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RESUMO

HACKER, S. S. Polissacarideo capsular do Streptococcus agalactiae como antigeno
vacinal: desenvolvimento de um modelo vacinal para mucosas com Nanoparticula
de quitosana. 2018. 134f. Tese de Doutorado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2018.

A bactéria gram-positiva Streptococcus agalactiae do grupo B (GBS) faz parte da
microbiota normal do trato geniturinario humano, sendo um organismo comensal do
corpo da mulher. No entanto, em mulheres gravidas, quando ha alteracfes na composicdo
microbiana do canal vaginal, pode ocorrer a proliferacdo e a infeccdo pelo GBS. Este
microrganismo, em sua forma patogénica oportunista, pode infectar o neonato durante o
parto natural, assim como contribuir para infeccGes urinarias e uterinas durante a
gestacdo. O GBS ja foi identificado como um dos responsaveis pela alta taxa de
mortalidade neonatal, sendo um dos principais agentes de infeccdo em recém-nascidos no
mundo. Ele também pode ser a causa de infec¢bes nas gestantes, levando a varias
complicagbes, como corioamnionite, endometrite e infeccbes do trato urinario e do sitio
cirargico. Pode haver comprometimento da gestacdo e do feto, com abortamento, morte
fetal intrauterina e ruptura da membrana corionica, levando a parto prematuro — que pode
resultar em outras consequéncias graves.

Este trabalho foi desenvolver um modelo vacinal para mucosa sublingual,
utilizando o polissacarideo capsular do Streptococcus agalactiae como antigeno,
encapsulado em Nanoparticulas de quitosana. Para o estudo de otimizacdo dos
parametros de fermentacdo, para aumentar a produtividade de capsula polissacaridica
(PS) presente na superficie celular, utilizou-se o Banco de Dados Kegg (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes). A adicdo do suplemento L-Prolina foi o que
propiciou a principio, maior relacdo entre crescimento bacteriano e formagdo de capsula
polissacaridica. A purificacdo e extracdo da capsula polissacaridica foi realizada com
etapas sucessivas de ultra filtracdo tangencial e precipitacdo alcoolica dos contaminantes.
As caracterizacOes fisico-quimicas: difracdo de raios-X (DRX), cromatografia gasosa
(CGMYS), ressonancia magnética (NMR) e determinacédo de acucares pelo méetodo fenol-
sulfurico, foram realizadas para identificacdo da composicao e estrutura monossacaridica
de acucares. O PS isolado apresenta ramificacfes de fucose, manose, glicose, galactose e
N-acetil-glucosamina, apresentando estrutura amorfa. A liofilizacdo do polissacarideo foi
realizada para fins de concentracdo e conservacdo. A encapsulacdo do polissacarideo
acoplada quimicamente com OVA, em uma Nanoparticula de quitosana, teve como
finalidade aumentar a mucoadesividade e possibilitar maior absor¢do do antigeno entre as
células da juncdo epitelial das mucosas sublinguais. A partir da analise de DLS
(Espalhamento dinamico de luz), as Nanoparticulas apresentaram dimensfes entre 200 a
400 nm e o Potencial Zeta acima de 20. O indice de polidispersdo (PDI) esta dentro do
esperado (abaixo de 0.3). A capacidade de encapsulamento em relacdo a OVA foi de
92,8% dos grupos que continham PS. O teste 1gG sérica total mostrou que o grupo G2
(Nanoparticula com Polissacarideo e Proteina acoplados) foi o que teve maior reatividade
no teste de ELISA, pela Andlise de Variancia (ANOVA) com ferramenta de Bonferrone.
O teste slgA mostrou que o grupo G2 (Nanoparticula com Polissacarideo e Proteina
acoplados) foi o que teve maior concentragdo de anticorpo slgA total. Como resultado e
conclusdo, o polissacarideo capsular do Streptococcus agalactiae € um bom candidato a
antigeno vacinal.

Palavras-chave: Streptococcus agalactiae, vacina, polissacarideo, imunizacdo via
mucosa sublingual, Nanoparticula.



SUMMARY

HACKER, S. S. Capsular polysaccharide of Streptococcus agalactiae as vaccine
antigen: development of a mucosal vaccine model with chitosan nanoparticle. 2018.
134f. PhD Thesis - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, University of Sdo Paulo, S&o
Paulo, 2018.

Gram-positive bacteria Streptococcus agalactiae group B (GBS) is part of the
normal microbiota of the human genitourinary tract, being a commensal organism of the
female body. However, in pregnant women, when there are changes in the microbial
composition of the vaginal canal, GBS proliferation and infection may occur. This
microorganism, in its opportunistic pathogenic form, can infect the neonate during natural
childbirth, as well as contribute to urinary and uterine infections during pregnancy. The
GBS has already been identified as one of the responsible for the high neonatal mortality
rate, being one of the main agents of infection in newborns in the world. It can also be the
cause of infections in pregnant women, leading to various complications such as
chorioamnionitis, endometritis, and urinary tract and surgical site infections. There may
be pregnancy and fetal impairment, with abortion, fetal intrauterine death, and rupture of
the chorionic membrane, leading to premature labor - which can result in other serious
consequences.

This work was to develop a vaccine model for sublingual mucosa using the
capsular polysaccharide of Streptococcus agalactiae as antigen, encapsulated in chitosan
nano particles. For the study of optimization of the fermentation parameters, the Kegg
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) database was used to increase the
productivity of polysaccharide capsule (PS) present on the cell surface. The addition of
the L-Proline supplement gave rise to a higher ratio between bacterial growth and
polysaccharide capsule formation. The purification and extraction of the polysaccharide
capsule was performed with successive stages of tangential ultrafiltration and alcoholic
precipitation of the contaminants. The physicochemical characterization of X-ray
diffraction (XRD), gas chromatography (CGMS), magnetic resonance (NMR) and
determination of sugars by the phenol-sulfuric method were performed to identify the
composition and monosaccharide structure of sugars. The isolated PS presents branches
of fucose, mannose, glucose, galactose and N-acetyl-glucosamine, presenting amorphous
structure. Lyophilization of the polysaccharide was performed for concentration and
conservation purposes. The encapsulation of the polysaccharide coupled chemically with
OVA in a chitosan nano particle was aimed at increasing mucoadhesiveness and allowing
greater absorption of the antigen between the cells of the sublingual mucosal epithelial
junction. From the analysis of DLS (dynamic light scattering), the nanoparticles
presented dimensions between 200 to 400 nm and the Zeta potential above 20. The
polydispersity index (PDI) is within the expected range (below 0.3). The encapsulation
capacity for OVA was 92.8% of the groups containing PS. The total serum IgG test
showed that the G2 group (Nano particle with Polysaccharide and Protein coupled) was
the one that had the highest reactivity in the ELISA test, by Analysis of Variance
(ANOVA) with Bonferrone tool. The slgA test showed that the G2 group (Nanoparticle
with Polysaccharide and Protein coupled) had the highest concentration of total slgA
antibody. As a result and conclusion, the capsular polysaccharide of Streptococcus
agalactiae is a good candidate for vaccine antigen.

Keywords: Streptococcus agalactiae, conjugate vaccine, polysaccharide, sublingual
mucosal immunization, nanoparticle
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1 INTRODUQAO E JUSTIFICATIVA

A Streptococcus agalactiae (GBS) é uma bactéria gram-positiva do género cocos,
grupo B, responsavel por alta morbidade e mortalidade precoce de recém-nascidos
durante o parto normal (KOBAYASHI et al. 2016; NUCCITELLI et al., 2015; MERCER
e BRIGGS, 1996; SCASSO et al., 2015; BAKER 2000). Frequentemente, é encontrada
na microbiota humana, fazendo parte das membranas de mucosas e colonizando,
principalmente, os tratos gastrointestinais e geniturinarios.

Por motivos ainda ndo totalmente elucidados, aproximadamente 20 a 30% das
gestantes apresentam proliferacdo dessa bactéria de maneira desequilibrada. Essa
infeccdo pode ser transitoria, intermitente ou cronica (NUCCITELLI et al.,, 2015;
SCASSO et al., 2015; ALOS CORTES et al., 2013; MERCER e BRIGGS, 1996). Este
desequilibrio, quando ocorre, torna 0 GBS potencialmente patogénico e pode ocasionar
contaminacgéo do neonato durante o parto natural, levando-o a septicemia.

Além dos estudos sobre bacteremia em neonatos, o0 estreptococo do grupo B vem
sendo uma preocupacdo crescente em adultos com complicagdes cardiovasculares e
doencas cronicas. Ha suspeitas de aumento da incidéncia de doencas, causadas pelo
GBS, em pacientes com idade acima de 65 anos e com condi¢cbes medicas cronicas,
como: diabetes mellitus, cancer, doencas cardiovasculares, doencas hepaticas cronicas,
doenca renal e neoplasia, infec¢des cutaneas e de tecidos moles (MATSUDA et al., 2014;
OYANGUREN et al., 2015; HIGH et al., 2005; FARLEY et al., 1993).

Este trabalho busca estudar um modelo de producéo de antigeno vacinal a partir
da capsula polissacaridica do Streptococcus agalactiae, encapsulada em uma
Nanoparticula de quitosana para delivery de mucosas sublinguais.

A cépsula polissacaridica bacteriana é responsavel pela antigenicidade, que
também confere adesdo a mucosa e, consequentemente, a sua colonizacdo (JANS e
BOLEIJ, 2018.). Uma vacina polissacaridica promoveria a geracdo de anticorpos
especificos que evitariam a adesdo a mucosa e inibiriam a colonizacdo do microrganismo.

Nas diferentes formulacGes, foi utilizada uma proteina de OVA (ovalbumina),
com o objetivo de aumentar a resposta imunoldgica, pois vacinas polissacaridicas ndo sao
capazes de induzir alta concentracdo de anticorpos e resposta imunoldgica de longo prazo
(DIEZ-DOMINGO et al., 2010). A utilizacio de proteinas ligadas molecularmente, como

carreador, nas vacinas polissacaridicas € importante, pois essas proteinas sdo altamente
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imunogénicas e consideradas antigenos dependentes das células T; consequentemente,
sdo capazes de ativar as respostas imunitarias primarias e secundarias de maneira mais
eficiente e com maior poténcia (ZHETEYEVA et al., 2013).

A estratégia de encapsulamento do antigeno em Nanoparticulas de quitosana
busca melhorar o fornecimento do antigeno, aumentando, assim, sua disponibilidade
sobre a mucosa em funcdo da mucoadesividade e de sua liberacdo controlada. A
utilizacdo da quitosana tem como vantagem ser um biopolimero, com biocompatibilidade
e tolerabilidade, além de excelente capacidade de aderéncia a mucosas (XIA et al., 2015).

No processo de encapsulamento, foi utilizada a vitamina B9 (L-metilfolato), com
funcdo de estimular a producdo de anticorpos, pois ela se liga a células MR1 da classe
MHC1-like. Derivados da vitamina B podem se ligar a uma proteina apresentadora de
antigenos que estimule células imunologicas especializadas (CHUA e HANSEN, 2012).

O modelo vacinal via mucosas sublinguais tem foco preventivo e terapéutico. A
vacinacdo via mucosa geralmente desencadeia ambas as respostas imunes: a resposta
imune sisttmica e a de mucosas, enquanto a resposta as vacinas injetadas é
predominantemente sistémica. N&o € invasiva, tem menos efeitos adversos, ndo tem
efeito inflamatorio exacerbado e permite reforco frequente. Uma vacina de mucosas
geralmente ndo interfere na imunidade sistémica preexistente, aumentando assim a taxa
de "efetividade” da vacina (KRAEHENBUHL e NEUTRA, 2013). Consequentemente, as
vacinas via mucosa Sa0 mais seguras, para uso em gestantes, uma vez que as vacinas
injetaveis ocasionam inflamacao sistémica e podem levar a resposta imune mais intensa,
ocasionando aborto. Corrobora o fato de que o desenvolvimento de vacinas nao injetaveis
tem sido estimulado pelo Forum de Vacinas Globais e Pesquisas em Imunizagdo, com
participacdo da WHO (World Health Organization) (FORD et al., 2016; RASMUSSEN
etal., 2014; CALAM, 2004).

O modelo vacinal foi avaliado por meio de imunizacdo sublingual em

camundongos, nos quais as concentracdes de 1gG e sIgA da saliva foram determinadas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Microbiota humana e Streptococcus do grupo B

A microbiota normal em seres humanos desenvolve-se por sucessdes; ou seja,
desde o nascimento até as diversas fases da vida adulta, existe desenvolvimento continuo,
resultando em coldnias bacterianas estaveis. Os fatores que controlam a composi¢do da
microbiota, em uma dada regido do corpo, estdo relacionados a natureza do ambiente
local, tais como temperatura, pH, 4gua, oxigenacdo, nutrientes e fatores complexos, assim
como da agdo de componentes do sistema imunolégico. Esta diversidade da composicao
da microbiota é importante para a manutencdo da saude, para o controle de espécies
patogénicas e para a protecdo do sistema imunolégico primario.

O microrganismo da espécie Streptococcus agalactiae (GBS) ja faz parte da
microbiota humana, estando presente nos tratos geniturindrios e gastrointestinal
(ARDOLINO et al., 2016). Alteraces hormonais, bem como variagdes relacionadas com
a natureza do ambiente local (como temperatura, pH, 4gua, oxigenacao, nutrientes), aléem
de outros fatores complexos relacionados a acdo de componentes do sistema
imunologico, podem atuar sobre a microbiota significativamente, desequilibrando-a e,
assim, favorecendo o crescimento deste microrganismo de forma “patdégeno oportunista”.

Os microrganismos GBS pertencem ao grupo filogenético Bacteria grupo B em
virtude de suas caracteristicas antigénicas. Assim como as outras espécies do género,
GBS sédo cocos gram-positivos, catalase-negativa, hemolise beta, oxidase-negativa, que
caracteristicamente crescem aos pares ou em cadeias; sdo imdveis e ndo esporulados.
Considerando-se o0 metabolismo energético, sdo classificados como anaerdbios
facultativos, obtendo energia para a sintese de material celular através da fermentacdo dos
carboidratos (CASTELLANO et al., 2008).

O Streptococcus agalactiae do grupo B de Lancefield foi identificado nos
Estados Unidos, na década de 1960, destacando-se como a principal causa infecciosa de
morbidade e mortalidade de neonatos e permanecendo até hoje como a principal causa de
sepse em recém-nascidos (MERCER e BRIGGS, 1996; MADHI et al., 2013; SCASSO et
al., 2015).
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2.2 Sorotipo capsular do Streptococcus do grupo B

Os GBS diferenciam-se em dez sorotipos distintos relacionados aos
determinantes antigénicos da superficie celular, sendo classificados como: la, Ib, I, 1lI,
IV, V, VI, VII, VIl e IX. Os dez sorotipos capsulares se distinguem de acordo com a
variacdo da viruléncia e de antigenos, os quais sdo detectados por imunodifusdo ou PCR
(FIOLO et al., 2011; FIOLO et al., 2012). A identificacdo dos sorotipos € critica para
estudos clinicos e epidemioldgicos.

Para Fiolo e colaboradores (2011), entre os dez sorotipos conhecidos, o Ill é o
mais encontrado em doencas que acometem recém-nascidos (meningite e septicemia), o
sorotipo la (correspondente a 090 ATCC 12386 - Speziale et al., 2005) é o mais
detectado em amostra vaginal de mulheres gravidas e o sorotipo V tem prevalecido nas
infeccbes em adultos, excluindo mulheres gravidas. No Japdo, a maior incidéncia em
recém-nascidos esta com os tipos capsulares Ia, Ib e Il (MOROZUMI et al., 2015). Para
Baker (2000), a incidéncia de infeccdo pelo sorotipo la tem crescido nas Gltimas décadas,
sendo prevalente com o tipo Il nos casos graves de infecgéo.

Dutra e colaboradores (2014) relatam que os dez sorotipos capsulares ja foram
identificados, sendo que a determinacdo de sua distribuicdo dentro de uma populacéo
especifica ou regido geografica € importante, porque eles sdo os principais alvos para o
desenvolvimento de estratégias vacinais. No Brasil, 0s sorotipos predominantes sdo: la
(27,6%), 11 (19,1%), Ib (18,7%) e V (13,6%), seguidos por sorotipos IV (8,1%) e IlI
(6,7%). Todos os isolados foram sensiveis aos antibioticos beta-lactamicos testados e
97% eram resistentes a tetraciclina. A resisténcia a eritromicina e a clindamicina foi

encontrada em 4,1% e 3% dos isolados, respectivamente.

2.3 Importancia da capsula polissacaridica do Streptococcus do grupo B

A cépsula polissacaridica € um polimero de alta massa molecular, composta de
subunidades repetitivas de oligossacarideos, constituidas por diferentes moléculas de
acucares e unidas por ligacbes glicosidicas. De acordo com as diferentes estruturas da
capsula, a bactéria é classificada em sorotipos diversos. Essas diferencas quimicas dos
sorotipos identificados de GBS sdo associadas a capsula polissacaridica, que Ihes confere
o fator de viruléncia e as propriedades antifagocitarias e antibacterianas. Enfim, a
capsula é responsavel pela viruléncia e pela antigenicidade, protegendo o microrganismo

contra a fagocitose pelo sistema imune e conferindo-lhe a resisténcia aos antibiéticos.
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Os polissacarideos capsulares sd@o conhecidos como T-independentes tipo 2 (TI) e
tém como principais caracteristicas (LORTHIOIS, 2008):
e Nao inducdo de memoria imunoldgica, pela falta de envolvimento de
células T na sintese de anticorpos
e Auséncia de maturacdo de afinidade do anticorpo e diferenciacdo em
outros isdtopos (as classes induzidas sdo praticamente duas: IgM e 19G2)
e Na&o séo bons ativadores do sistema complemento
e Na&o induzem a producdo de anticorpos em criangas com menos de 2 anos,
pois o sistema imunoldgico encontra-se em processo de maturacao
As cépsulas polissacaridicas bacterianas ativam diretamente as células B,
induzindo a sintese de anticorpos independentemente das células T. Assim, também
induzem baixa afinidade com os anticorpos predominantemente IgM; logo, ndo induzem
resposta imunolégica e producéo de anticorpos especificos, necessitando de revacinagao
periddica.
Outro fator de viruléncia que pode estar associado a capsula polissacaridica
(CPS) é a presenca de acido sialico, localizado ao redor da membrana celular, que
permite que o microrganismo invada o organismo do hospedeiro sem que seja percebido
pelo sistema imunolégico (ARPINI, 2011). O &cido sialico, também conhecido como N-
acetil-neuraminico, é encontrado de forma abundante no organismo de vertebrados,
principalmente nas regifes terminais de unidades de carboidratos em glicoproteinas e
glicolipideos, estando diretamente envolvido em véarios processos fisioldgicos e
patologicos, incluindo aqueles de promocdo da aderéncia do microrganismo as
superficies epiteliais, além de inibir a fagocitose pelos macréfagos e neutrofilos. O acido
sidlico é um fator essencial para a patogenicidade, pois impede a deposicdo do

componente C3b do sistema complemento, bloqueando a fagocitose (ARPINI, 2011).

2.4 Estrutura conformacional e metabolismo da cépsula polissacaridica bacteriana do
Streptococcus agalactiae
Polissacarideos sdo cadeias poliméricas constituidas por longas cadeias de
unidades de monossacarideos unidos por ligacdes glicosidicas e moléculas de hidratos de
carbono. A cadeia de polissacarideos é bastante heterogénea e possui enorme diversidade
estrutural, contendo modificagcdes da unidade de repeti¢do. Os polissacarideos capsulares

sdo soltveis em agua e tém pesos moleculares na ordem de 100-2.000 kDa, além de
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serem lineares e consistirem em subunidades que se repetem regularmente de 1 a 6
monossacarideos.

Os polissacarideos da superficie celular desempenham diversos papéis, dentre os
quais servir como uma barreira entre a parede celular e o0 ambiente, assim como mediar as
interagBes hospedeiro-patégeno. A membrana externa das bactérias atua como uma
barreira seletiva, constituida de fosfolipideos, proteinas e lipopolissacarideos. A presenca
de polissacarideos localizados na membrana externa constitui fator importante na evasao
dessas bactérias a acdo de células fagocitérias e ao sistema complemento durante uma
infeccdo. A membrana externa também € uma barreira protetiva contra antibioticos,
detergentes e enzimas digestivas (ALBANI, 2008).

Varias espécies de streptococcus produzem polissacarideos (ISAAC, 1979), sob
a forma de capsulas exopolissacaridicas, segregados ou associados, que podem ocorrer na
forma tanto exocelular (como uma cépsula envolvente e associadas a bactérias) quanto na
extracelular (como um “muco” disperso livremente no fluido de cultura).

Embora as propriedades biologicas e as estruturas de unidade de repeticdo de
polissacarideos de sintese sejam diversas, a analise da sequéncia dos genes necessarios
para a sua producdo revelou grau de conservacdo entre oS cinco principais genes
encontrados no aglomerado de genes da capsula, de cada um dos varios streptococcus
produtores de polissacarideos. A partir desta identificacdo, ficou evidente a importancia

de se estudar e entender melhor a conformacéo quimica da capsula.

Conformacao da capsula polissacaridica

A cépsula polissacaridica tem uma sequéncia especifica, entre 2 e 8 residuos de
sacarideos repetidos com ligacdo covalente. A especificidade da sequéncia de repeticéo
covalente da origem a propriedades antigénicas especificas, utilizadas para classificar este
grupo de polissacarideos. A natureza polar permite que o polissacarideo contenha grande
quantidade de agua, formando uma matriz semelhante a gel na superficie da parede
celular bacteriana, que proporciona protecdo contra danos fisicos e atua como uma
barreira para controlar as a¢fes quimica e bioldgica.

O polissacarideo capsular de um Streptococcus agalactiae tipo la, do grupo B, €
um polimero de elevado peso molecular, composto de pentassacarideos com unidades de
repeticdo: 4) - [a-D-NeupNAc- (2->3) -B-D-Galp (1->4)-B-D-GlcpNAc- (1->3)]-BD-
Galp(1->4)-B-D-Glcp-(1. Os produtos de genes que levam a producdo de céapsula

polissacaridica (CP) de S. agalactiae tipo la sdo homdlogos as proteinas envolvidas na
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sintese de cépsula polissacaridica (CP) de S. agalactiae tipo Il e S. pneumoniae sorotipo
14 (YAMAMOTO et al., 1999).

Figura 1 Subunidades estruturais de Streptococcus agalactiae tipos la e Ill e Streptococcus
pneumoniae sorotipo 14. Glc, glicose, galactose; GIcNAc, N-acetil-glicosamina; NeuNAc, &cido
N-acetil-neuraminico. Os produtos de genes que levam a producdo de cépsula polissacaridica
(CP) de S. agalactiae tipo la sdo homologos as proteinas envolvidas na sintese de capsula
polissacaridica (CP) de S. agalactiae tipo Ill e S. pneumoniae sorotipo 14 (Fonte: YAMAMOTO
etal., 1999).
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Bactérias encapsuladas sdo frequentemente associadas a doencas graves em
humanos e animais. Os polissacarideos capsulares de bactérias patogénicas conferem
resisténcia a opsonofagocitose (YAMAMOTO et al.,, 1999). Embora as estirpes de
Streptococcus pneumoniae tenham CP divergentes, a estrutura unitaria do tipo S.
agalactiae la é semelhante as da CP de S. pneumoniae do sorotipo 14 e do S. agalactiae
tipo 111, de acordo com Yamamoto e colaboradores (1999). S. agalactiae tipo I1l contém

as mesmas unidades de agucar através de uma ligacdo polimerizada.
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Marchessault e colaboradores (1979), a partir dos estudos de difracdo de raios X,
identificaram que o polissacarideo do Streptococcus pneumoniae tipo Il tem conformagéo
cristalina com a composicao: poli[(1->3)-B-D-GlcpA-(1->4)-p-D-Glcp], possivelmente a
conformacéo € helicoidal.

Isaac et al. (1979), por meio de estudos de difracdo de raios X, identificaram que
as bactérias produzem enorme variedade de estruturas polissacaridicas complexas, com
uma sequéncia de repeticdo covalente especifica contendo de dois a oito residuos de
sacarideos. Esta especificidade da sequéncia de repeticdo covalente da origem a
propriedades antigénicas especificas utilizadas para classificar este grupo de
polissacarideos. Através de técnicas de caracterizacdo, tem-se determinado a composicdo
quimica e, em alguns casos, as geometrias linkages e a sequéncia de ligacdo desses
polissacarideos.

Para Yamamoto et al. (1999), o polissacarideo capsular de tipo especifico (CP)
de um Streptococcus do grupo B, Streptococcus agalactiae tipo la, € um polimero de
elevado peso molecular, sendo composto do pentassacarideo com unidade de repeticao 4)
- [a-d-NeupNAc- (2 — 3) - B-d-Gal P (1 — 4) -p-d-GlcpNAc- (1 — 3)] - P-d-Gal P (1 —
4) -B-d-Glcp(2).

Para Baker e colaboradores (2000), cerca de 40% das doencas invasivas
relacionadas aos estreptococos isolados do grupo B (GBS) sdo causadas por
polissacarideo capsular (CP) tipo la ou Ib. Estudos de vacinas conjugadas com estes dois
sorotipos e uma proteina de toxoide tetanico (TT) para maior imunogenicidade ja foram
realizados em coelhos. Os resultados mostraram-se positivos; foram realizados quatro
ensaios randomizados para receber la ou Ib-TT conjugado (intervalo de dose, 3,75-63 g
do componente CPS), desacoplado la ou Ib CPS ou soro fisioldgico. Todas as vacinas
foram bem toleradas. As concentracdes especificas do CPS soro IgG atingiram o pico de
4-8 semanas ap0s a vacinacdo e foram significativamente maiores nos receptores de
conjugado do que de CPS desacoplado. As respostas imunes aos conjugados foram dose-
dependentes e correlacionadas a opsonofagocitose in vitro. Os resultados mostraram que
existe viabilidade na inclusdo de la e Ib-TT conjugados na formulacdo de uma vacina
GBS multivalente.

As propriedades bioldgicas de polissacarideos estdo relacionadas com a sua
composicao e estrutura. Muitos fatores, como tipos de agUcar, de ligagdo, peso molecular
ou teor de sulfato de biopolimero, exercem influéncia sobre a relagdo entre estrutura e
funcio (GOMEZ-ORDONEZ et al., 2012). Assim, o estudo de difraco de raios X e sua
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analise sobre a composicao é importante para planejar o melhor método para conjugagéo

com uma proteina.

Metabolismo bacteriano e producdo de capsula polissacaridica

O metabolismo bacteriano é uma rede muito complexa de reagdes quimicas. A
partir da glicose, 0s microrganismos obtém os treze compostos organicos intermediarios
principais (figura 2) que servem de precursores para a sintese de todos 0s outros
constituintes celulares, ainda que por vias diferentes. Em principio, 0 meio de cultura que
contém glicose converte-se em glicose 6-fostato e, através de rotas metabdlicas
glicolitica, pentoses e ramos oxidativo/redutor, 0 microrganismo consegue produzir 0s
metabolitos essenciais para a formacdo de blocos de construcdo, macromoléculas e

estruturas.

Figura 2 Treze metabolitos precursores essenciais para a formacdo de blocos de construcgdo,

macromoléculas e estruturas. Fonte: Schaechter et al. (2002).
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A viruléncia do GBS é complexa e multifatorial e varios determinantes de

viruléncia estdo envolvidos na adesdo e na invasdo de células hospedeiras, bem como na
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evasdao do sistema imunoldgico. A capsula polissacaridica do GBS tem diferencas
quimicas e antigénicas que permitem a subdivisdo desta espécie nos dez sorotipos
existentes (DUTRA, 2014).

Objetivando-se aumentar a producdo da capsula polissacaridica e entender como
os intermediérios nutricionais poderiam influenciar nas rotas metabdlicas e suas vias
convergentes e divergentes na construgdo de macromoléculas, utilizou-se o Banco de
Dados Kegg. KEGG (Kyoto Enciclopédia de Genes e Genomes) — uma base de dados
livre que integra informacdo funcional genémica, quimica e sistémica, capturando e

organizando o conhecimento experimental nos mapas metabolicos.

2.5 ManifestacGes clinicas da infecgdo por Streptococcus agalactiae

Um dos fatores determinantes para a infeccdo neonatal precoce pelo
Streptococcus agalactiae € a presenca infecciosa desse microrganismo no trato genital
materno no momento do nascimento. O aparelho urinério também é um importante sitio
de infeccdo por essa bactéria, especialmente durante a gravidez, quando usualmente se
manifesta como bacteridria assintomatica. Estudos ja demonstraram que nédo existe
diferenca em relagéo a frequéncia da colonizacdo quando se comparam mulheres durante
as varias fases da gestacéo e as ndo gestantes (MERCER e BRIGGS, 1996).

Aproximadamente 10-30% das mulheres gestantes sdo colonizadas de maneira
patdgena por grupo B streptococcus (GBS) na vagina ou no reto (GANOR-PAZ et al.
2015). Como exemplo, estudos mostram que a taxa de colonizacdo por GBS em gestantes
na ilha de Cuba é de 27,5% (ALVAREZ CRUZ et al., 2014).

O risco para o recém-nascido adquirir infeccdo atraves da transmissdo vertical
estd diretamente relacionado ao nimero absoluto de microrganismos presentes no canal
de parto por ocasido do nascimento e a auséncia de anticorpos especificos contra o
polissacarideo capsular do Streptococcus agalactiae, os quais sdo transferidos da mae
para 0 recém-nascido nas Ultimas 10 semanas de gestacdo (COSTA, 2011; MOROZUMI
et al., 2015).

Dessa maneira, o recém-nascido de mée colonizada, principalmente o pré-termo,
€ mais suscetivel (10 a 15 vezes mais) a desenvolver a doenca invasiva precoce. Estudos
mostram que de 1% a 2% dos filhos de mulheres com cultura vaginal e/ou retal positiva
apresentam sepse neonatal precoce (COSTA, 2011; MOROZUMI et al., 2015).

A infeccdo neonatal apresenta-se sob duas formas: precoce e tardia. Quando o

GBS se apresenta na forma de infeccdo precoce, ela ocorre nos primeiros sete dias de
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vida, sendo a transmissdo por via ascendente (vertical), durante o parto ou o nascimento,
decorrente da contaminacdo do neonato por patdgenos do canal do parto. Na
contaminacgdo secundaria, ocorre a transmissdo via transplacentaria da bactéria materna
para 0 recém-nascido. Frequentemente, a infeccdo evolui para bacteremia, sepse,
meningite e pneumonia no neonato (SCASSO et al., 2015). Os sintomas surgem, na
maioria das vezes, algumas horas ap6s o nascimento, com desconforto respiratério
(presente em 35-55% dos pacientes), quadro clinico semelhante a doenca pulmonar de
membrana hialina e sinais clinicos de sepse em 25-40% dos casos, com evolugdo rapida
para choque séptico em 24 horas de vida. Pode ocorrer meningite em 5-15% dos recém-
nascidos, assim como pneumonia, celulite, artrite e impetigo. A evolucdo para o Gbito
ocorre comumente no segundo dia de vida.

A forma de infeccdo tardia afeta os recém-nascidos de sete dias até doze
semanas de idade e sua transmissao pode ser horizontal ou nosocomial. A ocorréncia na
forma vertical é rara. Na maioria dos casos, a sepse de inicio tardio € decorrente de
infeccdo hospitalar por microrganismos do ambiente onde se encontra o recém-nascido
(COSTA, 2011).

Estudos experimentais in vitro demonstram que o Streptococcus penetra e
sobrevive no interior de células humanas, assim como ha evidéncias de que ele pode
penetrar na cavidade amniotica através da placenta e causar infeccdes fulminantes no
feto. O Streptococcus pode sobreviver por até 48 horas no interior dos macrdéfagos e,
alem disso, a eficiéncia da fagocitose na auséncia de anticorpos anticapsulares e de
complemento é muito reduzida. O recrutamento de neutréfilos para o local da infeccéo €
prejudicado pela inativacdo do componente do sistema complemento pela peptidase de
Cha. A septicemia se estabelece quando a bactéria, disseminada pela corrente
circulatéria, alcanca e se prolifera em diferentes tecidos (meninges, 0ssos e articulacdes).
A liberacdo das substancias pré-inflamatorias pela bactéria é responsavel pelo inicio do
choque toxico (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

Ela também pode causar infeccdo na gestante (15%), 0 que ocasiona Vvarias
complicacbes, como corioamnionite, endometrite, infeccdo do trato urinario e de sitio
cirirgico (MERCER e BRIGGS, 1996).

Outro problema grave que pode ocorrer é o comprometimento da evolucdo da
gestacéo e do feto, provocando aborto, morte fetal intrauterina, corioamnionite e ruptura
de membrana coribnica, levando a parto prematuro, assim como induzindo significativo

aumento de recém-nascidos com baixo peso e com infec¢des no periodo pos-parto, como
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pneumonia, infeccBes cutaneas, 6sseas ou articulares e meningite, o que pode causar

retardo mental, além de perda de visdo e audi¢do nas criancas sobreviventes (CAIAFFA

FILHO et al., 1986).

A seguir, na Tabela 1, demonstra-se 0 nimero de Obitos de neonatos por

ocorréncia de afeccOes originadas no periodo perinatal.

Tabela 1 Obitos por ocorréncia por Capitulo CID-10, segundo Regido/Unidade da Federacéo,

Capitulo CID-10: XVI. Algumas afec¢des originadas no periodo perinatal, faixa etaria 1: 0 a 6
dias. Periodo: 2014 e 2016 (Fonte: MS/SVS/CGIAE — MINISTERIO DA SAUDE, Brasil;

MINISTERIO DA SAUDE. Datasus. 2014 e 2016)

Regido/Unidade Federagéo

CAP XVI (2014)

CAP XVI (2016)

TOTAL Total 16.033 Total 14.903
Regido Norte 2.003 1.995
Rondénia 143 140
Acre 90 57
Amazonas 508 501
Roraima 61 62
Para 944 991
Amapa 129 116
Tocantins 128 127
Regido Nordeste 5.547 5.037
Maranh&o 822 724
Piaui 372 354
Ceara 688 659
Rio Grande do Norte 304 239
Paraiba 332 282
Pernambuco 882 797
Alagoas 347 277
Sergipe 243 217
Bahia 1.557 1.488
Regido Sudeste 5.509 5.090
Minas Gerais 1.278 1.205
Espirito Santo 259 238
Rio de Janeiro 1.201 1.111
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Séo Paulo 2.771 2.536

Regido Sul 1.657 1.517
Parana 719 624
Santa Catarina 364 339
Rio Grande do Sul 574 554
Regido Centro-Oeste 1.317 1.264
Mato Grosso do Sul 214 195
Mato Grosso 291 297
Goiés 468 473
Distrito Federal 344 299

Pode-se identificar que a regido Nordeste e a regido Sudeste possuem o maior
nimero de ocorréncias registradas de internacGes de neonato por infeccdo no periodo
perinatal, que corresponde a 0-6 dias. Nesta analise, o CID10 ndo identifica a causa da

infeccao.

Figura 3 Grafico de pizza com o total de ocorréncias de 6bitos por ocorréncia por Regido
segundo Capitulo CID-10: XVI. Algumas afecgdes originadas no periodo perinatal Faixa etaria 1:
0 a 6 dias Periodo: 2016

Total de ocorréncias por Regido 2016

B Regido Norte

M Regido Nordeste
M Regido Sudeste
M Regido Sul

B Regido Centro-Oeste
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A seguir, na Tabela 2, vemos os dados dos SUS referentes aos ébitos por

ocorréncia do Capitulo CID-10, por septicemia bacteriana, do recém-nascido na faixa

etaria 1, de 0 a 6 dias, segundo Regido/Unidade da Federacéo, no periodo de 2014.

Tabela 2 Obitos por ocorréncia por Capitulo CID-10, segundo Regido/Unidade da Federacao.

Lista Mortalidade CID-10: Septicemia bacteriana do recém-nascido P36 Faixa etaria 1: 0 a 6 dias.
Periodo: 2014 e 2016 Total. (Fonte: MS/SVS/CGIAE — MINISTERIO DA SAUDE, Brasil;
MINISTERIO DA SAUDE. Datasus. 2014 e 2016).

Regido/Unidade da

Cap XVI (2014) P36

Cap XVI (2016) P36

Federacéo

TOTAL 1.563 1.459
Regido Norte 201 198
Rondénia 24 27
Acre 11 10
Amazonas 46 30
Roraima 8 5
Para 86 95
Amapa 16 22
Tocantins 10 9
Regido Nordeste 540 457
Maranh&o 58 73
Piaui 12 17
Ceara 87 80
Rio Grande do Norte 49 24
Paraiba 39 34
Pernambuco 92 73
Alagoas 70 45
Sergipe 19 22
Bahia 114 89
Regido Sudeste 595 597
Minas Gerais 135 144
Espirito Santo 23 20
Rio de Janeiro 151 152
Séo Paulo 286 281
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Regido Sul 117 94

Parana 40 23
Santa Catarina 24 27
Rio Grande do Sul 53 44
Regido Centro-Oeste 110 113
Mato Grosso do Sul 14 19
Mato Grosso 29 37
Goias 44 36
Distrito Federal 23 21

Pode-se identificar que as regides Nordeste e Sudeste possuem 0 maior numero de
ocorréncias registradas de Obitos de neonato por septicemia bacteriana, no periodo
perinatal que corresponde a 0-6 dias ap0s o nascimento, correspondendo a 72,24% de
todos os casos. Grande parte destas infecgdes corresponde a contaminacéo por GBS.

Para melhor visualizagdo dos valores, segue figura 4 em forma de grafico de

pizza.

Figura 4 Obitos infantis - Brasil Obitos por Ocorréncia por Regido/Unidade da Federagio e
Regido Capitulo CID-10: XVI. Algumas afec¢Oes originadas no periodo perinatal Categoria CID-

10: P36 Septicemia bacteriana do recém-nascido Faixa etaria 1: 0 a 6 dias Periodo: 2016

6,44% Porcentagem

B Regido Norte
M Regido Nordeste

Regido Sudeste

M Regido Sul

40,92% N
H Regido Centro-Oeste

Na tabela 3, somamos o total de mortes de recém-nascidos por infeccOes
bacterianas e sepsemia, referente o ano 2016. Morreram 16.362 bebés (correspondendo a

0,57% do total de nascimento no Brasil) com maior incidéncia na regido Norte do Brasil.
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Conclui-se que, atualmente, mesmo com os métodos profilaticos existentes, o
namero de recém-nascidos infectados e mortos é alto. Além dos custos econdmicos,
facilmente calculaveis, como uso de antibi6ticos e internacdo hospitalar, hd os custos

emocionais e psicologicos das familias, impossiveis de se mensurar.

Tabela 3 Total de mortes de recém-nascido no ano de 2016, por infec¢Bes originadas no periodo

perinatal, incluindo sepsemia e infecgdes bacterianas.

Obitos de

. Total de
recem- . Populacdo Registro de
x nascidos em Obito por Obito/Populacéo .

Regido x Total por nascidos

2016 por regido/Total Reqis total .

infeccéo egiao vivos

i 2016/2017

bacteriana
Regido Norte 2.193 13,40% 12.342.627 0,0178% 288.946
Regido
Nordeste 5.494 33,58% 46.995.094 0,0117% 799.166
Regido
Sudeste 5.687 34,76% 70.190.565 0,0081% 1.145.937
Regido Sul 1.611 9,85% 24.546.983 0,0066% 397.466
Regido Centro-
Oeste 1.377 8,42% 11.296.224 0,0122% 242.951
Total 16.362 100,00% 165.371.493 0,0099% 2.874.466
Mortes por
infeccao
bacteriana 0,57%

Logo, vé-se a importancia de se desenvolverem terapias preventivas de
imunizacdo e de se evitarem, assim, os diversos problemas diretos e indiretos descritos
(MOROZUMI et al., 2015).

2.7 Prevencao atual contra o Streptococcus agalactiae

Atualmente, existem duas estratégias utilizadas no Brasil para a prevencdo do
Streptococcus agalactiae (COSTA, 2011): (1) antissepsia do canal de parto com
gluconato de clorexedina e (2) antibidtico profilaxia intraparto (AIP).

No entanto, ambas as estratégias apresentam riscos para o recém-nascido e para
a mde, sendo entdo a imunizacdo preventiva uma alternativa positiva para evitar a
contaminacdo dos neonatos e as possiveis consequéncias.

A Secretaria de Salde do Estado de Sdo Paulo ja tem regulamentacdo para
identificacdo e prevencdo neonatal do GBS. O Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas (PCDT) esta disponivel para consulta no site do Ministério da Saude e faz

parte do protocolo obrigatorio a ser seguido pelos médicos durante a gestacdo. O método
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de rastreamento é baseado na cultura de secrec¢Ges vaginal e retal colhidas por swab, entre
a 35.2e a 37.2 semanas de gestacdo para todas as gestantes.

Como estratégia para prevencdo, faz-se a antissepsia do canal de parto,
utilizando-se o gluconato de clorexidina 0,2% como antisséptico na préatica hospitalar,
tendo excelente acdo sobre germes gram-positivos, boa acéo residual e baixa toxicidade.
O uso de irrigacdo vaginal com clorexidina, no inicio do trabalho de parto e a cada 6
horas, é benéfico na diminuicdo da colonizacdo do Streptococcus agalactiae, tratando-se
de uma medida pratica, simples e de baixo custo, podendo ser usada ou considerada como
coadjuvante da AlP.

Contudo, a pratica da antissepsia do canal do parto possui algumas
desvantagens. Quando associada a um sabonete, por exemplo, pode causar toxicidade
local e alteragdo na flora normal da pele, de modo que haja maior predisposicdo a
colonizacdo por bactérias gram-negativas; além disso, o contato de solu¢des com altas
concentracdes de clorexidina com os olhos e tecidos sensiveis pode causar irritacdo. Ha
registros, na literatura especializada, de recém-nascido que desenvolveram cianose e
bradicardia. A clorexidina pode causar alergias e irritacdes no local onde for aplicada. A
concentracdo correta também € um fator essencial para que seja considerada segura para
aplicacdo sobre peles e mucosas, evitando, assim, alergias ou desenvolvimento de
microrganismos resistentes aos antissépticos (FIORENTINO, 2009). Importante frisar,
por fim, que o uso de clorexidina € uma estratégia de contencdo da infeccdo e nao é
considerada efetiva na eliminacéo dos microrganismos.

A antibioticoprofilaxia intraparto (AIP) € a administracdo de antibiotico logo
apos o inicio do trabalho de parto ou da ruptura da bolsa fetal, sendo necessarias pelo
menos duas doses de antibioticos com intervalo de 4 horas, antes da resolucdo do parto,
para que menor porcentagem de recém-nascidos seja colonizada pelo Streptococcus
agalactiae no momento do nascimento. A estratégia de antibioticoprofilaxia intraparto
(AIP) reduz a incidéncia de GBS neonatal de inicio precoce (EOD, definido como doenca
com aproximadamente <7 dias de idade), mas ndo tem impacto na infeccdo por GBS de
inicio tardio (LOD, 7-90 dias de idade) e apenas impacto limitado sobre a doenca em
mulheres gravidas (HEATH, 2016).

Estudos mostraram que o tratamento com antibidticos durante o pré-natal ndo
previne a infeccdo neonatal e grande parte das gestantes tratadas apresentava-se
recolonizada no momento do parto. Portanto, ndo existe qualquer vantagem em se tratar a

gestante colonizada pelo Streptococcus agalactiae antes do parto (BOTELHO, 2018). A
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AIP inclui penicilina, ampicilina ou cefazolina nas doses recomendadas. A
quimioprofilaxia intraparto deve ser intravenosa com penicilina (5.000.000 U
inicialmente e, apds, 2.500.000 U a cada 4 horas, até o nascimento) ou ampicilina (2 ¢
inicialmente e, apds, 1 g a cada 4 horas até o nascimento). Se a gestante € alérgica a
penicilina, mas sem risco de anafilaxia, pode ser usada a cefazolina 2 g, inicialmente,
seguida de 1 g a cada 8 horas até o parto. Caso haja risco de anafilaxia, sdo indicados 900
mg de clindamicina a cada 8 horas ou eritromicina 500 g a cada 6 horas até o nascimento.
Deve-se usar vancomicina naqueles casos em que o Streptococcus agalactiae é resistente
aos antibioticos citados.

A eficacia dessa profilaxia, realizada no periodo intraparto, é estimada em torno
de 25% a 30% dos casos, reduzindo a mortalidade em 10%. A utilizacdo de
antimicrobianos antes do trabalho de parto ou da ruptura prematura das membranas
ovulares ndo se mostrou eficaz. A colonizagdo materna pode ser reduzida por esse
método, mas a chance de recidiva mostrou-se elevada. A Unica excec¢do para iniciar o
tratamento durante a gestacdo é a existéncia de infeccdo urinaria por GBS (SUS, 2010).

A quimioprofilaxia ainda ¢ o melhor tratamento existente no combate ao
Streptococcus agalactiae. O uso adequado de antimicrobiano no momento intraparto ou
no periodo de laténcia do trabalho de parto prematuro € um fator primordial para que seja
mais efetivo.

Como desvantagens na aplicacdo da AIP, deve-se observar que 0 Uso
eventualmente abusivo de antibidticos, principalmente em recém-nascidos, causa o
aumento de resisténcia frente aos antimicrobianos. O uso dos antibidticos também possui
outras desvantagens, como exposicdo do neonato a toxicidade desses agentes, cujas
consequéncias podem ser:

o ampicilina/penicilina: leucopenia, neutropenia, eosinofilia, febre

o gentamicina/amicacina:  ototoxicidade,  nefrotoxicidade,  blogueio

neuromuscular em infusdes rapidas

o cefotaxima: eosinofilia, neutropenia

Além dos fatos anteriormente descritos, de acordo com Mathew (2004), os
antibioticos podem causar também trés potenciais problemas na microbiota dos lactentes:

1°. modificar a flora e alterar os mecanismos de defesa do intestino — e isso pode

resultar em diarreia e mé absorcao de nutrientes;

2°. aumentar a toxicidade pelo nimero excessivo de doses administradas, visto

que a duragéo do trabalho de parto pode variar consideravelmente;
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3°. alterar e interferir na microbiota (MATHEW, 2004) do recém-nascido, o que

é frequentemente ignorado. A microbiota intacta o protege de diversas infeccdes.

A alteracdo de sua integridade pelo uso de antibidticos propicia maior

predisposicdo a infecgOes diversas e diminuigdo da atividade do sistema

imunolégico.

Outro fator restritivo € a importancia cada vez maior de uso racional dos
antibiéticos, pois o contrario, ou seja, 0 uso incorreto deles, tem colaborado para a
ocorréncia de resisténcia bacteriana e 0 aumento da capacidade adaptativa desses
microrganismos as diversas classes farmacoldgicas, dificultando o tratamento (DUTRA
et al., 2014; MALEK-JAFARIAN et al., 2015; ADAMS et al., 2015). As situagdes mais
comuns de uso incorreto dos antibioticos sdo ocorréncia de febre, dor de garganta e
diarreia. Estas manifestacOes clinicas, geralmente, resultam de infec¢bes virais e 0S
antibioticos ndo atuam na erradicacdo de virus. O uso de antibioticos em infec¢des ndo
bacterianas resulta somente na destruicdo de algumas bactérias sensiveis e, por outro
lado, provoca uma seletiva proliferacdo de bactérias resistentes (AIZENSTEIN, 2017;
EMANEINI et al., 2014; MALEK-JAFARIAN et al., 2015).

Berardi e Ferrari (2015) levantam outras preocupacfes nos casos de
administracdo de antibioticos e a duracdo inadequada (<4 horas) do AIP antes do parto,
como, por exemplo: uma mulher com pontuacdo de Bishop <5 pode ser exposta
desnecessariamente a varias doses de antibidticos até o parto, pois ha evidéncias de que
0s niveis de bactericidas de antibioticos b-lactdmicos no sangue fetal sdo alcangados nos
primeiros 3 minutos e que 0s niveis que excedem de 10 a 179 vezes a concentracdo
inibidora minima para o GBS persistem por até 2 horas. Os estudos fornecem também
fortes evidéncias de acdo rapida da ampicilina dentro do liquido amniético, embora 0s
estudos ndo fornecam evidéncia firme em relacdo ao tempo necessario para garantir a
eficacia.

Estudos de Ahmadzia e Heine (2014) levantam quest6es sobre o protocolo de
AIP, pois algumas evidéncias sugerem que periodos mais curtos do que 4 horas podem
ser suficientes. Scasso et al. (2015) também questionam o protocolo atual de AIP, pois,
de acordo com esses pesquisadores, as primeiras 2 horas de AIP se mostraram suficientes
para que a cultura se tornasse negativa para 53% das mulheres que tomaram antibiético.
As concentracfes de penicilina G foram medidas por meio de cromatografia liquida de
alta eficiéncia. As amostras foram obtidas a partir do sangue do corddo umbilical, em

todos os casos, e de liquido amnidtico obtido de pacientes que tiveram parto por
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cesariana. Entre as 60 participantes, 43 (72%) tinham uma amostra rectovaginal positiva
antes de AIP. Destas mulheres, 23 (53%) apresentaram cultura negativa apos 2 horas.
Apoés 4 horas, apenas 5 (12%) mantiveram-se positivas para GBS. A concentracdo de
penicilina G no sangue e no fluido amniético estava acima da concentragdo inibitoria
minima (0,12 ug/ml) em todos os casos. Os autores concluiram que: quatro horas de AIP
foram suficientes para reduzir o nimero de mulheres com culturas positivas para GBS e
atingir a eficacia global deste tratamento. Para os autores, a profilaxia com antibiéticos
parece ser eficaz em curtos periodos. Estes novos estudos divergem dos atuais PCDT
(Protocolos Clinicos e Diretrizes Terapéuticas) adotados no Brasil, nos quais as doses de
antibiéticos (no minimo duas doses) sdo ministradas a cada 4 horas.

Logo, conclui-se que, apesar de a quimioprofilaxia ser a melhor estratégia no
combate ao Streptococcus agalactiae, ainda apresenta grandes desvantagens que
poderiam ser diminuidas com o uso de uma vacina preventiva (AHMADZIA; HEINE
2014; LIEBANA-MARTOS et al., 2015). Para Costa (2011), as duas estratégias
atualmente utilizadas, no Brasil, sdo consideradas paliativas e pouco eficientes na

contencao da infec¢éo.

2.8 Sistema imunoldgico

Propriedades Gerais

A funcdo do sistema imunoldgico é defender os seres vivos contra agentes
infecciosos e protegé-los de uma diversidade de elementos estranhos (figura 5), como
microrganismos patogénicos, virus, toxinas e substancias alergénicas (ABBAS et al.,
2015). Qualquer substancia capaz de induzir uma resposta imunoldgica nos seres

humanos ou em outros animais é denominada imundgeno.
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Figura 5 Detalhamento da func&o do sistema imunolégico como sistema de defesa contra agentes

infecciosos.

O sistema imunoldgico de um individuo comeca a se formar na fase intrauterina,
quando recebe anticorpos da mée, via placenta. Apds o nascimento, o leite materno passa
a ser a principal fonte de anticorpos da crianca, até que ela consiga produzir seus proprios
anticorpos em resposta ao contato com agentes infecciosos ou a administracdo de vacinas.

O sistema imune geralmente é classificado em dois mecanismos de resposta:

sistema imune inato e sistema imune adaptativo (tabela 4 abaixo).

Tabela 4 As barreiras imunologicas naturais, diferenciagdo da imunidade inata e adaptativa
(Turvey e Broide, 2010).

Barreiras Naturais Imunidade Inata (inespecifica) Imunidade adaptativa (especifica)

O organismo responde sempre da mesma | O organismo reage de diferentes

Constituidas pela integridade da forma, independente do antigeno (varia s6 | formas, dependendo do antigeno (varia

pele, mucosas, por substéncias a quantidade) a qualidade)

antimicrobianas presentes nestes Caracteristicas

locais, pH das secregdes do trato Componentes da resposta inespecifica: | 1. Memoria

digestivo e urogenital, enzimas 1. Barreira mecanica 2. Especificidade

antimicrobianas presentes na lagrima, | 2. Fagdcitos: fagocitose e quimiotaxia 3. Heterogeneidade

entre outros, naturalmente servem 3. Sistema complemento Componentes:

de barreira impedindo a entrada 4, Células NK 1. Reposta Humoral (linfocitos B)

de micro-organismos em 2. Resposta celular (linfocitos T)

nosso organismo.

Ao ultrapassar as barreiras naturais Composta basicamente por células que | Caracterizada pelo envolvimento de

impostas por essa primeira linha de realizam fagocitose e por substancias | células chamadas linfécitos T e B, pela
defesa, o préximo mecanismo de como as proteinas do sistema | produgéo de anticorpos e pelo
defesa do organismo humano é a complemento, que s&o responsaveis | desenvolvimento da memdria
imunidade inata. por destrur a membrana de agentes | imunoldgica.

infecciosos, auxiliar no processo de
fagocitose e  também intensificar o | Responsavel por gerar uma reagéio
processo inflamatorio. rapida, intensa e especifica num
Apos algumas horas da infecgao, | proximo contato com o mesmo micro-
comeca a se estabelecer a terceira | organismo.

categoria de mecanismos de protegao anti-
infecgdo, a imunidade especifica.
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A exposicdo do sistema imune a antigenos estranhos leva a ativagdo de uma
resposta imunoldgica que varia quantitativamente e qualitativamente. Alguns fatores
influenciam na resposta: os antigenos quimicamente diferentes estimulam diferentes tipos
de respostas imunes; a quantidade de antigeno a qual um individuo se expde influencia a
poténcia da resposta imune gerada; a rota de entrada pode induzir irresponsividade
especifica; o numero de células acessorias, como macrofagos, linfocitos B e as células
dendriticas, é essencial para a inducdo de respostas imunes dependentes dos linfécitos T e
sua auséncia leva a respostas deficientes. O perfil de linfocitos antigeno-especificos
estimulados pela imunizacdo varia de acordo com o antigeno: viral, bacteriano
extracelular e intracelular (ABBAS et al., 2015).

Para se estudar os tipos de resposta imunologica, subdivide-se em: priméria e

secundaria; ativa e passiva, inata e adaptativa, humoral e celular (tabela 5).

Tabela 5 Classificacdo dos tipos de resposta imunoldgica.

Primaria Secundaria
Ativa Passiva
Inata Adaptativa

Humoral Celular

Resposta Primaria: é a resposta imunoldgica que ocorre quando o organismo
entra em contato pela primeira vez com o antigeno; ativacdo do sistema macrofagico;
ativacdo do sistema linfoide (formacédo de células de meméria T e células B); e formacao
de imunoglobulinas IgM.

Resposta Secundaria: é a resposta imunolégica em que ja houve contato prévio

com o antigeno; ativacdo do sistema macrofagico; ativagdo do sistema linfoide (j&

44



presentes células de memoria T e células B 1gG); resposta mais rapida e mais intensa
(proposta das vacinas).

A imunidade ativa é tambem subdividida em natural ou artificial, sendo natural a
adquirida a partir do contato com um patdgeno e a artificial pela vacinacdo. A vacina gera
meméria imunoldgica, a qual é traduzida por protecdo de longa duracdo. A imunidade
passiva também pode ser natural ou artificial, sendo a natural obtida pelo aleitamento
materno (anticorpos transplacentarios 1gG e anticorpos no colostro IgA).

A imunidade passiva é artificial, obtida pela transferéncia ao individuo de
anticorpos produzidos por um animal ou outro ser humano imune (aplicagcdo de
imunoglobulina). Esse tipo de imunidade produz rapida e eficiente protecdo, que,
contudo, é temporaria, durando em meédia poucas semanas ou meses; exemplo:
antitoxinas, gamaglobulinas humana, no caso de endemias de sarampo, e hepatite A para
populacdes com deficiéncia de 1gG.

Imunidade Inata: tem como principal fungédo controlar as infec¢des, de maneira
inespecifica, antes que a imunidade adquirida se desenvolva, ou seja, refere-se a qualquer
resisténcia naturalmente presente quando um patdgeno se apresenta pela primeira vez;
ndo requer nenhuma exposicdo anterior e ndo se modifica significativamente por meio de
exposicdes repetidas ao patogeno durante a vida do individuo. Os agentes atuantes da
imunidade natural, inata sdo: células fagocitarias, células “natural killers” e o sistema
complemento.

Imunidade adaptativa (especifica): a principal funcdo do sistema imunologico
adaptativo é prevenir ou limitar a infecgdo causada por microrganismos, sendo que essa
acdo é dada a partir de dois ramos, os mediados por células imunes e por anticorpos.
Imunidade por células consiste principalmente nos linfocitos T (auxiliares e citotdxicos),
enquanto o mediado por anticorpos (resposta imune humoral) consiste em
desenvolvimento dos linfocitos B e das células plasmaticas. Caracterizada por
especificidade e memoria.

Imunidade humoral — mediada pelos linfécitos B com secrecdo de anticorpos
para o reconhecimento especifico e eliminacdo dos antigenos. O sistema humoral tem
capacidade de responder a diferentes tipos de antigenos, produzindo classes de anticorpos
diversos.

Imunidade celular — mediada por linfécitos T para ativacdo do macrofago ou lise

da célula infectada.
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A eliminacdo de antigenos, mediada por anticorpos, envolve mecanismos
efetores que requerem a participagdo de varios componentes humorais e celulares. As
respostas imunes humorais e celulares contra os antigenos devem possuir caracteristicas
fundamentais: especificidade para antigenos distintos, diversidade de reconhecimento e
memoria para exposicdo ao antigeno, autorregulacdo e capacidade de discriminar entre
antigenos préprios e nao proprios (ABBAS et al., 2015).

Células do sistema imune

Praticamente todas as células de defesa especializadas possuem dois aspectos em
comum: (1) todas passam pelo menos parte de suas vidas na corrente sanguinea e (2)

todas se originam de células produzidas na medula 6ssea (figura 6).

Figura 6 Producdo de células do sistema imune

Os linfocitos estdo divididos em dois subtipos, linfocitos B e linfocitos T,
presentes no sangue numa relagdo aproximada de 1:5. Apresentam funcGes distintas; 0s
linfocitos B tém como papel principal o reconhecimento dos antigenos e sdo produtores
de anticorpos (ABBAS et al., 2015). Os linfocitos T sdo 0s responsaveis por reconhecer o

“proprio” e o “ndo proprio” (tecidos estranhos e agentes infecciosos), ndo sdo capazes de
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produzir anticorpos por si mesmo, embora deem importante contribuicdo a funcdo dos

linfécitos B.

Imunidade contra bactérias extracelulares

A interacdo do sistema imune com microrganismos infecciosos é uma interacdo
dindmica (ABBAS et al., 2015), sendo que o sistema imunoldgico é um sistema sensorial
baseado em estimulos internos e externos (BRODIN e DAVIS, 2017). Semelhantemente
a outros sistemas sensoriais, as células do sistema imunoldgico devem adaptar-se as
entradas recebidas para manter sua capacidade de resposta as mudancas relativas e ndo
absolutas. Assim, mudancas adaptativas induzidas por influéncias ambientais sé&o
importantes na modelagem da composicdo e da fungdo do sistema imunologico de um
individuo. Para Brodin e Davis (2017), o sistema imunoldgico humano varia em
consequéncia de influéncias hereditarias e ndo hereditarias (como infecgdes e vacinas),
mas a maior parte dessa variacao € explicada pela influéncia dos microbios simbidticos e
patogénicos.

A microbiota composta de muitos microrganismos tem papel importante na
formacdo do sistema imunoldgico humano. Exposicdes a diferentes cepas de bactérias
portadoras de diferentes versdes de endotoxina podem exercer diferentes influéncias no
desenvolvimento do sistema imunoldgico, o que poderia explicar algumas das diferencas
marcantes na incidéncia de doencas imunomediadas observadas entre diferentes
populacdes. Além do efeito da endotoxina (componentes das paredes celulares
bacterianas) e das exotoxinas (ativamente secretadas pelas bactérias) como responsaveis
por grande numero de infec¢des, a dishiose microbiana (definida como um desequilibrio
entre espécies especificas no microbioma colonizador) tem sido associada ao aumento do
risco de asma e outras doencas, sugerindo uma perturbacdo do sistema imunolédgico
(ABBAS et al., 2015).

Bactérias gram-positivas apresentam parede celular espessa, ndo sendo sujeitas a
lise direta pelo sistema complemento. Para Bricks (1994), a protecdo contra estreptococos
gram-positivos pode ser conferida pela producdo de anticorpos sorotipos especificos
contra a capsula, que agem como opsoninas, aumentando a lise celular pela via classica
do complemento, levando a morte da bactéria.

O GBS é uma bactéria extracelular, capaz de se replicar fora das células do
hospedeiro, como na circula¢do, nos tecidos conjuntivos e em Varios espacos teciduais,

como sistema gastrointestinais. A infeccdo por GBS causa doengas por dois mecanismos
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principais: (1) inducdo de reacdo inflamatoria, que destroi tecido no local da infec¢éo, e
(2) producdo de toxinas, como as endotoxinas, componentes das paredes celulares
bacterianas, e exotoxinas, ativamente secretadas pelas bactérias. Um dos componentes
mais imunogeénicos das paredes celulares sdo os polissacarideos. A imunidade humoral é
a principal resposta imune-especifica protetora contra bactérias extracelulares. A
principal resposta dos linfocitos T as bactérias extracelulares consiste de linfocitos T
CDA4+ reativos a antigenos proteicos em associacdo a moléculas da classe 11 do complexo
de histocompatibilidade principal (MHC).

Para o desenvolvimento de uma vacina, faz-se necessario identificar e isolar o
patdgeno associado a uma doenca, para posteriormente avaliar sua parte especifica que
induz uma resposta imune. Como todo patdgeno € diferente, estudos sobre os tipos de
resposta imunologica sdo necessarios, por exemplo: quais 0s componentes imunogénicos,
fazer uma avaliagdo de riscos, tipo de imunidade e outros fatores que promovem a
resposta imune no corpo, pois 0 processo de desenvolvimento deve ser especifico para

cada necessidade (tabela 6).

Tabela 6 Diferencas entre varios tipos de vacinas (GSK vacinas)

Caracteristica Vacina ndo viva, Vacina ndo viva, proteica ou Vacina viral viva.
polissacaridica. glicoconjugada.
Tipo de imunidade Timo-independente. Estimula a imunidade Estimula a imunidade
timica, com producdo de  timica, com producéo
linfocitos CD4+. de linfocitos CD4+ e
CD8+.
Memoria Nao, ou minima. Sim, mas necessita de Sim, imunidade por
reforcos. toda a vida.
Numero de doses Em geral, aplicam-se em  Varias doses e reforgos. Em principio, dose
dose Unica, pois a resposta Unica.

imunoldgica ndo aumenta
com a repeticao.

Riscos para Né&o Néo Sim
imunodeprimidos

Possibilidade de Né&o Nao Sim

reversao a

viruléncia

Termoestabilidade Mais estaveis. Mais estaveis. Menos estaveis.
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2.9 Imunidade de mucosa

O aparelho imunoldgico pode ser dividido em dois compartimentos: (1) o
sistémico, incluindo medula dssea, baco e ganglios linfaticos, e (2) de mucosa, que
compreende o tecido linfoide associado as superficies de mucosa e glandulas secretoras
(STAATS et al., 1994). Cada compartimento esta associado tanto a uma resposta celular
quanto a uma resposta humoral, porém a natureza das respostas imunes difere em cada
compartimento.

Os anticorpos do compartimento sistémico sdo principalmente do grupo das
imunoglobulinas G (1gG), que tém como funcdo principal neutralizar patégenos no
sistema circulatorio. Em contrapartida, os anticorpos na mucosa, com a fungdo de impedir
a entrada de patdgenos no organismo, sdo, principalmente, as imunoglobulinas A
secretoras (slgA), sdo predominantes na saliva, na lagrima, no leite e em mucosas dos
tratos gastrointestinal, respiratorio e genitourinario (JONSDOTTIR, 2007; MCCLUSKIE
e DAVIS, 1999). O papel das slgA nas mucosas tem sido identificado no processo
inflamatério bem como na inibicdo da aderéncia bacteriana e, também, na neutralizagédo
de virus, toxinas e enzimas. Essas acfes locais podem servir para minimizar a entrada de
microrganismos e de seus produtos no compartimento interno do hospedeiro, prevenindo
a leséo de tecidos e 6rgaos internos (SANTAMARIA, 2011).

As superficies de mucosa estdo constantemente expostas a0 meio ambiente,
sendo as principais portas de entrada de microrganismos (CUBURU et al., 2007). As
mucosas recobrem os tratos urogenital, digestivo, Optico e respiratorio e possuem
barreiras fisicas e quimicas capazes de degradar e repelir grande parte dos patdgenos
(HOLMGREN e CZERKINSKY, 2005). Além dessas barreiras, as superficies da mucosa
sdo imunologicamente ativas: a defesa é reforcada pelas respostas inata e adaptativa, o
que evita a colonizacdo, a invasdo pelos microrganismos nocivos e limita a propagacao
dos patogenos (BRANDTZAEG, 2007).

Os antigenos sdo reconhecidos, nos locais indutores do sistema imune, ao
entrarem em contato com as mucosas; sdo endocitados e apresentados as células B e T
(linfocitos T e B) e, nos locais efetores, o anticorpo contra o antigeno-alvo € secretado
(MCCLUSKIE e DAVIS, 1999). O antigeno ativa o sistema imunoldgico inato
inicialmente, ou seja, o reconhecimento de caracteristicas gerais de grupos de
microrganismos. Posteriormente, a imunidade adaptativa ou adquirida é ativada, havendo

o0 reconhecimento de caracteristicas especificas do antigeno estranho.
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Para Holmgren e Czerkinsky (2005), a imunizacdo da mucosa nasal estimula
resposta imunitéria no trato respiratorio e, também, pode dar origem a resposta imunitaria

na mucosa genital-vaginal (figura 7).

Figura 7 A imunizacdo da mucosa nasal estimula resposta imune no trato respiratorio e, também,
pode dar origem a forte resposta imunoldgica da mucosa genital-vaginal. Sombreamento indica

forca de resposta (Holmgren e Czerkinsky (2005).

Oral MNasal

Rectal vaginal

Para Wheeler e Sharif (1996) e Cuburu et al. (2007), as moléculas entregues via
sublingual atravessam o epitélio escamoso, a membrana basal e a lamina propria, em
varios locais da boca, e, atraves das veias, sdo transportadas para a circulacédo sistémica,
induzindo resposta imune de mucosa e sistémica. Diante dessas analises, a via sublingual
mostra grande potencial para imunizacao.

As possiveis vias de administracdo de mucosa apresentam inlmeras vantagens,
como: possibilidade de neutralizacdo dos patdgenos na sua porta de entrada; menor
exigéncia de qualificacdo de pessoas para administracdo da vacina; maior aceitacdo dos
pacientes. Além disso, uma vez que ndo se trata de um método invasivo (VAN DER
LUBBEN et al., 2001), possui maior facilidade e rapidez na administracdo,
principalmente se for necessaria vacinacdo em massa, bem como resulta em diminuicéo
dos riscos de injurias e de contaminagdo cruzada (PRATELLI et al., 2001).

Vacinas de mucosa, que sdo aplicadas diretamente em superficies com essa

caracteristica, resultam em melhor iniciacdo de resposta imune humoral e mediada por
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celulas, quando em comparagdo com vacinas parenterais. 1sso porque ha direcionamento
e inducdo de mecanismos imunoldgicos em locais especificos dos tecidos linfoides
associados a mucosa (MALT), os quais sdo, entdo, capazes de induzir resposta imune
tanto local quanto sistémica (DIETRICH et al., 2003). J& as vacinas parenterais s&o,
geralmente, adequadas para prevenir doencas sistémicas causadas por patdgenos
invasivos, pois sua habilidade em induzir resposta na mucosa é bastante limitada (OIEN
etal., 1994).

Os pesquisadores Baker e colaboradores (2017) investigaram estratégias de
imunizagdo; seus resultados sustentam que a imunidade humoral induz uma menor
colonizacdo de GBS do trato genital feminino e a vacinacdo de mucosas poderia controlar
a colonizacdo patogénica. Os camundongos deficientes em células B ou aqueles que nédo
possuem receptor Fc neonatal, que € um mediador do transporte de IgG para a mucosa
vaginal, apresentam colonizacdo vaginal prolongada por GBS em comparagdo com
animais de tipo convencionais. A depuracdo induzida por vacinacdo com GBS foi
especifica do sorotipo, sugerindo um papel para os anticorpos anticapsulas na protecao.

Baker e Kasper (1976) estudaram o papel do anticorpo materno na infeccéo
estreptococica neonatal do Grupo B com um ensaio de ligacdo ao antigeno radioativo
empregando um antigeno de polissacarideo purificado com determinantes do Tipo Il do
Grupo B. Os resultados sugerem que a transferéncia transplacentaria de anticorpos
maternos protege o0s bebés da infecgdo estreptocdcica invasiva com cepas de Tipo IlI.

Para Brandtzaeg (2010), a exclusdo imunologica dos antigenos é realizada
principalmente pela IgA secretora em cooperacdo com as defesas inatas; assim, 0S
anticorpos do leite materno sdo direcionados contra agentes infecciosos e outros
antigenos exdgenos no ambiente da mde, que sdo aqueles que podem ser encontrados
pelo recém-nascido, representando a amamentacdo uma perfeita integracdo imunoldgica
entre mée e filho.

Conclui-se que a imunizacdo contra o Streptococcus agalactiae via vacina de
mucosas € uma estratégia bastante promissora para inducdo de anticorpos soro-
especificos da capsula polissacaridica desse microrganismo. Ela tem a vantagem de
prevenir as formas precoce e tardia da doenca, eliminando a necessidade de triagem
através de culturas com 35-37 semanas de gestagcdo para Streptococcus agalactiae e a

quimioprofilaxia.
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2.10 Vacinacéo de gestantes

A vacinacdo em gestantes tem como principal intencdo proteger a mae contra
doencas infecciosas e, também, o seu feto, com anticorpos maternos que serao
transferidos através da placenta durante a segunda metade da gravidez. Além disso, maes
vacinadas durante a gravidez sdo menos susceptiveis de transmitir uma infeccdo aos
neonatos apds o parto, devido aos jovens lactentes possuirem seus sistemas imunitarios
imaturos e, consequentemente, mais vulneraveis as doencas infecciosas e, muitas vezes,
incapazes de desenvolver uma resposta imune as vacinas (RASMUSSEN et al., 2014).

Num ensaio clinico randomizado, em Bangladesh, com a vacina de gripe em
mulheres gestantes, foi observado que a vacinagdo de gestantes preveniu a influenza nos
recém-nascidos (ZAMAN et al., 2008). Logo, a imunizagdo materna tem grande
potencial de prevenir doencgas e, consequentemente, a morte de recem-nascidos, bem
como de suas mées (United Nations Children’s Fund - UNICEF, 2013).

As novas tecnologias, principalmente as livre de agulhas (needle-free), além de
aumentarem a cobertura vacinal, por diminuicdo do medo e da tensdo, diminuem o risco
de contaminacdo cruzada e o acimulo de residuos na area de saude. Neste sentido, as
imunizacdes de mucosa (intranasal por spray, atomizadores e inaladores); intradérmicas;
implantes sélidos; microagulhas solidas, ocas e absorviveis; injetores por ar comprimido
intradérmicos descartaveis e eletroporacdo podem reduzir tanto o custo para o sistema de
saude como melhorar a eficacia. Os riscos associados a imunizagédo vacinal em gestantes
seriam abortamento, natimorto e malformacgdes congénitas como cardiopatia, catarata e
surdez. A imunizacdo de mucosas, por gerar uma resposta inflamatéria menor que a
imunizacdo via injetavel, diminuiria a ocorréncia destes riscos. O desenvolvimento destas
novas tecnologias para gestantes, para a prevencdo de doencas infecciosas ou para
imunoterapia de doencas autoimunes, prevencdo de doencas inflamatérias alérgicas ou
infecciosas, exigira acesso aos sistemas de distribuicdo de antigenos que podem ajudar a
apresentar eficientemente 0s "antigenos protetores” ao sistema imune da mucosa e
promover e direcionar a resposta imune da mucosa ao efeito desejado (HOLMGREN e
CZERKINSKY, 2005). Neste caso, 0 estudo sobre Nanoparticulas, e sua utilizacdo como
carreadores de antigeno, torna-se um fator decisivo para o desenvolvimento de novos

farmacos.
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2.11 Nanoparticulas de quitosana para carreamento de antigenos

A quitosana (QS) é considerada um biopolimero policatiénico degradavel, ndo
toxico, que consiste de unidades de B-(1,4)-2-amino-2-desoxi-D-glicose derivadas da
desacetilacdo de quitina, sendo o principal componente das cuticulas protetoras de
crustaceos, incluindo caranguejos, camardes, lagostas e parede celular de alguns fungos
(PEI, 2017; PRABAHARAN, 2008; BORGES et al., 2007; AGNIHOTRI et al., 2004).

Esse polimero pode ser encontrado em uma variedade de formas, diferenciadas
por peso molecular e por grau de desacetilacdo, que influenciardo no produto final
desejado.

Nos Ultimos anos, transportadores sollveis e particulados com base no polimero
mucoadesivo de quitosana ganharam espaco para entrega de proteinas pelas vias de
mucosa (LASKAR, 2017; AMIDI et al., 2010; ABDULACK-LOPES, 2012; SALDANA
GONZALES, 2015; YOSHIDA, 2012). As nanoparticulas de quitosana possuem
excelente propriedade mucoadesiva sublingual e podem ser utilizadas, de maneira
eficiente, como matriz polimérica para carreamento e disponibilizacdo do antigeno a
mucosa. A capacidade do polimero de quitosana de adesdo aumenta sua capacidade de
penetracdo nas moléculas, abrindo caminho entre as células da juncéo epitelial (AMIDI et
al., 2010).

Como adicional vantagem para desenvolvimento, a quitosana é classificada
como uma substancia bioativa e isenta da obrigatoriedade de registro, de acordo com as
normativas da ANVISA, sendo assim um produto seguro para ser utilizado como
polimero de encapsulamento, uma vez que suas propriedades funcionais ja foram
aprovadas.

Para a formulacdo de Nanoparticula de quitosana, utiliza-se o composto TPP
(tripolifosfato de so6dio — composto inorganico) de formula molecular NasP3O10 que se
apresenta comercialmente no estado sélido, em forma de um pé branco (RASKOVIC,
2007). E um polianion a ser utilizado juntamente com a quitosana para a formulaco de
nanoparticulas, sendo um composto ndo toxico que, através de forcas eletrostéaticas,
interage com a quitosana e forma redes idnicas reticuladas, através do método de
gelificacdo ibnica, no qual a presenca de tripolifosfato de sodio serve como reticulador
(ALl et al., 2018; YANG et al., 2011; MORRIS et al., 2011).

A habilidade da Nanoparticula de quitosana (QS) em formar nanoparticulas,
sistemas poliméricos coloidais com particulas menores que um micrdmero
(ABDELWAHED et al., 2006; DESAI et al., 1997), tem atraido grande interesse,

53



principalmente na area médica, para distribuicdo de vacinas, genes e antioxidantes (PEI,
2017; TSAI et al., 2011). Além disso, a capacidade da Nanoparticula de incorporar e
aderir sdo vantagens adicionais a este sistema (TSAI et al., 2011; CSABA et al., 2009;
GAN e WANG, 2007).

Essa particularidade das nanoparticulas de QS, de aderirem a superficie das
mucosas, é uma caracteristica vantajosa de fornecimento de antigenos via mucosas nasal,
oral, sublingual, vaginal e pulmonar; além disso, as nanoparticulas sdo capazes de
aumentar a penetracdo das moléculas, abrindo caminho entre as células da juncéo
epitelial (AMIDI et al., 2010).

As nanoparticulas de quitosana constituem uma membrana ou matriz sélida
constituida de polimeros, no qual o antigeno é agregado, encapsulado ou adsorvido as
particulas para, depois, serem fagocitadas e, posteriormente, liberadas gradualmente no
fagolissosoma.

A via sublingual € uma alternativa para a administracdo do antigeno, pois a
cavidade bucal é extremamente irrigada, com presenca de linfonodos e secrecdo de

anticorpos pela saliva.

2.12 Vacinas polissacaridicas

Os polissacarideos bacterianos sdo pouco imunogénicos, mas sdo responsaveis
pela antigenicidade. A capsula polissacaridica do GBS é o maior fator de viruléncia,
sendo o principal alvo para o desenvolvimento de uma vacina (TONIOLO et al., 2015).

Como os polissacarideos constituem-se em antigenos vacinais com eficacia
limitada, por serem um antigeno célula T independente, e ndo estimularem a formacao de
células de memoria, em 1929, os pesquisadores Avery e Goebel (1929) mostraram que a
imunogenicidade podia ser aumentada pela ligacdo quimica com uma proteina carreadora
(vacina conjugada). Em 1987, foi licenciada a primeira vacina conjugada para
Hemophilus influenza (capsula polissacaridica e toxoide tetanica — Hib.). A partir disso,
muitos estudos tém sido conduzidos, em busca de vacinas com maior seguranca, eficacia
e rentabilidade (vacinas contra meningites e pneumococos). A conjugacdo do
polissacarideo com uma proteina carreadora aumenta a imunogenicidade e induz
memoria imunoldgica, estimulando a protecdo de longa duracdo e a producdo de
anticorpos IgG de alta afinidade.

Para obtencdo de anticorpos contra polissacarideos, as vacinas conjugadas

atendem ao principio do mecanismo imunoldgico de cooperacdo entre linfocitos T e B
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(Figura 8). Este processo de cooperagdo inicia-se com o reconhecimento, pelo linfocito B,
do polissacarideo da molécula conjugada através de suas imunoglobulinas de membrana,

que sdo seus receptores de antigenos.

Figura 8 Mecanismo de cooperacdo entre linfocitos T e B nas vacinas conjugadas de proteinas e
polissacarideos. Pode ser vista a diferenca da resposta imunoldgica quando se utiliza apenas o
polissacarideo como antigeno (a) e quando ocorre a conjugacgdo entre o polissacarideo e uma
proteina carreadora (POLLARD, PERRETT e BEVERLEY, 2009).
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A molécula conjugada € enoitada e processada nas vesiculas celulares, onde os
fragmentos peptidicos da proteina carreadora, bem como os fragmentos polissacarideos,
sdo associados as moléculas de MHC classe 1, formando um complexo que é exposto na
superficie das células apresentadoras de antigeno (APC). Na sequéncia, as APC
apresentam, através do complexo de MHC da classe Il, os fragmentos peptidicos e
polissacaridicos as células T auxiliares. Ao reconhecer os fragmentos, a célula T induz a
ativacdo e a diferenciacdo das células B imaturas, tornando-as células imunocompetentes
capazes de produzir anticorpos protetores contra polissacarideos e a proteina carreadora
(POLLARD, PERRET e BEVERLY, 2009).

As vacinas precisam garantir seguranca e eficacia. Para ser eficaz, uma vacina

deve: induzir o tipo correto de imunidade, ser estdvel ao armazenamento e ter

55



imunogenicidade suficiente. Porém, somente isto ndo torna uma vacina ideal. Para ser
ideal, ela também deve: ndo causar infec¢do; induzir imunidade de longa duragéo; ter
baixo custo; ser de facil administracdo; ndo ter efeitos secundarios, como a Sindrome
Inflamatdria Induzida — ASIA (PELLEGRINO et al., 2015; STEPHANO, 2005); e

produzir células de meméria.

Melhorando a eficécia das vacinas com adjuvantes ou imunoestimulantes

Diversos tipos de adjuvantes ou imunoestimulantes em vacinas séo utilizados
para aumentar imunogenicidade, transporte e liberacdo (STEPHANO, 2005). Como a
vitamina B interage com o sistema imunoldgico, por meio de sua acdo sobre a regulacdo
e a diferenciacdo de células como linfocitos, macrofagos e células natural killers (NK)
(KJER-NIELSEN et al., 2012; CHUA e HANSEN, 2012), a sua conjugagdo com um
antigeno poderia ser um novo mecanismo de acdo pelo qual o sistema imunologico
detectaria infecgdes microbianas, estimulando as células imunes especializadas.

A vitamina B foi utilizada para ativar uma classe de células imunes tipo T
chamadas de MAIT (mucosa associated invariant), pois seriam capazes de ligar-se a uma
proteina com antigeno, estimulando o sistema imunologico para a diferenciagdo de
células. Em principio, as vitaminas poderiam agir como ‘“adjuvantes” (substancias que
ativam as células T e B no sistema imunoldgico), pois as células MAIT detectariam
infeccdes através do metabolismo das vitaminas ligadas as superficies das células. Alia-se
a isso o fato de serem hidrossolveis, possibilitando sua absor¢do (KJER-NIELSEN et
al., 2012).

A estratégia de encapsulamento em nanoparticulas buscou também evitar o uso
de adjuvantes, pois existem varios estudos mostrando que, mesmo quando 0S
polissacarideos sdo conjugados com uma proteina carreadora, ndo induzem resposta
imune eficaz sem o auxilio de um adjuvante. O uso destes podem causar diversas reacdes
adversas e . Logo, a eliminacdo do uso de adjuvante seria um diferencial no

desenvolvimento de vacinas.

2.13 Vacinas contra o Streptococcus agalactiae

A imunizacdo de mulheres gravidas com uma vacina GBS representa uma
estratégia alternativa para proteger recém-nascidos e criangas pequenas, através da
transferéncia de anticorpos transplacentarios e, potencialmente, reduzindo a nova
colonizacédo vaginal (KOBAYASHI et al., 2016; BAKER et al., 1988).
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A Glaxo Smith Kline adquiriu, da empresa Novartis, o projeto de
desenvolvimento da vacina trivalente contra o Streptococcus do grupo B, composta dos
sorotipos capsulares la, Ib e Il conjugada com a variante toxoide de difteria. A vacina ja
estd em fase Il com o objetivo profilatico. O estudo compara a poténcia de resposta
imunoldgica induzida pela vacina em dois grupos: mulheres gestantes HIV positivas e
HIV negativas. O estudo também investiga o quanto a vacinacdo maternal induzida é
transferida para o recém-nascido. Os anticorpos especificos do sorotipo GBS estdo sendo
medidos, em maes, nos dias pré-imunizacao e no trigésimo primeiro dia pos-imunizacao
e, em mdes e bebés, durante o parto e no nonagésimo primeiro dia pos-parto. Como
resultado ja obtido, uma dose da vacina trivalente contra os sorotipos la, Ib e Il foi bem
tolerada, sem sinais de problemas de seguranca, possuindo inducdo da concentracdo de
anticorpos especificos. Entre os pares materno infantis, houve a transferéncia placentaria
com anticorpos detectaveis, em 81% (n = 38), 70% (n = 35) e 65% (n = 33), contra 0s
sorotipos la, Ib e 111, respectivamente. Os filhos de maes vacinadas aumentaram os niveis
de anticorpos no nascimento, que persistiram acima dos niveis do grupo placebo até o
nonagésimo primeiro dia de idade. Como conclusdo do estudo, uma dose de vacina
trivalente GBS foi bem tolerada, apresentou sinal de seguranca relativa em mulheres
gravidas e induziu o aumento das concentracfes de anticorpos em maes e sua prole
(HALPERIN et al., 2014; HEYDERMAN et al., 2016). Os resultados foram apresentados

no site clinicaltrials.gov! — um banco de dados de estudos clinicos financiados, de formas

privada e publica, realizados em todo o mundo —, sob referéncias NCT01193920,
NCT01446289, NCT02046148 (HEATH, 2016).

Um grande desafio para a saude publica é desenvolver vacinas eficazes contra
doencas infecciosas que tenham relevancia global. Muitas das vacinas sdo desenvolvidas
com sorotipos que prevalecem mais em cada pais, mas ndo sdo otimamente eficazes
contra sorotipos comuns a outras partes do mundo. Logo, novas tecnologias e abordagens
inovadoras precisam ser usadas para identificar antigenos de GBS que superam a
especificidade de sorotipos e que poderiam constituir a base de uma vacina globalmente

efetiva contra esse patdgeno oportunista (JOHRI et al., 2006).

! Disponivel em <https://clinicaltrials.gov/>
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Desenvolver um modelo vacinal para mucosa sublingual, utilizando o

polissacarideo capsular do Streptococcus agalactiae como antigeno, encapsulado em

nanoparticulas de quitosana.

3.2 Objetivos especificos

Estudar os parametros de otimizagédo de fermentacdo para aumentar a produtividade
de cépsula polissacaridica presente na superficie celular

Extrair e purificar a capsula polissacaridica

Caracterizagdo fisico-quimica: DRX, CGMS, NMR e dosagem de agucar por fenol-
sulfarico

Liofilizar o polissacarideo para fins de concentracdo e conservacéo

Encapsular o polissacarideo em uma Nanoparticula de quitosana (PS acoplado a
OVA ou somente PS).

Analisar a nanoestrutura: DLS e Potencial Zeta

Determinar o titulo de 1gG sérica especifica total e concentracdo de sIgA total da

saliva dos camundongos imunizados via mucosa sublingual.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Plano de trabalho

Diversas fontes

bibliograficas foram consolidadas nesse modelo de

desenvolvimento vacinal (ZANARDO, 2015; BAKER et al., 2017; TONIOLO et al.,
2015; TANIZAKI et al., 1996; PATO et al., 2006). Baseando-se nos principios basicos
de qualidade, seguranca e eficacia, levando-se em consideracdo todas as etapas de

bioprocesso, entre elas: cultivo, extracdo, purificagdo, formulacdo (encapsulamento em

Nanoparticula e liofilizagdo) e imunizacdo, foram estabelecidas as caracterizacGes,

detalhadas na tabela abaixo.

Tabela 7 Etapas do modelo vacinal e as caracterizagcdes necessarias para cada uma delas: cultivo
e fermentacdo, purificacdo e extracdo, encapsulamento em Nanoparticula, liofilizacdo, inoculacéo

e imunizagao.

Etapas

Caracterizacao necessaria

Caracterizagdo/Cultivo

/fermentacdo

Caracterizacdo da cepa: origem, identidade e pureza

Teste de Gram — teste de contaminacéo e pureza

Maldi-Tof MS — confirmacgéo de identidade

Anélise do gene rRNA 16S — confirmacdo da identidade e
pureza

Espectrofotometria: curva de crescimento com a utilizacdo

de diferentes meios de cultura

Purificacdo para

extracéo PS

Anaélise colorimétrica por espectrofotometria: para deteccédo
dos acucares no PS através da hidrdlise do PS - Reacdo de
fenol sulfurico

Anaélise quantitativa: pesagem da massa seca

Eletroforese SDS-Page: deteccdo de proteina e analise de
pureza

Ensaio de proteinas micro BCA (Bicinchoninic Acid Protein
Assay Kit): deteccdo de proteinas residuais da purificagao
Doseamento de acido nucléico por espectrofotometria:
medida por absorbancia A260nm = 50pg/ml

Caracterizacdo: difragdo de raios-X (DRX) para
confirmacao da cristalinidade

Andlise da estrutura por cromatografia gasosa: (CGMS) e

ressonancia magnética (NMR)
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Liofilizagéo e DSC Calorimetria exploratéria diferencial — determinacao
da temperatura de transicao vitrea e temperatura de fusdo

e Analise com MFD (Microscopie Freeze Drying) Lyostat
determinacdo da temperatura de colapso e temperatura

eutética

Liofilizag&o: liofilizador FTS System-Computrac

7
0'0

Encapsulamento Formacdo da Nanoparticula: método de geleificacdo i6nica

com o biopolimero Quitosana e Tripolifosfato

7
0‘0

BCA — avaliagdo da taxa de encapsulamento

7
0‘0

Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) — avaliacdo do
tamanho das Nanoparticulas. Analise do Potencial Zeta e
indice de Polidisperséo (PDI)

Imunizacdo de mucosas ¢ Provas bioquimicas imunoldgicas: Elisa (dosagem de 1gG e
sublingual sIgA total)
Andlises Estatisticas dos e Andlise de Variancia (ANOVA) com ferramenta de
testes imunoldgicos Bonferrone

4.2 Caracterizacao, cultivo e fermentagao

Origem: Cepa de Streptococcus agalactiae

A cepa de Streptococcus agalactiae foi adquirida do Nucleo de Colecéo de Micro-
organismo do Instituto Adolfo Lutz IAL — S&o Paulo. A referéncia da cepa:
Streptococcus agalactiae (CT) — INCQS 00128, ATCC 12386 (ATCC — The American
Type Culture Collection), correspondente as cepas bacterianas sorotipo la —
Streptococcus agalactiae 090A, sob a referéncia: Cepa: O90A (E. Todd Aronson

Wamoscher).

Pureza e contaminacao

O método de coloracdo de Gram foi realizado para se avaliar a pureza da cultura
e como identificacdo bioquimica do grupo gram-positivo.

Através da avaliacdo microscépica, foi confirmada a sua morfologia. Para o
plagueamento, foram utilizadas 3 placas de Petri com meio BHI (Sigma), armazenadas

em estufa bacteriana, a temperatura de 37°C, por 18 horas.
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Confirmacdo de identidade

A confirmagdo da identidade foi realizada por metodologia de
espectrofotometria de massa MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization — Time of Flight); ou seja, dessor¢do/ionizagdo por laser assistido por matriz.
O teste foi realizado no Laboratério de Microbiologia Clinica no Departamento de
Anédlises Clinicas e Toxicolégicas da FCF/USP, com o Professor Dr. Jorge Luiz Mello
Sampaio.

O equipamento Bruker Matrix HCCA (referido como '‘Bruker HCCA'; HCCA =
acido a-ciano-4-hidroxicinamico) identifica microrganismos através de um tubo contendo
2,5 + 0,3 mg de matriz, comparando as proteinas ionizadas com o banco de dados
existente. Caso 0 score seja maior ou igual a 2, pode-se afirmar que a identidade €
perfeita. A matriz, por ser de natureza &cida, ajuda a romper as celulas e a extrair as
proteinas, separando as moléculas proteicas, que sdo aderidas na placa solida. Ocorre,
assim, a absorcdo da energia do laser, provovando a dessor¢do das moléculas (extracéo
da placa solida onde estdo aderidas para o estado gasoso) e a doagdo de H para as
moléculas que possam a ser jons de carga positiva (ALMEIDA JUNIOR, 2014). Os ions
formados com carga +1 sdo acelerados sob a influéncia do campo elétrico de carga
positiva para dentro de um tubo de voo, no qual o detector encontra-se na extremidade. O
tempo de voo de cada particula € utilizado para calcular sua massa.

Foi também realizado o teste 16S rRNA gendmico “Kit” “Wizard® Genomic
DNA purification” (Promega), seguindo o protocolo para extracdo de DNA total de
bactérias gram-positivas, conforme indicado pelo fabricante. A amplificacdo do rDNA
16S foi realizada como descrito por Hornink (2015). Os produtos de PCR, resultantes da
amplificacdo do 16S rDNA, foram sequenciados no sequenciador automatico "ABI 3730
DNA Analyser” da “Applied Biosystems”, no Departamento de Genoma Humano do
Instituto de Biociéncias da USP, com a colaboracdo da pds-doutoranda Tais Ayumi

Kuniyoshi.

Organizacdo do Banco Mestre e do Banco de trabalho

Expansdo: a expansdo da cepa semente liofilizada, adquirida do Ndcleo de
Colecédo de Micro-organismos do Instituto Adolfo Lutz, foi realizada em 0,5 ml de meio
Brain Heart Infusion (BHI) marca Merck S.A., contendo: substratos nutritivos (extrato de
cérebro, coracio e peptona - 27,5 g.L™), D-glucose (2,0 g.L™), cloreto de sdio (5,0 g.L™)

e fosfato dissodico de hidrogénio (2,5 g.L™). A cepa ressuspensa foi bem homogeneizada
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e toda a suspensédo foi transferida para o Erlenmeyer estéril contendo 250 ml de Meio
BHI da empresa Merck S.A., para preparagdo do pré-indculo. O frasco foi incubado sob
as seguintes condicGes: temperatura 37°C, tempo de incubacdo 12 horas, velocidade a
250 rpm no shaker New Brunswick Scientific Excella® Incubator Shaker. O protocolo de
cultivo do Streptococcus agalactiae foi estabelecido a partir das recomendacbes do
“Certificado de Andlise e Dados Técnicos” do Banco de Micro-organismos do Instituto
Adolfo Lutz.

Banco Mestre: o volume da cultura do banco semente expandido a ser transferido
para o banco mestre foi calculado de acordo com a equacéo:

V in = Veurt X 0,1/D0Ojy,
Onde:

V in = volume da cultura do indéculo a ser transferido para o meio de cultura

Vit = Volume de meio de cultivo

DOi,= densidade 6tica a 600 nm da cultura do indculo

Baseado nesta equacdo, foram transferidos 2 ml para um frasco Erlenmeyer
contendo 100 ml de meio BHI, pH 7.2-7.4 e incubado na temperatura de 37°C, tempo de
incubacgdo 12 horas, velocidade a 250 rpm no shaker New Brunswick Scientific Excella®
Incubator Shaker.

Apos 12 horas e cultivo do banco mestre, foram adicionados 50g de glicerol (20%
do w/v), para garantir que, apds o congelamento, ndo se formasse cristal e a membrana
bacteriana ndo se rompesse quando o microrganismo fosse ressuspenso. As amostras
foram aliquotadas em eppendorf, no volume de 1 ml, sendo armazenadas no freezer a -
60° C. Foram congelados 200 eppendorfs contendo banco mestre de GBS, de modo a
termos material suficiente até o término do projeto e, caso necessario, novas culturas

fossem realizadas, permitindo a conducgédo de outros estudos com a mesma cepa.

Banco de Trabalho

Para o Banco de Trabalho, foram utilizados 2 ml do banco mestre para cada
Erlenmeyer com 100 ml. Foram cultivados dois meios: BHI e TSB (Figura 9) nas

condigdes ja descritas.
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Figura 9 Banco de trabalho: condi¢cBes de cultivo: descontinuo em batelada em Shaker,
Erlenmeyer com 100 ml de meio com indculo GBS, temperatura 37°C, tempo de incubagdo 12
horas-14 horas, velocidade a 250 rpm no New Brunswick Scientific Excella® Incubator Shaker

A partir da anélise das rotas metabdlicas do banco de dados KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes), foram adicionados trés aditivos nutricionais, que
poderiam melhorar as diferentes rotas metabdlicas e a producdo de céapsula
polissacaridica. Foram escolhidos os suplementos: Inosina, L-prolina e Acido nicotinico
(Tabela 8).

Tabela 8 Suplementos escolhidos para serem adicionados ao meio de cultivo, objetivando

estimular as rotas metabdlicas e aumentar a producao de capsula polissacaridica.

Suplemento  Descricéo

Acido Convergente da via glicolitica através do gliceraldeido-3 fosfato.

nicotinico Também denominado como Vitamina B3, solivel em agua. Descrito no
Banco de Dados KEGG como parte do metabolismo de cofatores e das
vitaminas atraves da biossintese de alcaloides derivados de ornitina,
lisina e acido nicotinico.
(<http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?map00760>)

L-prolina Aminoédcido, descrito no Banco de Dados KEGG como parte do
metabolismo dos aminodcidos — através das rotas metabdlicas de
arginina e prolina. Convergente para a via metabolica 6xido redutiva
(ciclo de Krebs) através do intermediario 2-oxoglutarato.

(<http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?map00330>)
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Inosina Descrito no Banco de Dados KEGG como parte de metabolismo de
nucleotideos. Estimula a via das pentoses e a via glicolitica. Estimula as
vias produtoras de agucares.

(https://www.genome.jp/kegg-
bin/show_pathway?map=map00520&show_description=show)

Em 2 frascos, cada um contendo 100 ml de meio de cultura base BHI, e o outro
TSB, foram adicionados 2 ml do banco mestre de GBS. Ap6s 12 horas, o cultivo foi
transferido, repicado em mais 4 frascos com 100 ml para cada meio de cultura (total 8
frascos), sendo que foram mantidos 2 frascos de meio BHI e meio TSB sem indculo —

denominados como brancos (Figura 10).

Figura 10 Modelo do planejamento do Banco Semente, Banco Mestre e Banco de Trabalho com
meios BHI e TSB: sem indculo (branco), suplementado com Inosina, L-Prolina, Acido Nicotinico
e 0s trés suplementos em conjunto.

SEMENTE
MESTRE
BANCO BANCO
TRABALHO TRABALHO
BHI
TSB
Branco Branco
GBS + Inosina GBS + Inosina
GBS + GBS +
L-Prolina L- Prolina
GBS + GBS +

Acido Nicotinico  Acido Nicotinico

GBS + GBS +
3 suplementos 3 suplementos
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As condic@es de cultivo foram as mesmas anteriores. Foram adicionados 150 mg
de cada suplemento, de acordo com a Tabela 9.

Tabela 9 Tabela descritiva dos experimentos de cultivos celulares com respectivos meios de
cultura e suplementos nutricionais, correspondente a primeira fase de pré-inoculo (FI) e posterior
cultivo do in6culo (FII). Os frascos foram identificados de A até N, com meios de cultura TSB
(meio de soja) e BHI (infusdo de cérebro e coracdo) com os suplementos: inosina, L-prolina e
acido nicotinico, em condicdes de cultivo descontinuo em batelada: temperatura 37°C, tempo de
incubagfo 12 horas, pH 7,2-7,4, velocidade a 250 rpm no New Brunswick Scientific Excella®

Incubator Shaker

Etapa Frasco Conteudo

FI A Branco 100 ml de meio TSB

Fl B Branco 100 ml de meio BHI

Fl C 2 ml GBS + 100 ml de meio BHI

FI D 2 ml GBS + 100 ml de meio TSB

Fll E 2 ml GBS + 100 ml de meio BHI

Fll F 2 ml GBS + 100 ml de meio TSB

Fll G 2 ml GBS + 100 ml de meio BHI + 150 mg inosina + 150 mg acido nicotinico
+ 150 mg L-prolina

Fll H 2 ml GBS + 100 ml de meio TSB + 150 mg inosina + 150 mg &cido nicotinico
+ 150 mg L-prolina

Fll I 2 ml GBS + 100 ml de meio BHI + 150 mg inosina

Fll J 2 ml GBS + 100 ml de meio TSB + 150 mg inosina

Fll K 2 ml GBS + 100 ml de meio BHI + 150 mg acido nicotinico

Fll L 2 ml GBS + 100 ml de meio TSB + 150 mg &cido nicotinico

Fll M 2 ml GBS + 100 ml de meio BHI + 150 mg L-prolina

Fll N 2 ml GBS + 100 ml de meio TSB + 150 mg L-prolina

A densidade otica (DO) da cultura celular foi determinada por espectrofotémetro
de luz visivel a 600 nm, no equipamento Spectra Mx Plus 384. Meio de cultivo puro sem
indculo (branco) foi utilizado como zero da densidade Otica. Quando a absorbancia
ultrapassava os valores de 0,5, as amostras eram diluidas e o resultado multiplicado pelo

valor da diluigdo para determinagéo do curva de crescimento celular.
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4.3 Escolha do meio de cultivo (BHI ou TSB)

O microrganismo GBS possui as seguintes caracteristicas:
e Tipo metabdlico: organotrofico (fermentagéo)
e Bactéria anaerdbica — aerotolerante, anaerdbio facultativa
e Tipo de organismo: quimiorganotrofico (fonte de energia — compostos
organicos)
e Fonte de carbono: compostos organicos
e Fonte de energia: reacOes de oxirreducao
e Fermentacdo tipo homolatica
Para o crescimento celular do GBS, comparamos os meios de cultivo Brain Heart
Infusion (BHI) o meio Trypticase soy agar broth (TSB), recomendados pelo ATCC.
Adicionamos os suplementos nutricionais (Inosina, L-Prolina e Acido Nicotinico), a
partir dos estudos das vias metabdlicas, disponiveis no Banco de Dados KEGG. A
proposta de suplementacdo era projetar e planejar um meio de cultura para atender as
necessidades especificas do microrganismo e aumentar o potencial de reducdo da cadeia
metabolica, de modo, a mudar a energia gerada na cadeia de transporte de elétrons. Os
trés suplementos nutricionais poderiam substituir, no meio de cultivo TSB, os produtos
de origem animal e, consequentemente, melhorar o crescimento celular e a producéo de
capsula polissacaridica.
As diferentes sequéncias de reacdes convergentes e divergentes descritas no banco
de dados geram requisitos de energia diferentes para os processos de catabolismo e
anabolismo do microrganismo, ocorrendo, também, diferentes velocidades do

metabolismo e dos blocos de construcdo das estruturas bacterianas.

4.4 Purificacdo para extracao do polissacarideo (PS)

O protocolo de purificacdo foi adaptado, a partir dos métodos descritos por
Tanizaki et al. (1996), Takagi et al. (2008), Albani (2008) e Zanardo (2015), envolvendo
varias etapas de precipitacdo e de centrifugacdo para a separacdo de células, debris
celulares do caldo e isolamento da capsula polissacaridica.

Ap6s o crescimento celular, foi adicionado 0,1% de Cetavlon
(cetyltrimethylammonium bromide). Apds agitacdo para solubilizacdo do Cetavlon, o

cultivo celular foi mantido em repouso para que houvesse a inativacdo por lise celular. As
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amostras com Cetavlon foram centrifugadas no equipamento marca HERMLE Z32HK,

por 5 minutos, com rotacdo de 8.000 rpm (6580 rcf — for¢a centrifuga relativa).

0]

volume relativo, correspondente ao precipitado, corresponde a

aproximadamente a 1/10 do volume de cultivo. Por sua vez, o precipitado foi lavado 3

vezes com cloreto de so6dio 0,9%, com volume relativo a 6 vezes o volume do

precipitado. Em todas as lavagens, o sobrenadante foi descartado e, por fim, os pellets

foram ressuspensos, até 10 ml, com cloreto de calcio 0,9%. A segunda etapa da

purificacdo foi realizada através de concentragdo em membrana com capacidade de

retencdo de biomoléculas acima de 30 kDa (membrana polietersulfona Amicon Ultra-15
Centrifugal Filter, Merck).

O concentrado foi armazenado a -60°C em tubos Falcon para realizacdo das

proximas etapas de purificacéo (figura 11).

A préxima etapa de purificagdo seguiu 0s procedimentos:

1.
2.

Descongelamento do PS pré-concentrado — volume 150 ml

Acréscimo de 20% NaCl 2M (w/v) — 30 ml

a. Mantido sob agitacdo por 1 hora

Centrifugacdo da amostra a 3.500 rpm (1260 rcf) — 30 minutos —
temperatura ambiente

a. Coleta do sobrenadante, descarte do precipitado

Ao sobrenadante, acréscimo de 9% papaina (w/v)

a. Homogeneizacdo e mantido em banho-maria (60°C) por 18 horas.
5. Centrifugacdo a 3.500 rpm (1260 rcf) — 60 minutos — temperatura
ambiente

a. Coleta do sobrenadante, descarte do precipitado

Ao sobrenadante, foi acrescentado o volume relativo de 30% (v/v) alcool
etilico absoluto PA (Synth)

Centrifugacdo a 8.000 rpm (6580 rcf) — 60 minutos — temperatura
ambiente

a. Descarte do precipitado, coleta do sobrenadante

No sobrenadante, foi acrescido 80% (v/v) alcool etilico absoluto PA
(Synth)

Centrifugagdo a 8.000 rpm (6580 rcf) — 60 minutos — temperatura
ambiente

a. Descarte do sobrenadante, coleta do precipitado
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10. O precipitado foi ressuspenso em 15 ml &gua ultrapura
10. Filtragem com Filtro 0,22um

11. Liofilizag&o e armazenamento

Figura 11 Esquema de purificacdo do polissacarideo, com as etapas de inativacao, eliminacao de

dendritos celulares, &cidos nucleicos, tratamento enzimatico, ultrafiltracdo e secagem.

*Precipitacéo do caldo fermentado com Cetavlon 0,1% (detergente catidnico)
«Separacdo celular

«Ultrafiltracdo tangencial - membrana de corte 30 kDA

« Armazenamento do concentracdo (PS pré-purificado)

*Descongelamento do concentrado pré-purificado

Lavagem e precipitacdo do PS pré-purificado com NaCl 2M para
descomplexar o Cetaflon e lavagem dos debris celulares

*Degracéo das proteinas e dos acidos nucleicos com papaina

«Centrifugacdo (precipitacdo alcodlica de contaminantes)
. Alcool etilico 30% — separacéo de dendritos e debris celulares
. Alcool etilico 80% — separacéo dos &cidos nucleicos
*Ressuspensdo com agua ultrapura

+Filtragem com filtro 0,22pum

) . Eliminagéo final de contaminantes e residuos celulares
Filtragem

eLiofilizacdo e Amazenagem

Quantificacdo relativa dos acticares no polissacarideo

Para a quantificagdo dos acUcares presentes no polissacarideo, foi utilizado o
método fenol-sulfarico (CUESTA et al., 2003; DUBOIS et al., 1956; Dische e Shettles,
1948).
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A curva padrdo foi determinada pela andlise das concentragcdes variadas de
glicose, galactose, sucrose e mistura dos 3 agucares com concentra¢@es variando de 0,1 a
1 mg/ml. A concentragdo das amostras foi calculada através da curva padréo,
considerando-se o fator de diluigdo.

Pesagem da massa seca: concentragdo de polissacarideo
Os valores das varidveis foram obtidos de acordo com as equagdes abaixo:

PS total (mg) = C —V
= E 3
ota mg pPS 1000

Sendo Cps a concentragdo de polissacarideo (ug/ml) e V o volume da fragéo
(mL).

Deteccédo de proteinas - Eletroforese SDS-PAGE
Com o objetivo de se identificar a existéncia de proteinas residuais, utilizou-se a
técnica de SDS-PAGE (SDS Polyacrylamide Gel Electrophoresis). A eletroforese foi
realizada com gel de poliacrilamida 10% e tempo de separacdo 1h30min.
Apos a eletroforese, o gel foi corado com uma mistura de 0,1% de Coomassie
Blue R. Apos isso, foi descorado com uma mistura composta por 10% de metanol e 7%

de &cido acético.

Dosagem de proteinas (Kit de ensaio de proteinas micro BCA)

O kit de ensaio de proteina BCA — Acido Bi-cinconinico (SIGMA) foi utilizado
para deteccdo e quantificacdo colorimétrica de proteinas residuais. Foi utilizado para
quantificacdo de proteinas na solucao final do purificado. O principio do ensaio do &cido
bicinconinico (BCA) baseia-se na formacéo de um complexo de proteinas Cu?* em
condicdes alcalinas, seguido de reducdo do Cu? * para Cu' *. A quantidade de reducdo é
proporcional a proteina presente.

O ensaio BCA é mais sensivel e aplicavel do que os procedimentos de Lowry.
Além disso, tem menos variabilidade do que o ensaio de Bradford. A faixa de deteccédo é

de 20 pg a 100 pg proteina total.
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Doseamento de acido nucleico

A partir dos processos de purificacdo, a concentracdo de acidos nucleicos (An)
residual foi medida pela absorbancia a 260nm (A260nm), considerando 1 unidade igual a
50pg/ml de acidos nucleicos.

An total (mg) = Can * 1000

Sendo C,, a concentracdo de acido nucléico (ug/ml) e V o volume da fracdo
(mL).

Identificacio de cristalinidade - Difragdo de Raios-X

A difracdo de raios-X foi realizada para caracterizacdo e identificacdo da
cristalinidade do PS.

A anélise foi realizada no Instituto de Fisica da Universidade de S&o Paulo, no
Departamento de Cristalografia, de responsabilidade da Prof®. Dra. Marcia Fantini, sob a
supervisdo do especialista Dr. Anténio Carlos Franco da Silveira.

Foi utilizado o equipamento X Ray Difractometer, marca Rigaku, modelo
Ultimat, tubo de cobre (radiagdo Ko = 154A), poténcia de trabalho 40 KV, 30 mA,

software de analise, Jade 6.5.

Identificacdo da composi¢cdo monossacaridica — cromatografia gasosa CGMS

O polissacarideo (5 mg) foi submetido a dois ciclos de metilagdo. O
polissacarideo metilado foi hidrolisado com 5 mol/L de &cido trifluoroacético por 4h, a
temperatura de 100°C, reduzido com boro-hidreto; os alditois foram acetilados com
anidrido acético: piridina (1:1 v/v). Os acetatos de alditol dos actcares metilados foram
dissolvidos em cloroférmio e analisados numa unidade de cromatografia
gasosa/espectrometria de massa (GCMS-QP2010 Shimadzu, Japdo) com uma coluna
Restek RTX-5MS (KIRCHER,1960). O géas de transporte foi o hélio, em gradiente de
temperatura de 110°C a 250°C, com variacdo de 2°C/min. As temperaturas de injetor,
fonte de fons e interface foram de 260°C, 200°C e 230°C, respectivamente. Diferentes
periodos de tempo para a hidrélise do polissacarideo metilado foram testados (de 1 a 4 h),
para assegurar a hidrélise total das unidades constitutivas, mas sem perda significativa de
residuos de xilose. As analises foram realizadas pelo pesquisador Dr. Paulo Soares e pelo

Prof. Dr. Paulo Mourdo, no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, Laboratorio
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de Tecido Conjuntivo, do Instituto de Bioguimica Médica Leopoldo de Meis, na
Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Identificacdo da estrutura — Ressonancia Magnética (NMR)

As analises de NMR foram realizadas em parceria com a Universidade Federal
do Rio de Janeiro, pelo pesquisador Dr. Paulo Soares e pelo Prof. Dr. Paulo Mouréo, no
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, Laboratério de Tecido Conjuntivo do
Instituto de Bioquimica Medica Leopoldo de Meis, Universidade Federal do Rio de
Janeiro. Os experimentos foram repetidos no Laborat6rio de Fisica, na Universidade de
Séo Paulo, com o pesquisador Dr. Antdnio Carlos Bloise Junior.

Os espectros 1D e 2D 'H do polissacérido da cépsula GBS foram analisados
utilizando-se um espectrometro de RMN de 500 MHz (Bruker Biospin, Rheinstetten,
Alemanha) com uma sonda de ressonancia tripla (SANTOS et al, 2017).
Aproximadamente 10 mg da amostra foram dissolvidos em 0,5 mL de o0xido de deutério
99,9% (Cambridge Isotope Laboratory, Cambridge, MA). Todos o0s espectros foram
registrados em 310K com supressdo do sinal da dgua de contaminacdo proveniente da
troca do atomo de deutério pelo atomo de hidrogénio da umidade do ambiente durante a
manipulacdo das amostras. Para os espectros de 1D e 'H RMN, 32 médias foram
registradas por amostra, usando um tempo de repeticdo igual a 1s. Para os experimentos
2D H/*H-TOCSY (espectroscopia correlacionada total) e *H/**C HSQC (heteronuclear
single quantum coherence), os espectros foram registrados usando uma ciclagem de fases
dos pulsos do tipo TPPI (incremento de fase da proporcdo temporal) para deteccdo de
quadratura na dimensdo indireta. Os espectros de fase-TOCSY foram executados com
2048 x 1024 pontos com um campo de spinlock de 10 kHz e um tempo de mistura de 80
ms.

Os espectros bidimensionais de *H/**C Multiplicity-Edited HSQC foram
registrados com 256 médias por amostra. A configuracdo do numero de incremento foi
ajustada para 64 e novamente utilizada a ciclagem de fase dos pulsos por TPPI para
deteccdo de quadratura na dimenséo indireta. Foram utilizados 1024 x 512 pontos, com
pulsos retangulares de fase alternada, globalmente otimizados (GARP) para
desacoplamento. Os desvios quimicos foram apresentados em relagdo ao sinal de CH3
dos residuos de a-L-ramnose usualmente encontrados nos polissacaridos da céapsula de
GBS (Ravenscroft el al., 2017; Kogan et al., 1996).
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Liofilizac&o do polissacarideo

A vantagem da liofilizacdo do PS é o aumento do tempo de estabilidade. A
liofilizacdo caracteriza-se pela secagem rapida de uma substancia previamente congelada,
por meio da sublimacéo, e tem como objetivo principal a remocao de qualquer solvente
no estado solido, transformando-o em gasoso, sem passar pelo estado liquido. A
liofilizacdo divide-se em trés etapas: na primeira, o material é congelado, o que envolve a
aquisicdo de uma matriz solida; a seguir, no segundo estagio, a dgua € sublimada sob
pressao reduzida. Quando toda a &gua livre congelada for removida por sublimacéo,
encerra-se a secagem primaria. Na terceira etapa, ocorre a secagem secundaria, ou
dessorcdo, na qual a 4gua presa na estrutura molecular do ntcleo é removida por aumento
da temperatura até que o produto alcance a umidade residual desejada, ou seja, uma
secagem a vacuo (por pressdo reduzida).

Para identificar os parametros da liofilizacdo, foram realizadas as analises de
DSC e Lyostat.

A analise térmica em DSC (Differential Scanning Calorimetry — Calorimetro
Exploratorio Diferencial) foi realizada no equipamento marca Perkin Elmer precisely,
DSC 4000. O objetivo foi a determinacdo da temperatura de transicdo vitrea para
posterior otimizacdo no processo de liofilizacdo. Foram utilizados recipientes (cadinhos)
de aluminio contendo aproximadamente 10 mg de amostra. Inicialmente, a amostra foi
estabilizada a temperatura ambiente de 25° C e, posteriormente, foi resfriada até -55° C,
em taxa de resfriamento de 10° C/min, com isotermas de 3 minutos. A calibracdo do
equipamento foi realizada com agua destilada (ponto de fusdo 0° C). O cadinho vazio foi
utilizado como referéncia. A analise térmica por DSC determinou a temperatura de
transicéo vitrea (Tg) e temperatura eutética (Teur).

A temperatura de colapso (T¢) do polissacarideo foi determinada por um MFD
(Microscopie Freeze Drying) Lyostat - microscopio acoplado a um moddulo de
liofilizacdo (Lyostat 2, modelo FDCS 196, Linkam Instruments, Surrey, UK), equipado
com sistema de congelamento por nitrogénio liquido (LNP94/2) e controlador de
temperatura programavel (TMS94, Linkam). A pressdo utilizada durante as analises foi
de 100 mTorr, através de uma bomba de vacuo (Edwards E2M1.5, Linkam). Amostras
com 1 pL foram pipetadas sobre uma placa de quartzo de 16 mm, coberta com placa de
vidro. Posteriormente, foram congeladas até -60° C e a pressdo do sistema reduzida. A
observacdo direta do congelamento e da liofilizag&o foi realizada com microscépio de luz

polarizada Nikon, modelo Elipse E600 (Nikon, Jap&o).
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O polissacarideo foi liofilizado a partir dos parametros provenientes do DSC e
do Liostat 2. A liofilizagcdo foi realizada em um aparelho liofilizador FTS Systems
modelo TDS-00209-A, microprocessado com secador controlado de bandejas (Dura-
Stop, Dura-Dry-MP). As amostras foram acondicionadas em frascos com 2 ml de PS

purificado ressuspendido em &gua ultrapura (concentracdo de 1mg/ml).

4.5 Encapsulamento em Nanoparticula

Preparacdo da Nanoparticula

Nanoparticulas de quitosana foram preparadas com 0s seguintes reagentes:
quitosana de baixo peso molecular (Sigma-Aldrich 448869, CAS 9012-76-4) 1V,
tripolifosfato de sddio 85% (Sigma-Aldrich, CAS 7758-29-4), acido acético glacial P.A.
(Synth), cloreto de sodio P.A. (Synth), PS de Streptococcus agalactiae e proteina OVA
acoplada, glicerol (Sigma-Aldrich, G6279, CAS: 56-81-5), a4gua ultrapura (Milli-Q) e
vitamina B9 liquida.

Para a formacdo das nanoparticulas, duas solucdes distintas foram utilizadas: a
primeira, contendo quitosana diluida em uma solucdo de acido acetico (1%) em agua
(volume/volume), a 2mg/ml (pH final 5;0); a segunda, composta por uma solugdo de
tripolifosfato de sédio (TPP) a concentracdo de 1mg/ml, na qual foi adicionado o
antigeno PS de Streptococcus agalactiae, conjugado com a proteina, a concentracdo de
0,160mg/ml e solucéo de vitamina B a concentracdo de 0,150mg/ml.

Os passos para a preparacdo da Nanoparticula foram: 1) preparacdo da solugéo
de quitosana; 2) preparacdo da solucdo de TPP; 3) formacdo da Nanoparticula.

Solucdo de quitosana — passos para preparacdo de 30 ml de quitosana a
2mg/ml: em um béquer, foram medidos e adicionados 300uL (0,3ml) de &cido acético
glacial. Foram acrescidos 15ml de solucédo salina a 0,9%. Pesados 0,069 de quitosana em
po e transferidos para um béquer. Acrescido a preparacdo de solucdo salina a 0,9% e
acido acético glacial, preparada anteriormente. A solucdo resultante foi homogeneizada
em um agitador magnético (500 rpm, temperatura ambiente, por 2-4 horas até
solubilizacdo total). Foi ajustado o pH 5 com NaOH 1M e completou-se com solucéo
salina a 0,9% até o volume final de 30 ml. Ap6s a homogeneizagdo da solucdo, a solugdo
foi filtrada no filtro Millipore 0,22 um com uma seringa com agulha 3. Deixou-se a

solucgéo de quitosana por 48 horas em estado de repouso na geladeira 4°C.
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Solucéo de TPP — passos para preparacao de 30 ml de tripolifosfato de sédio a 1
mg/ml (TPP): foram pesados 30 mg de TPP e adicionados 30 ml de &gua ultrapura.
Solubilizado bem, tudo foi homogeneizado com um agitador magnético 500 rpm, por 30
minutos a 25 °C.

Formagdo da suspensdo de Nanoparticula (proporcdo 3:1 - quitosana:TPP
massa/massa) — processo de geleificacdo ibnica: um béquer de 50 ml de capacidade foi
agitado a 750 rpm, em agitador magnético, com 6 ml da solucdo de quitosana (2mg/ml).
Foram adicionados a esta solu¢do 100uL de Tween 20. Com uma seringa com capacidade
de 10 ml, foi adicionada a solucdo de quitosana, uma solucdo de TPP, ora com PS de
GBS, ora com PS acoplado com proteina, ora acrescido de PS com proteina e vitamina
B9. Esta adigdo de TPP foi realizada de maneira continua, a temperatura de 25°C, sob
agitacdo continua, a 750 rpm. Apds a adigcdo, foi mantida, sob agitacdo, por 1 hora, a
temperatura de 25 °C.

Em microtubos de 2 ml, foram colocados, no fundo do tubo, 10 ul de glicerol.
Adicionou-se 1 ml de suspensd@o de nanoparticulas em cada tubo, que foi centrifugada a
11.750 rpm por 30 minutos, a 25°C. Retirou-se 0 sobrenadante com uma micropipeta. Foi
ressuspendido o precipitado com agua Milli-Q, sendo centrifugado novamente a 11.750
rpm, por 30 minutos, a 25 °C. Foi descartado o sobrenadante com micropipeta e
ressuspendido o centrifugado com agua filtrada.

O primeiro sobrenadante foi guardado para posterior analise de teor proteico de
OVA pelo método de BCA.

Determinacao da taxa de encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento foi calculada de maneira indireta, por ensaio de
proteina por método de BCA (Acido Bi-cinconinico). Foi calculada a concentracdo de
proteina no primeiro sobrenadante do centrifugado, apos a formacéo da Nanoparticula. A
proteina alvo foi a OVA (Sigma-Aldrich). A curva padrdo foi realizada com albumina de
soro bovino (BSA — Sigma Aldrich) em concentragfes que variaram de 0,2 mg/ml a 1
mg/ml. Foi realizada a leitura de absorbancia em espectrofotdmetro no comprimento de
onda 550nm, leitor de microplacas (Biotek — PowerWave XS2).

Foi calculada a concentragdo de proteinas dos grupos 2 (nano com proteina e
polissacarideo acoplados), 3 (nano com polissacarideo), 4 (nano vazia) e 7 (nano com PS,
proteina e vitamina). Os grupos 3 e 4 sdo controles negativos, pois ndo apresentam

proteinas nas suas formulagdes; desse modo, o resultado da concentragdo de proteina no
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sobrenadante no grupo 2 e no grupo 7 foi obtido através da média da subtracdo do grupo
2, menos a do grupo 3, e do grupo 2, menos a do grupo 4. O mesmo célculo foi feito para

0 grupo 7.

Analise de espalhamento dindmico da luz (DLS) — tamanho da Nanoparticula

As amostras de polissacarideo purificado foram acopladas com OVA,
nanoencapsuladas em nanoparticlas e tiveram seu didmetro hidrodindmico, bem como sua
polidispersdo, avaliados por espalhamento da luz no instrumento Zetasizer Nano S
(Malvern - DTS Ver. 5.03 MAL1020400 (Malvern Instruments) a 25° C.

O DLS (Dinamic Light Scattering) mede a intensidade de luz espalhada por uma
particula, a partir do movimento browniano e da equacdo de Stocken-Einstein. Este
método ilumina as particulas com luz laser, analisando-se as flutuagdes de intensidade de
luz dispersa. Também foi determinado o indice de polidispersdo, determinando-se a
heterogeneidade de distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas no sistema, que varia de
0 a 1. Quanto maior o numero de populacdes com diferentes tamanhos, maior € o indice
de polidispersdo. As medidas foram avaliadas no instrumento Malvern Instruments -
Malvern - DTS Ver. 5.03 Zetasizer Nano S MAL1020400 a 25° C.

O potencial Zeta determina a mobilidade eletroforética das particulas e esta
associado a medicdo do potencial da superficie das nanoparticulas, em funcdo da
dissociacdo de grupos funcionais presentes na superficie das particulas ou em fungéo da
adsorcdo das espécies idnicas presentes na solucdo coloidal (ANDRADE, 2018;
SCHAFFAZICK et al., 2003). As amostras foram analisadas no Laboratério de Sistemas
Biomiméticos, da Profa. Dra. lolanda Cuccovia, com a colaboracdo do pds-doutorando
Gustavo Penteado Battesini Carretero, no Instituto de Quimica da Universidade de Sao
Paulo.

Para a leitura, utilizou-se uma cubeta de quartzo (capacidade 3,5 ml), na qual
foram pipetados 1,0 ml da amostra desejada e 2,5 ml de &gua filtrada; a leitura foi

realizada a 25° C.

4.6 Imunizacdo de mucosas sublinguais

Esquema de imunizacao
A determinacdo da antigenicidade foi feita em 48 camundongos BALB/c,

fémeas (provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina da USP), com 4 semanas de
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idade, pesando em média 16 g, alimentados com ragdo e agua ad libitum, mantidos no
Biotério de Experimentacdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéutica, na proporcao de 3
camundongos por gaiola.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), sob
nimero CEUA/FCF 9.2017-P536.

O esquema de imunizagéo foi baseado em trés doses sublinguais, com intervalo
de 1 semana entre elas e duas doses intraperitoneal (conforme Tabela 10).

As inoculagdes foram feitas com os animais sedados por isoflurano inalatorio.
As imunizagdes foram realizadas com amostras na concentracdo final de 7,5 ug de PS,
7,5 ug OVA e 4,5 ug de vitamina.

Tabela 10 Esquema de inoculagdo e coleta de sangue dos camundongos. O esquema de
imunizagdo foi baseado em trés doses sublinguais, com intervalo de 1 semana entre elas e duas

doses intraperitoneal

Dia 0 7 14 21
Inoculacdo sublingual — G1, G2, G3, G4, G7, G8 X X X
Inoculacdo intraperitoneal — G5, G6 X X

Coleta de sangue X X X
Coleta (muco salivar) X

A quantificacdo de anticorpo 1gG sérico especifico para polissacaridico e a
dosagem de IgA total salivar foram determinadas por ensaio imunoenzimatico (ELISA).

A quantificacdo de IgG iniciou-se pela sensibilizacdo de uma placa com 96
pocos com 100pL/pogo de uma solucdo de BSA (200ug/ml) em tampéo
carbonato/bicarbonato pH 9,6, incubada por 15 horas, a 4° C. Na sequéncia, as placas
foram lavadas 3 vezes com solu¢do PBS-Tween 20 (PBS-T 0,05%). Posteriormente,
foram incubados 20ug/ml de PS do GBS com periodato de sodio 0,06M em tampao
carbonato/bicarbonato pH 9,6, por 18 horas, a 4° C, no escuro. Apos a sensibilizacao
completa, houve o bloqueio das placas com uma solucdo 0,05% PBS-Gelatina, por 1h, a
temperatura ambiente. Na sequéncia, as placas foram lavadas 3 vezes com solucdo PBS-
Tween 20 (PBS-T 0,05%). Foram acrescentados 200 pL do soro previamente diluido na
concentracdo 1/10 em PBS acrescido de 0,05% BSA e, subsequentemente, diluidos na
propor¢do Y2, incubados por 1 hora, a 37° C. Apo6s nova lavagem com PBS-T,

adicionaram-se 100 pL/poco de uma solugdo contendo anticorpo anti-camundongo
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conjugado a peroxidasse marca KPL (peroxidase labeled antibody to mouse 1gG (0,1
mg/ml), diluido 1:1000. Incubou-se tudo por 1 hora, a 37° C. Subsequentemente, as
placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T. Foram adicionados 100 pL de uma solugéo
tampdo de citrato contendo 400ug/mL de OPD marca Sigma Aldrich (o-fenildiamina
phenyendiamin 99,5%) e 5uL/ml de peroxido de hidrogénio 10% por 30 minutos, por 30
minutos, no escuro, em temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida com 50 pL de
acido sulfarico 3M apds 30 minutos e submetida a leitura de placa no comprimento de
onda a 492 nm. O titulo de anticorpo foi determinado pela dose imunoreativa efetiva
50%.

A quantificagdo de sIgA iniciou-se pela sensibilizagcdo de uma placa com 96
pocos. A quantificacdo de anticorpo slgA foi realizada através do seguinte procedimento:
coating com 100 uL/poco das salivas dos camundongos (10uL salina adicionado com 90
ML bicarbonato tampédo 0,1 M pH 9,6) e coating com o controle positivo: diluicbes em
série a partir de 100pL/poco de uma solucdo (20 pL IgAk (IgA« marca Tepcl5 — Sigma)
adicionado com 80 pL bicarbonato tampé&o), incubado por 18h, temperatura refrigerada
4°C.

Na sequéncia, as placas foram lavadas 3 vezes com solucdo PBS-Tween (PBS-T
0,05%). As cavidades livres foram bloqueadas com 100 pL/pogo de uma solucdo de PBS
com leite Molico 0,5%, incubadas por 2 horas, a temperatura ambiente, 25°C. Na
sequéncia, as placas foram lavadas 3 vezes com solucdo PBS-Tween (PBS-T 0,05%).

Foram pipetados 100 pL/poco de uma solucdo contendo anticorpo IgA, (marca
Sigma) conjugado a peroxidase e diluido 1:2000, sendo incubada por 2 horas, a 25° C. Na
etapa final, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T e incubadas por 30 minutos em
temperatura ambiente, no escuro, com 100 pL de uma solucdo tampdo de citrato
contendo 400ug/mL de OPD marca Aldrich (o-phenyendiamin 99,5%) e 5uL/ml de
perdéxido de hidrogénio 10%. A reacdo foi cessada com 50 L de acido sulfurico 3M e a
absorbéancia foi medida a 492 nm. O titulo de anticorpo foi determinado como sendo a

diluicdo na qual se obtém uma D.O. 0,1.

Grupos de imunizagao
Os animais foram divididos em grupos (G) de 6 camundongos cada, sendo
mantido 3 animais em cada gaiola (Tabela 11). Os camundongos dos grupos G1, G2, G3,

G4, G7 e G8 foram imunizados via sublingual, nos dias 0, 7 e 14. Os camundongos dos
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grupos G5 e G6 foram imunizados via intraperitoneal, nos dias 0 e 14. Foi coletado
sangue, via mandibular, nos dias 7, 14 e 28, apds a primeira imunizacao, para titulagdo de
anticorpos totais.

Tabela 11 Grupos de controle de imunizagdo e nimero de animais utilizados. Os animais foram
divididos em grupos (G) de 6 camundongos cada. Os camundongos dos grupos G1, G2, G3, G4,
G7 e G8 foram imunizados via sublingual, nos dias 0, 7 e 14. Os camundongos dos grupos G5 e
G6 foram imunizados via intraperitoneal, nos dias 0 e 14. Foi coletado sangue, via mandibular,

nos dias 7, 14 e 28, apds a primeira imunizacdo, para titulagcdo de anticorpos totais.

Grupo Controle N. animais Dose Via

Administracéo

Gl Cépsula GBS + proteina 6 10 pl/15 pg de amostra  sublingual

G2 NANO com capsula PS GBS + 6 10 pl/15 pg de amostra  sublingual
proteina

G3 NANO com capsula PS GBS 6 10 pl/15 pg de amostra  sublingual

G4 NANO vazia 6 10 pl/15 pg de amostra  sublingual

G5 Controle negativo com solucdo 6 100ul intraperitoneal
salina

G6 Controle positivo = G2 6 100ul intraperitoneal

G7 NANO com PS GBS + proteina + 6 10 pl/15 pg de amostra  sublingual
vitamina

G8 NANO com vitamina 6 10 pl/15 pg de amostra  sublingual

Apos a coleta do soro, esse material bioldgico e a saliva, com 0,1% de inibidores

de proteases, foram armazenados no freezer para analises posteriores de 1gG e slgA.

4.7 Analise estatistica
Os soros dos camundongos imunizados foram avaliados individualmente e
testados em triplicada para titulacdo de IgG sérica total. O resultado da titulacdo foi
obtido pela determinacdo da dose efetiva (LEINIKKI e PASSILA 1977), onde o soro
positivo foi construido através da inoculacdo intraperitoneal (Nanoparticula com
polissacarideo e OVA). A vantagem deste método de determinacdo € ser reprodutivo;
suas desvantagens sdo o trabalho de calculo e 0 método incomum de expressar resultado

— este método assume o paralelismo da dose resposta.
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Para IgA total, o método foi quantitativo, no qual foram determinados, para cada
grupo de imunizacdo, a média geométrica e o erro padrdo da quantidade de sIgA na
saliva.

Comparagdes entre 0s camundongos imunizados com o conjugado e 0s controles
foram realizadas por analise de variancia (ANOVA fator Unico), com ferramenta de

Bonferrone. A significancia estatistica estabelecida foi de p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizagdo da cepa: identificacdo, pureza e contaminagao
As bacterias devem ser identificadas com base na sua morfologia e, também,
testes bioquimicos ou técnicas moleculares, para garantir que ndo houve contaminagéo e
que ndo houve desvios genotipico e fenotipico (GERAGHTY et al., 2014).
O teste de Coloracdo de Gram foi realizado como método de anélise de pureza
bacteriana. A coloracdo de gram apresentou caracteristica de streptococcus, coloracao

violeta azul tipica de gram positivas.

Figura 12 Analise microscopica do GBS e placa das col6nias cultivada em meio BHI de

Streptococcus agalactiae la em forma de coccus

Na confirmacdo morfoldgica visual, o cultivo em meio BHI mostrou coldnias de
cor creme amarelado, uniformes e puras (figura 12).

A metodologia por MALDI-TOF MS, realizada em triplicata, confirmou a
identificacdo da espécie para Streptococcus agalactiae realizada no equipamento Bruker
Daltonik MALDI Biotyper (tabela 12).

Tabela 12 Identificacdo de espécie assumida (escore acima de 2); ou seja, identidade perfeita

Identificacdo Score ldentificacéo Score
Streptococcus agalactiae  2.523  Streptococcus agalactiae 2.394
Streptococcus agalactiae  2.398 Streptococcus agalactiae 2.347
Streptococcus agalactiae  2.375 Streptococcus agalactiae 2.458
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A anédlise de gene rRNA 16S foi positiva para Streptococcus agalactiae. A
analise do sequenciamento final foi realizada pelo programa Blast e confirmou 99% de
identidade com Streptococcus agalactiae strain QMAO0271; e-value=0; % query cover
100% (tabela 13).

Figura 13 Resultado do sequenciamento realizado pelo programa Blast para identificacdo da

analise de gene rRNA 16S do Streptococcus agalactiae

CTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCC
GAACTGAGATTGGCTTTAAGAGATTAGCTTGCCGTCACCGGCTTGCGACTCGTTGTAC
CAACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCA
TCCCCACCTTCCTCCGGTTTATTACCGGCAGTCTCGCTAGAGTGCCCAACTTAATGAT
GGCAACTAACAATAGGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACA
CGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTCTGCTCCGAAGAGAAAGCCTATC
TCTAGGCCGGTCAGAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAAT
TAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCT
TGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTAAGCCCCG
GAAAGGGCCTAACACCTAACACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAA
TCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCTGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAAAGAGGCGC
TTTCGCCACCGGTGTTCCTCCCTATATCTACGCATTTCTCCGCTACACATGGAAGGTC
CACTCTCCCCTTCTGCACTCAAGTCCTCCAGTTTCCACAGCGTACAATGG

Tanto nos testes MALDI-TOF como no sequenciamento gendmico, foi possivel
fazer a identificacdo do microrganismo, seguindo, assim, as normas de Boas Praticas de
Cultivo de Microrganismos (WHO, 2011), com equipamentos qualificados, técnica
analitica certificada, com profissionais experientes na area, garantindo, assim, bom
controle do microrganismo e do banco mestre de cultivo.

A identificacdo de cepas bacterianas voltadas para a producdo de vacina deve ter
como base: as suas caracteristicas morfologicas e seu padrdo bioquimico referente a
reducdo ou a oxidacdo de substancias quimicas. Estes ensaios garantem a pureza do
extrato bacteriano que esta sendo utilizado no processo produtivo. Além de garantir a

pureza, 0s testes genotipicos confirmam a identidade da cepa utilizada.
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A coloracdo de GRAM da cepa GBS sorotipo IA revelou suas caracteristicas
tipicas: forma de coccus, coloragdo violeta azulada, sem a presenca morfoldgica de outros
microrganismos. Em ensaio de crescimento em meio de TPP Agar, foi possivel visualizar
apenas um tipo morfoldgico de colbnia bacteriana, demonstrando sua uniformidade e sua
pureza.

A estabilidade genética de microrganismos é uma grande preocupacgdo para a
seguranga vacinal. O método MALDI-TOF tem sido utilizado como ferramenta de rotina
no controle de qualidade, avaliacdo da estabilidade genética e monitoramento quantitativo
de alteracbes genéticas em microrganismos. Os testes moleculares fornecem
principalmente um indicador de consisténcia e quantificagdo de mutantes, controles
importantes na producéo de produtos bioldgicos (SHIN et al. 2007; e BANSAL, 2005).

5.2 Cultivo - Concentracao celular (DO 600 nm) nos meios TSB e BHI

Para o crescimento celular do GBS, o Instituto Adolfo Lutz e 0 ATCC
recomendam o uso dos meios de cultivo ATCC® Medium 44: Brain Heart Infusion
Agar/Broth e 0 meio ATCC® Medium 260: Trypticase soy agar/broth with defibrinated
sheep blood.

Seguindo os fundamentos regulatorios de Boas Praticas de Fabricacdo (RDC
69/2014 ANVISA), para garantir que o produto seja isento de contaminantes de origem
animal, principalmente bovino e, consequententemente, a presenca de prions
responsaveis por desencadear Encefalomielite Espongiforme Bovina (EEB), optamos por
escolher o meio de cultura a base de TSB sem sangue de carneiro desfibrinado, evitando
a utilizacdo de produtos de origem animal (tabela 14). Consequentemente, diminuindo o

risco de infeccdo por agentes da encefalopatia espongiforme transmissivel (EET).

Tabela 13 Composicdo dos meios de cultura de BHI e TSB (fabricante Merck S.A.), utilizados

para expansao do inéculo e fermentacéo, constantes no rétulo.

Infusdo de Sangue (BHI) —g/L Infusdo de tripsina de soja (TSB) — g/L
Extrato de cérebro, extrato de coracdo e Composicao de peptona de caseina 17.0g
peptona 27.5g Peptona de farinha de soja 13.0g
D(+)glicose 2.0g D(+) Glicose 2.5¢g

Cloreto de Sédio 5.0g Cloreto de Sodio 5.0g

Hidrdxido dissédico Fosfato 2.5g Hidroxido di-potassium Fosfato 2.5g
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A analise do crescimento celular foi determinada por teste turbidimétrico com
leitura a cada 1 hora do cultivo, com absorbancia de 600 nm no equipamento
Biophotometer Eppendorf (figura 13).

Os dados obtidos demonstram que ndo houve diferenca estatistica significante:
para o crescimento celular, entre o0 meio BHI e 0 meio TSB (P value 0,4417), entre a fase
exponencial de crescimento (P = 0,9691), para o double time (tempo em horas para
replicacdo bacteriana), pois, no meio BHI, ocorreu em 0,28/h e, no meio TSB, em 0,31/h;
a taxa de velocidade especifica de crescimento foi de 0,22 DO, para 0 meio TSB, e 0,15

DO, para o meio BHI.

Figura 14 Anélise do crescimento celular dos meios de cultivo TSB e BHI — absorbancia n=600
nm. Os dados obtidos demonstram que ndo houve diferenca estatistica significante: para o
crescimento celular, entre o meio BHI e 0 meio TSB (P value 0,4417), entre a fase exponencial de

crescimento.
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Assim, seguindo as boas praticas de producdo de produtos biolégicos, que nédo
recomendam o uso de produtos de origem animal para evitar a contaminagcao por prions,
0 meio de cultura TSB é considerado o mais indicado para futuros cultivos e como meio

de cultura a ser utilizado nas demais etapas deste projeto.
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5.3 Escolha do meio TSB (infuséo de tripsina de soja)

A composicdo dos meios é um fator importante no desenvolvimento de produtos
bioldgicos. A Organizacdo Mundial da Saide e a ANVISA, 6rgéao regulatério do Brasil,
advertem que as vacinas para uso humano e veterinario, preparadas a partir de material
bovino, podem apresentar risco de transmissdo do agente EET (Encefalopatias
Espongiformes Transmissiveis). Por isso, as vacinas precisam ser controladas e as
matérias de partida devem ser isentas de possiveis contaminantes. Essa regulamentagdo
da ANVISA consta nas resolucGes 305/02 e 68/03, que definem o controle de produto
acabado para produtos bioldgicos e risco de contaminacdo por Encefalite Espongiforme
Bovina (EEB).

A RDC 68, de 2003, estabelece que os produtos acabados, semielaborados ou a
granel, pertencentes as classes de medicamentos, cosméticos e produtos para saude, para
uso em seres humanos, cujo material de partida seja obtido a partir de tecidos ou fluidos
de animais ruminantes, tambem ficam sujeitos as medidas previstas nas resolucdes
305/02 e 68/03 e devem apresentar prova de identidade.

A RDC 305/02 normatiza a classificacdo conforme categoria do tecido ou fluido de
animais ruminantes e o risco geografico. Todas as substancias utilizadas no processo de
fabricacdo ou composicédo do produto final (como, por exemplo, meios de cultura e &cido
estearico) devem ser monitoradas e devem ter sua origem comprovada no que concerne a
isencao de contaminacéo.

Uma das exigéncias é que uma amostra do produto acabado da vacina ou produto
biologico seja testada quanto a sua origem, frente a antissoros especificos e funcionantes
de pelo menos quatro espécies diferentes (anti-humano, antibovino, antiequino,
anticaprino ou antiporcino) por imunodifusdo ou por imunoeletroforese, segundo
metodologia descrita na Ultima edi¢do da Farmacopeia Europeia.

A amostra deve apresentar reatividade somente frente ao soro anti-humano. Os
antissoros das demais espécies devem apresentar reatividade exclusivamente diante de
seus antigenos especificos.

A partir do exposto, verificam-se as vantagens de se utilizar o meio TSB em relacéo
ao meio BHI, pois como este meio contém caldo de sangue, os testes e 0s controles

necessarios seriam mais extensos, 0 que pode encarecer 0 processo.
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5.4 Diferentes suplementos nutricionais em meio TSB

Ao estudar os mapas metabolicos para a sintese de agUcar, na plataforma Kegg,
foram escolhidos trés suplementos nutricionais que poderiam substituir, no meio de
cultivo TSB, os produtos de origem animal e, consequentemente, melhorar o crescimento
celular e a producdo de capsula polissacaridica. Inosina, L-Prolina e Acido Nicotinico
foram utilizados como suplementos individualmente e associados.

O crescimento celular foi avaliado (Figura 14) através de analise turbidimétrica a
cada 1 hora, por espectrofotometria no equipamento Biophotometer Eppendorf, com

absorbancia a 600nm. Todas as analises foram realizadas em duplicatas.

Figura 15 Analise do crescimento celular no meio de cultura TSB com diferentes suplementos

nutricionais (I - Inosina, P - L-Prolina, N — Acido Nicotinico)
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Pela analise de variancia ANOVA, ndo houve diferenca estatistica significante
no crescimento celular utilizando-se diferentes suplementacGes. Porém, o meio
suplementado com L-Prolina apresentou um double time de 0,14/h (8,4 min) em relacéo
aos outros suplementos ou isento de suplemento. O meio que continha os trés
suplementos (Inosina, L-prolina e acido nicotinico) resultou em double time 0,17/h (10,2
min).

Aplicou-se a ferramenta de Bonferroni (tabela 15) para analise de

comparabilidade entre as curvas de crescimento celular.
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Tabela 14 Analise estatistica de Bonferroni com os trés suplementos (Inosina, L-PRolina e acido

nicotinico)

Teste comparativo

Significante?

Bonferroni's P <0,05? Resumo
F TSBvsH TSB_I_N_P Sim *k
F TSBvsJ TSB_| N&o ns
F TSBvsL _TSB N Sim i
F TSBvs N_TSB_P N&o ns
H_TSB_ILN PvsJ TSB_| Sim i
H_TSB_ILN PvsL_TSB_ N N&o ns
H_TSB_I_N_PvsN_TSB_P Sim *
J TSB_IvsL_TSB_N Sim *
J TSB IvsN_TSB_P N&o ns
L_TSB_Nvs N_TSB_P N&o ns

Analisando as diferencas entre os diferentes suplementos, pode-se identificar

que o meio TSB sem suplementacdo apresentou diferenca estatistica significativa com o

meio suplementado com os trés diferentes nutrientes concomitantes (&cido nicotinico, L-

prolina e inosina). Assim como com o meio suplementado apenas com &cido nicotinico

comparado com 0 meio com inosina, houve piora na curva de crescimento. Podemos

afirmar que, quando ocorreu a suplementacdo dos trés diferentes nutrientes, ndo ocorreu

melhora no crescimento, mas desordem na rede metabolica.

Apos o final do processo, a biomassa foi quantificada, como demonstrado na

Tabela 16.

Tabela 15 Quantificacdo da biomassa seca produzida (mg/ml) com o meio TSB e com o0s

diferentes suplementos | (inosina), N (acido nicotinico), P (L-prolina) e I_N_P (composic¢do dos

trés nutrientes)

Meio de cultura

Biomassa em mg/ml

F TSB
H_TSB_I N_P
J TSB_I
L_TSB_N
N_TSB_P

0,92+0,04

0,51+0,015
0,62+0,039
0,51+0,028
1,13+0,048
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A principio, o meio contendo L-Prolina foi o que resultou maior quantidade de
biomassa, como demonstrado na Tabela 16 acima. Sendo assim, houve tendéncia de se
utilizar o meio TSB associado a L-prolina para todos os experimentos seguintes.

Cada rota metabélica gera diferentes energias de potencial de reducdo, entre
doador de elétron inicial e aceptor final, acarretando em diferentes produgdes de energia
na forma de ATP, ocorrendo assim rendimento energético diferente e, consequentemente,
taxa de crescimento do microrganismo diferente para cada suplemento adicionado.

A escolha dos suplementos pode modificar os mecanismos de indugdo e de
repressdo que controlam a formacdo de diversas enzimas-chave em processos
biossintéticos. A repressdo interrompe a formacdo de uma enzima crucial para um
produto a partir de uma sequéncia metabolica, enquanto que a intensidade de sintese de
uma enzima é analisada a partir do conceito de inducao.

Analisando o Banco de Dados Kegg de vias metabolicas e as diferentes rotas
divergentes e convergentes utilizadas pelo microrganismo Streptococcus agalactiae
A909, seria possivel propor um modelo que melhore as rotas catabdlicas e anabdlicas e a
maneira como represar ou induzir a producéo de intermediarios.

O Banco de Dados Kegg também colaboraria para elucidar os fatores cinéticos e
como estes se correlacionam com os fatores estruturais. A regulacdo de um percurso
metabolico pode ocorrer em diversos niveis, como a partir das concentragdes de
nutrientes disponiveis, concentracGes de enzimas constitutivas e de enzimas induzidas
(sintetizadas apenas como resposta a presenca de determinados substratos) que catalisam
e determinam as reagdes consecutivas.

Mais estudos precisam ser conduzidos para elucidar como usar o Banco de
Dados Kegg para a producdo de biomassa e aumento de rendimento na producdo de

capsula polissacaridica.
5.5 Avaliacdo da producdo de capsula polissacaridica

A producdo de capsula polissacaridica em meio suplementado foi analisada a

partir da metodologia de fenol sulfdrico, utilizando-se o aclcar arabinose como padréo.
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Tabela 16 Concentragdo de polissacarideo (ug/ml) no meio TSB adicionado com os diferentes
suplementos e a relacdo de concentracgao de polissacarideo por biomassa

TSB mais CPS (ng/ml) Relagdo de concentracdo de PS
suplemento (mg/ml) por biomassa (mg)
P+I+N 7,096 0,71
I 13,859 1,39
N 6,782 0,68
P 18,52 1,85
TSB 11,168 1,12

Apesar da L-Prolina ter mostrado uma curva de crescimento menor do que o
TSB sozinho e 0 TSB com Inosina, a relacdo de concentracdo de PS/biomassa foi maior
com o0 meio contendo L-Prolina, confirmando a via convergente do Banco de Dados do
Kegg.

Por este motivo, foi escolhido o suplemento com L-prolina, devido a producdo
de biomassa ser ligeiramente maior do que a dos outros meios e relagdo de concentracao
PS/biomassa também ser maior.

Apos cultivo e nova purificagdo com L-Prolina foi realizada a dosagem de

polissacarideo.

5.6 Avaliacgdo da purificagdo com L-prolina no meio de cultura TSB
A concentracdo de polissacarideo total determinada pelo método fenol-sulfurico.
Foram utilizados como padrdo de referéncia, os seguintes acucares: Glicose, Galactose,
Sucrose e a mistura destes trés componentes na proporcdo 2:2:1 (figura 15). A
concentracdo foi calculada pela média dos valores absolutos obtidos em cada curva

padréo.
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Figura 16 Curvas padrdes de glicose, galactose e sucrose, bem como a mistura dos trés na

proporcéo 2:2:1
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A escolha dos padrdes de agucares teve como base as analises de cromatografia

gasosa e pelos estudos conduzidos por outros pesquisadores como:

Kogan e

colaboradores (1996), que descrevem o polissacarideo streptococcus grupo B sorotipo

VIII contendo D-glicose, D-galactose, L-ramnose e acido sidlico na razdo molar 1: 1: 1:

1. e os estudos de Berti e colaboradores (2014) e Yamamoto et al 19990 GBS sorotipo 1X

contendo: Glcp, glucose; Galp, galactose; GlcpNAc, N-acetylglucosamine; GIcpN,

glucosamina; NeupNAc, N-acido acetylneuraminico.

Pela anélise fenol sulfurico, calculou-se a concentracdo de polissacarideo a partir

de uma cultura de 50 ml. Foi obtido em média 114,43 ug de polissacarideo purificado

(2,4 pg/ml).
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Figura 17 Dosagem de polissacarideo a partir do método fenol sulfurico e leitura em
espectrofotdmetro (meio de cultura utilizado: TSB suplementado com L-Prolina)

Acucar pg/mi
Glicose 113,00
Galactose 88,00
D-Sucrose 140,08
Mistura 116,64
Média 114,43

A determinacdo da presenca de &cido nucléico foi realizada por espectrofotometria
de UV em absorbancia 260nm; a concentracdo foi abaixo do limite de detec¢do do
método (ug/mL).

Também foi determinada a concentracdo de proteina por método colorimétrico
(BCA) e por eletroforese em poliacrilamida na presenca de SDS. Em ambos 0s métodos,

ndo foram detectadas proteinas dentro dos limites de quantificacédo e deteccao (5ug/mL)

Identificacdo de cristalinidade - Difracdo de Raios-X

A difracdo de raios-X foi realizada para caracterizacdo e identificacdo da
cristalinidade do PS ou amorfologismo.

Para materiais cristalinos, a analise de difracdo de raios X caracteriza as
diferentes fases e colabora para identificacdo dos componentes quimicos e da estrutura
morfologica através da verificacdo das distancias interplanares.

A técnica de difracdo de raios-X pode esclarecer se o processo de purificacdo foi

eficaz, pois, a partir do Banco de Dados, pode-se detectar sais e contaminantes.
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Figura 18 Difracao de raios x do PS apds serem realizados novo cultivo e purificagdo
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O padréo de difracdo de raios X ndo mostrou nenhum pico caracteristico, o0 que
indica que a estrutura € completamente amorfa. Os resultados mostram que o
polissacarideo isolado apresenta comportamento semelhante a outros isolados
polissacaridicos (SUMATHI, 2002; KONG et al., 2015; DOGAN et al., 2015).

Metodologia analitica para identificacdo da composicdo monossacaridica — cromatografia
gasosa
A cromatografia gasosa foi utilizada para identificagdo da composicao
monossacaridica e posteriormente a técnica de NMR (espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear) para determinacéo da estrutura.
Os resultados da composicdo monossacaridica, que foram obtidos a partir da
reacdo de acetilacdo e analise por cromatografia gasosa, identificou ramificacbes de

fucose, manose, glicose, galactose e N-acetil-glucosamina
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Figura 19 Picos cromatograficos a partir da reagdo de acetilagdo para identificacdo da
identidade através da analise por cromatografia gasosa
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A partir da analise da porcentagem de composicao (tabela 18), verificou-se que o
PS produzido por esse microrganismo trata-se de uma Rhamnoglucana bem heterogénea,
contendo ramificacGes de fucose, manose, glicose, galactose e N-acetil-glucosamina. A
composicdo de acucares esta consonante com os trabalhos realizados por Berti et al.
(2014) e Yamamoto et al. (1999).
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Tabela 17 Composicao do PS do Streptococcus agalactiae la a partir da reacdo de acetilacdo para
identificagdo da identidade através da analise por cromatografia gasosa

Peak  Ret. Star End m/z Area Area  Height Height A/H  Mondmeros
time time time % %
1 32.660 32.433 32767 TIC 12323680 7.50 1627925 11.66  7.57 7,5%

2 33.217 32.767 33.325 TIC 46633543 28.38 3621285 2595 12.87  Rhamnose
28,38%
3 33425 33325 33533 TIC 1910563 116 392172 2.81 4.87 Fucose 1,16%
(tracos)
4 44231 43917 44383 TIC 21675849  13.19 2211533 15.84 9.80 Mannose
13,19%
5 44917 44383 45000 TIC 61606058 37.50 3454406 24.74 17.83 Glucose
37,5%
6 45144 45.000 45425 TIC 17679338 10.76 2405611 17.23 7.34 Galactose
10,76%
7 51.090 50.900 51.425 TIC 2476276 151 247418 1.77 10.00 N-Acetyl
glucosamina
1,15%
(tracos)

Metodologia analitica para identifica¢do da estrutura — ressonancia magnética (NMR)
Foi realizada a analise da estrutura do GBS a partir da metodologia de NMR.
Segue o espectro 1D 1H/13C HSQC editado do polissacarideo extraido da parede celular
de Streptococcus agalactiae (sorotipo la).
Berti e colaboradores (2014) identificaram os acucares do GBS sorotipo IX
através do espectro de RMN 1H do polissacarideo capsular, e estes dados foram

utilizados para a nossa proposta da estrutura.
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Figura 20 Espectro 1D do polissacarideo extraido da parede celular de Streptococcus
agalactiae (sorotipo la). A regido dos sinais anoméricos foi magnificada para melhor

visualizagdo. Os sinais designados como GF1, R1, GA1, G1 e GN1 referem-se aos sinais dos

protons anoméricos B-D-Glcf, o-L-Rhap, p-D-Galp, p-D-Glcp e B-D-GlcpNAc,

respectivamente. Ver Tabela 19 para mais informacdes relacionadas ao deslocamento

quimico *H/**C das unidades de B-D-glicofuranose, a-L-ramnopiranose, B-D-galactopiranose,

B-D-glicopiranose e 3-D-N-acetil-glicopiranosamina.
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A regido dos sinais anoméricos foi magnificada para melhor visualizacao.
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Figura 21 Caracterizagdo NMR por 2D 'H/"*C HSQCed (A) e sinais anoméricos magnificados

para melhor visualizag&o dos sinais (B).

A _ ) PPm
R1
) o1 102
GAT
G% -104
-106
-108
GF1
=
110
5.4 52 5.0 4.8 4.6 ppm
B
GBIGAG PPM
>
GFE g 60
GE= o 65
GFBi . sy GB )
- L isub. 6] -
REP ﬁj—:'GAﬁ - oy GNS 70
- - G2
- - — T =
GA4 R4$ - 33 GAZ 75
GA3
.= %
- 80
GF2 -
= GF5 G4
e - - o -
- .85

44 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 ppm

No painel A, a regido dos sinais anoméricos foi magnificada para melhor
visualizacdo dos sinais. No painel B, a regido tipica dos sinais do anel de agucares mostra
0 assinalamento dos principais residuos identificados. A nomenclatura dos sinais
encontra-se descrita na Figura 20. Ver a tabela 19 para mais informagdes relacionadas ao
deslocamento quimico *H/**C das unidades de p-D-glicofuranose, a-L-ramnopiranose, p-

D-galactopiranose, -D-glicopiranose e B-D-N-acetil-glicopiranosamina.
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A regido tipica dos sinais do anel de agucares mostra o assinalamento dos

principais residuos identificados.

Figura 22 Espectro 2D 'H/*C HSQC editado do polissacarideo extraido da parede celular de
Streptococcus agalactiae (sorotipo la). No painel A, a regido dos sinais anoméricos foi
magnificada para melhor visualizacdo dos sinais. No painel B, a regido tipica dos sinais do anel
de agucares mostra o assinalamento dos principais residuos identificados. A nomenclatura dos
sinais encontra-se descrita na Figura 20. Ver Tabela 18 para mais informacdes relacionadas ao
deslocamento quimico ‘H/C das unidades de B-D-glicofuranose, a-L-ramnopiranose, B-D-

galactopiranose, B-D-glicopiranose e B-D-N-acetil-glicopiranosamina.
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O espectro 2D *H/*H phase-TOCSY do polissacarideo extraido da parede celular
de Streptococcus agalactiae (sorotipo la) mostra as correlagdes intra e inter-residuos
identificadas para p-D-glicofuranose, o-L-ramnopiranose, [-D-galactopiranose, [-D-

glicopiranose e -D-N-acetil-glicopiranosamina
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Figura 23 Espectro de caracterizaco de NMR por 2D "H/*H phase-TOCSY do exopolissacarideo
extraido da parede celular de Streptococcus agalactiae (sorotipo la). Ambos os painéis, A e B,
correspondem a regido dos sinais anoméricos identificados para a amostra. No painel A, séo
mostradas as correlagBes intra e inter-residuos identificados para g-D-Glicofuranose e a-L-
Ramnopiranose, enquanto, no Painel B, sdo mostradas as correlagdes intra e inter-residuos
identificadas para B-D-Galactopiranose, p-D-Glicopiranose e p-D-N-acetil-Glicopiranosamina.
Ver Tabela 18 para mais informagdes relacionadas ao deslocamento quimico *H/**C das unidades

assinaladas.

AQ
|G6/GAB/GN3

O deslocamento quimico *H/**C (ppm) das unidades de a-L-ramnopiranose, p-
D-glicopiranose, B-D-galactopiranose, B-D-glicofuranose e B-D-N-acetil-
glicopiranosamina identificadas na estrutura do polissacarideo extraido da parede celular

de Streptococcus agalactiae (sorotipo la).
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Tabela 18 Deslocamento quimico 'H/C (ppm) das unidades de B-D-glicofuranose, a-L-
ramnopiranose, [-D-galactopiranose, p-D-glicopiranose e [-D-N-acetil-glicopiranosamina
identificadas na estrutura do exopolissacarideo extraido da parede celular de Streptococcus
agalactiae (sorotipo la.). Os sinais em italico representam as liga¢des glicosidicas identificadas
no espectro 2D *H/*H phase-TOCSY.

Sinais —4aRhap1—(un. R) —4 6pGlcp1—(un. G) —4pGalp1— (un. GA) —4,6BGIcfl— (un. GF) —3pGlcpNAc1—(u

H1/C1 5.14/102.3 4.57/102.7 4.63/103.0 5.36/109.1 4.56/103.6
H2/C2  4.17/70.0 3.45/73.2 3.40/73.2 4.31/81.3 3.58/59.9
H3/C3 3.93/70.6 3.64:75.2 3.61/75.8 4.03/76.8 3.75/67 1
H4/C4 3.86/73.2 3.38/82.3 3.98/73.5 4.22/83.9 3.64/70.1
HS/C5 3.74/70.0 3.80/76.1 3.88/70.3 3.80/80.3 3.56/69.7
H6/C6 - 3.74/57.4 ; 3.95/69.0 3.74/57.4 3.90/61.2 ; 4.12/69.3 3.86/61.2
CH, 1.26/16.9 2.12/22.1

Foram propostas duas possiveis estruturas aproximadas para o polissacarideo
extraido da parede celular de Streptococcus agalactiae (sorotipo la.). As estruturas
(figura 23) foram montadas com base nos dados obtidos através dos experimentos de
NMR e CGMS.

Figura 24 Estruturas aproximadas para o polissacarideo extraido da parede celular de
Streptococcus agalactiae (sorotipo la.). As estruturas 1 e 2 correspondem as duas possiveis
cadeias que fazem parte da composicdo da estrutura deste polissacarideo. As estruturas foram

montadas com base nos dados obtidos através dos experimentos de NMR e CGMS.
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Comparando a estrutura da cadeia proposta com o trabalho realizado por

Yamamoto e colaboradores (1999) — figura abaixo - pode-se identificar que os agUcares
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sdo semelhantes, mas a estrutura capsular diverge. Esta diferenca pode ser proveniente do
meio de cultivo utilizado, meio Todd-Hewitt - Becton Dickinson —contendo 3,19 de
infusdo de coracdo, 20g peptona, 2g dextrose, 2g cloreto de sddio, 0,49 de fosfato de
sodio e 2,5g de carbonato s6dico em um litro, suplementado com 2% glicose e 1.5%
Na,HPO,;, que possivelmente estimulou rotas metabdlicas divergentes e

consequentemente a construcao da estrutura da cadeia polissacaridica.

Figura 25 Cadeia estrutural proposta pelo trabalho realizado por Yamamoto e colaboradores
(1999) na qual, pode-se identificar que a maioria dos agucares sdo semelhantes, mas a estrutura
capsular diverge da nossa proposta.
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5.7 Liofilizacdo do polissacarideo

A liofilizacdo, secagem por congelamento e sublimacdo, aumenta a estabilidade
de produtos biologicos e farmacéuticos, inibindo as vias de degradacdo quimica,
microbioldgicas e fisica que ocorrem na presenca de umidade, principalmente quando
ocorrem longos periodos de armazenamento ou transporte.

O congelamento apropriado também influencia no cake do produto (aparéncia) e
na qualidade final do produto. As técnicas de Calorimetro Exploratério Diferencial -
DSC e Lyostat colaboram para identificar os pardmetros a serem utilizados
posteriormente na liofilizacdo e otimizar o processo.

A anélise de DSC (Calorimetro Exploratorio Diferencial) identificou que, na
solucdo de polissacarideo, as temperaturas foram:

e Tf=-1,25°C (temperatura de fusdo)
e Te =-24,54°C (temperatura eutética)
e Tg=-26,61°C (transicdo vitrea)
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Figura 26 Analise de DSC (Calorimetria Exploratoria Diferencial) com a identificagdo de

temperatura de transicao vitrea, temperatura de fusdo e temperatura eutética.
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O PS por ter uma estrutura amorfa, ndo tem uma rede cristalina que sofrera de
maneira uniforme o congelamento e nucleacdo, consequentemente tem uma faixa de
transicdo estrutural, sendo sua temperatura de transicdo vitrea -26,6° C. Estes parametros
de liofilizacdo sdo muito importantes para um maior controle na nucleacdo, que
influencia na textura do material congelado e nas caracteristicas morfologicas finais do
produto seco. Neste caso, para se controlar a nucleagéo, a reducdo do tempo da secagem
primaria é importante, garantindo-se a uniformidade do congelamento.

A analise do PS por microliofilizacdo Lyostat determinou a temperatura de

colapso em -33,7°C.

Figura 27 Analise da temperatura de colapso pelo Lyostat. (A) Temperatura ambiente —liquido
+25° C, (B) Temperatura eutética -23.1°C (C) Temperatura de colapso -33,7 °C.
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A temperatura de congelamento obtido pelo Lyostat foi de -23,1°C — que néo
difere muito do obtido pela técnica de DSC (-24,54°C). A partir da andlise acima, o

processo de liofilizag&o foi definido utilizando-se os parametros achados:

Tabela 19 Ciclo de congelamento e ciclo de secagem a partir dos parametros obtidos no DSC e

Liostat
Ciclo de congelamento
Passos Rampa em Temperatura “Shelf” a °C Manter por:
°C/min
1 1,0 -40°C 60 min
2 1,0 -35°C 60 min
Ciclo de secagem
Passos Rampaem Temperatura “Shelf” a °C Manter Com vacuo em mT
°C/min por:
1 2,5 -35°C 300 min 100
2 2,5 15°C 240 min 100

Figura 28 Aparéncia final do cake liofilizado do PS

5.8 Taxa de encapsulamento indireta por determinagdo de proteina acoplada
Foi realizada uma mistura 1:1 de polissacarideo com OVA, com o objetivo de

realizar um acoplamento por interagdo molecular (tipo forca idnica ou forca de Van der
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Walls). Desta forma foi medida a taxa de encapsulamento em relacdo a OVA, uma vez
que se a eficiéncia da taxa de encapsulamento fosse realizada pela dosagem de PS, o
meétodo de fenol sulfdrico ndo seria recomendado, pois teria a interferéncia da propria
quitosana.

Utilizou-se o padrdo BSA para determinacdo da curva padréo. A capacidade de
encapsulamento em relacdo a OVA foi de 92,8% dos grupos que continham PS. De
acordo com Bexiga (2018), a eficiéncia de encapsulagdo da ovalbumina, em
carboximetilquitosana medida por espectroscopia de fluorescéncia usando Ova-FITC foi
de 17%. Para Gonzales (2015) foi de 30,9% com OVA e Yoshida (2012) foi de 88,7%
com BSA, em Nanoparticula de quitosana. Para Bexiga (2018), a baixa taxa de
encapsulamento pode ser atribuido ao ponto isoelétrico da ovalbumina (4.7) carregado
negativamente sob as condi¢Oes de preparacdo (~pH 7), que gera uma repulséo elétrica
entre ovalbumina e carboximetilquitosana também carregada negativamente sob o pH da
sintese de nanoparticulas. Provavelmente obtivemos uma boa taxa de encapsulamento

devido a presenca de polissacarideo que altera as cargas de superficie da OVA.

5.9 Andlise de espalhamento dinamico da luz (DLYS)

As formulagdes antigénicas em frente aos grupos de imunizacédo G2, G3, G4, G7
tiveram avaliados o tamanho de Nanoparticula e indice de polidispersdo por
espalhamento da luz no instrumento Zetasizer Nano S (Malvern) a 25°C e o potencial
Zeta por eletroforese (Zetasizer Nano S Malvern)

Na Tabela 20, foram apresentados os resultados de diametros hidrodindmicos
medidos por DLS. As NPs-vazias (nanoparticulas vazias) mostraram didmetro menor do

que quando encapsuladas com PS, proteina ou vitamina.

Tabela 20 Tamanho médio e indice de polidispersdo (Pdl) das Nanoparticula de quitosana

2mg/ml e TPP 1 mg/ml nos diferentes grupos de imunizagdo

Descricgéo Zeta potencial Z-Average Pdli
(mV) (d.nm)
G2 NanocomPS +Pr +13,9 338,2 0,235
G3  NanocomPS +36,2 331,6 0,192
G4  Nano vazia +39,7 184,8 0,243
G7  Nano com PS +Pr + Vit +37,9 358,8 0,224
G8  Nano com Vit +38,0 363,80 0,254
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O indice de polidisperséo esta dentro do esperado (abaixo de 0.3) que demonstra
a distribuicdo de didmetro hidrodindmico bimodal.

As figuras abaixo mostram os dados brutos de obtencdo da distribuicdo do
potencial Zeta e distribuicdo do tamanho por intensidade.

Figura 29 Dados brutos de obtencdo do potencial Zeta e distribuicdo do tamanho de particula
G 2 Size Distribution by Intensity

Zeta Poteniial Distribution
1000000 - ++ === s=rrenennrae e aae

[UUVI] e

©

L e e

Intensity (%)
>
Total Counts

at- T U SO AP0\ B SOOI
21 : :
or - — i
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (dnm) 2 100 0 100 0
Zeta Poteniial (mV)
G 3 Size Distribution by Intensity Zeta Potential Distribution
16 3000007 7o
141 -
121 -
£ 10l i 2 BO0000T -+ e
2 oL i 3
g 8 : o
@
E 6 i z
: 400000 ++7rmr s e
4 e
2L o
0.1 1 10 100 1000 10000 o
s -200 -100 0 100
ize (d.nm) .
Zeta Potential (mV)
G 4 Size Distribution by Intensity Zeta Potential Distribution
L A T S e 300000
8
F £ 200000
Y 3
8 4 2
£ 100000
2
| / H : ol |
01 1 10 100 1000 10000 -200 -100 0 100 20
Size (d.nm) Zeta Potential (mV)
G7 Size Distribution by Intensity Zeta Potential Distribution
" L
12
or L e T
3
> 8 £
Z 3 | | H |
5 6 BSOSt AU UL O ST
= z
4 ° : : :
2 B B
ot +
0.1 1 10 100 1000 10000 .
Size (d.nm|
( ) -200 -100 0 100 20
Zeta Potential (mV)
G 8 Size Distribution by Intensity Zeta Potential Distribution
L
L | R S
; § 3000007~~~ e
b : . | . :
E KRV e S A E
=
0 + + + + u + + d
Size (d.nm) -200 -100 0 100 20

Zeta Potential (mV)

103



5.10 Analise da resposta imune

Foi realizado o teste imunoenzimatico para avaliar a resposta de anticorpo 1gG
especificos contra o antigeno de PS e a resposta de anticorpo sIgA no epitélio das
mucosas.

A producdo de IgG da terceira sangria (21 dias ap0s a primeira imunizacdo) dos
camundongos foi analisada. Os grupos imunizados apresentaram diferenca estatistica pela
analise de variancia do teste 1gG sérica. O teste 1gG sérica total mostrou que o grupo G2
(Nanoparticula com Polissacarideo e Proteina acoplados) foi o que teve maior reatividade
no teste de ELISA. Pela comparagdo multipla de Bonferrone, o grupo 2 apresentou
diferenca estatistica de todos os outros grupos (valor p=0.0001). O grupo 7 néo
apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo 3 e o grupo 3 e 7 apresentaram
diferenca significante com todos os grupos com excecao da diferenca entre eles. O grupo
1, 4 e 8 apresentaram resultados esperados, pois ndo apresentaram titulo suficiente para
reagir com o polissacarideo. Os grupos 5 e 6 foram utilizados como grupo de controle

negativo e positivo respectivamente.

Figura 30 Titulo de anticorpos séricos IgG total
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O uso da vitamina B, que foi utilizada para ativar uma classe de células imunes
tipo T chamadas de MAIT (mucosa associated invariant), e que estimularia o sistema

imunolégico para a diferenciagdo de células, ndo resultou na resposta esperada.
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Provavelmente, a acoplagdo molecular ndo foi eficiente e hd necessidade de realizar

novos testes para quantificacdo quimica de cada componente na Nanoparticula.

Tabela 21 Analise estatistica de Bonferrone entre os grupos imunizados, avaliando-se o titulo de
anticorpo sérico 1gG contra polissacarideo.

Teste multiplo

comparativo de Significante?

Bonferroni's P <0.05? Resumo
Grupo 1 vs Grupo 2 Sim falaied
Grupo 1 vs Grupo 3 Sim **
Grupo 1 vs Grupo 4 Nao ns
Grupo 1 vs Grupo 7 Nao ns
Grupo 1 vs Grupo 8 Nao ns
Grupo 2 vs Grupo 3 Sim Fxk
Grupo 2 vs Grupo 4 Sim Fhx
Grupo 2 vs Grupo 7 Sim Fhx
Grupo 2 vs Grupo 8 Sim Fhx
Grupo 3 vs Grupo 4 Yes Fxk
Grupo 3 vs Grupo 7 No ns
Grupo 3 vs Grupo 8 Yes Fxk
Grupo 4 vs Grupo 7 Yes **
Grupo 4 vs Grupo 8 No ns
Grupo 7 vs Grupo 8 Yes **

A vacinac¢do sublingual induziu anticorpos sIgA no epitélio das mucosas bucais,

que indica que houve estimulo pela vacina nas células do NALT de IgA secretora.

A partir da andlise de variancia no teste IgA, pode-se verificar diferenca
estatistica entre os grupos. O teste IgA mostrou que o grupo G2 (Nanoparticula com
Polissacarideo e Proteina acoplados) foi o que teve maior producdo de IgA, seguidos

pelos grupo 7 (nanoparticula acoplado com PS e Proteina).
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Figura 31 Concentragdo de anticorpos sIgA total
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Tabela 22 Analise estatistica ANOVA com ferramenta de Bonferrone entre 0s grupos

imunizados, avaliando-se a concentracdo de anticorpo secretor sIgA total.

Teste multiplo

comparativo de Significante?

Bonferroni's P <0.05? Resumo
Grupo 1 vs Grupo 2 Sim Fhx
Grupo 1 vs Grupo 3 Nao ns
Grupo 1 vs Grupo 4 Nao ns
Grupo 1 vs Grupo 5 Nao ns
Grupo 1 vs Grupo 6 Nao ns
Grupo 1 vs Grupo 7 Sim Fhx
Grupo 1 vs Grupo 8 Sim Fhx
Grupo 2 vs Grupo 3 Sim **
Grupo 2 vs Grupo 4 Sim Fhx
Grupo 2 vs Grupo 5 Sim Fhx
Grupo 2 vs Grupo 6 Sim Fhx
Grupo 2 vs Grupo 7 Sim *
Grupo 2 vs Grupo 8 Nao ns
Grupo 3 vs Grupo 4 Nao ns
Grupo 3 vs Grupo 5 Néo ns
Grupo 3 vs Grupo 6 Néo ns
Grupo 3 vs Grupo 7 Néo ns
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Grupo 3 vs Grupo 8 Néo ns

Grupo 4 vs Grupo 5 Néo ns
Grupo 4 vs Grupo 6 Néo ns
Grupo 4 vs Grupo 7 Sim falaied
Grupo 4 vs Grupo 8 Sim Frk
Grupo 5 vs Grupo 6 Néo ns
Grupo 5 vs Grupo 7 Sim falahed
Grupo 5 vs Grupo 8 Sim Frk
Grupo 6 vs Grupo 7 Sim falaied
Grupo 6 vs Grupo 8 Sim Frk
Grupo 7 vs Grupo 8 Néo ns

Pode-se concluir que o modelo vacinal foi efetivo e que o polissacarideo do GBS

sorotipo la é um candidato a antigeno vacinal.

Para cada etapa de caracterizagdo da capsula polissacaridica ficou clara a
importancia de um bom delineamento experimental para a realizacdo dos ensaios fisico-

quimicos e de caracterizagéo.
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6 CONCLUSOES

O presente estudo mostrou que o polissacarideo do GBS sorotipo IA € um bom
candidato a antigeno vacinal. A utilizacdo da proteina OVA foi capaz de melhorar a
inducéo da resposta humoral sistémica e de mucosas. Houve boa resposta imunoldgica
por delivery de mucosa sublingual e por intraperitoneal que serviu como modelo positivo.

A adicdo do suplemento L-Prolina foi a que propiciou, a principio, maior relacdo
entre crescimento bacteriano e formagdo de capsula polissacaridica. O uso de meio de
cultivo (TSB), sem adicdo de proteinas de origem animal também produziu capsula
polissacaridica e diminui o risco de transmissdo de prions. O rendimento ap6s purificacdo
e a extragdo da capsula foram semelhantes a outros trabalhos realizados nesta area.

A difracdo de raios-X foi realizada para caracterizacdo e identificacdo da
cristalinidade de PS ou amorfologismo. O padrdo de difracdo de raios X ndo mostrou
nenhum pico caracteristico, 0 que indica que a estrutura é completamente amorfa. Os
resultados mostram que o polissacarideo isolado apresenta comportamento semelhante a
outros isolados polissacaridicos.

A partir da analise por cromatografia gasosa (CGMS), foi calculada a
porcentagem de composicdo do PS produzido. Trata-se de uma Rhamnoglucana bem
heterogénea, contendo ramificacdes de fucose, manose, glicose, galactose e N-acetil-
glucosamina. A técnica de NMR caracterizou a estrutura conformacional e confirmou a
composicdo: p-D-glicofuranose, o-L-ramnopiranose, p-D-galactopiranose, p-D-
glicopiranose e B-D-N-acetil-glicopiranosamina.

A determinacédo das propriedades térmicas e fisicas Tg, Teut € Tcol d0 PS tinha o
propdésito de aperfeicoar o processo de liofilizagdo. O processo de liofilizacdo ajuda na
estabilidade do produto, trazendo uma nova perspectiva de producdo, garantindo maior
estabilidade de longo periodo para posterior acoplamento quimico com uma proteina.

A presenca de polissacarideo mostrou bons resultados de encapsulamento,
provavelmente pela interacdo entre o polissacarideo e a OVA.

A analise de DLS corresponde a outros trabalhos publicados (200 a 400 nm) e o
potencial Zeta acima de 20 demonstra boa capacidade mucoadesiva das nanoparticulas.

A imunizacdo por nanoparticula de quitosana por via sublingual levou a
producdo de 1gG sérico especifico para polissacarideos e aumento da concentragdo de
IgA total na saliva.

O modelo vacinal foi efetivo e novos estudos na area de tecnologia farmacéutica

precisam ser conduzidos para aperfeigoar e validar cada etapa do processo produtivo.
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De acordo com WHO (2017), ainda ndo existe, atualmente, uma vacina
aprovada e registrada para a imunizagcdo materna e para a prevencdo do GBS. Uma vacina
com multiplos sorotipos de polissacarideos capsulares conjugados com proteina poderia
reduzir o risco de recém-nascidos e lactentes contrairem a doenca através da passagem
transplacentaria de imunoglobulinas protetoras. O problema global de resisténcia
antimicrobiana e a importancia da preservacdo do microbioma neonatal sdo fatores
criticos que precisam ser estimados e que justificariam também prosseguir esforcos para
0 desenvolvimento de uma vacina com potencial para superar a diversidade de sorotipos e

a especificidade de protecao.
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8 SUGESTAO PARA PESQUISA FUTURA
8.1 Conjugacdo quimica do polissacarideo e proteina imunogénica

Polissacarideos sdo cadeias poliméricas, constituidos por longas cadeias de
unidades de monossacarideos unidos por ligacGes glicosidicas e moléculas de hidratos de
carbono. O método de conjugacdo depende da analise da disponibilidade dos grupos
funcionais presentes nos polissacarideos (hidroxilas ou carboxilas) e nas proteinas
(amino, grupo das lisinas e &cido carboxilico dos aminoacidos, acido aspartico e
glutdmico). Para o desenvolvimento de vacinas garantindo-se reprodutibilidade,
linearidade e robustez do processo, deve-se desenvolver método valido de conjugacdo. As
principais metodologias de conjugacéo sdo: método de brometo de cianogénio, método da
carbodiimida, método de aminacdo redutiva e oxidacdo com periodato de sodio. Cada
metodologia de conjugacdo conduz a formacdo de uma estrutura quimica final
(LORTHIOIS, 2008). O método de conjugacao € constituido por: ativacdo do PS
(oxidacdo e derivatizacdo de periodato) e ativacdo do proteina. O conjugado é obtido
apos a ligacdo covalente entre as moléculas.

A escolha do método de conjugacdo quimica para obtencdo de vacinas
conjugadas também €& um passo essencial para o alcance de uma resposta efetiva
(LORES, 2016). A inducdo de memoria imunoldgica em vacinas conjugadas depende de
varios fatores, como, por exemplo, comprimento do polissacarideo, método de
conjugacdo quimica realizada, dosagem utilizada, parametros experimentais e
composicdo antigénica do conjugado, que inclui o polissacarideo e o0s carreadores
utilizados. Um dos fatores importantes ¢ a habilidade de induzir a resposta imune em uma
vacina conjugada dependente da relacdo proteina/polissacarideo, que pode ocasionar
hiperestimulacdo do sistema imune ou baixa imunogenicidade. Essa dificil determinacao
relacional polissacarideo/proteina normalmente é estabelecida ap6s a condugdo de
diversos experimentos e estudos pré-clinicos, mas espera-se, inicialmente, que se

obtenham resultados positivos para posterior otimizagdo do processo.
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Como mecanismo de orientacdo para o desenvolvimento de uma vacina,
planejamos o Perfil de Produto Alvo (TPP) — tabela 23 abaixo, que serve como orientagéo

para alcangarmos os requisitos desejados da vacina.

Tabela 23 Planejamento para o desenvolvimento da vacina polissacaridica contra Streptococcus
agalactiae para gestantes através do “Perfil de produto Alvo” (TPP)

Target Product Profile (TPP)
Perfil do Produto alvo

Indicagdo

Uso profilatico

Indicagdo de uso

Para imunizagdo ativa de mulheres gestantes para protecdo contra a colonizacdo patdégena
do EGB no trato urinario genital

Publico alvo

Todos os adultos saudaveis, principalemnte mulheres gravidas

Seguranga /
Reactogenicidade

Seguranga e reatogenicidade pelo menos comparaveis as vacinas de rotina recomendadas
pelo Ministério da Saude, proporcionando um perfil de risco-beneficio altamente favoravel,
idealmente apenas com eventos adversos transitorios leves relacionados a vacinagdo e
nenhum EA sério relacionado a vacinagdo

Eficacia

Maior que 70% de eficacia na prevencdo de doengas em adultos saudaveis e gestantes

Dose

Séries primarias: Ndo mais do que 2 doses, ndo mais que 1 més de intervalo.

Durabilidade da protegao

Conferir prote¢do duradoura de 5 anos ou mais apds a série primdria e pode ser mantida por
doses de reforgo.

Rota de adminostragdao

Mucosa sublingual

Cobertura vacinal

Multi serotipos (cobertura dos 10 serotipos existentes)

Estabilidade do produto e
armazenamento

Produto final liofilizado a ser ressuspendido em salina na hora da aplicagdo

Prazo de validade de pelo menos 24 meses a 2-8 ° C
e demonstracdo de pelo menos 6 meses de estabilidade a temperatura ambiente

Co administragdo com outras

vacinas

A vacina sera administrada como um produto auténomo nao co-administrado com outras
vacinas.

Apresentagdo

A vacina liofilizada devera ser acompanhada por frascos separados do diluente apropriado

Registro e pre qualificagao

Deve ser pré-qualificada pela ANVISA de acordo com o processo descrito na resolugdo RDC
55/2010
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10 ANEXOS DIVERSOS:

10.1 PAE - Estégio Supervisionado em Docéncia
De 1.° agosto de 2015 a 10 de dezembro de 2015
Disciplina: FBT0536 Superviséo e Garantia de Qualidade

Prof. Dr. Responsavel: Dr. Marco Antonio Stephano

O Estagio Supervisionado em Docéncia caracterizou-se por participacdo nas aulas, em
seminarios, estudos dirigidos e discussdo de tdpicos em pequenos grupos, bem como

organizacdo e participacdo em plantdes para elucidar davidas e aplicacdo de provas.

10.2  Participacio como membro do CEP (Conselho de Etica em Pesquisa)

Participacdo no 13.° Forum de Etica em Pesquisa Clinica, realizado no dia 17 de agosto
2015, das 8:00 as 18:00 horas, no IEP Hospital Sirio-Libanés.

Participacdo do 1V Simp6sio de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz, realizado no
dia 10 de novembro de 2015, das 08:30 as 15:00 horas, no anfiteatro Augusto de
Escragnolle Taunay, Av. Dr. Arnaldo, 355 — Cerqueira César — SP, pelo Comité de Etica

em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz, com carga horéria total de 7 horas.

10.3 Participacdo como organizadora e palestrante no Il Curso de Inverno
FBT/FCF/USP e do 111 Curso de Inverno FBT/FCF/USP

Organizacdo, planejamento e implementacdo dos convites para palestras e mesa-redonda
para o Il Curso de Inverno FBT/FCF USP.

I Curso de Inverno na FCF USP — Tema: “Atualidade do Brasil: patentes, inovagéo e
transferéncia de tecnologia”.

Convidados: Bionovis, Orygen, USP Inovacdo, CIETEC, Academia Nacional de
Farmécia, Alunos de Mestrado, Alunos de Doutorado, Natura, Thomson Reuters, Anvisa,
Axonal Consultoria, Superlab, Synbio Brasil, ABDI, Garagem Fab-Lab.

Participou também como palestrante do Il Curso de Inverno, com 0s temas:

“Desenvolvimento de vacinas” e “Biorregulamentagdo de produtos biologicos”.
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10.4 Participacéo em Congressos (Pdster)

XX Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia (FCF/USP), com titulo: “Using Kyoto
encyclopedia of genes and genomes (Kegg) database resource to understand the
metabolic flux of Streptococcus agalactiae”. Autores: Sibylle Sophie Hacker (pg), Paola

Araujo e Marco Antonio Stephano (orientador).

Congresso Farmacéutico de S&o Paulo, de 10 a 13 de outubro de 2015, CRF-SP —
Conselho Regional de Farméacia, apresentacdo de poéster. Titulo: “Streptococcus

agalactiae — culture and bacterial metabolismus”.

Congresso Farmacéutico de Sdo Paulo, de 10 a 13 de outubro de 2015, CRF-SP —
Conselho Regional de Farmécia, apresentacdo de poster. Titulo: “Integration model of e-

commerce for organizational strategies”.
I1 Curso de Inverno em Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica, realizado nos dias 27 a 31

de julho de 2015, apresentacdo de pdsteres. Titulo: “Streptococcus agalactiae — culture

and bacterial metabolismus”.
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10.5 ADOLFO LUTZ — Aquisigao de cepa de Streptococcus agalactiae




11 ANEXO: FICHA DO ALUNO

LA TR

Fanus - Sistema Administrative da Pos-Graduagdo

TUniversidade de Sao
Paule

Faculdade de Ciéncias
Farmaceuticas

Documento sem validada
oficial
FICHA DO ALUNO

114 - 2UBATIAL - Sibylle Sephic Hacker
Email sibvlleginsp br
Diam de Nascimento: 2071171971
Cadula de Identidade: BiG - 20,834 708 - 5P
Local de Mascimento: Estade da Sao Paulo
HNacionalidade: Brazilsira
=__ Bachare] Emﬂﬂmi;ujs:ra:;in - Faculdade de Ecooomia, Administragdo e Contabilidads -
Graduacao: Universidade de S0 Panlbo - Sao Paulo - Brasil - 1904
Graduacdo: Cumico Industrial - Faculdades Oswalde Cruz - S3o Paulo - Brasil - 2003

Mesiad: MEsTE em Administragio - Faculdade de Ecopomia, Administragio e Contabilidade -
- Universidade de S0 Paulo - Sao Pauls - Brasi - 2003

Cursac CDioatorado
Programa- Tecnologia Bioquimico-Fanmaceutica
Area- Tecnologia de Fermentagdes
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hE ]
Data d= Mamcala: 25082014
Inicio da Contagem de Prazo: 25082014
Data Lirnite para o Deposita: 247092018
Orientador: Profia). Dira). Marco Antenie Stephane - 25082014 até o presente. Email: stepkamoginsp. e
Proficiencia em Limguas: Ingles, Aprovade em 25082014

- . . 30 diss
Promogaca0(0es): parods da 25/08/2018 até 24082018
Data ds Aprovacdo no Exame de Cualificacio: Aprovade em 041020145

Darta do Deposite do Trabalha:

Tihalo do Trabalbo:

Data Maxima para Aprovacso da Banca-
Data d= Aprovagao da Banca:

Data Maxima para Defeza:

Data dy Defoza:

Besultado da Defesa:

e = . Primeira Matmoola em 23082014
Historice de Coomenrias: Tromogagio sm 150872018
Ahmo marriculado no Fegimento da Pos-Graduacdo USP (Besobigdo n° §542 em vigor a partir de
2040200 30

Ultima ocommencia- Promegacso em 15082018

Impresse em: 13003008 20:58:54
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Fanmus - Sisterna Admimiztratve da Pos-Graduagio

Universidade de 530
Paak

FaculMade de Clencias
Farmaceuticas
Cipoamento sem validade
oficial

FICHA DO ALTUTHNO

T - ZETIE - Sibslle Sephic Hacker

Sigla Nome da Disciplina  Imicie  Términe ;;'ﬂlcmrrq. Conc. Exc. Situacio

Estrategias e

iﬁ“?”f“ gﬁsﬁfm‘“ﬂ? o @ 10032014 11/052014 45 3 10 A N Conchuda
Biotecnologices (1)
PTEP._!]E;-;DPEd_ﬂ.gﬁEI'I_:!

f?f“'“‘ Wﬁ 1"5:“51?:15“' 009200410711/201430 22 1M A N Conchuida
Dauls)
Purificacdo de Proteinas e

. Peptidecs (Institato da

THASEOL posquisas Enerpéticase  1302201505042015120 0 - - N Tomd

’ Hucleares - Universidads
de 530 Paulo)
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AR08

Sigla Nome da Disciplina

C

Inxio Termino Heraia

AEA Cred. Freq Conc. Exc. Situacio

Gestao do Conbecimento -
Transformande Dados em
THASTT3- Coohecimerto (Instinato de
41 Pezquizas Ensrgeficas e
Muclearss - Universidads
de 530 Paulo)
Analise Critica da
Participagdo de Bacterias
Anasrobias em Processos
BE&M 553 3-Infecciosos de Humanos &
a2 de Animads (Tnstifuo de
Ciencias Biomedicas -
Universidade de Sao
Paulo)
Biogmmica Bacteriana
BMM3747- (Instirato de Ciencias
L] Biomedicas - Universidade
de 530 Paulo)
Preparo de Artigos
FBTS700- Cientficos ma Area de
in Tecmologia Biogumico-
Farmacastica
Topicos Avancados em
Fammaco & Meadicamentos
FBF5%819- (Tecnologia Analitica de
I/l Proceszg - PAT &
Chualidade por Design -
QD)
Topices Avingados em
Farmaco & Meadicamentos
FBF3821- (Calorimetriae
111 Termdindmica o
Diesenho de Nowvos
Farmacos)
Metodos de Modelagem &
de Pesquiza Cruaniitativa
THAST96- {Instiio de Pesquizas
14 Epergeticas & Muclearss -
Universidade de Sao
Paulo)
Tecmicas de Caracterizacio
Fisica & Cnuinyica da
TWMS5E11- Materiais (Insttato da
32 Bezquizas Ensrgeficas ¢
Muclearss - Universidads
de 530 Faulo)

-z Topicos Especiais em
ﬁT}- 73 T ll]'g:i.lE' ——
o Farmaceutica

Purificagdo de Proteinas e

- Pepridens (Instato de
ﬁg"""'ﬂm' Pesquizas Energeticas &

’ HNucleares - Universidads
de 530 Paulo)

1302200 503052005 150

05030200 5 157047200 5 60

D00 200 5 D206 200 5 B0

D&M 200 5 0907/ 2005 50

1206200 5 30006200530

0208300 5 DE08 2005 30

0209200 5 00/ 10200 5 120

100082005 181172015 150

T3 06 1505200630

30052006 100072006 120

14

[ES]

[ B

10

100

100

100

100

100

100

a3

100

100

Conchada

Conchnda

Comchnda

Conchnda

Conchada

Conchnda

Conchada

Conchnda

Conchnda

Conchada
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T8

Sigla Nome da Disciplina ~ Inicie  Térmime ﬁ:"F Cred. Freq. Conc. Exc. Sifuagio

oraria
FHASLOS5- fhnejammuitpa‘imﬂnl AVEFE TR AR T :
0 o Anilice Multuariada 13027200 7 26027200 7 60 4 100 B N Concluda
I
Disciplinas: a 1] a7
Esizos
Todal: a 1] a7

Creditos Atribuides 3 Tesa: 167
Observacies:
1} Dizciplinas) cursadals) isoladamente & aceita(s) pelofa) onentaden(a) dola) candsdatoda).
Conczite 3 parar de 0201/1987:

A - Excelente, com direito a credite; B - Bom, com diveite a credite; C - Begular, com direite a crediio; E -
Feprovade; T - Tramsferéncia.

Umil) credito egoivale a 15 horas de advidads prozramads.

Ultima ocorrénria: Prorrogacio em 15082018
Impresse em- 13092018 21:58:54
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12 ANEXO: CURRICULUM LATTES

19/09/2018 Curriculo Lattes

) cunieus Lattes

Sibylle Sophie Hacker

Endereco para acessar este CV:hitp://lattes.onpq.br/1304914189289425
Ultima ansalizagio do curriculo em 05/03/2018

Resumo informado pelo autor

Graduada em Quimica Industrial e Administragdo de Empresas - USP/SP (1994) mestrado em Administragdo com énfase em Marketing/ Tecnologia da Informagdo pela
Universidade de S350 Paulo (2005). Tem como linha de pesquisa atualmente a) desenvolvimento de tecnologia farmacéutica e processos vacinas (upstream e donwstream);
b) validag8o de processos biotecnoldgicos e de controle de qualidade de produtos bioldgicos; ) estudos sobre adjuvantes e sistemas de fornecimento (delivery) para vacinas
d) desenvolvimento de produtos e analise do potencial mercadoldgico.

(Texto informado pelo autor)

Nome civil

Nome Sibylle Sophie Hacker

Dados pessoais

Nascimento 20011/1871 - 530 Paulo/SP - Brasil

CPF 157 B17 65845

Formacdo académica/titulacdo

2014 Doutorado em Bictecnologia
Universidade de 530 Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil
Titulo: Este trabalho busca estudar a eficacia de uma vacina de proteina conjugada com polisacarideo de
Streptococous agalactiae do grupo B para @ prevengic desta infecg3o em gestantes & na mortaidade de
necnatos.

Onemaw—um.e.nmesnepmm@

2001 Mestrado em Administrags
Universidade de S30 Faulo, USF, Sac F'au)D, Ellasll
Titulo: Medelo de adogio do comércio
‘Orientador. Hiroo Takaoka
Bolsista doa): Coomdenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

1999 - 2002 Graduagio em Quimica Industrial.
Faculdades Oswaldo Cruz, FOC, Sac Paulo, Brasil

1991 - 1994 Graduqau ‘em Admini:
Universidade de S30 PaulD, LBF' Sac Paulo, Brasil
Titulo: Marketing de Servi
‘Orientador. Professor Souza Dutra

4995 - 1995 Aperfeicoamento em Adm\nisuaﬁo' )
Goethe Universitat Frankfurt am Main, UNI-FRANKFURT, Frankfurt, Alemanha

Formacdo complementar

2018 -2018 Curso de curta duragSo em Institut fiir i und je. (Carga hordria:
80h)

Inﬂil;nﬁr Phamazeutische Technologie und Biopharmazie, WWU, Alemanha

Atuacdo profissional

1. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas USF - FCF USP

Vinculo
institucional

2014 - Atual

2. Loma Chemie Marketing e Consultoria Ltda - LOMA CHEMIE

Vinculo
institucional

2010 - 2014 Vinculo: Colsborador , Enquadramento funcional: sécia consultora, Regime: Parcial

3. Optika Mundo Visio - MUNDO VISAO

Vinculo
institucional

2007 - 2009 Vincule: consultor . Enquadramento funcional: consultora, Regime: Parcial

https:/iwwws.cnpg bricviatteswebipkg_impev.trata
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19/09/2018 Curriculo Lattes

4. Centro Universitirioc FECAF - FECAF

Vinculo
institucional

2001 - 2011 Vinculo: Celetista formal , Enquadramenta funcional: professaora assistente, Regime: Parcial

5. Wolf Hacker Cia Ltda - WH

Vinculo
institucional

1991 - 2006 Vinculo: Cutro , Enquadramento funcianal: Outro (especifique) , Carga hordria: 40, Regime: Integral

Atividades
01/1991 - 12/2000 Diregio e Administragio

Gargos ooupados
Administrader gersl

Membro de comité de assessoramento

1. Coordenagio de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES

Vinculo

2015 - Atual Regime: Parcial

Producdo

Produg3o bibliografica

Artigos completos publicados em periddicos

i HACKER, Sibylle Sophie; OLIVEIRA, Ténia M Veludo de; ALVES, Flévia Helena Dante

O enfoque estratégico na gest3o da cadsia de suprimentos: andliss & apllcagan de aspectos concsituais

no caso Gradina. Associagio Nacional dos Frog de Pés. . p250-
2002

Produg3o técnica

Demais produgdes técnicas

1. HACKER, Sibylle Sophie
i Curso de Inverna em ioquimi Zutico FCF USP. 2017, 2017. (Extenss,
Curso de curta durag3o ministrado)

2. HACKER, Sibylle Sophie: UONO. M. T. |

P = ias e
2017. (Extens3o, Curso de curta duragSo ministrado)
3. HACKER, Sibylle Sophie

Vacinas: e desafios de S0, 2017. S0, Curso de curta duragio
ministrado)

4. HACKER, Sibylle Sophie
Desenvolvimento de vacinas, 2015, (Extenso, Curse de curta duragio ministrado)

5. HACKER, Sibylle Sophie
Marketing de servigo, 2010. {Desenvolvimento de material didatics ou instrucional)

6. HACKER, Sibylle Sophie
Marketing; conceitos e estudos de caso. 2002. (Desenvolvimento de material diddtico ou instrucional)

Pagina gerada pelo sistema Curriculo Lattes em 19/09/2018 as 21:03:35.

https://wwws.cnpg.bricviattesweb/pkg_impcv.trata 212
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13 ANEXO: CEUA - COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA

CEUA/FCF 9.2017-P536

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Imunizacao via
mucosa contra Strepctococcus Agalactiae do grupo B com nanoparticula de
quitosana, registrada com o n° 536, sob a responsabilidade do(a) pesquisador(a)
Sibylle Sophie Hacker, sob orientagdo do(a) Prof. Dr. Marco Antonio Stephano
— que envolve produgdo ou manutengao ou utilizacao de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei Federal n°® 11.794, de 8
de outubro de 2008, do Decreto Federal n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e das
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (FCF/USP),
em reunido de 10 de marco de 2017.

Finalidade Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagéo | 10/03/2017 a 31/08/2018
Espécie/linhagem/raca | Mus musculus / Balb/c

Numero de animais 48
Peso/ldade 20g; 4 semanas
Sexo Fémea
| Origem Biotério - USP |

Conforme a legislagé@o vigente, devera ser apresentado, no
encerramento do projeto de pesquisa, o respectivo relatério final.

Sao Paulo, 10 de margo de 2017.

7 7

P )
7Y

Prof. Dr. Joilsoq’déﬁliveira'% artins
Coordenador dg CEUA/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A, Cidade Universitaria, CEP 05508-900, S3o Paulo, SP
Telefone: (11) 3091 3622 - e-mail: ceuafcf@usp.br
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