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RESUMO 

HACKER, S. S. Polissacarídeo capsular do Streptococcus agalactiae como antígeno 

vacinal: desenvolvimento de um modelo vacinal para mucosas com Nanopartícula 

de quitosana. 2018. 134f. Tese de Doutorado – Faculdade de Ciências Farmacêuticas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018. 

 

A bactéria gram-positiva Streptococcus agalactiae do grupo B (GBS) faz parte da 

microbiota normal do trato geniturinário humano, sendo um organismo comensal do 

corpo da mulher. No entanto, em mulheres grávidas, quando há alterações na composição 

microbiana do canal vaginal, pode ocorrer a proliferação e a infecção pelo GBS. Este 

microrganismo, em sua forma patogênica oportunista, pode infectar o neonato durante o 

parto natural, assim como contribuir para infecções urinárias e uterinas durante a 

gestação. O GBS já foi identificado como um dos responsáveis pela alta taxa de 

mortalidade neonatal, sendo um dos principais agentes de infecção em recém-nascidos no 

mundo. Ele também pode ser a causa de infecções nas gestantes, levando a várias 

complicações, como corioamnionite, endometrite e infecções do trato urinário e do sítio 

cirúrgico. Pode haver comprometimento da gestação e do feto, com abortamento, morte 

fetal intrauterina e ruptura da membrana coriônica, levando a parto prematuro – que pode 

resultar em outras consequências graves.  

Este trabalho foi desenvolver um modelo vacinal para mucosa sublingual, 

utilizando o polissacarídeo capsular do Streptococcus agalactiae como antígeno, 

encapsulado em Nanopartículas de quitosana. Para o estudo de otimização dos 

parâmetros de fermentação, para aumentar a produtividade de cápsula polissacarídica 

(PS) presente na superfície celular, utilizou-se o Banco de Dados Kegg (Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes). A adição do suplemento L-Prolina foi o que 

propiciou a principio, maior relação entre crescimento bacteriano e formação de cápsula 

polissacarídica.  A purificação e extração da cápsula polissacarídica foi realizada com 

etapas sucessivas de ultra filtração tangencial e precipitação alcóolica dos contaminantes. 

As caracterizações físico-químicas: difração de raios-X (DRX), cromatografia gasosa 

(CGMS), ressonância magnética (NMR) e determinação de açúcares pelo método fenol-

sulfúrico, foram realizadas para identificação da composição e estrutura monossacarídica 

de açucares.  O PS isolado apresenta ramificações de fucose, manose, glicose, galactose e 

N-acetil-glucosamina, apresentando estrutura amorfa. A liofilização do polissacarídeo foi 

realizada para fins de concentração e conservação. A encapsulação do polissacarídeo 

acoplada quimicamente com OVA, em uma Nanopartícula de quitosana, teve como 

finalidade aumentar a mucoadesividade e possibilitar maior absorção do antígeno entre as 

células da junção epitelial das mucosas sublinguais. A partir da análise de DLS 

(Espalhamento dinâmico de luz), as Nanopartículas apresentaram dimensões entre 200 a 

400 nm e o Potencial Zeta acima de 20. O índice de polidispersão (PDI) está dentro do 

esperado (abaixo de 0.3). A capacidade de encapsulamento em relação à OVA foi de 

92,8% dos grupos que continham PS. O teste IgG sérica total mostrou que o grupo G2 

(Nanopartícula com Polissacarídeo e Proteína acoplados) foi o que teve maior reatividade 

no teste de ELISA, pela Análise de Variância (ANOVA) com ferramenta de Bonferrone. 

O teste sIgA mostrou que o grupo G2 (Nanopartícula com Polissacarídeo e Proteína 

acoplados) foi o que teve maior concentração de anticorpo sIgA total. Como resultado e 

conclusão, o polissacarídeo capsular do Streptococcus agalactiae é um bom candidato a 

antígeno vacinal. 

Palavras-chave: Streptococcus agalactiae, vacina, polissacarídeo, imunização via 

mucosa sublingual, Nanopartícula. 



 
 

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 Ciências Farmacêuticas, University of São Paulo, São 

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 sIgA test showed that the G2 group (Nanoparticle 

with Polysaccharide and Protein coupled) had the highest concentration of total sIgA 

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 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

A Streptococcus agalactiae (GBS) é uma bactéria gram-positiva do gênero cocos, 

grupo B, responsável 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 geniturinários. 

Por motivos ainda não totalmente elucidados, aproximadamente 20 a 30% das 

gestantes apresentam proliferação dessa bactéria de maneira desequilibrada. Essa 

infecção pode ser transitória, intermitente ou crônica (NUCCITELLI et al., 2015; 

SCASSO et al., 2015; ALÓS CORTÉS et al., 2013; MERCER e BRIGGS, 1996). Este 

desequilíbrio, quando ocorre, torna o GBS potencialmente patogênico e pode ocasionar 

contaminação do neonato durante o parto natural, levando-o à septicemia.  

Além dos estudos sobre bacteremia em neonatos, o estreptococo do grupo B vem 

sendo uma preocupação crescente em adultos com complicações cardiovasculares e 

doenças crônicas.  Há suspeitas de aumento da incidência de doenças, causadas pelo 

GBS, em pacientes com idade acima de 65 anos e com condições médicas crônicas, 

como: diabetes mellitus, câncer, doenças cardiovasculares, doenças hepáticas crônicas, 

doença renal e neoplasia, infecções cutâneas 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 produção de antígeno vacinal a partir 

da cápsula polissacarídica do Streptococcus agalactiae, encapsulada em uma 

Nanopartícula de quitosana para delivery de mucosas sublinguais. 

A cápsula polissacarídica bacteriana é responsável pela antigenicidade, que 

também confere adesão à mucosa e, consequentemente, à sua colonização (JANS e 

BOLEIJ, 2018.). Uma vacina polissacarídica promoveria a geração de anticorpos 

específicos que evitariam a adesão à mucosa e inibiriam a colonização do microrganismo.  

Nas diferentes formulações, foi utilizada uma proteína de OVA (ovalbumina), 

com o objetivo de aumentar a resposta imunológica, pois vacinas polissacarídicas não são 

capazes de induzir alta concentração de anticorpos e resposta imunológica de longo prazo 

(DÍEZ-DOMINGO et al., 2010). A utilização de proteínas ligadas molecularmente, como 

carreador, nas vacinas polissacarídicas é importante, pois essas proteínas são altamente 
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imunogênicas e consideradas antígenos dependentes das células T; consequentemente, 

são capazes de ativar as respostas imunitárias primárias e secundárias de maneira mais 

eficiente e com maior potência (ZHETEYEVA et al., 2013).   

A estratégia de encapsulamento do antígeno em Nanopartículas de quitosana 

busca melhorar o fornecimento do antígeno, aumentando, assim, sua disponibilidade 

sobre a mucosa em função da mucoadesividade e de sua liberação controlada. A 

utilização da quitosana tem como vantagem ser um biopolímero, com biocompatibilidade 

e tolerabilidade, além de excelente capacidade de aderência a mucosas (XIA et al., 2015).  

No processo de encapsulamento, foi utilizada a vitamina B9 (L-metilfolato), com 

função de estimular a produção de anticorpos, pois ela se liga a células MR1 da classe 

MHC1-like. Derivados da vitamina B podem se ligar a uma proteína apresentadora de 

antígenos que estimule células imunológicas especializadas (CHUA e HANSEN, 2012). 

O modelo vacinal via mucosas sublinguais tem foco preventivo e terapêutico. A 

vacinação via mucosa geralmente desencadeia ambas as respostas imunes: a resposta 

imune sistêmica e a de mucosas, enquanto a resposta às vacinas injetadas é 

predominantemente sistêmica. Não é invasiva, tem menos efeitos adversos, não tem 

efeito inflamatório exacerbado e permite reforço frequente. Uma vacina de mucosas 

geralmente não interfere na imunidade sistêmica preexistente, aumentando assim a taxa 

de "efetividade" da vacina (KRAEHENBUHL e NEUTRA, 2013). Consequentemente, as 

vacinas via mucosa são mais seguras, para uso em gestantes, uma vez que as vacinas 

injetáveis ocasionam inflamação sistêmica e podem levar à resposta imune mais intensa, 

ocasionando aborto. Corrobora o fato de que o desenvolvimento de vacinas não injetáveis 

tem sido estimulado pelo Fórum de Vacinas Globais e Pesquisas em Imunização, com 

participação da WHO (World Health Organization) (FORD et al., 2016; RASMUSSEN 

et al., 2014; CALAM, 2004). 

O modelo vacinal foi avaliado por meio de imunização sublingual em 

camundongos, nos quais as concentrações de IgG e sIgA da saliva foram determinadas.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Microbiota humana e Streptococcus do grupo B 

A microbiota normal em seres humanos desenvolve-se por sucessões; ou seja, 

desde o nascimento até as diversas fases da vida adulta, existe desenvolvimento contínuo, 

resultando em colônias bacterianas estáveis. Os fatores que controlam a composição da 

microbiota, em uma dada região do corpo, estão relacionados à natureza do ambiente 

local, tais como temperatura, pH, água, oxigenação, nutrientes e fatores complexos, assim 

como da ação de componentes do sistema imunológico. Esta diversidade da composição 

da microbiota é importante para a manutenção da saúde, para o controle de espécies 

patogênicas e para a proteção do sistema imunológico primário. 

O microrganismo da espécie Streptococcus agalactiae (GBS) já faz parte da 

microbiota humana, estando presente nos tratos geniturinários e gastrointestinal 

(ARDOLINO et al., 2016). Alterações hormonais, bem como variações relacionadas com 

a natureza do ambiente local (como temperatura, pH, água, oxigenação, nutrientes), além 

de outros fatores complexos relacionados à ação de componentes do sistema 

imunológico, podem atuar sobre a microbiota significativamente, desequilibrando-a e, 

assim, favorecendo o crescimento deste microrganismo de forma “patógeno oportunista”.  

Os microrganismos GBS pertencem ao grupo filogenético Bacteria grupo B em 

virtude de suas características antigênicas. Assim como as outras espécies do gênero, 

GBS são cocos gram-positivos, catalase-negativa, hemólise beta, oxidase-negativa, que 

caracteristicamente crescem aos pares ou em cadeias; são imóveis e não esporulados. 

Considerando-se o metabolismo energético, são classificados como anaeróbios 

facultativos, obtendo energia para a síntese de material celular através da fermentação 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 antigênicos da superfície celular, sendo classificados como: Ia, Ib, II, III, 

IV, V, VI, VII, VIII e IX. Os dez sorotipos capsulares se distinguem de acordo com a 

variação da virulência e de antígenos, os quais são detectados por imunodifusão ou PCR 

(FIOLO et al., 2011; FIOLO et al., 2012). A identificação dos sorotipos é crítica para 

estudos clínicos e epidemiológicos. 

Para Fiolo e colaboradores (2011), entre os dez sorotipos conhecidos, o III é o 

mais encontrado em doenças que acometem recém-nascidos (meningite e septicemia), o 

sorotipo Ia (correspondente a O90 ATCC 12386 - Speziale et al., 2005) é o mais 

detectado em amostra vaginal de mulheres grávidas e o sorotipo V tem prevalecido nas 

infecções em adultos, excluindo mulheres grávidas. No Japão, a maior incidência em 

recém-nascidos está com os tipos capsulares Ia, Ib e III (MOROZUMI et al., 2015). Para 

Baker (2000), a incidência de infecção pelo sorotipo Ia tem crescido nas últimas décadas, 

sendo prevalente com o tipo III nos casos graves de infecção. 

Dutra e colaboradores (2014) relatam que os dez sorotipos capsulares já foram 

identificados, sendo que a determinação de sua distribuição dentro de uma população 

específica ou região geográfica é importante, porque eles são os principais alvos para o 

desenvolvimento de estratégias vacinais. No Brasil, os sorotipos predominantes são: Ia 

(27,6%), II (19,1%), Ib (18,7%) e V (13,6%), seguidos por sorotipos IV (8,1%) e III 

(6,7%). Todos os isolados foram sensíveis aos antibióticos beta-lactâmicos testados e 

97% eram resistentes à tetraciclina. A resistência à eritromicina e à clindamicina foi 

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

 

2.3 Importância da cápsula polissacarídica do Streptococcus do grupo B 

A cápsula polissacarídica é um polímero de alta massa molecular, composta de 

subunidades repetitivas de oligossacarídeos, constituídas por diferentes moléculas de 

açúcares e unidas por ligações glicosídicas. De acordo com as diferentes estruturas da 

cápsula, a bactéria é classificada em sorotipos diversos. Essas diferenças químicas dos 

sorotipos identificados de GBS são associadas à cápsula polissacarídica, que lhes confere 

o fator de virulência e as propriedades antifagocitárias e antibacterianas.  Enfim, a 

cápsula é responsável pela virulência e pela antigenicidade, protegendo o microrganismo 

contra a fagocitose pelo sistema imune e conferindo-lhe a resistência aos antibióticos.  
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Os polissacarídeos capsulares são conhecidos como T-independentes tipo 2 (TI) e 

têm como principais características (LORTHIOIS, 2008): 

 Não indução de memória imunológica, pela falta de envolvimento de 

células T na síntese de anticorpos 

 Ausência de maturação de afinidade do anticorpo e diferenciação em 

outros isótopos (as classes induzidas são praticamente duas: IgM e IgG2) 

 Não são bons ativadores do sistema complemento 

 Não induzem a produção de anticorpos em crianças com menos de 2 anos, 

pois o sistema imunológico encontra-se em processo de maturação 

As cápsulas polissacarídicas bacterianas ativam diretamente as células B, 

induzindo a síntese de anticorpos independentemente das células T. Assim, também 

induzem baixa afinidade com os anticorpos predominantemente IgM; logo, não induzem 

resposta imunológica e produção de anticorpos específicos, necessitando de revacinação 

periódica.  

Outro fator de virulência que pode estar associado à cápsula polissacarídica 

(CPS) é a presença de ácido siálico, localizado ao redor da membrana celular, que 

permite que o microrganismo invada o organismo do hospedeiro sem que seja percebido 

pelo sistema imunológico (ARPINI, 2011). O ácido siálico, também conhecido como N-

acetil-neuramínico, é encontrado de forma abundante no organismo de vertebrados, 

principalmente nas regiões terminais de unidades de carboidratos em glicoproteínas e 

glicolipídeos, estando diretamente envolvido em vários processos fisiológicos e 

patológicos, incluindo aqueles de promoção da aderência do microrganismo às 

superfícies epiteliais, além de inibir a fagocitose pelos macrófagos e neutrófilos. O ácido 

siálico é um fator essencial para a patogenicidade, pois impede a deposição do 

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

 

2.4 Estrutura conformacional e metabolismo da cápsula polissacarídica bacteriana do 

Streptococcus agalactiae 

Polissacarídeos são cadeias poliméricas constituídas por longas cadeias de 

unidades de monossacarídeos unidos por ligações glicosídicas e moléculas de hidratos de 

carbono. A cadeia de polissacarídeos é bastante heterogênea e possui enorme diversidade 

estrutural, contendo modificações da unidade de repetição. Os polissacarídeos capsulares 

são solúveis em água e têm 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 

monossacarídeos.  

Os polissacarídeos da superfície celular desempenham diversos papéis, dentre os 

quais servir como uma barreira entre a parede celular e o ambiente, assim como mediar as 

interações hospedeiro-patógeno. A membrana externa das bactérias atua como uma 

barreira seletiva, constituída de fosfolipídeos, proteínas e lipopolissacarídeos. A presença 

de polissacarídeos localizados na membrana externa constitui fator importante na evasão 

dessas bactérias à ação de células fagocitárias e ao sistema complemento durante uma 

infecção. A membrana externa também é uma barreira protetiva contra antibióticos, 

detergentes e enzimas digestivas (ALBANI, 2008). 

Várias espécies de streptococcus produzem polissacarídeos (ISAAC, 1979), sob 

a forma de cápsulas exopolissacarídicas, segregados ou associados, que podem ocorrer na 

forma tanto exocelular (como uma cápsula envolvente e associadas a bactérias) quanto na 

extracelular (como um “muco” disperso livremente no fluido de cultura).  

Embora as propriedades biológicas e as estruturas de unidade de repetição de 

polissacarídeos de síntese sejam diversas, a análise da sequência dos genes necessários 

para a sua produção revelou grau de conservação entre os cinco principais genes 

encontrados no aglomerado de genes da cápsula, de cada um dos vários streptococcus 

produtores de polissacarídeos. A partir desta identificação, ficou evidente a importância 

de se estudar e entender melhor a conformação química da cápsula. 

 

Conformação da cápsula polissacarídica 

A cápsula polissacarídica tem uma sequência específica, entre 2 e 8 resíduos de 

sacarídeos repetidos com ligação covalente. A especificidade da sequência de repetição 

covalente dá origem a propriedades antigênicas específicas, utilizadas para classificar este 

grupo de polissacarídeos. A natureza polar permite que o polissacarídeo contenha grande 

quantidade de água, formando uma matriz semelhante a gel na superfície da parede 

celular bacteriana, que proporciona proteção contra danos físicos e atua como uma 

barreira para controlar as ações química e biológica. 

O polissacarídeo capsular de um Streptococcus agalactiae tipo Ia, do grupo B, é 

um polímero de elevado peso molecular, composto de pentassacarídeos com unidades de 

repetição: 4) - [α-D-NeupNAc- (23) -β-D-Galp (14)-β-D-GlcpNAc- (13)]-βD-

Galp(14)-β-D-Glcp-(1. Os produtos de genes que levam à produção de cápsula 

polissacarídica (CP) de S. agalactiae tipo Ia são homólogos às proteínas envolvidas na 
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síntese de cápsula polissacarídica (CP) de S. agalactiae tipo III e S. pneumoniae sorotipo 

14 (YAMAMOTO et al., 1999). 

 

Figura 1 Subunidades estruturais de Streptococcus agalactiae tipos Ia e III e Streptococcus 

pneumoniae sorotipo 14. Glc, glicose, galactose; GlcNAc, N-acetil-glicosamina; NeuNAc, ácido 

N-acetil-neuramínico. Os produtos de genes que levam à produção de cápsula polissacarídica 

(CP) de S. agalactiae tipo Ia são homólogos às proteínas envolvidas na síntese de cápsula 

polissacarídica (CP) de S. agalactiae tipo III e S. pneumoniae sorotipo 14 (Fonte: YAMAMOTO 

et al., 1999). 

 

 

 

Bactérias encapsuladas são frequentemente associadas a doenças graves em 

humanos e animais. Os polissacarídeos capsulares de bactérias patogênicas conferem 

resistência à opsonofagocitose (YAMAMOTO et al., 1999). Embora as estirpes de 

Streptococcus pneumoniae tenham CP divergentes, a estrutura unitária do tipo S. 

agalactiae Ia é semelhante às da CP de S. pneumoniae do sorotipo 14 e do S. agalactiae 

tipo III, de acordo com Yamamoto e colaboradores (1999). S. agalactiae tipo III contém 

as mesmas unidades de açúcar através de uma ligação polimerizada.  
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Marchessault e colaboradores (1979), a partir dos estudos de difração de raios X, 

identificaram que o polissacarídeo do Streptococcus pneumoniae tipo II tem conformação 

cristalina com a composição: poli[(13)-β-D-GlcpA-(14)-β-D-Glcp], possivelmente a 

conformação é helicoidal.  

Isaac et al. (1979), por meio de estudos de difração de raios X, identificaram que 

as bactérias produzem enorme variedade de estruturas polissacarídicas complexas, com 

uma sequência de repetição covalente específica contendo de dois a oito resíduos de 

sacarídeos. Esta especificidade da sequência de repetição covalente dá origem a 

propriedades antigênicas específicas utilizadas para classificar este grupo de 

polissacarídeos. Através de técnicas de caracterização, tem-se determinado a composição 

química e, em alguns casos, as geometrias linkages e a sequência de ligação desses 

polissacarídeos.  

Para Yamamoto et al. (1999), o polissacarídeo capsular de tipo específico (CP) 

de um Streptococcus do grupo B, Streptococcus agalactiae tipo Ia, é um polímero de 

elevado peso molecular, sendo composto do pentassacarídeo com unidade de repetição 4) 

- [α-d-NeupNAc- (2 → 3) - β-d-Gal P (1 → 4) -β-d-GlcpNAc- (1 → 3)] - P-d-Gal P (1 → 

4) -β-d-Glcp(1).  

Para Baker e colaboradores (2000), cerca de 40% das doenças invasivas 

relacionadas aos estreptococos isolados do grupo B (GBS) são causadas por 

polissacarídeo capsular (CP) tipo Ia ou Ib. Estudos de vacinas conjugadas com estes dois 

sorotipos e uma proteína de toxóide tetânico (TT) para maior imunogenicidade já foram 

realizados em coelhos. Os resultados mostraram-se positivos; foram realizados quatro 

ensaios randomizados para receber Ia ou Ib-TT conjugado (intervalo de dose, 3,75-63 µg 

do componente CPS), desacoplado Ia ou Ib CPS ou soro fisiológico. Todas as vacinas 

foram bem toleradas. As concentrações específicas do CPS soro IgG atingiram o pico de 

4-8 semanas após a vacinação e foram significativamente maiores nos receptores de 

conjugado do que de CPS desacoplado. As respostas imunes aos conjugados foram dose-

dependentes e correlacionadas à opsonofagocitose in vitro. Os resultados mostraram que 

existe viabilidade na inclusão de Ia e Ib-TT conjugados na formulação de uma vacina 

GBS multivalente.  

As propriedades biológicas de polissacarídeos estão relacionadas com a sua 

composição e estrutura. Muitos fatores, como tipos de açúcar, de ligação, peso molecular 

ou teor de sulfato de biopolímero, exercem influência sobre a relação entre estrutura e 

função (GÓMEZ-ORDÓÑEZ et al., 2012). Assim, o estudo de difração de raios X e sua 
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análise sobre a composição é importante para planejar o melhor método para conjugação 

com uma proteína. 

 

Metabolismo bacteriano e produção de cápsula polissacarídica 

O metabolismo bacteriano é uma rede muito complexa de reações químicas. A 

partir da glicose, os microrganismos obtêm os treze compostos orgânicos intermediários 

principais (figura 2) que servem de precursores para a síntese de todos os outros 

constituintes celulares, ainda que por vias diferentes. Em princípio, o meio de cultura que 

contém glicose converte-se em glicose 6-fostato e, através de rotas metabólicas 

glicolítica, pentoses e ramos oxidativo/redutor, o microrganismo consegue produzir os 

metabólitos essenciais para a formação de blocos de construção, macromoléculas e 

estruturas. 

 

Figura 2 Treze metabólitos precursores essenciais para a formação de blocos de construção, 

macromoléculas e estruturas. Fonte: Schaechter et al. (2002). 

 

 

A virulência do GBS é complexa e multifatorial e vários determinantes de 

virulência estão envolvidos na adesão e na invasão de células hospedeiras, bem como na 
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evasão do sistema imunológico. A cápsula polissacarídica do GBS tem diferenças 

químicas e antigênicas que permitem a subdivisão desta espécie nos dez sorotipos 

existentes (DUTRA, 2014).  

Objetivando-se aumentar a produção da cápsula polissacarídica e entender como 

os intermediários nutricionais poderiam influenciar nas rotas metabólicas e suas vias 

convergentes e divergentes na construção de macromoléculas, utilizou-se o Banco de 

Dados Kegg. KEGG (Kyoto Enciclopédia de Genes e Genomes) – uma base de dados 

livre que integra informação funcional genômica, química e sistêmica, capturando e 

organizando o conhecimento experimental nos mapas metabólicos.  

 

2.5 Manifestações clínicas da infecção por Streptococcus agalactiae  

Um dos fatores determinantes para a infecção neonatal precoce pelo 

Streptococcus agalactiae é a presença infecciosa desse microrganismo no trato genital 

materno no momento do nascimento. O aparelho urinário também é um importante sítio 

de infecção por essa bactéria, especialmente durante a gravidez, quando usualmente se 

manifesta como bacteriúria assintomática. Estudos já demonstraram que não existe 

diferença em relação à frequência da colonização quando se comparam mulheres durante 

as várias fases da gestação e as não gestantes (MERCER e BRIGGS, 1996). 

Aproximadamente 10-30% das mulheres gestantes são colonizadas de maneira 

patógena por grupo B streptococcus (GBS) na vagina ou no reto (GANOR-PAZ et al. 

2015). Como exemplo, estudos mostram que a taxa de colonização por GBS em gestantes 

na ilha de Cuba é de 27,5% (ALVAREZ CRUZ et al., 2014).  

O risco para o recém-nascido adquirir infecção através da transmissão vertical 

está diretamente relacionado ao número absoluto de microrganismos presentes no canal 

de parto por ocasião do nascimento e à ausência de anticorpos específicos contra o 

polissacarídeo capsular do Streptococcus agalactiae, os quais são transferidos da mãe 

para o recém-nascido nas últimas 10 semanas de gestação (COSTA, 2011; MOROZUMI 

et al., 2015). 

Dessa maneira, o recém-nascido de mãe colonizada, principalmente o pré-termo, 

é mais suscetível (10 a 15 vezes mais) a desenvolver a doença 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 infecção neonatal apresenta-se sob duas formas: precoce e tardia. Quando o 

GBS se apresenta na forma de infecção precoce, ela ocorre nos primeiros sete dias de 
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vida, sendo a transmissão por via ascendente (vertical), durante o parto ou o nascimento, 

decorrente da contaminação do neonato por patógenos do canal do parto. Na 

contaminação secundária, ocorre a transmissão via transplacentária da bactéria materna 

para o recém-nascido. Frequentemente, a infecção evolui para bacteremia, sepse, 

meningite e pneumonia no neonato (SCASSO et al., 2015). Os sintomas surgem, na 

maioria das vezes, algumas horas após o nascimento, com desconforto respiratório 

(presente em 35-55% dos pacientes), quadro clínico semelhante à doença pulmonar de 

membrana hialina e sinais clínicos de sepse em 25-40% dos casos, com evolução rápida 

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 evolução para o óbito 

ocorre comumente no segundo dia de vida.  

A forma de infecção tardia afeta os recém-nascidos de sete dias até doze 

semanas de idade e sua transmissão pode ser horizontal ou nosocomial. A ocorrência na 

forma vertical é rara. Na maioria dos casos, a sepse de início tardio é decorrente de 

infecção 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 há evidências de que ele pode 

penetrar na cavidade amniótica através da placenta e causar infecções fulminantes no 

feto. O Streptococcus pode sobreviver por até 48 horas no interior dos macrófagos e, 

além disso, a eficiência da fagocitose na ausência de anticorpos anticapsulares e de 

complemento é muito reduzida. O recrutamento de neutrófilos para o local da infecção é 

prejudicado pela inativação do componente do sistema complemento pela peptidase de 

C5a. A septicemia se estabelece quando a bactéria, disseminada pela corrente 

circulatória, alcança e se prolifera em diferentes tecidos (meninges, ossos e articulações). 

A liberação das substâncias pró-inflamatórias pela bactéria é responsável pelo início do 

choque tóxico (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).  

Ela também pode causar infecção na gestante (15%), o que ocasiona várias 

complicações, como corioamnionite, endometrite, infecção do trato urinário e de sítio 

cirúrgico (MERCER e BRIGGS, 1996).  

Outro problema grave que pode ocorrer é o comprometimento da evolução da 

gestação e do feto, provocando aborto, morte fetal intrauterina, corioamnionite e ruptura 

de membrana coriônica, levando a parto prematuro, assim como induzindo significativo 

aumento de recém-nascidos com baixo peso e com infecções no período pós-parto, como 
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pneumonia, infecções cutâneas, ósseas ou articulares e meningite, o que pode causar 

retardo mental, além de perda de visão e audição nas crianças sobreviventes (CAIAFFA 

FILHO et al., 1986). 

A seguir, na Tabela 1, demonstra-se o número de óbitos de neonatos por 

ocorrência de afecções originadas no período perinatal. 

 

Tabela 1 Óbitos por ocorrência por Capítulo CID-10, segundo Região/Unidade da Federação, 

Capítulo CID-10: XVI. Algumas afecções originadas no período perinatal, faixa etária 1: 0 a 6 

dias. Período: 2014 e 2016 (Fonte: MS/SVS/CGIAE – MINISTÉRIO DA SAÚDE, Brasil; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE. Datasus. 2014 e 2016) 

Região/Unidade Federação 

TOTAL  

CAP XVI (2014) 

Total 16.033  

CAP XVI (2016) 

Total 14.903 

Região Norte  2.003  1.995 

Rondônia   143  140 

Acre  90 57 

Amazonas  508  501 

Roraima  61 62 

Pará   944  991 

Amapá  129  116 

Tocantins  128  127 

   

Região Nordeste 5.547 5.037 

Maranhão 822 724 

Piauí  372 354 

Ceará 688 659 

Rio Grande do Norte  304 239 

Paraíba 332 282 

Pernambuco  882 797 

Alagoas 347 277 

Sergipe 243 217 

Bahia  1.557 1.488 

   

Região Sudeste  5.509  5.090 

Minas Gerais  1.278  1.205 

Espírito Santo 259 238 

Rio de Janeiro 1.201 1.111 
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São Paulo 2.771 2.536 

   

Região Sul 1.657  1.517 

Paraná 719 624 

Santa Catarina 364 339 

Rio Grande do Sul  574 554 

   

Região Centro-Oeste 1.317  1.264 

Mato Grosso do Sul 214  195 

Mato Grosso 291 297 

Goiás  468 473 

Distrito Federal  344 299 

 

Pode-se identificar que a região Nordeste e a região Sudeste possuem o maior 

número de ocorrências registradas de internações de neonato por infecção no período 

perinatal, que corresponde a 0-6 dias. Nesta análise, o CID10 não identifica a causa da 

infecção.  

 

Figura 3 Gráfico de pizza com o total de ocorrências de óbitos por ocorrência por Região 

segundo Capítulo CID-10: XVI. Algumas afecções originadas no período perinatal Faixa etária 1: 

0 a 6 dias Período: 2016 
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A seguir, na Tabela 2, vemos os dados dos SUS referentes aos óbitos por 

ocorrência do Capítulo CID-10, por septicemia bacteriana, do recém-nascido na faixa 

etária 1, de 0 a 6 dias, segundo Região/Unidade da Federação, no período de 2014. 

 

Tabela 2 Óbitos por ocorrência por Capítulo CID-10, segundo Região/Unidade da Federação. 

Lista Mortalidade CID-10: Septicemia bacteriana do recém-nascido P36 Faixa etária 1: 0 a 6 dias. 

Período: 2014 e 2016 Total. (Fonte: MS/SVS/CGIAE – MINISTÉRIO DA SAÚDE, Brasil; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE. Datasus. 2014 e 2016). 

Região/Unidade da 

Federação  

Cap XVI (2014) P36 

  

Cap XVI (2016) P36 

 

TOTAL   1.563 1.459 

Região Norte  201 198 

Rondônia  24 27 

Acre  11 10 

Amazonas  46 30 

Roraima 8 5 

Pará 86 95 

Amapá 16  22 

Tocantins  10 9 

   

Região Nordeste  540  457 

Maranhão  58 73 

Piauí  12 17 

Ceará  87 80 

Rio Grande do Norte 49 24 

Paraíba 39 34 

Pernambuco  92 73 

Alagoas 70 45 

Sergipe 19 22 

Bahia  114 89 

   

Região Sudeste 595 597 

Minas Gerais 135 144 

Espírito Santo  23 20 

Rio de Janeiro 151 152 

São Paulo 286 281 
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Região Sul  117 94 

Paraná  40 23 

Santa Catarina  24 27 

Rio Grande do Sul 53 44 

   

Região Centro-Oeste  110 113 

Mato Grosso do Sul 14  19 

Mato Grosso  29 37 

Goiás  44 36 

Distrito Federal  23 21 

    

Pode-se identificar que as regiões Nordeste e Sudeste possuem o maior número de 

ocorrências registradas de óbitos de neonato por septicemia bacteriana, no período 

perinatal que corresponde a 0-6 dias após o nascimento, correspondendo a 72,24% de 

todos os casos. Grande parte destas infecções corresponde à contaminação por GBS. 

Para melhor visualização dos valores, segue figura 4 em forma de gráfico de 

pizza. 

   

Figura 4 Óbitos infantis - Brasil Óbitos por Ocorrência por Região/Unidade da Federação e 

Região Capítulo CID-10: XVI. Algumas afecções originadas no período perinatal Categoria CID-

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

 

Na tabela 3, somamos o total de mortes de recém-nascidos por infecções 

bacterianas e sepsemia, referente o ano 2016. Morreram 16.362 bebês (correspondendo a 

0,57% do total de nascimento no Brasil) com maior incidência na região Norte do Brasil. 

13,57% 

31,32% 

40,92% 

6,44% 
7,75% 

Porcentagem 

Região Norte

Região Nordeste

Região Sudeste

Região Sul

Região Centro-Oeste
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Conclui-se que, atualmente, mesmo com os métodos profiláticos existentes, o 

número de recém-nascidos infectados e mortos é alto. Além dos custos econômicos, 

facilmente calculáveis, como uso de antibióticos e internação hospitalar, há os custos 

emocionais e psicológicos das famílias, impossíveis de se mensurar. 

 

Tabela 3 Total de mortes de recém-nascido no ano de 2016, por infecções originadas no período 

perinatal, incluindo sepsemia e infecções bacterianas. 

Região 

Óbitos de 
recém-
nascidos em 
2016 por 
infecção 
bacteriana 

Óbito por 
região/Total   

População 
Total por 
Região 

Óbito/População 
total 

Total de 
Registro de 
nascidos 
vivos 
2016/2017 

Região Norte  2.193 13,40% 12.342.627 0,0178% 288.946 
Região 
Nordeste 5.494 33,58% 46.995.094 0,0117% 799.166 
Região 
Sudeste  5.687 34,76% 70.190.565 0,0081% 1.145.937 

Região Sul 1.611 9,85% 24.546.983 0,0066% 397.466 
Região 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 
infecção 
bacteriana  

    
0,57% 

 

Logo, vê-se a importância de se desenvolverem terapias preventivas de 

imunização e de se evitarem, assim, os diversos problemas diretos e indiretos descritos 

(MOROZUMI et al., 2015). 

 

2.7 Prevenção atual contra o Streptococcus agalactiae 

Atualmente, existem duas estratégias utilizadas no Brasil para a prevenção do 

Streptococcus agalactiae (COSTA, 2011): (1) antissepsia do canal de parto com 

gluconato de clorexedina e (2) antibiótico profilaxia intraparto (AIP).  

No entanto, ambas as estratégias apresentam riscos para o recém-nascido e para 

a mãe, sendo então a imunização preventiva uma alternativa positiva para evitar a 

contaminação dos neonatos e as possíveis consequências. 

A Secretaria de Saúde do Estado de São Paulo já tem regulamentação para 

identificação e prevenção neonatal do GBS. O Protocolo Clínico e Diretrizes 

Terapêuticas (PCDT) está disponível para consulta no site do Ministério da Saúde e faz 

parte do protocolo obrigatório a ser seguido pelos médicos durante a gestação. O método 
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de rastreamento é baseado na cultura de secreções vaginal e retal colhidas por swab, entre 

a 35.ª e a 37.ª semanas de gestação para todas as gestantes.  

Como estratégia para prevenção, faz-se a antissepsia do canal de parto, 

utilizando-se o gluconato de clorexidina 0,2% como antisséptico na prática hospitalar, 

tendo excelente ação sobre germes gram-positivos, boa ação residual e baixa toxicidade. 

O uso de irrigação vaginal com clorexidina, no início do trabalho de parto e a cada 6 

horas, é benéfico na diminuição da colonização do Streptococcus agalactiae, tratando-se 

de uma medida prática, simples e de baixo custo, podendo ser usada ou considerada como 

coadjuvante da AIP.  

Contudo, a prática da antissepsia do canal do parto possui algumas 

desvantagens. Quando associada a um sabonete, por exemplo, pode causar toxicidade 

local e alteração na flora normal da pele, de modo que haja maior predisposição à 

colonização por bactérias gram-negativas; além disso, o contato de soluções com altas 

concentrações de clorexidina com os olhos e tecidos sensíveis pode causar irritação.  Há 

registros, na literatura especializada, de recém-nascido que desenvolveram cianose e 

bradicardia. A clorexidina pode causar alergias e irritações no local onde for aplicada. A 

concentração correta também é um fator essencial para que seja considerada segura para 

aplicação 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 é uma estratégia de contenção da infecção e não é 

considerada efetiva na eliminação dos microrganismos. 

A antibioticoprofilaxia intraparto (AIP) é a administração de antibiótico logo 

após o início do trabalho de parto ou da ruptura da bolsa fetal, sendo necessárias pelo 

menos duas doses de antibióticos com intervalo de 4 horas, antes da resolução 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 incidência de GBS neonatal de início precoce (EOD, definido como doença 

com aproximadamente <7 dias de idade), mas não tem impacto na infecção por GBS de 

início tardio (LOD, 7-90 dias de idade) e apenas impacto limitado sobre a doença em 

mulheres grávidas (HEATH, 2016). 

Estudos mostraram que o tratamento com antibióticos durante o pré-natal não 

previne a infecção neonatal e grande parte das gestantes tratadas apresentava-se 

recolonizada no momento do parto. Portanto, não 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, após, 2.500.000 U a cada 4 horas, até o nascimento) ou ampicilina (2 g 

inicialmente e, após, 1 g a cada 4 horas até o nascimento). Se a gestante é alérgica à 

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, são 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 antibióticos citados.  

A eficácia dessa profilaxia, realizada no período intraparto, é estimada em torno 

de 25% a 30% dos casos, reduzindo a mortalidade em 10%. A utilização de 

antimicrobianos antes do trabalho de parto ou da ruptura prematura das membranas 

ovulares não se mostrou eficaz. A colonização materna pode ser reduzida por esse 

método, mas a chance de recidiva mostrou-se elevada. A única exceção para iniciar o 

tratamento durante a gestação é a existência de infecção urinária por GBS (SUS, 2010). 

A quimioprofilaxia ainda é o melhor tratamento existente no combate ao 

Streptococcus agalactiae. O uso adequado de antimicrobiano no momento intraparto ou 

no período de latência do trabalho de parto prematuro é um fator primordial para que seja 

mais efetivo.  

Como desvantagens na aplicação da AIP, deve-se observar que o uso 

eventualmente abusivo de antibióticos, principalmente em recém-nascidos, causa o 

aumento de resistência frente aos antimicrobianos. O uso dos antibióticos também possui 

outras desvantagens, como exposição do neonato à toxicidade desses agentes, cujas 

consequências podem ser: 

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

 gentamicina/amicacina: ototoxicidade, nefrotoxicidade, bloqueio 

neuromuscular em infusões rápidas 

 cefotaxima: eosinofilia, neutropenia 

Além dos fatos anteriormente descritos, de acordo com Mathew (2004), os 

antibióticos podem causar também três potenciais problemas na microbiota dos lactentes:  

1º. modificar a flora e alterar os mecanismos de defesa do intestino – e isso pode 

resultar em diarreia e má absorção de nutrientes;  

2º. aumentar a toxicidade pelo número excessivo de doses administradas, visto 

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

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

A alteração de sua integridade pelo uso de antibióticos propicia maior 

predisposição a infecções diversas e diminuição da atividade do sistema 

imunológico. 

Outro fator restritivo é a importância cada vez maior de uso racional dos 

antibióticos, pois o contrário, ou seja, o uso incorreto deles, tem colaborado para a 

ocorrência de resistência bacteriana e o aumento da capacidade adaptativa desses 

microrganismos às diversas classes farmacológicas, dificultando o tratamento (DUTRA 

et al., 2014; MALEK-JAFARIAN et al., 2015; ADAMS et al., 2015). As situações mais 

comuns de uso incorreto dos antibióticos são ocorrência de febre, dor de garganta e 

diarreia. Estas manifestações clínicas, geralmente, resultam de infecções virais e os 

antibióticos não atuam na erradicação de vírus. O uso de antibióticos em infecções não 

bacterianas resulta somente na destruição de algumas bactérias sensíveis e, por outro 

lado, provoca uma seletiva proliferação de bactérias resistentes (AIZENSTEIN, 2017; 

EMANEINI et al., 2014; MALEK-JAFARIAN et al., 2015). 

Berardi e Ferrari (2015) levantam outras preocupações nos casos de 

administração de antibióticos e a duração inadequada (<4 horas) do AIP antes do parto, 

como, por exemplo: uma mulher com pontuação de Bishop <5 pode ser exposta 

desnecessariamente a várias doses de antibióticos até o parto, pois há evidências de que 

os níveis de bactericidas de antibióticos b-lactâmicos no sangue fetal são alcançados nos 

primeiros 3 minutos e que os níveis que excedem de 10 a 179 vezes a concentração 

inibidora mínima para o GBS persistem por até 2 horas. Os estudos fornecem também 

fortes evidências de ação rápida da ampicilina dentro do líquido amniótico, embora os 

estudos não forneçam evidência firme em relação ao tempo necessário para garantir a 

eficácia. 

Estudos de Ahmadzia e Heine (2014) levantam questões sobre o protocolo de 

AIP, pois algumas evidências sugerem que períodos 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 antibiótico. 

As concentrações de penicilina G foram medidas por meio de cromatografia líquida de 

alta eficiência. As amostras foram obtidas a partir do sangue do cordão umbilical, em 

todos os casos, e de líquido amniótico 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 após 2 horas. 

Após 4 horas, apenas 5 (12%) mantiveram-se positivas para GBS. A concentração de 

penicilina G no sangue e no fluido amniótico estava acima da concentração inibitória 

mínima (0,12 ug/ml) em todos os casos. Os autores concluíram que: quatro horas de AIP 

foram suficientes para reduzir o número de mulheres com culturas positivas para GBS e 

atingir a eficácia global deste tratamento. Para os autores, a profilaxia com antibióticos 

parece ser eficaz em curtos períodos. Estes novos estudos divergem dos atuais PCDT 

(Protocolos Clínicos e Diretrizes Terapêuticas) adotados no Brasil, nos quais as doses de 

antibióticos (no mínimo duas doses) são 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 diminuídas com o uso de uma vacina preventiva (AHMADZIA; HEINE 

2014; LIÉBANA-MARTOS et al., 2015). Para Costa (2011), as duas estratégias 

atualmente utilizadas, no Brasil, são consideradas paliativas e pouco eficientes na 

contenção da infecção.  

 

2.8 Sistema imunológico  

Propriedades Gerais 

A função do sistema imunológico é defender os seres vivos contra agentes 

infecciosos e protegê-los de uma diversidade de elementos estranhos (figura 5), como 

microrganismos patogênicos, vírus, toxinas e substâncias alergênicas (ABBAS et al., 

2015). Qualquer substância capaz de induzir uma resposta imunológica nos seres 

humanos ou em outros animais é denominada imunógeno.  
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Figura 5 Detalhamento da função do sistema imunológico como sistema de defesa contra agentes 

infecciosos.  

 

O sistema imunológico de um indivíduo começa a se formar na fase intrauterina, 

quando recebe anticorpos da mãe, via placenta. Após o nascimento, o leite materno passa 

a ser a principal fonte de anticorpos da criança, até que ela consiga produzir seus próprios 

anticorpos em resposta ao contato com agentes infecciosos ou à administração 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 imunológicas naturais, diferenciação da imunidade inata e adaptativa 

(Turvey e Broide, 2010). 

 

IMUNIDADE 

• CAPACIDADE DO ORGANISMO DE RECONHECER SUBSTÂNCIAS QUE “CONSIDERA” ESTRANHA 

RECONHECIMENTO 

METABOLIZAÇÃO 

NEUTRALIZAÇÃO 

ELIMINAÇÃO 

DEFESA DO ORGANISMO 



44 
 

A exposição do sistema imune a antígenos estranhos leva a ativação de uma 

resposta imunológica que varia quantitativamente e qualitativamente. Alguns fatores 

influenciam na resposta: os antígenos quimicamente diferentes estimulam diferentes tipos 

de respostas imunes; a quantidade de antígeno a qual um indivíduo se expõe influencia a 

potência da resposta imune gerada; a rota de entrada pode induzir irresponsividade 

específica; o número de células acessórias, como macrófagos, linfócitos B e as células 

dendríticas, é essencial para a indução de respostas imunes dependentes dos linfócitos T e 

sua ausência leva a respostas deficientes. O perfil de linfócitos antígeno-específicos 

estimulados pela imunização varia de acordo com o antígeno: viral, bacteriano 

extracelular e intracelular (ABBAS et al., 2015). 

Para se estudar os tipos de resposta imunológica, subdivide-se em: primária e 

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

 

Tabela 5 Classificação dos tipos de resposta imunológica. 

 

 

Resposta Primária: é a resposta imunológica que ocorre quando o organismo 

entra em contato pela primeira vez com o antígeno; ativação do sistema macrofágico; 

ativação do sistema linfoide (formação de células de memória T e células B); e formação 

de imunoglobulinas IgM. 

Resposta Secundária: é a resposta imunológica em que já houve contato prévio 

com o antígeno; ativação do sistema macrofágico; ativação do sistema linfoide (já 
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presentes células de memória T e células B IgG); resposta mais rápida e mais intensa 

(proposta das vacinas). 

A imunidade ativa é também subdividida em natural ou artificial, sendo natural a 

adquirida a partir do contato com um patógeno e a artificial pela vacinação. A vacina gera 

memória imunológica, a qual é traduzida por proteção de longa duração. A imunidade 

passiva também pode ser natural ou artificial, sendo a natural obtida pelo aleitamento 

materno (anticorpos transplacentários IgG e anticorpos no colostro IgA). 

A imunidade passiva é artificial, obtida pela transferência ao indivíduo de 

anticorpos produzidos por um animal ou outro ser humano imune (aplicação de 

imunoglobulina). Esse tipo de imunidade produz rápida e eficiente proteção, que, 

contudo, é temporária, durando em média poucas semanas ou meses; exemplo: 

antitoxinas, gamaglobulinas humana, no caso de endemias de sarampo, e hepatite A para 

populações com deficiência de IgG.  

Imunidade Inata: tem como principal função controlar as infecções, de maneira 

inespecífica, antes que a imunidade adquirida se desenvolva, ou seja, refere-se a qualquer 

resistência naturalmente presente quando um patógeno se apresenta pela primeira vez; 

não requer nenhuma exposição anterior e não se modifica significativamente por meio de 

exposições repetidas ao patógeno durante a vida do indivíduo. Os agentes atuantes da 

imunidade natural, inata são: células fagocitárias, células “natural killers” e o sistema 

complemento. 

Imunidade adaptativa (específica): a principal função do sistema imunológico 

adaptativo é prevenir ou limitar a infecção causada por microrganismos, sendo que essa 

ação é dada a partir de dois ramos, os mediados por células imunes e por anticorpos. 

Imunidade por células consiste principalmente nos linfócitos T (auxiliares e citotóxicos), 

enquanto o mediado por anticorpos (resposta imune humoral) consiste em 

desenvolvimento dos linfócitos B e das células plasmáticas. Caracterizada por 

especificidade e memória. 

Imunidade humoral – mediada pelos linfócitos B com secreção de anticorpos 

para o reconhecimento específico e eliminação dos antígenos. O sistema humoral tem 

capacidade de responder a diferentes tipos de antígenos, produzindo classes de anticorpos 

diversos. 

Imunidade celular – mediada por linfócitos T para ativação do macrófago ou lise 

da célula infectada.  
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A eliminação de antígenos, mediada por anticorpos, envolve mecanismos 

efetores que requerem a participação de vários componentes humorais e celulares. As 

respostas imunes humorais e celulares contra os antígenos devem possuir características 

fundamentais: especificidade para antígenos distintos, diversidade de reconhecimento e 

memória para exposição ao antígeno, autorregulação e capacidade de discriminar entre 

antígenos próprios e não próprios (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 sanguínea e (2) 

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

 

Figura 6 Produção de células do sistema imune 

 

 

Os linfócitos estão divididos em dois subtipos, linfócitos B e linfócitos T, 

presentes no sangue numa relação aproximada de 1:5. Apresentam funções distintas; os 

linfócitos B têm como papel principal o reconhecimento dos antígenos e são produtores 

de anticorpos (ABBAS et al., 2015). Os linfócitos T são os responsáveis por reconhecer o 

“próprio” e o “não próprio” (tecidos estranhos e agentes infecciosos), não são capazes de 
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produzir anticorpos por si mesmo, embora deem importante contribuição à função dos 

linfócitos B. 

 

Imunidade contra bactérias extracelulares 

A interação do sistema imune com microrganismos infecciosos é uma interação 

dinâmica (ABBAS et al., 2015), sendo que o sistema imunológico é um sistema sensorial 

baseado em estímulos internos e externos (BRODIN e DAVIS, 2017). Semelhantemente 

a outros sistemas sensoriais, as células do sistema imunológico devem adaptar-se às 

entradas recebidas para manter sua capacidade de resposta às mudanças relativas e não 

absolutas. Assim, mudanças adaptativas induzidas por influências ambientais são 

importantes na modelagem da composição e da função do sistema imunológico de um 

indivíduo. Para Brodin e Davis (2017), o sistema imunológico humano varia em 

consequência de influências hereditárias e não hereditárias (como infecções e vacinas), 

mas a maior parte dessa variação é explicada pela influência dos micróbios simbióticos e 

patogênicos.  

A microbiota composta de muitos microrganismos tem papel importante na 

formação do sistema imunológico humano. Exposições a diferentes cepas de bactérias 

portadoras de diferentes versões de endotoxina podem exercer diferentes influências no 

desenvolvimento do sistema imunológico, o que poderia explicar algumas das diferenças 

marcantes na incidência de doenças imunomediadas observadas entre diferentes 

populações. Além do efeito da endotoxina (componentes das paredes celulares 

bacterianas) e das exotoxinas (ativamente secretadas pelas bactérias) como responsáveis 

por grande número de infecções, a disbiose microbiana (definida como um desequilíbrio 

entre espécies específicas no microbioma colonizador) tem sido associada ao aumento do 

risco de asma e outras doenças, sugerindo uma perturbação do sistema imunológico 

(ABBAS et al., 2015). 

Bactérias gram-positivas apresentam parede celular espessa, não sendo sujeitas a 

lise direta pelo sistema complemento. Para Bricks (1994), a proteção contra estreptococos 

gram-positivos pode ser conferida pela produção de anticorpos sorotipos específicos 

contra a cápsula, que agem como opsoninas, aumentando a lise celular pela via clássica 

do complemento, levando à morte da bactéria.  

O GBS é uma bactéria extracelular, capaz de se replicar fora das células do 

hospedeiro, como na circulação, nos tecidos conjuntivos e em vários espaços teciduais, 

como sistema gastrointestinais. A infecção por GBS causa doenças por dois mecanismos 



48 
 

principais: (1) indução de reação inflamatória, que destrói tecido no local da infecção, e 

(2) produção de toxinas, como as endotoxinas, componentes das paredes celulares 

bacterianas, e exotoxinas, ativamente secretadas pelas bactérias. Um dos componentes 

mais imunogênicos das paredes celulares são os polissacarídeos. A imunidade humoral é 

a principal resposta imune-específica protetora contra bactérias extracelulares. A 

principal resposta dos linfócitos T às bactérias extracelulares consiste de linfócitos T 

CD4+ reativos a antígenos proteicos em associação a moléculas da classe II do complexo 

de histocompatibilidade principal (MHC). 

Para o desenvolvimento de uma vacina, faz-se necessário identificar e isolar o 

patógeno associado a uma doença, para posteriormente avaliar sua parte específica que 

induz uma resposta imune. Como todo patógeno é diferente, estudos sobre os tipos de 

resposta imunológica são necessários, por exemplo: quais os componentes imunogênicos, 

fazer uma avaliação de riscos, tipo de imunidade e outros fatores que promovem a 

resposta imune no corpo, pois o processo de desenvolvimento deve ser específico para 

cada necessidade (tabela 6).  

 

Tabela 6 Diferenças entre vários tipos de vacinas (GSK vacinas)  

Característica Vacina não viva, 

polissacarídica. 
Vacina não viva, proteica ou 

glicoconjugada. 
Vacina viral viva. 

Tipo de imunidade Timo-independente. Estimula a imunidade 

tímica, com produção de 
linfócitos CD4+. 

Estimula a imunidade 

tímica, com produção 
de linfócitos CD4+ e 

CD8+. 

Memória Não, ou mínima. Sim, mas necessita de 

reforços. 
Sim, imunidade por 

toda a vida. 

Número de doses Em geral, aplicam-se em 

dose única, pois a resposta 
imunológica não aumenta 

com a repetição. 

Várias doses e reforços. Em princípio, dose 

única. 

Riscos para 

imunodeprimidos 
Não Não Sim 

Possibilidade de 

reversão à 

virulência 

Não Não Sim 

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

O aparelho imunológico pode ser dividido em dois compartimentos: (1) o 

sistêmico, incluindo medula óssea, baço e gânglios linfáticos, e (2) de mucosa, que 

compreende o tecido linfoide associado às superfícies de mucosa e glândulas secretoras 

(STAATS et al., 1994). Cada compartimento está 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 sistêmico são principalmente do grupo das 

imunoglobulinas G (IgG), que têm como função principal neutralizar patógenos no 

sistema circulatório. Em contrapartida, os anticorpos na mucosa, com a função de impedir 

a entrada de patógenos no organismo, são, principalmente, as imunoglobulinas A 

secretoras (sIgA), são predominantes na saliva, na lágrima, no leite e em mucosas dos 

tratos gastrointestinal, respiratório e genitourinário (JÓNSDÓTTIR, 2007; MCCLUSKIE 

e DAVIS, 1999). O papel das sIgA nas mucosas tem sido identificado no processo 

inflamatório bem como na inibição da aderência bacteriana e, também, na neutralização 

de vírus, toxinas e enzimas. Essas ações locais podem servir para minimizar a entrada de 

microrganismos e de seus produtos no compartimento interno do hospedeiro, prevenindo 

a lesão de tecidos e órgãos internos (SANTAMARIA, 2011). 

As superfícies de mucosa estão constantemente expostas ao meio ambiente, 

sendo as principais portas de entrada de microrganismos (ÇUBURU et al., 2007). As 

mucosas recobrem os tratos urogenital, digestivo, óptico e respiratório e possuem 

barreiras físicas e químicas capazes de degradar e repelir grande parte dos patógenos 

(HOLMGREN e CZERKINSKY, 2005). Além dessas barreiras, as superfícies da mucosa 

são imunologicamente ativas: a defesa é reforçada pelas respostas inata e adaptativa, o 

que evita a colonização, a invasão pelos microrganismos nocivos e limita a propagação 

dos patógenos (BRANDTZAEG, 2007). 

Os antígenos são reconhecidos, nos locais indutores do sistema imune, ao 

entrarem em contato com as mucosas; são endocitados e apresentados às células B e T 

(linfócitos T e B) e, nos locais efetores, o anticorpo contra o antígeno-alvo é secretado 

(MCCLUSKIE e DAVIS, 1999). O antígeno ativa o sistema imunológico inato 

inicialmente, ou seja, o reconhecimento de características gerais de grupos de 

microrganismos. Posteriormente, a imunidade adaptativa ou adquirida é ativada, havendo 

o reconhecimento de características específicas do antígeno estranho. 
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Para Holmgren e Czerkinsky (2005), a imunização da mucosa nasal estimula 

resposta imunitária no trato respiratório e, também, pode dar origem à resposta imunitária 

na mucosa genital-vaginal (figura 7).  

 

Figura 7 A imunização da mucosa nasal estimula resposta imune no trato respiratório e, também, 

pode dar origem à forte resposta imunológica da mucosa genital-vaginal. Sombreamento indica 

força de resposta (Holmgren e Czerkinsky (2005).   

 

 

Para Wheeler e Sharif (1996) e Çuburu et al. (2007), as moléculas entregues via 

sublingual atravessam o epitélio escamoso, a membrana basal e a lâmina própria, em 

vários locais da boca, e, através das veias, são transportadas para a circulação sistêmica, 

induzindo resposta imune de mucosa e sistêmica. Diante dessas análises, a via sublingual 

mostra grande potencial para imunização. 

As possíveis vias de administração de mucosa apresentam inúmeras vantagens, 

como: possibilidade de neutralização dos patógenos na sua porta de entrada; menor 

exigência de qualificação de pessoas para administração da vacina; maior aceitação dos 

pacientes. Além disso, uma vez que não se trata de um método invasivo (VAN DER 

LUBBEN et al., 2001), possui maior facilidade e rapidez na administração, 

principalmente se for necessária vacinação em massa, bem como resulta em diminuição 

dos riscos de injúrias e de contaminação cruzada (PRATELLI et al., 2001). 

Vacinas de mucosa, que são aplicadas diretamente em superfícies com essa 

característica, resultam em melhor iniciação de resposta imune humoral e mediada por 
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células, quando em comparação com vacinas parenterais. Isso porque há direcionamento 

e indução de mecanismos imunológicos em locais específicos dos tecidos linfoides 

associados à mucosa (MALT), os quais são, então, capazes de induzir resposta imune 

tanto local quanto sistêmica (DIETRICH et al., 2003). Já as vacinas parenterais são, 

geralmente, adequadas para prevenir doenças sistêmicas causadas por patógenos 

invasivos, pois sua habilidade em induzir resposta na mucosa é bastante limitada (OIEN 

et al., 1994).  

Os pesquisadores Baker e colaboradores (2017) investigaram estratégias de 

imunização; seus resultados sustentam que a imunidade humoral induz uma menor 

colonização de GBS do trato genital feminino e a vacinação de mucosas poderia controlar 

a colonização patogênica. Os camundongos deficientes em células B ou aqueles que não 

possuem receptor Fc neonatal, que é um mediador do transporte de IgG para a mucosa 

vaginal, apresentam colonização vaginal prolongada por GBS em comparação com 

animais de tipo convencionais. A depuração induzida por vacinação com GBS foi 

específica do sorotipo, sugerindo um papel para os anticorpos anticápsulas na proteção.   

Baker e Kasper (1976) estudaram o papel do anticorpo materno na infecção 

estreptocócica neonatal do Grupo B com um ensaio de ligação ao antígeno radioativo 

empregando um antígeno de polissacarídeo purificado com determinantes do Tipo III do 

Grupo B. Os resultados sugerem que a transferência transplacentária de anticorpos 

maternos protege os bebês da infecção estreptocócica invasiva com cepas de Tipo III. 

Para Brandtzaeg (2010), a exclusão imunológica dos antígenos é realizada 

principalmente pela IgA secretora em cooperação com as defesas inatas; assim, os 

anticorpos do leite materno são direcionados contra agentes infecciosos e outros 

antígenos exógenos no ambiente da mãe, que são aqueles que podem ser encontrados 

pelo recém-nascido, representando a amamentação uma perfeita integração imunológica 

entre mãe e filho. 

Conclui-se que a imunização contra o Streptococcus agalactiae via vacina de 

mucosas é uma estratégia bastante promissora para indução de anticorpos soro-

específicos da cápsula polissacarídica desse microrganismo. Ela tem a vantagem de 

prevenir as formas precoce e tardia da doença, eliminando a necessidade de triagem 

através de culturas com 35-37 semanas de gestação para Streptococcus agalactiae e a 

quimioprofilaxia.  
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2.10 Vacinação de gestantes 

A vacinação em gestantes tem como principal intenção proteger a mãe contra 

doenças infecciosas e, também, o seu feto, com anticorpos maternos que serão 

transferidos através da placenta durante a segunda metade da gravidez. Além disso, mães 

vacinadas durante a gravidez são menos susceptíveis de transmitir uma infecção aos 

neonatos após o parto, devido aos jovens lactentes possuírem seus sistemas imunitários 

imaturos e, consequentemente, mais vulneráveis às doenças infecciosas e, muitas vezes, 

incapazes de desenvolver uma resposta imune às vacinas (RASMUSSEN et al., 2014). 

Num ensaio clínico randomizado, em Bangladesh, com a vacina de gripe em 

mulheres gestantes, foi observado que a vacinação de gestantes preveniu a influenza nos 

recém-nascidos (ZAMAN et al., 2008). Logo, a imunização materna tem grande 

potencial de prevenir doenças e, consequentemente, a morte de recém-nascidos, bem 

como de suas mães (United Nations Children’s Fund - UNICEF, 2013). 

As novas tecnologias, principalmente as livre de agulhas (needle-free), além de 

aumentarem a cobertura vacinal, por diminuição do medo e da tensão, diminuem o risco 

de contaminação cruzada e o acúmulo de resíduos na área de saúde. Neste sentido, as 

imunizações de mucosa (intranasal por spray, atomizadores e inaladores); intradérmicas; 

implantes sólidos; microagulhas sólidas, ocas e absorvíveis; injetores por ar comprimido 

intradérmicos descartáveis e eletroporação podem reduzir tanto o custo para o sistema de 

saúde como melhorar a eficácia. Os riscos associados à imunização vacinal em gestantes 

seriam abortamento, natimorto e malformações congénitas como cardiopatia, catarata e 

surdez. A imunização de mucosas, por gerar uma resposta inflamatória menor que a 

imunização via injetável, diminuiria a ocorrência destes riscos. O desenvolvimento destas 

novas tecnologias para gestantes, para a prevenção de doenças infecciosas ou para 

imunoterapia de doenças autoimunes, prevenção de doenças inflamatórias alérgicas ou 

infecciosas, exigirá acesso aos sistemas de distribuição de antígenos que podem ajudar a 

apresentar eficientemente os "antígenos protetores" ao sistema imune da mucosa e 

promover e direcionar a resposta imune da mucosa ao efeito desejado (HOLMGREN e 

CZERKINSKY, 2005). Neste caso, o estudo sobre Nanopartículas, e sua utilização como 

carreadores de antígeno, torna-se um fator decisivo para o desenvolvimento de novos 

fármacos. 
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2.11 Nanopartículas de quitosana para carreamento de antígenos 

A quitosana (QS) é considerada um biopolímero policatiônico degradável, não 

tóxico, que consiste de unidades de β-(1,4)-2-amino-2-desoxi-D-glicose derivadas da 

desacetilação de quitina, sendo o principal componente das cutículas protetoras de 

crustáceos, incluindo caranguejos, camarões, lagostas e parede celular de alguns fungos 

(PEI, 2017; PRABAHARAN, 2008; BORGES et al., 2007; AGNIHOTRI et al., 2004).  

Esse polímero pode ser encontrado em uma variedade de formas, diferenciadas 

por peso molecular e por grau de desacetilação, que influenciarão no produto final 

desejado. 

Nos últimos anos, transportadores solúveis e particulados com base no polímero 

mucoadesivo de quitosana ganharam espaço para entrega de proteínas pelas vias de 

mucosa (LASKAR, 2017; AMIDI et al., 2010; ABDULACK-LOPES, 2012; SALDAÑA 

GONZALES, 2015; YOSHIDA, 2012). As nanopartículas de quitosana possuem 

excelente propriedade mucoadesiva sublingual e podem ser utilizadas, de maneira 

eficiente, como matriz polimérica para carreamento e disponibilização do antígeno à 

mucosa. A capacidade do polímero de quitosana de adesão aumenta sua capacidade de 

penetração nas moléculas, abrindo caminho entre as células da junção epitelial (AMIDI et 

al., 2010). 

Como adicional vantagem para desenvolvimento, a quitosana é classificada 

como uma substância bioativa e isenta da obrigatoriedade de registro, de acordo com as 

normativas da ANVISA, sendo assim um produto seguro para ser utilizado como 

polímero de encapsulamento, uma vez que suas propriedades funcionais já foram 

aprovadas. 

Para a formulação de Nanopartícula de quitosana, utiliza-se o composto TPP 

(tripolifosfato de sódio – composto inorgânico) de fórmula molecular Na5P3O10 que se 

apresenta comercialmente no estado sólido, em forma de um pó branco (RASKOVIĆ, 

2007). É um poliânion a ser utilizado juntamente com a quitosana para a formulação de 

nanopartículas, sendo um composto não tóxico que, através de forças eletrostáticas, 

interage com a quitosana e forma redes iônicas reticuladas, através do método de 

gelificação iônica, no qual a presença de tripolifosfato de sódio serve como reticulador 

(ALI et al., 2018; YANG et al., 2011; MORRIS et al., 2011). 

A habilidade da Nanopartícula de quitosana (QS) em formar nanopartículas, 

sistemas poliméricos coloidais com partículas menores que um micrômero 

(ABDELWAHED et al., 2006; DESAI et al., 1997), tem atraído grande interesse, 
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principalmente na área médica, para distribuição de vacinas, genes e antioxidantes (PEI, 

2017; TSAI et al., 2011). Além disso, a capacidade da Nanopartícula de incorporar e 

aderir são vantagens adicionais a este sistema (TSAI et al., 2011; CSABA et al., 2009; 

GAN e WANG, 2007).  

Essa particularidade das nanopartículas de QS, de aderirem à superfície das 

mucosas, é uma característica vantajosa de fornecimento de antígenos via mucosas nasal, 

oral, sublingual, vaginal e pulmonar; além disso, as nanopartículas são capazes de 

aumentar a penetração das moléculas, abrindo caminho entre as células da junção 

epitelial (AMIDI et al., 2010). 

As nanopartículas de quitosana constituem uma membrana ou matriz sólida 

constituída de polímeros, no qual o antígeno é agregado, encapsulado ou adsorvido às 

partículas para, depois, serem fagocitadas e, posteriormente, liberadas gradualmente no 

fagolissosoma.  

A via sublingual é uma alternativa para a administração do antígeno, pois a 

cavidade bucal é extremamente irrigada, com presença de linfonodos e secreção de 

anticorpos pela saliva. 

 

2.12 Vacinas polissacarídicas 

Os polissacarídeos bacterianos são pouco imunogênicos, mas são responsáveis 

pela antigenicidade. A cápsula polissacarídica do GBS é o maior fator de virulência, 

sendo o principal alvo para o desenvolvimento de uma vacina (TONIOLO et al., 2015). 

Como os polissacarídeos constituem-se em antígenos vacinais com eficácia 

limitada, por serem um antígeno célula T independente, e não estimularem a formação de 

células de memória, em 1929, os pesquisadores Avery e Goebel (1929) mostraram que a 

imunogenicidade podia ser aumentada pela ligação química com uma proteína carreadora 

(vacina conjugada). Em 1987, foi licenciada a primeira vacina conjugada para 

Hemophilus influenza (cápsula polissacarídica e toxóide tetânica – Hib.). A partir disso, 

muitos estudos têm sido conduzidos, em busca de vacinas com maior segurança, eficácia 

e rentabilidade (vacinas contra meningites e pneumococos). A conjugação do 

polissacarídeo com uma proteína carreadora aumenta a imunogenicidade e induz 

memória imunológica, estimulando a proteção de longa duração e a produção de 

anticorpos IgG de alta afinidade. 

Para obtenção de anticorpos contra polissacarídeos, as vacinas conjugadas 

atendem ao princípio do mecanismo imunológico de cooperação entre linfócitos T e B 



55 
 

(Figura 8). Este processo de cooperação inicia-se com o reconhecimento, pelo linfócito B, 

do polissacarídeo da molécula conjugada através de suas imunoglobulinas de membrana, 

que são seus receptores de antígenos. 

 

Figura 8 Mecanismo de cooperação entre linfócitos T e B nas vacinas conjugadas de proteínas e 

polissacarídeos. Pode ser vista a diferença da resposta imunológica quando se utiliza apenas o 

polissacarídeo como antígeno (a) e quando ocorre a conjugação entre o polissacarídeo e uma 

proteína carreadora (POLLARD, PERRETT e BEVERLEY, 2009). 

 

A molécula conjugada é enoitada e processada nas vesículas celulares, onde os 

fragmentos peptídicos da proteína carreadora, bem como os fragmentos polissacarídeos, 

são associados às moléculas de MHC classe II, formando um complexo que é exposto na 

superfície das células apresentadoras de antígeno (APC). Na sequência, as APC 

apresentam, através do complexo de MHC da classe II, os fragmentos peptídicos e 

polissacarídicos às células T auxiliares. Ao reconhecer os fragmentos, a célula T induz a 

ativação e a diferenciação das células B imaturas, tornando-as células imunocompetentes 

capazes de produzir anticorpos protetores contra polissacarídeos e a proteína carreadora 

(POLLARD, PERRET e BEVERLY, 2009). 

As vacinas precisam garantir segurança e eficácia. Para ser eficaz, uma vacina 

deve: induzir o tipo correto de imunidade, ser estável ao armazenamento e ter 
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imunogenicidade suficiente. Porém, somente isto não torna uma vacina ideal. Para ser 

ideal, ela também deve: não causar infecção; induzir imunidade de longa duração; ter 

baixo custo; ser de fácil administração; não ter efeitos secundários, como a Síndrome 

Inflamatória Induzida – ASIA (PELLEGRINO et al., 2015; STEPHANO, 2005); e 

produzir células de memória.  

 

Melhorando a eficácia das vacinas com adjuvantes ou imunoestimulantes 

Diversos tipos de adjuvantes ou imunoestimulantes em vacinas são utilizados 

para aumentar imunogenicidade, transporte e liberação (STEPHANO, 2005). Como a 

vitamina B interage com o sistema imunológico, por meio de sua ação sobre a regulação 

e a diferenciação de células como linfócitos, macrófagos e células natural killers (NK) 

(KJER-NIELSEN et al., 2012; CHUA e HANSEN, 2012), a sua conjugação com um 

antígeno poderia ser um novo mecanismo de ação pelo qual o sistema imunológico 

detectaria infecções 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 

proteína com antígeno, estimulando o sistema imunológico para a diferenciação de 

células. Em princípio, as vitaminas poderiam agir como “adjuvantes” (substâncias que 

ativam as células T e B no sistema imunológico), pois as células MAIT detectariam 

infecções através do metabolismo das vitaminas ligadas às superfícies das células. Alia-se 

a isso o fato de serem hidrossolúveis, possibilitando sua absorção (KJER-NIELSEN et 

al., 2012). 

A estratégia de encapsulamento em nanopartículas buscou também evitar o uso 

de adjuvantes, pois existem vários estudos mostrando que, mesmo quando os 

polissacarídeos são conjugados com uma proteína carreadora, não induzem resposta 

imune eficaz sem o auxílio de um adjuvante. O uso destes podem causar diversas reações 

adversas e . Logo, a eliminação do uso de adjuvante seria um diferencial no 

desenvolvimento de vacinas. 

 

2.13 Vacinas contra o Streptococcus agalactiae 

A imunização de mulheres grávidas com uma vacina GBS representa uma 

estratégia alternativa para proteger recém-nascidos e crianças pequenas, através da 

transferência de anticorpos transplacentários e, potencialmente, reduzindo a nova 

colonização 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 Ia, Ib e III conjugada com a variante toxóide de difteria. A vacina já 

está em fase II com o objetivo profilático. O estudo compara a potência de resposta 

imunológica induzida pela vacina em dois grupos: mulheres gestantes HIV positivas e 

HIV negativas. O estudo também investiga o quanto a vacinação maternal induzida é 

transferida para o recém-nascido. Os anticorpos específicos do sorotipo GBS estão sendo 

medidos, em mães, nos dias pré-imunização e no trigésimo primeiro dia pós-imunização 

e, em mães e bebês, durante o parto e no nonagésimo primeiro dia pós-parto. Como 

resultado já obtido, uma dose da vacina trivalente contra os sorotipos Ia, Ib e III foi bem 

tolerada, sem sinais de problemas de segurança, possuindo indução da concentração de 

anticorpos específicos. Entre os pares materno infantis, houve a transferência placentária 

com anticorpos detectáveis, em 81% (n = 38), 70% (n = 35) e 65% (n = 33), contra os 

sorotipos Ia, Ib e III, respectivamente. Os filhos de mães vacinadas aumentaram os níveis 

de anticorpos no nascimento, que persistiram acima dos níveis do grupo placebo até o 

nonagésimo primeiro dia de idade. Como conclusão do estudo, uma dose de vacina 

trivalente GBS foi bem tolerada, apresentou sinal de segurança relativa em mulheres 

grávidas e induziu o aumento das concentrações de anticorpos em mães e sua prole 

(HALPERIN et al., 2014; HEYDERMAN et al., 2016). Os resultados foram apresentados 

no site clinicaltrials.gov
1
 – um banco de dados de estudos clínicos financiados, de formas 

privada e pública, realizados em todo o mundo –, sob referências NCT01193920, 

NCT01446289, NCT02046148 (HEATH, 2016). 

Um grande desafio para a saúde pública é desenvolver vacinas eficazes contra 

doenças infecciosas que tenham relevância global. Muitas das vacinas são desenvolvidas 

com sorotipos que prevalecem mais em cada país, mas não são otimamente eficazes 

contra sorotipos comuns a outras partes do mundo. Logo, novas tecnologias e abordagens 

inovadoras precisam ser usadas para identificar antígenos de GBS que superam a 

especificidade de sorotipos e que poderiam constituir a base de uma vacina globalmente 

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

 

  

                                            
1 Disponível em <https://clinicaltrials.gov/> 

https://clinicaltrials.gov/
https://clinicaltrials.gov/
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivos gerais 

Desenvolver um modelo vacinal para mucosa sublingual, utilizando o 

polissacarídeo capsular do Streptococcus agalactiae como antígeno, encapsulado em 

nanopartículas de quitosana. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 Estudar os parâmetros de otimização de fermentação para aumentar a produtividade 

de cápsula polissacarídica presente na superfície celular  

 Extrair e purificar a cápsula polissacarídica 

 Caracterização físico-química: DRX, CGMS, NMR e dosagem de açúcar por fenol-

sulfúrico 

 Liofilizar o polissacarídeo para fins de concentração e conservação 

 Encapsular o polissacarídeo em uma Nanopartícula de quitosana (PS acoplado a 

OVA ou somente PS). 

 Analisar a nanoestrutura: DLS e Potencial Zeta 

 Determinar o título de IgG sérica específica total e concentração de sIgA total da 

saliva dos camundongos imunizados via mucosa sublingual. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Plano de trabalho 

Diversas fontes bibliográficas 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 princípios básicos 

de qualidade, segurança e eficácia, levando-se em consideração todas as etapas de 

bioprocesso, entre elas: cultivo, extração, purificação, formulação (encapsulamento em 

Nanopartícula e liofilização) e imunização, foram estabelecidas as caracterizações, 

detalhadas na tabela abaixo. 

 

Tabela 7 Etapas do modelo vacinal e as caracterizações necessárias para cada uma delas: cultivo 

e fermentação, purificação e extração, encapsulamento em Nanopartícula, liofilização, inoculação 

e imunização. 

 

Etapas Caracterização necessária 

Caracterização/Cultivo 

/fermentação 

 Caracterização da cepa: origem, identidade e pureza 

 Teste de Gram – teste de contaminação e pureza 

 Maldi-Tof MS – confirmação de identidade 

 Análise do gene rRNA 16S – confirmação da identidade e 

pureza  

 Espectrofotometria: curva de crescimento com a utilização 

de diferentes meios de cultura 

Purificação para  

extração PS 

 Análise colorimétrica por espectrofotometria: para detecção 

dos açúcares no PS através da hidrólise do PS - Reação de 

fenol sulfúrico  

 Análise quantitativa: pesagem da massa seca 

 Eletroforese SDS-Page: detecção de proteína e análise de 

pureza 

 Ensaio de proteínas micro BCA (Bicinchoninic Acid Protein 

Assay Kit): detecção de proteínas residuais da purificação 

 Doseamento de ácido nucléico por espectrofotometria: 

medida por absorbância A260nm = 50µg/ml 

 Caracterização: difração de raios-X (DRX) para 

confirmação da cristalinidade 

 Análise da estrutura por cromatografia gasosa: (CGMS) e 

ressonância magnética (NMR) 
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Liofilização  DSC Calorimetria exploratória diferencial – determinação 

da temperatura de transição vítrea e temperatura de fusão 

 Análise com MFD (Microscopie Freeze Drying) Lyostat 

determinação da temperatura de colapso e temperatura 

eutética 

 Liofilização: liofilizador FTS System-Computrac  

Encapsulamento  Formação da Nanopartícula: método de geleificação iônica 

com o biopolímero Quitosana e Tripolifosfato 

 BCA – avaliação da taxa de encapsulamento 

 Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS) – avaliação do 

tamanho das Nanopartículas. Análise do Potencial Zeta e 

Índice de Polidispersão (PDI) 

Imunização de mucosas 

sublingual 

 Provas bioquímicas imunológicas: Elisa (dosagem de IgG e 

sIgA total) 

Análises Estatísticas dos 

testes imunológicos 

 Análise de Variância (ANOVA) com ferramenta de 

Bonferrone  

 

 

4.2 Caracterização, cultivo e fermentação 

 

Origem: Cepa de Streptococcus agalactiae  

 A cepa de Streptococcus agalactiae foi adquirida do Núcleo de Coleção de Micro-

organismo do Instituto Adolfo Lutz IAL – São Paulo. A referência da cepa: 

Streptococcus agalactiae (CT) – INCQS 00128, ATCC 12386 (ATCC – The American 

Type Culture Collection), correspondente às cepas bacterianas sorotipo Ia – 

Streptococcus agalactiae 090A, sob a referência: Cepa: O90A (E. Todd Aronson 

Wamoscher). 

 

Pureza e contaminação 

O método de coloração de Gram foi realizado para se avaliar a pureza da cultura 

e como identificação bioquímica do grupo gram-positivo. 

Através da avaliação microscópica, foi confirmada a sua morfologia. Para o 

plaqueamento, foram utilizadas 3 placas de Petri com meio BHI (Sigma), armazenadas 

em estufa bacteriana, à temperatura de 37ºC, por 18 horas. 
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Confirmação de identidade 

A confirmação da identidade foi realizada por metodologia de 

espectrofotometria de massa MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption 

Ionization – Time of Flight); ou seja, dessorção/ionização por laser assistido por matriz. 

O teste foi realizado no Laboratório de Microbiologia Clínica no Departamento de 

Análises Clínicas e Toxicológicas da FCF/USP, com o Professor Dr. Jorge Luiz Mello 

Sampaio.  

O equipamento Bruker Matrix HCCA (referido como 'Bruker HCCA'; HCCA = 

ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico) identifica microrganismos através de um tubo contendo 

2,5 ± 0,3 mg de matriz, comparando as proteínas ionizadas com o banco de dados 

existente. Caso o score seja maior ou igual a 2, pode-se afirmar que a identidade é 

perfeita. A matriz, por ser de natureza ácida, ajuda a romper as células e a extrair as 

proteínas, separando as moléculas proteicas, que são aderidas na placa sólida. Ocorre, 

assim, a absorção da energia do laser, provovando a dessorção das moléculas (extração 

da placa sólida onde estão aderidas para o estado gasoso) e a doação de H
+
 para as 

moléculas que possam a ser íons de carga positiva (ALMEIDA JÚNIOR, 2014). Os íons 

formados com carga +1 são acelerados sob a influência 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 partícula é utilizado para calcular sua massa.  

Foi também realizado o teste 16S rRNA genômico “Kit” “Wizard® Genomic 

DNA purification” (Promega), seguindo o protocolo para extração de DNA total de 

bactérias gram-positivas, conforme indicado pelo fabricante. A amplificação do rDNA 

16S foi realizada como descrito por Hornink (2015). Os produtos de PCR, resultantes da 

amplificação do 16S rDNA, foram sequenciados no sequenciador automático ¨ABI 3730 

DNA Analyser¨ da ¨Applied Biosystems¨, no Departamento de Genoma Humano do 

Instituto de Biociências da USP, com a colaboração da pós-doutoranda Tais Ayumi 

Kuniyoshi. 

 

Organização do Banco Mestre e do Banco de trabalho 

Expansão: a expansão da cepa semente liofilizada, adquirida do Núcleo de 

Coleção 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, coração e peptona - 27,5 g.L
-1

), D-glucose (2,0 g.L
-1

), cloreto de sódio (5,0 g.L
-1

) 

e fosfato dissódico de hidrogênio (2,5 g.L
-1

). A cepa ressuspensa foi bem homogeneizada 
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e toda a suspensão foi transferida para o Erlenmeyer estéril contendo 250 ml de Meio 

BHI da empresa Merck S.A., para preparação do pré-inóculo. O frasco foi incubado sob 

as seguintes condições: temperatura 37
o
C, tempo de incubação 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 recomendações do 

“Certificado de Análise 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 equação:  

 

V in = Vcult x 0,1/DOin 

Onde: 

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

Vcult = volume de meio de cultivo 

DOin= densidade ótica a 600 nm da cultura do inóculo 

 

Baseado nesta equação, 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
o
C, tempo de 

incubação 12 horas, velocidade a 250 rpm no shaker New Brunswick Scientific Excella® 

Incubator Shaker. 

Após 12 horas e cultivo do banco mestre, foram adicionados 50g de glicerol (20% 

do w/v), para garantir que, após o congelamento, não se formasse cristal e a membrana 

bacteriana não se rompesse quando o microrganismo fosse ressuspenso. As amostras 

foram aliquotadas em eppendorf, no volume de 1 ml, sendo armazenadas no freezer a -

60º C. Foram congelados 200 eppendorfs contendo banco mestre de GBS, de modo a 

termos material suficiente até o término do projeto e, caso necessário, novas culturas 

fossem realizadas, permitindo a condução 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 

condições já descritas. 
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Figura 9 Banco de trabalho: condições de cultivo: descontínuo em batelada em Shaker, 

Erlenmeyer com 100 ml de meio com inóculo GBS, temperatura 37
o
C, tempo de incubação 12 

horas-14 horas, velocidade a 250 rpm no New Brunswick Scientific Excella
®
 Incubator Shaker 

 

 

 A partir da análise das rotas metabólicas do banco de dados KEGG (Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes), foram adicionados três aditivos nutricionais, que 

poderiam melhorar as diferentes rotas metabólicas e a produção de cápsula 

polissacarídica. Foram escolhidos os suplementos: Inosina, L-prolina e Ácido nicotínico 

(Tabela 8). 

 

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

estimular as rotas metabólicas e aumentar a produção de cápsula polissacarídica. 

 

Suplemento Descrição  

Ácido 

nicotínico 

Convergente da via glicolítica através do gliceraldeído-3 fosfato. 

Também denominado como Vitamina B3, solúvel em água. Descrito no 

Banco de Dados KEGG como parte do metabolismo de cofatores e das 

vitaminas através da biossíntese de alcaloides derivados de ornitina, 

lisina e ácido nicotínico. 

(<http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?map00760>) 

L-prolina Aminoácido, descrito no Banco de Dados KEGG como parte do 

metabolismo dos aminoácidos – através das rotas metabólicas de 

arginina e prolina. Convergente para a via metabólica óxido redutiva 

(ciclo de Krebs) através do intermediário 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 

nucleotídeos. Estimula a via das pentoses e a via glicolítica. Estimula as 

vias produtoras de açúcares. 

(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. Após 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 inóculo – 

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 inóculo (branco), suplementado com Inosina, L-Prolina, Ácido Nicotínico 

e os três suplementos em conjunto. 

 

 

 

SEMENTE 

MESTRE 

BANCO 
TRABALHO 

BHI 

Branco   

GBS + Inosina 

GBS +  

L-Prolina     

GBS + 

Ácido Nicotínico  

GBS + 

3 suplementos  

BANCO 
TRABALHO  

TSB 

Branco 

GBS + Inosina 

GBS +  

L- Prolina 

GBS + 

Ácido Nicotínico 

GBS +  

3 suplementos 
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As condições de cultivo foram às 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 à primeira fase de pré-inóculo (FI) e posterior 

cultivo do inóculo (FII). Os frascos foram identificados de A até N, com meios de cultura TSB 

(meio de soja) e BHI (infusão de cérebro e coração) com os suplementos: inosina, L-prolina e 

ácido nicotínico, em condições de cultivo descontínuo em batelada: temperatura 37
o
C, tempo de 

incubação 12 horas, pH 7,2-7,4, velocidade a 250 rpm no New Brunswick Scientific Excella
®
 

Incubator Shaker 

Etapa Frasco Conteúdo 

FI A Branco 100 ml de meio TSB 

FI B Branco 100 ml de meio BHI 

FI C 2 ml GBS + 100 ml de meio BHI  

FI D 2 ml GBS + 100 ml de meio TSB  

FII E 2 ml GBS + 100 ml de meio BHI  

FII F 2 ml GBS + 100 ml de meio TSB  

FII G 2 ml GBS + 100 ml de meio BHI + 150 mg inosina + 150 mg ácido nicotínico 

+ 150 mg L-prolina  

FII H 2 ml GBS + 100 ml de meio TSB + 150 mg inosina + 150 mg ácido nicotínico 

+ 150 mg L-prolina  

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

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

FII K 2 ml GBS + 100 ml de meio BHI + 150 mg ácido nicotínico  

FII L 2 ml GBS + 100 ml de meio TSB + 150 mg ácido nicotínico  

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

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

 

A densidade ótica (DO) da cultura celular foi determinada por espectrofotômetro 

de luz visível a 600 nm, no equipamento Spectra Mx Plus 384. Meio de cultivo puro sem 

inóculo (branco) foi utilizado como zero da densidade ótica. Quando a absorbância 

ultrapassava os valores de 0,5, as amostras eram diluídas e o resultado multiplicado pelo 

valor da diluição para determinação 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 características: 

 Tipo metabólico: organotrófico (fermentação) 

 Bactéria anaeróbica – aerotolerante, anaeróbio facultativa 

 Tipo de organismo: quimiorganotrófico (fonte de energia – compostos 

orgânicos) 

 Fonte de carbono: compostos orgânicos 

 Fonte de energia: reações de oxirredução  

 Fermentação tipo homolática  

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 Ácido Nicotínico), a 

partir dos estudos das vias metabólicas, disponíveis no Banco de Dados KEGG. A 

proposta de suplementação era projetar e planejar um meio de cultura para atender às 

necessidades específicas do microrganismo e aumentar o potencial de redução da cadeia 

metabólica, de modo, a mudar a energia gerada na cadeia de transporte de elétrons. Os 

três suplementos nutricionais poderiam substituir, no meio de cultivo TSB, os produtos 

de origem animal e, consequentemente, melhorar o crescimento celular e a produção de 

cápsula polissacarídica. 

As diferentes sequências de reações 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 construção das estruturas bacterianas.  

 

4.4 Purificação para extração do polissacarídeo (PS) 

O protocolo de purificação foi adaptado, a partir dos métodos descritos por 

Tanizaki et al. (1996), Takagi et al. (2008), Albani (2008) e Zanardo (2015), envolvendo 

várias etapas de precipitação e de centrifugação para a separação de células, debris 

celulares do caldo e isolamento da cápsula polissacarídica. 

Após o crescimento celular, foi adicionado 0,1% de Cetavlon 

(cetyltrimethylammonium bromide). Após agitação para solubilização do Cetavlon, o 

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

por 5 minutos, com rotação de 8.000 rpm (6580 rcf – força centrífuga relativa).   

O 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 sódio 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 cálcio 0,9%. A segunda etapa da 

purificação foi realizada através de concentração em membrana com capacidade de 

retenção de biomoléculas acima de 30 kDa (membrana polietersulfona Amicon Ultra-15 

Centrifugal Filter, Merck). 

O concentrado foi armazenado a -60
o
C em tubos Falcon para realização das 

próximas etapas de purificação (figura 11).  

 A próxima etapa de purificação seguiu os procedimentos: 

1. Descongelamento do PS pré-concentrado – volume 150 ml 

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

 a. Mantido sob agitação por 1 hora  

3. Centrifugação da amostra a 3.500 rpm (1260 rcf) – 30 minutos – 

temperatura ambiente 

 a. Coleta do sobrenadante, descarte do precipitado 

4. Ao sobrenadante, acréscimo de 9% papaína (w/v) 

 a.  Homogeneização e mantido em banho-maria (60
o
C) por 18 horas. 

5. Centrifugação a 3.500 rpm (1260 rcf) – 60 minutos – temperatura 

ambiente 

 a.  Coleta do sobrenadante, descarte do precipitado 

6. Ao sobrenadante, foi acrescentado o volume relativo de 30% (v/v) álcool 

etílico absoluto PA (Synth) 

7.  Centrifugação a 8.000 rpm (6580 rcf) – 60 minutos – temperatura 

ambiente 

 a. Descarte do precipitado, coleta do sobrenadante 

8. No sobrenadante, foi acrescido 80% (v/v) álcool etílico absoluto PA 

(Synth) 

9.  Centrifugação 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 água ultrapura 

10. Filtragem com Filtro 0,22µm 

11. Liofilização e armazenamento 

 

Figura 11 Esquema de purificação do polissacarídeo, com as etapas de inativação, eliminação de 

dendritos celulares, ácidos nucleicos, tratamento enzimático, ultrafiltração e secagem. 

 

 

Quantificação relativa dos açúcares no polissacarídeo 

Para a quantificação dos açúcares presentes no polissacarídeo, foi utilizado o 

método fenol-sulfúrico (CUESTA et al., 2003; DUBOIS et al., 1956; Dische e Shettles, 

1948).  

1o 

Precipitação 

•Precipitação do caldo fermentado com Cetavlon 0,1% (detergente catiônico) 

•Separação celular 

•Ultrafiltração tangencial - membrana de corte 30 kDA 

•Armazenamento do concentração (PS pré-purificado) 

2o 
Precipitação  

•Descongelamento do concentrado pré-purificado 

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

•Degração das proteínas e dos ácidos nucleicos com papaína 

3o 
Precipitação  

•Centrifugação (precipitação alcoólica de contaminantes) 

• Álcool etílico 30% – separação de dendritos e debris celulares 

• Álcool etílico 80% – separação dos ácidos nucleicos 

•Ressuspensão com água ultrapura 

Filtragem 

•Filtragem com filtro 0,22µm 

• Eliminação final de contaminantes e resíduos celulares 

Armazenagem 

 

•Liofilização e Amazenagem 
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A curva padrão foi determinada pela análise das concentrações variadas de 

glicose, galactose, sucrose e mistura dos 3 açúcares com concentrações variando de 0,1 a 

1 mg/ml. A concentração das amostras foi calculada através da curva padrão, 

considerando-se o fator de diluição. 

 

Pesagem da massa seca: concentração de polissacarídeo 

Os valores das variáveis foram obtidos de acordo com as equações abaixo: 

𝑃𝑆 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 (𝑚𝑔) = 𝐶𝑝𝑠 ∗
𝑉

1000
 

Sendo Cps a concentração de polissacarídeo (μg/ml) e V o volume da fração 

(mL). 

 

Detecção de proteínas - Eletroforese SDS-PAGE 

Com o objetivo de se identificar a existência de proteínas residuais, utilizou-se a 

técnica de SDS-PAGE (SDS Polyacrylamide Gel Electrophoresis). A eletroforese foi 

realizada com gel de poliacrilamida 10% e tempo de separação 1h30min. 

Após a eletroforese, o gel foi corado com uma mistura de 0,1% de Coomassie 

Blue R. Após isso, foi descorado com uma mistura composta por 10% de metanol e 7% 

de ácido acético. 

 

Dosagem de proteínas (kit de ensaio de proteínas micro BCA)  

O kit de ensaio de proteína BCA – Acido Bi-cinconínico (SIGMA) foi utilizado 

para detecção e quantificação colorimétrica de proteínas residuais. Foi utilizado para 

quantificação de proteínas na solução final do purificado. O princípio do ensaio do ácido 

bicinconínico (BCA) baseia-se na formação de um complexo de proteínas Cu
2+

 em 

condições alcalinas, seguido de redução do Cu
2
 
+
 para Cu

1 +
. A quantidade de redução é 

proporcional à proteína presente. 

O ensaio BCA é mais sensível e aplicável do que os procedimentos de Lowry. 

Além disso, tem menos variabilidade do que o ensaio de Bradford. A faixa de detecção é 

de 20 µg a 100 µg proteína total. 
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Doseamento de ácido nucleico 

 

A partir dos processos de purificação, a concentração de ácidos nucleicos (An) 

residual foi medida pela absorbância a 260nm (A260nm), considerando 1 unidade igual a 

50µg/ml de ácidos nucleicos. 

𝐴𝑛 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 (𝑚𝑔) = 𝐶𝑎𝑛 ∗
𝑉

1000
 

Sendo Can a concentração de ácido nucléico (μg/ml) e V o volume da fração 

(mL).  

 

Identificação de cristalinidade - Difração de Raios-X  

A difração de raios-X foi realizada para caracterização e identificação da 

cristalinidade do PS.  

A análise foi realizada no Instituto de Física da Universidade de São Paulo, no 

Departamento de Cristalografia, de responsabilidade da Prof
a
. Dra. Marcia Fantini, sob a 

supervisão do especialista Dr. Antônio Carlos Franco da Silveira. 

Foi utilizado o equipamento X Ray Difractometer, marca Rigaku, modelo 

Ultimat, tubo de cobre (radiação Kα = 154A), potência de trabalho 40 KV, 30 mA, 

software de análise, Jade 6.5. 

 

Identificação da composição monossacarídica – cromatografia gasosa CGMS 

O polissacarídeo (5 mg) foi submetido a dois ciclos de metilação. O 

polissacarídeo metilado foi hidrolisado com 5 mol/L de ácido trifluoroacético por 4h, à 

temperatura de 100
o
C, reduzido com boro-hidreto; os alditóis foram acetilados com 

anidrido acético: piridina (1:1 v/v). Os acetatos de alditol dos açúcares metilados foram 

dissolvidos em clorofórmio e analisados numa unidade de cromatografia 

gasosa/espectrometria de massa (GCMS-QP2010 Shimadzu, Japão) com uma coluna 

Restek RTX-5MS (KIRCHER,1960). O gás de transporte foi o hélio, em gradiente de 

temperatura de 110
o
C a 250

o
C, com variação de 2

o
C/min. As temperaturas de injetor, 

fonte de íons e interface foram de 260
o
C, 200

o
C e 230

o
C, respectivamente. Diferentes 

períodos de tempo para a hidrólise do polissacarídeo metilado foram testados (de 1 a 4 h), 

para assegurar a hidrólise total das unidades constitutivas, mas sem perda significativa de 

resíduos de xilose. As análises foram realizadas pelo pesquisador Dr. Paulo Soares e pelo 

Prof. Dr. Paulo Mourão, no Hospital Universitário Clementino Fraga Filho, Laboratório 
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de Tecido Conjuntivo, do Instituto de Bioquímica Médica Leopoldo de Meis, na 

Universidade Federal do Rio de Janeiro. 

 

Identificação da estrutura – Ressonância Magnética (NMR) 

As análises de NMR foram realizadas em parceria com a Universidade Federal 

do Rio de Janeiro, pelo pesquisador Dr. Paulo Soares e pelo Prof. Dr. Paulo Mourão, no 

Hospital Universitário Clementino Fraga Filho, Laboratório de Tecido Conjuntivo do 

Instituto de Bioquímica Médica Leopoldo de Meis, Universidade Federal do Rio de 

Janeiro. Os experimentos foram repetidos no Laboratório de Física, na Universidade de 

São Paulo, com o pesquisador Dr. Antônio Carlos Bloise Júnior. 

Os espectros 1D e 2D 
1
H do polissacárido da cápsula GBS foram analisados 

utilizando-se um espectrómetro de RMN de 500 MHz (Bruker Biospin, Rheinstetten, 

Alemanha) com uma sonda de ressonância tripla (SANTOS et al., 2017). 

Aproximadamente 10 mg da amostra foram dissolvidos em 0,5 mL de óxido de deutério 

99,9% (Cambridge Isotope Laboratory, Cambridge, MA). Todos os espectros foram 

registrados em 310K com supressão do sinal da água de contaminação proveniente da 

troca do átomo de deutério pelo átomo de hidrogênio da umidade do ambiente durante a 

manipulação das amostras. Para os espectros de 1D e 
1
H RMN, 32 médias foram 

registradas por amostra, usando um tempo de repetição igual a 1s. Para os experimentos 

2D 
1
H/

1
H-TOCSY (espectroscopia correlacionada total) e 

1
H/

13
C HSQC (heteronuclear 

single quantum coherence), os espectros foram registrados usando uma ciclagem de fases 

dos pulsos do tipo TPPI (incremento de fase da proporção temporal) para detecção de 

quadratura na dimensão indireta. Os espectros de fase-TOCSY foram executados com 

2048 × 1024 pontos com um campo de spinlock de 10 kHz e um tempo de mistura de 80 

ms. 

Os espectros bidimensionais de 
1
H/

13
C Multiplicity-Edited HSQC foram 

registrados com 256 médias por amostra. A configuração do número de incremento foi 

ajustada para 64 e novamente utilizada a ciclagem de fase dos pulsos por TPPI para 

detecção de quadratura na dimensão indireta. Foram utilizados 1024 × 512 pontos, com 

pulsos retangulares de fase alternada, globalmente otimizados (GARP) para 

desacoplamento. Os desvios químicos foram apresentados em relação ao sinal de CH3 

dos resíduos de a-L-ramnose usualmente encontrados nos polissacáridos da cápsula de 

GBS (Ravenscroft el al., 2017; Kogan et al., 1996). 
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Liofilização do polissacarídeo 

A vantagem da liofilização do PS é o aumento do tempo de estabilidade. A 

liofilização caracteriza-se pela secagem rápida de uma substância previamente congelada, 

por meio da sublimação, e tem como objetivo principal a remoção de qualquer solvente 

no estado sólido, transformando-o em gasoso, sem passar pelo estado líquido. A 

liofilização divide-se em três etapas: na primeira, o material é congelado, o que envolve a 

aquisição de uma matriz sólida; a seguir, no segundo estágio, a água é sublimada sob 

pressão reduzida. Quando toda a água livre congelada for removida por sublimação, 

encerra-se a secagem primária. Na terceira etapa, ocorre a secagem secundária, ou 

dessorção, na qual a água presa na estrutura molecular do núcleo é removida por aumento 

da temperatura até que o produto alcance a umidade residual desejada, ou seja, uma 

secagem a vácuo (por pressão reduzida). 

Para identificar os parâmetros da liofilização, foram realizadas as análises de 

DSC e Lyostat. 

A análise térmica em DSC (Differential Scanning Calorimetry – Calorímetro 

Exploratório Diferencial) foi realizada no equipamento marca Perkin Elmer precisely, 

DSC 4000. O objetivo foi a determinação da temperatura de transição vítrea para 

posterior otimização no processo de liofilização. Foram utilizados recipientes (cadinhos) 

de alumínio contendo aproximadamente 10 mg de amostra. Inicialmente, a amostra foi 

estabilizada à temperatura ambiente de 25º C e, posteriormente, foi resfriada até -55º C, 

em taxa de resfriamento de 10º C/min, com isotermas de 3 minutos. A calibração do 

equipamento foi realizada com água destilada (ponto de fusão 0
o
 C). O cadinho vazio foi 

utilizado como referência. A análise térmica por DSC determinou a temperatura de 

transição vítrea (Tg) e temperatura eutética (Teut). 

A temperatura de colapso (Tc) do polissacarídeo foi determinada por um MFD 

(Microscopie Freeze Drying) Lyostat - microscópio acoplado a um módulo de 

liofilização (Lyostat 2, modelo FDCS 196, Linkam Instruments, Surrey, UK), equipado 

com sistema de congelamento por nitrogênio líquido (LNP94/2) e controlador de 

temperatura programável (TMS94, Linkam). A pressão utilizada durante as análises foi 

de 100 mTorr, através de uma bomba de vácuo (Edwards E2M1.5, Linkam). Amostras 

com 1 µL foram pipetadas sobre uma placa de quartzo de 16 mm, coberta com placa de 

vidro. Posteriormente, foram congeladas até -60º C e a pressão do sistema reduzida. A 

observação direta do congelamento e da liofilização foi realizada com microscópio de luz 

polarizada Nikon, modelo Elipse E600 (Nikon, Japão).  



73 
 

O polissacarídeo foi liofilizado a partir dos parâmetros provenientes do DSC e 

do Liostat 2. A liofilização 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 água ultrapura (concentração de 1mg/ml).  

  

4.5 Encapsulamento em Nanopartícula 

 

Preparação da Nanopartícula 

Nanopartículas de quitosana foram preparadas com os seguintes reagentes: 

quitosana de baixo peso molecular (Sigma-Aldrich 448869, CAS 9012-76-4) IV, 

tripolifosfato de sódio 85% (Sigma-Aldrich, CAS 7758-29-4), ácido acético glacial P.A. 

(Synth), cloreto de sódio P.A. (Synth), PS de Streptococcus agalactiae e proteína OVA 

acoplada, glicerol (Sigma-Aldrich, G6279, CAS: 56-81-5), água ultrapura (Milli-Q) e 

vitamina B9 líquida.  

Para a formação das nanopartículas, duas soluções distintas foram utilizadas: a 

primeira, contendo quitosana diluída em uma solução de ácido acético (1%) em água 

(volume/volume), a 2mg/ml (pH final 5;0); a segunda, composta por uma solução de 

tripolifosfato de sódio (TPP) à concentração de 1mg/ml, na qual foi adicionado o 

antígeno PS de Streptococcus agalactiae, conjugado com a proteína, à concentração de 

0,160mg/ml e solução de vitamina B à concentração de 0,150mg/ml. 

Os passos para a preparação da Nanopartícula foram: 1) preparação da solução 

de quitosana; 2) preparação da solução de TPP; 3) formação da Nanopartícula. 

Solução de quitosana – passos para preparação de 30 ml de quitosana a 

2mg/ml: em um béquer, foram medidos e adicionados 300uL (0,3ml) de ácido acético 

glacial. Foram acrescidos 15ml de solução salina a 0,9%. Pesados 0,06g de quitosana em 

pó e transferidos para um béquer. Acrescido à preparação de solução salina a 0,9% e 

ácido acético glacial, preparada anteriormente. A solução resultante foi homogeneizada 

em um agitador magnético (500 rpm, temperatura ambiente, por 2-4 horas até 

solubilização total). Foi ajustado o pH 5 com NaOH 1M e completou-se com solução 

salina a 0,9% até o volume final de 30 ml. Após a homogeneização da solução, a solução 

foi filtrada no filtro Millipore 0,22 um com uma seringa com agulha 3. Deixou-se a 

solução de quitosana por 48 horas em estado de repouso na geladeira 4ºC. 
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Solução de TPP – passos para preparação de 30 ml de tripolifosfato de sódio a 1 

mg/ml (TPP):  foram pesados 30 mg de TPP e adicionados 30 ml de água ultrapura. 

Solubilizado bem, tudo foi homogeneizado com um agitador magnético 500 rpm, por 30 

minutos a 25 °C.   

Formação da suspensão de Nanopartícula (proporção 3:1 - quitosana:TPP 

massa/massa) – processo de geleificação iônica: um béquer de 50 ml de capacidade foi 

agitado a 750 rpm, em agitador magnético, com 6 ml da solução de quitosana (2mg/ml). 

Foram adicionados a esta solução 100µL de Tween 20. Com uma seringa com capacidade 

de 10 ml, foi adicionada a solução de quitosana, uma solução de TPP, ora com PS de 

GBS, ora com PS acoplado com proteína, ora acrescido de PS com proteína e vitamina 

B9.  Esta adição de TPP foi realizada de maneira contínua, à temperatura de 25ºC, sob 

agitação contínua, a 750 rpm. Após a adição, foi mantida, sob agitação, por 1 hora, à 

temperatura de 25 °C.  

Em microtubos de 2 ml, foram colocados, no fundo do tubo, 10 ul de glicerol. 

Adicionou-se 1 ml de suspensão de nanopartículas em cada tubo, que foi centrifugada a 

11.750 rpm por 30 minutos, a 25°C. Retirou-se o sobrenadante com uma micropipeta. Foi 

ressuspendido o precipitado com água 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 água filtrada.  

O primeiro sobrenadante foi guardado para posterior análise de teor proteico de 

OVA pelo método de BCA.  

 

Determinação da taxa de encapsulamento  

A eficiência de encapsulamento foi calculada de maneira indireta, por ensaio de 

proteína por método de BCA (Acido Bi-cinconínico). Foi calculada a concentração de 

proteína no primeiro sobrenadante do centrifugado, após a formação da Nanopartícula. A 

proteína alvo foi a OVA (Sigma-Aldrich). A curva padrão foi realizada com albumina de 

soro bovino (BSA – Sigma Aldrich) em concentrações que variaram de 0,2 mg/ml a 1 

mg/ml. Foi realizada a leitura de absorbância em espectrofotômetro no comprimento de 

onda 550nm, leitor de microplacas (Biotek – PowerWave XS2). 

Foi calculada a concentração de proteínas dos grupos 2 (nano com proteína e 

polissacarídeo acoplados), 3 (nano com polissacarídeo), 4 (nano vazia) e 7 (nano com PS, 

proteína e vitamina). Os grupos 3 e 4 são controles negativos, pois não apresentam 

proteínas nas suas formulações; desse modo, o resultado da concentração de proteína no 
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sobrenadante no grupo 2 e no grupo 7 foi obtido através da média da subtração do grupo 

2, menos a do grupo 3, e do grupo 2, menos a do grupo 4. O mesmo cálculo foi feito para 

o grupo 7. 

 

Análise de espalhamento dinâmico da luz (DLS) – tamanho da Nanopartícula 

As amostras de polissacarídeo purificado foram acopladas com OVA, 

nanoencapsuladas em nanopartíclas e tiveram seu diâmetro hidrodinâmico, bem como sua 

polidispersão, avaliados por espalhamento da luz no instrumento Zetasizer Nano S 

(Malvern - DTS Ver. 5.03 MAL1020400 (Malvern Instruments) a 25º C. 

O DLS (Dinamic Light Scattering) mede a intensidade de luz espalhada por uma 

partícula, a partir do movimento browniano e da equação de Stocken-Einstein. Este 

método ilumina as partículas com luz laser, analisando-se as flutuações de intensidade de 

luz dispersa. Também foi determinado o índice de polidispersão, determinando-se a 

heterogeneidade de distribuição de tamanhos das nanopartículas no sistema, que varia de 

0 a 1. Quanto maior o número de populações com diferentes tamanhos, maior é o índice 

de polidispersão. As medidas foram avaliadas no instrumento Malvern Instruments - 

Malvern - DTS Ver. 5.03 Zetasizer Nano S MAL1020400 a 25º C. 

 O potencial Zeta determina a mobilidade eletroforética das partículas e está 

associado à medição do potencial da superfície das nanopartículas, em função da 

dissociação de grupos funcionais presentes na superfície das partículas ou em função da 

adsorção das espécies iônicas presentes na solução coloidal (ANDRADE, 2018; 

SCHAFFAZICK et al., 2003). As amostras foram analisadas no Laboratório de Sistemas 

Biomiméticos, da Profa. Dra. Iolanda Cuccovia, com a colaboração do pós-doutorando 

Gustavo Penteado Battesini Carretero, no Instituto de Química da Universidade de São 

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 água filtrada; a leitura foi 

realizada a 25º C. 

 

4.6 Imunização de mucosas sublinguais 

 

Esquema de imunização 

A determinação da antigenicidade foi feita em 48 camundongos BALB/c, 

fêmeas (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 ração e água ad libitum, mantidos no 

Biotério de Experimentação da Faculdade de Ciências Farmacêutica, na proporção de 3 

camundongos por gaiola. 

O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA), sob 

número CEUA/FCF 9.2017-P536. 

O esquema de imunização foi baseado em três doses sublinguais, com intervalo 

de 1 semana entre elas e duas doses intraperitoneal (conforme Tabela 10). 

As inoculações foram feitas com os animais sedados por isoflurano inalatório. 

As imunizações foram realizadas com amostras na concentração final de 7,5 µg de PS, 

7,5 µg OVA e 4,5 µg de vitamina.  

 

Tabela 10 Esquema de inoculação e coleta de sangue dos camundongos. O esquema de 

imunização foi baseado em três doses sublinguais, com intervalo de 1 semana entre elas e duas 

doses intraperitoneal 

Dia 0 7 14 21 

Inoculação sublingual – G1, G2, G3, G4, G7, G8 x x x  

Inoculação intraperitoneal – G5, G6  x  x  

Coleta de sangue  x x x 

Coleta (muco salivar)    x 

 

A quantificação de anticorpo IgG sérico específico para polissacarídico e a 

dosagem de IgA total salivar foram determinadas por ensaio imunoenzimático (ELISA).  

A quantificação de IgG iniciou-se pela sensibilização de uma placa com 96 

poços com 100µL/poço de uma solução de BSA (200μg/ml) em tampão 

carbonato/bicarbonato pH 9,6, incubada por 15 horas, a 4º C. Na sequência, as placas 

foram lavadas 3 vezes com solução PBS-Tween 20 (PBS-T 0,05%). Posteriormente, 

foram incubados 20µg/ml de PS do GBS com periodato de sódio 0,06M em tampão 

carbonato/bicarbonato pH 9,6, por 18 horas, a 4º C, no escuro. Após a sensibilização 

completa, houve o bloqueio das placas com uma solução 0,05% PBS-Gelatina, por 1h, à 

temperatura ambiente. Na sequência, as placas foram lavadas 3 vezes com solução PBS-

Tween 20 (PBS-T 0,05%). Foram acrescentados 200 µL do soro previamente diluído na 

concentração 1/10 em PBS acrescido de 0,05% BSA e, subsequentemente, diluídos na 

proporção ½, incubados por 1 hora, a 37º C. Após nova lavagem com PBS-T, 

adicionaram-se 100 µL/poço de uma solução contendo anticorpo anti-camundongo 
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conjugado à peroxidasse marca KPL (peroxidase labeled antibody to mouse IgG (0,1 

mg/ml), diluído 1:1000. Incubou-se tudo por 1 hora, a 37º C. Subsequentemente, as 

placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T. Foram adicionados 100 µL de uma solução 

tampão de citrato contendo 400µg/mL de OPD marca Sigma Aldrich (o-fenildiamina 

phenyendiamin 99,5%) e 5µL/ml de peróxido de hidrogênio 10% por 30 minutos, por 30 

minutos, no escuro, em temperatura ambiente. A reação foi interrompida com 50 µL de 

ácido sulfúrico 3M após 30 minutos e submetida à leitura de placa no comprimento de 

onda a 492 nm. O título de anticorpo foi determinado pela dose imunoreativa efetiva 

50%.  

A quantificação de sIgA iniciou-se pela sensibilização de uma placa com 96 

poços. A quantificação de anticorpo sIgA foi  realizada através do seguinte procedimento: 

coating com 100 µL/poço das salivas dos camundongos (10µL salina adicionado com 90 

µL bicarbonato tampão 0,1 M pH 9,6) e coating com o controle positivo: diluições em 

série a partir de 100µL/poço de uma solução (20 µL IgAk (IgAk marca Tepc15 – Sigma) 

adicionado com 80 µL bicarbonato tampão), incubado por 18h, temperatura refrigerada 

4
o
C.  

Na sequência, as placas foram lavadas 3 vezes com solução PBS-Tween (PBS-T 

0,05%). As cavidades livres foram bloqueadas com 100 µL/poço de uma solução de PBS 

com leite Molico 0,5%, incubadas por 2 horas, à temperatura ambiente, 25ºC. Na 

sequência, as placas foram lavadas 3 vezes com solução PBS-Tween (PBS-T 0,05%).  

Foram pipetados 100 µL/poço de uma solução contendo anticorpo IgAα (marca 

Sigma) conjugado à peroxidase e diluído 1:2000, sendo incubada por 2 horas, a 25º 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 µL de uma solução tampão de citrato 

contendo 400µg/mL de OPD marca Aldrich (o-phenyendiamin 99,5%) e 5µL/ml de 

peróxido de hidrogênio 10%. A reação foi cessada com 50 µL de ácido sulfúrico 3M e a 

absorbância foi medida a 492 nm. O título de anticorpo foi determinado como sendo a 

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

 

Grupos de imunização 

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, após a primeira imunização, para titulação de 

anticorpos totais. 

 

Tabela 11 Grupos de controle de imunização e número 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, após a primeira imunização, para titulação de anticorpos totais. 

Grupo Controle N. animais Dose Via 

Administração 

G1 Cápsula GBS + proteína 6 10 µl/15 µg de amostra  sublingual 

G2 NANO com cápsula PS GBS + 

proteína 

6 10 µl/15 µg de amostra sublingual 

G3 NANO com cápsula PS GBS  6 10 µl/15 µg de amostra sublingual 

G4 NANO vazia 6 10 µl/15 µg de amostra sublingual 

G5 Controle negativo com solução 

salina 

6 100μl intraperitoneal 

G6 Controle positivo = G2 6 100μl intraperitoneal 

G7 NANO com PS GBS + proteína + 

vitamina 

6 10 µl/15 µg de amostra sublingual 

G8 NANO com vitamina 6 10 µl/15 µg de amostra sublingual 

  

Após a coleta do soro, esse material biológico e a saliva, com 0,1% de inibidores 

de proteases, foram armazenados no freezer para análises posteriores de IgG e sIgA. 

  

4.7 Análise estatística 

Os soros dos camundongos imunizados foram avaliados individualmente e 

testados em triplicada para titulação de IgG sérica total. O resultado da titulação foi 

obtido pela determinação da dose efetiva (LEINIKKI e PASSILA 1977), onde o soro 

positivo foi construído através da inoculação intraperitoneal (Nanopartícula com 

polissacarídeo e OVA). A vantagem deste método de determinação é ser reprodutivo; 

suas desvantagens são o trabalho de cálculo e o 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 imunização, a média geométrica e o erro padrão da quantidade de sIgA na 

saliva. 

Comparações entre os camundongos imunizados com o conjugado e os controles 

foram realizadas por análise de variância (ANOVA fator único), com ferramenta de 

Bonferrone. A significância estatística estabelecida foi de p < 0,05. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

5.1 Caracterização da cepa: identificação, pureza e contaminação 

As bactérias devem ser identificadas com base na sua morfologia e, também, 

testes bioquímicos ou técnicas moleculares, para garantir que não houve contaminação e 

que não houve desvios genotípico e fenotípico (GERAGHTY et al., 2014). 

O teste de Coloração de Gram foi realizado como método de análise de pureza 

bacteriana. A coloração de gram apresentou característica de streptococcus, coloração 

violeta azul típica de gram positivas.  

 

Figura 12 Análise microscópica do GBS e placa das colônias cultivada em meio BHI de 

Streptococcus agalactiae Ia em forma de coccus 

 

 

Na confirmação morfológica visual, o cultivo em meio BHI mostrou colônias de 

cor creme amarelado, uniformes e puras (figura 12).  

A metodologia por MALDI-TOF MS, realizada em triplicata, confirmou a 

identificação da espécie para Streptococcus agalactiae realizada no equipamento Bruker 

Daltonik MALDI Biotyper (tabela 12). 

 

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

Identificação Score Identificação 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 análise de gene rRNA 16S foi positiva para Streptococcus agalactiae. A 

análise do sequenciamento final foi realizada pelo programa Blast e confirmou 99% de 

identidade com Streptococcus agalactiae strain QMA0271; e-value=0; % query cover 

100% (tabela 13). 

 

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

análise 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 genômico, foi possível 

fazer a identificação do microrganismo, seguindo, assim, as normas de Boas Práticas de 

Cultivo de Microrganismos (WHO, 2011), com equipamentos qualificados, técnica 

analítica certificada, com profissionais experientes na área, garantindo, assim, bom 

controle do microrganismo e do banco mestre de cultivo. 

A identificação de cepas bacterianas voltadas para a produção de vacina deve ter 

como base: as suas características morfológicas e seu padrão bioquímico referente à 

redução ou à oxidação de substâncias químicas. Estes ensaios garantem a pureza do 

extrato bacteriano que está sendo utilizado no processo produtivo. Além de garantir a 

pureza, os testes genotípicos confirmam a identidade da cepa utilizada.  
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A coloração de GRAM da cepa GBS sorotipo IA revelou suas características 

típicas: forma de coccus, coloração violeta azulada, sem a presença morfológica de outros 

microrganismos. Em ensaio de crescimento em meio de TPP Agar, foi possível visualizar 

apenas um tipo morfológico de colônia bacteriana, demonstrando sua uniformidade e sua 

pureza. 

A estabilidade genética de microrganismos é uma grande preocupação para a 

segurança vacinal. O método MALDI-TOF tem sido utilizado como ferramenta de rotina 

no controle de qualidade, avaliação da estabilidade genética e monitoramento quantitativo 

de alterações genéticas em microrganismos. Os testes moleculares fornecem 

principalmente um indicador de consistência e quantificação de mutantes, controles 

importantes na produção de produtos biológicos (SHIN et al. 2007; e BANSAL, 2005). 

 

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

Para o crescimento celular do GBS, o Instituto Adolfo Lutz e o ATCC 

recomendam o uso dos meios de cultivo ATCC® Medium 44: Brain Heart Infusion 

Agar/Broth e o meio ATCC® Medium 260: Trypticase soy agar/broth with defibrinated 

sheep blood.  

Seguindo os fundamentos regulatórios de Boas Práticas de Fabricação (RDC 

69/2014 ANVISA), para garantir que o produto seja isento de contaminantes de origem 

animal, principalmente bovino e, consequententemente, a presença de príons 

responsáveis por desencadear Encefalomielite Espongiforme Bovina (EEB), optamos por 

escolher o meio de cultura a base de TSB sem sangue de carneiro desfibrinado, evitando 

a utilização de produtos de origem animal (tabela 14). Consequentemente, diminuindo o 

risco de infecção por agentes da encefalopatia espongiforme transmissível (EET).  

 

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

para expansão do inóculo e fermentação, constantes no rótulo. 

Infusão de Sangue (BHI) –g/L Infusão de tripsina de soja (TSB) – g/L 

Extrato de cérebro, extrato de coração e 

peptona 27.5g 

Composição de peptona de caseína 17.0g  

Peptona de farinha de soja 13.0g 

D(+)glicose 2.0g D(+) Glicose 2.5g 

Cloreto de Sódio 5.0g Cloreto de Sodio 5.0g 

Hidróxido dissódico Fosfato 2.5g Hidroxido di-potassium Fosfato 2.5g 
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A análise do crescimento celular foi determinada por teste turbidimétrico com 

leitura a cada 1 hora do cultivo, com absorbância de 600 nm no equipamento 

Biophotometer Eppendorf (figura 13).  

Os dados obtidos demonstram que não houve diferença estatística significante: 

para o crescimento celular, entre o meio BHI e o meio TSB (P value 0,4417), entre a fase 

exponencial de crescimento (P = 0,9691), para o double time (tempo em horas para 

replicação bacteriana), pois, no meio BHI, ocorreu em 0,28/h e, no meio TSB, em 0,31/h; 

a taxa de velocidade específica de crescimento foi de 0,22 DO, para o meio TSB, e 0,15 

DO, para o meio BHI. 

 

Figura 14 Análise do crescimento celular dos meios de cultivo TSB e BHI – absorbância n=600 

nm. Os dados obtidos demonstram que não houve diferença estatística significante: para o 

crescimento celular, entre o meio BHI e o meio TSB (P value 0,4417), entre a fase exponencial de 

crescimento. 

 

 

Assim, seguindo as boas práticas de produção de produtos biológicos, que não 

recomendam o uso de produtos de origem animal para evitar a contaminação por prions, 

o 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 (infusão de tripsina de soja)  

A composição dos meios é um fator importante no desenvolvimento de produtos 

biológicos. A Organização Mundial da Saúde e a ANVISA, órgão regulatório do Brasil, 

advertem que as vacinas para uso humano e veterinário, preparadas a partir de material 

bovino, podem apresentar risco de transmissão do agente EET (Encefalopatias 

Espongiformes Transmissíveis). Por isso, as vacinas precisam ser controladas e as 

matérias de partida devem ser isentas de possíveis contaminantes. Essa regulamentação 

da ANVISA consta nas resoluções 305/02 e 68/03, que definem o controle de produto 

acabado para produtos biológicos e risco de contaminação por Encefalite Espongiforme 

Bovina (EEB).  

A RDC 68, de 2003, estabelece que os produtos acabados, semielaborados ou a 

granel, pertencentes às classes de medicamentos, cosméticos e produtos para saúde, para 

uso em seres humanos, cujo material de partida seja obtido a partir de tecidos ou fluidos 

de animais ruminantes, também ficam sujeitos às medidas previstas nas resoluções 

305/02 e 68/03 e devem apresentar prova de identidade. 

A RDC 305/02 normatiza a classificação conforme categoria do tecido ou fluido de 

animais ruminantes e o risco geográfico. Todas as substâncias utilizadas no processo de 

fabricação ou composição do produto final (como, por exemplo, meios de cultura e ácido 

esteárico) devem ser monitoradas e devem ter sua origem comprovada no que concerne à 

isenção de contaminação. 

Uma das exigências é que uma amostra do produto acabado da vacina ou produto 

biológico seja testada quanto a sua origem, frente a antissoros específicos e funcionantes 

de pelo menos quatro espécies diferentes (anti-humano, antibovino, antiequino, 

anticaprino ou antiporcino) por imunodifusão ou por imunoeletroforese, segundo 

metodologia descrita na última edição 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 antígenos específicos. 

A partir do exposto, verificam-se as vantagens de se utilizar o meio TSB em relação 

ao meio BHI, pois como este meio contém caldo de sangue, os testes e os controles 

necessários seriam mais extensos, o que pode encarecer o processo.  

 

 



85 
 

5.4 Diferentes suplementos nutricionais em meio TSB 

Ao estudar os mapas metabólicos para a síntese de açúcar, na plataforma Kegg, 

foram escolhidos três suplementos nutricionais que poderiam substituir, no meio de 

cultivo TSB, os produtos de origem animal e, consequentemente, melhorar o crescimento 

celular e a produção de cápsula polissacarídica. Inosina, L-Prolina e Ácido Nicotínico 

foram utilizados como suplementos individualmente e associados. 

O crescimento celular foi avaliado (Figura 14) através de análise turbidimétrica a 

cada 1 hora, por espectrofotometria no equipamento Biophotometer Eppendorf, com 

absorbância a 600nm. Todas as análises foram realizadas em duplicatas. 

 

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

nutricionais (I - Inosina, P - L-Prolina, N – Ácido Nicotínico) 

 

 

Pela análise de variância ANOVA, não houve diferença estatística significante 

no crescimento celular utilizando-se diferentes suplementações. Porém, o meio 

suplementado com L-Prolina apresentou um double time de 0,14/h (8,4 min) em relação 

aos outros suplementos ou isento de suplemento. O meio que continha os três 

suplementos (Inosina, L-prolina e ácido nicotínico) resultou em double time 0,17/h (10,2 

min). 

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

comparabilidade entre as curvas de crescimento celular. 
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Tabela 14 Análise estatística de Bonferroni com os três suplementos (Inosina, L-PRolina e ácido 

nicotínico) 

Teste comparativo  

Bonferroni's 

Significante?   

P < 0,05? Resumo 

F_TSB vs H_TSB_I_N_P Sim ** 

F_TSB vs J_TSB_I Não ns 

F_TSB vs L_TSB_N Sim ** 

F_TSB vs N_TSB_P Não ns 

H_TSB_I_N_P vs J_TSB_I Sim ** 

H_TSB_I_N_P vs L_TSB_N Não ns 

H_TSB_I_N_P vs N_TSB_P Sim * 

J_TSB_I vs L_TSB_N Sim * 

J_TSB_I vs N_TSB_P Não ns 

L_TSB_N vs N_TSB_P Não ns 

 

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

que o meio TSB sem suplementação apresentou diferença estatística significativa com o 

meio suplementado com os três diferentes nutrientes concomitantes (ácido nicotínico, L-

prolina e inosina). Assim como com o meio suplementado apenas com ácido nicotínico 

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

afirmar que, quando ocorreu a suplementação dos três diferentes nutrientes, não ocorreu 

melhora no crescimento, mas desordem na rede metabólica. 

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

Tabela 16. 

 

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

diferentes suplementos I (inosina), N (ácido nicotínico), P (L-prolina) e I_N_P (composição dos 

três nutrientes) 

Meio de cultura Biomassa em mg/ml 

F_TSB 0,92±0,04 

H_TSB_I_N_P 0,51±0,015 

J_TSB_I 0,62±0,039 

L_TSB_N 0,51±0,028 

N_TSB_P 1,13±0,048 
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A princípio, o meio contendo L-Prolina foi o que resultou maior quantidade de 

biomassa, como demonstrado na Tabela 16 acima. Sendo assim, houve tendência de se 

utilizar o meio TSB associado à L-prolina para todos os experimentos seguintes. 

Cada rota metabólica gera diferentes energias de potencial de redução, entre 

doador de elétron inicial e aceptor final, acarretando em diferentes produções 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 indução e de 

repressão que controlam a formação de diversas enzimas-chave em processos 

biossintéticos. A repressão interrompe a formação de uma enzima crucial para um 

produto a partir de uma sequência metabólica, enquanto que a intensidade de síntese de 

uma enzima é analisada a partir do conceito de indução.  

Analisando o Banco de Dados Kegg de vias metabólicas e as diferentes rotas 

divergentes e convergentes utilizadas pelo microrganismo Streptococcus agalactiae 

A909, seria possível propor um modelo que melhore as rotas catabólicas e anabólicas e a 

maneira como represar ou induzir a produção de intermediários.  

O Banco de Dados Kegg também colaboraria para elucidar os fatores cinéticos e 

como estes se correlacionam com os fatores estruturais. A regulação de um percurso 

metabólico pode ocorrer em diversos níveis, como a partir das concentrações de 

nutrientes disponíveis, concentrações de enzimas constitutivas e de enzimas induzidas 

(sintetizadas apenas como resposta à presença de determinados substratos) que catalisam 

e determinam as reações consecutivas.  

Mais estudos precisam ser conduzidos para elucidar como usar o Banco de 

Dados Kegg para a produção de biomassa e aumento de rendimento na produção de 

cápsula polissacarídica. 

 

5.5 Avaliação da produção de cápsula polissacarídica 

A produção de cápsula polissacarídica em meio suplementado foi analisada a 

partir da metodologia de fenol sulfúrico, utilizando-se o açúcar arabinose como padrão. 
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Tabela 16 Concentração de polissacarídeo (μg/ml) no meio TSB adicionado com os diferentes 

suplementos e a relação de concentração de polissacarídeo por biomassa 

TSB mais 

suplemento 

CPS (μg/ml) Relação de concentração de PS 

(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 o TSB com Inosina, a relação de concentração de PS/biomassa foi maior 

com o 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 à produção 

de biomassa ser ligeiramente maior do que a dos outros meios e relação de concentração 

PS/biomassa também ser maior. 

Após cultivo e nova purificação com L-`Prolina foi realizada a dosagem de 

polissacarídeo.  

 

5.6 Avaliação da purificação com L-prolina no meio de cultura TSB 

A concentração de polissacarídeo total determinada pelo método fenol-sulfúrico. 

Foram utilizados como padrão de referência, os seguintes açucares: Glicose, Galactose, 

Sucrose e a mistura destes três componentes na proporção 2:2:1 (figura 15). A 

concentração foi calculada pela média dos valores absolutos obtidos em cada curva 

padrão. 
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Figura 16 Curvas padrões de glicose, galactose e sucrose, bem como a mistura dos três na 

proporção 2:2:1 

  

  

A escolha dos padrões de açucares teve como base as análises de cromatografia 

gasosa e pelos estudos conduzidos por outros pesquisadores como: Kogan e 

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

VIII contendo D-glicose, D-galactose, L-ramnose e ácido siálico na razão molar 1: 1: 1: 

1. e os estudos de Berti e colaboradores (2014) e Yamamoto et al 1999o GBS sorotipo IX 

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

glucosamina; NeupNAc, N-ácido acetylneuraminico.  

Pela análise fenol sulfúrico, calculou-se a concentração de polissacarídeo a partir 

de uma cultura de 50 ml. Foi obtido em média 114,43 µg de polissacarídeo purificado 

(2,4 µg/ml).  
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Figura 17 Dosagem de polissacarídeo a partir do método fenol sulfúrico e leitura em 

espectrofotômetro (meio de cultura utilizado: TSB suplementado com L-Prolina) 

 

Açúcar µg/ml 

Glicose 113,00 

Galactose 88,00 

D-Sucrose 140,08 

Mistura 116,64 

Média 114,43 

 

 

A determinação da presença de ácido nucléico foi realizada por espectrofotometria 

de UV em absorbância 260nm; a concentração foi abaixo do limite de detecção do 

método (µg/mL). 

Também foi determinada a concentração de proteína por método colorimétrico 

(BCA) e por eletroforese em poliacrilamida na presença de SDS. Em ambos os métodos, 

não foram detectadas proteínas dentro dos limites de quantificação e detecção (5µg/mL) 

 

Identificação de cristalinidade - Difração de Raios-X  

A difração de raios-X foi realizada para caracterização e identificação da 

cristalinidade do PS ou amorfologismo.  

Para materiais cristalinos, a análise de difração de raios X caracteriza as 

diferentes fases e colabora para identificação dos componentes químicos e da estrutura 

morfológica através da verificação das distâncias interplanares.  

A técnica de difração de raios-X pode esclarecer se o processo de purificação foi 

eficaz, pois, a partir do Banco de Dados, pode-se detectar sais e contaminantes.  
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Figura 18 Difração de raios x do PS após serem realizados novo cultivo e purificação  

 

O padrão de difração de raios X não mostrou nenhum pico característico, o que 

indica que a estrutura é completamente amorfa. Os resultados mostram que o 

polissacarídeo isolado apresenta comportamento semelhante a outros isolados 

polissacarídicos (SUMATHI, 2002; KONG et al., 2015; DOGAN et al., 2015). 

 

Metodologia analítica para identificação da composição monossacarídica – cromatografia 

gasosa 

A cromatografia gasosa foi utilizada para identificação da composição 

monossacarídica e posteriormente a técnica de NMR (espectroscopia de ressonância 

magnética nuclear) para determinação da estrutura. 

Os resultados da composição monossacarídica, que foram obtidos a partir da 

reação de acetilação e análise por cromatografia gasosa, identificou ramificações de 

fucose, manose, glicose, galactose e N-acetil-glucosamina 
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Figura 19 Picos cromatográficos a partir da reação de acetilação para identificação da 

identidade através da análise por cromatografia gasosa 

 

 

 

A partir da análise da porcentagem de composição (tabela 18), verificou-se que o 

PS produzido por esse microrganismo trata-se de uma Rhamnoglucana bem heterogênea, 

contendo ramificações de fucose, manose, glicose, galactose e N-acetil-glucosamina. A 

composição de açucares está consonante com os trabalhos realizados por Berti et al. 

(2014) e Yamamoto et al. (1999). 
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Tabela 17 Composição do PS do Streptococcus agalactiae Ia a partir da reação de acetilação para 

identificação da identidade através da análise por cromatografia gasosa 

 

Metodologia analítica para identificação da estrutura – ressonância magnética (NMR) 

Foi realizada a análise da estrutura do GBS a partir da metodologia de NMR. 

Segue o espectro 1D 1H/13C HSQC editado do polissacarídeo extraído da parede celular 

de Streptococcus agalactiae (sorotipo Ia).  

Berti e colaboradores (2014) identificaram os açucares do GBS sorotipo IX 

através do espectro de RMN 1H do polissacarídeo capsular, e estes dados foram 

utilizados para a nossa proposta da estrutura.   

Peak Ret. 

time 

Star 

time 

End 

time 

m/z Area Area

% 

Height Height 

% 

A/H Monômeros 

1 32.660 32.433 32.767 TIC 12323680 7.50 1627925 11.66 7.57 7,5% 

2 33.217 32.767 33.325 TIC 46633543 28.38 3621285 25.95 12.87 Rhamnose 

28,38% 

3 33.425 33.325 33.533 TIC 1910563 1.16 392172 2.81 4.87 Fucose 1,16% 

(traços) 

4 44.231 43.917 44.383 TIC 21675849 13.19 2211533 15.84 9.80 Mannose 

13,19% 

5 44.917 44.383 45.000 TIC 61606058 37.50 3454406 24.74 17.83 Glucose 

37,5% 

6 45.144 45.000 45.425 TIC 17679338 10.76 2405611 17.23 7.34 Galactose 

10,76% 

7 51.090 50.900 51.425 TIC 2476276 1.51 247418 1.77 10.00 N-Acetyl 

glucosamina 

1,15% 

(traços) 
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Figura 20 Espectro 1D do polissacarídeo extraído da parede celular de Streptococcus 

agalactiae (sorotipo Ia). A região dos sinais anoméricos foi magnificada para melhor 

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

prótons anoméricos β-D-Glcf, α-L-Rhap, β-D-Galp, β-D-Glcp e β-D-GlcpNAc, 

respectivamente. Ver Tabela 19 para mais informações relacionadas ao deslocamento 

químico 
1
H/

13
C das unidades de β-D-glicofuranose, α-L-ramnopiranose, β-D-galactopiranose, 

β-D-glicopiranose e β-D-N-acetil-glicopiranosamina. 

 

 

A região dos sinais anoméricos foi magnificada para melhor visualização. 
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Figura 21 Caracterização NMR por 2D 
1
H/

13
C HSQCed (A) e sinais anoméricos magnificados 

para melhor visualização dos sinais (B). 

A 

 

B 

 

 

No painel A, a região dos sinais anoméricos foi magnificada para melhor 

visualização dos sinais. No painel B, a região típica dos sinais do anel de açúcares mostra 

o assinalamento dos principais resíduos identificados. A nomenclatura dos sinais 

encontra-se descrita na Figura 20. Ver a tabela 19 para mais informações relacionadas ao 

deslocamento químico 
1
H/

13
C das unidades de β-D-glicofuranose, α-L-ramnopiranose, β-

D-galactopiranose, β-D-glicopiranose e β-D-N-acetil-glicopiranosamina. 
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A região típica dos sinais do anel de açúcares mostra o assinalamento dos 

principais resíduos identificados. 

 

Figura 22 Espectro 2D 
1
H/

13
C HSQC editado do polissacarídeo extraído da parede celular de 

Streptococcus agalactiae (sorotipo Ia). No painel A, a região dos sinais anoméricos foi 

magnificada para melhor visualização dos sinais. No painel B, a região típica dos sinais do anel 

de açúcares mostra o assinalamento dos principais resíduos identificados. A nomenclatura dos 

sinais encontra-se descrita na Figura 20. Ver Tabela 18 para mais informações relacionadas ao 

deslocamento químico 
1
H/

13
C das unidades de β-D-glicofuranose, α-L-ramnopiranose, β-D-

galactopiranose, β-D-glicopiranose e β-D-N-acetil-glicopiranosamina. 

 

 

O espectro 2D 
1
H/

1
H phase-TOCSY do polissacarídeo extraído da parede celular 

de Streptococcus agalactiae (sorotipo Ia) mostra as correlações intra e inter-resíduos 

identificadas para -D-glicofuranose, -L-ramnopiranose, -D-galactopiranose, -D-

glicopiranose e -D-N-acetil-glicopiranosamina 
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Figura 23 Espectro de caracterização de NMR por 2D 
1
H/

1
H phase-TOCSY do exopolissacarídeo 

extraído da parede celular de Streptococcus agalactiae (sorotipo Ia). Ambos os painéis, A e B, 

correspondem à região dos sinais anoméricos identificados para a amostra. No painel A, são 

mostradas as correlações intra e inter-resíduos identificados para -D-Glicofuranose e α-L-

Ramnopiranose, enquanto, no Painel B, são mostradas as correlações intra e inter-resíduos 

identificadas para  -D-Galactopiranose, -D-Glicopiranose e -D-N-acetil-Glicopiranosamina. 

Ver Tabela 18 para mais informações relacionadas ao deslocamento químico 
1
H/

13
C das unidades 

assinaladas. 

 

 

O deslocamento químico 
1
H/

13
C (ppm) das unidades de α-L-ramnopiranose, β-

D-glicopiranose, β-D-galactopiranose, β-D-glicofuranose e β-D-N-acetil-

glicopiranosamina identificadas na estrutura do polissacarídeo extraído da parede celular 

de Streptococcus agalactiae (sorotipo Ia).  
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Tabela 18 Deslocamento químico 
1
H/

13
C (ppm) das unidades de β-D-glicofuranose, α-L-

ramnopiranose, β-D-galactopiranose, β-D-glicopiranose e β-D-N-acetil-glicopiranosamina 

identificadas na estrutura do exopolissacarídeo extraído da parede celular de Streptococcus 

agalactiae (sorotipo Ia.). Os sinais em itálico representam as ligações glicosídicas identificadas 

no espectro 2D 
1
H/

1
H phase-TOCSY. 

 

Foram propostas duas possíveis estruturas aproximadas para o polissacarídeo 

extraído da parede celular de Streptococcus agalactiae (sorotipo Ia.). As estruturas 

(figura 23) foram montadas com base nos dados obtidos através dos experimentos de 

NMR e CGMS. 

 

Figura 24 Estruturas aproximadas para o polissacarídeo extraído da parede celular de 

Streptococcus agalactiae (sorotipo Ia.). As estruturas 1 e 2 correspondem às duas possíveis 

cadeias que fazem parte da composição da estrutura deste polissacarídeo. As estruturas foram 

montadas com base nos dados obtidos através dos experimentos de NMR e CGMS. 

 

 

Comparando a estrutura da cadeia proposta com o trabalho realizado por 

Yamamoto e colaboradores (1999) – figura abaixo - pode-se identificar que os açúcares 
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são semelhantes, mas a estrutura capsular diverge. Esta diferença pode ser proveniente do 

meio de cultivo utilizado, meio Todd-Hewitt - Becton Dickinson –contendo 3,1g de 

infusão de coração, 20g peptona, 2g dextrose, 2g cloreto de sódio, 0,4g de fosfato de 

sódio e 2,5g de carbonato sódico em um litro, suplementado com 2% glicose e 1.5% 

Na2HPO4, que possivelmente estimulou rotas metabólicas divergentes e 

consequentemente a construção da estrutura da cadeia polissacarídica.  

 

Figura 25 Cadeia estrutural proposta pelo trabalho realizado por Yamamoto e colaboradores 

(1999) na qual, pode-se identificar que a maioria dos açucares são semelhantes, mas a estrutura 

capsular diverge da nossa proposta. 

 

 

 

5.7 Liofilização do polissacarídeo  

A liofilização, secagem por congelamento e sublimação, aumenta a estabilidade 

de produtos biológicos e farmacêuticos, inibindo as vias de degradação química, 

microbiológicas e física que ocorrem na presença de umidade, principalmente quando 

ocorrem longos períodos de armazenamento ou transporte.  

O congelamento apropriado também influencia no cake do produto (aparência) e 

na qualidade final do produto.  As técnicas de Calorímetro Exploratório Diferencial - 

DSC e Lyostat colaboram para identificar os parâmetros a serem utilizados 

posteriormente na liofilização e otimizar o processo. 

A análise de DSC (Calorímetro Exploratório Diferencial) identificou que, na 

solução de polissacarídeo, as temperaturas foram:  

 Tf = -1,25ºC (temperatura de fusão) 

 Te = -24,54ºC (temperatura eutética)  

 Tg = -26,61ºC (transição vítrea) 
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Figura 26 Análise de DSC (Calorimetria Exploratória Diferencial) com a identificação de 

temperatura de transição vítrea, temperatura de fusão e temperatura eutética.  

 

  

O PS por ter uma estrutura amorfa, não tem uma rede cristalina que sofrerá de 

maneira uniforme o congelamento e nucleação, consequentemente tem uma faixa de 

transição estrutural, sendo sua temperatura de transição vítrea -26,6º C. Estes parâmetros 

de liofilização são muito importantes para um maior controle na nucleação, que 

influencia na textura do material congelado e nas características morfológicas finais do 

produto seco. Neste caso, para se controlar a nucleação, a redução do tempo da secagem 

primária é importante, garantindo-se a uniformidade do congelamento. 

A análise do PS por microliofilização Lyostat determinou a temperatura de 

colapso em -33,7
o
C. 

 

Figura 27 Análise da temperatura de colapso pelo Lyostat. (A) Temperatura ambiente –líquido 

+25º C, (B) Temperatura eutética -23.1ºC (C) Temperatura de colapso -33,7 
o
C. 
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A temperatura de congelamento obtido pelo Lyostat foi de -23,1ºC – que não 

difere muito do obtido pela técnica de DSC (-24,54ºC). A partir da análise acima, o 

processo de liofilização foi definido utilizando-se os parâmetros achados: 

 

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

Liostat 

Ciclo de congelamento 

Passos Rampa em 

o
C/min 

Temperatura “Shelf” a 
o
C Manter por: 

1 1,0 -40º C 60 min 

2 1,0 -35º C 60 min 

Ciclo de secagem 

Passos Rampa em 

o
C/min 

Temperatura “Shelf” a 
o
C Manter 

por: 

Com vácuo em mT 

1 2,5 -35º C 300 min 100 

2 2,5 15º C 240 min 100 

     

  

 

Figura 28 Aparência final do cake liofilizado do PS 

  

 

 

5.8 Taxa de encapsulamento indireta por determinação de proteína acoplada 

Foi realizada uma mistura 1:1 de polissacarídeo com OVA, com o objetivo de 

realizar um acoplamento por interação molecular (tipo força iônica ou força de Van der 
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Walls).  Desta forma foi medida a taxa de encapsulamento em relação à OVA, uma vez 

que se a eficiência da taxa de encapsulamento fosse realizada pela dosagem de PS, o 

método de fenol sulfúrico não seria recomendado, pois teria a interferência da própria 

quitosana.  

Utilizou-se o padrão BSA para determinação da curva padrão. A capacidade de 

encapsulamento em relação à OVA foi de 92,8% dos grupos que continham PS. De 

acordo com Bexiga (2018), a eficiência de encapsulação da ovalbumina, em 

carboximetilquitosana medida por espectroscopia de fluorescência 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 Nanopartícula de quitosana. Para Bexiga (2018), a baixa taxa de 

encapsulamento pode ser atribuído ao ponto isoelétrico da ovalbumina (4.7) carregado 

negativamente sob as condições de preparação (∼pH 7), que gera uma repulsão elétrica 

entre ovalbumina e carboximetilquitosana também carregada negativamente sob o pH da 

síntese de nanopartículas. Provavelmente obtivemos uma boa taxa de encapsulamento 

devido a presença de polissacarídeo que altera as cargas de superfície da OVA. 

 

5.9 Análise de espalhamento dinâmico da luz  (DLS) 

As formulações antigênicas em frente aos grupos de imunização G2, G3, G4, G7 

tiveram avaliados o tamanho de Nanopartícula e índice de polidispersão por 

espalhamento da luz no instrumento Zetasizer Nano S (Malvern) a 25ºC e o potencial 

Zeta por eletroforese (Zetasizer Nano S Malvern) 

Na Tabela 20, foram apresentados os resultados de diâmetros hidrodinâmicos 

medidos por DLS. As NPs-vazias (nanopartículas vazias) mostraram diâmetro menor do 

que quando encapsuladas com PS, proteína ou vitamina. 

 

Tabela 20 Tamanho médio e índice de polidispersão (PdI) das Nanopartícula de quitosana 

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

 Descrição Zeta potencial 

(mV) 

Z-Average 

(d.nm) 

PdI 

G2 Nano com PS +Pr +13,9 338,2 0,235 

G3 Nano com PS  +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 índice de polidispersão está dentro do esperado (abaixo de 0.3) que demonstra 

a distribuição de diâmetro hidrodinâmico bimodal.  

As figuras abaixo mostram os dados brutos de obtenção da distribuição do 

potencial Zeta e distribuição do tamanho por intensidade. 

 

Figura 29 Dados brutos de obtenção do potencial Zeta e distribuição do tamanho de partícula 

G2 

 
 

G3 

  

G4 

  

G7 

 
 

G8 
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5.10 Análise da resposta imune  

Foi realizado o teste imunoenzimático para avaliar a resposta de anticorpo IgG 

específicos contra o antígeno de PS e a resposta de anticorpo sIgA no epitélio das 

mucosas. 

A produção de IgG da terceira sangria (21 dias após a primeira imunização) dos 

camundongos foi analisada. Os grupos imunizados apresentaram diferença estatística pela 

análise de variância do teste IgG sérica. O teste IgG sérica total mostrou que o grupo G2 

(Nanopartícula com Polissacarídeo e Proteína acoplados) foi o que teve maior reatividade 

no teste de ELISA. Pela comparação múltipla de Bonferrone, o grupo 2 apresentou 

diferença estatística de todos os outros grupos (valor p=0.0001). O grupo 7 não 

apresentou diferença significativa em relação ao grupo 3 e o grupo 3 e 7 apresentaram 

diferença significante com todos os grupos com exceção da diferença entre eles. O grupo 

1, 4 e 8 apresentaram resultados esperados, pois não apresentaram titulo suficiente para 

reagir com o polissacarídeo. Os grupos 5 e 6 foram utilizados como grupo de controle 

negativo e positivo respectivamente. 

 

Figura 30 Título de anticorpos séricos IgG total 

 

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 

imunológico para a diferenciação de células, não resultou na resposta esperada. 
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Provavelmente, a acoplação molecular não foi eficiente e há necessidade de realizar 

novos testes para quantificação química de cada componente na Nanopartícula.   

 

Tabela 21 Análise estatística de Bonferrone entre os grupos imunizados, avaliando-se o título de 

anticorpo sérico IgG contra polissacarídeo. 

Teste múltiplo 

comparativo de 

Bonferroni's  

Significante? 

P < 0.05? Resumo 

Grupo 1 vs Grupo 2 Sim *** 

Grupo 1 vs Grupo 3 Sim ** 

Grupo 1 vs Grupo 4 Não ns 

Grupo 1 vs Grupo 7 Não ns 

Grupo 1 vs Grupo 8 Não ns 

Grupo 2 vs Grupo 3 Sim *** 

Grupo 2 vs Grupo 4 Sim *** 

Grupo 2 vs Grupo 7 Sim *** 

Grupo 2 vs Grupo 8 Sim *** 

Grupo 3 vs Grupo 4 Yes *** 

Grupo 3 vs Grupo 7 No ns 

Grupo 3 vs Grupo 8 Yes *** 

Grupo 4 vs Grupo 7 Yes ** 

Grupo 4 vs Grupo 8 No ns 

Grupo 7 vs Grupo 8 Yes ** 

 

A vacinação 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 análise de variância no teste IgA, pode-se verificar diferença 

estatística entre os grupos. O teste IgA mostrou que o grupo G2 (Nanopartícula com 

Polissacarídeo e Proteína acoplados) foi o que teve maior produção de IgA, seguidos 

pelos grupo 7 (nanopartícula acoplado com PS e Proteína). 
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Figura 31 Concentração de anticorpos sIgA total 

 

Tabela 22 Análise estatística ANOVA com ferramenta de Bonferrone entre os grupos 

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

Teste múltiplo 

comparativo de 

Bonferroni's 

Significante? 

P < 0.05? Resumo 

Grupo 1 vs Grupo 2 Sim *** 

Grupo 1 vs Grupo 3 Não ns 

Grupo 1 vs Grupo 4 Não ns 

Grupo 1 vs Grupo 5 Não ns 

Grupo 1 vs Grupo 6 Não ns 

Grupo 1 vs Grupo 7 Sim *** 

Grupo 1 vs Grupo 8 Sim *** 

Grupo 2 vs Grupo 3 Sim ** 

Grupo 2 vs Grupo 4 Sim *** 

Grupo 2 vs Grupo 5 Sim *** 

Grupo 2 vs Grupo 6 Sim *** 

Grupo 2 vs Grupo 7 Sim * 

Grupo 2 vs Grupo 8 Não ns 

Grupo 3 vs Grupo 4 Não ns 

Grupo 3 vs Grupo 5 Não ns 

Grupo 3 vs Grupo 6 Não ns 

Grupo 3 vs Grupo 7 Não ns 
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Grupo 3 vs Grupo 8 Não ns 

Grupo 4 vs Grupo 5 Não ns 

Grupo 4 vs Grupo 6 Não ns 

Grupo 4 vs Grupo 7 Sim *** 

Grupo 4 vs Grupo 8 Sim *** 

Grupo 5 vs Grupo 6 Não ns 

Grupo 5 vs Grupo 7 Sim *** 

Grupo 5 vs Grupo 8 Sim *** 

Grupo 6 vs Grupo 7 Sim *** 

Grupo 6 vs Grupo 8 Sim *** 

Grupo 7 vs Grupo 8 Não ns 

 

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

sorotipo Ia é um candidato a antígeno vacinal. 

Para cada etapa de caracterização da cápsula polissacarídica ficou clara a 

importância de um bom delineamento experimental para a realização dos ensaios físico-

químicos e de caracterização. 
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6 CONCLUSÕES 

O presente estudo mostrou que o polissacarídeo do GBS sorotipo IA é um bom 

candidato a antígeno vacinal. A utilização da proteína OVA foi capaz de melhorar a 

indução da resposta humoral sistêmica e de mucosas. Houve boa resposta imunológica 

por delivery de mucosa sublingual e por intraperitoneal que serviu como modelo positivo. 

A adição do suplemento L-Prolina foi a que propiciou, a princípio, maior relação 

entre crescimento bacteriano e formação de cápsula polissacarídica. O uso de meio de 

cultivo (TSB), sem adição de proteínas de origem animal também produziu cápsula 

polissacarídica e diminui o risco de transmissão de príons. O rendimento após purificação 

e a extração da cápsula foram semelhantes a outros trabalhos realizados nesta área.  

A difração de raios-X foi realizada para caracterização e identificação da 

cristalinidade de PS ou amorfologismo. O padrão de difração de raios X não mostrou 

nenhum pico característico, o que indica que a estrutura é completamente amorfa. Os 

resultados mostram que o polissacarídeo isolado apresenta comportamento semelhante a 

outros isolados polissacarídicos. 

A partir da análise por cromatografia gasosa (CGMS), foi calculada a 

porcentagem de composição do PS produzido. Trata-se de uma Rhamnoglucana bem 

heterogênea, contendo ramificações de fucose, manose, glicose, galactose e N-acetil-

glucosamina. A técnica de NMR caracterizou a estrutura conformacional e confirmou a 

composição: β-D-glicofuranose, α-L-ramnopiranose, β-D-galactopiranose, β-D-

glicopiranose e β-D-N-acetil-glicopiranosamina.  

A determinação das propriedades térmicas e físicas Tg, Teut e Tcol do PS tinha o 

propósito de aperfeiçoar o processo de liofilização. O processo de liofilização ajuda na 

estabilidade do produto, trazendo uma nova perspectiva de produção, garantindo maior 

estabilidade de longo período para posterior acoplamento químico com uma proteína. 

A presença de polissacarídeo mostrou bons resultados de encapsulamento, 

provavelmente pela interação entre o polissacarídeo e a OVA.  

A análise de DLS corresponde a outros trabalhos publicados (200 a 400 nm) e o 

potencial Zeta acima de 20 demonstra boa capacidade mucoadesiva das nanopartículas. 

A imunização por nanopartícula de quitosana por via sublingual levou à 

produção de IgG sérico específico para polissacarídeos e aumento da concentração de 

IgA total na saliva. 

O modelo vacinal foi efetivo e novos estudos na área de tecnologia farmacêutica 

precisam ser conduzidos para aperfeiçoar e validar cada etapa do processo produtivo. 
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De acordo com WHO (2017), ainda não existe, atualmente, uma vacina 

aprovada e registrada para a imunização materna e para a prevenção do GBS. Uma vacina 

com múltiplos sorotipos de polissacarídeos capsulares conjugados com proteína poderia 

reduzir o risco de recém-nascidos e lactentes contraírem a doença através da passagem 

transplacentária de imunoglobulinas protetoras. O problema global de resistência 

antimicrobiana e a importância da preservação do microbioma neonatal são fatores 

críticos que precisam ser estimados e que justificariam também prosseguir esforços para 

o desenvolvimento de uma vacina com potencial para superar a diversidade de sorotipos e 

a especificidade de proteção. 
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8 SUGESTÃO PARA PESQUISA FUTURA  

8.1 Conjugação química do polissacarídeo e proteína imunogênica 

Polissacarídeos são cadeias poliméricas, constituídos por longas cadeias de 

unidades de monossacarídeos unidos por ligações glicosídicas e moléculas de hidratos de 

carbono. O método de conjugação depende da análise da disponibilidade dos grupos 

funcionais presentes nos polissacarídeos (hidroxilas ou carboxilas) e nas proteínas 

(amino, grupo das lisinas e ácido carboxílico dos aminoácidos, ácido aspártico e 

glutâmico). Para o desenvolvimento de vacinas garantindo-se reprodutibilidade, 

linearidade e robustez do processo, deve-se desenvolver método válido de conjugação. As 

principais metodologias de conjugação são: método de brometo de cianogênio, método da 

carbodiimida, método de aminação redutiva e oxidação com periodato de sódio. Cada 

metodologia de conjugação conduz à formação de uma estrutura química final 

(LORTHIOIS, 2008). O método de conjugação é constituído por: ativação do PS 

(oxidação e derivatização de periodato) e ativação do proteína. O conjugado é obtido 

após a ligação covalente entre as moléculas. 

A escolha do método de conjugação química para obtenção de vacinas 

conjugadas também é um passo essencial para o alcance de uma resposta efetiva 

(LORES, 2016). A indução de memória imunológica em vacinas conjugadas depende de 

vários fatores, como, por exemplo, comprimento do polissacarídeo, método de 

conjugação química realizada, dosagem utilizada, parâmetros experimentais e 

composição antigênica do conjugado, que inclui o polissacarídeo e os carreadores 

utilizados. Um dos fatores importantes é a habilidade de induzir a resposta imune em uma 

vacina conjugada dependente da relação proteína/polissacarídeo, que pode ocasionar 

hiperestimulação do sistema imune ou baixa imunogenicidade. Essa difícil determinação 

relacional polissacarídeo/proteína normalmente é estabelecida após a condução de 

diversos experimentos e estudos pré-clínicos, mas espera-se, inicialmente, que se 

obtenham resultados positivos para posterior otimização do processo. 
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Como mecanismo de orientação para o desenvolvimento de uma vacina, 

planejamos o Perfil de Produto Alvo (TPP) – tabela 23 abaixo, que serve como orientação 

para alcançarmos os requisitos desejados da vacina. 

 

Tabela 23 Planejamento para o desenvolvimento da vacina polissacarídica contra Streptococcus 

agalactiae para gestantes através do “Perfil de produto Alvo” (TPP) 

 

 

  

Indicação Uso profilático

Indicação de uso
Para imunização ativa de mulheres gestantes para proteção contra a colonização patôgena 

do EGB no trato urinario genital

Público alvo Todos os adultos saudáveis, principalemnte mulheres grávidas

Segurança / 

Reactogenicidade

Segurança e reatogenicidade pelo menos comparáveis às vacinas de rotina recomendadas 

pelo Ministério da Saúde, proporcionando um perfil de risco-benefício  altamente favorável, 

idealmente apenas com eventos adversos transitórios leves relacionados à vacinação e 

nenhum EA sério relacionado à vacinação

Eficácia Maior que 70% de eficácia na prevenção de doenças em adultos saudáveis e gestantes

Dose Séries primárias: Não mais do que 2 doses, não mais que 1 mês de intervalo.

Durabilidade da proteção
Conferir proteção duradoura de 5 anos ou mais após a série primária e pode ser mantida por 

doses de reforço.

Rota de adminostração Mucosa sublingual

Cobertura vacinal Multi serotipos (cobertura dos 10 serotipos existentes)

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

Prazo de validade de pelo menos 24 meses a 2-8 ° C

e demonstração de pelo menos 6 meses de estabilidade a temperatura ambiente

Co administração com outras 

vacinas

A vacina será administrada como um produto autônomo não co-administrado com outras 

vacinas.

Apresentação A vacina liofilizada deverá ser acompanhada por frascos separados do diluente apropriado

Registro e pre qualificação
Deve ser pré-qualificada pela ANVISA de acordo com o processo descrito na resolução RDC 

55/2010

Target Product Profile (TPP)

Perfil do Produto alvo

Estabilidade do produto e 

armazenamento
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10 ANEXOS DIVERSOS:  

 

10.1 PAE – Estágio Supervisionado em Docência 

De 1.º agosto de 2015 a 10 de dezembro de 2015 

Disciplina: FBT0536 Supervisão e Garantia de Qualidade 

Prof. Dr. Responsável: Dr. Marco Antônio Stephano 

 

O Estágio Supervisionado em Docência caracterizou-se por participação nas aulas, em 

seminários, estudos dirigidos e discussão de tópicos em pequenos grupos, bem como 

organização e participação em plantões para elucidar dúvidas e aplicação de provas.  

 

 

10.2 Participação como membro do CEP (Conselho de Ética em Pesquisa) 

 

1) Participação no 13.º Fórum de Ética em Pesquisa Clínica, realizado no dia 17 de agosto 

2015, das 8:00 às 18:00 horas, no IEP Hospital Sírio-Libanês.  

2) Participação do IV Simpósio de Ética em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz, realizado no 

dia 10 de novembro de 2015, das 08:30 às 15:00 horas, no anfiteatro Augusto de 

Escragnolle Taunay, Av. Dr. Arnaldo, 355 – Cerqueira César – SP, pelo Comitê de Ética 

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

 

10.3 Participação como organizadora e palestrante no II Curso de Inverno 

FBT/FCF/USP e do III Curso de Inverno FBT/FCF/USP  

 

Organização, planejamento e implementação dos convites para palestras e mesa-redonda 

para o II Curso de Inverno FBT/FCF USP. 

II Curso de Inverno na FCF USP – Tema: “Atualidade do Brasil: patentes, inovação e 

transferência de tecnologia”. 

Convidados: Bionovis, Orygen, USP Inovação, CIETEC, Academia Nacional de 

Farmácia, Alunos de Mestrado, Alunos de Doutorado, Natura, Thomson Reuters, Anvisa, 

Axonal Consultoria, Superlab, Synbio Brasil, ABDI, Garagem Fab-Lab. 

Participou também como palestrante do II Curso de Inverno, com os temas: 

“Desenvolvimento de vacinas” e “Biorregulamentação de produtos biológicos”. 
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10.4 Participação em Congressos (Pôster) 

 

XX Semana Farmacêutica de Ciência e Tecnologia (FCF/USP), com título: “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 Farmacêutico de São Paulo, de 10 a 13 de outubro de 2015, CRF-SP – 

Conselho Regional de Farmácia, apresentação de pôster. Título: “Streptococcus 

agalactiae – culture and bacterial metabolismus”. 

 

Congresso Farmacêutico de São Paulo, de 10 a 13 de outubro de 2015, CRF-SP – 

Conselho Regional de Farmácia, apresentação de pôster. Título: “Integration model of e-

commerce for organizational strategies”. 

 

II Curso de Inverno em Tecnologia Bioquímico-Farmacêutica, realizado nos dias 27 a 31 

de julho de 2015, apresentação de pôsteres. Título: “Streptococcus agalactiae – culture 

and bacterial metabolismus”. 
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10.5 ADOLFO LUTZ – Aquisição de cepa de Streptococcus agalactiae 
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11  ANEXO: FICHA DO ALUNO  
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12  ANEXO: CURRICULUM LATTES  
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13 ANEXO: CEUA – COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS  

 

 


