α transformadas com o pGEM-T-PdT mostrou a diferença de massa molecular 

entre o plasmídeo com o gene e o controle, pGEM-T vazio (Figura 17).  
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Figura 17: Gel de agarose 0,8% do pGEM-T vazio e transformado com o gene da PdT 

 

 Após a miniprep, foi feita digestão do plasmídeo pGEM-T-PdT com as enzimas 

Eco RI, Xho I e Nco I. A enzima Eco RI libera o inserto de pGEM-T Easy e corta o gene 

da PdT uma vez na posição 515 (canaleta 2, 

 
Figura 18: Gel de agarose 0,8% mostrando o mapa de restrição do pGEM-T carregando o gene da PdT e 
do pET-28a. 1) Padrão, 2) Digestão pGEM-T-PdT com Eco RI, 3) Digestão pGEM-T-PdT com Nco I, 4) 
Digestão pGEM-T-PdT com Xho I, 5) Digestão dupla do pGEM-T-PdT com Nco I e com Xho I, 6) 
Digestão pET28 com Nco I, 7) Digestão pET28 com Xho I, 8) Digestão pET28 com Nco I e XhoI 
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 Todas as bandas esperadas na digestão do pGEM-T-PdT com a Eco RI, a Nco I 

e a Xho I foram observadas no gel e a presença dos sítios de restrição para Nco I e 

Xho I no pET-28a também foi confirmada. Assim, o pGEM-T-PdT foi empregado para 

sequenciar o gene da PdT e a sequência obtida correspondeu à sequência do gene da 

PdT, incluindo as três mutações que destoxificam a pneumolisina (ANEXO I). Assim, o 

pGEM-T-PdT foi digerido com Nco I e Xho I, o gene da PdT foi purificado e inserido no 

pET-28a e o produto da reação de ligação foi usado para transformar E. coli DH5α. Das 

colônias que cresceram na placa de LBágar + canamicina, seis foram selecionadas e 

cultivadas em meio líquido. Feita a miniprep o plasmídeo pET-28a-PdT foi inserido na 

E. coli BL21(DE3) e as colônias obtidas na placa de LBágar + canamicina foram 

testadas para a expressão do gene da PdT.  

5.2. Teste de expressão do gene da PdT  

 Após obter colônias isoladas de E. coli BL21(DE3) pET-28a-PdT em placa de 

LBágar + canamicina, 4 colônias foram selecionadas para realização do teste de 

expressão. Os quatro clones tiveram perfis de crescimento muito semelhantes (Figura 

19). Desta forma, amostras pré e pós-indução, retiradas às 2 h e 5 h de cultivo, 

respectivamente, dos quatro clones foram aplicadas ao SDS-PAGE (Figura 20). 

Figura 19: Crescimento celular dos clones selecionados de E. coli BL21(DE3) pET28-PdT para avaliar a 

produção de PdT 

 

Figura 20: SDS-PAGE 12% das amostras dos cultivos para escolha do clone produtor de PdT em E. coli 
BL21(DE3). 1: Clone 1 Induzido; 2: clone 1 não-induzido; 3: clone 2 induzido; 4: clone 2 não-induzido; 5: 
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padrão de massa molecular; 6: clone 3 induzido; 7: clone 3 não-induzido; 8: clone 4 não-induzido; 9: 
clone 4 induzido. As flechas indicam a banda correspondente à PdT. 

 

 Nos 4 clones induzidos pode ser vista uma banda entre 45 kDa e 60 kDa, 

intervalo que compreende a massa predita da PdT (52,8 kDa), que não está presente 

na amostra pré-indução. Para confirmar a produção da PdT foi realizado o western blot 

das amostras pré e pós-indução dos quatro clones ( 

Figura 21).  

 

Figura 21: Western blot das amostras dos cultivos para escolha do clone produtor de PdT em E. coli 
BL21(DE3). 1: clone 1 não-induzido; 2: clone 1 induzido; 3: clone 2 não-induzido; 4: clone 2 induzido; 5: 
clone 3 não induzido; 6: clone 3 induzido; 7: clone 4 não-induzido; 8: clone 4 induzido. 
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As bandas abaixo da PdT podem significar tanto a degradação de parte da 

proteína como reatividade inespecífica com o anticorpo utilizado, anti-extrato total de 

pneumococo. Ainda assim o western blot confirmou que todos os clones produziram a 

PdT após a indução com IPTG. Confirmada a produção da PdT, a densitometria das 

bandas do SDS-PAGE mostrou que o clone 4 produziu a maior quantidade de PdT em 

relação ao total de bandas de proteínas presentes no gel. Assim este clone foi 

escolhido para produção do estoque congelado e para futuros cultivos de PdT.  

5.3. Purificação PspA4Pro  

5.3.1. Delineamento experimental para otimização da etapa de clarificação 

da PspA4Pro 

 A seleção das variáveis que influenciam significativamente a etapa de 

clarificação da PspA4Pro foi feita por um delineamento experimental de Plackett & 

Burman. As seguintes variáveis foram avaliadas: concentração de CTAB, concentração 

da biomassa, velocidade de agitação, temperatura, concentração salina e pH (  

Tabela 5). A maioria dos ensaios teve recuperação total da PspA4Pro e redução de 

mais de 90% do total de ácidos nucleicos, pureza entre 54% e 79% e uma grande 

diferença na redução de polissacarídeos totais entre os diferentes ensaios (entre 1,6 e 

72%), além de boa reprodutibilidade dos pontos centrais (Tabela 12). 

Tabela 12: Resultados da etapa de clarificação obtidos para os 12 ensaios (PB1-12) e os 3 pontos 

centrais (PC1-3) realizados de acordo com as condições definidas na matriz PB12 mostrada na Tabela 5 

Amostra 
Pureza PspA4Pro 

(%)* 

Recuperação 

PspA4Pro (%) 

Redução Ac, 

Nucleicos (%) 

Redução 

Polissacarídeos (%) 

PB1 54,4 100,0 81,9 28,2 

PB2 58,9 66,9 57,1 50,9 

PB3 57,5 100,0 92,5 33,2 

PB4 54,7 100,0 85,4 72,8 

PB5 76,1 100,0 97,3 48,0 

PB6 59,2 100,0 91,1 6,6 

PB7 63,2 100,0 90,3 37,9 

PB8 51,1 100,0 85,3 1,6 

PB9 61,7 57,1 93,5 23,4 
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PB10 70,9 100,0 92,9 26,8 

PB11 79,8 100,0 98,3 56,2 

PB12 62,6 100,0 93,4 41,6 

PC1 59,3 86,5 93,0 35,9 

PC2 59,8 82,1 93,7 39,7 

PC3 56,1 95,3 93,2 38,6 

*Pureza inicial da PspA4Pro = 45%; PC = Ponto central 

 Das 6 variáveis testadas, somente a concentração de CTAB, a concentração de 

biomassa úmida e a velocidade de agitação influenciaram de forma significativa o 

processo de clarificação (Figura 22). Portanto, essas 3 variáveis foram empregadas 

para construir a matriz do delineamento central composto rotacional 23 com 6 pontos 

axiais e 3 pontos centrais (Tabela 13). 
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Figura 22: Gráficos de Pareto mostrando a influência de cada variável nos diferentes parâmetros da 
etapa de clarificação da PspA4Pro. A) Remoção de proteínas totais, B) Remoção de polissacarídeos; C) 
Remoção de ácidos nucleicos; D) Recuperação da PspA4Pro; E) Pureza da PspA4Pro 
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Tabela 13: Resultados da etapa de clarificação obtidos nos ensaios do DCCR 23 com 6 pontos axiais e 3 

pontos centrais realizados de acordo com as condições mostradas na Tabela 6. 

  

Amostra 
Pureza PspA4Pro* 

(%) 

Recuperação 

PspA4Pro (%) 

Redução Ac. 

Nucleicos (%) 

Redução 

Polissacarídeos (%) 

DCCR1 73,7 81,6 26,2 21,7 

DCCR2 75,2 58,3 81,2 57,0 

DCCR3 67,4 99,4 32,3 4,6 

DCCR4 73,8 85,9 55,3 42,7 

DCCR5 70,8 83,2 17,8 21,7 

DCCR6 79,2 64,7 83,6 58,0 

DCCR7 65,7 85,6 32,4 7,7 

DCCR8 75,5 84,4 60,1 50,6 

DCCR9 70,6 100,0 19,5 0,0 

DCCR10 85,0 82,5 79,2 56,3 

DCCR11 77,7 64,1 83,2 58,0 

DCCR12 65,9 100,0 20,6 28,6 

DCCR13 58,9 59,9 45,6 26,8 

DCCR14 60,0 54,6 42,5 48,1 

PC1 53,5 58,7 41,4 25,4 

PC2 52,4 56,7 38,8 25,5 

PC3 53,1 58,0 38,4 23,1 

*Pureza inicial da PspA4Pro = 38,8%; PC = Ponto central 

 Observa-se no gráfico de Pareto (Figura 23) que a concentração de CTAB foi a 

variável que mais influenciou no aumento da pureza de PspA4Pro, seguida pela 

concentração da biomassa e pela agitação, sendo a influência de cada variável 

independente uma da outra. Os efeitos quadráticos da concentração de CTAB, 

concentração de biomassa e agitação mostram que estas três variáveis estão 

associadas à pureza de forma não linear, gerando a superfície curva que pode ser 

observada na Figura 24. A Tabela 14, abaixo, apresenta os resultados da regressão e 

da ANOVA calculados. Com base na regressão e no gráfico de Pareto, após eliminar 

os fatores não significativos, pode-se determinar um modelo empírico para a influência 

destas variáveis na pureza da PspA4Pro (Eq. 11).  
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Tabela 14: Cálculo de regressão e teste Anova para determinar a influência das variáveis concentração 
de CTAB, concentração de biomassa e agitação na pureza da PspA4Pro após a etapa de Clarificação. 

Pureza PspA4Pro 

Regressão 

Variável Coeficiente Erro padrão T calculado p-valor 

 

Média 52,87 1,15 45,89 0,0000 

[CTAB] 3,68 0,54 6,81 0,0000 

[CTAB]2 9,2 0,6 15,46 0,0000 

[Biomassa] -2,66 0,54 -4,92 0,0005 

[Biomassa]2 7,08 0,6 11,89 0,0000 

Agitação2 2,72 0,6 4,56 0,0008 

Anova 

Fonte de 
variação 

Soma dos 
Quadrados 

Graus de 
Liberdade 

Quadrado 
Médio 

F calculado p-valor 

Regressão 1485,5 5 297,1 74,3 0,00000 

Resíduos 44 11 4 
  

Falta de ajuste 43,3 9 4,8 15,5 0,06189 

Erro puro 0,6 2 0,3 
  

Total 1529,5 16 
   

R2 97,12% 
    

 
Figura 23: Gráfico de Pareto e correlação entre valores preditos e experimentais dos ensaios do DCCR 
para a pureza da PspA4Pro.  X1 corresponde à concentração de CTAB, X2 à concentração da biomassa 
e X3 à agitação. 

 

 

 



95 
 

P = 52,9 + 3,68 x [C] + 9,2 x [C]2 - 2,66 x [CB] + 7,1 x [CB]2 + 2,72 x [A]2             Eq. 11  

Sendo P = Pureza PspA4Pro, [C] = concentração de CTAB, [CB] = concentração da 

biomassa e [A] = agitação 

  

 Observa-se também que os valores experimentais acompanharam os valores 

preditos pelo modelo por todo o intervalo, com R2 superior a 97%, isto é, o modelo 

empírico está representando bem os dados experimentais. Com base neste modelo 

foram geradas superfícies de resposta descrevendo como cada variável influencia na 

pureza da PspA4Pro (Figura 24Figura 24). 

   

Figura 24: Superfícies de resposta da pureza da PspA4Pro em função de: concentração de CTAB (X1) x 
concentração de biomassa úmida (X2); concentração de CTAB x agitação (X3) e concentração da 
biomassa úmida x agitação. A cor laranja representa a maior pureza 
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 Foi observada uma relação positiva entre o aumento da concentração de CTAB 

e da agitação com o aumento da pureza, enquanto a redução da concentração da 

biomassa úmida, ou seja, aumento da diluição, teve relação negativa. De acordo com 

as superfícies, os maiores valores de pureza seriam alcançados nas condições 

extremas (-1/+1) destas variáveis, enquanto os piores resultados seriam obtidos 

próximo ao ponto central. A maior agitação favoreceria o encontro das moléculas do 

detergente com os contaminantes, enquanto a menor concentração de biomassa teria 

efeito oposto.   

 O gráfico de Pareto (Figura 25) e a Tabela 15 mostram que a concentração de 

CTAB e de biomassa são os fatores que mais influenciam na recuperação da 

PspA4Pro, de forma independente e associadas entre si. A agitação influencia somente 

quando associada à concentração de biomassa. O modelo da influência destas 

variáveis na recuperação da PspA4Pro está descrito pela Equação 12.  

Tabela 15: Cálculo de regressão e teste Anova para determinar a influência das variáveis concentração 

de CTAB, concentração de biomassa e agitação na recuperação da PspA4Pro após a etapa de 

Clarificação. 

Recuperação PspA4Pro 

Regressão 

Variável Coeficiente Erro padrão T calculado p-valor 

 

Média 58,07 1,46 39,81 0,0000 

[CTAB] -6,29 0,91 -6,9 0,0000 

[CTAB]2 12,26 0,96 12,77 0,0000 

[Biomassa] 9,36 0,91 10,26 0,0000 

[Biomassa]2 9 0,96 9,38 0,0000 

[CTAB]x[Biomassa] 3,39 1,19 2,84 0,0175 

[Biomassa]xAgitação -2,91 1,19 -2,44 0,0347 

Anova 

Fonte de variação 
Soma dos 

Quadrados 
Graus de 
Liberdade 

Quadrado 
Médio 

F 
calculado 

p-valor 

Regressão 4255,4 6 709,2 62,4 0,00000 

Resíduos 113,7 10 11,4 
  

Falta de ajuste 111,7 8 14 13,6 0,07052 

Erro puro 2,1 2 1 
  

Total 4369,1 16 
   

R2 97,40% 
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R = 58,7 – 6,29 x [C] +12.26 x [C]2 +9.4 x [CB] + 9 x [CB]2 +3,39 x [C] x [CB] – 2,9 x 

[CB] x [A]                                                                                                                                 Eq.12  

Sendo R = recuperação de PspA4Pro, [C] = concentração de CTAB, [CB] = 

concentração da biomassa e [A] = agitação 

Figura 25: Gráfico de Pareto e correlação entre valores preditos e experimentais dos ensaios do 
rotacional para a recuperação da PspA4Pro.  X1 corresponde à concentração de CTAB, X2 à 
concentração da biomassa úmida e X3 à agitação 

 

 As superfícies de resposta obtidas mostram que a menor concentração da 

biomassa úmida influenciou positivamente a recuperação de PspA4Pro independente 

da concentração de CTAB e da agitação (Figura 26). Por outro lado, a biomassa mais 

concentrada só levou ao aumento da recuperação quando acompanhada da redução 

da concentração de CTAB. De fato, o aumento da concentração de CTAB reduziu a 

recuperação. Experimentos anteriores revelaram que o CTAB não se liga à PspA4Pro, 

mesmo quando o pH do meio está acima do seu ponto isoelétrico (FIGUEIREDO, 

2014). Desta forma, sugerimos que a perda de PspA4Pro com o aumento da 

concentração de CTAB se deva ao arraste desta proteína juntamente com o precipitado 

formado pela interação do CTAB com moléculas do hospedeiro. Uma suspensão de 

biomassa mais diluída levaria a menor arraste da PspA4Pro mesmo com o aumento da 

concentração de CTAB, situação observada na superfície CTAB x diluição. Menor 

agitação favoreceu a recuperação quando a biomassa está mais diluída, porém das 

três variáveis a agitação foi a que menos influenciou a recuperação da PspA4Pro. 
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Figura 26: Superfície de resposta do aumento da recuperação da PspA4Pro em função de: concentração 
de CTAB (X1) x concentração de biomassa úmida (X2); concentração de CTAB x agitação (X3) e 
concentração de biomassa úmida x agitação 

 

 Diferente do que foi observado para a recuperação e a pureza, a agitação não 

influenciou significativamente na remoção de ácidos nucleicos. Como pode ser visto na 

Tabela 16 e nos gráficos de Pareto (Figura 27) e de superfície (Figura 28), a 

concentração de CTAB influenciou positivamente na remoção destes contaminantes, 

enquanto menor concentração de biomassa teve efeito contrário. Por se ligar a 

moléculas grandes com carga negativa, o CTAB é comumente utilizado na remoção de 

ácidos nucleicos e purificação de plasmídeos, o que está de acordo com o resultado 

observado. Este modelo não apresenta efeitos quadráticos e está descrito pela 

Equação 13. O R2 abaixo de 90% indica que este modelo não representou tão bem os 

dados experimentais como os anteriores, indicando que este modelo precisaria ser 

ajustado ou que outras avriáveis não analisadas estariam influenciando o resultado. 
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Tabela 16: Cálculo de regressão e teste Anova para determinar a influência das variáveis: concentração 

de CTAB e concentração de biomassa na remoção de ácidos nucleicos após a etapa de Clarificação 

Remoção de ácidos nucleicos 

Regressão 

Variável Coeficiente Erro padrão T calculado p-valor 

 

Média 46,94 2,25 20,88 0,0000 

[CTAB] 19,93 2,51 7,94 0,0000 

[Biomassa] -9,8 2,51 -391 0,0018 

[CTAB]x[Biomassa] -8,75 3,28 -2,67 0,0193 

Anova 

Fonte de variação 
Soma dos 

Quadrados 
Graus de 
Liberdade 

Quadrado 
Médio 

F 
calculado 

p-valor 

Regressão 7346,8 3 2448,9 28,5 0,00001 

Resíduos 1117,3 13 85,9 
  

Falta de ajuste 1111,8 11 101,1 36,4 0,02702 

Erro puro 5,6 2 2,8 
  

Total 8464,1 16 
   

R2 86,80% 
    

Ran= 46,94 + 19,93 x [C] – 9,80 x [CB] = 8,75 x [C] x [CB]                                         Eq. 13 

Sendo Ran = remoção de ácidos nucleicos, [C] = concentração de CTAB e [CB] = 

concentração da biomassa 

 
Figura 27: Gráfico de Pareto e correlação entre valores preditos e experimentais dos ensaios do 
rotacional para a redução de ácidos nucleicos. X1 corresponde à concentração de CTAB e X2 à 
concentração da biomassa. 

 

Figura 28: Superfície de resposta do aumento da redução de Ácidos Nucleicos em função da 

concentração de CTAB x concentração da amostra. 
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 A Tabela 17 e o gráfico de Pareto (Figura 29) mostram que, assim como foi 

observado para o aumento da pureza da PspA4Pro, o aumento da concentração de 

CTAB e da agitação tiveram influência positiva na remoção de polissacarídeos, 

enquanto a menor concentração da amostra teve influência negativa. A concentração 

de CTAB foi o fator que mais influenciou na remoção deste contaminante e, neste 

modelo, atua somente de forma linear (Equação 14 e Figura 30). 
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Tabela 17: Cálculo da regressão e teste Anova para determinar a influência das variáveis concentração 

de CTAB, concentração de biomassa e agitação na remoção de polissacarídeos após a etapa de 

Clarificação. 

Pureza PspA4Pro 

Regressão 

Variável Coeficiente Erro padrão T calculado p-valor 

  

Média 25,36 1,83 13,88 0,0000 

[CTAB]  18,11 1,14 15,84 0,0000 

[Biomassa] -7,49 1,14 -6,55 0,0000 

[Biomassa]2 5,6 1,2 4,66 0,0007 

Agitação 3,5 1,14 3,06 0,0108 

Agitação2 3,53 1,2 2,94 0,0136 

Anova 

Fonte de 
variação 

Soma dos 
Quadrados 

Graus de 
Liberdade 

Quadrado 
Médio 

F 
calculado p-valor 

Regressão 5869,6 5 1172,7 65,7 0,00000 

Resíduos 196,4 11 17,9     

Falta de ajuste 192,7 9 21,4 11,6 0,08175 

Erro puro 3,7 2 1,8     

Total 6060 16       

R2 96,76%         

Figura 29: Gráfico de Pareto e correlação entre valores preditos e experimentais dos ensaios do 
rotacional para a redução de polissacarídeos totais.  X1 corresponde à concentração de CTAB, X2 à 
concentração da biomassa e X3 à agitação. 
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PS = 25.4 + 18,1 x [C] - 7,49 x [CB] + 5,6 x [CB]2 + 3,5 x [A] + 3,5 x [A]2                Eq. 14 

Sendo PS = eliminação de polissacarídeos, [C] = concentração de CTAB, [CB] = 

concentração da biomassa e [A] = agitação 

Figura 30: Superfície de resposta do aumento da recuperação da PspA4Pro em função de: concentração 
de CTAB x concentração da amostra; concentração de CTAB x agitação e concentração da amostra x 
agitação. 

 

 Com base nos modelos obtidos acima, foram determinadas quatro condições de 

clarificação que resultariam nas maiores pureza e recuperação da PspA4Pro com 

elevada remoção dos contaminantes (Tabela 18). Os resultados dos ensaios descritos 

na Tabela 18 são apresentados na Tabela 19. 
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Tabela 18: Condições simuladas para otimização da clarificação com base nas equações geradas pelo 

modelo do DCCR 

Ensaios CTAB (%) 
[Biomassa 

úmida] (g/L) 

Agitação 

(rpm) 

[Salina] 

(mM) 
Temp. ºC pH 

1 0,26 23,4 175 10 25 6,5 

2 0,24 23,4 209 10 25 6,5 

3 0,26 33,8 209 10 25 6,5 

4 0,26 23,4 125 10 25 6,5 

Tabela 19: Resultados experimentais dos ensaios realizados de acordo com as condições preditas como 

ótimas pelo modelo obtido do DCCR 

Ensaio 
Pureza 

PspA4Pro (%) 
Recuperação 
PspA4Pro (%) 

Redução Ac. 
Nucleicos (%) 

Redução 
Polissacarídeos (%) 

1 72.7 97.7 77.6 74.2 

2 73.8 100.0 75.9 66.8 

3 68.4 96.1 61.9 65.8 

4 68.0 95.6 78.0 83.4 

 A purificação de proteínas recombinantes é um processo complexo e dificilmente 

é possível atingir 100% de pureza em somente uma etapa de purificação, 

especialmente quando esta etapa é pouco específica, como a precipitação. Desta 

forma, embora o modelo teórico tenha determinado quais condições de clarificação 

levariam à quase total remoção de contaminantes com recuperação total da proteína, 

era esperado que tais valores não fossem atingidos. Mesmo assim, comparando os 

resultados da Tabela 19 com aqueles da Tabela 13, observamos que os ensaios 

otimizados 1 a 4 são os que melhor aliam a remoção dos contaminantes com a 

recuperação da PspA4Pro. Todos os ensaios otimizados tiveram recuperação superior 

a 95% e pureza próxima à 70% e, embora alguns ensaios do DCCR tenham atingido 

valores semelhantes de pureza e recuperação (Ensaios 3, 9 e 12, Tabela 13), os 

ensaios otimizados apresentaram remoção de ácidos nucleicos e polissacarídeos muito 

maior. Das 4 condições otimizadas escolhemos a condição 1 para ser aplicada a um 

processo de purificação completo da PspA4Pro, afim de compará-lo com o processo de 

purificação utilizado no laboratório até o momento, que emprega 0,1% de CTAB e 100 

g/L de biomassa úmida. Escolhemos esta condição porque embora a condição 2 tenha 
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pureza e recuperação um pouco maiores, a condição 1 teve maior redução de ácidos 

nucleicos.  

5.3.2. Comparação entre a purificação da PspA4Pro empregando a 

clarificação otimizada e a clarificação com 0,1% CTAB  

 Dois processos de purificação foram comparados, no primeiro foi feita a 

clarificação com 100 g/L de biomassa úmida, agitação 100 rpm e 0,1% CTAB 

(Purificação 1), e no segundo a clarificação foi feita de acordo a condição 1 (Tabela 

18), determinada como ótima pelo planejamento experimental, ou seja, concentração 

de biomassa úmida 23,4 g/L, agitação 175 rpm e 0,26% CTAB (Purificação 2).   

 Em ambos os processos de ruptura celular, a maior parte da biomassa foi 

rompida nos dois primeiros minutos de circulação no homogeneizador de alta pressão 

(Figura 31). Após 4 min praticamente não houve mais queda na DO600, indicando que 

o tempo de ruptura poderia ser reduzido. 

Figura 31: Ruptura celular das biomassas produtoras de PspA4Pro 

  

 Era esperado que as condições de clarificação determinadas pelo modelo 

resultassem em maior pureza e recuperação de PspA4Pro ao final desta etapa, mas o 

que se observou não foi isso. Não só a clarificação da purificação 2 teve menor 

recuperação, 69,9% contra 100% na purificação 1, como também menor fator de 

purificação,1,4 contra 1,5 (Tabelas 20 e 21). Entretanto, o menor fator de purificação 

pode ser explicado pela maior pureza inicial da amostra, o que é comum mesmo 

quando se trabalha com porções diferentes da biomassa de um mesmo cultivo. Quanto 
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maior a pureza inicial da amostra, menor tende a ser o aumento da pureza após uma 

etapa de purificação. Assim, após a clarificação da purificação 2, a pureza de 

PspA4Pro passou de 51,9% para 72,6% (Tabela 21), um valor elevado após apenas 

uma etapa de purificação e superior à pureza da fração eluída da Q-Sepharose na 

purificação 1, que foi de 64,5% (Tabela 20). 

Tabela 20: Tabela de purificação PspA4Pro empregando a clarificação com 0,1%CTAB e 100 g/L 

biomassa úmida (Purificação 1) 

 

Fração 
Pureza 

PspA4Pro 
(%) 

PspA4 
total 
(g) 

Recuperação 
geral 

PspA4Pro (%) 

Recuperação 
por etapa 

PspA4Pro (%) 

Fator de 
Purificação 

geral (Vezes) 

Fator de 
Purificação por 
etapa (Vezes) 

Homogenato 37,5 4,8 100,0 100,0 1,0 1,0 

Clarificado 
CTAB 0,1% 

58,1 4,8 100,0 100,0 1,5 1,5 

Q300 64,5 2,9 61,1 61,1 1,7 1,1 

Crio + pH4,0 97,6 2,5 52,8 86,4 2,6 1,5 

SP850 98,2 1,6 34,2 64,7 2,6 1,0 

Tabela 21: Tabela de purificação PspA4Pro empregando a clarificação com 0,26%CTAB e 23,4 g/L 

biomassa úmida (Purificação 2) 

Fração 
Pureza 

PspA4Pro 
(%) 

PspA4 
total 
(g) 

Recuperação 
geral 

PspA4Pro (%) 

Recuperação 
por etapa 

PspA4Pro (%) 

Fator de 
Purificação 

geral (Vezes) 

Fator de 
Purificação por 
etapa (Vezes) 

Homogenato 51,9 4,7 100,0 100,0 1,0 1,0 

Clarificado 
CTAB 0,26% 

72,6 3,3 69,9 69,9 1.4 1,4 

Q-Não 
adsorvida 

78,9 3,3 69,9 100,0 1,5 1,1 

Crio + pH4,0 82,6 3,2 68,5 98,0 1,6 1,1 

SP850 98,4 1.3 27,7 40,4 1,9 1,2 

A menor recuperação obtida na purificação 2 (Tabela 21) em relação ao 

experimento de validação do DCCR (ensaio 1, Tabela 19) pode ser resultado dos 

diferentes modos de agitação empregados. Embora tenha sido mostrado que maior 

agitação favoreceu a recuperação da PspA4Pro (Figura 26), não foi estudada a 
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influência do recipiente e do tipo de agitador. Por conta do menor volume, os testes do 

delineamento experimental foram realizados em erlenmeyres de 500 mL agitados em 

shaker, portanto com agitação orbital. Já a clarificação foi feita em uma proveta de 4 L 

e a suspensão agitada com uma barra magnética. O ajuste da velocidade de agitação 

no shaker é mais preciso do que no agitador magnético e a diferença no formato dos 

frascos pode ter interferido no tempo de mistura, afetando a recuperação.   

Também se observou que na purificação 2 a PspA4Pro não se ligou à resina de 

troca aniônica, apesar do pH da solução estar acima do pI da proteína (Tabela 21, 

fração Q-não adsorvida). Embora a maior concentração de detergente aumente 

também a força iônica da solução, o que dificultaria a ligação da proteína, a amostra foi 

diluída, de modo a ajustar a força iônica para o mesmo valor do tampão de equilíbrio, 

logo este não deveria ser um fator a interferir na ligação com a resina. Uma explicação 

poderia ser de que as moléculas de CTAB livres, de carga positiva, tenham envolvido a 

PspA4Pro, com carga negativa, isolando a proteína e impedindo que ela se ligasse à 

resina.  

Durante a crioprecipitação em pH 4,0 observou-se grande aumento da pureza 

na purificação 1, acompanhado de perda de cerca de 14% da PspA4Pro. Em 

contrapartida, a mesma etapa na purificação 2 mostrou quase 100% de recuperação, 

mas um fator de purificação muito menor. Novamente, isso era esperado já que a 

amostra foi crioprecipitada com uma pureza maior na purificação 2 e muitas das 

proteínas que teriam precipitado nesta etapa já haviam sido removidas durante a 

clarificação. Outra diferença importante é que, após a crioprecipitação, a pureza de 

PspA4Pro foi superior a 97% na purificação 1 (Tabela 20), enquanto na purificação 2 

este valor foi de apenas 82% (Tabela 21), sendo necessária a aplicação na SP-

Sepharose para atingir a pureza final desejada, que era superior a 95%, o que 

acarretou em perdas adicionais de PspA4Pro, levando à recuperação geral de 27,7% 

(Tabela 21), enquanto na purificação 1 obteve-se 34,2% (Tabela 20). 

Estes resultados mostram que abordagens diferentes poderiam ser adotadas de 

acordo com as condições de clarificação escolhidas. Na purificação 1, a pureza 

desejada foi atingida antes da cromatografia de troca catiônica, indicando que esta 

etapa poderia ser removida do processo, o que aumentaria a recuperação de 

PspA4Pro para mais de 50%. Já na purificação 2, a cromatografia de troca catiônica se 



107 
 

mostrou necessária para atingir a pureza requerida. Contudo, neste processo a 

cromatografia de troca aniônica teve baixo fator de purificação e diluiu mais de quatro 

vezes a proteína, já que esta foi recolhida na fração não adsorvida. Como a pureza do 

clarificado já estava acima de 70%, a proteína poderia ser acidificada e congelada com 

pouca perda de PspA4Pro, observada quando a crioprecipitação em pH4,0 é feita em 

amostras com pureza >60% (FIGUEIREDO, 2014). Assim, um processo de purificação 

sem a etapa de cromatografia de troca catiônica utilizando as condições de clarificação 

determinadas pelo DOE poderia ser avaliado no futuro.   

5.4. Nanopartículas poliméricas 

5.4.1. Caracterização das nanopartículas  

 As nanopartículas de PGA-co-PDL produzidas pelo método de emulsão simples 

apresentaram tamanhos entre 449 nm e 124 nm, um pouco menores do que as 

nanopartículas de PLGA, que variaram entre 459 nm e 143 nm. Descontando a 

formulação 1, a única a produzir nanopartículas maiores do que 400 nm dos dois 

polímeros, os tamanhos máximos atingidos foram de 221nm e 230 nm para PGA-co-

PDL e PLGA, respectivamente (Tabela 22). As partículas dos dois polímeros 

apresentaram carga negativa, sendo a PLGA mais negativa do que a PGA-co-PDL em 

todas as formulações.   
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Tabela 21: Características das NP obtidas pelo método de emulsão simples a partir de cada formulação 

produzida 

 PGA-co-PDL PLGA 

Formulação 
Tamanho 

(nm) 
Carga (mV) PDI 

Tamanho 

(nm) 
Carga (mV) PDI 

1  449±65,8 -14,9±1,3 0,244±0,01 459±71,2 -24,4±0,7 0,249±0,02 

2  140,7±6,4 -13,9±1,2 0,090±0,03 147,4±7,1 -21,9±1,0 0,094±0,02 

3  210,4±18,1 -11,5±1,0 0,117±0,04 216,9±10,3 -22,8±0,4 0,105±0,03 

4 130,8±5,5 -11,9±0,2 0,087±0,03 146,6±4,0 -21,5±0,9 0,09±0,02 

5  207,5±48,7 -14,1±2,2 0,125±0,06 215,2±50,0 -22,9±0,5 0,130±0,06 

6  218,4±18,9 -14,3±1,8 0,115±0,01 215,8±43,3 -22,6±1,0 0,113±0,01 

7   148,0±5,3 -13,7±0,09 0,075±0,01 154±3,4 -23,2±0,09 0,112±0,02 

8  192,9±9,4 -15,1±2,0 0,08±0,01 143,4±7,7 -23,1±0,08 0,10±0,02 

9  221,8±11,0 -15,3±1,5 0,150±0,04 230±13,4 -22,0±1,4 0,159±0,05 

10  124,1±6,7 -12,8±0,7 0,082±0,02 160,1±7,4 -20,9±1,1 0,09±0,01 

 As formulações que produziram NP < 200 nm foram aquelas que, na maior parte 

das vezes, apresentaram maior volume de DCM, maior concentração de PVA nas duas 

fases aquosas, maior amplitude do sonicador e tempo de sonicação intermediário 

(formulações 2, 4, 7, 8 e 10, Tabela 8). Estas NP também apresentam baixa 

polidispersão (PDI ≤ 0,1), indicando que as a variação entre o tamanho das NP é baixa. 

Estes resultados sugerem que aumentar o volume de DCM e a concentração de PVA 

nas duas fases aquosas leva à formação de NP menores. Contrastando com isso, a 

formulação 1, a única que produziu partículas > 400 nm, foi aquela que combinou os 

menores valores para de DCM (2 mL) e PVA (5 mL para PGA-co-PDL e 3 mL para 

PLGA). Aumentar a amplitude do sonicador e sonicar as partículas por até 2 min 

também parece favorecer a produção de NP menores. As diferenças nas formulações 

não causaram alterações radicais na carga das NP, e observou-se que, na maioria dos 

casos, NP de PLGA foram um pouco maiores do que as de PGA-co-PDL para as 

mesmas formulações, além de serem mais negativas. Dentre as formulações 

avaliadas, aquelas que resultaram nas menores NP foram escolhidas para a produção 

das NP carregando PspA4Pro, ou seja, a formulação 10 (DCM 2 mL, PVA10% 5 mL, 

amplitude 65%, tempo de sonicação 120 s e PVA 0,75%) para PGA-co-PDL e 
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formulação 8 (DCM 2 mL, PVA 10% 3 mL, amplitude 65%, tempo de sonicação 120 s e 

PVA 0,50%) para PLGA. 

 O tamanho, carga e PDI das NP produzidas por emulsão dupla foram de 

205,6±4,0 nm, -15,3±1,2 mV e 0,134±0,04 para NP de PGA-co-PDL e 220,3±6,5 nm, -

22,1±0,3 mV e 0,1±0,03 para as NP de PLGA. Embora maiores do que as partículas 

produzidas via emulsão simples, estas partículas ainda estão na faixa de tamanho 

favorável à captação pelas células dendríticas. 

 Determinadas as formulações das partículas para ambos os polímeros, diversos 

lotes de NP foram produzidos, por emulsão simples, para os experimentos de 

incorporação de cloridrato de quitosana (HCl-CS) ou carboximetil quitosana (CM-CS). 

Diferentes concentrações de quitosana foram testadas e as características das NP 

obtidas são apresentadas nas Tabelas 23 e 24. 

Tabela 22: Características das NP produzidas por emulsão simples com diferentes concentrações de 

HCl-CS 

 PGA-co-PDL PLGA 

Concentração 

(mg/mL) 

Tamanho 

(nm) 
Carga (mV) PDI 

Tamanho 

(nm) 
Carga (mV) PDI 

0,2 171,1±1,0 11,6±0,3 0,07±0,01 182,1±1,3 13,6±0,2 0,06±0,01 

0,5 217,03±2,5 15,6±0,5 0,08±0,02 152,2±3,5 16,6±0,5 0,08±0,03 

1 149,9±1,2 15,5±0,6 0,07±0,04 141,6±1,5 19,6±0,4 0,07±0,03 

2 148,1±2,8 18,2±0,8 0,08±0,02 152,1±3,0 18,8±0,6 0,09±0,02 

4 184,9±6,0 18,1±0,1 0,09±0,01 190,9±5,2 17,1±0,1 0,09±0,01 

6 180,1±1,2 14,8±0,4 0,07±0,02 201,1±2,0 12,8±0,7 0,08±0,05 

8 256,5±3,1 13,4±0,9 0,08±0,03 267,1±6,1 12,2±1,0 0,08±0,03 
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Tabela 23: Características das NP produzidas por emulsão simples com diferentes concentrações de 

CM-CS 

 PGA-co-PDL PLGA 

Concentração 

(mg/mL) 

Tamanho 

(nm) 
Carga (mV) PDI 

Tamanho 

(nm) 
Carga (mV) PDI 

0,2 126,6±0,8 -25,2±0,1 0,09±0,01 139,2±1,3 -30,3±0,3 0,06±0,08 

0,5 125,1±1,2 -25,6±0,3 0,07±0,03 137,1±0,9 -32,2±0,8 0,08±0,02 

1 121,7±1,0 -26,6±0,6 0,07±0,03 150,5±2,1 -31,1±0,7 0,07±0,04 

2 179,8±0,3 25,1±1,3 0,08±0,04 198,2±1,5 -34,3±0,9 0,09±0,01 

4 303,1±1,1 -38,5±1,4 0,13±0,03 311,8±3,6 -40,5±1,0 0,11±0,01 

6 349,5±3,3 -41,7±0,5 0,12±0,01 357,3±6,6 -47,8±0,6 0.10±0,09 

8 344,9±2,4 -42,5±0,3 0,12±0,04 366,9±10,1 -48,1±0,4 0,11±0,09 

 Ainda buscando obter as partículas com menor tamanho, as concentrações de 

quitosana escolhidas para NP de PGA-co-PDL foram: HCl-CS: 1,0 mg/mL e CM-CS: 

1,0 mg/mL. Para NP de PLGA as concentrações escolhidas foram: HCl-CS: 1,0 mg/mL 

e CM-CS: 0,5 mg/mL. Observou-se que as partículas de HCl-CS mudaram a carga das 

NP de negativa para positiva, enquanto as partículas de CM-CS tornaram as partículas 

ainda mais negativas. Os efeitos desta mudança na carga foram bem observados na 

ligação e liberação das PspA4Pro às NP, como se mostrará adiante. As mesmas 

concentrações de quitosana foram incorporadas nas NP produzidas por emulsão dupla. 

As características destas partículas são apresentadas na Tabela 25. 
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Tabela 24: Características das NP produzidas por emulsão dupla quando HCl-CS e CM-CS são 

adicionadas às formulações 

PGA-co-PDL PLGA 

HCl-CS (1,0 mg/mL) HCl-CS (1,0 mg/mL) 

Tamanho (nm) Carga (mV) PDI Tamanho (nm) Carga (mV) PDI 

291,0±9,2 17,4±1,0 0,09±0,04 310,2±600 13,2±0,8 0,1±0,03 

CM-CS (1 mg/mL) CM-CS (0,5 mg/mL) 

Tamanho (nm) Carga (mV) PDI Tamanho (nm) Carga (mV) PDI 

280,5±8,8 -20,1±1,5 0,13±0,02 299,4±7,1 -40,5±0,9 0,9±0,07 

 Observou-se aumento significativo no tamanho das NP após a adição de ambos 

os tipos de quitosana, mas não foram feitos novos experimentos para determinar se 

diferentes concentrações de quitosana poderiam reduzir o tamanho das NP. Como 

todas as partículas apresentaram tamanho < 500nm, prosseguiu-se para a ligação da 

PspA4Pro das NP. 

5.4.2. Ligação da PspA4Pro às NP 

 Duas estratégias para a ligação da PspA4Pro às NP foram utilizadas. A primeira 

foi a adsorção da proteína na superfície das partículas. Enquanto a segunda foi o 

encapsulamento da proteína no interior das NP. A adsorção foi testada nas NP 

produzidas por emulsão simples, enquanto o encapsulamento foi utilizado para as 

partículas produzidas por emulsão dupla. Estes dois métodos, combinados com a 

ausência, ou presença, de quitosana, levaram a variações na capacidade da proteína 

se ligar às NP, como pode ser observado na Tabela 26. 
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Tabela 25: Adsorção e encapsulamento da PspA4Pro nas NP 

PGA-co-PDL – Adsorção 

Formulação PspA(µg)/NP(mg) Eficiência da ligação (%)* 

NP sem quitosana pH 7,0 25,57±8,13 63,94±20,33 

NP sem quitosana pH 4,0 9,31±4,34 23,26±10,85 

NP HCl-CS pH 7,0 36,49±1,15 91,23±2,87 

NP CM-CS pH 7,0 15,41±2,48 38,52±6,21 

NP CM-CS pH 4,0 11,39±4,13 28,49±10,33 

PLGA – Adsorção 

Formulação PspA(µg)/NP(mg) Eficiência da ligação (%) 

NP sem quitosana pH 7,0 8,24±6,28 20,60±15,7 

NP sem quitosana pH 4,0 36,28±0,23 90,69±0,57 

NP HCl-CS pH 7,0 37,59±1,94 93,97±4,84 

NP CM-CS pH 7,0 10,55±5,10 26,40±12,62 

NP CM-CS pH 4,0 29,62±7,80 74,04±19,48 

PGA-co-PDL – Encapsulamento 

Formulação PspA(µg)/NP(mg) Eficiência da ligação (%) 

NP sem quitosada pH7,0 4,14±0,22 2,07±0,80 

NP HCl-CS pH7,0 22,88±2,65 11,44±6,62 

NP CM-CS pH7,0 7,86±1,83 3,93±6,71 

PLGA – Encapsulamento 

Formulação PspA(µg)/NP(mg) Eficiência da ligação (%) 

NP sem quitosada pH7,0 29,57±4,9 14,78±7,36 

NP HCl-CS pH7,0 59,33±1,32 29,66±4,65 

NP CM-CS pH7,0 11,88±4,15 5,94±1,7 

NP: nanopartícula, HCl-CS: cloridrato de quitosana, CM-CS: carboximetil quitosana, eficiência de ligação 
calculada de acordo com a Eq. 1 

 Inicialmente todos os experimentos de adsorção da PspA4Pro foram realizados 

em pH 7,0. Nesta condição observou-se que a adsorção da PspA4Pro nas partículas 

com HCl-CS foi muito superior à das demais partículas. Atribuiu-se isso ao fato de esta 

ser a única formulação com carga positiva, uma vez que, em pH 7,0, a PspA4Pro 

possui carga negativa (pI=4,8), levando à interação iônica entre ambas. No caso das 

NP sem quitosana e com CM-CS, as principais forças de interação com a proteína 

seriam interações hidrofóbicas e ligações de hidrogênio. Desta forma, decidiu-se repetir 
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a adsorção nas NP sem quitosana e com CM-CS em pH 4,0, pH no qual a PspA4Pro 

tem carga positiva, enquanto as NP formuladas têm carga negativa. Em pH 4,0 a 

adsorção foi favorecida apenas nas formulações com PLGA, aumentando mais de 4x 

nas NP sem quitosana e quase 3x nas NP com CM-CS. Ao contrário do esperado, nas 

NP formuladas com PGA-co-PDL a adsorção de PspA4Pro foi menor em pH 4,0 do que 

em pH 7,0.  Experimentos anteriores realizados em nosso laboratório (FIGUEIREDO et 

al., 2017) mostraram, através do dicroísmo circular de PspA4Pro purificada, que esta 

proteína perde parte da sua estrutura terciária em pH 4,0, o que poderia então estar 

relacionado à menor adsorção em PGA-co-PDL. Embora a PspA4Pro volte a estrutura 

nativa com o aumento do pH, é possível que esta perda, nas condições de adsorção 

testadas, desfavoreça a ligação da proteína nas NP de PGA-co-PDL. Se este for o 

caso, o tamanho maior das NP de PLGA e o fato de serem mais negativas 

favoreceriam a ligação com a proteína, o que poderia compensar a perda de estrutura 

da PspA4Pro  

Não foi testado o encapsulamento em pH ácido, pois como o encapsulamento 

ocorre durante a formação das NP, a mudança de pH poderia afetar ou até impedir a 

formação das partículas. Observou-se que o encapsulamento foi menos eficiente do 

que a adsorção em todas as formulações. Determinadas as condições de ligação da 

PspA4Pro às NP, ou seja, adsorção em pH 7,0 para PGA-co-PDL sem quitosana e 

PGA-co-PDL CM-CS, adsorção em pH 4,0 para PLGA sem quitosana e PLGA CM-CS 

e adsorção em pH 7,0 para PGA-co-PDL HCl-CS e PLGA HCl-CS, as NP passaram a 

ser caracterizadas quanto à liberação de PspA4Pro. 

5.4.3. Caracterização da PspA4Pro liberada das NP  

As formulações de PGA-co-PDL onde a PspA4Pro foi adsorvida com carga 

oposta à da NP, ou seja, à pH 4,0 para CM-CS e sem quitosana e pH 7,0 para HCl-CS, 

foram aquelas onde ocorreu menor liberação de proteína em 24 h (≤50%), enquanto 

nas formulações onde proteína e NP tinham as mesmas cargas (pH 7,0 para CM-CS e 

sem quitosana) a liberação variou entre 70% e 80% da PspA4Pro durante 24 h. Em 

todas as formulações a maior parte da liberação de PspA4Pro ocorreu rapidamente, 

atingindo um platô após 2 h do início do experimento (Figura 32).   
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Figura 32: Liberação da PspA4Pro adsorvida nas NP de PGA-co-PDL durante 24 h 

 

No caso das formulações encapsuladas, menos de 15% da PspA4Pro foi 

liberada das partículas de PGA-co-PDL com HCl-CS durante o ensaio, enquanto as 

partículas com CM-CS liberaram 40% e as sem quitosana 80% (Figura 33). Diferente 

das proteínas adsorvidas, as proteínas encapsuladas não estão em contato direto com 

o tampão e sua liberação depende da degradação das NP. Assim, a menor liberação 

de PspA4Pro das partículas com quitosana pode sugerir que a presença desta contribui 

para a manutenção da integridade das NP. Assim como nas partículas com PspA4Pro 

adsorvida, toda a liberação das NP com PspA4Pro encapsulada ocorreu nas primeiras 

horas do ensaio. Como dito anteriormente, a internalização de partículas pelas células 

dendríticas ocorre rapidamente. Isso significa que a administração de uma vacina sem 

quitosana levaria à internalização principalmente de PspA4Pro livre e de partículas 

degradadas, o que poderia comprometer sua ação adjuvante. Já uma vacina de NP 

com quitosana seria internalizada íntegra pelas células dendríticas.  
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Figura 33: Liberação da PspA4Pro encapsulada nas NP de PGA-co-PDL durante 24 h 

 

 Tal qual nas NP de PGA-co-PDL, a liberação de PspA4Pro das NP de PLGA 

ocorreu nas primeiras horas do ensaio. As NP com HCl-CS e sem quitosana 

formuladas a pH 4,0 com PspA4Pro adsorvida liberaram respectivamente 100% e 90% 

da proteína após 1 h (Figura 34). A liberação da proteína das NP com CM-CS foi 

particularmente baixa, atingindo apenas 31% para PspA4Pro adsorvida em pH 4,0, 

4,9% para a adsorvida em pH 7,0 e 1,37% para a encapsulada. Nenhuma formulação 

de PLGA com PspA4Pro encapsulada apresentou liberação superior a 10% (Figura 

35).  

Figura 34: Liberação da PspA4Pro adsorvida nas NP de PLGA durante 24 h 
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Figura 35: Liberação da PspA4Pro encapsuladas nas NP de PLGA durante 24 h 

 

5.4.4. Integridade da PspA4Pro liberada das NP 

 Em todas as amostras de PspA4Pro liberada das NP é possível observar uma 

banda no SDS-PAGE com o mesmo tamanho da PspA4Pro controle (Figura 36). Não 

foi observada degradação da proteína, que seria caracterizada pela presença de 

bandas de menor massa molecular ou, em caso de total degradação, pela ausência da 

banda da PspA4Pro. Podem ser observadas bandas acima da PspA4Pro em ambas 

formulções, tanto com proteína adsorvida como encapsulada, de forma mais 

pronunciada nas amostras provenientes das partículas com CM-CS e PspA4Pro 

encapsulada (Figura 36B, canaletas 3 e 4). Estas bandas, com aproximadamente 100 

kDa poderiam decorrer da formação de dímeros da proteína. A presença em todas as 

amostras de uma banda de mesmo tamanho que a do controle positivo de PspA4Pro 

demonstra que a ligação desta proteína às NP, nas condições descritas, não 

comprometeu a integridade da proteína. Isso é especialmente importante para as NP 

onde a PspA4Pro foi encapsulada, pois neste caso ela esteve em contato direto com o 

solvente orgânico, DCM, durante mais tempo, o que poderia comprometer sua 

integridade. Resultados semelhantes aos da Figura 36foram observados nas amostras 

de PspA4Pro liberada das NP de PLGA, tanto para a proteína adsorvida como para a 

encapsulada. 
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Figura 36: SDS-PAGE 12% da PspA4Pro liberada das NP de PGA-co-PDL. A) PspA4Pro adsorvida. 1: 
PspA4pro controle; 2: Padão de peso molecular; 3 e 4: NP com HCl-CS pH 7,0; 5 e 6: NP com CM-CS 
pH 4,0; 7 e 8: NP com CMC-CS pH 7,0; 9 e 10: NP sem quitosana pH 7,0; 11 e 12: NP sem quitosana 
pH 7,0. B) PspA4Pro encapsulada. 1: Padrão de peso molecular; 2: PspA4Pro controle; 3 e 4: NP com 
CM-CS; 5 e 6: NP com HCl-CS; 7 e 8: NP sem quitosana 

 

 

5.4.5. Reconhecimento da proteína liberada das NP por anticorpos anti-

PspA4Pro  

 Epítopos bem conservados se ligam avidamente aos anticorpos, o que, na 

reação de ELISA, resulta em elevada absorbância. Por isso, amostras onde a proteína 

conservou seus epítopos podem ser diluídas extensivamente e continuar com 

absorbância maior do que a do branco no ELISA. A PspA4Pro liberada das NP de 

PGA-co-PDL (Figura 37) e PLGA (Figura 38), sem quitosana e com HCl-CS foi capaz 

de se ligar aos anticorpos monoclonais anti-PspA4Pro de forma muito semelhante à 

PspA4Pro controle, indicando manutenção de epítopos importantes nas proteínas 

liberadas das NP. Já no caso da PspA4Pro liberada das NP com CM-CS foi observada 

uma queda significativa na capacidade ligação ao anticorpo anti-PspA4Pro. Assim, se 

considerarmos a maior diluição detectável de anticorpo aquela onde a Abs504nm=0,1, 

a PspA4Pro liberada de todas as amostras sem quitosana, com HCl-CS e o controle foi 
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detectada com diluição >64000, enquanto nenhuma proteína proveniente de NP com 

CM-CS foi detectada em diluições superiores à 8000 (Figura 37 e 38).  

    

Figura 37: Reconhecimento da PspA4Pro liberada das NP de PGA-co-PDL com proteínas adsorvidas (A) 
e encapsuladas (B)  por anticorpos anti-PspA4Pro 
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Figura 38: Reconhecimento da PspA4Pro liberada das NP de PLGA com proteínas adsorvidas (A) e 
encapsuladas (B) por anticorpos anti-PspA4Pro 

 

5.4.6. Atividade biológica 

 Os resultados do ensaio de ligação da PspA4Pro à lactoferrina humana 

mostraram que nas NP de PGA-co-PDL sem quitosana observou-se redução entre 

35% e 50% na ligação à lactoferrina (Figura 39) e nas NP de PLGA sem quitosana 

observou-se redução entre 50% e 70% (Figura 40). Embora este experimento tenha 

mostrado que as proteínas liberadas das NP com CM-CS tenham perdido entre 80% e 

99% da sua capacidade de se ligar à lactoferrina humana (Figuras 40 e 41), é 

importante observar que este ensaio foi feito com o mesmo anticorpo monoclonal que o 

ELISA. Portanto, a baixa ligação à lactoferrina observada poderia ser decorrente do 
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fato de o anticorpo não ter sido capaz de reconhecer a PspA4Pro liberada das NP 

formuladas com CM-CS, mesmo que esta estivesse ligada à lactoferrina da placa. Por 

outro lado, o ensaio realizado mostrou retenção total da atividade biológica da 

PspA4Pro liberada das NP com HCl-CS e parcial das NP sem quitosana (Figura 39e 

40).  

 No corpo humano, a lactoferrina é uma defesa importante contra a invasão pelo 

pneumococo, pois sequestra íons ferro necessários para o crescimento bacteriano. A 

capacidade da PspA ligar-se à lactoferrina humana é uma forma de defesa importante 

do microrganismo, pois a lactoferrina ligada à PspA é incapaz de se ligar aos íons ferro, 

que permanecem disponíveis para a bactéria. O fato da pspA4Pro liberada das 

nanopartículas continuar sendo capaz de se ligar à lactoferrina humana indica 

manutenção da estrutura secundária da proteína, que é importante para gerar 

anticorpos capazes de reconhecer as PspA do pneumococo. 

Figura 39: Ensaio de ligação à lactoferrina da PspA4Pro liberada das NP de PGA-co-PDL com proteína 
adsorvida (A) ou encapsulada (B) 
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Análise estatística ANOVA , * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 

Figura 40: Ensaio de ligação à lactoferrina da PspA4Pro liberada das NP de PLGA com proteína 
adsorvida (A) ou encapsulada (B) 

 



122 
 

 

Análise estatística ANOVA , * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 

 

 Os ensaios de ligação a anticorpos anti-PspA4Pro e de atividade biológica 

mostraram que as proteínas liberadas das NP sem quitosana e com HCl-CS 

conservaram epítopos importantes, além do sítio de ligação à lactoferrina, indicando 

que não houve comprometimento da estrutura da proteína. O mesmo não pode ser dito 

da PspA4Pro liberada das NP com CM-CS. Foi observado que a incorporação da CM-

CS às NP reduziu a carga das NP, tornando-as ainda mais negativas do que aquelas 

sem quitosana. Uma vez que o pI da PspA4Pro é igual a 4,8, esta proteína possui 

carga negativa em pH 7,0, que foi o pH do tampão no ensaio de liberação da 

PspA4Pro. Nestas condições espera-se uma maior repulsão entre a proteína e a 

partícula com CM-CS do que entre a proteína e partícula sem quitosana. Esta repulsão 

poderia levar à agregação da PspA4Pro, o que poderia explicar a presença de uma 

banda próxima a 100 kDa observada das amostras de PGA-co-PDL+CM-CS com 

PspA4Pro encapsulada (Figura 36B), e à perda de estrutura da proteína. Por conta dos 

resultados do ELISA e da ligação à lactoferrina, decidiu-se abandonar as formulações 

com CM-CS. Assim, os ensaios de toxicidade, spray-dry e outros experimentos foram 

feitos somente com as formulações sem quitosana e com HCl-CS.         
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5.4.7. Toxicidade das NP 

 A toxicidade das partículas de PGA-co-PDL e de PLGA, ambas com e sem HCl-

CS, foi determinada através do ensaio de captação de corante brometo de 3-(4,5-

dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio (MTT), que mede a atividade mitocondrial de 

células viáveis através da metabolização de sais de tetrazólio (ABREU 2008).   

 O ensaio mostrou aumento da morte celular com o aumento da concentração de 

NP (Figura 41). As NP de PGA-co-PDL se mostraram mais tóxicas do que as de PLGA 

em concentrações superiores a 1,2 mg/mL, e não houve diferença significativa entre a 

toxicidade das NP contendo HCl-CS e NP sem quitosana (Figura 41).  

Figura 41: Viabilidade de células dendríticas JAWS II na presença de concentrações crescentes de NP 
de PLGA e de PGA-co-PDL 

 

5.4.8. Produção das NCMP e ensaio de aerolização  

 Partículas menores do que 1 µm tendem a ser exaladas e dificilmente chegam à 

região alveolar, por isso a técnica de spray-dry foi empregada para envolver as NP em 

micropartículas de L-leucina capazes de chegar às vias respiratórias e à periferia dos 

0

20

40

60

80

100

120

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00

V
ia

b
ili

d
ad

e 
ce

lu
la

r 
(%

) 

Concentração NP (mg/mL) 

PLGA HCl-CS PGA-co-PDL HCL-CS

PGA-co-PDL sem quitosana PLGA sem quitosana



124 
 

pulmões, onde as NP devem ser liberadas. A Tabela 27 abaixo apresenta a 

recuperação do processo de spray-dry. Além das formulações definidas pelos 

experimentos anteriores, foram produzidas NP sem PspA4Pro (chamadas de vazias) 

que servirão de controle negativo para os experimentos de imunização em animais. 

Tabela 26: Recuperação das NCMP produzidas por spray-dry 

Formulação Recuperação (%) 

PGA-co-PDL sem quitosana (Vazia) 40,9 

PGA-co-PDL + HCl-CS (Vazia) 86,4 

PLGA sem quitosana (Vazia) 46,5 

PLGA + HCl-CS (Vazia) 80,9 

PGA-co-PDL sem quitosana (PspA4Pro adsorvida) 39,3 

PGA-co-PDL + HCl-CS (PspA4Pro adsorvida) 53,0 

PLGA sem quitosana (PspA4Pro adsorvida) 64,5 

PLGA + HCl-CS (PspA4Pro adsorvida) 59,4 

PGA-co-PDL sem quitosana (PspA4Pro encapsulada) 33,6 

PGA-co-PDL + HCl-CS (PspA4Pro encapsulada) 50,3 

PLGA sem quitosana (PspA4Pro encapsulada) 84,3 

PLGA + HCl-CS (PspA4Pro encapsulada) 71,9 

 Todas as formulações contendo HCl-CS tiveram recuperação superior a 50%, 

enquanto, com exceção da PLGA sem quitosana e PspA4Pro encapsulada, as 

formulações sem quitosana tiveram recuperação entre 30% e 40%. Após cada spray 

dry, foi observada a deposição de MCMP na saída do equipamento, após nebulizador. 

Não foi possível recuperar estas partículas, o que explica a baixa recuperação de 

algumas das formulações.  

 O ensaio de aerolização in vitro das NCMP permitiu calcular a porcentagem de 

deposição das micropartículas (PDM), a fração de partículas finas (FPF) e o diâmetro 

mediano aerodinâmico de massa (DMAM), parâmetros que nos permitem determinar 

em que região das vias respiratórias as NCMP se depositariam. Para a deposição nos 

pulmões é ideal que o DMAM seja superior a 1,0 µm. Isso significa que, das 

formulações testadas, é esperado que haja alguma perda no ar exalado de 

micropartículas contendo NP de PGA-co-PDL e PLGA com HCl-CS (Tabela 28). Como 
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este parâmetro representa um valor médio, ainda deve ocorrer deposição destas 

partículas nos pulmões. 

 A quantidade de NCMP aplicada ao impactador foi de 40 mg, desse montante, 

somente entre 27,55% e 48,75% atingiu os estágios 1 a 8 do impactador (FPF, Tabela 

27 e Figura 42e 43), portanto a maior parte das NCMP ficou no inalador, ou seja, nas 

vias aéreas superiores. Da fração que atingiu o impactador, de 8,9 µg a 15,75 µg se 

depositaram nos estágios 2 a 7 (PDM, Tabela 28) e a maior quantidade se depositou 

no último estágio (Figura 42e 43), demonstrando que as NCMP produzidas devem ser 

capazes de atingir a região bronco-alveolar, entregando as NP na região desejada. 

Tabela 27: Aerolização in vitro das NCMP 

Formulação PDM (µg) FPF % DMAM (µm) 

PGA-co-PDL sem quitosana 14,42 43,21 1,48 

PGA-co-PDL HCl-CS  8,9 27,55 0,81 

PLGA sem quitosana  12,1 36,26 2,23 

PLGA HCl-CS 15,75 48,75 1,00 

PDM: porcentagem de deposição das micropartículas; FPF: fração de partículas finas; DMAM: diâmetro 
mediano aerodinâmico de massa 

Figura 42: Deposição das NCMP de PGA-co-PDL nas placas do NGI. A) PGA-co-PDL sem quitosana, B) 
PGA-co-PDL HCl-CS 
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Figura 43: Deposição das NCMP de PLGA nas placas do NGI. A) PLGA sem quitosana, B) PLGA HCl-
CS 

 

 

 

 Desta forma, os lotes de NCMP foram produzidos. Estas NCMP foram 

armazenadas em tubos de 50 mL e trazidas para o Instituto Butantan, onde testes in 

vitro e in vivo foram realizados para verificar seu potencial como vacina pneumocócica 

pulmonar em modelos animais. 

5.4.9. Ativação de células dendríticas 

 Células dendríticas (DC) são linfócitos derivados da medula óssea e o tipo mais 

potente de célula apresentadora de antígeno, que captura e processa antígenos para 

serem apresentados para células T. A capacidade das NP de serem capturadas e 

ativar as DC se relaciona diretamente ao seu potencial como vacina, e por isso foi 

realizado o ensaio de ativação de DC com as NCMP produzidas com a finalidade de 

selecionar quais formulações seriam avaliadas nos experimentos em animais.  

 Foram diferenciadas DC de 6 camundongos e a ativação das células foi avaliada 

por citometria de fluxo. Os marcadores utilizados para verificar a ativação das DC 

foram CD40, CD80, CD86 e IaIe. O CD40 é um marcador de superfície pertencente à 

família dos receptores do fator de necrose tumoral (TNF-R). As células dendríticas, ao 

interagirem com linfócitos T por intermédio dos marcadores CD40 e CD40L sofrem um 

processo de maturação que leva ao aumento da expressão de moléculas MHC classe 

II e de moléculas de superfície coestimuladoras CD80 e CD86, o que torna as DC 
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aptas a apresentar os antígenos e a ativar células T naïve (CARVALHO 2003). Já IaIe 

é uma molécula MHC classe II presente em células dendríticas quiescentes. Para cada 

formulação foi calculada a porcentagem de células ativadas para os marcadores 

testados, e a mediana de fluorescência das células marcadas (MFI), que representa 

intensidade da ativação. 

 Em um primeiro experimento, foi comparada a ativação de DC pelas diferentes 

NCMP contendo NP com PspA4Pro adsorvida. Não houve diferença estatisticamente 

significativa entre a porcentagem de células CD40+ (Figura 44A) e IaIe+ (Figura 44F) 

do controle negativo e a das células incubadas com NCMP, ou mesmo com LPS, que 

foi empregado aqui como controle positivo. Também não houve diferença significativa 

entre a mediana de fluorescência para o marcador de CD40 (Figura 44B), mas houve 

diferença significativa entre o MFI IaIe das células incubadas com LPS e com PGA-co-

PDL sem quitosana vazia (Figura 44H).  

 A população de células CD80+ foi significativamente maior após a incubação 

com LPS, PGA-co-PDL sem quitosana e com HCl-CS vazias, PGA-co-PDL HCl-CS 

com PspA4Pro e PLGA sem quitosana e com PspA4Pro (Figura 44B). O MFI de CD80+ 

também foi significativamente maior para as cinco formulações acima, mas não foi 

significativamente diferente para PGA-co-PDL HCl-CS vazia em relação ao controle 

negativo (Figura 44D).  

 Por fim, a população CD86+ foi significativamente maior para as células 

estimuladas com LPS, PGA-co-PDL sem quitosana vazia, PGA-co-PDL com HCl-CS 

vazia e com PspA4Pro. Destas, apenas PGA-co-PDL sem quitosana vazia e com HCl-

CS com PspA4Pro apresentaram MFI significativamente maior do que o controle 

negativo (Figura 44F).  

 No conjunto, estes resultados mostram fraca ativação de células dendríticas 

pelas moléculas de PLGA, independente da presença de quitosana ou PspA4Pro. Na 

verdade, a presença de PspA4Pro parece influenciar pouco na ativação das DC. 

Considerando que as NCMP são grandes, sua internalização pelas DC é pouco 

favorecida quando comparada às partículas menores. Desta forma, o que deve estar 

sendo internalizado são as NP liberadas das NCMP. O experimento de liberação de 

PspA4Pro mostrou que a liberação da proteína é rápida e incompleta. Uma das 

formulações que apresentou melhor resultado na ativação de DC foi a PGA-co-PDL 
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HCl-CS com PspA4Pro, que mostrou liberação de somente 40% de PspA4Pro em 24 h 

(Figura 32). Isso indica que tanto a presença de NP de PGA-co-PDL vazias como de 

NP com a proteína adsorvida é capaz de ativar as células dendríticas. 

Figura 44: Efeito da presença das NCMP contendo diferentes formulações de NP, produzidas por 
emulsão simples, com e sem PspA4Pro adsorvida, na ativação de células dendríticas da medula óssea 
de camundongos. A) % CD CD40+ B) MFI CD40, C) % CD CD80+ D) MFI CD80, F) % CD CD86+ G) 
MFI CD86, G) % CD IaIe+ H) MFI IaIe. Diferenças estatisticamente significativas com o grupo controle 
sem estímulo estão indicadas (One-way ANOVA, pós-teste de Tukey). 
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***p<0,0001; **p<0,001; *p<0,05 

Em seguida, foram comparadas NCMP contendo NP com PspA4Pro 

encapsulada. As partículas de PLGA HCl-CS com PspA4Pro encapsulada foram as 

únicas que promoveram aumento estatisticamente significativo nas células CD40+, 

(Figura 45A). Na verdade, esta formulação foi a única que aumentou significativamente 

a população de células para todos os marcadores (Figura 45 A, C, E, G). O perfil da 

PLGA sem quitosana com a proteína foi bastante semelhante à formulação com 

quitosana, com aumento na % de CD80+, CD86+ e IaIe+, mas não de CD40+ (Figura 

45 A, C, E, G).  

 O estímulo com as partículas de PGA-co-PDL não foi significativamente 

diferente do controle negativo para nenhum dos marcadores. Além da localização da 

PspA4Pro na partícula, que aqui encontra-se no interior, outra diferença entre as NP 

deste ensaio e do anterior é o tipo de emulsão pelo qual foram preparadas, simples no 

primeiro experimento e dupla no segundo. Embora maiores, as partículas preparadas 

por emulsão dupla ainda são menores do que 300 nm, então o tamanho não deveria 
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ser um obstáculo na internalização pelas DC. Então a diferença no perfil de ativação 

das DC pelas NP de PGA-co-PDL deve ser devida a outros fatores que não o tamanho, 

tais como a morfologia das nanopartículas ou a diferença na carga superficial. Não 

houve diferença significativa entre os MFI CD40, CD80 e CD86 de nenhuma 

formulação, seja entre si ou entre os controles negativo e positivo (Figuras 45 B, D, F). 

A exceção foi MFI IaIe, que foi significativamente maior para PGA-co-PDL sem 

quitosana com PspA4Pro e para PLGA com quitosana e PspA4Pro (Figura 45 H).  

Figura 45: Efeito da presença das NCMP contendo diferentes formulações de NP, produzidas por 
emulsão dupla, com e sem PspA4Pro encapsulada, na ativação de células dendríticas da medula óssea 
de camundongos. A) % CD CD40+ B) MFI CD40, C) % CD CD80+ D) MFI CD80, F) % CD CD86+ G) 
MFI CD86, G) % CD IaIe+ H) MFI IaIe. Diferenças estatisticamente significativas com o grupo controle 
sem estímulo estão indicadas (One-way ANOVA, pós-teste de Tukey). 
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***p<0,0001; **p<0,001; *p<0,05 

 Como dito anteriormente, além de medir a capacidade das formulações de ativar 

células dendríticas, este experimento teve o objetivo de reduzir o número de 

formulações a serem avaliadas nos próximos experimentos, diminuindo o número de 

camundongos necessários para o desafio com S. pneumoniae. Com base nestes 

resultados decidiu-se prosseguir com apenas duas formulações: 1) NCMP contendo 

NP de PGA-co-PDL com HCl-CS e PspA4Pro adsorvida; e 2) NCMP contendo NP de 

PLGA com HCl-CS e PspA4Pro encapsulada.   

5.5. Imunização de camundongos com NCMP contendo 2 ug de PspA4Pro  

Após imunização dos animais, foi observado aumento significativo no título de 

IgG anti-PspA4Pro nos animais imunizados com uma dose de 2 ug PspA4Pro por via 

subcutânea e por via pulmonar com as NCMP com NP contendo PspA4Pro, tanto 

adsorvida quanto encapsulada, quando comparados com os animais que receberam 

salina, ou partículas vazias sem PspA4Pro e não houve diferença significativa entre os 

títulos atingidos por estes 3 grupos (Figura 46A).  
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A segunda dose da vacina levou ao aumento dos títulos de IgG anti-PspA4Pro 

dos animais que receberam PspA4Pro por via subcutânea e as NCMP com NP com 

PspA4Pro por via pulmonar, mas não da PspA4Pro pulmonar ou das NCMP sem 

PspA4Pro. Após a segunda dose também se observa menos dispersão entre os títulos 

dos 6 animais de cada grupo (Figura 46B). Novamente não houve diferença 

significativa entre os títulos de IgG anti-PspA4Pro entre os três grupos com maior 

resposta.  

Nestes três grupos se observou uma resposta mais forte para IgG1 em 

comparação com IgG2a, com razões IgG1/IgG2a maiores do que 1 (Figura 47). Foi 

observada menor razão IgG1/IgG2a no grupo PLGA HCl-CS PspA4Pro em relação a 

PspA4Pro subcutânea, com diferença estatisticamente significativa. IgG1 favorece a 

resposta imune tipo Th2, se caracteriza pela produção de IL-4, que facilita a mudança 

isotípica de células B, e IL-5, que induz a produção de eosinófilos. Já IgG2a favorece a 

resposta Th1, caracterizada pela produção de IFN-γ, que aciona a atividade bactericida 

de macrófagos e leva as células B à produção de anticorpos opsonizantes.  

Figura 46: Título de IgG anti-PspA4Pro no soro de animais imunizados com PspA4Pro (2 µg) e diferentes 
formulações de NCMP (sem PspA4Pro ou com 2 µg de PspA4Pro). A) Título após uma dose; B) Título 
após duas doses. Diferenças estatisticamente significativas com o grupo controle salina-pulmonar estão 
indicadas (One-way ANOVA, pós-teste de Tukey). 
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***p<0,0001; **p<0,005; *p<0,05 

Figura 47: Razão entre os títulos de IgG1 e IgG2a no soro de animais imunizados com duas doses de 
PspA4Pro (2 µg) e diferentes formulações de NCMP 

 

 *p<0,002 
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5.6. Imunização de camundongos com NCMP contendo 6 ug de PspA4Pro  

Neste experimento os grupos foram imunizados com 6 μg PspA4Pro. Tanto a 

imunização subcutânea como com NCMP contendo PspA4Pro apresentaram aumento 

no título de IgG anti-PspA4Pro quando comparados com o controle negativo (Figura 48 

A e B). Ao mesmo tempo, PspA4Pro pulmonar continuou não levando à produção de 

IgG anti-PspA4Pro, mesmo com o aumento da dose (Figura 48 A). Os títulos gerados 

por PspA4Pro administrada por via subcutânea após 1 e 2 doses foram comparáveis 

entre os dois experimentos (Figuras 46 e 48). Já os títulos encontrados no soro dos 

animais que receberam as NCMP com PspA4Pro foram significativamente maiores 

quando a dose administrada passou de 2 μg para 6 μg. Isso resulta não só do aumento 

na quantidade de PspA4Pro como também na quantidade de NP. Este resultado 

reforça a importância das NP como adjuvantes na resposta imune desencadeada por 

estas formulações. Como no experimento anterior, a razão IgG1/IgG2a indica um 

favorecimento pela produção de IgG1. Não houve diferença significativa entre as 

razões IgG1/IgG2a entre as três formulações (Figura 49).  

Figura 48: Título de IgG anti-PspA4Pro no soro de animais imunizados com PspA4Pro (6 µg) e diferentes 
formulações de NCMP (sem PspA4Pro ou com 6 µg de PspA4Pro). A) Título após uma dose; B) Título 
após duas doses. Diferenças estatisticamente significativas com o grupo controle salina-pulmonar e 
PspA4Pro-pulmonar estão indicadas (One-way ANOVA, pós-teste de Tukey). 
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***p<0,0001; **p<0,005; *p<0,05 

Figura 49: Razão entre os títulos de IgG1 e IgG2a no soro de animais imunizados com PspA4Pro (6 µg) 
e diferentes formulações de NCMP 
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5.7. Desafio letal com S. pneumoniae 

 Foram realizados 2 experimentos de desafio letal, no primeiro observou-se 

proteção parcial da PspA4Pro administrada por via subcutânea e das 2 formulações 

administradas por via pulmonar: PLGA HCl-CS com PspA4Pro encapsulada e da PGA-

co-PDL HCl-CS com PspA4Pro adsorvida (Tabela 28). A eficácia das NCMP em 

proteger os animais contra a doença pneumocócica via imunização pulmonar foi 

avaliada através do desafio letal com a linhagem de S. pneumoniae ATCC 6303 

(sorotipo 3, PspA5).  

Tabela 28: Número de animais sobreviventes e taxa de sobrevivência após desafio letal com S. 
pneumoniae ATCC 6303. Camundongos Balb/c foram imunizados com 2 μg de PspA4Pro 

 

Grupo Sobreviventes % Sobrevivência P* 

Salina 0/6 0 - 

PspA4Pro pulmonar 0/6 0 - 

PspA4Pro subcutânea 2/6 33,3 0,23 

PGA-co-PDL HCl-CS vazia 0/6 0 - 

PGA-co-PDL HCl-CS PspA4Pro adsorvida 4/6 66,7 0,03 

PLGA HCl-CS vazia 0/6 0 - 

PLGA HCl-CS PspA4Pro encapsulada 2/6 33,3 0,23 

*Teste exato de Fisher 

 No segundo experimento de desafio, sobreviveram 33% dos animais imunizados 

com PspA4Pro subcutânea, 83% dos animais imunizados com NCMP contendo NP de 

PGA-co-PDL HCl-CS e PspA4Pro adsorvida e 100% dos animais imunizados com 

NCMP contendo NP de PLGA HCl-CS e PspA4Pro encapsulada (Tabela 29). O 

aumento da massa de NCMP/dose resultou em aumento no título de IgG anti-

PspA4Pro (Figuras 47B e 48B) e isso se refletiu no aumento da sobrevivência dos 

animais imunizados. O aumento da dose não significa aumentar apenas a quantidade 

de antígeno, mas também de NP administrada jutno com o antígeno. A PspA4Pro 

pulmonar não ofereceu qualquer proteção contra a doença, e mesmo a imunização 

com PspA4Pro subcutânea com a maior dose (6 ug) ofereceu apenas proteção parcial. 

Este experimento demonstrou não só que a imunização pulmonar com as NCMP 

contendo NP ligadas à PspA4Pro foi capaz de proteger os animais contra a doença 

pneumocócica de forma eficiente, mas também mostrou a eficácia em aumentar a dose 
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de NCMP na proteção contra a doença e a importância da presença das nanopartículas 

e seu efeito adjuvante na imunização com PspA4Pro. 

Tabela 29: Número de animais sobreviventes e taxa de sobrevivência após desafio letal com S. 
pneumoniae ATCC 6303. Camundongos Balb/c foram imunizados com 6 μg de PspA4Pro 

 

Grupo Sobreviventes % Sobrevivência P* 

Salina 0/6 0 - 

PspA4Pro pulmonar 0/6 0 - 

PspA4Pro subcutânea 2/6 33,3 0,23 

PGA-co-PDL HCl-CS vazia 0/6 0 - 

PGA-co-PDL HCl-CS PspA4Pro adsorvida 5/6 83,3 0,007 

PLGA HCl-CS vazia 0/6 0 - 

PLGA HCl-CS PspA4Pro encapsulada 6/6 100,0 0,001 

*Teste exato de Fisher 

  



138 
 

6. DISCUSSÃO 

 

O objetivo principal deste trabalho foi produzir e avaliar uma vacina pulmonar 

composta por nanopartículas poliméricas contendo antígenos proteicos de S. 

pneumoniae. Inicialmente planejava-se produzir nanopartículas com dois antígenos 

distintos, a PspA4Pro e a PdT. Uma vez que a produção da PspA4Pro já estava bem 

estabelecida (CAMPAGNI et al., 2016; FIGUEIREDO et al., 2017), este trabalho propôs 

a otimização do processo de purificação com foco na etapa de clarificação, uma das 

mais importantes do processo. Quando este trabalho começou ainda não havia um 

processo de produção nem de purificação estabelecidos para a PdT. Desta forma, 

pretendia-se construir uma cepa de E. coli recombinante capaz de expressar o gene da 

PdT, preparar um estoque congelado deste clone para futuros experimentos, realizar 

cultivos em frasco e em reator deste clone e purificar a proteína produzida para que 

esta pudesse ser utilizada na produção das nanopartículas. Apesar de o clone produtor 

de PdT ter sido obtido com sucesso, não houve tempo hábil para realizar os cultivos e 

a purificação da molécula antes da ida para o estágio de doutorado sanduíche na 

Liverpool John Moores University, onde foi feita a produção das nanopartículas. 

Atualmente nosso laboratório continua trabalhando com a produção de purificação da 

PdT e espera-se que no futuro nanopartículas contendo este antígeno, sozinho ou em 

conjunto com a PspA4Pro possam ser produzidas e estudadas. 

 De acordo com a Organização Mundial da Saúde (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2009), a toxina diftérica CRM197 deve apresentar pureza superior à 

90% para ser utilizada como carreadora em vacinas pneumocócicas conjugadas. 

Outros trabalhos, como ZHANG; PAN (2005) e CHENG et al. (2009) apresentaram 

processos de purificação de proteínas recombinantes que chegaram à 95% de pureza. 

No processo desenvolvido para a purificação da PspA4Pro atingiu-se pureza superior à 

97% (FIGUEIREDO et al., 2017, Anexo II). Isso significa que neste quesito, os dois 

processos de purificação de PspA4Pro mostrados aqui, com clarificação na presença 

de 0,1% ou 0,26% de CTAB, apresentaram resultados superiores, 98,2% de pureza na 

purificação empregando 0,1% e 98,4% de pureza na purificação com 0,26% de CTAB 

(Tabelas 20 e 21). 
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 Outros processos de purificação da PspA descritos na literatura são o de 

BARAZZONE et al. (2011), que purificaram uma PspA de clado 1 em fusão com uma 

cauda de 6 hitidinas (His-tag) utilizando cromatografia de troca aniônica e 

cromatografia de afinidade por metal para elevar a pureza da PspA de 34,9% para 

96,6% com recuperação de 23%, e o de CARVALHO et al. (2012) que utilizaram 

cromatografia de troca aniônica, cromatografia de afinidade por metal e cromatografia 

de troca catiônica para aumentar a pureza da PspA de clado 3 com His-tag de 22,1% 

para 96,5% com recuperação de 22%. Os processos de purificação apresentados 

neste trabalho permitiram obter a PspA4Pro, produzida sem qualquer cauda de 

afinidade, com maior pureza e maior recuperação empregando duas etapas de 

precipitação, com CTAB e crioprecipitação a pH 4,0, e duas etapas de cromatografia de 

troca iônica. Embora a inserção de tags em proteínas recombinantes seja uma 

estratégia comum para facilitar a purificação, algumas vezes aumentando a 

recuperação, a solubilidade e facilitando o refolding, a fusão com tags pode resultar em 

alterações na conformação, atividade biológica ou enzimática e na toxicidade da 

proteína purificada (ARNAU et al., 2006). Isso pode ocorrer mesmo utilizando tags 

pequenas, como a cauda de histidinas (WU; FILUTOWICZ 1999). Por isso, as tags 

devem ser removidas das proteínas, o que implica na adição de uma etapa de clivagem 

e uma etapa de remoção dos produtos de hidrólise da tag no processo de purificação. 

Além destas etapas adicionais aumentarem o tempo do processo, é necessário garantir 

que a clivagem tenha sido completa e que a proteína de interesse não tenha sido 

degradada no processo, caso a clivagem seja feita por proteases. A remoção das tags 

normalmente é feita por cromatografia de afinidade, que emprega resinas caras, e 

muitas vezes mais de uma etapa de purificação é necessária (ARNAU et al., 2006, 

HOU et al., 2004). Uma alternativa é o uso de tags com sítio de autoclivagem, o que 

elimina o uso de proteases (LU et al. 2011; SHI et al., 2014), mas ainda depende de 

etapas adicionais de purificação para remoção de tags e de proteínas onde a clivagem 

foi incompleta. É por isso que na produção industrial, tags só são utilizadas quando as 

vantagens superam os custos e o tempo associados com a sua remoção (BELL et al., 

2013). As purificações realizadas neste trabalho permitiram obter uma proteína pura 

sem o uso de tags, o que elimina as etapas descritas acima. Isso impacta 

significativamente no custo do processo, já que resinas de afinidade por metal, como a 
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IMAC-Sepharose (GE) são significativamente mais caras do que resinas de troca 

iônica, como a Q-Sepharose e a SP-Sepharose utilizadas neste trabalho (GE 

LIFESCIENCE 2019).  

 A preocupação com os custos de um processo de purificação é particularmente 

importante quando se leva em consideração que este pode representar de 70 a 90% do 

custo total de produção de um produto em larga escala (STRUBE et al., 2011).  

Embora estes custos possam ser viáveis para produtos com elevado valor agregado, 

eles são um grande obstáculo para a produção de vacinas em larga escala e para 

distribuição universal, especialmente em países com menos recursos disponíveis para 

investir na imunização de toda população. Daí vem a necessidade de reduzir ao 

máximo o custo de produção de uma vacina, o que passa pelo desenvolvimento de um 

processo de purificação simples, eficiente e com o menor custo possível. Uma forma de 

reduzir os custos de um processo é estudando como as variáveis que compõe cada 

etapa do processo influenciam no resultado final. Para realizar esse tipo análise, o 

planejamento experimental (DOE) é uma ferramenta eficiente e largamente utilizada. 

Como exemplo do uso do DOE na otimização de processos, pode-se citar o trabalho de 

VICENTE et al. (1998), que utilizou o planejamento experimental fatorial e a 

metodologia de superfícies de resposta para otimizar a produção de biodiesel. A 

análise da superfície obtida mostrou que a temperatura e a concentração de catalizador 

têm efeito positivo na conversão de óleos vegetais em biodiesel e que o efeito da 

concentração é maior do que o da temperatura, mas que temperaturas muito altas, 

acima de 60 °C, e concentrações de catalisador acima de 1,5% apresentavam efeito 

negativo. O modelo criado por VICENTE et al (1998) através do planejamento 

experimental se adequou aos dados experimentais e permitiu encontrar a condição 

ótima para a produção de biodiesel. Da mesma forma, os modelos obtidos aqui se 

adequaram bem aos resultados experimentais, especialmente o modelo de 

recuperação de PspA4Pro, que foi muito próxima a 100% nas quatro condições 

testadas (Tabela 19). MARTHOS et al. (2015) utilizaram o planejamento experimental 

para estudar os efeitos dos componentes do meio de cultura na produção de 

polissacarídeo capsular de S. pneumoniae do sorotipo 1 (PS1). Os resultados do 

planejamento mostraram que um novo meio de cultura com menor concentração de 

extrato de levedura e peptonas e sem adição de aminoácidos seria viável. Avaliado no 
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cultivo em reator, este novo meio aumentou a produção de PS1 quando comparado ao 

meio inicial e a outros meios da literatura (MARTHOS et al., 2015). Como nesses 

trabalhos, o DOE realizado aqui permitiu determinar a influência de variáveis na etapa 

de clarificação da PspA4Pro. Diferente de Marthos, que realizou um delineamento 

fatorial fracionado, aqui foi utilizada uma matriz de Plackett & Burman. Ambas são 

estratégias empregadas quando existem muitas variáveis e se deseja identificar quais 

delas são as mais importantes (RODRIGUES; IEMMA, 2009). A escolha entre estas 

técnicas normalmente se dá pelo tipo do experimento que está sendo realizado. A 

matriz de Plackett & Burman permite obter os mesmos resultados do que em um 

fatorial fracionado, porém com menor número de experimentos, então é mais indicada 

quando os experimentos em questão são caros ou difíceis. Já um fatorial fracionado é 

mais indicado quando se imagina que haverá um maior número de fatores e de 

interações entre fatores significativas para o processo (RODRIGUES; IEMMA, 2009). 

Neste trabalho, Plackett & Burman foi escolhido porque a quantidade de biomassa 

disponível para o DOE era limitada, então era importante reduzir ao máximo o número 

de experimentos.  

 Dentre as variáveis mais importantes para a pureza e a recuperação da 

PspA4Pro na etapa de clarificação está o CTAB. Este detergente catiônico é 

comumente utilizado na ruptura celular e na precipitação de ácidos nucleicos e 

polissacarídeos (HUANG; KIM 2013; TOMANEE; HSU; ITO 2004; LANDER et al., 

2002). Neste trabalho, os modelos de remoção de polissacarídeos e ácidos nucleicos 

mostraram que a concentração de CTAB tem efeito positivo na remoção destas 

moléculas. Além de polissacarídeos e ácidos nucleicos, YOSHIHISA (1999) utilizou 

CTAB para a remoção de LPS durante a purificação de proteínas da família da RTX 

toxina, enquanto nosso grupo mostrou que a clarificação com CTAB foi capaz de 

remover mais de 96% das endotoxinas da amostra, além de aumentar a pureza da 

PspA4Pro em relação a outras proteínas (FIGUEIREDO et al., 2017). A concentração 

de LPS após a clarificação com 0,26% de CTAB não foi medida, mas considerando a 

previsão do modelo obtido pelo DOE, é esperado que a eliminação do LPS igual ou 

superior àquela obtida com 0,1% de CTAB. De fato, a redução de polissacarídeos está 
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relacionada à diminuição de LPS, uma vez que o método do fenol sulfúrico empregado 

para dosar polissacarídeos reage também com a porção polissacarídica do LPS. 

Ainda com relação ao processo de purificação de PspA4Pro, o aumento da 

concentração de 100 mM para 150 mM de NaCl na fração de eluição de contaminantes 

da Q-sepharose (Tabela 20), aumentou o fator de purificação desta etapa (de 1,3 para 

1,7), mas também reduziu a recuperação da PspA4Pro (61,1% contra 69,3%) em 

relação ao anteriormente proposto por FIGUEIREDO (2014). Este novo processo de 

purificação (Tabela 20) permitiu atingir a pureza desejada após a crioprecipitação em 

pH 4,0, enquanto o processo anterior precisou da cromatografia de troca catiônica para 

atingir pureza superior à 95%. Descontando a última etapa cromatográfica, o novo 

processo teria alcançado recuperação geral de PspA4Pro 17% maior (53% contra 

36%). 

 A PspA4Pro purificada foi utilizada para a produção das nanopartículas 

poliméricas na Liverpool John Moore University durante o estágio de doutorado 

sanduíche. MANOLOVA et al. (2008) mostraram a importância do tamanho das 

partículas na absorção por células dendríticas. Seu estudo mostrou que após a injeção 

subcutânea de partículas de poliestireno de tamanho variado, partículas grandes, entre 

500 nm e 2000 nm, se associavam às DC no local da injeção, enquanto partículas 

menores, entre 20 nm e 200 nm, eram capazes de chegar aos linfonodos para serem 

apresentadas às DC residentes, o que é preferível, pois nos linfonodos as DC podem 

apresentar os antígenos através dos complexos de histocompatibilidade maiores 

(MHC) de classes I e II, ativando células T naive e induzindo uma forte resposta imune 

sistêmica. Por outro lado, partículas muito pequenas também não são ideais, visto que 

KIM et al. (2010) mostraram que partículas de 200 nm foram melhor internalizadas por 

células dendríticas da medula óssea do que partículas de 30 nm. Tanto as partículas 

de PLGA como as de PGA-co-PDL produzidas apresentaram tamanho inferior à 200 

nm. Apesar da adição da quitosana e da PspA4Pro ter aumentado o tamanho das 

partículas, estas se mantiveram abaixo dos 300 nm (Tabela 23 e Tabela 24), o que 

permitiria sua chegada aos linfonodos e internalização pelas células dendríticas. Isso 

foi confirmado pelo experimento de ativação de células dendríticas, onde foi observada 

ativação tanto para nanopartículas de PGA-co-PDL como para PLGA.  
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 Em cada mg de nanopartículas de PGA-co-PDL com HCl-CS foram adsorvidos 

aproximadamente 36,5 µg de PspA4Pro. Isso representa um aumento de 82% na 

adsorção de PspA4Pro em relação ao trabalho de KUNDA et al. (2015), que produziu 

nanopartículas de PGA-co-PDL com PspA4Pro adsorvida. Este aumento deve ser 

devido à carga positiva das nanopartículas com quitosana. Partículas de PGA-co-PDL 

sem quitosana apresentaram concentração de PspA4Pro/NP próxima a 25 µg/mg, valor 

muito mais próximo ao resultado de Kunda.  

 FECZKÓ et al. (2011) utilizaram planejamento experimental para otimizar o 

encapsulamento de albumina bovina (BSA) em nanopartículas de PLGA. Eles 

utilizaram um delineamento fatorial tipo Box-Behnker com 3 fatores e 3 níveis e 

determinaram que três variáveis independentes influenciaram no encapsulamento da 

proteína: a concentração de PLGA, a concentração de BSA e a razão entre os volumes 

da fase aquosa e da fase orgânica (ra/o). Outras duas variáveis, a concentração de PVA 

e o tempo da segunda sonicação, não influenciaram independentemente, mas 

modificaram os efeitos das outras variáveis. A concentração de PLGA apresentou 

efeito linear fortemente positivo e algum efeito quadrático negativo, então 

concentrações moderadas de PLGA, especialmente quando associadas a tempos 

curtos de sonicação, foram mais eficientes para encapsular a BSA. A concentração de 

BSA teve efeito negativo quando variável independente, mas positivo quando 

relacionado com a concentração de PLGA. Ou seja, aumentar a concentração de BSA 

torna o encapsulamento menos eficiente, mas aumentar a razão BSA/PLGA melhora a 

eficiência do processo. Aumentar ra/o teve efeito positivo no encapsulamento. Com base 

no modelo obtido, FECZKÓ et al. (2011) chegaram a mais de 98% de eficiência no 

encapsulamento da BSA. Este valor está muito acima da eficiência dos 

encapsulamentos realizados neste trabalho, que foram de apenas 33% para 

nanopartículas de PLGA e 29% para nanopartículas de PLGA com HCl-CS. Neste 

trabalho, a concentração de PLGA utilizada foi de 2,8%, o que está dentro do intervalo 

ótimo definido por FECZKÓ et al. (2011), que fica entre 2,5 e 4,0% e a razão 

PspA4Pro/PLGA empregada aqui foi baixa (1:10), o que também deveria favorecer o 

encapsulamento. O terceiro elemento para um encapsulamento ótimo é uma razão 

água/óleo elevada. O modelo de Feczkó mostrou que ra/o=6 resultaria em 
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encapsulamento superior, entre 90% e 100%, dependendo da concentração de PLGA. 

No encapsulamento realizado neste trabalho, a ra/o foi próxima a 2,5. FECZKÓ et al. 

(2011) sugerem que se a ra/o for baixa pode ocorrer quebra das gotículas da primeira 

emulsão, permitindo o escape da proteína. Como a PspA4Pro (43 kDa) é menor do que 

a BSA (66 kDa), este escape seria ainda mais crítico para a PspA4Pro. No conjunto, 

todos os fatores elencados acima poderiam explicar a baixa eficiência de 

encapsulamento. É importante frisar que a escolha das formulações das nanopartículas 

de PGA-co-PDL e de PLGA foi feita sem levar em consideração a ligação com 

PspA4Pro, com base no apenas no tamanho das NP geradas sem proteína, visando 

alcançar o menor tamanho possível para aumentar a captação pelas células 

dendríticas. No futuro um planejamento experimental poderia ser empregado para 

aperfeiçoar o encapsulamento da PspA4Pro nas nanopartículas de PLGA. 

 A liberação inicial de PspA4Pro das nanopartículas de PGA-co-PDL HCl-CS foi 

de aproximadamente 30% e a liberação final após 24 h foi de aproximadamente 40%. 

Já a liberação inicial das nanopartículas sem quitosana foi de aproximadamente 50% e 

a final de 70%. O ensaio de liberação in vitro de PspA4Pro de nanopartículas de PGA-

co-PDL (sem quitosana) realizado por KUNDA et al. (2015) mostrou liberação inicial de 

aproximadamente 40% e final de aproximadamente 94%. Portanto, a presença da 

quitosana não mudou muito o perfil inicial de liberação, mas levou a uma liberação final 

muito menor, provavelmente por causa da forte ligação entre a proteína e a partícula 

com carga oposta.  

 Embora a liberação controlada de fármacos seja desejável em muitos casos a 

fim de manter a dosagem contínua no corpo, a rápida liberação de 30% da PspA4Pro 

nas primeiras duas horas não deve representar um empecilho para a vacinação com 

estas partículas, já que os antígenos liberados seriam internalizados e apresentados 

pelas células dendríticas juntamente com antígenos ainda ligados às NP, que poderiam 

ter ação adjuvante (GHOTBI et al., 2011). Além disso, as próprias NP vazias podem ter 

efeito adjuvante (ZHAO et al., 2014). Outros estudos mostram que a internalização de 

nanopartículas por células dendríticas ocorre dentro de um intervalo de 1 a 2 h de 

incubação (CRUZ et al., 2012, KARAGOUNI et al., 2013, SALEEM et al., 2005), 

intervalo onde a maioria da PspA4Pro ainda está dentro das nanopartículas.  
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 A liberação de proteínas encapsuladas em nanopartículas de PLGA ocorre 

através de quatro vias: transporte através de poros cheios de água, transporte através 

do polímero, bombeamento osmótico e dissolução da partícula (FREDENBERG et al., 

2011). A liberação por poros ocorre via difusão, que depende do coeficiente de difusão 

do líquido dentro dos poros, da porosidade da partícula e da tortuosidade dos poros, 

que devem ser contínuos desde o ponto onde está a proteína, ou outra molécula 

encapsulada, até a superfície, e devem ser grandes o bastante para a passagem da 

molécula. A liberação por poros é o principal mecanismo de liberação de moléculas 

encapsuladas durante os estágios iniciais da liberação. Moléculas hidrofílicas, como 

proteínas e DNA geralmente são liberadas por poros (SHARMA et al., 2016). A baixa 

liberação de PspA4Pro encapsulada durante as 24 h do ensaio sugerem que a difusão 

da proteína para fora das partículas através de poros foi muito pequena, talvez pela 

ausência de poros nas partículas ou pelo pequeno tamanho dos poros presentes. Tão 

pouco a liberação deve ocorrer por transporte através do polímero, fenômeno 

observado para moléculas pequenas e hidrofóbicas. O transporte por osmose é raro 

em partículas de PLGA e também depende da existência de poros largos 

(FREDENBERG et al., 2011). Desta forma, a liberação da PspA4Pro das 

nanopartículas de PLGA deve ocorrer principalmente pela degradação das partículas. 

Isso explicaria a baixa liberação durante as 24 h do teste, visto que a degradação das 

nanopartículas de PLGA pode levar vários dias (SHAH; CHA; PITT 1992, ZILBERMAN; 

GRINBER 2008).  

 As características físico-químicas, como tamanho, carga e forma, de uma 

nanopartícula determinam como esta irá interagir com as células e, portanto, têm 

ligação direta com sua toxicidade. Partículas pequenas possuem maior área superficial 

relativa do que partículas grandes com a mesma massa, o que aumenta a área de 

interação com componentes celulares. O tamanho reduzido também facilita a entrada 

na célula, o que poderia causar dano celular (HUANG; CAMBRE; LEE 2017). JIANG et 

al. (2008) mostraram que o tamanho das nanopartículas de anatase TiO2 influenciava 

na produção de espécies reativas de oxigênio. Eles também verificaram que 

nanopartículas amorfas também produziam mais espécies reativas de oxigênio. LEE et 

al. (2014), mostraram a influência da forma das partículas em sua citotoxicidade, 

mostrando que nanopartículas de óxido de ferro com formato de bastão foram mais 
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tóxicas do que nanopartículas esféricas em linhagem de macrófagos murinos RAW 

264,7, gerando maior resposta inflamatória, produção de espécies reativas de oxigênio 

e necrose. Embora a morfologia das nanopartículas não tenha sido determinada neste 

trabalho, MCCALL e SIRIANNI (2013) mostraram que nanopartículas de PLGA 

preparadas por emulsão simples e por emulsão dupla eram esferas lisas, o que 

implicaria em menor toxicidade 

 A carga na superfície das partículas é outro fator que pode estar relacionado 

com sua toxicidade, pois interfere na entrada das nanopartículas na célula e no modo 

como essas partículas irão interagir com as organelas e moléculas intracelulares. KAI 

et al. (2011) mostraram que três nanopartículas de óxido de ferro com cargas 

diferentes, entre +4,5 mV e +14,5 mV, apresentaram graus diferentes de citotoxicidade 

em células de hepatoma humano, linhagem BEL-7402. Eles verificaram que a 

toxicidade aumentava com o aumento da carga. O mesmo foi observado para 

nanopartículas de ZnO, pois as partículas carregadas positivamente foram mais tóxicas 

para células epiteliais de alvéolos humanos (A549) do que partículas negativas com 

tamanho e forma similares (BAEK et al., 2011).  

Uma possível explicação para essa diferença na toxicidade de nanopartículas 

com tamanho e forma similares, mas cargas distintas, seria a composição da 

membrana das células de mamíferos, que são ricas em glicosaminoglicanas 

carregadas negativamente, que facilitariam a internalização das nanopartículas com 

carga positiva e repeliriam as de carga negativa. Dentro das células as nanopartículas 

positivas poderiam interagir com outras partículas com carga negativa, como ácidos 

nucleicos, causando danos (HUANG; CAMBRE; LEE 2017). Apesar disso, não houve 

grande diferença entre a toxicidade das partículas de PLGA com HCl-CS, que têm 

carga positiva, e as nanopartículas sem quitosana, que têm carga negativa, nem entre 

partículas de PGA-co-PDL com e sem quitosana. Isso significa que mesmo que haja 

maior internalização das nanopartículas positivas, elas não causaram dano celular 

maior do que as partículas negativas, pois ambas são hidrolisadas nos mesmos 

metabólitos biocompatíveis. De fato, nanopartículas baseadas em polímeros 

biodegradáveis são muito menos tóxicas do que nanopartículas de outros materiais, 

como metais ou nanotubos de carbono (BAHADAR 2016).  
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Embora a dose humana da vacina pneumocócica pulmonar com NP carregadas 

de PspA4Pro ainda não esteja definida, e não existam no mercado atual vacinas 

pneumocócicas baseadas em PspA4Pro, os trabalhos de MENZEL et al. (2005) e 

MEYER et al. (2006) mostraram que a dose clínica requerida para uma vacina 

pneumocócica de polissacarídeos administrada por via inalatória seria de 25 µg. Além 

disso, a administração intramuscular de 25 µg de rPspA + hidróxido de alumínio foi 

capaz de gerar resposta imune em voluntários saudáveis (MENZEL et al., 2005). 

Considerando então uma dose de 25 µg e levando em conta a massa de PspA4Pro (µg 

PspA/mg NP) determinada anteriormente, as seguintes quantidades de NP seriam 

necessárias para produzir uma dose da vacina humana:  

 PGA-co-PDL sem quitosana, PspA4Pro adsorvida:  0,98 mg NP   

 PGA-co-PDL HCl-CS PspA4Pro adsorvida: 0,69 mg NP 

 PLGA sem quitosana PspA4Pro adsorvida: 0,69 mg NP 

 PLGA HCl-CS PspA4Pro adsorvida: 0,67 mg NP 

 PGA-co-PDL sem quitosana PspA4Pro encapsulada: 6,04 mg NP 

 PGA-co-PDL HCl-CS PspA4Pro encapsulada: 1,09 mg NP 

 PLGA sem quitosana PspA4Pro encapsulada: 1,86 mg NP 

 PLGA HCl-CS PspA4Pro encapsulada: 2,22 mg NP 

Isso significaria viabilidade celular entre 60 e 80% para a maioria das 

formulações (Figura 42). Além disso, a toxicidade das nanopartículas de PGA-co-PDL 

foi semelhante àquela observada em trabalhos anteriores do nosso grupo (KUNDA et 

al., 2015). 

 As nanopartículas foram encapsuladas em L-leucina para formar micropartículas 

através da técnica de spray-dry, um processo onde as partículas em solução são 

convertidas em pequenas gotas e expostas à um fluxo de ar quente e rápido que as 

converte em um pó que pode ser aspirado. Durante o spray-dry é comum adicionarem-

se excipientes biocompatíveis, como aminoácidos, lipídios e carboidratos, para 

aumentar o tamanho das partículas e melhorar suas propriedades aerodinâmicas, além 

de proteger as nanopartículas durante o spray-dry (ALFAGIH et al., 2015). TAWFEEK 

et al. (2011) produziram micropartículas de L-Leucina contendo nanopartículas de 

PGA-co-PDL e constataram que essas micropartículas apresentaram baixa toxicidade 
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e foram capazes de chegar aos pulmões com pouca deposição nas vias aéreas 

superiores. Resultados semelhantes foram obtidos por TAWFEEK et al. (2013) e 

KUNDA et al. (2015). Os perfis aerodinâmicos das micropartículas produzidas neste 

trabalho foram semelhantes ao das micropartículas obtidas por esses autores, com 

%FPF próxima a 40%. O DMAM das partículas com quitosana foi menor do que os 

valores obtidos nos trabalhos de Tawfeek e Kunda, indicando que houve menor 

agregação entre as micropartículas, o que favoreceria sua chegada aos alvéolos.  

 Em experimentos anteriores de nosso grupo tentou-se estabelecer um protocolo 

para entregar as micropartículas em forma de pó nos pulmões de camundongos, mas 

sem sucesso. Por isso a imunização dos camundongos foi feita instilando a solução de 

micropartículas ou de PspA4Pro livre diretamente em uma das narinas do animal. A 

instilação de volumes pequenos (10 µL) é comumente utilizada para imunização nasal 

de camundongos. Volumes maiores, entre 40 e 50 µL garantem a entrega das 

partículas nos pulmões (RODRIGUES et al., 2018). Embora não se possa excluir a 

deposição de partículas ao longo do trato respiratório, o experimento de aerolização 

mostrou que isso também aconteceria em seres humanos que fossem imunizados com 

as micropartículas em pó. Vários trabalhos já mostraram como a imunização por vias 

diversas com PspA4Pro, livre ou associada a outras vacinas, foi capaz de levar à 

geração de anticorpos, reduzir a colonização e proteger camundongos desafiados com 

S. pneumoniae (VADESILHO et al., 2012, FERREIRA, et al., 2006, FERREIRA et al., 

2010). Apesar de gerar resposta imune e proteção quando administrada por estas vias, 

constatamos que a imunização pulmonar com PspA4Pro livre gerou baixo título de IgG 

anti-PspA4Pro e não foi capaz de proteger os camundongos desafiados. Por outro 

lado, quando 2 µg de PspA4Pro foi administrada dentro nanopartículas formuladas em 

micropartículas, a imunização pulmonar resultou em títulos de IgG anti-PspA4Pro 

semelhantes ao título obtido com a imunização subcutânea com a mesma massa de 

PspA4Pro. Quando os animais imunizados com 2 μg de proteína foram desafiados, a 

sobrevivência nos grupos que receberam PspA4Pro por via subcutânea e 

micropartículas de PLGA HCl-CS por via pulmonar foi de 33,3%, enquanto a 

sobrevivência no grupo imunizado com PGA-co-PDL HCl-CS por via pulmonar foi de 

66,6%. Estes resultados foram semelhantes aos de RODRIGUES et al. (2018), que 

imunizaram camundongos com micropartículas de L-leucina contendo nanopartículas 
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de PGA-co-PDL com PspA4Pro adsorvida. A dose administrada por RODRIGUES et al. 

(2018) foi de 2 µg de PspA4Pro nas micropartículas via pulmonar e 5 µg de PspA4Pro 

livre pelas vias subcutânea e pulmonar. Esses resultados parecem indicar que a adição 

de HCl-CS à formulação das nanopartículas não contribuiu para o aumento da 

proteção, ou seja, não aumentou o efeito adjuvante das partículas. Contudo, é 

importante observar que a quantidade de PspA4Pro incorporada nas nanopartículas 

utilizadas por RODRIGUES et al. (2018) era de 20 µg PspA4Pro/mg de NP 

(Comunicação pessoal), enquanto as nanopartículas de PGA-co-PDL HCl-CS utilizadas 

neste trabalho tinham 36,5 µg PspA4Pro/mg e as NP de PLGA HCl-CS tinham 59,3 µg 

PspA4Pro/mg. Portanto a quantidade de micropartículas utilizada na imunização 

pulmonar neste trabalho foi aproximadamente a metade daquela utilizada 

anteriormente, mas que gerou proteção semelhante. Quando a quantidade de 

PspA4Pro foi aumentada de 2 µg para 6 µg, levando consequentemente ao aumento 

concomitante da quantidade de NP administrada, o título de IgG anti-PspA4Pro 

aumentou aproximadamente um log após a segunda dose e a sobrevivência dos 

grupos imunizados com PGA-co-PDL HCl-CS e com PLGA HCl-CS aumentou para 

83,3% e 100,0%, respectivamente. As duas formulações induziram maior produção de 

IgG1 do que de IgG2a, indicando tendência a uma resposta Th2 (IgG1/IgG2a ~ 2,6). 

Esta tendência também foi observada no trabalho de RODRIGUES et al. (2018), onde 

ela foi um pouco mais acentuada (IgG1/IgG2a ~ 3), indicando que, apesar de a 

resposta com tedência Th2 continuar sendo preponderante, as novas formulações com 

quitosana parecem direcionar a resposta para Th1 com maior intensidade do que a 

formulação sem quitosana. 

 Embora este trabalho não tenha avaliado a capacidade de ligação dos 

anticorpos gerados após imunização dos animais a cepas de pneumococo que 

expressem PspA de diferentes famílias, RODRIGUES et al. (2018) mostraram que os 

anticorpos induzidos pelas partículas de PGA-co-PDL não foram capazes de se ligar a 

cepas de pneumococo expressando PspA da família 1 (cepa EF3030, sorotipo 19F, 

PspA1 e cepa D39, sorotipo 2, PspA2). Por outro lado, esses anticorpos se ligaram a 

diversas cepas que expressam PspA da família 2 (cepa M10, sorotipo 11A, PspA3, 

cepa 3JYP2670 (sorotipo 3, PspA4) e ATCC6303 (sorotipo 3, PspA5). No trabalho de 

TOSTES et al. (2017), camundongos foram imunizados via intranasal com PspA das 
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famílias 1 e 2 juntamente com vacina de célula inteira de pertussis, usada nos 

experimentos como adjuvante, e desafiados com uma mistura de duas cepas de S. 

pneumoniae sorotipo 6B, uma expressando PspA1 e outra expressando PspA4. Os 

camundongos imunizados com PspA1 e PspA4 presentaram redução na colonização 

quando comparados com aqueles que receberam apenas uma das proteínas. Um novo 

desafio, desta vez com uma cepa do sorotipo 6B expressando PspA3 e uma do 

sorotipo 23F expressando PspA2 gerou resultados semelhantes (TOSTES et al. 2017). 

Isso mostra que a imunização com uma combinação de nanopartículas carregando 

PspA de famílias diferentes, ou uma combinação de PspA com outros antígenos, como 

a pneumolisina destoxificada, poderia levar a maior cobertura da vacina. 
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7. CONCLUSÕES 

 

O clone de E. coli BL21(DE3) produtor de PdT recombinante foi obtido e 

estoques congelados foram preparados para futuros cultivos e purificações. 

 O planejamento experimental nos permitiu determinar as variáveis contribuem 

de forma mais significativa para a etapa de clarificação do processo de purificação de 

PspA4Pro, a saber: concentração de CTAB, concentração de biomassa e agitação,  e 

os modelos matemáticos gerados indicaram quais condições experimentais levariam às 

maiores recuperação e pureza de PspA4Pro.  

 Tanto o processo de purificação onde a clarificação foi feita de acordo com a 

predição feita pelo modelo obtido no planejamento experimental, com 0,26% de CTAB, 

quanto o processo onde a clarificação foi feita com 0,1% de CTAB, resultaram em 

pureza de PspA4Pro superior à 98% e recuperação próxima a 30%..  

 As seguintes condições foram estabelecidas para preparo das NP de PGA-co-

PDL via emulsão simples, formulação onde a PspA4Pro fica adsorvida à superfície: 

DCM 2 mL, PVA 10% 5 mL, amplitude do sonicador 65%, tempo de sonicação 120 s e 

PVA 0,75%. Para o preparo NP de PLGA também por emulsão simples, as condições 

foram: DCM 2 mL, PVA 10% 3 mL, amplitude 65%, tempo de sonicação 120 s e PVA 

0,50%. Em ambos os casos as condições foram escolhidas de maneira a obter os 

menores tamanhos e polidispersão. 

 Dois tipos de quitosana, HCL-CS e CM-CS, foram incorporadas às NP 

formuladas por emulsão simples nas condições descritas acima e por emulsão dupla 

nas condições descritas por ALFAGIH et al. (2015). Novamente as concentrações de 

quitosana que levaram ao menor tamanho foram escolhidas, a saber: 1,0 mg/mL de 

HCl-CS ou CM-CS para PGA-co-PDL, 1,0 mg/mL HCl-CS e 0,5 mg/mL CM-CS para 

PLGA, tanto por emulsão simples como dupla. 

 A carga positiva conferida pela HCl-CS levou à >90% de adsorção de PspA4Pro 

às NP dos dois polímeros e aumentou o encapsulamento de 2% para 11%, no caso de 

PGA-co-PDL, e de 15% para 30%, nas NP de PLGA. 

 Após avaliação de pH 7,0 e 4,0 para adsorção, constatou-se que a adsorção de 

PspA4Pro às NP de PLGA com e sem CM-CS aumentou a pH 4,0, mas dimuniu no 

caso das NP de PGA-co-PDL. Estes dados indicam que em NP de PLGA a interação 
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iônica provavelmente é preponderante para adsorção de PspA4Pro, enquanto em NP 

de PGA-co-PDL outras interações devem ser mais importantes, como interações 

hidrofóbicas e ligações de hidrogênio.Na maioria dos casos a presença das quitosanas 

dificultou a liberação da PspA4Pro tanto adsorvida como encapsulada nos dois 

polímeros. Assim, a maioria das formulações apresentou liberação inferior a 50% após 

24 h.  

A PspA4Pro liberada das nanopartículas com CM-CS perdeu atividade biológica, 

enquanto a que foi  liberada das formulações sem quitosana e com HCl-CS manteve 

sua integridade, atividade biológica e foi reconhecida por anticorpos monoclonais anti-

PspA, portanto estas nanopartículas são bons veículos para entrega de PspA4Pro e 

foram empregadas para formular micropartículas por spray-dry com L-leucina, o que 

permitiu seu transporte sem necessidade decontrole de temperatura ou humidade.  

Os testes in vitro mostraram que as nanopartículas apresentaram baixa 

toxicidade e que foram capazes de ativar células dendríticas, algo que a PspA4Pro 

sozinha não foi capaz de fazer.  

A imunização com as NCMP gerou títulos de IgG anti-PspA4Pro muito 

superiores àqueles encontrados no soro dos animais imunizados com PspA4Pro, tanto 

pela via subcutânea quanto pela pulmonar. Isso demonstra o potencial adjuvante 

destas formulações.  

 Duas doses de 2 µg de PspA4Pro em partículas de PGA-co-PDL HCl-CS 

protegeram 66,7% dos animais imunizados, significativamente mais do que o controle 

negativo, enquanto 2 µg de PspA4Pro em partículas de PLGA HCl-CS protegeram 

apenas 33,3% dos animais, o que não foi estatisticamente significante.  

 Com duas doses de 6 µg de PspA4Pro, a sobrevivência aumentou para 83,3% 

nos animais imunizados com as partículas de PGA-co-PDL HCl-CS e 100% para os 

imunizados com PLGA HCl-CS.  

 Trabalhos futuros deverão ser feitos para verificar a proteção oferecida pelas 

contra S. pneumoniae carregando PspA de família 1, bem como avaliar a inclusão de  

outros antígenos do pneumococo nas formulações, como a PdT, misturas de PspA de 

diferentes famílias, ou proteínas híbridas.  
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ANEXO I 
 

Tabela 30: Sequência de aminoácidos da PdT 

PdT  

M A N K A V N D F I L A M N Y D K K K L L T H Q G E S I E N R F I K E G N Q L P D E F V V 

I E R K K R S L S T N T S D I S V T A T N D S R L Y P G A L L V V D E T L L E N N P T L L A 

V D R A P M T Y S I D L P G L A S S D S F L Q V E D P S N S S V R G A V N D L L A K W H 

Q D Y G Q V N N V P A R M Q Y E K I T A H S M E Q L K V K F G S D F E K T G N S L D I D 

F N S V H S G E K Q I Q I V N F K Q I Y Y T V S V D A V K N P G D V F Q D T V T V E D L K 

Q R G I S A E R P L V Y I S S V A Y G R Q V Y L K L E T T S K S D E V E A A F E A L I K G 

V K V A P Q T E W K Q I L D N T E V K A V I L G G D P S S G A R V V T G K V D M V E D L I 

Q E G S R F T A D H P G L P I S Y T T S F L R D N V V A T F Q N S T D Y V E T K V T A Y R 

N G D L L L D H S G A Y V A Q Y Y I T W D E L S Y N H Q G K E V L T P K A W D R N G Q 

D L T A H F T T S I P L K G N V R N L S V K I R E G T G L A F E W W R T V Y E K T D L P L 

V R K R T I S I W G T T L Y P Q V E D K V E N D 

 

Tabela 31: Composição em porcentagem de aminoácidos da PdT 

Aminoácido Quantidade absoluta Porcentagem 

Ala (A) 29 6,2% 

Arg (R) 20 4,2% 

Asn (N) 26 5,5% 

Asp (D) 35 7,4% 

Cys (C) 0 0% 

Gln (Q) 21 4,5% 

Glu (E) 36 6,4% 

Gly (G) 27 5,7% 

His (H) 8 1,7% 

Ile (I) 23 4,9% 

Leu (L) 41 8,7% 

Lys (K) 31 6,6% 

Met (M) 6 1,3% 

Phe (F) 15 3,2% 

Pro (P) 17 3,6% 

Ser (S) 35 7,4% 

Thr (T) 42 7,6% 

Trp (W) 7 1,5% 

Tyr (Y) 19 4,0% 

Val (V) 45 9,6% 

Pyl (O) 0 0% 

Sec (U) 0 0% 

Fonte: (Expasy, 2014) 

Massa Molecular predita: 52,8 kDa 

PI predito: 5,18 

Coeficiente de extinção: 66810 cm-1 
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