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RESUMO

O botulismo é uma intoxicacdo geralmente fatal causada pela neurotoxina botulinica.
No Brasil € uma das principais causas de mortalidade bovina nos sistemas de
producao de corte e leite. A doenga é causada pelas toxinas botulinicas tipo C e D
produzidas por Clostridium botulinum presentes em matéria organica vegetal ou
animal decompostas. A ocorréncia da doencga esta associada a osteofagia, devido a
caréncia nutricional, e ingestdo de agua contaminada ou alimentos mal conservados.
O diagndstico é clinico e o tratamento € inviavel devido a nao disponibilidade de soro.
A recomendagao é a prevencdo através da vacinacdo, remocao de carcacas de
animais do campo e melhor conservacédo de agua e alimentos. A vacinagao € anual,
sendo que animais primovacinados devem receber dose de reforco em até quatro
semanas. O esquema de vacinagdo aumenta o manejo resultando em prejuizo
econdmico, pela perda de peso dos animais, € menor adesdao ao esquema de
vacinacao. Visando a obter uma vacina de dose Unica por meio de um sistema de
liberagdo prolongada do antigeno, neste trabalho foram desenvolvidas duas vacinas
baseadas em microparticulas e hidrogel de quitosana. Para se obter um perfil de
resposta imunolégica desejavel, a quitosana foi previamente caracterizada e
selecionada e a toxina foi purificada parcialmente e destoxificada. O processo de
obtengédo de microparticulas contendo toxéide botulinico tipo D foi padronizado por
meio de estudo dos parametros criticos do processo. As vacinas formuladas foram
avaliadas, em comparagao com a vacina convencional a base hidréxido de aluminio,
por intermédio do teste de eficacia em cobaias e medida de titulo de anticorpos
antitoxina botulinica tipo D por soroneutralizagdo em camundongos. Os dados obtidos
demonstram que as formulacdes a base de quitosana possibilitam a producao de
vacinas viaveis, capazes de estimular uma resposta imunologica protetora por mais
tempo e mais intensa a partir de uma unica dose. Os perfis de formacao de anticorpos
especificos no soro sugerem que as formulagdes a base de quitosana se comportam

como sistemas de liberagéo prolongada do antigeno.

Palavras chave: quitosana, microparticulas, liberagado prolongada de antigeno, toxina

botulinica tipo D, purificagao de proteina, adjuvante, Clostridum botulinum, single shot.



ABSTRACT

Botulism is often a fatal poisoning caused by botulinum neurotoxin. In Brazil it is one
of the main causes of mortality in production systems of beef and milk. The disease is
caused by botulinum toxin type C and D produced by Clostridium botulinum present in
decomposed organic matter from plant or animal. The occurrence of the disease is
associated with bone chewing due to nutritional deficiency, and with ingestion of
contaminated or poorly maintained food. The diagnosis is clinical, and the treatment is
impractical due to unavailability of serum. Prevention through vaccination, removal of
animal carcasses from the pasture field and better conservation of water and food are
recommended. The vaccination is annual, and primed animals should receive a
booster dose within four weeks. This vaccination program requires a better
management, what results in economic damage due to weight loss, and a decreased
adherence to vaccination. In a search for a single dose vaccine through a system of
sustained release of antigen, this study has developed two vaccines based on
microparticles and hydrogels of chitosan. In order to obtain a desirable profile of
immune response, chitosan has been previously characterized and selected, and the
toxin was partially purified and detoxified. The process of obtaining microparticles
containing type D botulinum toxin was standardized through the study of critical
process parameters. The formulated vaccines were evaluated in comparison with the
conventional vaccine containing aluminum hydroxide through testing efficacy in guinea
pigs, and measurement of antibody titer by type D botulinum antitoxin through
neutralization in mice. The results have showed that the chitosan-based formulations
enable the production of viable vaccines which are capable of stimulating a more
intense and protective immune response for a longer period after a single dose. The
profiles of specific antibody formation in serum suggest that chitosan-based

formulations behave as systems for prolonged release of antigens.

Keywords: chitosan, microparticles, hydrogel, sustained release of antigen, botulinum

toxin type D, purification of protein, Clostridum botulinum, adjuvant, single shot.
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20
1 INTRODUGAO

1.1 Botulismo

As toxinas botulinicas (BoNTs) sdo as substancias mais letais conhecidas. Doses em
nivel de 1ng.kg' de peso sio suficientes para causar paralisia fatal dos musculos
respiratorios (BYRNE; SMITH, 2000; DEPAZ; HENDERSON; ADVANT, 2005). O
botulismo € uma intoxicagédo nao febril, geralmente fatal, caracterizada por peresia e
paralisia flacida, envolvendo a musculatura da locomogao, mastigagéo e degluticéo.
Apds a absorgao, a neurotoxina distribui-se pela circulagao linfatica e sanguinea. Age
sobre os receptores das terminagdes nervosas periféricas, bloqueando a liberacao de
acetilcolina, resultando na paralisia flacida progressiva dos musculos estriados e a
morte ocorre por parada respiratoria (BARROS et al., 2006; ORTOLANI et al., 1997;
QUEIROZ, 2001; SONGER, 1997).

O botulismo bovino é considerado uma doenga endémica na América do Sul, América
do Norte, Oceania e Africa, e esta associada ao habito de osteofagia, geralmente nas
areas deficientes em fésforo (QUEIROZ, 2001; SONGER, 1997). Os agentes
causadores de botulismo sédo Clostridium botulinum, Clostridium barati e Clostridium
butyricum (SHIAVO, MONTECUCCO, 1997). Entretanto, amostras toxigénicas de C.
butyricum e C. barati sao muito raras (HATHEWAY; JOHNSON, 1998).

O C. botulinum pode ser encontrado no solo, poeira, frutas e vegetais frescos, carnes
e peixes, agua e tubo digestivo de espécies animais e do homem. Os cadaveres em
decomposicdo tém papel importante como fonte de contaminagdo. Em seu estado
vegetativo, esta bactéria pode ser inativada por compostos clorados apos cerca de
20min de contato, pela luz solar apds 1 a 3 horas ou por aquecimento por 5min a 85°C.
Mas, os esporos sao resistentes ao calor, luz, desidratacao e radiacédo. Sao inativados
por calor a 121°C por no minimo 20min e em contato com cloro, formaldeido, acidos
fortes, bases fortes, 6xido de etileno e de propileno. Sao resistentes a luz ultravioleta,
alcodis, compostos fendlicos e compostos organicos mercuriais (ARNON et al., 2009;
FERRARI; WEISSE, 1995; VU, 2006).
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As neurotoxinas produzidas por C. botulinum sao classificadas em sete tipos
sorologicamente distintos (A-G) que sao neutralizadas somente pelas antitoxinas
homodlogas, porém apresentam agao farmacolégica similar. C. botulinum tipos A, B e
G sao encontrados em solo, enquanto os tipos C, D, E e F estdo mais frequentes em
ambientes umidos. Os tipos C e D, de maior importancia epidemiolégica em bovinos,
produzem os componentes C1, C2, C3 e D, em diferentes quantidades. As toxinas C+
e D sao responsaveis pelos sinais neurolégicos da doenga e a toxina binaria C2 causa
necrose da mucosa intestinal, hipotensdo e hemorragia. Ainda nao esta claro o papel
do componente Cs como fator virulento (BARROS et al., 2006; BOHNEL; GESSLER,
2005; QUEIROZ, 2001; RAWAT; AHMED; SWAMINATHAN, 2008; SONGER, 1997).
Os genes que codificam a produg¢ao de BoNTs tipo C e D estdo associados ao fago,
enquanto para BoNT tipo G os genes aparecem associados ao plasmideo. Os demais
tipos de toxina apresentam genes associados ao cromossoma, embora existam
evidéncias de fago transferéncia para BoNT tipo E em C. butyricum toxigénico
(HATHEWAY; JOHSON, 1998; JOHNSON; BRADSHAW, 2001).

Botulismo em humanos é resultante dos sorotipos A, B, E e F; em equinos, é causado
mais comumente pelos tipos A, B e C; animais de pélo, como furdo, sdo mais
notoriamente sensiveis ao botulismo tipo C e, em menor grau, aos tipos A e B;
passaros sao sensiveis ao tipo A, muito sensiveis aos tipos C e E, mas podem manter
C. botulinum tipo D em seu intestino sem apresentar sintomas; os peixes sao
especialmente vulneraveis ao tipo E (DEPREZ, 2006). No Brasil, o botulismo em
bovinos é causado pela ingestdo de neurotoxinas C ou D de C. botulinum presentes
em matéria organica vegetal ou animal decompostas (BARROS et al., 2006;
SAKAGUCHI, 1983). Mas, nos Estados Unidos e em outras regides esta associado
aos tipos A e B (DEPREZ, 2006; MYLLYKOSKI et al., 2006; SCHOCKEN-ITURRINO
et al., 1990; WHITLOCK; WILLIAMS, 1999).

O botulismo é uma das principais causas de mortalidade bovina nos sistemas de
producdo de corte e leite nas regides sudeste e centro-oeste brasileiras. Ovinos,
caprinos, equinos, aves e, esporadicamente, os suinos também podem ser
acometidos (BARROS et al., 2006). As ocorréncias de intoxicagédo em gado de modo

geral estdo associadas a osteofagia (TOKARNIA et al., 1970). Outras causas menos
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comuns envolvem a ingestdo de agua contaminada (DUTRA et al, 2001;

LANGENEGGER; DOBEREINER, 1988) e de alimentos contaminados e conservados
inadequadamente, como a cama de frango, silagem e milho (DUTRA et al., 2001;
DUTRA; DOBEREINER; SOUZA, 2005). A maior incidéncia da doenca ocorre em
fémeas adultas prenhes ou lactantes e com maior frequéncia sazonal registrada na
época das chuvas, provavelmente devido a maior exigéncia nutricional nesta categoria
de animal e pela dificuldade de suplementagcdo mineral nessa época (DUTRA et al.,
2001; LISBOA et al., 1996).

A Tabela 1 apresenta as diferengas em cultivo que permitem classificar o C. botulinum
em quatro grupos, conforme proposto por Smith e Sugiyama (1977 apud FERREIRA,
2002). Contudo, Oguma et al. (1986) estudaram cepas toxigénicas e ndo toxigénicas
de C. botulinum tipos C e D e observaram que embora todas as culturas fossem
capazes de fermentar glicose e ribose, apresentavam propriedades bioquimicas
variadas, comportamentos diferentes para fermentacdo de agucares e producao de

lectinase, indol e sulfeto de hidrogénio.

Estes clostridios produzem as toxinas progenitoras como complexos de 300, 500 ou
900kDa com componentes nao toxicos (NAPs — non-toxic neurotoxin associated
proteins), alguns com atividade hemaglutinante. Esses complexos sdo também
conhecidos como toxinas M, L e LL de tamanho molecular 12S, 16S ou 19S,
respectivamente. As NAPs variam entre os diversos sorotipos e formam complexos
de 900 e 500kDa com BoNT A, B, D e G enquanto BoNT E e F formam somente
complexos de 500 e 300kDa. A formagao da toxina de 300kDa de C. botulinum tipo D
resulta da clivagem da toxina de 500kDa em sua unica ligagao peptidica entre tirosina
e serina. Embora NAPs ndo desempenhem nenhum papel na sinapse nervosa,
apresentam especial fungao na estabilidade, captura e transcitose da BoNT no trato
gastrointestinal. A dissociagdo da BoNT e NAP ocorre em condigdes alcalinas
(ATASSI; OSHIMA, 1999; CHENG et al., 2008; OGUMA et al., 1981). A toxina
complexada apresenta toxicidade de 10 a 100 vezes maior que a toxina nao
complexada através da via oral. A liberagdo da toxina a partir dos complexos foi
investigada utilizando modelos de digest&o in vitro e mostraram relagao direta entre o
tamanho molecular e a resisténcia a degradagdo por pepsina ou sucos gastricos
(CHENG et al., 2008).
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Tabela 1 - Caracteristicas dos grupos de C. botulinum classificados pelo comportamento

fisiolégico.
Caracteristica Grupo | Grupo |l Grupo Il Grupo IV
Tipo de toxina A B, F B E F C,D G
Digestao de + - - -
proteinas
Fermentacéo de + + + +
glicose
Hidrolise de + + + +
gelatina
Formacéo de + + + +
lipases
Producgao de - - - -
indol
Produtos de AA, AP, AIB, AA, AB AA, AP,AB AA, AP, AIB,
fermentagao AB,AIV AB.AIV

AA = acido acético; AP = acido propidnico; AIB = acido isobutirico; AB = acido butirico; AIV =
acido isovalérico

As BoNTs sdo produzidas como uma cadeia polipeptidica unica de 150kDa. Apos a
ativagao por clivagem proteolitica sdo geradas as duas cadeias ligadas por ligagéo
dissulfeto, L (50kDa) e H (100kDa), que estdo organizadas em trés dominios
especificos de 50kDa conectadas por ligagdes sensiveis a proteases. O dominio
amino-terminal (Hn) da cadeia pesada (H) tem o papel de translocagdo enquanto a
parte carboxi-terminal (Hc) é responsavel pela ligacdo neuroespecifica. Por sua vez,
a cadeia leve (L), uma zinco-endopeptidase, € responsavel pela atividade catalitica
intracelular (BYRNE; SMITH, 2000; OGUMA et al., 1981; QUEIROZ, 2001; SHIAVO;
MONTECUCCO, 1997).

As cadeias leves das neurotoxinas sao zinco-endopeptidases, que clivam varias
proteinas envolvidas nas etapas de ancoragem e fusdo da vesicula sinaptica e,
portanto, bloqueiam a liberagdo da acetilcolina. As cadeias pesadas da toxina tém

papel acessorio, se ligam ao receptor pré-sinaptico da célula nervosa e promovem a
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translocacao da cadeia leve para o citoplasma celular (CAIl; SINGH; SHARMA, 2007).

Estudos eletrofisiolégicos mostraram que a toxina age reduzindo o conjunto de
vesiculas sinapticas capazes de fusdo, mas nao altera o conteudo das vesiculas
sinapticas ou interfere no processo de sintese e armazenagem do neurotransmissor,
propagacéao do sinal elétrico nervoso e entrada e disponibilidade de calcio (SHIAVO,
MONTECUCCO, 1997).

As sinapses sdo compostas por um terminal pré-sinaptico preenchido com vesiculas
sinapticas contendo neurotransmissores, uma fenda sinaptica e um aparato de
recepgao pos-sinaptico (Figura 1). A acetilcolina é liberada, na fenda sinaptica,
quando o terminal do axénio € despolarizado pelo potencial de agdo do motoneurdnio.
O transporte vesicular, reconhecimento do alvo, ancoragem e fusdo envolvem
recrutamento ordenado e sequencial de complexos protéicos a partir do citoplasma. A
liberagdo do neurotransmissor é executada por uma cadeia de proteina de transporte,
o fator soluvel N-etilmaleimida-sensitivo anexado ao complexo protéico receptor
(SNARE) que esta envolvido no ancoramento e fusdo das vesiculas sinapticas na
membrana pré-sinaptica. Em presenca da BoNT, a cadeia pesada da neurotoxina
botulinica liga-se as estruturas da glicoproteina encontradas especificamente em
terminais nervosos colinérgicos, provavelmente a sinaptotagmina. No caso da toxina
tipo A, a proteina SV2 da vesicula sinaptica pode ser outro receptor. Apos a
endocitose, acredita-se que ocorre em meio acido uma alteragao conformacional da
cadeia leve da toxina que permite a formacédo de poro no endossoma e facilite a
passagem do dominio catalitico, pelo menos, através da membrana para o citosol. A
cadeia leve age com elevada especificidade para o complexo protéico SNARE. O alvo
das proteinas varia de acordo com os sorotipos das BoNTs. As toxinas tipo A, Ce E
quebram as proteinas sinaptossomais associadas de 25kDa (SNAP-25). As toxinas
tipo B, D, F e G atuam sobre a sinaptobrevina (VAMP). A BoNT tipo C também pode
atuar sobre a sintaxina. A quebra proteolitica da cadeia peptidica do complexo
protéico SNARE impede a ligagéo da vesicula da acetilcolina na superficie interna da
membrana celular e resulta na obstru¢do da fusdo vesicular e, portanto, na
progressiva paralisia flacida (ARNON et al., 2009; CAIl; SINGH; SHARMA, 2007;
RAWAT; AHMED; SWAMINATHAN, 2008).



25

A Normal Neurotransmitter Release

SNARE Proteins
Form Complex

Vesicle and Terminal
Membranes Fuse

Synaptobrevin

SNARE oM
Proteins | SNAP-25 0 OO Synaptic
o Fusion

Syntaxin
NERVE TERMINUS

NS

T
AL 113 )

ofhie op

e

B Exposure to Botulinum Toxin

Light Chain Cleaves
. Specific SNARE Proteins

Botulinum Toxin
Endocytosed
Types B, D, F, G

R ; Types A, C, E @ &= SNARE Complex
iikight Chain S Does Not Form

Type C “ \
\ ~ /’ Membranes

TR
LA

Figura 1 - Mecanismo de acdo da toxina botulinica. Fonte: ARNON et al. , 2009.

A. A liberagao de acetilcolina na jungdao neuromuscular envolve a jung¢ao de proteinas
intrinsecas das membranas plasmaticas, vesicular e pré-sinaptica, mediante proteinas
especificas de ancoragem e fusdo na zona ativa (SNARE). O complexo de fusdo sinaptica é um
conjunto de proteinas SNARE, que inclui sinaptobrevina, SNAP-25 e sintaxina. Apds fusdo na
membrana, a acetilcolina é liberada na fenda sinaptica e entao ligada a receptores da célula
muscular.

B. A toxina botulinica liga-se a membrana da célula neuronal na terminagao nervosa e entra no
neurdnio por endocitose. A cadeia leve da toxina cliva sitios especificos das proteina SNARE,
impedindo a formagao do complexo de fusdao sinaptica e, consequentemente, bloqueando a
liberagao da acetilcolina. As toxinas tipo B, D, F e G clivam a sinaptobrevina; os tipos A, C e E
clivam SNAP-25; o tipo C cliva a sintaxina. Sem a liberagdo da acetilcolina, o musculo nao é
capaz de contrair. SNARE, fator soluvel N-etilmaleimida-sensitivo anexado ao complexo
protéico receptor; NSF, o fator soluvel N-etilmaleimida-sensitivo e SNAP-25, proteinas
sinaptossomais associadas de 25kDa.

1.1.1 Prevencao
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A utilizagcdo de alimentos e agua de boa qualidade, eliminacdo de cadaveres das

pastagens e suplementagao mineral de fosforo constituem as medidas para profilaxia
e controle da doenca. Ressalta-se, entretanto, que a vacinagdo € o mais importante
fator para reducéao da mortalidade (BARROS et al., 2006; BROWN et al., 1999). Todos
os bovinos com idade acima de quatro meses devem ser vacinados anualmente
(BARROS et al., 2006). Em areas de risco de surtos, a melhor alternativa de
prevencao € a vacinagao do rebanho com toxéide C e D. Os anticorpos contra toxdides
C e D agem bloqueando a ligacdo das toxinas ao receptor, ou seja, agem como
neutralizadores da toxina (QUEIROZ, 2001). Experimentos demonstraram que
anticorpos podem atuar extracelularmente por interferir na ligacdo da BoNT com a
superficie da célula, bem como intracelularmente pela inativagdo de qualquer BoNT
que tenha escapado da primeira linha de defesa (ATASSI; OSHIMA, 1999). De acordo
com a Instrucdo Normativa n°23, de 18/03/2002, do Ministério da Agricultura
(SECRETARIA..., 2002), foi estabelecido que as vacinas contra botulismo devem
obter titulos minimos de 5Ul.mL"" para a antitoxina C e 2Ul.mL-" para a antitoxina D,

conforme ensaio de soroneutralizacdo descrito no documento.

O trabalho feito por Steinman et al. (2006) avaliou a eficacia de uma vacina comercial
bivalente em surtos entre os anos de 2002 e 2005 em Israel e concluiu que naquelas
condi¢des havia probabilidade de 96% de animais ndo vacinados entre 6 a 24 meses
serem acometidos pela doencga. Ja os animais entre 2 a 6 meses de idade, nao
vacinados apresentaram probabilidade de apenas 24% de serem acometidos, muito

provavelmente devido a imunidade passiva.

Nao ha informagdes sobre o grau de imunidade necessario para proteger animais
expostos ao material toxico, ja que nao é conhecida a quantidade de toxina ingerida
pelos animais a campo (CURCI, 2008). Portanto, € desejavel que as vacinas
comerciais contenham uma quantidade de toxoide suficiente para desencadear o mais
alto grau de imunidade possivel (JANSEN; KNOETZE; VISSER, 1976; LOBATO et al.,
1999).

Steinman et al. (2007) realizaram estudo sobre os niveis de anticorpos antitoxina D
em bovinos em Israel apds surto ocorrido ao sul do pais envolvendo 28 diferentes

propriedades e que resultou na morte de 600 bovinos. O esquema de vacinagao oficial
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era 0 mesmo adotado no Brasil (SECRETARIA..., 2002), em que a revacinagao dos

primovacinados deve ocorrer quatro semanas apos a primeira e, em seguida, a
vacinacao € anual. Verificou-se que os animais foram expostos a altos niveis de BONT
D na ocasiao do surto e que, portanto, seria necessario altos niveis de anticorpos
neutralizantes no soro. Contudo, o nivel de anticorpos neutralizantes contra BoNT
reduz significativamente ao longo do tempo tanto em humanos quanto em animais.
Deste modo, os autores propuseram uma mudanca no esquema de vacinagao

antitoxina D para cada seis meses apos a primeira vacinagao.

Brown et al. (1999) avaliaram o desempenho de duas vacinas bivalentes, contendo
toxoides botulinicos tipo C e D, apos administracdo unica em bovinos. A vacina da
Websters Singvac era uma emulsado oleosa e da CSL uma vacina convencional de
hidréxido de aluminio. O estudo evidenciou que ambas apresentaram titulos similares
para anticorpos tipo D enquanto a vacina Singvac induziu uma maior resposta
imunogénica para tipo C em comparagdo com a vacina convencional. Também
verificaram alta concentracido de anticorpos para botulismo C e D em bezerros antes
da vacinagao e associaram o resultado a imunidade passiva, uma vez que as maes ja

haviam sido vacinadas varias vezes.

As respostas humorais de cobaias e bovinos induzidas por vacinas bivalentes tipo C
e D, utilizando vacinas comerciais, foram avaliadas por Fonseca (2001). Foram
observadas diferengas significativas de resposta entre as vacinas avaliadas, em
especial para anticorpos contra o tipo C. Também se observou que a resposta imune
em cobaias e bovinos vacinados com toxoides botulinicos bivalentes C e D revelou
que o padrao de resposta imune nas duas espécies € compativel, existindo uma
tendéncia dos cobaias apresentarem uma magnitude de resposta maior que os
bovinos. Curci (2008) avaliou a resposta humoral de bovinos contra as toxinas
botulinicas tipos C e D pelo teste de enzyme linked immuno sorbent assay (ELISA)
indireto e também observou diferengas significativas entre as respostas das vacinas
avaliadas, principalmente aos 30 dias apds o reforgco. Os toxdides C e D de vacinas
bivalentes tiveram resposta superior quando comparadas aos toxéides C e D de

vacinas polivalentes, principalmente contra o tipo D.
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1.2 Sistemas de liberagcao de proteinas

Na area veterinaria, o sucesso da terapia pela administragao de vacina depende tanto
do meétodo de liberagdo quanto da preparagcdo do antigeno. A facilidade de
administracao € especialmente importante para grandes animais. Como vacinar um
rebanho, no periodo adequado, sem prejudicar a produtividade? Muitas vacinas
requerem duas ou trés doses e representam grande transtorno devido a dificuldade
de manejo. Vacinas que apresentem acdo prolongada, pulsatil, de liberagédo
programada ou que possam ser administradas com o menor manejo possivel, sdo
muito desejadas (BOWERSOCK; MARTIN, 2000; BRAMWEELL; EYLES; ALPAR,
2005). A vacina ideal deve apresentar alta imunogenicidade e antigenicidade
especifica, auséncia de efeitos colaterais, ser de baixo custo, estavel, adaptavel a
vacinagdo em massa e, teoricamente, deve estimular uma resposta imune distinguivel
da devida a uma infecgéo natural de forma que a imunizacgao e a erradicagcao possam
prosseguir simultaneamente (BOWERSOCK; MARTIN, 2000; TIZARD, 1998).

Desde algumas décadas atras, houve consideravel aumento do interesse em
desenvolver sistemas de liberacdo de proteinas efetivos a fim de atender a grande
variedade de proteinas recombinantes que foram obtidas para aplicagao terapéutica.
A chave para o sucesso é a obtengédo de um eficiente sistema que permita a proteina
alcancgar os orgaos linféides secundarios no tempo e duragdo adequada. Quatro
fatores principais devem ser considerados: rota de administragao, perfil de liberacéo,
meétodo de liberagdo e modo de fabricacéo da formulagdo. O desenvolvimento de um
sistema de liberagdo para proteina depende de caracteristicas como tamanho
molecular, meia vida biolégica, imunogenicidade, estabilidade conformacional, dose,
local e taxa de liberagao, farmacocinética e farmacodinamica. Além do grande desafio
em estabelecer um padrao de liberagao adequado e reprodutivel, deve-se atentar para
a manutencgao da integridade da estrutura tridimensional durante todas as etapas de
preparagao e mesmo durante a liberacdo. Em muitas situagdes, devido a fragilidade
da natureza protéica, ocorre reducao de sua atividade bioldgica e imunogénica. Essas
modificagdes podem ser por desnaturagdo ou por degradagdo quimica envolvendo
oxidagdo, deaminacéo, hidrélise, entre outras (SENEL; MCCLURE, 2004; SINHA;
TREHAN, 2003).
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A perspectiva de estabilizacdo de antigenos e a administracado de dose primaria e
secundaria em uma administragdo unica, single-shot, pela preparagédo de vacinas em
microesferas poliméricas € um avancgo tecnolégico que pode revolucionar a terapia
em paises em desenvolvimento e do terceiro mundo (BRAMWEELL; EYLES; ALPAR,
2005). Outra forte motivagao para encapsular antigeno no interior das microparticulas
€ a possibilidade de induzir uma melhor resposta imune em comparagdo com
antigenos nado encapsulados ou, em muitos casos, superior resposta imune
comparado aquela obtida com o uso de alume ou adjuvante de Freund
(BOWERSOCK; MARTIN, 2000).

O processo de producdo de microparticulas pode ser otimizado para obtencao de
tamanhos apropriados. Isto permite a produgdo de particulas de tamanho entre 1-
10um, o que é oOtimo para fagocitose por células processadoras de antigenos.
Também é possivel a produgao de particulas de tamanho até 125um em diametro que
sao lentamente degradadas in vivo, reduzindo o tamanho até que possam ser
fagocitadas. Isto € importante para se conseguir uma liberagdo sustentada de
antigenos e prolongar a imunoestimulagao possibilitando a obtengédo de uma vacina
do tipo single shot. Uma segunda estratégia para prolongar a liberagdo ou obter uma
liberacao pulsatil € a utilizagdo de diferentes polimeros ou blendas ou diferentes
massas molares como comumente estudado com polimeros polilaticos, poliglicolicos
ou a combinacao desses ésteres (BOWERSOCK; MARTIN, 2000).

Ainda ndo esta definido se seria mais desejavel uma liberagdo pulsatili ou uma
liberagdo continua do antigeno ao longo do periodo de indugéo de resposta imune.
De forma geral, assume-se que a liberagao pulsatil de antigeno seria a mais desejavel
por mimetizar uma infecgao natural e evitar indugao de tolerancia imune pela continua
administracdo de antigeno em baixo nivel. Entretanto, alguns estudos tém
demonstrado que a liberagdo continua de antigeno resulta em altos titulos de
anticorpos, aparentemente evitando a indugdo de tolerancia (BOWERSOCK;
MARTIN, 2000). Um mecanismo possivel para explicar uma melhor eficiéncia esta em
funcdo da mais prolongada exposi¢gdo do antigeno ao sistema imune (BRAMWEELL;
EYLES; ALPAR, 2005).
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Amplamente estudado nos ultimos anos, sistema de liberagao utilizando microesferas

de quitosana tem sido utilizado para veicular antibidticos, antihipertensivos, agentes
anticancer, proteinas, peptideos e vacinas (DANG; LEONG, 2006; ILLUM et al., 2001;
JAMEELA; MISRA; JAYAKRISHNAN, 1994; Ml et al. 1999; SINHA et al., 2004). Em
revisao feita por Issa, Koping-Hoggard e Artursson (2005) foram apontadas as areas
de engenharia de tecidos biolégicos e vacinas como principais aplicagdes da

quitosana como material biomédico.

Propriedades tais como biodegradabilidade, baixa toxicidade e biocompatibilidade
estimularam a utilizagcdo da quitosana em formulacdes farmacéuticas e bioprodutos
(ALPAR; GROVES, 2006; ILLUM et al., 2001; JIANG; ABDEL-FATTAH; LAURENCIN,
2006; SENEL; MCCLURE, 2004). As primeiras publicagées nas areas farmacéuticas
e médica ocorreram a partir da década de 1980 propondo obtencéo de preparagoes
para liberacdo sustentada (SAWAYANAGI; NAMBU; NAGAI, 1982), liberagao sitio-
especifica (GALLO; HASSAN, 1988) e mucoadesivas (ILLUM; FARRAJ; DAVIS, 1994;
LEHR et al., 1992).

Quanto a atividade imunoadjuvante, a utilizacdo de quitosana em vacinas em
formulacbes de uma grande variedade de antigenos tem demonstrado promover a
concentragao e ativagdo de macroéfagos, células polimorfonucleares e células natural
killer (NK), inducao de interleucinas (IL-2, IL-10, IL-12), fator de necrose tumoral (TNF-
o) e interferon-gama (INF-y), aumento da resposta de anticorpos, de
hipersensibilidade tipo tardia e resposta de linfocitos T citotdxicos (ARCA;
GUNBEYAZ; SENEL, 2009; NISHIMURA et al., 1984). Kosaka et al. (1996)
demonstraram que implantes subcutaneos de quitosana em caes aumentaram o
numero de células sanguineas brancas, particularmente neutréfilos e ativou tanto

células polimorfonucleares quanto macrofagos.

Testes clinicos utilizando quitosana nao tém reportado nenhum efeito téxico ou reagao
alérgica ap6s a implantagao, injegdo, administragéo tdpica e oral em seres humanos.
Sua biodegradagao por lisozimas resulta na liberagdo de amino-agucares, que séao
incorporados as vias metabdlicas da glicosaminoglicana e glicoproteina, ou excretada
(CHATELET; DAMOUR; DOMARD, 2001).
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Na area de vacinas, estudos realizados com microparticulas de quitosana

apresentaram significante resposta imune contra influenza, pertussis e difteria
administradas por via nasal com similar nivel de IgG e superior nivel de IgA quando
comparado a administragao parenteral. O mecanismo de agao principal envolveu uma
melhor promogao da absor¢cdo do material (ILLUM et al., 2001). Arca, Glnbeyaz e
Senel (2009) listaram a utilizagao de quitosana e derivados em vacinas com antigeno
antrax recombinante, dermonecrotoxina da Bordetella bronchiseptica, toxdide da
difteria, toxina da cdlera, particula viral da aftosa, virus influenza inativado, toxéide

tetanico, toxina botulinica A, B e E e Streptococci equi entre outros.

Conforme a literatura tem mostrado, a quitosana tem um grande potencial para
complexacdo com DNA, negativamente carregado, devido as suas caracteristicas
catibnicas. Do mesmo modo, devido a sua propriedade mucoadesiva, tem sido
utilizada com sucesso em sistemas de liberagao de genes pela via nasal e oral (DANG,;
LEONG, 2006).

Jaganathan et al. (2005) prepararam microesferas carregadas com toxodide tetanico
em matrizes de quitosana e PLGA (acido polilatico-co-glicélico) e observou que em
presencga de estabilizante ambas apresentaram resultados satisfatorios devido a um
bom nivel de antitoxina, com aumento do booster em comparagido com vacinas
formuladas com hidroxido de aluminio. Os resultados demonstraram que microesferas
de toxoide tetanico tém potencial aplicagao para modular a liberacéo, ressaltando que

em comparagao ao PLGA, a quitosana torna o custo final do produto mais viavel.

1.2.1 Imunologia dos sistemas particulados

Desde 1924, quando foi verificado que era possivel aumentar a resposta imunoldgica
contra toxina teténica e difteria em mistura dos antigenos com agar, amido, dleo,
lecitina ou saponina, o desenvolvimento de adjuvantes microparticulados baseados

em emulsdes lipidicas, nano e microparticulas biodegradaveis, complexos
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imunoestimulatérios (ISCOMs) e virossomos tornaram-se foco de interesse das

pesquisas (GUY, 2007; XIANG et al., 2006).

Micro e nanoparticulas solidas podem ser obtidas de materiais inertes, biodegradaveis
ou nao. Nanoparticulas sido atribuidas a particulas de tamanho entre 10 a 1000nm e
as microparticulas sao maiores, em torno de 1 a 200um (ROTHEN-WEINHOLD;
GURNY; DAHN, 2000; SPICKLER ; ROTH, 2008).

As microparticulas provaram atuar como sistemas adjuvantes e sdo mais eficientes
em veicular o antigeno as células apresentadoras de antigenos (APCs) que o antigeno
soluvel (PASHINE; VALIANTE; ULMER, 2005). Os resultados em literatura sugerem
gue os antigenos microencapsulados sao capazes de ser transferidos em sua forma
nativa aos locais de inducédo (ALPAR; GROVES, 2006; BRAMWELL; EYLES; ALPAR,
2005) e estimular a resposta imune inata (ILYINSKII, 2009). A fagocitose das
microparticulas por células APCs é um mecanismo importante para acdo da
microparticula como adjuvante. Kanke, Sniecinski e De Luca (1983) descreveu a
fagocitose das microparticulas de tamanho de 1-3um por macrofagos e mostrou que
particulas de 12um nao foram fagocitadas. Posteriormente, Tabata e |kada (1990)
mostraram que a fagocitose ocorre mais facilmente para particulas <2um e que a
hidrofobicidade dos materiais tem influéncia no processo. Utilizando particulas de
poliestireno, Xiang et al. (2006) demonstraram que o tamanho das particulas é fator
critico para aimunogenicidade, sendo que particulas menores (<0.5um), em particular
entre 40 a 50nm, sao significativamente melhores para promover resposta imune de
linfécitos Th1 que as particulas maiores (>0.5um). Estas ao serem fagocitadas por
células APCs induzem satisfatoriamente resposta tipo 2 e a formagao de anticorpos.
Ou seja, microparticulas possuem tamanho similar aos patdégenos, sendo assim
particulas menores induzem resposta tipo viral enquanto particulas maiores induzem
resposta similar a bactérias. Winzeburg et al. (2004) acrescentam que particulas
maiores que 10um devem primeiramente ser degradadas in vivo antes de serem
fagocitadas e, portanto, podem atuar como depot. Ainda nao esta claro na literatura
se sistemas particulados de tamanho entre 5 a 10um melhoram a resposta
imunoldgica ou se nanoparticulas sdo capazes de promover fagocitose diferenciada
pelas APCs (ARCA; GUNBEYAZ; SENEL, 2009).
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As microparticulas sao avidamente absorvidas pelas APCs, tais como células
dendriticas e macrofagos. Ao mesmo tempo, os antigenos estimulam as reagdes de
imunidade inata ligando-se aos receptores Toll-like (TLRs) nas células dendriticas e
macrofagos residentes nos tecidos. Isso resulta na produgéao de citocinas inflamatorias
como o fator de necrose tumoral (TNF) e a interleucina-1 (IL-1). Subsequentemente,
as células maturam, passam a expressar receptores na superficie para as citocinas
produzidas nas zonas de células T dos linfonodos e seguem para o linfonodo. As
células APCs ativam as células T (CD4+) e definem a resposta adaptativa. Antigenos
associados a particulas também podem ser fagocitados pelas células APCs e
apresentar os antigenos para que sejam reconhecidos pelos linfocitos T CD8+ que se
diferenciarao em linfécitos T citoliticos (CTLs). Também é possivel que outras células,
tais como células musculares, possam expressar antigenos na sua superficie e
estimular os linfécitos T ativados. Senao, apds a morte celular as particulas serdao
liberadas e fagocitadas pelas APCs (BRAMWELL; EYLES; ALPAR, 2005; ILYINSKII,
2009; MOREIN; HU; ABUSUGRA, 2004).

Sharp et al. (2009) demonstraram que a fagocitose das microparticulas pelas células
dendriticas ativa a NALP3 inflamossomo que contribui para promover a resposta inata
e antigeno especifica. Outro importante mecanismo consiste na ativagéo dos linfocitos
B que endocitam os antigenos protéicos, apresentam as células T auxiliares (CD4+)
e desenvolvem a resposta humoral cuja intensidade depende da duragdo da
apresentacao antigénica (STORNI et al., 2003). Neste sentido, as microparticulas
poliméricas tém papel importante na protecdo dos antigenos, peptideos e DNA da
degradagao imediata, possibilitando prolongar e controlar a liberagdo do antigeno ao
longo do tempo in vivo (HANES; CLELAND; LANGER, 1997; WANG et al., 2004;
XIANG et al., 2006). Considerando que as microparticulas podem proteger as
proteinas do ambiente, os sistemas particulados sao capazes de promover a captura
e retencao de antigenos nos linfonodos (O'HAGAN; SINGH; ULMER, 2006).

1.3 Quitosana
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Quitosana é um aminopolissacarideo biodegradavel, hidrofilico, ndo toxico e

biocompativel, obtido a partir da desacetilagdo alcalina da quitina, que é o segundo
polissacarideo mais abundante no planeta, e obtido de exoesqueletos de crustaceos
e outros animais marinhos (ALPAR; GROVES, 2006). E formada pelos copolimeros
B-(1—4)-2-amino  2-desoxi-D-glicose e p-(1—4)-2-acetamida 2-desoxi-D-glicose.
Cada unidade de seis carbonos possui um grupo amino primario e duas hidroxilas
livres (KAS, 1997; TORRES et al., 2005; WU; SU; MA, 2006) (Figura 2).
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Figura 2 - Estrutura da quitosana.
Fonte: Torres et al. (2006).

A quitosana e seus derivados sao classificados como polimeros heterogéneos, porque
possuem na cadeia polimérica tanto monémeros acetilados quanto desacetilados. A
proporgao relativa dessas unidades nas cadeias macromoleculares de quitosana tem
efeito marcante na sua solubilidade. Devido ao grupo amino comportar-se como base
fraca, com pKa de 6,2 a 7,0, a quitosana é insoluvel em agua e em solventes
organicos. A solubilidade da quitosana esta relacionada com a quantidade de grupos
amino protonados (-NHs*) na cadeia polimérica. Quanto maior a quantidade desses
grupos, maior a repulsao eletrostatica entre as cadeias e também maior a solvatagéo
em agua. A solubilidade depende da natureza do anion envolvido; dissolve-se em
solugbes aquosas de acidos organicos (pH<6,5), como acético, formico e citrico, além
de acidos inorganicos, como acido cloridrico diluido, resultando em solugdes viscosas.
E pouco soltvel em solugéo diluida de acido fosférico e é insoltvel em solucéo diluida
de acido sulfurico. Em condigdes alcalinas ou em solugdes contendo polianions ocorre
precipitacdo da quitosana (ALPAR; GROVES, 2006; SENEL; MCCLURE, 2004;
SINHA et al., 2004). Devido a presenga de amina primaria, a quitosana sofre rea¢des
tipicas das aminas, como a formagdo de base de Schiff. A temperatura ambiente, a

quitosana forma aldiminas (rea¢cdes com aldeidos) e cetiminas (reagdo com cetonas).
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A N-alquilquitosana formada da reagdo com aldeidos intumesce em presenga de agua

e facilmente forma filmes (KUMAR, 2000).

Comercialmente, a quitosana esta disponivel na forma de flocos secos, solugéo e p6
fino. Possui massa molar entre 3.800 e 2.000.000Da e grau de desacetilagédo entre 66
a 95% (ALPAR; GROVES, 2006). E um material semi-cristalino, apresentando grau
de cristalinidade em fungcdo do grau de desacetilagdo. A cristalinidade € maxima
quando o polimero apresenta grau de desacetilagdo em nivel extremo, ou seja, 0% ou
100% de desacetilagdo (SENEL; MCCLURE, 2004). Tamanho de particulas,
densidade, viscosidade, grau de desacetilagcdo e massa molar s&do importantes
caracteristicas da quitosana que influenciam nas propriedades das preparacdes
farmacéuticas (SINHA et al., 2004).

Conforme descrito no Quadro 1, a caracterizagdo de quitosanas envolve,
principalmente, a determinagdo do grau meédio de acetilagdo, da massa molar, da
solubilidade, do teor de cinzas e do grau de umidade (CAMPANA F°; SIGNINI, 2001;
GUPTA; JABRAIL, 2006; SANTOS et al., 2003; SIGNINI; CAMPANA F°, 2001; SINHA
etal., 2004).

O grau de acetilacdo é importante parametro estrutural que influencia propriedades

fisico-quimicas como a massa molar, estiramento até fratura e resisténcia a tensao

em filmes e membranas que diminuem com a reduc¢do do grau de acetilagéo.

Quadro 1 - Caracterizagio fisico-quimica da quitosana.

Parametros Caracterizagao Referéncias
Espectroscopia na regido do SANTOS et al., 2003;
Identificacao
infravermelho TORRES et al., 2005
GUPTA; JABRAIL, 2006;
Grau médio de Espectroscopia de infravermelho

TORRES et al., 2005
EUROPEAN
PHARMACOPOEIA 52 ed

acetilacao ou grau de

desacetilacao Espectroscopia de ultravioleta
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Espectroscopia de RMN de 'H

CAMPANA F°; SIGNINI,
2001; SIGNINI; CAMPANA
F°,2001; SANTOS et al.,
2003

Titulagdo condutimétrica

SANTOS et al., 2003

Titulagao potenciométrica

BEPPU; ARRUDA;
SANTANA, 1999; GUPTA,
JABRAIL, 2006.

Massa molar

Cromatografia de permeagao em

gel

(CANELLA; GARCIA, 2001);

Viscosimetria

CAMPANA F°; SIGNINI,
2001; SANTOS et al., 2003.

Grau de umidade

Termogravimetria

SIGNINI; CAMPANA F°,
2001; SANTOS et al. 2003;
EUROPEAN ..., 2004.

Teor de cinzas

Termogravimetria

SIGNINI; CAMPANA F°,
2001; SANTOS et al., 2003;
EUROPEAN ..., 2004.

Cristalinidade

Difragéo de raios X

CAMPANA F°; SIGNINI,
2001; SIGNINI; CAMPANA
F°, 2001.

Também se verificou que o processo de biodegradagéo por lisozima depende do grau

médio de acetilagao e diminui com a redugao do mesmo (TOMIHATA; IKADA, 1997).

Inversamente, a adesdo celular in vitro de algumas células cutédneas, como

fibroblastos e queratinécitos, reduz com o aumento do grau de acetilagédo, devido a

interagcéo eletrostatica envolvendo os grupos aminos protonados da quitosana com
cargas da superficie da membrana celular (CHATELET; DAMOUR; DOMARD, 2001).

Por sua vez, a atividade estimulatoria sobre macrofagos € principalmente atribuida as

unidades de N-acetil-D-glicosamina do que aos residuos de glicosamina (PELUSO et

al., 1994).

1.4 Preparo de microesferas de quitosana
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O método de preparo tem muita influéncia nas propriedades das microesferas e

devem ser considerados fatores como taxa de encapsulamento, estabilidade da
proteina encapsulada, uniformidade e reprodutibilidade do lote, flexibilidade para
ajustar o perfil de liberagao, baixo efeito burst, fluidez das microesferas e estreita
distribuicdo de tamanho de particulas. Ressalta-se a necessidade de adjuvanticidade
do sistema e sua seringibilidade através das agulhas. O processo néao deve expor a
proteina a solventes desnaturantes e ser simples, reprodutivel e escalonavel. Assim
como todo produto de uso parenteral, as microesferas devem estar estéreis para sua
utilizagdo (SINHA; TREHAN, 2003; WANG et al., 2006).

O processamento da quitosana para obtengdo de microesferas carregadas com
proteinas tem sido extensamente pesquisado ha trés décadas. As técnicas mais
comumente utilizadas séo: (a) gelificagdo ionotrépica com um polieletrdlito de carga
oposta, tais como o tripolifosfato (TPP) ou alginato (GRENHA; SEIJO; RMUNAN-
LOPEZ, 2005; KANG et al., 2006; Ml et al. 1999); (b) emulsificacdo com evaporacéo
de solvente (XUE et al., 2006); (c) secagem por atomizacado (OLIVEIRA, 2004); (d)
atomizacdo e coagulacdo (TORRES et al, 2005); (e) método de
emulsificagcao/reticulacdo (JAGANATHAN et al., 2005; XUE et al., 2006); (f)
emulsificacdo através de membrana (WANG et al, 2006); (9)
precipitagdo/coacervacéo (VAN DER LUBBEN et al., 2001). Uma variagéo da técnica
€ possivel pela imobilizagao do ativo apds preparo de microesfera porosa (ALEXAKIS
et al., 1995; MI et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2005). A etapa final dos diversos
processos envolve a lavagem, separacgao e secagem das microesferas (SINHA et al.,
2004).

A estabilidade de particulas de quitosana em ambiente aquoso pode ser questionavel
e alguns autores propdéem a reticulagéo do polimero. As microesferas reticuladas séo
menos soluveis em agua e sdo mais estaveis (ALPAR; GROVES, 2006). A reticulagéo
pode ocorrer simultaneamente ao processo de obtencao das microesferas ou a partir
de microesferas pré-formadas por diferentes técnicas. Berger et al (2004a) dividiram
a reticulagao de quitosanas em duas classes: reticulagao quimica e reticulagao fisica.
A primeira é formada por ligagbes covalentes irreversiveis, sendo que o
intumescimento e a liberacdo do ativo ndo sédo considerados sensiveis ao pH. Entre

os agentes de reticulacdo pode-se citar: glutaraldeido (DINI; ALEXANDRIDOU;
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KIPARISSIDES, 2003); formaldeido (HE; DAVIS; ILLUM, 1999); D,L-gliceraldeido

(OLIVEIRA, 2004); glioxal (GUPTA; JABRAIL, 2006); tripolifosfato (ANAL; STEVENS;
REMUNAN-LOPEZ, 2006). A reticulacéo fisica, por sua vez, é formada por varias
ligacdes reversiveis, como as interagdes idnicas, complexos de polieletrolitos; sendo

gue o intumescimento e a liberagcado sédo considerados dependentes do pH.

Para a maior parte das aplicagdes em sistemas de liberagdo controlada, devido as
propriedades hidrofilicas da quitosana, a reticulagdo se torna uma estratégia para
controlar propriedades desses sistemas como capacidade de adsor¢cao de agua,
carga superficial, dentre outras que afetam diretamente a sua cinética de liberacao
(ANAL; ESTEVENS; REMUNAN-LOPEZ, 2006; BERGER et al., 2004b; GUPTA;
JABRAIL, 2006)

1.4.1 Coacervacao simples

O processo de coacervacao usa o fendbmeno de desolvatacéo parcial dos polimeros e
sua agregagao em resposta a trocas quimicas ou fisicas no meio (PORTE;
COUARRAZE, 1994). Consiste em solubilizar a quitosana em meio acido e adicionar
anion sulfato, resultando na formacdo de complexo pouco soluvel e,
consequentemente, na precipitacdo de particulas. Utiliza-se um tensoativo, como o
polissorbato 80, e banho de ultra-som para evitar formagao de aglomerados.
(BERTHOLD; CREMER; KREUTER, 1996).

1.4.2 Emulsificacdo com evaporacao do solvente

Uma emulsdo simples é obtida entre a solugao polimérica organica e uma fase
continua imiscivel, formando uma emulsado do tipo O/A se a fase aquosa formar a
emulsao ou A/O se a fase oleosa formar a emulsao. A emulséo formada € mantida
sob agitacdo até que a maior parte do solvente seja evaporada, resultando na

solidificacdo das microesferas (SINHA et al., 2004).
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Emulsdées multiplas também podem ser obtidas utilizando um processo de
emulsificacdo em trés etapas. A solugdo aquosa contendo o ativo e a fase oleosa
contendo estabilizantes da emulsdo s&do combinadas para formar uma emulsao do tipo
A/O (etapa 1). Em seguida, a emulsao A/O é dispersa na solugao polimérica levando
a formacéo de uma emulsao dupla A/O/A (etapa 2). E finalmente ocorre a evaporagéao
do solvente (etapa 3) (SINHA et al., 2004; SINHA; TREHAN, 2003).

1.4.3 Spray Drying

A utilizacao de spray dryer para preparo de microparticulas com finalidade de obter
sistemas de liberacdo controlada é bastante difundida pela sua reprodutibilidade,
facilidade de escalonamento e baixo custo (MOURA, 2005; MURILLO et al., 2002; RE,
1998; REGE; GARMISE; BLOCK, 2003; VEHRING, 2008). O principio do spray drying
consiste na atomizacdo de uma solucao, suspensdo ou emulsdo em pequenissimas
goticulas, seguida de evaporagao quase instantédnea do liquido e resultando num poé
seco, de baixa umidade. A natureza do p6 € fungao de diversas variaveis incluindo a
concentragao inicial de soluto, a distribuicdo do tamanho das goticulas e a taxa de
remogéao do solvente (REMINGTON, 2000). De acordo com a natureza da molécula a
ser encapsulada e do polimero, microesferas ou microcapsulas podem ser obtidas.
Spray drying permite processamento em uma unica etapa, embora o processamento
sob condigbes assépticas possa apresentar dificuldades tecnolégicas (FATALL et al.,
1999).

1.5 Sistemas de gelificagao in situ

Como alternativa aos sistemas que utilizam pellets ou microparticulas, as pesquisas
na area de tecnologia farmacéutica tém se direcionado para utilizagdo de uma grande
variedade de substancias que podem ser utilizadas para obtencdo dos sistemas de

gelificagdo in situ, ou seja, que apds a administragao se transformam em sistema de
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depdsito (Depot). Estes sistemas apresentam atributos como baixa viscosidade antes

da injecdo e capacidade de rapidamente modificarem sua forma fisica apds a
administragcdo. Além disso, sao oportunos para liberacdo local e muitos desses
materiais, apds a inje¢ao, assumem estado amorfo e podem fluir e preencher espagos
vazios, apresentando alto potencial para aplicagdo como material em engenharia de
tecidos (BAJPAI et al., 2008; PACKHAEUSER, et al., 2004; TIPTON; DUNN, 2000).

Uma formulagdo administrada via subcutanea ou intra-muscular pode encontrar
diferentes ambientes: pH, osmolaridade, temperatura e concentracdo de agua. Em
adicdo, pode-se também conduzir reagdes in situ tais como cross-linking de acrilatos.
Todos esses métodos tém sido explorados e alguns desses sistemas conhecidos
como smart gels ja estdo em estagio de estudos clinicos e outros disponiveis para
comercializacdo. Os desafios dessa tecnologia para os formuladores é trabalhar
dentro de uma estreita janela entre seguranga e toxicidade e desenvolver sistemas
que sejam funcionais dentro das condigdes biolégicas (TIPTON; DUNN, 2000).
Sistemas de liberacido responsivos utilizam varias propriedades dos polimeros, tais
como: transig¢ao térmica reversivel, intumescimento, transi¢ao vitrea e fusao cristalina
(BAJPAI et al., 2008).

1.5.1 Baixa temperatura critica de transiciao

E conhecido como sistema LCST ou lower critical solution temperature e representa
uma das tecnologias mais bem estudadas para gelificagdo apds inje¢cdo. A maioria
dos LCSTs consiste em sistemas aquosos de polimeros que ao aumento da
temperatura respondem com a modificacdo de fase. Pelo controle das propriedades
do polimero e do solvente, pode-se conduzir essa modificacdo pela mudanga de uma
condicdo ambiente para temperatura corporal. De uma forma geral, a uma baixa
temperatura as ligagdes de hidrogénio do polimero sdo mantidas e com o aumento de
temperatura, o numero de ligagdes de hidrogénio diminui e obtém-se uma solucgéo.
Na maioria dos sistemas quimicos a entropia é o fator de maior importancia quando
ocorre aumento de temperatura, conduzindo a alta solubilidade. Porém, em sistemas
LCSTs o fator entropia é relativamente menos importante (uma caracteristica

associada com a alta massa molar dos materiais) e o efeito da entalpia domina a
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medida que a temperatura aumenta. Na maioria dos sistemas de liberacéo, o efeito

da entalpia ocorre devido a reducgido das ligacbes de hidrogénio com a agua e
consequente aumento das interagdes hidrofébicas e reducdo da hidrossolubilidade.
Dentro de uma estreita faixa de parametros fisicos e quimicos ocorre essa transi¢ao,
como por exemplo, com o aumento da temperatura ambiente para temperatura do
corpo fisico (BAJPAI et al., 2008; TIPTON; DUNN, 2000).

Os poloxamers, copolimeros em bloco de 6xido de etileno e de 6xido de propileno
(PEO-PPO-PEO), também conhecidos como Pluronic® F127 e F68, tém sido
amplamente utilizados em uma variedade de formulagdes farmacéuticas pela sua
acao como tensoativo e estabilizante de proteinas. Tobio et al. (1999) obtiveram
melhor reposta imunoldgica de vacinas de microesferas de blendas acido poli-lactico
glicolico e Pluronic® F127 quando comparada a utilizagéo de fosfato de aluminio como
adjuvante. Também verificaram maior estabilidade do toxdéide em microesferas
contendo Pluronic® F127 quando comparada a microsferas de PLGA. Westerink et al.
(2002) avaliaram a utilizagdo de quitosana e Pluronic® F127 em vacina nasal
antitetdnica em camundongos e verificaram que esta combinagdo resultou em
resposta imunoldgica significativamente maior quando comparada a utilizagdo de
toxodide tetanico e quitosana, toxodide tetanico e Pluronic® F127 ou toxoide tetanico e
solucédo salina fosfato. A combinacao dos dois componentes resultou em efeito tanto
aditivo quanto sinérgico na resposta imune. A hipotese sugerida pelo autores
considerou que a quitosana tanto aumentou a permeabilidade, portanto aumentou a
apresentacao do antigeno, quanto exerceu efeito adjuvante por recrutar macréfagos
e aumentar liberagdo de citocinas. Enquanto o Pluronic® F127, pela agao gelificante,
aumentou a estabilidade do antigeno e atuou como reservatorio. Porém, a utilizagédo
de poloxamers em altas concentragdes, acima de 15%p/p, pode levar a citotoxicidade.
Também é relatado aumento dos niveis de colesterol e triglicerol em ratos apés a
administracao intraperitonial (PACKHAEUSER et al., 2004). Coeshott et al. (2004)
demonstraram que a combinagido de quitosana e Pluronic® F127 com antigenos
(toxdides tetanico e diftérico e recombinante antrax) resultou em resposta imunolégica
superior a vacina utilizando sais de aluminio para imunizagdo parenteral em
camundongos. Os autores sugeriram que o F127 atua produzindo liberagéo
sustentada e estabilizando antigeno e adjuvante no interior da matriz. Além disso, o

Pluronic® F127 parece ser capaz de atuar positivamente no estabelecimento da
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memoria imunoldgica. Chenite et al. (2000) obtiveram uma solucdo termossensivel

baseada na combinacdo de quitosana e poliois capaz de gelificar in situ apos
administragcao subcutdnea em camundongos. O sistema foi utilizado com sucesso na
liberacao de fator de crescimento e encapsulamento de condrdcitos para aplicagéao
em engenharia de tecidos. Kang et al. (2006; 2007) estudaram a liberacdo de
antigenos da Bordetella bronchiseptica encapsulados em microesferas de quitosana
preparadas com Pluronic® F127. Os experimentos in vitro ja haviam demonstrado que
as microesferas apresentavam elevada atividade imunoestimulante para macréfagos
alveolares de camundongos. Em ensaio in vivo em camundongos, a administracéo
nasal da vacina resultou em resposta especifica de IgA e protegéo satisfatoria contra

a doencga tanto em mucosa quanto em nivel sistémico.

1.6 Purificagao da toxina botulinica

Os avancos de técnicas e métodos para separagado e purificacdo de proteinas é
importante requisito para o desenvolvimento da biotecnologia. O impulso no
desenvolvimento de pesquisas na area de biosseparacdo € restrito devido a
complexidade dos processos aplicados a produtos farmacéuticos e bioldgicos.
Calcula-se que cerca de 60 a 70% do custo de produgdo para um produto
biotecnoldgico reside na estratégia de purificacdo. Por isso, a escolha da técnica deve
considerar a possibilidade de escalonamento e eficiéncia de recuperacéo e pureza,
mantendo a atividade biologica da molécula (DYR; SUTTNAR, 1997).

As etapas de purificacdo sdo tdo ou mais desafiantes que o estudo e o
desenvolvimento da etapa de cultivo, pois ndo ha processo de purificagao geral. Entre
as caracteristicas dos meios de cultura, pode-se citar a elevada proporgéao de agua, a
presenga de moléculas organicas e inorganicas, metabdlitos extracelulares e
intracelulares originados de células mortas e fragmentos celulares (PESSOA JR;;
KILIKIAN, 2005).

Deve-se delinear cuidadosamente as etapas de purificacdo porque estas estdo

relacionadas ao tipo de aplicagdo e impactam no custo do produto. Além disso, a
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definicdo do processo de purificagdo deve considerar, principalmente, o rendimento

da operagao, bem como a possibilidade de causar degradagao do ativo (SHADLE,
1997). O Quadro 2 apresenta exemplos de operagdes unitarias empregadas nas
etapas de purificagdo de processos biotecnolégicos (PESSOA JR.; KILIKIAN, 2005;
SHADLE, 1997).

Os métodos de purificagcdo de proteinas e peptideos podem ser divididos em dois
grupos: cromatograficos e ndo cromatograficos. Os métodos cromatograficos sao de
primeira escolha para proteinas recombinantes devido a sua escalonabilidade, alto
poder de separacao e eficiéncia. Entretanto, esses sdo métodos de alto custo e
requerem muito treinamento e habilidade. Por sua vez, os métodos nao
cromatograficos sao similares aos conhecidos na area quimica e envolve clarificagéao,

reducao de volume e troca de tampao em purificagao de proteina recombinante.

Kurazono et al. (1985) propuseram seis etapas para purificagdo da toxina botulinica
C1: (a) precipitagdo em meio acido pH 3,9 utilizando solugéo de acido sulfurico; (b)
extragao/centrifugacao utilizando tampao pH 7,5; (c) dialise (segunda precipitacao)
em pH 4,0 utilizando tampé&o acetato; (d) ultrafiltracdo através de Amicon PM-30; (e)
cromatografia em SP-Sephadex C-50 e (f) filtracdo em gel SP-Sephadex G-200 e
concentragao através de membrana Amicon PM-30. Por meio desse processo simples

obteve-se alto rendimento e purificagao.

Miyazaki, lwasaki e Sakaguchi (1977) purificaram a toxina tipo D por meio de uma
sequéncia de etapas a partir do meio de cultura: (a) precipitagdo com RNA a pH 3,5
ajustado com solugao de acido sulfurico; (b) extragdo com tampao acetato pH 6,5 em
presenga de cloreto de sodio; (c) precipitagédo utilizando solugéo saturada de sulfato
de amoénio; (d) extragdo com tampao acetato pH 4,5 em presencga de cloreto de sodio;
(e) tratamento com protamina em tampao citrato-acetato pH 4,5; (f) cromatografia
através de SP-Sephadex (C-50) em pH 4,0 e (g) cromatografia através de SP-
Sephadex (G-200) pH 6,0. Este mesmo procedimento foi repetido com sucesso por
Jongh, Schwartzkoff e Howden (1989).
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Syuto e Kubo (1977) isolaram e purificaram a toxina botulinica tipo C utilizando coluna

Sephadex G-75, seguida de coluna de cromatografia de dietilaminoetilcelulose e
Sephadex A-50 QAE (aminoetil quarternario) equilibradas com tampao borax-fosfato
de sddio pH 8,0 e forga ibnica de 0,12u. As amostras eluidas foram coletadas e as
proteinas monitoradas a 280nm por intermédio de espectrdbmetro UV. Esta mesma
sequéncia foi utilizada por Terajima et al. (1985) para purificagao de toxinas botulinicas
tipo C (C-6813 e C-ST) e tipo D (D-1873).

A purificagdo da toxina botulinica C e D proposta por Gessler e Bohnel (1999) € uma
combinacgao de ultrafiltracdo seguida de cromatografia de interagao hidrofdbica, troca
iGnica e de exclusdo molecular. Durante as corridas cromatograficas, todas as fragdes
coletadas foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e

confirmada a presenca da toxina por bioensaio em camundongo.

De acordo com a patente US 5,902,565 (CSL, 1999) a purificagao da vacina botulinica
foi realizada por didlise, seguida de centrifugagcao antes da adicao de formaldeido.
Também é proposta a concentragéo por filtragdo, seguida de parcial purificagdo por

ultrafiltracdo (massa molecular de corte de 50 kDa).

Quadro 2 - Operagées unitarias empregadas durante a etapa de purificagdo de proteinas.

Etapa do Operacgoes o o
o Principio/Caracteristicas
processo unitarias
Filtrac&o Tamanho de particula

Clarificagao |convencional

Centrifugagao Tamanho e densidade de particulas
. Precipitagéo Solubilidade
Purificagdo de : S : :
Ultrafiltragao Massa molar e raio hidrodindmico de

baixa resolucdo )
(membranas) moléculas
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Cromatografia de |-Tipo e densidade de carga na superficie
troca-ibnica das biomoléculas;
- Anidnica: liga-se a acidos nucléicos

- Catibnica: nao se liga a DNA, endotoxinas;

Purificacdo de pode requerer modificagcdo de pH em que a
alta resolugao proteina nao € estavel.
Cromatografia de |- Hidrofobicidade;
interacao - Alta seletividade; moderada capacidade;
hidrofébica produtos e contaminantes podem se

precipitar por salting-out.

1.7 Métodos de quantificagao da toxina botulinica

O ensaio em camundongos ¢é atualmente o unico método aceito para confirmagao do
botulismo (OFFICIAL... 2005) e € o método de deteccdo de neurotoxinas mais
comumente utilizado por apresentar alta sensibilidade (0,03ng) (ARNON et al., 2009;
CAl; SINGH; SHARMA, 2007; GESSLER; BOHNEL, 1999; VU, 2006). No Brasil, a
avaliagao da protecdo da vacina contra botulismo também é realizada in vivo,
utilizando cobaias e camundongos, conforme recomendado pelo Ministério da
Agricultura para teste de soroneutralizagédo (SECRETARIA..., 2002).

Métodos imunobioldgicos tais como ELISA e outras técnicas tém sido utilizadas para
deteccao de toxinas e identificacdo de coldnias de C. botulinum. Contudo, a aplicacéao
de ELISA tem limitacdes. Muitos ELISAs requerem aplicacbes complexas e de alto
custo. Alguns podem reagir com toxinas inativas ou sofrer interferéncia de reacao
cruzada de toxinas de outro clostridio. ELISAs comerciais sao limitados a neurotoxinas
patogénicas de humanos tais como A, B e E. Além disso, a técnica avalia apenas
epitopos e ndo a atividade bioldgica como um todo (BOHNEL; WAGNER; GESSLER,
2008; GESSLER et al., 2006; VU, 2006). Contudo, devido as restricdes éticas da
utilizacdo de animais e o longo tempo para analise (4 dias), o desenvolvimento de
técnicas alternativas como cromatografia de afinidade e ensaio em particulas
imunomagnéticas para toxinas botulinicas C e D (GESSLER et al., 2006; GESSLER,;
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HAMPE; BOHNEL, 2005; KLEWITZ et al., 2006), eletroquimiluminescéncia para os

tipos A, B, E e F (RIVERA et al.,, 2006) foram apresentados recentemente.
Polymerase chain reaction (PCR) para genes de toxinas botulinicas A, B, C, Ee F
(MYLLYKOSKI et al., 2006; 2009) sao possiveis. Para os tipos A, B, E e F,
espectroscopia de massa e espectroscopia de massa combinada com cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) também foram empregadas. A soroneutralizagédo em
cultura de células foi padronizada para C. septicum (Salvarani 2007) e C. perfringens
tipo D (Souza Junior et al., 2010) e € um método potencial para outras clostridioses.
De forma geral, qualquer método de diagnostico in vitro deve ser validado em relagao
ao ensaio em camundongo, apresentar sensibilidade equivalente ou superior ao
bioensaio (20pg.mL-') e apresentar capacidade de avaliar diferentes sorotipos de
toxina botulinica. Outro obstaculo a ser superado é a padronizagao de reagentes, uma
vez que a poténcia da toxina e os reagentes variam muito entre os laboratorios. Tais
fatores sdo extremamente criticos para aprovagao de qualquer ensaio clinico para
botulismo. Também € preciso considerar que para avaliacdo de sobrenadantes de
cultura de fermentagdo ndo ha toxina pura e sim complexos incluindo proteinas
hemoaglutinantes e ndo hemoaglutinantes (CAl; SINGH; SHARMA, 2007; GESSLER,;
HAMPE; BOHNEL, 2005).
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CAPITULO 2
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2. JUSTIFICATIVA

As clostridioses incluem varias espécies de bactérias do género Clostridium que
acometem diversas espécies animais de producédo e selvagens. Nos animais de
interesse pecuario, os clostridios sdo extremamente importante, pois atuam como
agentes primarios. As infecgdes e intoxicagdes causadas por essas bactérias causam
perdas consideraveis nos rebanhos, uma vez que o tratamento em grande maioria dos

casos é impraticavel, sendo o prognéstico desfavoravel (RADOSTITS et al., 2007).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) em 2009 (IBGE,
2010), o efetivo nacional de bovinos atingiu a marca de 205,3 milhdes de cabegas o
que mostra a efetiva importancia econémica do setor. Infelizmente, nao existem dados
oficiais sobre a prevaléncia das clostridioses em bovinos, caprinos, ovinos e suinos,
incluindo o botulismo no pais. O botulismo é uma doenga que prejudica o crescimento
do rebanho e a principal medida profilatica € por meio da imunizagcdo dos animais,
especialmente no Brasil em que o sistema de criacdo é extensivo (BARROS et al.,
2006; BROWN et al., 1999).

Conforme dados do Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Saude Animal
— SINDAN e empresa Sinpase (SINDAN, 2010), o mercado brasileiro para vacinas
botulinicas (botulismo tipo C e D) foi de 2,8 bilhdes em 2009 (5,2 milhdes de doses).
Enquanto este mercado vem sofrendo redug¢des nos ultimos anos, as vacina contra
clostridioses chegaram a um patamar de 49,1 bilhdes no mesmo ano (104,7 milhdes
de doses). Isto significa que parte do rebanho nacional ndo recebe imunizagao contra
botulismo, ou outras clostridioses, e que ha forte tendéncia na utilizacdo de vacinas
associadas contra clostridioses (C. Botulinum, C. tetani, C. chauvoei, C. septicum, C.
novyi, C. sordelli, C. perfrigens, C. haemolyticum) em preferéncia a vacina contra
botulismo. Contudo, isto corresponde a um desafio tecnoldgico de associar diferentes
antigenos. Deste modo, a utilizagdo de um sistema que garanta imunizagdo com baixa
quantidade de antigeno se torna muito importante para viabilizagdo técnica e
econdmica destas vacinas. Outro fato importante é que as vacinas contra clostridioses
requerem dose de reforco para animais primovacinados e, consequentemente, isto

acarreta aumento do manejo de animais e custo do tratamento.
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Apesar dos avancos da area de biotecnologia e sintese bioquimica, o uso de
peptideos e proteinas em medicina € limitado devido a baixa biodisponibilidade
resultante da pouca estabilidade a degradagao proteolitica e hidrolitica, baixa
permeabilidade para atravessar barreiras bioldégicas e curta meia-vida no sistema
circulatorio (GROVES, 2006). A busca por alternativas para administragdo de vacinas
levou Preis & Langer (1979) a aplicarem a tecnologia da liberagdo controlada de
farmacos no campo da imunizagdo. Nos ultimos anos, um dos mais importantes
avancgos na area de sistemas de liberagdo controlada € o emprego de sistemas
particulados (nanoparticulas, nanocapsulas e microparticulas) e de sistemas de
gelificacéo in situ para liberagdo de peptideos e proteinas, visto que s&o capazes de
modificar a liberacdo do ativo (HORA; RADHAKRISHNAN, 2000; ISSA; KOPING-
HOGGARD; ARTURSSON, 2005; TIPTON; DUNN, 2000). Em comparagdo com
outras formas farmacéuticas, a microencapsulagao polimérica e a gelificagao in situ
com o uso de polimeros biodegradaveis sao rotas muito promissoras para obtengao
de vacinas de administracdo unica, single shot, que podem ser administradas de
maneira simples, sem a necessidade de técnicas cirurgicas, contando apenas com o
auxilio de seringa (JAGANATHAN et al., 2005; LEE; PUTNAM, 2000).

Entre os polimeros utilizados para obtencdo de microparticulas, a quitosana, um
poliaminossacarideo natural, tem atraido atencédo consideravel para uso na area de
saude como polimero com baixa toxicidade apresentando caracteristicas favoraveis
tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade, mucoadesividade e propriedade
adjuvante (KANG et al., 2006; NISHIMURA et al., 1984). A quitosana é utilizada em
diferentes aplicagdes tanto para engenharia de tecidos biolégicos como em sistemas
de liberagao controlada de vacinas por diferentes vias de administracéo incluindo as
vias oral, nasal e outras mucosas, porque € capaz de aumentar o transporte de
biomacromoleculas tais como peptideos, proteinas, oligonucleotideos e plasmideos

através da superficie bioldgica.

Na area de sistemas de gelificagéo in situ, ha uma grande variedade de substancias
capazes de se transformarem em sistema de depdsito (Depot). Entre os polimeros de
baixa temperatura critica de transicdo, o Pluronic® € um dos mais pesquisados e se

tornou classico como potencial de aplicagao (TIPTON; DUNN, 2000).
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A proposta deste trabalho é a obtengao de formulagées de vacinas contra botulismo
tipo D utilizando hidrogel e microparticulas de quitosana preparadas com poloxamer
407 visando o tratamento de bovinos, caprinos e ovinos através de uma dose unica.
As principais vantagens s&o a redu¢ado do manejo do rebanho e o aumento da adesao
a prevencao da doenca, devido a eliminagdo da dose de reforgo para animais
primovacinados. A purificagdo parcial da toxina botulinica e a utilizagdo de sistemas
de microparticulas colaboram com futuras pesquisas para desenvolvimento de

vacinas associadas.
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CAPITULO 3
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolvimento de vacina contra botulismo tipo D utilizando como adjuvantes

microparticulas e hidrogel de quitosana para fins de vacinagdo em dose Unica.

3.2 Objetivos especificos

e Produzir, purificar e caracterizar a toxina botulinica de C. botulinum tipo D a partir

do meio de cultivo;

e Obter um antigeno atoxico a partir da destoxificacdo da toxina botulinica tipo D

parcialmente purificada;

e Caracterizar a quitosana por meio de métodos fisico-quimicos;

e Obter microparticulas de quitosana e poloxamer carregadas com toxdide
botulinico tipo D por método de coacervagao utilizando como precipitante o sulfato

de sodio;

e Preparar vacinas contendo toxéide botulinico tipo D purificado;
e Avaliar por soroneutralizagdo a resposta imunoldgica, em cobaias, induzida pela

administragao das vacinas obtidas a partir de sistemas a base de microparticulas

e hidrogel de quitosana.
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CAPITULO 4
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo estdo apresentados os materiais, bem como os procedimentos utilizados

nos experimentos.

4.1 Materiais

- Cepa de Clostridium botulinum tipo D GPV078/02 fornecida pela VALLEE S.A. (Brasil);

- Antitoxina tipo D fornecida pelo Laboratério Nacional Agropecuario (LANAGRO-MG,
Brasil) e National Institute for Biological Standards and Control — NIBSC (Potters Bar,
Reino Unido) lote 61/001;

- Quitosanas fornecidas pela Sigma-Aldrich (lote 6720AE), Cognis (Hydagen® lote
1268895 e Chitopharm® lote UPBH5266PR) e Polymar (lote HP20051015);

- Acido acético PA Sigma-Aldrich (lote 06822HH), albumina de soro bovino (BSA) Sigma-
Aldrich (lote 056K1554), Lutrol F127 BASF (lote WPDD542B), sulfato de sddio anidro PA
Synth (lote 98445);

- Coluna cromatografica Q-Sepharose Hi-Trap de 5mL (GE Heathcare, Estados Unidos);

- Resinas Q-Sepharose High Performance e Sepharose 15Q (GE Heathcare, Estados
Unidos).

Os reagentes utilizados foram adquiridos de diferentes fabricantes, todos com grau

analitico.

Salvo quando especificado, a agua utilizada em todos os experimentos foi a ultra pura
obtida por sistema Milli-Q® (Millipore, Estados Unidos).

4.2 Locais de realizagao do trabalho e condigdes experimentais do uso de animais
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A primeira parte deste trabalho consistiu na tipificacédo e cultivo do C. botulinum tipo D e
foi realizada no Laboratério de Tecnologia de Vacinas da Vallée S.A., situado em Montes
Claros — MG. As etapas de purificagdo da toxina foram realizadas no Laboratoério de
Imunologia da Fundacao Ezequiel Dias — FUNED, e na Biomm S.A., em Montes Claros.
A etapa de formulagdo da vacina foi realizada no Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica da Vallée S.A. e no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Faculdade
de Farmacia da UFMG.

Os testes clinicos foram realizados no biotério de pesquisa da Vallée S.A. Os animais
foram mantidos sob condigbes controladas de temperatura, umidade, luminosidade e
receberam agua e ragéo ad libitum conforme recomendagdes da Sociedade Brasileira
de Ciéncia em Animais de Laboratério - SBCAL (COBEA..., 2007).

As gaiolas onde foram alojados os animais sao de material plastico com tampa em ago
inoxidavel na forma de grade com rebaixamento para o interior da gaiola, servindo de
comedouro. Diariamente foram realizadas trocas das gaiolas para limpeza, substituindo

as gaiolas sujas por outras limpas e forradas com maravalha especial de pinus.

Aos animais foi fornecida agua filtrada em frascos de plastico com rolhas de borracha,
usadas como tampa, e bico em aco inox. Foi fornecida racao peletizada, sendo esta
racao colocada no rebaixamento da tampa das gaiolas. Tanto a ragdo quanto a agua

eram trocadas nas segundas, quartas, sextas e sabados.
Os experimentos foram aprovados previamente quanto aos principios éticos de

experimentacdo animal pela Comissado de Etica em Experimentacéo Animal (CETEA) da

Universidade Federal de Minas Gerais conforme protocolos 107/08 e 017/10.

4.3 Obtencao da toxina botulinica tipo D



56

O fluxograma apresentado na Figura 3 sintetiza as principais atividades durante o
processo de obtengao da toxina botulinica de C. botulinum tipo D utilizada na fabricacao

da vacina.

4.3.1 Microorganismo

Utilizou-se cepa de C. botulinum tipo D GPV078/02 do banco de células do LTV da Vallée
S.A.. Esta linhagem foi isolada de um foco de botulismo do estado do Piaui no ano de

1988, caracterizada e mantida na forma liofilizada.

4.3.2 Meios de cultura

Na etapa de reativacéo do liofilizado foi utilizado meio Tarozzi conforme descrito por Bier
(1955). Para isolamento foi utilizado o meio PYGA (Peptone Yeast Extract Glucose Agar)
adicionado de 10%(V/V) de sangue de carneiro desfibrinado. E nas etapas de cultivo e
biorreator foram utilizados o meio PYG (Peptone Yeast Extract Glucose) enriquecido e
pH ajustado para 6,5 (ATLAS, 2004; MOZZER, 2004). O meio PYG foi composto de
peptona bacteriolégica 20,0g.L™", extrato de levedura 5,0g.L™", glicose 20,0g.L™, sulfato
de magnésio heptahidratado 1,5g.L", fosfato de potassio dibasico 5,0g.L-, cloridrato de
cisteina 0,75g.L" e mistura Vallée/LTV de proteinas. Para obtengdo do meio PYGA,

acrescentou-se 1,5%(p/V) de agar.
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FLUXOGRAMA CONTROLES

DO PROCESSO
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Figura 3 - Fluxograma do processo e controle da producio e purificagio da toxina do C.
botulinum tipo D.

4.3.3 Condicoes de cultivo

A reativacéo do liofilizado foi realizada em meio Tarozzi, utilizando tubo vedado com

parafina na superficie do meio, e incubagao em estufa a 37°C por cerca de 12h. Uma
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amostra do cultivo foi tomada para avaliagao de colénia em meio PYGA adicionado de

10%(V/V) de sangue de carneiro desfibrinado. O crescimento foi identificado com a
ascensao da parafina dentro do tubo. A cultura foi submetida a trés cultivos consecutivos,
sendo o primeiro pela transferéncia de 9mL de in6culo para frasco de 100mL contendo
81mL de meio de cultura PYG, previamente borbulhado com nitrogénio para retirada do
oxigénio. Apds incubagéo a 37°C por 8h em estufa, foi transferido todo volume para outro
frasco de 1L contendo 810mL do mesmo meio de cultura. Incubou-se a cultura a 37°C
por 6h em estufa. Transferiu-se os 900mL do in6culo para dorna de 10L do fermentador
B. BRAUN® (Biostat MD, Alemanha) (Figura 4), contendo 8,1L de meio PYG em estado
de anaerobiose com borbulhamento de nitrogénio (MOZZER, 2004; SIEGEL, METZGER,
1980).

Figura 4 - Biorreator B. Braun® utilizado para producéo da toxina botulinica de C. botulinum tipo

O biorreator era dotado de controles de agitacao, pH e temperatura. O cultivo foi
realizado em pH 6,5, com adigcdo automatica de NaOH 10N, temperatura de 37°C e
agitacao de 150 RPM, por 96h. O fermentador possuia filtro Millex FG 0,22um (Millipore,
Brasil) para saida de gases. Previamente a inoculagao, borbulhou-se nitrogénio filtrado
em Millex FG de 0,22um ao meio sob agitagao por 5min, para garantir a anaerobiose. Ao

término do cultivo a suspensao com células e toxinas foi resfriada a 4°C.
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Para melhor caracterizagdo do cultivo, acompanhou-se o consumo de NaOH ao longo
do tempo de 96h e foram feitas amostragens de 30mL para acompanhamento das fases
de crescimento do C. botulinum por meio da analise de densidade 6tica a 600nm. Apds
centrifugacdo em equipamento Beckman® modelo JA-21 (Estados Unidos) a 12.100g por
15min a 5°C, avaliou-se o consumo glicose através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e producao de toxina pelas técnicas de DLso e L+. Todo material
utilizado nos ensaios com toxina ou contendo residuos foram autoclavados a 121°C por
40min ou sanitizados com solugao de hipoclorito de soédio antes de serem descartados

ou reutilizados.

4.3.4 Purificagao via cromatografia

4.3.4.1 Clarificacao do meio com toxina

Com a finalidade de separar células do meio fermentado, foram avaliadas duas técnicas
classicas: centrifugacdo e microfiltragdo convencional. A centrifugagao foi realizada
utilizando centrifuga Beckman modelo JA-21, 12.100g, por 15 minutos, a 4°C. Foram
utilizados tubos de centrifuga previamente autoclavados. Quanto a microfiltracéo
asséptica, esta foi realizada através de membranas de didametro 293mm de microfibra de
vidro AP 15 (Millipore, Brasil) e de éster de celulose 0,22um (Millipore, Brasil),
previamente autoclavadas. O processo foi realizado em fluxo laminar, sob pressao
positiva. Os recipientes de armazenamento e coleta do filtrado estéril foram mantidos em

banho de gelo.

4.3.4.2 Concentracao
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Para concentragdo de proteinas foram testadas duas alternativas: salting out e
ultrafiltracdo em Hollow Fiber. Na técnica de salting out, foi pesada quantidade de
(NH4)2SO4 (JT Baker, lote B07340) suficiente para obtengao de saturagao de 10, 25, 40,
60 e 85% e acrescentadas consecutivamente durante o processo. A adi¢cao do sal foi
feita de forma lenta e sob agitagdo a temperatura de 4°C. Apds precipitagdo, manteve-
se o sistema sob agitagdo por mais 30min. Em seguida, a amostra foi centrifugada a
10.000g por 10min em centrifuga Beckman modelo JA-21. Em caso de formacao de
pellet, separou-se o sobrenadante para continuidade do processo e o pellet formado foi
ressuspendido em tampao de fosfato de sddio 10mM, pH 6,0, contendo azida sddica
0,5%(p/V). Em seguida, adicionou-se mais (NH4)2SO4 em quantidade suficiente para
obtencdo da saturagdo em teste. Este procedimento foi finalizado quando a saturacao
da solugdo chegou a 85%. Os pellets ressupendidos foram dialisados em tubos de
celulose de corte molecular de 12kDa (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) lavando-se por 5
vezes, em volume 10 vezes maior, utilizando como eluente tampao fosfato de sddio
10mM, pH 6,0, a temperatura de 5 a 8°C. Em seguida, as solugdes foram liofilizadas e
avaliadas por eletroforese. A segunda técnica testada para concentragao foi a filtracéo
tangencial. Foi utilizado cartucho Hollow Fiber UFP-30-E-5A (corte 30kDa, area 1200cm?,
lote 4-469) e bomba de I6bulos Teknoflow Unibloc PD (Estados Unidos) mantendo-se a
pressao transmembrana maxima de 10PSI (Figura 5). Os recipientes de armazenamento
e coleta do retentato foram mantidos em banho de gelo. O meio contendo toxina foi
concentrado em aproximadamente 4 vezes. A limpeza do cartucho foi realizada antes e
apos as operagdes de filtracdo tangencial, utilizando solugdo de NaOH 0,5M sob
recirculagao por 2h, seguida de enxague com agua purificada e sanitizagcdo com solugao

de hipoclorito de sédio com 100ppm de cloro ativo e solugao de NaOH 0,01M.
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Figura 5 - Sistema Hollow Fiber, de filtragcdo tangencial, montado com cartucho Hollow Fiber
UFP-30-E-5A e bomba de I6bulos Teknoflow Unibloc PD.

A partir do meio concentrado, foi realizada a diafiltragao, em etapas, através de diluicoes
sucessivas do retentato por 6 vezes, em volume 4 vezes maior, eluindo com tampéo
acetato de aménio 50mM, pH 8,0. A temperatura foi mantida na faixa de 4 a 8°C em

banho de gelo.

Em caso de preparo de amostras de pequeno volume e, com finalidade de eliminacao
de sal e concentragcdo da amostra apds cromatografia, utilizou-se sistema Amicon
modelo 8200 (Estados Unidos). Este processo foi realizado utilizando membranas de
celulose regenerada de corte molecular de 10kDa YM10 de diametro de 63,5mm
(Millipore, Brasil). A ultrafiltracdo ocorreu sob pressdo positiva de nitrogénio e

refrigeracao entre 4 a 8°C em refrigerador Reubly VEVM15 (Brasil).
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A ultrafiltragdo em sistema Amicon também foi aplicada para diafiltragcdo em tampao PBS

150mM pH 7,0 da fracdo da amostra apds concentragao em Hollow Fiber. Esta amostra
semipurificada foi esterilizada por filtragdo em membrana de éster de celulose 0,22um

(Millipore, Brasil), mantida sob refrigeragao e rotulada como lote 01.

4.3.4.3 Cromatografia de troca iénica

O meio contendo toxina, retido apds a filtragao tangencial, foi submetido a purificagao
cromatografica em um equipamento Akta Purifier System fabricado pela Amersham
Pharmacia (Suécia). O equipamento era composto de detector UV-900, bomba

quarternaria P-900, fracionador automatico Frac-900 e software Unicorn.

4.3.4.3.1 Eluigao por gradiente

Na primeira cromatografia, amostras de 5mL foram eluidas através de um sistema
gradiente de acetato de aménio 50mM pH 8,0 e acetato de amoénio 1M pH 8,0, a
temperatura 25°C, utilizando coluna cromatografica Q-Sepharose Hi-Trap de 5mL (GE
Heathcare, Estados Unidos). O processo cromatografico gradiente ocorreu em quatro
etapas consecutivas: 2 volumes de coluna de acetato de aménio 50mM; 20 volumes de
coluna para o gradiente 0 a 50% de acetato de aménio 1M; 2 volumes de coluna entre
50 a 100% de acetato de aménio 1M e 5 volumes de coluna com acetato de aménio 1M.

O fluxo foi de 2mL.min"" e leitura a 280nm.

Na segunda cromatografia, as fragbes que continham toxina foram reunidas, aplicadas
novamente em coluna de troca ibnica e eluidas em gradiente de acetato de amdnio
50mM e acetato de amdnio 1M, a temperatura de 25°C. Foram realizadas corridas

cromatograficas em pH 8,0 e 6,0. Para comparagdo, foram utilizadas colunas
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cromatograficas Q-Sepharose Hi-Trap de 5mL e Sepharose 15Q de 5mL (GE Heathcare,

Estados Unidos). O fluxo foi de 2mL.min" e leitura a 280nm. O processo cromatografico
gradiente ocorreu em quatro etapas consecutivas: dois volumes de coluna de acetato de
amoénio 50mM; 20 volumes de coluna para o gradiente 0 a 50% de acetato de amoénio
1M; 2 volumes de coluna entre 50 a 100% de acetato de aménio 1M e 5 volumes de

coluna com acetato de aménio 1M.

4.3.4.3.2 Eluigao isocratica e aumento de escala

Partindo dos resultados obtidos na eluigdo gradiente e mantendo a mesma coluna
cromatografica, Q-Sepharose Hi-Trap de 5mL, e equipamento Akta Purifier System,
foram testadas condigdes isocraticas de eluicio utilizando acetato de aménio 50mM, pH
8,0 e acetato de amobnio 1M pH 8,0, a temperatura de 25°C, sob monitoramento pela
leitura a 280nm. O resultado foi satisfatorio através da seguinte sequéncia da mistura de
acetato de aménio 50mM (A) / acetato de ambénio 1M (B): 2 volumes de coluna
A(100%):B(0%); 5 volumes de coluna A(80%):B(20%); 3 volumes de coluna
A(70%):B(30%); 3 volumes de coluna A(75%):B(35%); 3 volumes de coluna
A(0%):B(100%).

Uma vez definida a condicdo isocratica no equipamento Akta Purifier System, foi feito
escalonamento do processo para uma coluna de Q-Sepharose High Performance (HP)

com didmetro e altura de 5cm (Figura 6).
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Figura 6 - Coluna cromatografica XK-50 contendo resina Q-Sepharose High Performance (HP)
utilizada para purificagao da toxina botulinica tipo D sob condigdes de eluigao isocraticas.

Aliquota de 100mL da solugdo de toxina botulinica, previamente concentrada e
equilibrada por diafiltragcao, foi administrada a coluna cromatografica associada a um
sistema composto de Optical Unit com detector UV com filtro de 280nm (Amersham
Pharmacia Biotech, Estados Unidos) ajustado para 0,05 de sensibilidade, registrador
Pharmacia LKB-REC-102 a 1mm.min-!, bomba Watson Marlow 101V/R ajustada para
fluxo de 10mL.min"". A cromatografia foi realizada a temperatura ambiente em cinco
etapas (sequéncia A): 5 volumes de coluna: tampao acetato de amdnio 50mM, pH 8,0;
4 volumes de coluna: tampao acetato de aménio 240mM, pH 8,0; 3 volumes de coluna:
tampao acetato de aménio 335mM, pH 8,0; 3 volumes de coluna: tampao acetato de
amoénio 380mM, pH 8,0; 5 volumes de coluna: tamp&o acetato de aménio 1000mM, pH
8,0. Foram realizadas medidas de condutividade de todos os eluentes como controle de

qualidade.

A partir da avaliagado da primeira cromatografia, foi realizado o ajuste das condi¢des de
processo e a eluigao foi estabelecida nas seguintes etapas (sequéncia B): 2,5 volumes

de coluna: tampé&o acetato de ambénio 50mM, pH 8,0; 3 volumes de coluna: tampao
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acetato de amoénio 150mM, pH 8,0; 3 volumes de coluna: tampao acetato de amoénio

200mM, pH 8,0; 2,5 volumes de coluna: tampao acetato de aménio 240mM, pH 8,0; 3
volumes de coluna: tampéao acetato de aménio 335mM, pH 8,0; 2 volumes de coluna:
tampao acetato de aménio 383mM, pH 8,0; 2 volumes de coluna: tampao acetato de
amoénio 1000mM, pH 8,0.

A fim de reduzir numero de etapas e tempo de eluicdo cromatografica, foi proposta a
sequéncia C: 2 volumes de coluna: tampao acetato de aménio 50mM, pH 8,0; 4 volumes
de coluna: tampao acetato de aménio 250mM, pH 8,0; 3 volumes de coluna: tampéao
acetato de amoénio 350mM, pH 8,0; 2 volumes de coluna: tampao acetato de amoénio

400mM, pH 8,0; 2,5 volumes de coluna: tampao acetato de amdnio 1000mM, pH 8,0.

ApoOs as corridas cromatograficas, as fragdes coletadas foram concentradas e
equilibradas utilizando sistema Amicon, composto de membrana de celulose regenerada
de corte molecular de 10kDa 63,5mm (YM10, Millipore), e tampé&o acetato de amoénio
50mM pH 6,0 ou tampé&o bis-tris 50mM, pH 6,0, a temperatura de 4 a 8°C em refrigerador
Reubly Modelo VEVM15 (Brasil). Em seguida, foram feitas analises por SDS-PAGE e
teste de toxicidade em camundongo. Como alternativa para equilibrio da amostra, em
situagdes de trabalho com um grande numero de fragdes, utilizou-se procedimento de
dialise em tubo de celulose (limite de exclusdo 12kDa, Sigma Aldrich). A dialise foi
realizada contra cerca de 30 a 50 volumes de tampao, em cinco trocas durante 2 dias,
sob temperatura de 4 a 8°C em refrigerador Reubly Modelo VEVM15 (Brasil). Para
manutengdo microbiolégica das amostras, foi realizada filtragdo esterilizante em
membrana de poli(fluoreto de vinilideno) 0,22um (PVDF, Millex GV, Millipore, Brasil) sob

fluxo laminar em capela de segurancga bioldgica e envase em frascos de vidro estéreis.

4.3.5 Processo de purificagio via precipitaciao acida

4.3.5.1 Clarificacao
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A remocdo de células foi realizada por processo de microfiltragcdo asséptica, esta foi
realizada através de membranas de diametro 293mm de microfibra de vidro AP 15 e de
éster de celulose 0,22um, previamente autoclavadas. O processo foi realizado em capela
de seguranga bioldgica, sob presséao positiva. Os recipientes de armazenamento e coleta

do filtrado estéril foram mantidos em banho de gelo.

4.3.5.2 Concentracdo

Sob agitagdo, em um béquer contendo a toxina clarificada adicionou-se quantidade
suficiente de acido sulfurico 3N para obter pH 3,4. Em seguida, deixou-se em repouso a
4°C por cerca de 48h. Retirou-se o sobrenadante por sifonamento e coletou-se o
precipitado através de centrifugacdo a 12.000g. A proteina precipitada foi lavada com
agua Milli-Q e o pellet foi separado novamente por centrifugagdo. Os pellets reunidos
foram ressuspendidos em tampéo fosfato 0,2M pH 6,5 contendo NaCl 0,5M. Apéds
aproximadamente 2h, centrifugou-se e o sobrenadante foi coletado. O precipitado foi
lavado por 3 vezes com o mesmo tampao. Os sobrenadantes foram reunidos e

armazenados sob refrigeracao.

4.3.5.3 Diafiltracao

A amostra foi diafiltrada em etapas, através de diluicbes sucessivas do retentato por 3
vezes, em volume 10 vezes maior de tampao PBS 150mM pH 7,0 utilizando cartucho
Hollow Fiber UFP-30-E-5A e bomba de I6bulos Teknoflow Unibloc PD mantendo-se a
pressdo transmembrana maxima de 10PSI. Em seguida, a amostra diafiltrada foi

esterilizada por filtragdo em membrana PVDF 0,22um, aliquotada e rotulada como lote
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02. Alimpeza do cartucho foi realizada antes e apds as operacoées de filtragcao tangencial,

utilizando solugado de NaOH 0,5M sob recirculagéo por 2h, seguida de enxague com agua
purificada e sanitizagdo com solucao de hipoclorito de sédio com 100ppm de cloro ativo
e solucédo de NaOH 0,01M.

4.4 Estudos de estabilidade da toxina botulinica

Foi realizado estudo de estabilidade das amostras de toxina botulinica tipo D apds as
etapas de purificagdo: centrifugagédo, microfiltracédo, diafiltracdo em PBS pH 7,0, em
acetato de aménio 50mM pH 8,0 e em solucédo acida pH 3,0. As amostras foram filtradas
através de membrana de PVDF 0,22um, aliquotadas, mantidas sob refrigeracdo e
analisadas nos pontos inicial, 1 més e 2 meses pela padronizagdo ao nivel de L+ (item
4.5.6.3).

4.5 Métodos de controle de qualidade no desenvolvimento de vacinas

4.5.1 Tipificacao da bactéria Clostridium botulinum tipo D

A tipificacdo do C. botulinum tipo D foi efetuada por meio de testes morfoldgicos,
fisiolégicos e bioquimicos. Para tanto, foram realizadas: coloragdo de Gram,

plagueamento, microscopia Optica, determinag¢do da DLso e padronizagao ao nivel L+.

A coloracéo de Gram foi realizada conforme descrito por Bier (1955) e as laminas foram
visualizadas utilizando microscopio 6ptico Olympus BX40 (Estados Unidos) composto
com videocamara JVC Digital TK-C720v (Tailandia).
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Apés a ativagao do liofilizado em meio Tarozzi, foi realizado plaqueamento da amostra

do in6culo em placas de PYGA adicionado de sangue de carneiro desfibrinado. As placas
foram transferidas para a jarra de anaerobiose de 3L junto com um envelope gerador de
anaerobiose BBL GasPak Plus (Becton Dickinson, Estados Unidos). Apds realizagéo de
vacuo na jarra, a mesma foi mantida a 37°C por 48h em camara de incubagdo Fanem
347 (Brasil). O acompanhamento da condi¢cdo de anaerobiose foi feito por meio de fita
indicadora BBL GasPak (Becton Dickinson, Estados Unidos) que assume coloragéao
branca em anaerobiose. As placas foram avaliadas em estereoscopio LABMED CZM4

(Brasil) composto de videocamera JVC Digital TK-C720v (Tailandia).

Foi determinado o valor de DLso e o nivel L+ durante a etapa de cultivo e purificagdo e o

procedimento esta descrito nos itens 4.5.6.2 e 4.5.6.3, respectivamente.

4.5.2 Determinacao da concentracao celular

Foi determinada a concentragéo celular através da medida da densidade dtica (DO) a
600nm utilizando espectrofotdbmetro Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech, Tailandia) . As
amostras foram coletadas e lidas diretamente no equipamento até valores em torno de
0,7. Acima deste valor de absorvancia, foram feitas diluicbes em meio de cultura estéril
antes de repetir a leitura. O valor lido apds diluicdo foi multiplicado pelo fator de diluicdo
para obtengéo da concentracao celular (MOZZER, 2004).

4.5.3 Quantificagcao de glicose e identificagcao de metabdlitos

A analise de glicose durante o cultivo foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) utilizando equipamento Waters HPLC System Alliance modelo 2695
(Estados Unidos) incluindo uma bomba quaternaria, auto-injetor, forno para coluna e

detector para indice de Refragdo modelo 2414. As areas dos picos foram integradas pelo
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programa Empower 2 Sofware Build 2154. Para a analise, as condigdes cromatograficas

foram padronizadas utilizando coluna Aminex HPX-87H (BIO-RAD, Estados Unidos) e
solucéo de acido sulfurico 5mM como fase movel, fluxo 0,6mL.min-!, volume de injecdo

de 10uL, tempo de corrida de 15min, temperatura de 43°C.

A curva padrao de glicose foi obtida utilizando padrdo de Dextrose USP (lote J2E294,
Estados Unidos). A partir da solugdo padrdo da dextrose de 10mg.mL™', obteve-se
amostras diluidas nas concentragbées de 0,025, 0,05, 0,10, 0,20, 0,50, 0,85, 1,0 e
1,25mg.mL-" utilizando-se solugéo de acido sulfurico 5mM como diluente. Substancias
de referéncia foram empregadas para identificagdo de picos cromatograficos: acido
acético glacial (lote 37698, Fmaia, Brasil), acido lactico (lote 75K1457, Sigma, Estados
Unidos), acido propibnico (lote 11318JA, Sigma, Estados Unidos), acido butirico (lote
109H2607, Sigma, Estados Unidos) e etanol (lote E14C59, J.T Baker, México).

Para analise da amostra, apds centrifugagao, foi pipetado 1,0mL do sobrenadante e

transferido para um baldo volumétrico de 20mL. Os volumes foram completados

utilizando solugao de acido sulfurico 5mM.

4.5.4 Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Analisou-se o perfil eletroforético de amostras durante as etapas de purificagao de toxina
de C. botulinum tipo D utilizando-se a técnica SDS-PAGE. As amostras contendo
aproximadamente 300mg de proteina foram previamente acrescidas de diluente
contendo azul de bromofenol, fervidas e submetidas a eletroforese utilizando uma
diferenga de potencial de 90 Volts em equipamento Pharmacia Biotech EPS 300
(Suécia). O gel de poliacrilamida 0,75mm foi preparado na concentragdo de 7% para
corrida e 5% para o gel de empilhamento, conforme Laemmili (1970) e Protein

electrophoresis - applications Guide (1994).
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Foram utilizados os seguintes marcadores: (i) SDS-PAGE Standards (Bio-Rad)
contendo: miosina (197,2kDa), galactosidase (125,3kDa), albumina de soro bovina
(83,4kDa), anidrase carbdnica (37,1kDa), inibidor de tripsina de soja (31,2kDa), lisozima
(17,2kDa) e aprotinina (7,0kDa); (ii) Amersham full-range rainbow molecular weight
markers (GE Healthcare): azul (225kDa), vermelho (150kDa), verde (102kDa), amarelo
(76kDa), purpura (52kDa), azul (38kDa), alaranjado (31kDa), verde (24kDa), azul
(17kDa), vermelho (12kDa); (iii) Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad): miosina
(196,1kDa), B-galactosidase (131,1kDa), albumina de soro bovina (90,6kDa), anidrase
carbbnica (42,1kDa), inibidor de tripsina de soja (32,0kDa), lisozima (17,2 kDa) e
aprotinina (6,9kDa); (iv) Trial Mix™ Protein Markers (Novagen®): composto de proteinas
recombinantes de 10,15, 25, 35, 50, 75, 100, 150, 225kDa. Adicionou-se em cada
canaleta do gel, 15uL da amostra e 10uL de proteinas padrao. A corrida das amostras
no gel foi realizada sob refrigeragcédo em banho de gelo a aproximadamente 4 a 8°C, 90V.
Em seguida, o gel foi corado com solugao de Coomassie Blue (Coomassie Brilliant Blue
0,25%(p/V) em 25%(V/V) de isopropanol e 7%(V/V) de acido acético), por 12 horas. O
gel foi corado com Comassie blue para revelagao das proteinas e descorado com

solugdo contendo acido acético 7%(V/V) e metanol 33%(V/V).

O registro dos géis foi realizado por fotografia e as imagens foram ajustadas utilizando

o programa Microsoft® Office Picture Manager.

4.5.5 Quantificagcao de proteina

4.5.5.1 Método de Bradford
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Para medida da concentragdo do teor de proteinas totais durante as etapas de

purificacdo, a quantificacdo de proteinas totais foi realizada pelo método de Bradford.

A curva padréo foi construida com BSA, albumina de soro bovino, fornecida pela Pierce
(lote 11115178A, Estados Unidos), com 6 pontos variando entre 75 a 750ug.mL-'. As

diluicdes foram obtidas em tampéao tris 0,1M pH 8,0.

A determinacdo de proteina total foi realizada em triplicata com adicdo de 1mL do
reagente Coomassie Plus Protein Assay Reagent (Pierce, Estados Unidos) a 25uL da
solugao de BSA ou amostras diluidas em tris 0,1M pH 8,0. A absorvancia da mistura foi
lida em comprimento de onda de 595nm utilizando espectrofotdmetro Ultrospec 2000
(Pharmacia Biotech, Tailandia), apés 5 a 20min de reacdo utilizando cubetas

descartaveis.

4.5.5.2 Método micrométrico de Lowry

Devido a maior sensibilidade da técnica em relacdo ao método de Bradford, a
determinacao quantitativa de proteinas na etapa de formulacéo foi realizada pelo método
micrométrico de Lowry utilizando Total Protein kit Micro-Lowry fornecido pela Sigma (lote
058k6068). A curva padrao foi obtida com BSA nas concentragdes de 10 a 1000ug.mL™’
utilizando agua Milli-Q como diluente. Em seguida, as solu¢des padrao e a(s) amostra(s)
foram transferidas para um tubo centrifuga e, se necessario, diluidas para 1,0mL. Um
tubo contendo 1,0mL de agua foi utilizado como branco. Foram acrescentadas 3 gotas
de NaCl 0,1M a cada tubo. Adicionou-se 0,1mL de solu¢ao de desoxicolato 0,15%(p/V)
(DOC), homogeneizou-se e manteve-se sob repouso por 10 min. Em seguida, adicionou-
se 0,1mL de solugcédo de acido tricloroacético 72%(p/V) (TCA) e homogeneizou-se.
Centrifugou-se por 15 min em centrifuga Eppendorf 5415D (Alemanha) a 13200RPM. O

sobrenadante foi desprezado e o0 sedimentado solubilizado e transferido
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quantitativamente para um tubo de ensaio utilizando volume de 1,0mL de agua Milli-Q.

Apds 20min de repouso, adicionou-se 0,5mL de solu¢do de reagente fendlico (Folin &
Ciocalteau’s Phenol reagent) e 1,0mL de agua em cada tubo. Apds 30min de repouso,
as amostras foram lidas em comprimento de onda de 750nm utilizando

espectrofotometro Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech, Tailandia).

4.5.6 Ensaios in vivo

A avaliagdo qualitativa e quantitativa da toxina foi realizada por meio do teste de
toxicidade em camundongo, DLso, L+, TCP e soroneutralizacdo (BRANDI, 2007;
SECRETARIA..., 2002; UNITED..., 2009; WISDOM; MIDURA, 1982). Foram utilizados
camundongos da raga Swiss albina, de linhagem Webster, com peso corporal variando

entre 18 a 22g.

4.5.6.1 Ensaio de toxicidade em camundongo para deteccado de toxina botulinica

O ensaio de toxicidade foi utilizado para confirmar a presenca da toxina botulinica nas
fracoes obtidas durante o processo de purificagdo. Apds esterilizagao por filtragédo em
membrana Millex GV 0,22um, foram inoculados 0,2mL da amostra por via intravenosa
em dois camundongos. Os animais foram mantidos sob observagéo para os sinais de
botulismo por quatro dias. Como controle, dois camundongos foram inoculados com igual
volume de tampio (DUTRA; DOBEREINER; SOUZA, 2005; KONDO et al., 1984;
WISDOM; MIDURA, 1982).

4.5.6.2 Quantificacdo da toxina botulinica por DLso
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Para quantificagdo da DLso mL' da amostra, sete grupos de seis camundongos
receberam 0,2mL de toxina diluida a 10", 102, 10-3, 104, 105, 10 e 107 por via
endovenosa conforme Tabela 2. Sob fluxo laminar, em capela de seguranga bioldgica,
as diluicbes da toxina foram realizadas em solugao salina 0,85%(p/V) pH 7,2. Os animais
foram observados por quatro dias e o valor da DLso mL - foi calculado pelo método de
Reed e Muench (REED; MUENCH, 1938).

Tabela 2 - Determinagio da DLso através de diluigdo seriada da toxina botulinica, utilizando-se o
fator 10, a partir da amostra pura até a diluigdo 10”7, com uso de salina 0,85%(p/V), em banho de

gelo.
Diluigdo da 10" 102 103 10 10 10® 107
toxina
Salina 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5
0,85% (mL)
Amostra 0,5 0,5(10")  0,5(10?) 0,5(103) 0,5(10% 0,5(10%  0,5(10%)
(mL)
Volume total 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
(mL)

A primeira linha indica os fatores de diluicdo da toxina a partir da amostra pura até a
diluigdo 107. Para diluigdo da amostra, iniciou-se pela amostra ndo diluida seguindo para
diluicdo 10 vezes pela adigdo de 4,5mL de salina e 0,5mL de amostra pura. Agitou-se
em vortice e fez-se diluicdo seriada até a diluigao final. A quarta linha indica o volume

final de cada tubo.

4.5.6.2.1 Exemplo de aplicagao

A interpretacdo do resultado da Tabela 3 baseia-se no postulado segundo o qual os
animais sobreviventes a certa dose necessariamente sobreviveriam a doses menores e
inversamente, os animais que sucumbem a certa dose sucumbiriam se tivessem sido

injetados com doses maiores. Dai resulta a possibilidade de se fazer uma acumulagao
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dos mortos e dos sobreviventes e de calcular sobre estes resultados acumulados a dose

correspondente a 50% de mortalidade (REED; MUENCH, 1938). Ou seja, a DLso esta
compreendida entre as diluicbes imediatamente acima e abaixo do ponto onde ocorreu
pelo menos 50% de mortalidade. Neste exemplo 10-° com 100% mortos e 10° com 0%

de morte.

Tabela 3 - Leitura hipotética do resultado da técnica DLso.

Diluigoes Leitura

101 ++++++
10-2 ++++++
103 ++++++
104 ++++++
10° ++++++
106 VVVVW
10”7 VVVVW

+ = morte

V =vivo

O titulo é determinado através da interpolagdo matematica da seguinte forma:

(diluigao acima de 50% — 50%) _(100—-50)

DLso = - =0,
0™ (diluicio acima de 50%) — (diluicio abaixo de 50%) ~ (100 — 0)

(Equacéao 1)
Multiplica-se o valor 0,5 pelo log do fator de diluicdo, que neste caso é Log (10) = 1,0.
Logo, 0,5 x 1,0 = 0,5. Para se obter a DLso, 0 valor 0,5 € somado ao expoente da maior
dose, que neste caso é 10° (log 10° = -5); portanto, DLso sera 10%°. Finalmente,
convertendo esse valor para 1mL, obtém-se: 1mL / 0,2mL (volume injetado) = 5. Sendo

o log de 5 igual a 0,7, o resultado final sera log DLso mL" é igual a 6,2.
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4.5.6.3 Quantificacao da toxina botulinica por L+

O ensaio L+ foi utilizado para padronizacdo da toxina além de ser utilizada para
quantificacdo da toxina botulinica nas amostras de cultivo e ao longo da purificacdo. A
quantificacdo da atividade da toxina botulinica do C. botulinum tipo D, frente a uma
antitoxina especifica, foi realizada pelo nivel de teste L+/10 utilizando cinco
camundongos por diluigdo. A antitoxina padréo utilizada (1Ul.mL") foi fornecida pelo
Laboratério Nacional Agropecuario em Minas Gerais (LANAGRO — MG). L+/10 é a menor
quantidade de toxina que quando misturada com 0,1Ul de antitoxina padrdo causa morte
em pelo menos 80% dos camundongos inoculados. L0/10 € a maior quantidade de toxina
a qual quando misturada com 0,1Ul de antitoxina padrdao nd&o causa morte nos
camundongos inoculados (SECRETARIA..., 2002; UNITED..., 2009). A metodologia

para a obtencao de L+/10 foi realizada em duas etapas.

4.5.6.3.1 Primeira etapa

Previamente, realizaram-se diluicbes seriadas da amostra com fator 10 utilizando salina
0,85%(p/V), conforme Tabela 4.

Tabela 4 - Primeira etapa da determinagio da L+, através de diluigido seriada da toxina
botulinica, utilizando-se o fator 10, até diluicdo 10, com uso de salina 0,85%(p/V), em banho de

gelo.
Diluicao da toxina 10" 102 103 10 10°° 10®
Salina 0,85%(mL) 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4.5
Amostra (mL) 0,5 0,5 (10" 0,5 (10?) 0,5 (10%) 0,5 (104 0,5 (10%)

Volume total (mL) 50 50 50 50 50 50
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Em seguida, 1,0mL de cada uma das diluicdes obtidas foi acrescido de 1,0mL de

antitoxina padrao especifica, conforme Tabela 5.

Tabela 5 - Primeira etapa da determinagio de L+ através da mistura da toxina diluida conforme
Tabela 4 com antitoxina padrio (1Ul.mL™").

Diluigéo da toxina 10" 1072 103 10 10 106
Toxina diluida (mL) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Antitoxina padréo — 1Ul.mL"" 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
(mL)

Volume total (mL) 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

As amostras diluidas acrescidas de 1,0mL de antitoxina padrdao 1UlL.mL", foram
incubadas em banho-maria a 37°C por 1 hora. Apds esse tempo, inoculou-se 0,2mL de
cada diluigédo, via endovenosa, em cinco camundongos. Os animais foram observados

por um periodo de quatro dias.

4.5.6.3.2 Segunda etapa

Ao término deste periodo o L+/10 e o L0O/10 foram determinados e seguiu-se para a 22
etapa. Nesta foram realizadas diluicdes a partir da diluicdo que matou todos os
camundongos (L+/10) até a diluicdo em que todos os camundongos sobreviveram
(LO/10). O intervalo das diluigcbes foi de 33%, utilizando 3,76mL de toxina diluida e
1,24mL de salina 0,85%(p/V). Em seguida, a cada 1,0mL da solugao diluida de toxina foi
adicionado 1,0mL de antitoxina padrao especifica. As amostras foram homogeneizadas
e incubadas em banho-maria a 37°C por 1 hora. Ao final da reagao, inoculou-se 0,2mL,

via endovenosa, em cinco camundongos por diluicdo. Os animais foram observados por
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um periodo de quatro dias. O resultado da metodologia L+/10 foi obtido multiplicando o

resultado da 12 etapa pela 22 etapa.

Para comprovar a morte devido a toxina botulinica tipo D, na analise das amostras
coletadas ao final dos cultivos do microorganismo foi realizado um segundo tratamento.
A partir da maior diluicado que causou morte em 80% dos animais foi adicionado excesso
de antitoxina a fim de neutralizar a toxicidade da amostra e, em seguida, foram injetados

0,2mL em dois camundongos por via endovenosa.
4.5.6.3.3 Exemplo da aplicagao
A Tabela 6 apresenta a interpretacéo da leitura do resultado do teste L+ apds a primeira

etapa.

Tabela 6 - Leitura do resultado do teste L+. Primeira etapa do teste L+, com fator de diluigdo 10.

Diluigoes Leitura

101 +++++
102 +++++
103 +++++
104 +++++
10 +++++
106 VVVVYV

+ = morte

V =vivo

Na primeira etapa da L+ € determinado o intervalo da dose da toxina capaz de matar
pelo menos 80% dos camundongos inoculados quando misturada com 0,1Ul de
antitoxina homdloga, ou seja, neste exemplo, o valor da toxina sera de 10-5L+/10 em
0,1mL da toxina injetada no camundongo, uma vez que na diluicdo 10-° todos os

camundongos morreram e na diluicdo seguinte todos os camundongos sobreviveram.
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Na segunda etapa foram feitas diluicdes a partir da diluigdo 10-° que correspondia a

diluicdo em que todos os animais morreram (Tabela 7). O intervalo entre as diluigbes foi
de 33%.

Tabela 7 - Segunda etapa do teste L+, com diluigbes do intervalo a partir da diluigio em que
todos os animais morreram até a diluigdo 1:176.890.

Diluicoes Leitura
1:133.000 ++++ 4+
1:176.890 +++++
1:235.264 VVVVYV
1:312.901 VVVVYV
1:416.158 VVVVYV
1:5563.490 VVVVYV
1:736.142 VVVVYV
1:979.142 VVVVYV

+ = morte

V = vivo

Nesta etapa o valor de L+ é determinado entre a diluicdo que matou 80% dos
camundongos e a que nao matou os camundongos inoculados, ou seja, neste exemplo,
o valor da toxina sera de 176890L+/10 em 0,1mL de toxina injetada no camundongo,
uma vez que na diluicdo 1:176890 todos os camundongos morreram e na diluigdo

seguinte todos os camundongos sobreviveram.

4.5.6.4 TCP — Total Combining Power

A qualidade antigénica do toxoide foi avaliada por TCP através da afinidade do antigeno
pela antitoxina botulinica tipo D padrao (ELLIS et al. 1999; BRANDI, 2007). O teste
envolve neutralizagdo parcial de uma dose fixa da antitoxina com uma série de doses
variantes do toxdide que esta sendo testado. A antitoxina que n&o reage com o toxdide

€ entdo misturada com uma dose fixa de toxina equivalente a metade da dose de



79
antitoxina utilizada e toda a série de misturas € inoculada em camundongos (WALKER

et al., 1979).

A primeira etapa do TCP foi obtida realizando diluicbes seriadas do toxdide em salina
0,85%(p/V) (Tabela 8). A Tabela 9 descreve o procedimento para determinagéo do TCP:
a 0,25mL de cada uma das diluicbes do toxdide foram adicionados 0,25mL de antitoxina
botulinica padrdo contendo 2Ul.mL"' e mantido a temperatura ambiente por 1h. Apos
este periodo, 0,25mL da toxina padrido contendo 10L+/10 mL-' foram acrescentados ao
tubo contendo toxoide e antitoxina, obtendo uma solugdo de 0,75mL. A este volume
foram acrescentados 0,25mL de salina para obter um volume final de 1mL e incubou-se
a temperatura ambiente por 30min. Em seguida, 0,2mL da amostra foram inoculados por
via endovenosa em dois camundongos por diluicdo. Os animais foram observados por

um periodo de quatro dias.

Tabela 8 — Diluigio seriada do toxéide botulinico tipo D para determinagio do TCP, utilizando-
se o fator 1:10, com uso de salina 0,85%(p/V), em banho de gelo.

Diluicio do toxaide 1711 107 102 10°3 10 10 10 107
Diluente (mL) 4,5 4,5 45 4,5 45 4,5 4,5
Toxdide (mL) 50 05(1/1) 05 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
(10" (10 (10%)  (10%)  (10%)  (10%)
Volume total (mL) 50 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0

Tabela 9 — Determinagdo do TCP, através da reagio do toxoéide botulinico tipo D com antitoxina
padrio (2Ul.mL"") e toxina padrio (10L+/10 mL™"), diluido conforme Tabela 8.

Diluigéo do toxoide 11 10" 102 10° 10* 10° 10® 107

Toxdide diluido (mL) 025 025 025 025 025 025 025 0,25

Antitoxina padrao 2Ul.mL"" (mL) 025 025 025 025 025 025 025 0,25
Tempo de Reagéo = 1h

Toxina padrdo 10L+/10 mL™" (mL) 025 025 025 025 025 025 025 0,25

Diluente (mL) 025 025 025 025 025 025 025 0,25

Volume total (mL) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
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Tempo de Reagao = 30min.

O resultado do TCP sera dado pela reciproca da maior diluicdo onde ocorreu morte de

100% dos camundongos inoculados multiplicado por 10.

4.5.6.5 Imunizacao de cobaias e soroneutralizacdo

As cobaias da espécie Cavia porcellus albina pesando entre 350 a 450g foram
imunizadas por via subcutanea com uma dose de 5,0mL no dia 0 e quando indicado no
delineamento experimental, com uma dose de reforco aplicada apdés 21 dias da
primovacinacgdo. Foi mantido um grupo controle com 2 animais nas mesmas condigdes.
Apos a colheita por pungao cardiaca, o sangue foi centrifugado e o soro coletado foi
mantido congelado a -20°C para posteriormente ser titulado pelo teste de

soroneutralizagdo em camundongos.

O ensaio de soroneutralizacdo foi realizado utilizando toxina e antitoxina padrao
fornecida pelo LANAGRO-MG. A toxina foi padronizada em nivel de 10L+/10 mL' e a
antitoxina padrao em 5Ul.mL-'. Foram realizadas as diluicdes do soro teste conforme
detalhado na Tabela 10 (SECRETARIA..., 2002).

Tabela 10 - Diluigées do soro teste e antitoxina padriao utilizados na prova de
soroneutralizagao.

U.L. mL" 20 10 5 2 1
Antitoxina Padrao 5Ul.mL" (mL) 0,5 (1/10) 1,0 (1/10) 0,2 0,5 1,0
Salina 0,85% (mL) 0,5 - 0,8 0,5 -

Toxina (10 L+/10 mL™") (mL) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
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A primeira linha da Tabela 10 indica os valores de U.l. relativos a poténcia da toxina

diluida. A segunda linha representa as quantidades de antitoxina padrédo tomadas, a
terceira linha apresenta os volumes de salina utilizada para diluigdes e na ultima
encontram-se os volumes de toxina padrao utilizadas. As amostras foram colocadas a
37°C por 60min, em banho-maria, antes da inoculagdo. As amostras de soro teste foram
tituladas em paralelo a prova de controle utilizando soro padrao diluido para obter os
mesmos valores indicados na primeira linha da Tabela 10. Para cada mistura variando
de 1Ul.mL""a 20Ul.mL-", foram inoculados 0,2mL via subcutanea em dois camundongos.
Os animais foram observados por quatro dias. Considerou-se como titulo da prova a
diluicdo onde ocorreu morte dos dois camundongos, desde que houvesse sobrevivéncia
dos outros dois na diluicdo imediatamente menor. Quando ocorreu morte de um
camundongo em uma diluigdo e sobrevivéncia dos dois camundongos na diluigdo
imediatamente menor, o ensaio foi repetido. Nos casos em que o titulo da amostra foi
maior que 20Ul.mL"" foi preparada nova diluigdo entre 20 a 80Ul.mL"! e procedeu-se a

titulacdo conforme anteriormente descrito.

4.5.7 Purificacdo da toxina botulinica

Através do calculo de rendimento e fator de purificagao foi realizado o acompanhamento
do processo de purificagcdo nas etapas de clarificagdo, concentracédo, diafiltracado e
cromatografia. O calculo do rendimento foi realizado pela equagéo 2 que representa a
relacéo percentual entre toxicidade total da amostra de toxina na etapa em analise
[toxicidade total atual (DLso)] pela toxicidade total obtida na etapa anterior do processo
[toxicidade total anterior (DLso)]. Enquanto o fator de purificagdo (Equagédo 3) foi
calculado pela relagao entre a toxicidade da amostra de toxina na etapa em analise
[toxicidade atual (DLso.mg')] pela toxicidade obtida na etapa anterior do processo

[toxicidade anterior (DLso.mg™)].
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. Toxicidade total atual (DL
Rendimento (%) = — , (DLso) x 100
Toxicidade total anterior (DLsg)

(Equacao 2)

Toxicidade atual (DLsg.mg™1)

Fator de purificacao =
purificag Toxicidade anterior(DLsg.mg~1)

(Equacéo 3)
4.6 Caracterizagao da quitosana

Com a finalidade de caracterizar e selecionar o material a ser utilizado no preparo das
microesferas de quitosana, amostras fornecidas pela Sigma-Aldrich, Cognis (Hydagen®

e Chitopharm®) e Polymar foram analisadas por métodos fisico-quimicos.

4.6.1 Titulacao potenciométrica

A titulagdo potenciométrica foi realizada para quitosana usando um peagémetro Mettler
Toledo MP220 (Suica) de acordo com o descrito na literatura (BEPPU; ARRUDA,;
SANTANA, 1999; GUPTA; JABRAIL, 2006; RAYMOND; MORIN; MARCHESSAULT,
1993). O método baseia-se na dissolugdo da amostra de quitosana exatamente pesada
em 60mL de solugdo de HCI 0,05M em um béquer de 100mL encamisado, mantido sob
circulacao de agua a 2511°C e agitagao por no minimo 12h. Sob temperatura de 25+1°C
e utilizando eletrodo prata/cloreto de prata, registrou-se o pH em fungéo do incremento
do volume da solucgao titulante de NaOH 0,17M. As analises foram realizadas em

triplicatas.
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Os pontos de inflexdo foram determinados graficamente pela segunda derivada,

(A’E/AV?) e o grau de desacetilagdo calculado conforme equagido 4 proposta por

Raymond; Morin; Marchessault (1993).

D — 161 x My oux Fc x (V,_V;)
m

(Equacéo 4)

Em que:

- GD é o grau de desacetilagao (%);

- MnaoH € a molaridade da solugéo de hidroxido de sodio (mol.L™");

- Fc é o fator de correcéo da solucéo de hidréxido de sédio;

- V1 e V2 sdo, respectivamente, os volumes de NaOH empregados para neutralizar o
excesso de HCI e a amostra de quitosana protonada (mL), obtidos a partir das inflexdes
da curva de titulacdo potenciométrica;

- m € a massa da amostra (g) no estado seco tomada para titulagao;

- 161 é a massa molar da unidade monomeérica de quitosana.

4.6.2 Espectrometria UV

A fim de determinar a faixa de linearidade do método em funcdo do material a ser
analisado, primeiramente foi construida uma curva de calibracdo para cada um das
amostras em analise. As concentragcdes de quitosana para amostras fornecidas pela
Sigma-Aldrich e Cognis foram de 11,0x102, 13,0x10-2, 15,0x102, 17,0x102 e 19,0x102
mg.mL""; para amostra da Polymar foram de 9,0x102, 10,0x10-2, 11,0x102, 12,0x102 e

13,0x102mg.mL"". Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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Sob agitagdo magnética, dissolveu-se a amostra de quitosana, exatamente pesada, em
70mL de HCI 0,1M. Em seguida, transferiu-se quantitativamente para baldo volumétrico
de 100mL e completou-se o volume com HCI 0,1M. Pipetou-se 2,5mL da solucgao e diluiu-
se para 25mL utilizando HCI 0,1M. A leitura da amostra foi feita em espectrofotdmetro
Pharmacia LKB Biochrom, modelo Biochrom 4060 (Estados Unidos) a 201nm utilizando
solugao de HCI 0,1M como branco. Em seguida, calculou-se o grau de desacetilagao

(%GD) pela equagao 5 proposta por Liu et al. (2006).

GD = 100 x (161,1xAxV—0,0218xm)

3,3615xm—-42,1xAxV

(Equacao 5)

Em que GD é o grau de desacetilagédo (%); A € a absorvancia a 201nm; V € o volume da

solugao (L) e m é a massa (mg) de quitosana em base seca.

4.6.3 Espectroscopia de Infravermelho (1V)

As amostras de quitosana foram analisadas em ftriplicata por espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier em equipamento Bomem MB100 detector
DTGS (Alemanha) usando discos de KBr contendo 1mg de amostra. Os espectros foram
obtidos na regido de 4000 a 400cm-', fazendo-se 64 varreduras com resolugédo de 4cm-
. A partir destes espectros, as bandas foram interpretadas em relagdo aos principais
grupos quimicos. O calculo do grau de desacetilagdo (GD) (equagao 6) foi realizado

através da razdo entre a absorvancia das bandas a 1320cm™ e 1420cm™ atribuidas
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respectivamente aos grupamentos N-acetilglucosamina e glucosamina (BRUGNEROTO

et al., 2001b).

A1320 _ 0,3822 + 0,03133 x (100 — GD)

A1420

(Equacao 6)

Em que, A1320 = absorvancia a 1320 cm-'; A1420 = absorvancia a 1420cm™" e GD é o

grau de desacetilagao (%).

4.6.4 Ressonincia magnética nuclear de prétons - RMN 'H

O método foi modificado a partir do procedimento desenvolvido por Lavertu et al. (2003)
. Em resumo, em um frasco de vidro, aproximadamente 10mg da amostra de quitosana
foram solubilizados em solugao de 1,96mL de D20 e cerca de 40uL de DCI (35% p/p).
Em seguida, a solugéo foi liofilizada. No momento da analise, o material foi dissolvido
novamente na mesma mistura de solventes e mantido em repouso por cerca de 3h. Os
espectros de prétons das amostras foram registrados em equipamento Bruker DRX 500
a 500 MHz, a temperatura de 70°C com 128 varreduras com intervalo de pulso de 5,18s.

O solvente (D20) foi utilizado como padrao interno.

Para avaliacao do efeito da temperatura na resolucéo dos sinais, foram feitos espectros
comparativos em temperaturas de 25, 30, 35, 40, 45 e 50°C utilizando amostra Sigma-
Aldrich. Em seguida, sob temperatura de 35°C, foi realizada a analise das amostras de

quitosana dos trés fornecedores.
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O GD foi calculado usando as integrais do sinal do préton H1 do monémero desacetilado

(H1D) e do sinal devido aos trés prétons do grupo acetil (HAc) de acordo com a equagéao
7 (HEUX et al., 2000; LAVERTU et al., 2003).

H1D

GD = (H1D+ HAc/3

)x100

(Equagao 7)

4.6.5 Calorimetria exploratoéria diferencial - DSC

Os eventos térmicos foram registrados em fungdo da composigéo, estrutura do material
e de sua historia térmica. Para isso, as amostras foram caracterizadas em um calorimetro
DSC50 da Shimadzu (Japdo) sob atmosfera dinamica de nitrogénio na vazédo de
50mL.min"'. Foram pesados cerca de 5mg da amostra de quitosana que foram
submetidos a uma primeira corrida, entre 25 a 110°C com razao de aquecimento de
15°C.min"', a fim de apagar a memoria térmica. Em seguida, a amostra foi pesada
novamente (aproximadamente 3mg) e a segunda corrida foi feita em uma razdo de
5°C.min"" entre 25 a 400°C. O ensaio foi repetido com novas amostras utilizando razdes

de aquecimento de 10 e 20°C.min"". Todos os ensaios foram feitos em duplicatas.

4.6.6 Termogravimetria- TG

As amostras de quitosana de aproximadamente 5mg foram pesadas e avaliadas quanto
a estabilidade térmica e comportamento em um analisador termogravimétrico DTG60 da

Shimadzu (Japao), no intervalo de temperatura de 25 a 750°C sob atmosfera dinédmica
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de nitrogénio na vazédo de 50mL.min"", usando uma taxa de aquecimento de 10°C.min"".

Os ensaios foram feitos em duplicatas.

4.6.7 Perda por dessecacao

Cerca de 1,0g, exatamente pesado, em triplicata, de cada uma das amostras de
quitosana foi dessecado em estufa a vacuo Binder (Alemanha) a 100-105°C até peso
constante (EUROPEAN ..., 2004).

O teor de umidade foi calculado de acordo com a equacéo 8:

Umidade (%m/m) = (ﬁl—m) x 100

L

(Equacao 8)

Em que: Am é a diferenga entre a massa inicial e final (g);

mi € a massa inicial da amostra (g).

4.6.8 Acidez ou alcalinidade

Foi disperso 1,0g da amostra em 100mL de agua e agitou-se mecanicamente, de forma
vigorosa, por 20 minutos. Em seguida, mediu-se o pH em peagbmetro Mettler Toledo
MP220 (Suigca) (EUROPEAN ..., 2004).
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4.6.9 Determinacao de proteina

A partir de uma solugdo de concentragdo de 20mg.mL-' de quitosana foi quantificado o
residuo de proteina pelo método micrométrico de Lowry conforme descrito no item

4.5.5.2. A analise foi realizada em duplicata para as trés amostras de quitosana.

4.6.10 Metais pesados

Foi pesado exatamente cerca de 1,0g de cada amostra de quitosana, em ftriplicata e
transferido para um béquer. Foi adicionado volume suficiente de uma mistura de 8mL de
acido sulfurico e 10mL de &cido nitrico para umedecer a amostra. Aqueceu-se
brandamente para inicio da reagdo. Em seguida, sob aquecimento a cada etapa, foram
adicionadas pequenas porc¢des da mistura de acidos até que 18mL da mistura tivessem
sido adicionados. A solucao foi resfriada e mais 2mL de acido nitrico foram adicionados.
E, novamente, a solucao foi aquecida até observar-se o escurecimento. Continuou-se o
aquecimento, seguido da adigdo de acido nitrico, até que ndo mais se observasse o
escurecimento da solugdo. Em seguida, foram adicionados 5mL de agua purificada e
aqueceu-se solucdo até ebulicdo e desprendimento de densa fumaca branca. O
aquecimento foi mantido para reduzir o volume para 2 a 3mL. A amostra foi resfriada e
adicionou-se cuidadosamente 5mL de agua e 1mL solugédo de peroxido de hidrogénio
30%(V/V). Novamente evaporou-se até formagao de densa fumaca branca e redugéo do
volume para 2 a 3mL. A solugao foi resfriada e transferida tubo de Nessler, de maneira
gue o volume apds a transferéncia nao ultrapassasse 25mL. Ajustou-se o pH da solugao
para 3 a 4, utilizando aménia concentrada e fita indicadora de pH para verificagéo. A
solugdo foi diluida com agua purificada para 40mL e adicionou-se 2mL de solugao
tampé&o pH 3,5 e 1,2mL de solugéo tiocetamida (40g.L-'). Completou-se o volume para

50mL e a solugao foi homogeneizada.

A solugao tampao pH 3,5 foi obtida pela dissolugcédo de 25,0g de acetato de aménio em

25mL de agua e adigdo de 38mL de acido cloridrico. O ajuste do pH foi realizado pela
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adicao de acido cloridrico ou aménia diluida. Em seguida, a solucao foi transferida para

baldo volumétrico de 100mL e o volume completado com agua.

A solugao referéncia (40ppm) foi preparada em paralelo, da mesma maneira descrita

para preparo da solugao teste, utilizando volume de solug&o padrao de chumbo 10ppm.
Apos 2min de repouso, ambos os tubos foram examinados verticalmente contra fundo

branco. A coloracdo da solugao teste ndo deve ser mais intensa que a coloracido da

solugao referéncia para passar no teste (EUROPEAN ..., 2004).

4.6.11 Cinzas sulfatadas

Os cadinhos de aluminio foram aquecidos a 600+50°C por 30min em forno mufla
Analogica AV 1232 (Brasil). Apos resfriamento em dessecador, pesou-se exatamente
cerca de 1,0g de cada quitosana, em triplicata. Foi adicionado sobre o material 1mL de
acido sulfurico e aqueceu-se lentamente até que a amostra estivesse carbonizada.
Adicionou-se mais 1mL de acido sulfurico e aqueceu-se até ndo mais liberar fumaca
branca. Em seguida, levou-se a incineragdo a 600+50°C tendo o cuidado de ndo inflamar
até o final do processo. Os residuos foram resfriados e pesados. Foi adicionado
novamente mais 1mL de acido sulfurico e incinerou-se conforme descrito por 30min até
que duas pesagens consecutivas nao diferissem em 0,5mg (EUROPEAN ..., 2004). As

cinzas sulfatadas foram calculadas conforme a equacéao 9.

Am

Cinzas sulfatadas (%m/m) = (7) x 100

(Equacao 9)
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Em que: Am é a diferenga entre a massa inicial e final (g)

m € a massa inicial da amostra (g)

4.6.12 Cromatografia em Permeacao em Gel avancado (GPC avancado)

A analise foi realizada utilizado o sistema GPC Avancado, GPC Max — VE2001 da
Viscotek (EUA) composto por bomba Waters modelo 515, desgaseificador Viscotek
modelo VE7510, injetor Rheodyne modelo 7715i e detectores Viscotek modelo TDA302
que contém: refratdbmetro (RI), triplo viscosimetro, light scattering 90° e light scattering 7°
e o software Viscotek OmniSEC V. 4.1.0.224. Os detectores foram calibrados utilizando
padrdes de PEO (polioxido de etileno, Polyanalytik, lote PP4794-EG20H) e padrao de
quitosana (Mw 160.800g.mol-') da American Polymer. Para separagdo dos componentes
das amostras foram utilizadas duas colunas Ultrahydrogel Linear (7,8 x 300mm) da
Waters em temperatura de 40°C, tampé&o de acido acético 0,5M/acetato de sddio 0,2M,
fluxo de 0,8mL.min"" e volume de injegdo de 199uL. As amostras de quitosana foram
preparadas na concentragdo de 1mg/mL em tamp&o de acido acético 0,5M/acetato de
sédio 0,2M, pH 4. Em seguida, as solugdes foram filtradas em membrana PVDF 0,45um
(Durapore, Millipore) antes da injecao no cromatégrafo. Foi utilizada como fase movel o
tampao de acido acético 0,5M e acetato de sdédio 0,2M, pH 4, filtrado em membrana

PVDF 0,45um (Durapore, Millipore) e desgaseificado.

Por esta técnica, emprega-se um detector de indice de refracdo e viscosidade para
fornecer informagdes como concentracdo do polimero e detectores de espalhamento de

luz para obtencao de informagdes da massa molar da amostra.

Conforme Akcelrud (2007), como os polimeros sdao uma mistura de moléculas com
variadas massas molares, deve-se utilizar a massa molar média dos polimeros para

caracterizagao:
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- Massa molar numérica média

(Equacéao 10)

Em que, ni € o numero de macromoléculas em cada fragao; Mi € a massa molar de

cada fragao.

- Massa molar massica ou ponderal média:

LWiM;

Mw = xwi

(Equacéao 11)

Em que, wi é a fragdo massica da fracao i; Mi € a massa molar de cada fragao.

- Massa molar z médio:

_ Twi(M;)?
M, = XwiM;

(Equacao 12)
Em que, wi é a fragdo massica de cada fracdo; Mi € a massa molar de cada fracao.
Para polimeros monodispersos, as trés massas molares sao as mesmas, mas para um

polimero polidisperso a razao Mw/Mn corresponde ao valor de Q e a razédo Mz/Mw ao valor

de Q’, sendo que Q e Q' sdo medidas da polidispersao.
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4.7 Preparo de microparticulas de quitosana

Salvo quando especificado, os experimentos foram realizados utilizando quitosana
Chitopharm®.

4.7.1 Curva de precipitaciao do polimero pelo sulfato de sédio

Em 90mL de uma solugéo de quitosana 0,25%(p/V) contendo 1,0%(p/V) de Lutrol F 127
com pH ajustado para 3,0, 5,0 ou 6,0 com acido acético, foram adicionados volumes
crescentes de uma solugdo de sulfato de sodio 20%(p/V) a um fluxo de 1,5mL.min".
Completou-se o volume para 100mL e, em seguida, realizou-se a leitura das amostras
no comprimento de onda de 500nm em espectrofotdmetro Pharmacia Biotech 4300pro
(Pharmacia, Inglaterra). Os dados obtidos foram plotados em um grafico relacionando-
se o0 volume de solucéo de sulfato de sodio e a absorvancia lida. As amostras também
foram avaliadas utilizando microscopio 6ptico Olympus BX40 (Estados Unidos).

4.7.2 Preparo das microparticulas carregadas

Preparou-se 100mL de uma suspensdo de microparticulas contendo quitosana a
0,25%(p/V) em quantidade suficiente de solugao de acido acético para solubilizagéo (pH
5,0). Sobre 90mL da solugdo de quitosana, foram adicionados 2,0mL de solugéo
contendo 2,47mg.mL-" de albumina de soro bovino (BSA) e gotejados 2,0mL da solugao
de sulfato de sédio 20%(p/V) a um fluxo de 1,5mL.min"', sob agitagdo a 100RPM. Em
seguida, o volume foi completado para 100mL e a suspensao foi centrifugada a 3800g
por 10min em centrifuga Cientec CT 600 (Brasil). O sobrenadante foi coletado e as

particulas foram lavadas com agua para retirada da proteina ndo encapsulada e
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centrifugadas novamente. As fragdes sobrenadantes foram reunidas para determinacgao

da concentracdo de BSA pelo método de Lowry.

Em outro experimento, seguiu-se o procedimento acima descrito substituindo o BSA por
3,3mg do toxdide botulinico tipo D. A suspensao foi centrifugada a 3800g por 10min e o
sobrenadante foi analisado pelo método micrométrico de Lowry com precipitagdo com
reagente fendlico. A fim de evitar perdas de proteinas associadas a superficie das

particulas n&o foi feita lavagem do pellet.

O percentual de encapsulamento foi calculado pela equacéao 13.

(Qt — Qs)x100
Qt

Taxa Encapsulamento (%) =
(Equacgao 13)
Em que, Qt é a quantidade de proteina tedrica e Qs é a quantidade de proteina no

sobrenadante.

4.7.3 Estudo do processo de preparagao de microparticulas

A ampliacao do estudo de pré-formulagdo das microparticulas de quitosana foi realizada
em trés etapas a fim de se avaliar os principais parametros que poderiam influenciar a
formagao das microparticulas e a distribuicdo granulométrica. Ndo foi possivel definir a
taxa de encapsulamento porque o Lutrol F 127 interfere na técnica de quantificacao de

proteina pelo método micrométrico de Lowry.

No primeiro delineamento foram caracterizadas as microparticulas brancas,

microparticulas brancas com Lutrol F 127 e microparticulas carregadas com toxoide
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botulinico tipo D contendo Lutrol F 127 obtidas em fungdo do volume adicionado de

solugao de sulfato de sddio 20%(p/V) (Tabela 11).

Tabela 11 - Obtengio de microparticulas brancas, microparticulas brancas com Lutrol F 127 e
microparticulas carregadas com toxoide e contendo Lutrol F 127 em fungdo do volume
adicionado de solucao de sulfato de sédio 20%(p/V).

Volume adicionado de solugdo de sulfato de sodio 20%(p/V) (mL)

Microparticulas brancas Microparticulas brancas Microparticulas com
com Lutrol F 127 toxoide
0,1 1,3 2,5 0,4 0,4
0,3 1,5 0,7 0,7
0,5 1,7 1,1 1,1
0,7 1,9 1,5 1,5
0,9 21 1,9 1,9
1,1 2,3 2,3 23

Seguindo o procedimento padrao do item 4.7.2, com adigdo de solugao de toxdide ou de
salina, alteraram-se as quantidades de solug¢ao de sulfato de sédio em presenga ou néo
de Lutrol F 127. As suspensdes obtidas foram analisadas por espectrofotometria a
500nm, potencial Zeta e tamanho médio de particulas em equipamento Zetasizer
1000HS/3000HS quando o diametro médio obtido foi menor que 3000nm. Para amostras
com tamanho médio de particulas maiores que 3000nm, utilizou-se o método de difragao
de raios laser em equipamento Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Inglaterra). As

analises foram realizadas em ftriplicata.

O segundo delinemento objetivou a avaliagcdo da distribuicdo granulométrica e da
absorvancia em fungéo da variagédo da velocidade de agitagao durante o preparo ou do

fluxo de adicdo da solugdo coagulante (Tabela 12). Inicialmente foram preparadas
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solugdo estoque dos componentes: solugao de quitosana 0,348%(p/V) em solugao acida

de acido acético 5%(V/V), solugao de BSA 0,2%(p/V), solugao de Lutrol F127 6,25%(p/V)
e solucao de sulfato de sédio 20%(p/V). Todas as solugdes foram clarificadas através de
filtracdo em membrana de microfibra de vidro AP 15. Adicionaram-se 179,5mL da
solugao estoque de quitosana, 15mL da solugdo estoque de BSA e 40mL da solugao
estoque de Lutrol F 127 ou de agua purificada em um béquer de 400mL e misturou-se
utilizando agitador mecanico lka RW20DZM.n acoplado a uma hélice tipo naval 47mm.
Adicionou-se 5,0mL de sulfato de sodio 20%(p/V) com o auxilio de uma bomba
peristaltica. Foram feitas variagdes na velocidade de agitagdo ou na vazao da bomba
peristaltica dentro dos limites de utilizagdo dos equipamentos. Apds 15min de agitacéo,
adicionou-se 0,1%(p/V) de azida sdédica e completou-se o volume para 250mL com
salina. Aliquotas foram coletadas para leitura espectrofotométrica a 500nm (n=3) e

medida da distribuicao granulométrica por difragdo de raios laser (n=5).

Tabela 12 - Estudo da influéncia da velocidade de agitagdo, do fluxo de adigdo de solugido de
sulfato de sédio 20%(p/V) e da massa molar de quitosana em preseng¢a ou nao de Lutrol F 127 nas
caracteristicas das microparticulas carregadas com BSA.

Parametro Variavel Lutrol F 127
100 +
200 +
300 +
400 +
Velocidade de agitagdo (RPM) >0 *
100 -
200 -
300 -
400 -

500 -
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0,5 +
1,0 +
1,5 +
2,0 +
Fluxo de adicao do sulfato de sddio 2,5 +
%(p/V) (mL.min"") 0,5 -
1,0 -
1,5 -
2,0 -
2,5 -
Hydagen® +
Sigma-Aldrich +
Polimero
Hydagen® -
Sigma-Aldrich -

(+) = adigéo de Lutrol F 127;
(-) = sem adicao de Lutrol F 127

No terceiro delineamento foi alterada a marca comercial de quitosana (Tabela 12). A
partir das solucdes estoque acima descritas, adicionaram-se 179,5mL da solugao
estoque de quitosana, 15mL da solugcao estoque de BSA e 40mL da solugao estoque de
Lutrol F 127 ou de agua purificada em um béquer de 400mL e misturou-se utilizando
agitador mecénico lka RW20DZM.n acoplado a uma hélice tipo naval 47mm. Sob
agitacdo de 100RPM, foram gotejados 5,0mL de sulfato de sédio 20%(p/V) utilizando
uma bomba peristaltica com vazao de 1,5mL.min"'. Apds 15min de agitagdo, adicionou-
se 0,1%(p/V) de azida sddica e completou-se o volume para 250mL. Aliquotas foram
coletadas para leitura espectrofotométrica a 500nm (n=3) e medida da distribui¢do

granulométrica por difragdo de raios laser (n=5).

Os dados foram submetidos ao Teste de Bartlett's e ao Teste de Kolmogorov & Smirnov

para verificar homogeneidade de variancia e normalidade, respectivamente. Em seguida,
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as médias intragrupo foram comparadas entre si pelo teste de multiplas comparagdes de

Tukey. A comparacgao entre médias dos experimentos com e sem adigéo de Lutrol F 127
foram analisadas pelo Teste T, de Student. O nivel de significancia adotado para ambos
os testes foi de 5%. As analises foram efetuadas empregando-se o programa PASW
Statistics 18 (2009).

4.7.4 Caracterizacido das microparticulas de quitosana

4.7.4.1 Distribuicao granulométrica das microparticulas

As distribui¢des granulométricas das microparticulas de quitosana obtidas neste trabalho
foram analisadas por difracdo a laser em aparelho Mastersizer 2000 (Malvern
Instruments, Inglaterra). Sob agitagdo, quantidade suficiente de microparticulas foram
dispersas em agua deionizada até atingirem o indice de obscuracéo requisitado pelo
aparelho e analisadas na faixa de 0,020 - 2000um.

Foram determinados os didmetros meédios e os diametros das particulas
correspondentes a 90, 50 e 10% da distribuigdo acumulada, ou seja, os parametros Do,
Dso e D1o. A partir desses, foi calculado o indice de polidispersidade, span, pela equagao
14.

e Dgo—D
Indice span = =222
Dso

(Equacéao 14)

4.7.4.2 Forma e morfologia da superficie das microparticulas
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A analise morfolégica das microparticulas foi realizada por microscopia eletrénica de

varredura utilizando Microscopio Eletrénico Zeiss de Varredura DSM-950 (Zeiss,
Alemanha). Para montagem das amostras foram usadas laminulas cortadas em um
quarto do seu tamanho original. Sobre a laminula foi gotejada a suspensdao das

microparticulas que, em seguida, foram colocadas em dessecador por 72 h.

Posteriormente, as laminulas preparadas foram coladas no suporte para o microscopio
por meio de uma fita adesiva de carbono de dupla face. As amostras montadas foram
recobertas com uma camada de ouro de 2nm (metalizacédo) e, em seguida, examinadas
no microscopio eletrénico de varredura. Foram obtidas imagens das microparticulas em
aumentos de 3.000, 5.000 e 10.000 vezes. As imagens foram ajustadas utilizando o
programa Microsoft® Office Picture Manager (Microsoft Corporation, 2006, Estados
Unidos).

4.7.4.3 Determinacdo da concentracdo de proteina encapsulada por analise

elementar

A quantidade de proteina encapsulada foi determinada por analise elementar do
sobrenadante da suspensao de microparticulas, uma vez que ocorreu interferéncia do
Lutrol F 127 quando se utilizou os métodos de Bradford ou micro Lowry. O percentual de
CHN foi determinado através da analise orgéanica classica pela técnica de Pregl-Dumas
utilizando o analisador Elemental Analyser 2400 CHN (Perkin Elmer, Estados Unidos)
onde ocorreu uma combustdo, em presenga de oxigénio puro, a 925°C. Os gases
formados (C — CO2, H — H20 e N — N2) foram arrastados pelo gas hélio e separados
por uma coluna cromatografica, para posterior quantificagdo através de Detector de
Condutividade Térmica (TCD).

4.7.4.4 Potencial zeta
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O potencial da superficie das particulas foi determinado através da analise de potencial
zeta em equipamento ZetaSizer 2000/3000 (Marlvern Instruments, Estados Unidos). A
dispersao das microesferas de quitosana para as medidas de potencial zeta foi realizada

em solugcao de NaCl 1mM e cada amostra foi medida 3 vezes.

4.8 Obtengao de vacinas

4.8.1 Destoxificacido da toxina botulinica

A destoxificagdo dos lotes 01 e 02 de toxina botulinica tipo D foi realizada
separadamente, conforme se segue. A amostra de toxina foi transferida para tubos de
didlise de corte molecular 12kDa (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) e dialisada contra
volume 20 vezes maior de tampéo fosfato de sédio 50mM, pH 6,0, contendo 0,6% (V/V)
de formol. A didlise foi realizada a 37°C por 10 dias trocando-se o tampé&o diariamente
(MAHMUT et al., 2002; BALDWIN et al., 2008). Em seguida, as amostras de toxoide
foram esterilizadas por filtragdo em membrana PVDF 0,22um e armazenadas sob

refrigeragcdo. Duas aliquotas foram enviadas para teste de toxicidade e TCP.

4.8.2 Estudo de estabilidade do toxoide botulinico tipo D

Aliquotas de toxoide botulinico tipo D dos lotes 01 e 02 foram armazenadas sob

refrigeracao por 4 meses. A estabilidade do toxdide foi determinada por teste de TCP.



100
4.8.3 Producao de vacinas contra botulismo tipo D

4.8.3.1 Preparacao da vacina de microparticulas de quitosana

Foram dissolvidos o equivalente a 0,25%(p/V) de quitosana Chitopharm® em uma
solugao aquosa contendo 1,0%(p/V) de Lutrol F 127 e quantidade suficiente de solugéo
de acido acético 5%(V/V) para obter pH 5,0 sob condi¢cbes assépticas. A solugéo foi
filtrada em membrana PVDF 0,22um e colocada em banho de gelo, a fim de manter a
temperatura entre 4 a 8°C. Foram gotejados sobre aproximadamente 97mL da solugao
de quitosana, contendo quantidade de toxdide botulinico estéril equivalente a
75.000DLso.mL", 2,0%(V/V) da solugéo de sulfato de sédio 20%(p/V) a um fluxo de
1,5mL.min"", sob agitagdo constante de 100RPM. O volume final foi completado para
150mL com solugédo salina estéril 0,85%(p/V). A vacina foi envasada em frascos de vidro

de 30mL e armazenada sob refrigeracao.

4.8.3.2 Preparacao da vacina de microparticulas de quitosana em gel

Foram dissolvidos o equivalente a 0,25%(p/V) de quitosana Chitopharm® em uma
solugado aquosa contendo 1,0%(p/V) de Lutrol F 127 e quantidade suficiente de solugéo
de acido acético 5%(V/V) para obter pH 5,0 sob condi¢gées assépticas. A solugéo foi
fitrada em membrana PVDF 0,22um e colocada em banho de gelo. Foram gotejados
sobre aproximadamente 97mL da solucéo de quitosana, contendo quantidade de toxdide
botulinico estéril equivalente a 10.000, 50.000 ou 75.000DLso mL-", 2,0%(V/V) da solugdo
de sulfato de sodio 20%(p/V) a um fluxo de 1,5mL.min"", sob agitagdo constante de
100RPM. O volume final foi completado para 150mL com gel de quitosana 0,25%(p/V)
estéril. A vacina foi envasada em frascos de vidro de 30mL e armazenada sob

refrigeracao.
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4.8.3.3 Preparacao da vacina gelificada

Foram dissolvidos o equivalente a 1,0%(p/V) de quitosana Chitopharm® em fase aquosa
contendo quantidade suficiente de acido acético 5%(V/V) para obter pH entre 4,0 e 5,0.
A solucéo foi filtrada em membrana PVDF 0,22um sob condigbes assépticas. Em
seguida, foram tomados 25mL da preparacao estéril para um béquer de 250mL e o pH
foi ajustado para pH 6,0 a 6,5 utilizando solugao estéril de hidroxido de sédio 0,17M. Em
banho de gelo, adicionou-se volume do toxoide equivalente a 75.000DLso mL™" e
manteve-se sob agitacdo por pelo menos 20min. Adicionou-se quantidade suficiente de
solugao de hidréxido de sédio 0,17M para se obter pH em torno de 6,8 a 7,2. Completou-

se o0 volume com salina 0,85% (p/V) e homogeneizou-se.

4.8.3.4 Preparacao da vacina contendo hidroxido de aluminio

Sob condi¢des assépticas, adicionou-se em 50%(V/V) de salina estéril 0,85%(p/V) e
volume equivalente a 25%(V/V) do volume final de gel de hidroxido aluminio (Vallée, lote
010/10). Apés homogeneizagdo, em banho de gelo, adicionou-se volume de toxdide
estéril equivalente a 10.000, 50.000 ou 75.000DLso mL-'. Manteve-se a suspensé&o sob
agitacdo a 100RPM por cerca de 30min. Em seguida, o pH foi ajustado para 6,8 a 7,2
utilizando solugéo de hidroxido de sodio 0,17M. O volume final foi ajustado com salina

0,85%(p/V) e homogeneizou-se.

4.8.4 Avaliacido da eficacia das vacinas em cobaias

O delineamento experimental foi dividido em trés etapas: avaliagéo da dose-resposta em
relacéo a quantidade de toxoide botulinico tipo D por dose de vacina, comparagao de

diferentes formulacdes e estabilidade e protecdo das vacinas adjuvantadas com



102
quitosana. Os titulos de anticorpos contra toxina botulinica tipo D foram determinados

por teste soroneutralizacdo em amostras de pool ou soros individuais. Em todos os
experimentos, durante o periodo de teste, os animais foram observados quanto a reacao

local.

No primeiro experimento, os animais foram separados aleatoriamente em 9 grupos de
12 cobaias, machos e fémeas, pesando entre 350 a 450g. As vacinas foram formuladas
com toxdide lote 01 e todos os grupos foram vacinados com 5,0mL por via subcutanea
(Tabela 13). Os animais dos grupos H1a, H2a e H3a receberam dose de vacina
formulada com gel de hidroxido de aluminio contendo quantidade de toxdide equivalente
a 10.000, 50.000 e 75.000DLso mL", respectivamente, nos dias 0 e 21. Os animais dos
grupos H1b, H2b e H3b receberam dose de vacina formulada com gel de hidroxido de
aluminio contendo quantidade de toxoide equivalente a 10.000, 50.000 e 75.000DLso.mL"
1, respectivamente, somente no dia 0. Os animais dos grupos Q1, Q2 e Q3 receberam
dose de vacina formulada com microparticulas de quitosana em gel contendo quantidade
de toxodide equivalente a 10.000, 50.000 e 75.000DLso.mL"", respectivamente, somente
no dia 0. O sangue de 06 cobaias, por grupo, foi coletado nos dias 21, 42, 63, 84, 105,
126 e 161. Nos casos em que no 42° dia o titulo de anticorpos se manteve abaixo de
2Ul.mL"" interrompeu-se a coleta de sangue do grupo. As analises do pool de soros foram
feitas em duplicata. Quando havia soro em quantidade suficiente, foi realizada a analise

individual.

No segundo experimento os animais receberam por via subcutanea 5,0mL da vacina
contendo quantidade de toxoide botulinico tipo D lote 02 equivalente a 75.000DLso mL™’
e compararam-se diferentes formulagbes de vacinas (Tabela 14). Os animais foram
divididos aleatoriamente em 4 grupos de 12 cobaias, machos e fémeas, pesando entre
350 a 450g. Os animais do grupo Ha' receberam dose de vacina formulada com gel de
hidréxido de aluminio nos dias 0 e 21. Os animais dos grupos Q, G e M receberam dose
de vacina preparada com microparticulas de quitosana em gel, gel de quitosana e
microparticulas, respectivamente, somente no dia 0. O sangue de 6 a 9 cobaias, por
grupo, foi coletado nos dias 21, 63, 84, 105, 126, 147 e 168. No dia 42 foi analisado poo/
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de soro de 12 animais (n=2). Quando havia soro em quantidade suficiente, foi realizada

a analise individual.

Tabela 13 — Primeiro esquema de imunizagio via subcutanea e sangria de cobaias para
avaliagdo da formacgao de anticorpos contra toxina botulinica tipo D de vacinas adjuvantadas com
hidréxido de aluminio (H1a, H2a, H3a, H1b, H2b e H3b) ou microparticulas de quitosana em gel
(Q1, Q2 e Q3). Os grupos H1a, H2a e H3a com adjuvante hidroxido de aluminio receberam duas
doses (dias 0 e 21) e os demais grupos apenas uma dose no dia inicial. As vacinas continham
quantidade de toxdéide botulinico tipo D (lote 01) equivalente a 10.000 (H1a, H1b, Q1), 50.000 (H2a,
H2b, Q2) e 75.000 DLso mL"' (H3a, H3b e Q3).

Grupo _ Atividade/dia _
Vacinacao Reforco Sangria
H1a, H2a, H3a 21
21,42.63, 84,
H1b, H2b, H3b 0 n&o 105, 126, 147 €
Q1, 2, Q3 néo 161

As analises estatisticas dos resultados obtidos do primeiro e do segundo delineamento
experimental foram efetuadas empregando-se o programa GraphPad InStat, versao 3.05
(2000). Primeiramente, os dados foram submetidos ao Teste de Bartlett's e ao Teste de
Kolmogorov & Smirnov para verificar homogeneidade de varidncia e normalidade,
respectivamente. Quando os dados atenderam as premissas de homogeneidade de
variancia e normalidade, foram considerados paramétricos, realizando-se a analise de
variancia, e quando significativo, o Teste T de Student. O nivel de significancia adotado
foi de 5%. Quando os dados n&o atenderam as premissas de homogeneidade de
variancia e normalidade, foram considerados nao paramétricos, realizando-se o Teste
de Mann Whitney para comparacao entre pares; Kruskal Wallis para a comparagao entre
medianas, e quando significativo, o teste de Dunn. O nivel de significAncia adotado foi
de 5%.

No terceiro experimento, os animais receberam uma unica dose de 5,0mL, por via
subcutanea, da vacina contendo quantidade de toxoide botulinico tipo D lote 02
equivalente a 75.000DLso mL-'. Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos
de 12 cobaias, machos e fémeas, pesando entre 350 a 450g. A vacinas G e Q foram

avaliadas apds 4 meses de fabricacao e as vacinas G’ e Q' eram recém-preparadas. Os
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animais dos grupos Q, Q, G e G receberam dose de vacina formulada com

microparticulas de quitosana em gel e gel de quitosana, respectivamente, somente no
dia 0. O sangue de 12 cobaias de cada grupo foi coletado no dia 42 (SECRETARIA...,
2002). Em seguida, as cobaias foram divididas em 5 grupos de 4 animais imunizados.
Sendo que, por grupo, foram mantidos 2 animais vacinados com G’ e dois vacinados
com Q. Os grupos 1, 2, 3, 4 e 5 receberam dose de toxina botulinica tipo D, fornecida
pelo LANAGRO-MG e diluida em salina 0,85%(p/V), equivalente a 10, 102, 103, 10* e 10°
DLso. Como testemunhas, dois animais ndo vacinados receberam dose de 10 DLso. Os

animais foram observados por 14 dias.

Tabela 14 - Esquema de imunizagao e sangria de cobaias para experimento de comparagio da
cinética de formacgao de anticorpos contra toxina botulinica tipo D em resposta a tratamentos com
e sem dose de reforgo, utilizando quantidade de toxéide lote 02 equivalente a 75.000DLsomL™",
variando-se formulagées de vacinas utilizando adjuvante hidréxido de aluminio (Ha’),
microparticulas de quitosana em gel (Q), gel de quitosana (G) e microparticulas de quitosana (M).

— Grupo/dia
Atividade Vacinacdo Reforco Sangria
, 21,42.63, 84,
Ha 21 105, 126, 147 e
0 : 161
Q G, M n&o NR
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CAPITULO 5

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Tipificagao e cultivo da bactéria Clostridium botulinum tipo D

Na etapa de tipificacao, as placas incubadas durante 48h a 37°C apresentaram colénias
com morfologia homogénea e caracteristicas similares a descrita por Mozzer (2004), com
bordas irregulares e aspectos de rugosidade caracteristicos da cultura de C. botulinum
tipo D. Assim como para outras estirpes dos grupos |, Il e lll, forma-se uma fina margem

de hemdolise em torno das coldnias (Figura 7).
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Figura 7 - Colénias de C. botulinum tipo D cultivadas em placas contendo meio PGYA
observadas em estereomicroscoépio. Aumento de 15X.

A Figura 8 apresenta Iamina de células de C. botulinum tipo D apdés 3h de cultivo,
observada ao microscopio com aumento de 1000 vezes. Conforme mostra a figura, as
células na fase exponencial do cultivo apresentam-se como bastonetes grandes, Gram
+, com coloragao intensa (HATHEWAY; JOHNSON, 1998; JOHNSON; BRADSHAW,
2001). Rocke (1993) descreve este microorganismo pertencente a familia Bacillaceae,
como bastonetes méveis retos ou levemente curvos, de 0,5 a 2,0um de largura e de 1,6

a 22um de comprimento, com flagelos peritricos.
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Figura 8 - Células tipicas de C. botulinum tipo D em fase exponencial, coradas pela técnica de
Gram, observadas ao microscépio 6ptico. Aumento de 1000X.

De acordo com Smith; Sugiyama (1977, apud FERREIRA, 2002), a temperatura para
crescimento de C. botulinum tipos C e D é bastante ampla, sendo que a condigao 6tima
€ a 40°C, embora diversas estirpes crescam bem entre 37°C e 45°C. O crescimento da
bactéria a 25°C nao é favoravel e esta praticamente nao cresce a 10°C. Quanto ao pH,

o limitante para cepas isoladas do solo € de 5,6.

Gessler; Bohnel (1999) e Gessler; Hampe; Bohnel (2005) cultivaram C. botulinum tipo C
e D em fermentador a 37°C por 4 dias em pH 6,8. Neste trabalho, foram seguidas as
condi¢des adotadas por Mozzer (2004). Mas, mantendo o cultivo por aproximadamente
4 dias sob agitagdo constante a 150 RPM, pH controlado em 6,5 através da adigao

automatica de solugcao de NaOH 10N e temperatura mantida a 37°C.

A produgédo da toxina tipo D pelo clostridio foi confirmada por ensaio de L+ em
camundongos por meio da neutralizagao da toxina por anticorpo especifico (JOHNSON;
BRADSHAW, 2001). O ensaio de L+ foi realizados apds 107h do cultivo e obteve-se
resultado de 102 L+/10 mL-1. A confirmagdo da morte por toxina botulinica foi ratificada

pela adicdo de quantidade em excesso de anticorpo especifico a solugao de toxina antes
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da injecdo em camundongo. Verificou-se que nao houve morte dos animais durante 4

dias de leitura, confirmando que a cultura era de C. botulinum tipo D e que a mesma
estava pura. Este resultado € congruente com o plagueamento (Figura 8) em que se

observou somente um tipo de coldnia.

A fim de melhor caracterizar o comportamento cinético do C. botulinum tipo D em ensaio
descontinuo e em meio liquido, foram avaliadas a concentracéo celular, concentragao
de glicose e consumo de NaOH durante o cultivo (Figuras 9 e 10). No primeiro cultivo,
as analises ocorreram nos tempos 0, 1, 2, 3, 5,6, 7, 8, 9, 24, 48, 72 e 107h. Nos dois
ensaios seguintes a amostragem foi ampliada e foram coletadas amostras nos tempos
4,10, 11, 12 e 96h do cultivo.

Os dados apresentados nas Figuras 9 e 10 permitem considerar que a finalizacao da
fase de crescimento exponencial ocorreu em torno de 5h do cultivo, sendo que o maior
valor da densidade ¢6tica (D.O.) ocorreu apdés 7h de cultivo. Nao foi observada presenca
de fase lag. Provavelmente, a fase lag em cultivo de bactérias do género Clostridium esta
principalmente relacionada a manutencao de condi¢gdes anaerdbias do meio de cultura
no inicio do ensaio, uma vez que a presenga de oxigénio dissolvido inibe o crescimento
do C. botulinum (SKULBERG; HAUSKEN, 1965). Considerando que as etapas iniciais
do cultivo promoveram a adaptagdo do microorganismo as condigbes de nutrientes,
temperatura e pH néo se observou redu¢ao do numero de células ou fase lag no cultivo
em biorreator. O que se pode observar nos graficos apresentados (Figuras 9 e 10) é que
o crescimento do C. botulinum D seguiu um padrdo comum de crescimento bacteriano
apresentando fase exponencial, fase de desaceleracao, fase estacionaria e fase de
declinio. A fase exponencial ou fase log ficou bem caracterizada nas primeiras horas de
cultivo. Mais adiante, a entrada na fase estacionaria e declinio estdo associadas a
reducédo de nutrientes, conforme se verifica pela redu¢ao da concentragao de glicose em
nivel de nao deteccdo (Figuras 9 e 11) apds 24h. Além da reducédo de nutrientes
essenciais, a formagao de metabdlitos, acidos organicos e etanol, sdo responsaveis pela
inibicdo do crescimento (MOAT; FOSTER, SPECTOR, 2002; MOZZER, 2004), o que foi

comprovado pelos resultados apresentados na Figura 11.



109

O cultivo em batelada do C. botulinum tipo D em biorreator atingiu a etapa de
concentragao celular maxima apos 7h, obtendo-se densidade éptica na ordem de 9u.a.
Este fato é coerente com os resultados obtidos para consumo de solugao de NaOH, uma
vez que até 7h foram consumidos 23mL. A partir de 12h de cultivo ndo houve aumento
da adicao de solucdo de NaOH e ocorre redugdes sucessivas da D.O., o que deve estar
relacionado a redugdo da atividade celular e, consequentemente, da producado de

metabdlicos e morte celular (Figuras 9 e 10).

Os cromatogramas apresentados na Figura 11 caracterizam a formacao de metabdlitos
ao longo da fermentagdo e o consumo de glicose. Os clostridios sdo microorganismos
que nao apresentam citocromo oxidase ou oxigenases. Sendo assim, obtém sua energia
por meio da redugao parcial do substrato, ou seja, compostos organicos liberados para
o meio de cultura durante o crescimento da bactéria como subproduto do metabolismo
anaerobico sao utilizados como receptores finais de elétrons no metabolismo de
obtencdo de energia (HATHEWAY; JOHNSON, 1998; MADIGAN; MARTINKO;
PARKER, 2000). Os metabdlitos produzidos durante o cultivo foram identificados como
acido lactico, acido acético, acido propidnico e acido butirico, além do etanol, e estdo
apresentados nos cromatogramas da Figura 11. O crescimento celular das bactérias do
género Clostridium é fortemente inibido pelo acumulo de acidos organicos e etanol no
meio fermentado (CARLIER, 2006; MOZZER 2004; ROGERS; GOTTSCHALK, 1993). A
producdo de acido acético, propidnico e butirico durante a fermentacdo é uma
caracteristica que pode ser utilizada para classificar o C. botulinum em tipo C e D
conforme Smith e Sugiyama (1977 apud FERREIRA, 2002).
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Figura 9 - Concentragio de células (D.O.), concentracio de glicose e volume de solugio de

NaOH 10N adicionado ao meio do cultivo de C. botulinum tipo D a 37°C, em meio de cultura PYG,
pH controlado em 6,5, durante 107h.
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Figura 10 — Concentragio de células (D.O.), concentragio de glicose e volume solugéo de
NaOH 10N adicionado ao meio de cultivo do C. botulinum tipo D a 37°C, em meio de cultura PYG,
pH controlado em 6,5, durante as primeiras 12h.

A quantidade média de toxina botulinica produzida durante o cultivo foi acompanhada
por determinagéo da DLso. Apés 107h de cultivo foi obtido valor de DLso mL™' de 1052
(Figura 9). Portanto, a producao de toxina € compativel com os niveis encontrados por
Gessler e Bohnel (1999) que obtiveram valores de dose letal minima (DMN) de 1,6 x

10%.mL"" para C. botulinum tipo D.
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Figura 11 - Cromatogramas das amostras de meio de cultivo do C. botulinum tipo D nos tempos
zero (A), 9h (B) e 24h (C) obtidos por CLAE. Verifica-se a redugao da concentragao de glicose e o
surgimento de picos resultantes do metabolismo do microorganismo. Condi¢6es
cromatograficas: coluna Aminex HPX-87H, solugéo de acido sulfirico 5mM como fase mével,
fluxo 0,6mL.min"!, volume de injegdo 10uL, temperatura 43°C e tempo de corrida 15min.
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5.2 Purificagao da toxina botulinica a partir de cultivo em biorreator do C.

botulinum tipo D

Conforme a Figura 12, a amostra do cultivo apés filtragdo em membrana 0,22um
apresenta muitas bandas de proteinas de massa molar menor que 150kDa e que muito
provavelmente compdem a estrutura complexa da toxina associada a proteinas
protetoras. De acordo com Mahmut et al. (2002), o C. botulinum tipo D produz duas
formas de toxinas progenitoras, 12S (300kDa, toxina M) e 16S (500kDa, toxina L). A
toxina 12S consiste da neurotoxina (7S) e de uma fragdo de proteinas ndo téxicas e sem
atividade hemoaglutinante com massa molar préxima a da toxina. A toxina 16S é formada
pela conjugacdo da toxina M e de outros componentes n&o toxicos e com atividade
hemoaglutinante. Estes componentes consistem em quatro subcomponentes,
HA1(33kDa), HA2 (17kDa), HA3a (22-23kDa) e HA3b (53kDa).

Neste trabalho, as etapas de purificacdo foram dividas em separacio de células e seus

fragmentos do meio de cultivo ou etapa de clarificagao, purificacdo de baixa resolugéo e

purificagdo de alta resolugédo conforme sugerido por Pessoa Junior; Kilikian (2005).

5.2.1 Clarificagcao

Para a retirada de células, foram comparadas as técnicas de centrifugagdo e
microfiltragdo convencional. Em ambos os métodos nao houve perda de toxina, conforme
ensaios de DLso, permanecendo o titulo em 10%2.mL-". Houve reducgdo da concentragdo
de proteina total apds os procedimentos, ou seja, 0,51 e 0,44mg.mL-"! para centrifugagdo
e microfiltragcao, respectivamente. Apesar de ambos os métodos atenderem ao objetivo,
do ponto de vista pratico, vantagens e desvantagens precisam ser avaliadas. A
centrifugagéo requer maior investimento inicial, enquanto a clarificagdo por meio filtrante

utilizando membrana é trabalhosa, o que torna necessario a utilizacao de sistemas mais
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eficientes como cartuchos, proporcionando um aumento significativo da area filtrante.

Por outro lado, em longo prazo, a utilizagdo de cartucho em uma produgdo de maior
escala pode ser mais dispendiosa e apresentar riscos de biosseguranga. Enquanto a
centrifugagéo pode ser mais biossegura, pois a limpeza pode ser feita clean in place,
embora exista o risco de formacao de aerossol no ambiente. Uma alternativa muito
aplicada em processos biotecnoldgicos nos ultimos anos € a utilizagdo da filtragao
tangencial. Esta € empregada para separacdo de pequenas particulas, além da
concentragdo e separagéo de moléculas soluveis (GESSLER; BOHNEL, 1999; PESSOA
JR.; KILIKIAN, 2005).

225kDa
150kDa i
_— -
102kDa
SR |
76kDa S
v b3
-
-
5 3
MM 1

Figura 12 - Gel de poliacrilamida 7% (SDS-PAGE) da amostra da toxina de C. botulinum tipo D,
apos concentragiao em Hollow Fiber de corte molecular de 30kDa: (1); marcador de massa molar
(MM). Gel corado por comassie blue para evidenciar proteinas.
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5.2.2 Purificacao de baixa resolucao

Conforme dados obtidos neste estudo, o processo de purificagdo por precipitacdo com
sulfato de aménio ocorreu em concentragao acima de 60% da saturagdo. Concentracdes
equivalentes a 10, 25 e 40% da saturacdo de sulfado de amébnio nao precipitaram
proteinas e, por isso, somente concentragcdes de 60 e 85% da saturagao foram avaliadas
por eletroforese. Esse fato esta congruente com o trabalho de purificagdo parcial
apresentado por Mahmut et al. (2002) que também utilizou a precipitagao de sulfato de
amoénio a 60% na etapa inicial de purificagdo. Observa-se pelo perfil protéico da Figura
13 a presenga de bandas de menor massa molecular que permaneceram na amostra
aplicada na canaleta dois e que, provavelmente, correspondem a proteinas associadas
a toxina. De fato, o (NH4)2SO4 ndo foi seletivo. Mas, 60% da saturagdo ja foram
suficientes para precipitar a proteina de interesse, em torno de 150kDa, conforme mostra
a Figura 13 (canaletas 1 e 2). Sob esta condigéo, a técnica poderia ser uma alternativa
para concentracdo da amostra nas primeiras etapas de purificagdo. Contudo, a
desvantagem €& que em larga escala a precipitacdo com (NH4)2SO4 torna-se inviavel

devido aos grandes volumes de manipulagc&o além de aumentar as etapas de purificagao.

O segundo processo testado e que se mostrou mais pratico, foi a ultrafiltracdo através
de filtro tubular (filtracdo tangencial). De acordo com os resultados obtidos durante o
monitoramento do processo de filtragdo tangencial em Hollow Fiber, a polarizagao da
concentracido leva uma reducao do fluxo inicial em menos que 30%. Porém, a fim de
evitar a formagao de espuma, nao foi alterada a pressdo durante o processo. A
concentracdo em aproximadamente 3,8 vezes resultou no aumento da concentracao

protéica de 0,44 para 1,44mg.mL"" e do valor de DLso mL-' de 1052 para 1058,
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Figura 13 - Gel de poliacrilamida 7% (SDS-PAGE) do ensaio de precipitagdo com sulfato de
amoénio com 60 e 85% de saturagdo: marcador de massa molar (MM); precipitado a 60% de
saturagao 2x diluido (1); precipitado a 60% de saturagao 5x diluido (2); precipitado a 60% de
saturagao 10x diluido (3); precipitado a 85% de saturagao 2x diluido (4); precipitado a 85% de
saturagao 5x diluido (5); precipitado a 85% de saturagao 10x diluido (6); amostra do cultivo
microfiltrada (7). Gel corado por comassie blue para evidenciar proteinas.

A partir da solugao concentrada da toxina, foi realizada a diafiltracdo, em etapas, através
de diluicbes sucessivas do retentato por 6 vezes, em volume de 4 vezes mais, eluindo
com tampéao acetato de aménio 50mM, pH 8,0. A temperatura foi mantida na faixa de 4
a 8°C com banho de gelo. A escolha do pH foi baseada no trabalho de Gessler; Béhnel
(1999) que utilizaram o pH 8,0 para promover a separagdo da toxina das demais

proteinas. O retentato apresentou reducdo da concentragdo protéica de 1,44 para
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0,89mg.mL-'. Também houve reducéo do valor de DLso mL-" de 1058 para 1054° e pode

estar associada a instabilidade da toxina devido ao escoamento turbulento que ocorre

em filtros tubulares.

A Figura 14 mostra o resultado da eletroforese da amostra apés diafiltragéo e observou-

se um perfil protéico similar em relacédo a amostra aplicada (Figura 12).

225kDa

150kDa

102kDa-----

76kDa

MM A1 A2

Figura 14 - Gel de poliacrilamida 7% (SDS-PAGE) da amostra do meio do cultivo de C.
botulinum tipo D, concentrado 3,8x e diafiltrado em tampao acetato de aménio 50mM, pH 8,0,
utilizando membrana Hollow Fiber (corte molecular de 30kDa): A1 e A2 (amostra diluida 1x);
marcador de massa molar (MM). Gel corado por comassie blue para evidenciar proteinas.

5.2.3 Cromatografia de Troca l6nica — eluicdo gradiente

A Figura 15 representa um cromatograma tipico das injegbes de SmL da amostra
diafiltrada contendo toxina botulinica em coluna Q-Sepharose Hi Trap acoplada ao
equipamento Akta System Purifier, sob fluxo de 2mL.min", a temperatura de 25°C,
deteccdo a 280nm e fase moével gradiente de acetato de aménio 50mM (A) [pH 8,0,
15,30mS.cm'] e acetato de aménio 1M (B) [pH 8,0, 86,35mS.cm™].
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ApOs trés corridas cromatograficas sucessivas, as fracdes foram concentradas utilizando

sistema Amicon com membrana de corte molecular de 10kDa. O perfil protéico obtido
por eletroforese esta apresentado na Figura 16. As fragdes 5, 6 e 7 apresentaram banda
de tamanho de 150kDa que ¢ atribuida a toxina botulinica (GESSLER; BOHNEL, 1999).
Em seguida, a amostra das fracbes 5, 6 e 7 foram liofilizadas em frascos de vidro
contendo 2,0mL da solugdo. Para realizacdo do bioensaio, apds a liofilizagao, foram
tomados 3 frascos de cada fragao e diluiu-se para um volume de 600uL utilizando salina
0,85%(p/V). A administragcao de 200uL por via intravenosa resultou na morte de animais,
comprovando a presenga da toxina botulinica. A fragcao 7 foi reservada e as fragbes 5 e
6 foram utilizadas na segunda cromatografia. Porém, o volume da fragdo 7 foi muito

pequeno e so permitiu a avaliagao por SDS-PAGE e toxicidade.

Na segunda etapa cromatografica, a fragdo 6 foi novamente aplicada na coluna Q-
Sepharose Hi Trap em equipamento Akta System Purifier, temperatura de 25°C, volume
de injecdo de 5mL, detecgdo a 280nm e fase movel gradiente de acetato de aménio
50mM (pH®6,0, 4,80mS.cm™") / solugdo de acetato de amédnio 1M (pH 6,0, 64,10mS.cm-

"). A Figura 17 apresenta um cromatograma tipico da segunda corrida cromatografica.
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Figura 15 - Primeira cromatografia de troca iénica: perfil cromatografico da amostra do meio de
cultura de C. botulinum tipo D previamente diafiltrada em Hollow Fiber de corte molecular de
30kDa, aplicada em coluna Q-Sepharose Hi Trap e eluida por gradiente utilizando solugao de

acetato de amoénio 50mM (pH 8,0) e solugao de acetato de aménio 1M (pH 8,0). As fragoes

coletadas foram indicadas no cromatograma pelo volume em mL do pico a 280nm: fragdo 1 (8,58),
fragao 2 (34,90), fracao 3 (48,50), fragao 4 (63,80), fragado 5 (87,80), fragao 6 (100,60), fragao 7

(117,10) e fragao 8 (129,90).

___196,1kDa

___90,6kDa

42,1kDa

Fr1 Fr2 Fr3 Fr4 Fr5 Fré Fr7 Fr8 AA MM

Figura 16 - Gel de poliacrilamida 7% (SDS-PAGE) das fragées (Fr) de 1 a 8 eluidas em coluna Q-
Sepharose Hi-Trap referente a primeira cromatografia de troca idnica: AA, amostra aplicada na
coluna; MM marcador de massa molar. Gel corado por comassie blue para evidenciar proteinas.
Os roétulos das frag6es estdo de acordo com o cromatograma da Figura 15.



120

I WY i S i

Absorvancia (u.a.)

Volume (mL)

Figura 17 - Segunda cromatografia de troca idnica: perfil cromatografico da amostra da fragio 6
obtida na primeira cromatografia de troca idnica, aplicada em coluna Q-Sepharose Hi Trap e
eluida por gradiente utilizando solugao de acetato de aménio 50mM pH 8,0 e solugao de acetato
de aménio 1M pH 8,0. As fra¢gdes coletadas foram indicadas no cromatograma pelo volume em mL
do pico a 280nm: fragao 1 (8,91), fragao 2 (55,30) e fragao 3 (62,98).

Amostras de cada fracdo foram reunidas apds trés corridas sob as mesmas condigdes,
concentradas e liofilizadas em frascos contendo 2,0mL do eluente. Apds a liofilizagao,
foram tomados 3 frascos de cada fragdo, diluidos para 300uL e analisados por
eletroforese (Figura 18). Os picos indicados na Figura 19 apresentam bandas de
tamanho de 150kDa que s&o atribuidas a toxina botulinica (GESSLER; BOHNEL, 1999).
Conforme pode ser verificado, a segunda cromatografia apresentou bandas de 150kDa
nas trés fracbes, sendo que a fracdo 3 apresentou maior numero de bandas.
Possivelmente, a interacdo da carga da proteina de interesse e a resina de troca ibnica
nao apresentou diferenca em relacdo aos contaminantes sob as condi¢cdes

cromatograficas testadas.
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Figura 18 - Gel de poliacrilamida 7% (SDS-PAGE) das fracdes (Fr) 1, 2 e 3 eluidas da segunda
cromatografia de troca iénica utilizando coluna Q-Sepharose Hi-Trap, gradiente tampao acetato
de aménio 50mM pH 6,0 e tampao acetato de aménio 1M pH 6,0. Gel corado por comassie blue
para evidenciar proteinas: MM — marcador de massa molar. Os rétulos das fragoes estao de
acordo com o cromatograma da Figura 17.

Como alternativa, optou-se por testar uma nova resina de troca ibnica de melhor
resolucao. Foi selecionada a resina Source 15Q 5mL, fortemente anidénica e de tamanho
de particulas de 15um. A partir das fragcdes 5 e 6 obtidas na primeira cromatografia foram
aplicados volumes de 5mL utilizando equipamento Akta System Purifier, detecgéo a
280nm e fase movel gradiente de acetato de aménio 50mM [pH 8,0 / 5,30mS.cm™'] e
acetato de amonio 1M (B) [pH 8,0 / 65,85mS.cm™"] a temperatura de 25°C (Figura 19).
Devido ao pequeno volume representado, as fracbes foram misturadas: 3 e 4;5,6,7 e
8; 9 e 10. A Figura 20 apresenta o perfil eletroforético das proteinas das fragdes

coletadas. A amostra das fragdes misturadas 5, 6, 7 e 8 apresentaram banda de 150kDa,
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por isso foram avaliadas quanto a concentracao de proteina total e DLso. Os resultados

obtidos foram de 0,286mg.mL"' e 10*? para concentragdo de proteinas totais e DLso,

respectivamente.

uv2280nm e Concentragdo de B (acetato de aménio 1M pH 8,0)

mAU
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80

100 60

50 40

20

1 T e —
0 20 10 60 80 100 120 ml

Figura 19 - Perfil cromatografico da fragdo 5 e 6 reunidas da primeira cromatografia de troca

iénica, aplicada em coluna Source 15Q e eluida por gradiente utilizando solugao de acetato de

amonio 50mM (pH 8,0) e solucao de acetato de aménio 1M (pH 8,0). As fragcdes coletadas foram

indicadas no cromatograma pelo volume em mL do pico a 280nm: fracao 1 (14,25), fragao 2
(31,50), fragao 3 (39,02), fracao 4 (46,68), fragao 5 (54,63), fragao 6 (64,29), fragcdo 7 (73,23), fragao 8
(95,43), fragao 9 (122,84) e fragao 10 (122,84). As fracoes 3 e 4,9 e 10, bem como, 5, 6, 7 e 8 foram
misturadas.
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Figura 20 - Gel de poliacrilamida 7% (SDS-PAGE) das fracdes (Fr) de 2 a 11 eluidas na
cromatografia de troca iénica a temperatura de 25°C, utilizando coluna Source 15Q e gradiente de
tampao acetato de amoénio pH 8,0. Gel corado por comassie blue para evidenciar proteinas: MM —

marcador de massa molar. Os rétulos das fragoes estdao de acordo com o cromatograma da
Figura 19.

Também foram feitos ensaios cromatograficos utilizando fase movel gradiente de acetato
de aménio 50mM [pH 6,0 / 4,90mS.cm'] e acetato de aménio 1M (B) [pH 6,0 /
64,20mS.cm™']. As fragbes coletadas durante trés corridas cromatograficas foram
concentradas e liofilizadas ap6s distribuicdo de 2mL da solugdo em frascos de vidro.
Apods a reconstituicao de 3 frascos com volume final de 600uL foram feitos ensaios de
eletroforese. O perfil eletroforético das fragcdes coletadas apresentaram banda de
150kDa em todas as fragcbes coletadas (dados nao apresentados). Portanto, esta

condigao cromatografica n&o foi satisfatéria.

5.2.4 Cromatografia de Troca lonica — eluicdo isocratica
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Nesta etapa, foram determinadas as condi¢gdes cromatograficas isocraticas com a

finalidade de posteriormente escalonar o processo e facilitar a operagcao da primeira
etapa cromatografica, uma vez que o volume de meio contendo toxina é alto e a

concentracido da toxina de interesse é muito baixa.

Utilizando equipamento Akta System Purifier, coluna Q Sepharose Hi-trap 5mL, fluxo de
2mL.min-', sob temperatura de 25°C, volume de inje¢do de 5mL, detecgdo a 280nm e
fase movel de acetato de amoénio 50mM (A) [pH 8,0, 5,15mS.cm™'] e acetato de aménio
1M (B) [pH 8,0, 64,98 mS.cm-'], foram padronizadas as seguintes condigbes em etapas:
2 volumes de coluna A(100%):B(0%); 5 volumes de coluna A(80%):B(20%); 3 volumes
de coluna A(70%):B(30%); 3 volumes de coluna A(75%):B(35%); 3 volumes de coluna

A(0%):B(100%). A Figura 21 apresenta cromatograma tipico desta cromatografia.

As fragdes de 3 cromatografias consecutivas foram coletadas e reunidas. Em seguida,
foram liofilizadas em frascos contendo 2,0mL do eluente. Apds a liofilizagdo, foram
tomados 3 frascos de cada fragao e diluidos para 600uL com tamp&o acetato de amoénio
50mM pH 6,0. Conforme a eletroforese (Figura 22), as fragcbes de numero 5 e 6

apresentaram bandas de tamanho aproximado de 150kDa.

A etapa de escalonamento foi realizada utilizando coluna XK 50 e resina de Q-Sepharose
HP em um volume de 100mL. As condi¢gdes cromatograficas estabelecidas foram: fluxo
a 10mL.min"', temperatura de 25°C, tampdo acetato de aménio 1M (pH 8,0) em
concentragbes crescentes, utilizando um sistema cromatografico Optical Unit
(Amersham Pharmacia Biotech). Partindo dos parametros obtidos no equipamento Akta
System Purifier, foi proposta a Sequéncia A de purificagdo cromatografica, conforme
resumido na Tabela 15. As fragdes coletadas (Figura 23) foram concentradas por
ultrafiltracdo a 10kDa, equilibradas com tampao acetato de aménio 50mM pH 6,0 e
analisadas por SDS-PAGE (Figura 24). De acordo com resultado da eletroforese
observou-se que a toxina estava presente em todas as fragées coletadas e que as
condigdes cromatograficas ndo estavam adequadas. Este resultado ndo foi compativel

com a corrida cromatografica realizada com a coluna Q-Sepharose Hi-Trap (Figuras 21
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e 22) e deve estar relacionado ao menor empacotamento e menor niumero de pratos

tedricos da coluna XK-50 Q-Sepharose HP em relacéo a coluna pré-montada.

UVI1_280nm %B — Acetato de aménio 1M

mAU | %B
800

- 80

600 60

400 - 40

200 - 20

0 - 0

220 ml

Figura 21 - Perfil cromatografico da amostra do meio de cultura do C. botulinum tipo D
previamente diafiltrada em Hollow Fiber 30kDa, aplicada em coluna Q-Sepharose Hi Trap e eluida
por etapas utilizando solugao de acetato de amoénio 50mM (pH 8,0) e solugao de acetato de
amonio 1M (pH 8,0). As fragoes coletadas foram indicadas no cromatograma pelo volume em mL
do pico a 280nm: fragao 1 (10,09), fracao 2 (22,21), fragao 3 (36,70), fragao 4 (47,20), fracdo 5
(67,96) e fracao 6 (87,08).
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Figura 22 - Gel de poliacrilamida 7% (SDS-PAGE) das fracées (Fr) de 1 a 6 eluidas em etapas em
coluna Q-Sepharose Hi-Trap. Gel corado por comassie blue para evidenciar proteinas. Os rétulos
das fragoes estdo de acordo com o cromatograma da Figura 21.

Tabela 15 - Sequéncia A da cromatografia da amostra contendo toxina botulinica tipo D a partir
da diafiltracao em Hollow Fiber 30kDa.

Concentragao do

Etapa eluente — tampao Condutividade NiUmero de volume
acetato de aménio (mS.cm) de coluna eluido
pH=8 (mM)
A 50 4,96 5,0
B 240 20,50 4,0
C 335 27,50 3,0
D 380 30,00 3,0
E 1000 65,10 3,0
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Figura 23 - Perfil cromatografico da amostra de meio de cultura de C. botulinum tipo D
previamente diafiltrada em Hollow Fiber 30kDa, aplicada em coluna Q-Sepharose HP XK-50 e
eluida por etapas utilizando solugao de acetato de aménio pH 8,0 (sequéncia A): 50mM, 240mM,
335mM, 380mM e 1M. As fragdes coletadas foram indicadas no cromatograma pelo pico a 280nm:
fragdo 1, fragao 2, fragao 3, fragao 4, fragao 4a, fragao 5, fragédo 5a e fragao 6. Leitura a 280nm e
velocidade do papel de 1mm.min.
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Figura 24 - Gel de poliacrilamida 7% (SDS-PAGE) das fragées (Fr) de 1 a 6 eluidas da coluna Q-
Sepharose HP conforme sequéncia A. Gel corado por comassie blue para evidenciar proteinas:
MM - marcador de massa molar. Os rétulos das fragées estao de acordo com o cromatograma da
Figura 23. Observa-se banda referente a toxina botulinica tipo D em todas as fragodes.

O ajuste das condigbes cromatograficas foi realizado através da Sequéncia B de
purificagdo cromatografica resumida na Tabela 16. O cromatograma obtido a partir da
inclusdo de duas novas etapas em relacdo a sequéncia anterior esta apresentado na
Figura 25. O perfil eletroforético das proteinas das fragdes coletadas, previamente
concentradas e equilibradas com tampao acetato de aménio 50mM pH 6,0 por
ultrafiltracéo, esta apresentado na Figura 26. Observa-se que sob estas condigbes, as
fragdes 5, 6, 7 e 8 apresentam bandas em torno de 150kDa. As amostras foram
ultrafiltradas em membrana de corte molecular de 10kDa e equilibradas com tampao

acetato de amoénio 50mM pH 6,0. Em seguida, foram esterilizadas através de filtracéo
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em membrana 0,22um e administradas por via intravenosa em camundongo. Todas as

fragdes resultaram em morte de animais, comprovando a presenga da toxina botulinica.

Tabela 16 - Sequéncia B da cromatografia da amostra contendo toxina botulinica tipo D a partir
da diafiltracao em Hollow Fiber 30kDa.

Concentragao do

Etapa eluente — tampao Condutividade Numero de volume
acetato de aménio (mS.cm) de coluna eluido
pH=8 (mM)
A 50 5,30 2,5
B 150 13,40 3,0
C 200 17,67 3,0
D 240 20,50 2,5
E 335 27,40 3,0
F 383 30,70 2,0
G 1000 65,10 2,0

A fim de reduzir o tempo e aumentar a concentragdo da toxina em menor numero de
fracbOes foi testada a sequéncia C apresentada na Tabela 17. A Figura 27 apresenta
cromatograma tipico das corridas realizadas utilizando a sequéncia C. A Figura 28

apresenta o perfil eletroforético das proteinas das fragoes 2, 2a, 3 , 4 e 5.
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Figura 25 - Perfil cromatografico da amostra de toxina de C. botulinum tipo D previamente
diafiltrada em Hollow Fiber 10kDa, aplicada em coluna Q-Sepharose HP XK-50 e eluida por etapas
utilizando solugao de acetato de amoénio pH 8,0 (sequéncia B): 50mM, 180mM, 200mM, 240mM,
335mM, 380nM e 1M. As fragdes coletadas foram indicadas no cromatograma pelo pico a 280nm:
fragcao 1, fragcao 2, fragao 3, fragcao 4, fragao 5, fragao 6, fracao 6a, fracdo 7 e fragao 8. Leitura a
280nm e velocidade do papel de 1Tmm.min-'.
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Figura 26 - Gel de poliacrilamida 7% (SDS-PAGE) das fracdes (Fr) de 1 a 8 eluidas da coluna Q-
Sepharose HP conforme sequéncia B. Gel corado por comassie blue para evidenciar proteinas:
MM - marcador de massa molar. Os rétulos das fragdes estdao de acordo com o cromatograma da
Figura 25. Observa-se banda referente a toxina botulinica D nas fragdes 6, 6a, 7 e 8.

Tabela 17 - Sequéncia C da cromatografia da amostra contendo toxina botulinica tipo D a partir
da diafiltracao em Hollow Fiber 30kDa.

Concentragao do

Etapa eluente — tampao Condutividade Numero de volume
acetato de aménio (mS.cm) de coluna eluido
pH=8 (mM)
A 50 5,05 2,0
B 250 21,33 4,0
C 350 28,50 3,0
D 400 31,80 2,0
E 1000 65,80 2,5
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5.2.5 Desempenho das etapas de purificacido

As Tabelas 18, 19 e 20 apresentam os resultados dos ensaios de purificacdo a partir do
cultivo de C. botulinum tipo D. O valor de recuperacéao protéica apds a microfiltragao foi
de 57,1% devido a eliminacao de células e de debris celulares neste processo. Na etapa
de diafiltragdo, obteve-se 61,9% de recuperagdo e a perda durante o processo esta
relacionada com a reducdo de proteinas de massa molecular menor que 30kDa.
Também pode ter ocorrido algum tipo de interagao entre o meio filtrante e as proteinas
nas condi¢cdes utilizadas. O rendimento na etapa de diafiltracdo foi de 44,7%,
confirmando que houve perda de proteina de interesse durante o processo. O fator de

purificacdo ao final do processo de downstream foi de 1,43.

A Tabela 19 apresenta os resultados da primeira cromatografia da amostra diafiltrada em
coluna XK-50 Q-Sepharose HP. Os valores de rendimento obtidos nesta etapa estédo na
ordem de 11,2% para a fragcédo 3 e 8,4% para a fracdo 4. Considerando as duas fracdes
reunidas, teoricamente a recuperagao € de 19,6%. Este resultado € compativel com o
trabalho apresentado por Gessler; Bohnel (1999) que obtiveram apos trés etapas
cromatograficas uma recuperacao de 10,6%. O fator de purificagdo da fracédo 3 e 4 é de

4.9 e 2,7, respectivamente.

A Tabela 20 apresenta os resultados da segunda cromatografia em coluna de troca
ibnica com resina Source 15Q. A amostra aplicada foi obtida de um pool das fragdes 3 e
4 da etapa cromatografica em coluna Q-Sepharose HP (Figura 28). Os resultados de
rendimento foram muito baixos e praticamente ndo houve purificacdo. Varios fatores
podem ser responsaveis por este baixo rendimento, tais como interagéo hidrofébica e
ligagbes de hidrogénio resultando em ligagdo da proteina com a resina, além da perda
de atividade da toxina. Também deve ser considerada a possivel desnaturacéo protéica

durante o processo de liofilizagao resultando em reducéo da toxicidade.
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Para futuros trabalhos, a melhoria do rendimento e o fator de purificagédo da toxina

botulinica deve focar na otimizacéo das etapas de concentracao e diafiltragao através da
filtracao tangencial e incluir uma etapa cromatografica utilizando coluna hidrofébica,

conforme proposto por Gessler; Bohnel (1999).
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Figura 27 - Perfil cromatografico da amostra de toxina de C. botulinum tipo D a 280nm
previamente diafiltrada em Hollow Fiber 30kDa, aplicada em coluna Q-Sepharose HP XK-50 e
eluida por etapas utilizando solugdo de acetato de aménio pH 8,0 (sequéncia C): 50mM, 250mM,
350mM, 400mM e 1M. As fracdes coletadas foram indicadas no cromatograma pelas setas ao final
de cada fragao: fragao 1, fragdo 2, fragao 2a, fragao 3, fracdo 4 e fragao 5. Velocidade do papel de
1mm.min-'.
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Figura 28 - SDS Gel de poliacrilamida 7% (SDS-PAGE) das fragées (Fr) de 1 a 5 eluidas da
coluna Q-Sepharose HP conforme sequéncia C. Gel corado por comassie blue para evidenciar
proteinas: MM — marcador de massa molar. Os rétulos das fragdes estdo de acordo com o
cromatograma da Figura 27: fragdo 2, fragao 2a, fragao 3, fragao 4, fragdao 5. Observa-se banda de
150kDa atribuida a toxina botulinica tipo D nas fragoes 3 e 4.

Outro requerimento importante para agilidade da pesquisa e quantificacdo de toxina ou

anatoxina botulinica é o desenvolvimento de métodos quantitativos por CLAE ou Elisa

para monitoramento das etapas de purificagao.
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5.2.6 Purificacao da toxina botulinica pelo processo de precipitagcao acida

Primeiramente, Myiazaki et al. (1977) propuseram a precipitacdo acida utilizando acido
sulfurico, seguida da precipitacdo por sulfato de amébnio e cromatografia de exclusao
molecular como etapas chave da purificagdo da toxina botulinica tipo D. Gregory et al.
(1996) alteraram o processo introduzindo a etapa de ultrafiltracdo com corte molecular
de 30kDa primeiramente, e etapas consecutivas conforme anteriormente descrito. Neste
trabalho, a partir do cultivo do C. Botulinum tipo D foram realizadas as etapas de
purificagdo por microfiltragdo em membrana de clarificagado e 0,22um, concentragao por
de precipitacdo acida e diafiltracdo em cartucho Hollow Fiber de corte de 30kDa. Em
seguida, a amostra foi esterilizada por filtragdo em membrana PVDF 0,22um, aliquotada,
rotulada como lote 02 e armazenada sob refrigerag&o. O resultado do teste de L+ apds
a diafiltracdo foi de 103L+/10 mL™". Os resultados de rendimento e fator de purificacdo

estao na Tabela 21.

Os resultados apresentados na Tabela 21 mostram que a etapa de precipitagao acida é
a etapa mais critica e responsavel pela perda de toxina durante o processo de
purificagdo. Apoés diafiltracdo ocorre aumento da toxicidade e o fator de purificagao obtido
foi de 1,4.

As Figuras 29 e 30 apresentam os perfis eletroforéticos das proteinas das fragdes das
etapas de purificagao. O perfil eletroforético ndo apresenta diferengas importantes entre
as etapas de microfiltragao, precipitagao e diafiltracdo (Figura 29). A Figura 30 mostra o
perfil eletroforético comparativo entre as etapas de microfiltragao, precipitado da etapa
de acidificagdo e o sobrenadante desta mesma etapa. Assim como no perfil eletroforético
numero 4 da Figura 29, os perfis 3 e 4 ndo apresentam bandas em torno de 150kDa.
Porém, é possivel verificar bandas intensas de massa molar inferior a 76kDa no

sobrenadante da etapa acida.
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Figura 29 - Gel de poliacrilamida 7% (SDS-PAGE) do processo de purificagdo por precipitagio
acida, corado por comassie blue: MM — marcador de massa molar; 1 - amostra microfiltrada; 2 -
toxina precipitada em meio acido; 3 - toxina diafiltrada; 4 - residuo final apés centrifugacgao.
Imagem ajustada utilizando o programa Microsoft® Office Picture Manager.
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Figura 30 - Gel de poliacrilamida 7% (SDS-PAGE) das fragées do processo de purificagcdo por
precipitagao acida, corado por comassie blue: 1 — marcador de massa molar; 2 — toxina
precipitada em meio acido; 3 — sobrenadante da precipitagao acida; 4 — sobrenadante da
precipitagao acida (amostra concentrada por liofilizagao). Imagem ajustada utilizando o programa
Microsoft® Office Picture Manager.
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5.2.7 Estudo de estabilidade da toxina botulinica tipo D nas etapas intermediarias

do processo de purificacao

A fim de se avaliar a estabilidade da toxina nas etapas intermediarias do processo de
purificagdo foram coletadas amostras apos centrifugagéo, microfiltragéo e diafiltragao.
Foi empregada a padronizagdo em nivel de teste L+ para o estudo de estabilidade, pois
permite uma avaliagdo do antigeno quanto a sua capacidade de se ligar ao anticorpo
especifico, avaliando a qualidade da toxina. As amostras foram armazenadas sob

refrigeracao e avaliadas pelo teste de L+ durante 60 dias.

Os resultados da Tabela 22 mostram que a toxina se manteve estavel apds os processos
de centrifugacgao, microfiltracao, diafiltracdo em PBS pH 7,0 e em condi¢ao acida pH 3,0,
durante dois meses, sem alteracdo dos resultados dos testes de L+. Contudo, a toxina
diafiltrada e armazenada em tampao acetato de aménio pH 8,0 apresentou instabilidade
a partir do primeiro més de armazenagem em que os valores do teste de L+ cairam de

102 para menor que 10L+/10 mL™".

Tabela 22 - Resultados de L+/10 do estudo de estabilidade da toxina botulinica apés etapas de
centrifugacéo, microfiltracao e diafiltracdo pH 7,0 e 8,0 do processo de purificacao.

Inicial 1 més 2 meses
Amostra
L+/10 mL" (10%) L+/10 mL" (10%) L+/10 mL" (10%)
Centrifugada 2 2 2
Microfiltrada 2 2 2
Diafiltrada pH 3,0 2 2 2
Diafiltradada pH 7,0 2 2 2
Diafiltrada pH 8,0 2 <1 <1
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5.3 Caracterizagao da quitosana

Como polimero, as propriedades fisicas e quimicas da quitosana sdo determinadas pelo
grau de polimerizagao e pela estrutura da cadeia. O grau de polimerizagdo esta
relacionado com a distribuicdo da massa molar enquanto a estrutura da cadeia é definida
pela composigcao quimica das unidades monomericas. A estrutura da quitosana pode ser
descrita pela fragdo molar de unidades acetiladas ou desacetiladas, definida pelo grau
de acetilagdo ou de desacetilagdo. O grau de acetilagdo (GA) ou de desacetilagdo (GD)
€ a porcentagem de unidades monoméricas que estdo acetiladas ou desacetiladas,
respectivamente. O GD influencia as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, tais
como caracteristicas eletrostaticas, viscosidade, solubilidade, biodegradabilidade, auto-
agregacao, habilidade quelante de metais e sor¢cédo (KIANG et al., 2004; SILVA;
SANTOS; FERREIRA, 2006; YANG et al., 2007). De forma geral, a maioria das
quitosanas comerciais apresentam valores entre 70 a 80% de GD. Materiais especiais
podem apresentar GD maiores que 95% a partir de processos com varias etapas de
desacetilagao, o que nao s6 aumenta demasiadamente o custo quanto pode resultar em
despolimerizagao parcial (BALAZS; SIPOS, 2007; BRUGNEROTTO et al., 2001a).

Nos ultimos 50 anos varias técnicas foram empregadas para determinacédo do GD. Entre
os métodos mais utilizados, pode-se ressaltar que a RMN "H apresenta alta preciséo e
pode ser empregada para todos os valores de GD, porém tem um custo mais alto que
as demais técnicas (BALAZS; SIPOS, 2007). Conforme Brugnerotto et al. (2001a), a
titulacdo e RMN liquido sdo métodos validos somente para amostras perfeitamente
soluveis. Mesmo sob estas consideragdes, Rinaudo (2006) elege RMN "H como a técnica
mais adequada quando se pretende caracterizar a quitosana. Contudo, sob aspectos
pragmaticos, ha necessidade de se estabelecer outros métodos para caracterizagao do

GD da quitosana com técnicas mais acessiveis.

Neste trabalho, quitosanas fornecidas pela Sigma-Aldrich, Cognis (Hydagen®,

Chitopharm®) e Polymar foram avaliadas e o GD determinado por RMN 'H, FTIR,
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titulacdo potenciométrica e espectrofotometria. As analises foram suplementadas por

medidas complementares: calorimetria exploratéria diferencial (DSC), termogravimetria
(TG), perda por dessecacgao, acidez ou alcalinidade, metais pesados, cinzas sulfatadas

e cromatografia em permeacao em gel (GPC).

5.3.1 Titulacao potenciométrica

A Figura 31 mostra as curvas de titulagao potenciométrica e suas derivadas primeiras
para amostras de quitosana Sigma-Aldrich, Hydagen®, Polymar e Chitopharm®.
Através das inflexdes destas curvas, foram determinados os valores V1 e V2, volumes
de NaOH empregados para neutralizar o excesso de HCl e a amostra de quitosana
protonada, respectivamente. A partir da equacao 4, foram determinados os valores
percentuais do GD, descontando-se da massa pesada o valor de umidade da amostra.
No ensaio de perda por dessecacao, a umidade média das amostras de quitosana
Sigma-Aldrich, Hydagen®, Polymar e Chitopharm® foram de 6,14+1,69, 6,94+0,36,
10,31+0,35 e 3,59+0,18%p/p, respectivamente. As analises foram feitas em triplicata
e os resultados na Tabela 23 mostram que as quatro amostras apresentam alto grau

de desacetilagao.

A titulac&o potenciométrica € um método bastante disseminado devido ao baixo custo
de reagente e do equipamento utilizado. Entretanto, foram observadas dificuldades
durante o procedimento analitico, tais como o aumento da viscosidade e o
recobrimento do eletrodo por uma camada de gel. Isto ocorre a partir de 60 a 70% do
volume do segundo ponto de equivaléncia e influencia consideravelmente no processo
de mobilidade do préton resultando em variacao da leitura do equipamento durante os
primeiros minutos. De forma geral, as titulagdes potenciométricas apresentam precisao
de +0,5% (BALAZS; SIPOS, 2007). Contudo, para andlise de quitosana, Jiang et al.
(2003) afirmaram que a precisao pode ser reduzida devido ao aumento de viscosidade

durante a analise, resultando na formagao de aglomerados e recobrimento do eletrodo
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e precipitacdo do polimero em faixa de pH proxima a neutralidade. Além disso, a

presenca de contaminantes organicos, inorganicos (BALAZS; SIPOS, 2007) e a

umidade deve ser considerada.

Tabela 23 - Grau de desacetilagdo (GD) determinado por titulagdo potenciométrica das
amostras de quitosana Sigma-Aldrich, Hydagen®, Polymar e Chitopharm® (n=3).

Fornecedor GD (%) Média (%) CV(%)
76,58
Sigma-Aldrich 77,83 77,66%1,01 1,30
78,57
80,24
Hydagen® 77,46 78,44+1,56 1,99
77,62
69,25
Polymar 67,69 68,55+0,79 1,15
68,70
75,62
Chitopharm® 74,79 75,81+1,12 1,48
77,01

A pesquisa de impurezas orgénicas e inorgénicas foi realizada por analises
complementares de cinzas sulfatadas, teor de proteina, acidez/alcalinidade e metais
pesados. A Tabela 24 apresenta os resultados obtidos e observa-se alto valor de cinzas
sulfatadas para a amostra fornecida pela Polymar, o que significa presenca de
contaminantes inorganicos. A analise do pH da suspensao mostra presenca de acidez
residual na amostra da quitosana Hydagen®, normalmente acido acético ou acido
cloridrico, e alcalinidade residual nas amostras fornecidas pela Sigma-Aldrich, Polymar
e Chitopharm®. Todas as amostras apresentaram valores residuais de metais pesados

abaixo de 40ug.g' e, portanto, estdo satisfatorias para aplicagdes farmacéuticas
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(BALAZS; SIPOS, 2007, EUROPEAN ..., 2004). O valor obtido para proteina total esta

abaixo da sensibilidade do método de Lowry para as trés amostras. Porém, o alto valor
do resultado de residuo apds incineragdo e a coloragdao fortemente amarelada da
amostra fornecida pela Polymar demonstram menor purificagdo. As impurezas presentes

podem interferir na analise por titulagdo potenciométrica aumentando o erro.
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Figura 31 - Curva de titulagio potenciométrica e sua derivada primeira para amostras de
quitosana fornecidas pela Sigma-Aldrich (A), Hydagen® (B), Polymar (C) e Chitopharm® (D).
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Tabela 24 - Resultados de cinzas sulfatadas, proteina total, acidez/alcalinidade e metais
pesados das amostras de quitosana Sigma-Aldrich, Hydagen®, Polymar e Chitopharm® (n=3).

Sigma-
Analise Hydagen® Polymar Chitopharm®
Aldrich
Cinzas
1,44+0,006 0,93+0,035 4,09+0,18 0,160,035
sulfatadas (%p/p)
Proteina total <0,5 <0,5
] <0,5 <0,5
(mg.g™)
Acidez/
7,43 6,25 7,97 7,19
Alcalinidade (pH)
Metais pesados
<40 <40 <40 <40

(ng.g”)

5.3.2 Espectrofotometria na regiao ultra-violeta (UV)

A quitosana é composta de dois grupos cromoforos, a N-acetilglucosamina e a
glucosamina. Considerando que nao ha evidéncias de qualquer interacdo entre as
cadeias internas do polimero que possa afetar a absor¢ao da radiagao ultra-violeta, as
contribuicdes das unidades monoméricas podem ser consideradas simplesmente

aditivas para o valor de absorvancia total (LIU et al., 2006).

A fim de determinar a concentragcdao da amostra a ser analisada, primeiramente foi
determinada a faixa de linearidade do método para as amostras em analise. A
linearidade foi satisfatdria no intervalo de concentragao de 11x102a 19 x102 mg.mL"’!
para amostras Sigma-Aldrich (R? = 0,994), Hydagen® (R? = 0,996) e Chitopharm® (R?
= 0,997) e de 9 x102a 13 x102mg.mL"" para amostra de quitosana da Polymar (R? =
0,995).
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As analises foram feitas em triplicata e o valor do GD foi obtido pela equagado 5. O GD

determinado por espectrofotometria UV das amostras de quitosana Sigma-Aldrich,
Hydagen®, Polymar e Chitopharm® foi de 82,23+0,29, 84,38+0,07, 78,37+0,03 e
82,8810,21%, respectivamente.

O método espectrofotométrico por UV é bastante simples e rapido. Mas, deve ser
empregado com restricdo para amostras com baixo GD, devido a baixa solubilidade e
interferéncia de proteina contaminante presente. Outra restricao foi observada durante
o procedimento da amostra fornecida pela Polymar que apresentou material em
suspensao, mesmo apods 8h de agitagdo. Por isso, foi necessario filtrar o material antes

da leitura.

5.3.3 Espectrofotometria na regido do infravermelho (I1V)

A espectroscopia na regiao do infravermelho é uma das técnicas mais empregadas
para determinacdo do grau de desacetilagdo, apresentando as vantagens de ser
precisa, rapida e nao destrutiva (BRUGNEROTTO et al., 2001a).

A Tabela 25 apresenta as principais bandas de absor¢cdo no infravermelho das
amostras de quitosana Sigma-Aldrich, Hydagen®, Polymar e Chitopharm® em
coeréncia com os dados apresentados por Canella; Garcia (2001), Costa Junior;
Mansur (2008), Duarte et al. (2002) e Shigemasa et al. (1996). Nao foram observadas
diferengas importantes entre os espectros obtidos das quatro amostras. A Figura 32

apresenta o espectro da quitosana Chitopharm®.

Tabela 25 - Relagio de bandas de absorgio da quitosana no infravermelho.
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Bandas (cm) Grupos

3600-3200 vOH ligado vNH2
2930 vCH (assimétrico)
2881 vCH (simétrico)

1655 vC=0 de amida |

1596 ON-H de aminas

1550 ON-H de amida Il
1425-1420 30H e CH2

1379-1377 SdCHs

1340-1250 1379 3C-N (terciaria)
1324-1321 vC-N (primario)
1300-1000 vC-O ciclico
1160-1154 898-896 8C-0O-C (glicose-p-1-4)
1100-1070 vC-OH anel e grupos COC e CH20H
1030 3C-0-C

v = estiramento ou deformacé&o axial, 6 = deformacédo ou deformacao angular

Ainda ndo ha um consenso com relagao a sele¢cao dos picos que apresentam maior
precisao para estimar os valores do grau de desacetilagdo. Alguns fatores influenciam
na selecao do pico de referéncia: fonte e método de purificagdo, a presenga de agua
adsorvida e o grau de acetilagdo. As bandas de referéncia mais comuns incluem:
deformacgéo de O-H em 3450cm™' (DOMARD; RINAUDO, 1983; DUARTE et al., 2002);
deformagéo de C-H dos grupos —CH20H e —CH3, em 2877cm-' (DUARTE et al., 2002)
e deformacao de C-O dos grupos C-OH, C-O-C, -CH20H em 1159, 1074 e 1025cm"
(DUARTE et al. 2002).
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Figura 32 - Espectro na regido do infravermelho da quitosana Chitopharm®.

Alguns trabalhos mostram que nao € significante o efeito da agua adsorvida no polimero
sobre a intensidade da banda de estiramento O-H a 3463cm-'. Porém, a presenca de
agua aumenta a banda em 1640cm! e interfere na banda da amida |. Também, em
amostras de quitosana, ocorre o desaparecimento da banda de amida Il de residuos
acetilados (SHIGEMASA et al., 1996). Deste modo, optou-se pelas bandas sugeridas por
Brugnerotto et al. (2001a,b), 1420cm™ e 1320cm-!, uma vez que em uma ampla faixa de
desacetilagao (>95% a <5%) nao apresentam nenhuma alteragdo em sua intensidade.
Além disso, de acordo com o autor sdo mais estaveis independentes da técnica, estados
ou estrutura secundaria. Esta foi a primeira vez que a banda de 1320cm-! foi usada como
banda de referéncia e foi atribuida como caracteristica dos grupos OH, -NH2 e —CO. Os

valores de GD foram calculados utilizando a equacéao 6 e estdo apresentados na Tabela
26.
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Tabela 26 - Grau de desacetilagdo (GD) determinado por analise no infravermelho das amostras
de quitosana Sigma-Aldrich, Hydagen®, Polymar e Chitopharm®.

AMOSTRA DE QUITOSANA GD(%)
Sigma-Aldrich 82,04+0,16
Hydagen® 81,08+0,02
Polymar 81,64+0,06
Chitopharm® 80,94+0,30

5.3.4 Andlise de quitosana por RMN 'H

A Figura 33 mostra o espectro de RMN "H e atribuigdo dos sinais obtidos para a amostra
Sigma-Aldrich a 70°C seguindo procedimento adaptado de Brugnerotto et al., (2001b) e
Lavertu et al. (2003). O grau de desacetilagdo foi calculado conforme equacgédo 7 e
obteve-se valores de 83,04%, 81,85% e 76,47% para amostras de quitosana da Sigma-

Aldrich, Hydagen® e Polymar, respectivamente.

Com a finalidade de determinar as condigcbes minimas de operacdo para uma boa
resolucao do espectro, a amostra Sigma-Aldrich foi submetida a analises a temperaturas
de 25, 30, 35, 40, 45 e 50°C (Figura 34). Pode-se observar que a elevagao da
temperatura de analise melhora a resolugao dos picos. Contudo, sob condi¢des a 35°C
foi possivel verificar o aparecimento do sinal referente ao hidrogénio H1 na faixa de 5,0-
5,1ppm. A analise das amostras foi realizada a 35°C e apresentou valores de GD de
82,85, 82,15, 78,01, 78,06% para amostras de quitosana Sigma-Aldrich, Hydagen®,
Polymar e Chitopharm®, respectivamente.

Comparando-se os resultados obtidos pelas técnicas de titulacdo potenciométrica, UV,
IV e RMN 'H verifica-se que a maior variagdo do resultado do GD entre as técnicas
ocorreu na titulagdo potenciométrica. Entre as demais técnicas ha boa concordancia

entre os resultados, ou seja, o valor do GD médio para as amostras de quitosana da
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Sigma-Aldrich, Hydagen®, Polymar e Chitopharm® foi de 82,54+0,53, 82,37+1,42,

78,62+2,17 e 79,9312,27 respectivamente, e o CV foi menor que 2,84%.

C\Hg
H H /C=° H
- CstOHH o) HO HN L
HO NHz 3 ° (:Hzol-:1 0

H H H

RMN-"H (D20 + DCI, 500MHz) ppm: 5,2 (d, J = 8,15Hz, H1, 1H); 5,0 (d, J = 7,65,
H1a, 1H); 4,6-4,8 (sl, H20); 3,8-4,3 (m, H2a, H3, H4, H5, H6, 6H); 3,6 (t, J =
17,2Hz, H2, 1H); 2,4 (s, H8, 3H).

Figura 33 - Espectro de RMN "H obtido para a amostra de quitosana Sigma-Aldrich
(500MHz, D.O + DCI, 70°C).
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Figura 34 - Espectro de RMN 'H da quitosana Sigma-Alcdrich em temperaturas de 25°C, 30°C,
35°C, 40°C, 45°C e 50°C (500MHz, D20 + DCI).

5.3.5 Analise calorimétrica

Uma vez que a DSC é uma técnica de analise térmica bastante utilizada para a obtencao
de informacgdes sobre as temperaturas de transicdo dos materiais como a temperatura
de transig&o vitrea (Tg), a temperatura de cristalizagcdo (Tc) e a temperatura de fusdo
cristalina (Tm), foram realizados ensaios de DSC sob razdes de aquecimento de 5, 10 e
20°C min' em atmosfera dinamica de nitrogénio. As amostras (aproximadamente 3,0mg)
foram pesadas em cadinhos (porta-amostras) de aluminio hermeticamente fechados
contendo um furo. Tal avaliagdo foi necessaria, porque a razdo de aquecimento

influéncia significativamente no aspecto qualitativo da curva de DSC, pois razdes de
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aquecimento maiores levam a uma menor definicho e poderiam induzir uma
sobreposicao de eventos térmicos sucessivos. Por outro lado, razées menores tornam o
experimento demorado. Apesar da semelhanga nos perfis das curvas de DSC, foi
selecionada a razdo de 10°C min' como a mais adequada para estudo envolvendo as

quitosanas devido ao perfil mais bem definido das curvas em relagdo aos 20°C min' e

ao menor tempo de analise em relagao aos 5°C min™'.

Os resultados obtidos do segundo ciclo de aquecimento das amostras encontram-se
ilustrados nas Figuras 35 a 38. As curvas apresentam eventos térmicos caracteristicos
que mudam de temperatura e altura de acordo com a razdo de aquecimento. O pico
exotérmico devido ao residuo de N-acetilglicosamina que ocorre em torno de 400°C néo
€ observado em amostras de quitosana devido a baixa quantidade de grupos acetilas

(GUINESI; CAVALHEIRO, 2006).
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Figura 35 - Perfil térmico obtido por DSC da amostra de quitosana fornecida pela Sigma-
Aldrich, sob atmosfera dinamica de N2.
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Figura 36 - Perfil térmico obtido por DSC da amostra de quitosana Hydagen®, sob atmosfera

dinamica de N..
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Figura 37 - Perfil térmico obtido por DSC da amostra de quitosana fornecida pela Polymar, sob
atmosfera dinamica de No.
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Figura 38 - Perfil térmico obtido por DSC da amostra de quitosana Chitopharm®, sob atmosfera
dinamica de N2.

A temperatura de transi¢ao vitrea, Tg, € uma propriedade do material na qual ocorre a
passagem do estado rigido para um estado flexivel ou elastomérico, sem ocorréncia de
uma mudancga estrutural. A parte amorfa do material, na qual as cadeias moleculares
estdo desordenadas € responsavel pela caracterizagdo da Tg. Na analise por DSC, a
temperatura de transigcao vitrea de um material pode ser visualizada por uma mudancga
na linha base. Uma vez que a presenga de agua nas amostras interfere na visualizagéo
da temperatura de transi¢ao vitrea dos materiais (SAKURAI; MAEGAWA; TAKAHASHI,
2000), foram realizados dois ciclos de aquecimento e resfriamento com as amostras,
sendo considerados apenas os segundos para analise dos eventos térmicos. Conforme
confirmado pelo trabalho de Quijada-Garrido et al. (2007), a Tg em amostra pura de
quitosana nao é caracteristica e o que pode gerar confusao é considerar a eliminagao de
agua mais fortemente associada a estrutura do polimero como o valor de Tg. Isto pode
ser verificado nas Figuras 35 a 38. Por exemplo, a uma razédo de aquecimento de 10°C
min-!, os eventos endotérmicos a 75,33, 85,01, 79,44 e 71,64°C para as amostras da

Sigma-Aldrich, Hydagen®, Polymar e Chitopharm® respectivamente, provavelmente s&o
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devidos a eliminagao de agua. Ha diversos dados controversos na literatura com relagéo

a Tg da quitosana. De acordo com Santos et al. (2003) a Tg da quitosana apresentou
indicios de ocorrer a 33°C. Segundo Sakurai, Maegawa e Takahashi (2000), esta mesma
variavel foi determinada em 203°C e Argin-Soysal, Kofinas e Lo (2009) atribuiram valor
de 148°C. Este fato pode ser explicado porque a quitosana é um polimero semi-cristalino
devido a fortes ligagdes de hidrogénio inter e intramoleculares que estabilizam o polimero
e, além disso, apresenta certa rigidez mesmo em sua fase amorfa devido a unidades
heterociclicas. Em consequéncia, quando a quitosana € aquecida dentro de certa faixa
abaixo da temperatura de decomposig¢ao, as variagdes térmicas proximas a Tg sao
provavelmente muito pequenas para serem detectadas pela técnica de DSC (WAN et al.,
2009).

O segundo evento térmico ocorreu entre 297,83 a 309,37°C para as quatro amostras de
quitosana e deve estar associado a degradagdo do material, conforme também
demonstram as curvas termogravimétricas (Figuras 39 a 42) (GUINESI; CAVALHEIRO,
2006). Ressalta-se o menor valor ocorreu para amostra fornecida pela Polymar e que
portanto a degradacao do material deve ocorrer em temperatura mais baixa para este

material.

O principal uso da TG na caracterizagao de polimeros esta no estudo da estabilidade e
decomposicdo térmica dos mesmos. Supondo-se que a degradacdo térmica das
quitosanas pudesse apresentar comportamentos diferenciados quanto as suas
decomposigdes térmicas, foram realizados ensaios de analise termogravimétrica com as
mesmas. As amostras, de aproximadamente 5mg, foram pesadas em suporte de platina
e analisadas sob razdo de aquecimento de 10°C.min"'. As Figuras 39, 40, 41 e 42
mostram os resultados obtidos das analises de TG para as quatro amostras de

quitosana.
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Figura 39 - Curva termogravimétrica da amostra de quitosana fornecida pela Sigma-
Aldrich, sob atmosfera dinamica de nitrogénio.
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Figura 40 - Curva termogravimétrica da amostra de quitosana Hydagen®, sob atmosfera

dinamica de nitrogénio.
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Figura 41 - Curva termogravimétrica da amostra de quitosana fornecida pela Polymar, sob
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Utilizando espectrometro de massa acoplado ao equipamento, Quijada-Garrido et al.
(2007) descreveram cinco etapas de degradagéao do polimero. Contudo, de forma mais
simples, pode-se resumir a degradagao da quitosana em trés estagios distintos. O
primeiro referente a perda de agua residual da amostra. O segundo, referente a
degradagao da amostra propriamente dita, e por ultimo, a decomposi¢ao e carbonizagéo
(TORRES et al., 2005). A agua eliminada pode ter duas diferentes origens, da adsorgao
e ligagdo da mesma por ligagdes de hidrogénio ao polimero, ou ser resultado de uma
reagdo de eliminagdo, NH3* “OOC-CH3 80-100°C  _NH-OC-CHs=+HeO. No primeiro
estagio, que ocorre na faixa de temperatura de 56 a 69°C, é possivel verificar que a
amostra Sigma-Aldrich, Polymar e Chitopharm® apresentaram maior perda de massa em
relagdo a amostra Hydagen®, ou seja, 8,3%, 7,3%, 7,5% e 4,8%, respectivamente.
Enquanto a curva DTA mostra um evento endotérmico que é coerente com a
desidratagdo. O segundo e mais importante estagio de decomposi¢ao ocorreu na faixa
de temperatura de 300 a 314°C estando envolvidos, a partir deste estagio, processos
como desidratagao, despolimerizacdo e decomposicao pirolitica, os quais resultam da
transformacao da estrutura polissacaridea em compostos mais simples como a agua, o
monoxido de carbono, o didxido de carbono, o metano, a aménia e outros fragmentos do
anel glicosaminico (ZOHURIAAN; SHOKROLAHI, 2004). Essa perda de massa na TG
ocorre juntamente com um pico exotérmico na DTA. Coerente com os resultados de
DSC, a amostra da Polymar apresentou menor estabilidade (300,67°C). No terceiro
estagio, observa-se que n&o ocorreram decomposi¢cao e carbonizagdo completas do
material mesmo a temperatura acima de 700°C (SANTOS et al., 2003). Os fluxos de
massa perdidos das quatro amostras apresentaram comportamentos similares e valores

de perda de massa total entre 67 a 72,6%.

5.3.6 Cromatografia em Permeacio em Gel avancado (GPC avancado)
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A cadeia de um polimero é formada pela adicdo de uma grande quantidade de
mondmeros durante a polimerizagdo. Cadeias com diferentes comprimentos sao
formadas e, portanto, uma distribuicdo de comprimentos de cadeia € obtida. Além disso,
polimeros naturais podem apresentar variagdes maiores em sua massa molar devido
aos processos de extracao e purificagcdo. Consequentemente, ndo € possivel obter um
valor unico e definido para a massa molar do polimero, sendo este calculado baseado

numa meédia das massas molares da distribuicao.

Através da técnica de GPC acoplado a trés detectores, indice de refragado, viscosimetro
e light scattering, foi possivel obter os valores de massa molar das amostras de quitosana
utilizando o software OmniSEC que promove a interagao algoritmica para correlacionar
os dados obtidos pelos trés detectores (CANEVAROLO JUNIOR, 2004; CARLSON et
al., 1999).

As propriedades mecanicas e o comportamento do polimero durante o processamento
sao altamente dependentes do tamanho médio e da distribuicdo de comprimentos das
cadeias do polimero. Embora a estrutura quimica do polimero seja igual, massas molares
diferentes podem mudar completamente as propriedades do polimero (propriedades
fisicas, mecanicas, térmicas, reoldgicas, de processamento outras), e por esta razao, os

polimeros sao caracterizados principalmente por sua massa molar.

A Tabela 27, resume os valores de massa molar numérica média (Mn), massa molar
ponderal média (Mw), massa molar z média (M:), indices de polidispersividade ou de
polidispersao (Q, Q’). Os valores obtidos para Mn e Mw estdo congruentes com o trabalho
de Canella & Garcia (2001) que encontraram valores de massa molar média de quitosana
entre 105-10%g.mol-'. Os resultados aqui apresentados s&o mais confidveis porque sdo

obtidos valores absolutos.
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Tabela 27 - Distribuicdo de massas molares médias Mn, Mw e M e dos valores de Q e Q’ de
quitosanas de diferentes marcas comerciais utilizando a técnica de GPC realizada em um TDA 302
— Triple Detector Array (detectores de indice de refracao, viscosimetro e ligh scattering)
calculadas pelo software Viscotek OmniSEC V.4.1.0.224 (n=2).
Mn MW MZ

Quitosana (g.mol") (g-.mol) (g.mol") @ @
Sigma-Aldrich 88283115667 15991816407 31680517336 1,81 1,98
Hydagen® 140340+2021 1671331361 22557211492 1,19 1,35
Polymar 4762812432 11558116407 62521560511 2,13 5,41
Chitopharm® 138665+5351 175129+1396 256245+11872 1,26 1,46

O valor da massa molar numérica média (Mn) indica o numero de pontas soltas das
cadeias capaz de exercer efeito consideravel sobre as propriedades mecanicas, como a
resisténcia a tragao. As propriedades volumétricas relacionadas a grandes deformagdes
tal como viscosidade da solugéo s&do dominadas pela massa molar ponderal média (Mw).
A presenca de ligagdes cruzadas tem um efeito pronunciado nos valores determinados
Nnos ensaios para avaliagao dessas propriedades. Por sua vez, o valor da massa molar z

média (M:) esta associado a propriedades viscoelasticas tipicas (AKCELRUD, 2007).

De acordo com a Tabela 27, a quitosana fornecida pela Hydagen® e Chitopharm®
apresenta os melhores indices de Q e Q’. Quanto mais proximos de 1,0 os valores de Q
e Q o polimero apresenta mais uniforme ou monodispersdo. Dessa forma, pode-se
esperar propriedades fisicas mais uniformes, desempenho mais homogéneo e
reprodutibilidade entre ensaios deste material quando comparado aos demais. Por outro
lado, os valores de Q e Q' da quitosana Polymar sdo muito altos, ou seja, na amostra
existe uma cauda de baixa massa molar (valor alto de Q) e outra cauda ainda maior

devido a presencga de cadeias de alta massa molar (valor muito alto de Q’).
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5.3.7 Avaliacao geral dos resultados de caracterizacao

A utilizacdo da quitosana esta associada com as suas propriedades funcionais e
atividades biologicas que estdo primariamente governadas pelas suas propriedades
estruturais, massa molar e grau de desacetilagcdo. Contudo, quitosanas comerciais
apresentam diferentes caracteristicas a depender da origem ou dos métodos de
produgdo e extracdo (ARCA; GUNBEYAZ; SENEL, 2009; KASAAI, 2010). Esse fato
justifica a necessidade da caracterizagao do material a fim de definir sua aplicagao e as
propriedades do produto final, tais como a atividade antimicrobiana, mucoadesao e
formagdo de compdsitos (GAN et al., 2005; KASAAI, 2010; KEAN; THANOU, 2010;
MACLAUGHLIN et al., 1998; MAO; SUN; KISSEL, 2010; ROMQREN et al., 2003)

A caracterizacdo da quitosana € passo inicial para definigdo da sua aplicagdo e para
reprodutibilidade das propriedades de um derivado ou produto final. As diversas técnicas
aqui apresentadas permitiram acessar as mais importantes caracteristicas das amostras

estudadas visando a aplicagao farmacéutica do polimero.

A identificacdo das amostras foi realizada por IV e RMN H" através da atribuicdo de
bandas e picos relacionados a estrutura. O grau de desacetilagao (GD) foi coerente entre
as técnicas titulagéo, IV, UV e RMN H" e os resultados médios obtidos apresentaram
variagao menor que 5%, entre 78,62 a 82,54%, para as quatro quitosanas analisadas. A
presenca de contaminantes nas amostras foi avaliada, sendo que, contaminantes
inorganicos foram analisados por cinzas sulfatadas, proteinas residuais por método de
micro-Lowry, chumbo por ensaio limite de metais pesados e alcalinidade/acidez residual
por medida do pH da suspensao. A quitosana Polymar apresentou resultado de cinzas
sulfatadas muito alto, o que evidencia presenga de residuos inorganicos. A quitosana
Chitopharm® apresentou menor residuo de cinzas sulfatadas o que indica maior pureza.
Entre as quatro amostras, ndo houve diferengca nos resultados encontrados para
residuos de proteinas e metais pesados. A andlise de acidez/alcalinidade revelou

provavel diferenga entre os processos de purificacdo e os resultados de pH variaram
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entre 6,25 a 7,97, para quitosanas Sigma-Aldrich e Hydagen®, respectivamente. A

estabilidade do material, que pode ser afetada pela presenca de contaminantes, foi
avaliada por analises calorimétricas e os resultados obtidos de TG sugerem diferencas
de estabilidade térmica entre as quatro amostras estudadas, sendo que o material de

maior estabilidade foi a quitosana Chitopharm®.

A massa molar (Mw) da quitosana é importante requerimento capaz de influenciar o
tamanho das particulas (GAN et al., 2005; KASAAI, 2010; KEAN; THANOU, 2010; MAO;
SUN; KISSEL, 2010; ROMJREN et al., 2003). Os resultados obtidos de distribuicao das
massas molares médias por GPC avangado mostraram que as amostras Polymar e

Sigma-Aldrich apresentaram menor uniformidade.
Portanto, considerando os resultados de caracterizagao, utilizando o grau de pureza

como critério principal, optou-se pela utilizacdo do polimero Chitopharm® para

continuidade dos estudos deste trabalho.

5.4 Obtencao de microparticulas de quitosana por precipitagcao com sulfato de

sodio

5.4.1 Avaliacao do pH na formacao de microparticulas

O processo de obtencéo de microparticulas de quitosana foi baseado no comportamento
da mesma em relagao a solubilidade, uma vez que este polimero € muito pouco soluvel
em presenca do anion sulfato. O estudo de pré-formulagao foi estruturado para se avaliar
a formacao de microparticulas em diferentes condigbes de pH, o encapsulamento de
proteinas e, por ultimo, formulagcdo e condigdes de processo para obtengao de

microparticulas.
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A avaliacao do efeito do pH na formacao de microparticulas foi realizado em pH 3,0, 5,0

e 6,0. Os dados obtidos das analises espectrofotométricas estao apresentados na Figura
43 e mostram a relagao entre a absorvancia e o volume adicionado de solugao de sulfato
de sédio em pH 3,0 e 5,0. Observa-se curvas similares que apresentam apos a adicao
de 1,5mL de solugdo precipitante aumento muito pequeno do valor de absorvancia.
Também, através da observacdo por microscopia Optica nado foi possivel verificar
diferengas entre as microparticulas formadas em pH 3,0 ou 5,0. Em pH 6,0 ocorreu
gelificagdo da preparagao resultando na formagao de grumos e gel aderido a parede do

béquer.

1,8
1,6 1
1,4
12 —e— pH 3,0
—O— pH 5,0
1,0

0,8 4

0,6 -

Absorvancia 500nm (u.a.)

0,4 4

0,2 4

0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Volume adicionado de solugao de sulfato de sédio 20%p/V (mL)

Figura 43 — Curva turbidimétrica da precipitacio de quitosana em pH 3,0 e 5,0 em fungéo do
volume adicionado de solu¢ao de sulfato de sé6dio 20%(p/V).
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5.4.2 Taxa de encapsulamento das microparticulas de quitosana

Considerando-se que para estabilidade de proteina o pH 5,0 € mais favoravel, foi
realizado ensaio de encapsulamento nesta condi¢ao utilizando BSA como modelo e nao
se utilizou tensoativo na preparagcdo. A quantidade de proteina encapsulada foi
determinada pelo método de Lowry e a taxa de encapsulamento obtida foi de 43,4%.
Porém, deve-se considerar que a lavagem das microparticulas pode arrastar as
proteinas associadas que estdo na superficie das mesmas (Grenha et al., 2005). Por
isso, no experimento utilizando toxoide botulinico tipo D foi suprimida a etapa de lavagem
do pellet. O experimento foi realizado em duplicata e a taxa de encapsulamento foi de
62,6+£12,8%. Pode-se considerar que as taxas de encapsulamento foram satisfatorias se
comparadas aos resultados de outros trabalhos na literatura. Por exemplo, 3,64 a
78,69% de encapsulamento de insulina (WANG et al., 2006) de acordo com o tipo de
excipiente utilizado em combinacdo com quitosana, de 46,41 a 69,63% de
encapsulamento de toxdide diftérico em microesfereas de poli-acido lactico-co-glicolico
(NAMUR, 2007) e de 65 a 70% de encapsulamento em microesferas de quitosana

obtidos por Kang et al. (2007) para antigeno de Bordetella bronchiseptica.

A principal limitagdo encontrada durante o estudo de pré-formulacdo e no preparo das
vacinas foi a impossibilidade de se avaliar a taxa de encapsulamento devido a
interferéncia do Lutrol F 127 nos métodos analiticos como Bradford e Lowry. Outro
problema foi a baixa concentragao protéica na preparacao, que impossibilitou a utilizagao
do método de analise elementar para quantificacdo. A solucéo de toxoéide diluida para a
concentragédo encontrada na vacina apresentou valor de nitrogénio de 0,16£0,02% e esta

abaixo do limite de quantificacdo da técnica.

5.4.3 Estudo do processo de preparo das microparticulas
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A avaliacao das variaveis de processo e de formulacado na formacéao e nas caracteristicas

das microparticulas foi estudada por meio dos esquemas experimentais I, Il e Ill. O
primeiro objetivou a definicdo da quantidade de solugdo do agente precipitante, com e
sem toxodide. No segundo, avaliou-se a variagéo da velocidade de agitagao e o fluxo de
adicao da solugao do agente precipitante no preparo de microparticulas carregadas com
BSA com e sem adicao de tensoativo. Por ultimo, variou-se a massa molar da quitosana

utilizada no preparo das microparticulas carregadas com BSA.

No esquema experimental |, foram produzidas microparticulas brancas sem utilizagao do
Lutrol F 127, microparticulas brancas com Lutrol F 127 e microparticulas carregadas com
toxoide botulinico tipo D contendo tensoativo. As microparticulas foram obtidas a partir
de quantidades crescentes de solugdo de sulfato de sédio 20%(p/V) e caracterizadas por
espectrofotometria, potencial zeta e distribuicdo granulométrica (Figura 44). O grafico
apresentado na Figura 44 mostra o aumento de absorvancia das amostras a medida que
se aumenta a quantidade de solugcdo precipitante nos trés experimentos. Para
microparticulas brancas, a média da leitura de absorvancia variou entre 0,008 a 1,986
u.a. para quantidades de 0,1 a 2,5mL de solugao de sulfato de sodio 20%p/V e séo
valores muito proximos aos da curva de microparticulas brancas com tensoativo na faixa
de 0,7 a 2,3mL de volume adicionado de solucédo precipitante. Porém, a curva de
microparticulas carregadas apresenta valores um pouco maiores de absorvancia e deve

estar associado a diferengas de tamanho e distribuicdo granulométrica de particulas.

Acompanhando-se os valores de potencial zeta dos trés tipos de microparticulas
estudados, observa-se que ocorre redugdo do potencial a medida que aumenta a
quantidade de agente precipitante. Porém, enquanto as microparticulas brancas com
Lutrol F 127 e microparticulas carregadas com toxodide botulinico contendo tensoativo
apresentam comportamento préximos, a curva das microparticulas brancas apresenta

valores maiores (Figura 44).
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Legenda:

—e— Microparticulas brancas
o} Microparticulas com toxoéide
—O— Microparticulas brancas com Lutrol F 127

—A— Microparticulas brancas
A Microparticulas com toxoide
— A — Microparticulas brancas com Lutrol F127

—#— Microparticulas brancas
-0+ Microparticulas com toxdide

—{— Microparticulas brancas com Lutrol F 127

Figura 44 — Resultados dos ensaios do esquema experimental | (n=3).
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Sabe-se que a extensdo da interacdo com o anion sulfato ou com proteinas

negativamente carregadas pode determinar o numero de grupos amino livres,
responsaveis pela superficie positivamente carregada das microparticulas de quitosana.
O efeito do volume adicionado de sulfato de soédio 20%(p/V) sobre a carga superficial
das microparticulas de quitosana esta demonstrado na Figura 44. Como se pode
verificar, a interagdo com o anion sulfato levou a um decréscimo do potencial zeta das
microparticulas de quitosana. A relagdo potencial zeta/volume de solugéo precipitante
foi: (a) microparticulas brancas de +45,5+1,8mV/0,1mL para +20,6+1,4mV/2,5mL; (b)
microparticulas brancas com Lutrol F127 de +20,6+0,8 mV/0,7mL para +16,1£1,2 mV/2,3
mL; (c) microparticulas contendo toxodide de +33,9+2,4 mV/0,4mL para +19,3+1,9 mV/2,3
mL. Ressalta-se que particulas com valor do potencial zeta mais baixo tendem a formar
aglomerados. Os resultados encontrados para microparticulas brancas, estdo coerentes
ao encontrados por Il'ina et al. (2008) que estudaram o potencial zeta de microparticulas
de quitosana obtidas por precipitacdo com sulfato de sédio e verificaram que o potencial
zeta aumenta 20% para aumentos de 10 vezes da massa molar do polimero. Os valores
de potencial obtidos variaram entre 30,7 a 38,6mV para formulagdes com quitosanas
com Mw de 42 a 340kDa utilizando 1%(V/V) de sulfato de sédio 10%(p/V). Quanto a
reducao do potencial zeta verificada em ambas preparag¢des contendo Lutrol F127, que
€ um copolimero de bloco de polioxietileno-polioxipropileno, foi estudada por Pepi¢ et al.
(2009) que atribuiu a mesma a interacao eletrostatica entre o oxigénio do copolimero e

0S grupos amino da quitosana.

A medida do tamanho das particulas no ZetaSizer s6 foi possivel até a adicao de 0,7mL
do agente precipitante, pois acima desta quantidade os valores foram muito variaveis e
acima do limite de determinagao do equipamento. O tamanho médio obtido variou entre
729,1 a 2.316,5nm para quantidades de 0,1 e 0,7mL de solugdo de sulfato de sédio
20%(p/V) (n=3). Quanto ao tamanho médio das microparticulas das composigdes com
tensoativo e carregadas com toxdide ha variagdo dos resultados, sendo que as
microparticulas carregadas apresentaram tamanho médio maior em preparagoes
contendo 1,1, 1,5 e 2,1%(V/V) de solugao de sulfato de sodio 20%(p/V) (n=3).
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No esquema experimental Il foram obtidas microparticulas carregadas com BSA sob
variagado da velocidade de agitagédo e do fluxo de adigdo de sulfato de sédio 20%(p/V),
em presenca ou nao de Lutrol F 127, correspondentes aos grupos G1, G2, G3 e G4 da
Tabela 28. A quantidade de solugéao precipitante foi fixada em 2,0%(V/V). Os resultados

estdo sumarizados nas Figuras 45 e 46.

A Figura 45 mostra a distribuicdo granulométrica obtida por difracdo de raios laser
representada pelas curvas D10, Dso € Doo. Observa-se que a variagao na velocidade de
agitacdo durante a preparagao de particulas ou do fluxo de adicdo de solugao
precipitante apresentou um impacto pequeno na distribuigdo granulométrica dentro do
mesmo grupo G1, G2, G3 e G4. Verifica-se que para as microparticulas carregadas sem
Lutrol F 127 ha tendéncia de aumento do tamanho de particulas com aumento da
agitacao durante o processo (G2) e de redugdo com o aumento do fluxo (G4). Porém, os
dados apresentados para distribuicdo granulométrica com tensoativo ndo permitem
definir uma tendéncia. Também na avaliacdo intragrupo das leituras
espectrofotométricas de G1, G2 G3 e G4 nao é posivel definir uma correlagdo do
aumento da velocidade de agitagao ou do fluxo de adi¢ao da solugao precipitante com a
absorvancia. Entretanto, observa-se valores de absorvancia maiores nas preparacdes

sem tensoativo, ou seja, G2 > G1 e G4 > G3 (Figura 46).

Foi realizada a avaliacdo estatistica do valor de Dsp médio (n=5) entre grupos de
microparticulas G1 e G2 e também G3 e G4 (Tabela 29). Comparando-se as médias dos
grupos de experimentos G1 e G2 obteve-se valor de t = -4,502 (p = 0,000). Da mesma
forma, na comparacao entre médias intergrupos dos experimentos variando-se o fluxo
de adicao da solugéo de sulfato de sédio 20%(p/V), G3 e G4, obteve-se t = -2,405 (p =
0,020). Portanto, a sem a adi¢do de tensoativo, Lutrol F127, altera-se significativamente

o valor de Dso das preparagodes, resultando na formacgéo de particulas maiores.
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Tabela 28 — Esquema experimental Il e llI: estudo da obtengio de microparticulas carregadas
com BSA sob variagao da velocidade de agitagao e do fluxo de adigdo de sulfato de sédio
20%(p/V), em presenga (G2 e G4) ou ndo (G1 e G3) de Lutrol F 127; alteragdo da massa molar de
quitosana com adicao (G6) ou nao de Lutrol F127 (G5).

Parametro Grupo Variavel Lutrol F 127 Codificagao
100 + 1A2
200 + 1B2
G1 300 + 1C2
400 + 1D2
Velocidade de 500 + 1E2
agitagéo (RPM) 100 - 2A2
200 - 2B2
G2 300 - 2C2
400 - 2D2
500 - 2E2
0,5 + 3A2
1,0 + 3B2
G3 1,5 + 1A2
Fluxo de adigao 2,0 + 3D2
do sulfato de 2,5 + 3E2
sédio 20%(p/V) 0,5 - 4A2
(mL.min"") 1,0 - 4B2
G4 1,5 - 2A2
2,0 - 4D2
2,5 - 4E2
Chitopharm® + 1A2
G5 Hydagen® + 5B2
Polimero Sigma-Aldrich + 5C2
Chitopharm® - 2A2
G6 Hydagen® - 6B2
Sigma-Aldrich - 6C2

(-) sem adigao de Lutrol F 127
(+) com adigéao de Lutrol F 127
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Figura 45 - Distribuicido granulométrica acumulada D10, Dso € Dso correspondentes aos grupos
G1, G2, G3, G4, G5 e G6 (esquemas experimentais Il e Ill).
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Figura 46 — Valores médios de absorvancia a 500nm das preparacdes de microparticulas
carregadas com BSA correspondentes aos grupos G1, G2, G3, G4, G5 e G6 (esquemas
experimentais Il e Ill).

Em seguida, foram realizadas comparagdes intragrupos, e os resultados estédo
apresentados na Tabela 30. O grupo de experimentos G1 ndo apresentou uma
tendéncia. Entre os ensaios do grupo G1 nao houve diferenga significante entre as
amostra 1A2, 1B2 e 1C2 e no grupo G2 observa-se que ha diferenga somente entre as
amostras 2A2 e 2E2 (p = 0,008). Ou seja, em uma ampla faixa de agitacdo nao ocorre
variagao significante de Dso. A analise das amostras intragrupo G3 e G4 também permite
concluir que nao ha diferenga significante entre os fluxos de adi¢ao de 0,5 a 2,0 mL.min-

', uma vez que ocorreu diferenca apenas entre 3A2 e 3E2 (p = 0,007) e 4A2 e 4E2 (p =
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0,004). Portanto, considerando os resultados intragrupo de G1 e G3, verifica-se que a

agitacéo do sistema entre 100 a 300RPM e a adi¢ao de solugao precipitante a um fluxo
entre 0,5 a 2,0mL.min"" representam faixas de trabalho que resulta na producdo de

particulas com valor Dso que nao sao diferentes estatisticamente.

Comparando-se as médias de absorvancia dos grupos dos experimentos G1 e G2
obteve-se valorde t=10,701 (p = 0,000) e entre G3 e G4, t =-14,229 (p = 0,000) (Tabela
30). Deste modo, conclui-se que a adigdo de Lutrol F 127 interfere na formacéo de
particulas carregadas com BSA resultando em valores de absorvancia significativamente
menores. Em seguida, foram avaliadas as multiplas comparacdes intergrupos e todas
mostram diferencga significante (p < 0,05). Isto ratifica que em adicao de Lutrol F127
ocorre redugdo do valor de absorvancia. Na analise estatistica intragrupo nao se verifica
uma correlagao entre o valor de absorvancia e o aumento da agitagéo ou do fluxo de
adicao de solucao precipitante. Salvo, no caso do experimento G4 em que né&o se verifica
diferenca significante entre os experimentos (p > 0,05). Ou seja, para G4 a variacao do
fluxo de adigdo da solugdo precipitante entre 0,5 a 2,5mL.min"! n&o interfere na formagao

das microparticulas.

Os resultados de medida de tamanho de particulas por difracdo de raios laser se
relacionam com a medida da absorvancia em que se verifica pelos dados apresentados
para G1, G2, G3 e G4 que o0 aumento do tamanho de particulas também aumenta o valor
de absorvancia da suspensdo. Observa-se que a adicdo do tensoativo resulta em
microparticulas com valores de Dso menores e este fato deve estar associado a
estabilizacdo da suspensado devido ao efeito estérico produzido pelo tensoativo na

superficie das particulas.
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Tabela 29 — valores médios de Dso e desvio padrio, obtidos no preparo de microparticulas dos
grupos G1, G2, G3 e G4.

Parametro Grupo Dso(um) Estatistica Grupo Dso(um)  Estatistica
1A2  24,74+1,73 Ab 2A2 30,15%3,61 Bb
1B2 26,48+3,89 Ab 2B2 33,52%3,74 Bab

Agitacao G1 1C2 31,11+4,16 Aab G2 2C2 38,1116,20 Aab
1D2 35,6015,34 Aa 2D2 37,35%4,73 Aab
1E2 26,45+3,78 Ab 2E2 42,0245,67 Ba

Média 28,8814 ,44 A Média 36,23+1,15 B

3A2 30,65%5,34 Aa 4A2 35,01+5,40 Aa

3B2 27,01+4,92 Aab 4B2 30,04%4,79 Aab

G3 1A2 24,74+1,73 Aab G4 2A2 30,15%3,61 Bab

Fluxo 3D2 25,32+3,84 Aab 4D2 28,00+3,86 Aab
3E2 20,14%3,86 Ab 4E2 23,40+3,48 Ab

Média 25,57+3,81 A Média 29,32+0,83 B

Letras maiusculas distintas na mesma linha, indicam diferenca estatistica intergrupos.
Letras minusculas distintas na mesma coluna, indicam diferenca estatistica entre intragrupo.

O terceiro esquema experimental foi proposto comparando-se trés tipos de quitosana:
Chitopharm®, Hydagen® e Sigma-Aldrich que correspondem as massas molares de
159.918, 167.133 e 175.129g.mol", respectivamente (Tabela 28) (Figura 45 e 46). Os
resultados obtidos mostram ampla diferenga entre da distribuigdo granulométrica, sendo
que o tamanho de particulas foi maior para a amostra Chitopharm® e menor para Sigma-
Aldrich (Figura 45).
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Tabela 30 — Valores médios de absorvancia e desvio padrio das leituras das preparagdes de
microparticulas dos grupos G1, G2, G3 e G4.

Parametro Grupo Absorvancia Estatistica Grupo Absorvancia Estatistica
1A2  1,217+0,021 Ad 2A2  1,435%0,042 Ba
1B2  1,110+0,030 Ac 2B2  1,344+0,006 Bb
1C2  1,168+0,019 Ab 2C2  1,349+0,013 Bb

Agitacéo G1 G2
1D2  1,180+0,016 Abd 2D2  1,443+0,015 Ba
1E2  1,307%0,009 Aa 2E2  1,456%0,017 Ba
Média 1,196+0,073 A Média 1,405+0,054 B
3A2  1,195+0,054 Ab 4A2  1,443+0,036 Ba
3B2  1,295+0,035 Aa 4B2  1,539+0,085 Ba
1A2  1,217+0,021 Ab 2A2  1,435%0,042 Ba
Fluxo G3 G4
3D2  1,255+0,017 Aab 4D2  1,518£0,032 Ba
3E2  1,252+0,005 Aab 4E2  1,480+0,029 Ba
Média 1,243+0,038 A Média 1,483%0,046 B

Letras maiusculas distintas na mesma linha, indicam diferenca estatistica intergrupos.
Letras minusculas distintas na mesma coluna, indicam diferenga estatistica entre intragrupo.

Comparando-se as médias dos valores de Dso entre G5 e G6 obteve-se diferenca entre
os pares correspondentes: 1A2 e 2A2 (p = 0,017), 5B2 e 6B2 (p = 0,002) e 5C2 e 6C2 (p
= 0,000) (Tabela 31). Deste modo, conclui-se que a adigdo de Lutrol F127 reduz a
distribuicdo granulométrica das suspensdes de microparticulas carregadas com BSA
obtidas a partir de diferentes massas molares. Na anélise intragrupos verifica-se que ha
diferenga entre o valor de Dso das microparticulas de quitosanas de diferentes massas
molares (p < 0,05). Esses dados diferem dos resultados de Berthold et al. (1996) e Il'ina
et al. (2008) que nao verificaram relagao entre tamanho de particulas e massa molar em
seus experimentos. Contudo, deve-se considerar também que ha diferencas de

formulagéo e de técnicas utilizadas para medida da distribuigdo granulométrica.

Quanto a leitura de absorvancia, verifica-se que se utilizando a quitosana de menor

massa molar ndo houve diferenga significativa entre os valores de absorvancia 5C2 e
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6C2 (p = 0,548). Esse resultado pode estar associado ao menor tamanho de particulas

e, consequentemente, sedimentagcdo mais lenta e maior uniformidade da suspenséo.

De forma geral, os dados dos esquemas experimentais I, Il e Ill mostram que ocorre
reducao do valor de Dso e absorvancia em formulagées com adi¢cao de Lutrol F 127.
Portanto, o tensoativo auxilia na estabilizagdo da suspensdao. Em preparagbes sem
tensoativo, provavelmente ocorre aglomeragao de particulas devido a redugao do valor
de potencial zeta, conforme anteriormente discutido, resultando em tamanhos maiores

de particulas.

Tabela 31 — Valores médios de Dso e de absorvancia a 500nm e seus respectivos desvios
padréo das preparagdes de microparticulas dos grupos G5 e G6.

Parametro Grupo G5 Média Estatistica Grupo G6 Média Estatistica
1A2 1,217+0,021 Aa 2A2 1,435+0,042 Ba
Absorvancia 5B2 1,402+0,025 Ab 6B2 1,537+0,047 Bb
5C2 1,656+0,031 Ac 6C2 1,644+0,024 Ac
1A2 24,74+1,73 Aa 2A2 30,15+3,61 Ba
Dso 5B2 13,33+2,18 Ab 6B2 20,52+2,99 Bb
5C2 7,19+0,89 Ac 6C2 11,49+1,28 Bc

Letras maiusculas distintas na mesma linha, indicam diferenga estatistica intergrupos.
Letras minusculas distintas na mesma coluna, indicam diferenca estatistica entre intragrupo.

A Tabela 32 mostra o valor médio de Dso por grupo, coeficiente de variagao (CV%) e o
indice span. Pode-se verificar que entre as modificacbes de processo propostas, a
alteracdo da massa molar de quitosana resulta em maior valor de CV(%) e, portanto,
este foi o fator mais critico. Ressalta-se que foram obtidos baixos indices de span,
indicando proximidade dos resultados em torno da média. Os valores apresentados sao
inferiores aos indices de span encontrados na literatura: Torres (2006) obteve span 2,29
na producdao de microesferas de quitosana por atomizagdo em solugdo coagulante;

Domingues et al. (2008) encontraram na produgao de microparticulas de Eudragit S100
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e RS 30D por spray drying o melhor resultado com indice span igual 1,59; Oliveira (2004)

na obteng¢ao de microparticulas de quitosana por spray drying obteve span de 1,99.

A Tabela 33 apresenta os valores médios de absorvancia por grupo e o coeficiente de
variacdo. Novamente, os grupos G5 e G6 apresentaram valores muito maiores de
CV(%), mostrando que as caracteristicas da quitosana, em especial a massa molar,

impacta no processo de obtencédo de microparticulas.

Tabela 32 — Comparagio entre os valores médios de Dso, desvio padréo e coeficiente de
variacdo (CV%) dos grupos G1, G2, G3, G4, G5 e G6.

Grupo Amostras Média Dso do grupo (um)  CV (%) indice span
G1 1A2, 1B2, 1C2, 1D2, 1E2 28,88+4,44 15,39 1,3840,18
G2 2A2,2B2,2C2,2D2,2E2 36,23+12,55 12,55 1,3840,15
G3 3A2, 3B2, 1A2, 3D2, 3E2 25,57+3,81 14,91 1,49+0,13
G4 4A2, 4B2, 2A2, 4D2, 4E2 29,32+4,20 14,31 1,54+0,08
G5 1A2, 5B2, 5C2 15,09+8,91 59,03 1,54+0,14
G6 2A2,6B2, 6C2 20,89+9,58 45,89 1,53+0,12

Tabela 33 - Comparagio entre os valores médios de absorvancia, desvio padrio e coeficiente
de variacédo (CV%) dos grupos G1, G2, G3, G4, G5 e G6.

Grupo Grupo experimental Média absorvancia do grupo (u.a.) CV (%)
G1 1A2, 1B2, 1C2, 1D2, 1E2 1,2040,07 5,50
G2 2A2,2B2,2C2,2D2,2E2 1,38+0,06 4,50
G3 3A2, 3B2, 1A2, 3D2, 3E2 1,25+0,04 2,90
G4 4A2, 4B2, 2A2, 4D2, 4E2 1,4940,05 3,30
G5 1A2, 5B2, 5C2 1,42+0,22 15,50
G6 2A2,6B2, 6C2 1,54+0,10 6,80

5.5 Obtencao de vacinas para experimentagao in vivo

As principais motivagbes para purificagdo cromatografica foram a obtengdo de um

antigeno mais puro, capaz de resultar numa resposta imunolégica mais especifica contra
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toxina botulinica, e a redu¢do da quantidade de proteina por dose de vacina. Porém,

considerando-se que o rendimento e o fator de purificagdo das etapas cromatograficas
foram baixos foi decidido utilizar a toxina botulinica purificada parcialmente apds a etapa
de diafiltracdo (lote 01 e 02). Nesta etapa, considerou-se satisfatoria a qualidade
antigénica devido a redugao acima de 70% de proteinas do meio e aos bons resultados

obtidos nos testes de L+ e DLso, apresentados anteriormente.

Por meio da caracterizagédo das amostras de quitosana, verificou-se que a Chitopharm®
apresentou maior pureza, menor residuo de cinzas sulfatadas e baixa polidispersividade.

Portanto, a Chitopharm® foi escolhida para o preparo de vacinas.

As amostras dos lotes 01 e 02 de toxina botulinica tipo D foram destoxificadas por
intermédio da dialise durante 10 dias a 37°C contra tampao fosfato 50mM, pH 6,0,
contendo formol a 0,6%(V/V). A inativacéo da toxina foi verificada por teste de toxicidade
em camundongo e a qualidade do toxdide foi avaliada pelo teste de TCP. A Tabela 34

resume os resultados obtidos apds a destoxificagdo da toxina.

As vacinas foram preparadas conforme procedimento descrito no item 4.8.3.
Considerando os resultados do estudo do processo de obtencdo de particulas,
principalmente quanto ao parametro Dso, a velocidade de agitagéo e fluxo de adigao do
agente precipitante foram padronizados em 100RPM e 1,5mL.min"", respectivamente. A
Tabela 35 resume a composicao e as formulagdes obtidas para experimentacdo animal.
As vacinas contendo microparticulas de quitosana apresentaram comportamento

reprodutivel de distribuigdo granulométrica com valor de Dso de 23,8+3,8um.

Tabela 34 — Resultados do teste de inativagdo e do teste TCP das amostras de toxéide lote 01 e
02 recém preparadas e ap6s 4 meses sob refrigeracéo.

Parametros Amostra de toxodide
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Lote 01 Lote 02
Toxicidade negativo negativo
TCP.mL" (10%) 2 3
TCP.mL" (10%) (apds 4 meses, 4 a 8°C) 2 3

Tabela 35 — Resumo das formulagdes de vacinas preparadas para testes biologicos.

Vacina Toxoide (lote) Adjuvante
H1a, H2a, H3a, H1b, H2b, H3b 01 Hidréxido de aluminio
Microparticulas quitosana em
Q1,Q2, Q3 01
gel
Ha’ 02 Hidréxido de aluminio
Microparticulas quitosana em
Q,Q 02
gel
GG 02 Gel de Quitosana
M 02 Microparticulas quitosana

A Figura 47 mostra as fotomicrografias das microparticulas de quitosana da vacina Q3
obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV). As imagens mostram que as
particulas possuem tamanho menor que 5um, mas se apresentam como aglomerados
irregulares. O tamanho de particulas esta proximo ao obtido em outros trabalhos na
literatura, conforme descritos por Chen et al. (2007) e Il'ina et al. (2008). Contudo, &
diferente do resultado obtido por difracdo de raios laser e, provavelmente, deve estar
associado a formagao de aglomerados resultantes do numero de particulas formadas,
que depende da quantidade de solugao coagulante, possibilitando a interagbes
eletrostaticas. II'ina et al. (2008) também relatou a formagédo de agregagdo de
microparticulas obtidas por coacervagao com sulfato de sédio. Também ha possibilidade
da formagao de um raio hidrodinamico em torno das particulas que pode interferir na

leitura por difracdo de raios laser.
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Figura 47 - Fotomicrografias das microparticulas de quitosana carregadas com toxoide
botulinico tipo D (vacina Q3) aumentos de 3000 (A), 5000 (B) e 10000 (C e D) vezes (15 kV).

5.6 Estudo de eficacia das vacinas utilizando quitosana como adjuvante

Foram realizados trés delineamentos experimentais com finalidade de avaliar a dose-
resposta de cobaias em relagédo a quantidade de toxdide botulinico, o efeito de diferentes
formulacbes na eficacia da vacina e, por ultimo, a estabilidade e a proteg¢ao das vacinas

adjuvantadas com quitosana.

No primeiro experimento, os animais foram divididos aleatoriamente em 9 grupos. Os

animais dos grupos H1a, H2a e H3a receberam dose de vacina formulada com gel de
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hidréxido de aluminio contendo quantidade de toxdide equivalente a 10.000, 50.000 e

75.000DLso mL™", respectivamente, nos dias 0 e 21. Os animais dos grupos H1b, H2b e
H3b receberam dose de vacina formulada com hidréxido de aluminio contendo
quantidade de toxoide equivalente a 10.000, 50.000 e 75.000DLso.mL",
respectivamente, somente no dia 0. Os animais dos grupos Q1, Q2 e Q3 receberam dose
de vacina formulada com microparticulas de quitosana em gel contendo quantidade de
toxdide equivalente a 10.000, 50.000 e 75.000DLso.mL-", respectivamente, no dia 0. A
coleta de sangue foi realizada nos dias 21, 42, 63, 84, 105, 126, 147 e 161 apds a
administragcdo das vacinas no dia 0. As vacinas que apresentaram titulo menor que
2UL.mL" no 42° dia ou titulo <1UL.mL" nos dias subsequentes a coleta tiveram o

experimento interrompido.

Os tratamentos com as vacinas contendo dose de toxdide equivalente a 10.000DLso.mL"
1 (H1a, H1b e Q1) ou com dose Unica de vacina adjuvantada com hidroxido de aluminio
(H2b e H3b) ndo induziram resposta imunolégica nos animais, pois apresentaram titulos
menores que 1ULmL"' nos dias 21 e 42. A relagdo dose-resposta foi evidente
comparando-se os resultados entre vacinas contendo 10.000DLso.mL™" (H1a e Q1) e
50.000DLso.mL" (H2a e Q2). Mas, ndo houve uma relagdo dose-resposta entre as
vacinas contendo 50.000DLso mL"' (H2a e Q2) e 75.000 DLso mL'(H3a e Q3) e,
provavelmente, € devido a uma estreita diferenca de quantidade de toxdide. Woodward
et al. (2003) trabalhando com vacina recombinante contra botulismo tipo D também
verificou que ha uma relagdo dose-dependente para a resposta imunoldgica ao comparar

a protecao obtida para doses de 0,6, 1 e 10ug de toxdide por dose.

A Figura 48 mostra que enquanto as vacinas H3a e H2a, adjuvantadas com hidroxido de
aluminio, apresentaram titulos de anticorpos <1Ul.mL"" pelo teste de soroneutralizagéo
nos dias 63 e 84, respectivamente. As vacinas a base de microparticulas em gel, Q2 e
Q3, mantiveram o titulo de anticorpos ao longo dos 161 dias acima de 2Ul.mL",
sugerindo prolongamento da resposta imune. A comparagao estatistica entre os
resultados de titulo do pool de soro de seis animais tratados com as vacinas Q2 e Q3,

coletados a cada tempo, ndo apresentaram diferenca significante (p > 0,175).
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Figura 48 — Titulo de anticorpos do pool de soros de cobaias (n=6) contra toxina botulinica tipo
D (BoNT D) em fungao do tempo apés administragdo de dose de 5mL por via subcutidnea no dia
zero contendo quantidade de toxoide botulinico tipo D equivalente a 50.000 DLso mL"' (H2a e Q2) e
75.000DLso mL' (H3a e Q3). Os animais dos grupos H2a e H3a receberam dose reforgo de mesmo
volume no dia 21. Os animais dos grupos Q2 e Q3 foram imunizados com dose Unica. As analises
foram realizadas em duplicata.

A Tabela 36 apresenta os valores das médias dos titulos de anticorpos dos individuos
durante os 126 dias do experimento. Na avaliagao intragrupo, os resultados dos titulos
para vacina Q2 (p = 0,07) e Q3 (p = 0,13) n&o apresentaram diferenga significativa ao
longo do tempo. Ou seja, o titulo de anticorpos se mantém ao longo dos 126 dias de
analise, enquanto o mesmo n&o ocorreu com as vacinas a base de hidréxido de aluminio.
Comparando-se as médias entre Q2 e Q3, n&do houve diferenga significativa entre
vacinas nos diversos dias de coletas (p > 0,05). As respostas imunolégicas para os
tratamentos com as vacina Q2 e Q3 apresentaram perfis semelhantes e n&do houve

diferenca estatistica entre as vacinas (p = 0,20). Deve-se considerar que ha um intervalo



183
muito curto entre as quantidades de toxdide das vacinas Q2 e Q3, equivalente a um

aumento de 50%, enquanto a relacao entre Q1 e Q2 foi de 500%.

Tabela 36 — Média e desvio padrio dos titulos de anticorpos dos individuos dos grupos Q2 e Q3
obtidos nos dias 42, 63, 84, 105 e 126 apés imunizacgao.

Dias Q2 Q3
42 4,0+1,5%a 1,842,042
(n=6) (n=5)
63 6,2+3,2Aa 2,6+1,3A2
(n=6) (n=5)
84 10,047,142 7,018,472
(n=4) (n=5)
105 9,0+2,2Aa 6,8+3,0%a
(n=5) (n=4)
126 13,048,772 11,8+9,6A2
(n=4) (n=4)
Média 7,945,394 5,7+6,44"

Letras maiusculas distintas na mesma linha, indicam diferenga estatistica entre as vacinas.

Letras minusculas distintas na mesma coluna, indicam diferenca estatistica entre os tempos (dias de
mensuragao).

No segundo experimento os animais receberam dose de vacina contendo quantidade de
toxdide botulinico tipo D equivalente a 75.000DLso mL'. Os animais do grupo Ha’
receberam dose de vacina formulada com gel de hidréxido de aluminio nos dias 0 e 21.
Os animais dos grupos Q, G e M receberam dose de vacina formulada com
microparticulas de quitosana em gel, gel de quitosana e microparticulas,
respectivamente, somente no dia zero. A coleta de sangue ocorreu nos dias 21, 42, 63,
84, 105, 126, 147 e 168 (Figura 49). Apds 3 dias de administragao, foi observada reagao
local para as vacinas contendo quitosana com formag¢do de um pequeno nddulo,
tamanho 2x2cm, e leve edema que regrediu apds cerca de trés semanas da
administragdo. A vacina adjuvantada com hidroxido de aluminio apresentou também
formacdo de ndédulo e de edema mais intenso e com persisténcia maior que quatro

semanas.
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No dia 21 todos os tratamentos apresentaram resultados de titulo menor que 1UlL.mL"".

Os resultados da Figura 49 mostram que a formagdo de anticorpos contra toxina
botulinica tipo D foi satisfatéria para todos os tratamentos, pois todas as vacinas
apresentam titulo acima de 2Ul.mL-" no dia 42. Os perfis de formagéo de anticorpos

mostram aumento ao longo do tempo para as vacinas adjuvantadas com quitosana.
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50 A M

40 -

T

Lom Ll

42 63 84 105 126 147 168

Titulo de anticorpo anti BONT D (UI.mL'1)

Dias
Legenda:

EE Microparticulas (M)

I Microparticulas em gel (Q)
[ Hidroxido de aluminio (Ha'")
[ Gel de quitosana (G)

Figura 49 — Titulo de anticorpos do pool de soros de cobaias contra toxina botulinica tipo D
(BoNT D) em funcao do tempo apés administragao de dose de S5mL por via subcutidnea contendo
quantidade de toxoide botulinico tipo D equivalente 75.000DLso mL™'. Os animais do grupo Ha’
foram imunizados nos dias 0 e 21. Os animais dos grupos Q, G e M foram imunizados com dose
unica no dia 0. Foi analisado pool de soro de 12 animais no dia 42 e de no minimo 6 animais nos
dias 63, 84, 105, 126, 147 e 168. As analises foram realizadas em duplicata.
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Destaca-se que ha diferenga significante entre os tratamentos com vacinas a base de

quitosana e hidroxido de aluminio, ou seja, Me Ha’ (p =0,001), Qe Ha’ (p=0,011)e G
e Ha’ (p = 0,011). Porém, nao ha diferencga significante entre as vacinas adjuvantadas
com quitosana. Ressalta-se que Q e G sdo semelhantes entre si (p = 0,94). Esses dados
mostram que a formacgao de anticorpos utilizando a vacina M é bastante superior a vacina
a base de hidréxido de aluminio. Apesar das respostas imunolégicas entre M, Q e G néo
apresentarem diferenga significante, a maior diferenca entre M e Ha’' indica uma

tendéncia deste sistema apresentar maior titulo de anticorpos.

A Figura 50 apresenta as médias dos titulos de anticorpos das analises de soro dos
individuos nos dias 42, 63, 84, 105, 126, 147 e 168 tratados com as vacinas M, Q, Ha’ e
G. A comparacao entre as medianas mostra que M apresentou uma resposta imune
superior a Ha’ (p = 0,012) e que ha forte tendéncia da vacina G ser diferente da Ha’ (p =
0,052). Verificou-se que nos dias 126 e 147 as vacinas M, Q e G apresentaram maiores
respostas imunoldgicas que Ha’, (p = 0,036) e (p = 0,015), respectivamente. Ressalta-se
que ha tendéncia de diferenga entre as vacinas G e Ha’ (p = 0,051) no dia 42 e entre M
e Ha’ (p = 0,053) no dia 168. Provavelmente, o aumento do numero de amostras pode
evidenciar estas diferencas. Na avaliagao intragrupo (Tabela 37) os titulos de anticorpos
do dia 42 foram menores que os dias 126, 147 e 168 (p = 0,01) para M, que nos dias 126
e 147 (p = 0,05) para vacina Q, que nos dias 63 e 84 para vacina Ha’' e que no dia 126
(p = 0,05) para G. Esses resultados sugerem que as vacinas adjuvantadas com
quitosana estejam liberando o antigeno de forma mais lenta que o hidroxido de aluminio,

e que ocorre um burst no dia 126 para as primeiras e no dia 63 para a ultima.
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Figura 50 — Titulo de anticorpos dos soros individuais de cobaias contra toxina botulinica tipo
D (BoNT D) em fungao do tempo apés administracdo de dose de 5mL por via subcutanea
contendo quantidade de toxéide botulinico tipo D equivalente 75.000DLso mL-'. Os animais do
grupo Ha’ foram imunizados nos dias 0 e 21. Os animais dos grupos Q, G e M foram imunizados
com dose Unica no dia 0. Foram analisadas amostras de soro de 12 animais no dia 42 e de no
minimo 5 animais nos dias 63, 84, 105, 126, 147 e 168.
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Tabela 37 — Medianas dos titulos de anticorpos dos individuos dos tratamentos com vacinas M,
Q, Ha’ e G obtidos nos dias 42, 63, 84, 105, 126, 147 e 168 apés imunizacgao.

DIAS M Q Ha G

42 5A 7,50 5AD 104
(n=11) (n=12) (n=12) (n=12)

63 20Aab 1 OAab 20Aa 1 5Aab
(n=8) (n=9) (n=5) (n=8)

84 20Aab 1 OAab 20Aa 1 5Aab
(n=6) (n=5) (n=5) (n=8)

105 20Aab 1 OAab 1 OAab 1 5Aab
(n=5) (n=7) (n=6) (n=8)

126 50Aa 35ha 10Bab 35h7a
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

147 50Aa 35ha 1(QBab 20Aab
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

168 50Aa 30Aab 1 5Aab 20Aab
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

MEDIANA 204 10AB 108 2078

Letras maiusculas distintas na mesma linha, indicam diferenca estatistica entre as vacinas.

Letras minusculas distintas na mesma coluna, indicam diferenga estatistica entre os tempos (dias de
mensuracgao).

No terceiro experimento, 12 animais por grupo receberam dose unica da vacina contendo
quantidade de toxoide botulinico tipo D equivalente a 75.000DLso mL' que foram
preparadas com microparticulas em gel (Q e Q') ou com gel de quitosana (G e G’)
(Tabela 38). Para avaliagdo da estabilidade da preparacédo, Q e G foram conservadas
por 120 dias sob refrigeragcdo. As vacinas contendo antigeno encapsulado em
microparticulas de quitosana em gel (Q e Q') e suspenso em gel (G e G’) apresentaram
apods 42 dias niveis de anticorpos 2,5 e 5 vezes maior que 0 necessario para aprovagao

no teste de eficacia preconizado pela legislagéo brasileira.
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Tabela 38 — Titulo de anticorpos contra toxina botulinica tipo D do pool de soro de cobaias
(n=12) no dia 42 apés administragao subcutianea de dose Unica das vacinas adjuvantadas com
microparticulas de quitosana em gel (Q e Q’) e com gel de quitosana (G, G’) contendo quantidade
de toxéide botulinico tipo D equivalente 75.000DLso mL-".

Vacina Armazenagem 4-8°C Titulo de anticorpo apds 42
(dias) dias de vacinagdo (Ul.mL™")
Q 120 5
Q' 7 5
G 120 10
G’ 7 10

Logo em seguida, os animais imunizados com Q' e G’ foram desafiados contra doses
crescentes de toxina botulinica tipo D (Tabela 39). As cobaias foram separadas em cinco
grupos de 4 individuos. Em cada grupo, havia 2 animais que foram tratados com a vacina
Q’ e outros dois animais tratados com a vacina G’. Os grupos de 1 a 5 receberam dose
intraperitonial equivalente a 10, 102, 103, 10* e 10°DLso, respectivamente. Como grupo
controle, os animais nao imunizados receberam dose de 10DLso. Apds 1 dia de
observacgéao, os animais do grupo controle ja haviam morrido e apds 14 dias nenhum dos
animais imunizados morreu ou apresentou sinais de paralisia. Portanto, a imunizagao
com a vacina adjuvantada com quitosana foi capaz de proteger os animais contra dose
de até 10°DLso. Woodward et al. (2003) ap6s a imunizagdo de camundongos com
10ug/dose de toxina recombinante tipo D (rBoNT/D) utilizando adjuvante completo de
Freund na primeira (dia zero) e adjuvante incompleto de Freund na segunda dose (2
semanas apos), desafiou 5 camundongos com quantidades crescentes de 10 a 10°DLso
de toxina. Os resultados obtidos mostraram que até a dose de 103DLso todos os animais
sobreviveram, porém com doses acima houve morte de 40%. Webb et al. (2007) desafiou
dez camundongos previamente vacinados com trés doses de vacina contendo 5ug de
rBoNT/D Hc a base de gel de aluminio (0, 4 e 8 semanas) e obteve maxima protecao
contra 10°DLso de toxina botulinica tipo D. Comparando-se os tratamentos, apesar da
diferenga entre espécies, os resultados mostram que as vacinas Q' e G’, apés uma unica

administracdo, demonstram boa eficacia com protecao das vinte cobaias.
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Portanto, os trés delineamentos experimentais para vacinas adjuvantadas com
quitosana, administradas em dose Unica, apresentam resultados de eficacia a partir de
diferentes lotes de toxdide botulinico e com dose de toxdide equivalente a 50.000 e
75.000DLso mL-'. Os resultados apresentados nas Figuras 48 e 49, obtidos a partir da
avaliacao do pool de soros, mostram que a respostas imunoldgica utilizando vacinas
adjuvantadas com quitosana apresentam titulo de anticorpos mais alto quando
comparada com a vacina a base de hidréxido de aluminio apds dose de reforco.
Consequentemente, a utilizacdo deste adjuvante possibilita a otimizagdo de dose pela
reducédo da quantidade de antigeno administradado ou a incluséo de outros antigenos

na mesma dose.

Tabela 39 - Sobrevivéncia de cobaias a dose de desafio com toxina botulinica tipo D devido ao
efeito da vacinagao com as formulagcoes Q’ e G’.

Numero de sobreviventes/numero total de animais por dose desafio

Grupo (numero de DLso de toxina botulinica tipo D)
10 10? 103 104 10°
Q 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2
G’ 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2
N&o vacinado 0/2 - - - -

A comparacgao entre os resultados apresentados para vacina a base de microparticulas
em gel, nos trés delineamentos experimentais, mostra uma melhor performance das
formulagbes obtidas a partir do lote 02 (Figuras 49 e 50). Esses resultados inferiores
podem estar associados tanto ao processo de purificacdo que pode influenciar a
qualidade do antigeno (Tabela 34), bem como ao fato dos animais nao serem isogénicos.
Em ambas as formas farmacéuticas, microparticulas ou em gel, a cinética de formagao
de anticorpos contra botulismo tipo D sugere prolongamento da resposta imune,

conferindo altos niveis de anticorpos ao longo de 168 dias (Figuras 49 e 50). A
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possibilidade de utilizar os dois tipos de formas farmacéuticas apresenta vantagens

importantes a destacar. O processo de produgdo da vacina com gel de quitosana é
simples, consequentemente, mais rapido e de menor custo. Por outro lado, a utilizagdo
de microparticulas permite a separacao fisica de proteinas e, deste modo, torna-se
potencial sistema quando se pretende proteger o antigeno e aumentar a estabilidade e

eficacia em vacinas associadas, por exemplo.

Até os dias atuais, o hidréoxido de aluminio é considerado referéncia ouro para
desenvolvimento de novos adjuvantes, porque € uma alternativa de substancia nao
toxica para o adjuvante completo de Freund e permance como o adjuvante mais
comumente utilizado. Porém, desvantagens associadas a incapacidade de induzir
resposta imunoldgica celular e a necessidade de vacinas baseadas em subunidades e
peptideos de utilizar um melhor potencializador que o hidréxido de aluminio (USINGER,
1997), colocam a quitosana como um oOtimo candidato para substitui-lo na area
veterinaria, e especificamente, para vacinas contra botulismo pelo baixo custo e a

capacidade de imunizacao a partir de dose unica.

5.7 Perspectivas futuras

= \erificar a viabilidade de utilizar os sistemas desenvolvidos em vacinas

associadas para tratamento de clostridioses.

= Investigar a utilizagdo da iodacao para destoxificagdo da toxina botulinica;

= Avaliar a capacidade das vacinas em induzir resposta imune em animais de

grande porte, como ovinos, caprinos e bovinos.

= Obtencao da patente da vacina que foi depositada no INPI — “Vacina single
shot contra botulismo” sob numero de protocolo 014100003401 em 29/09/10.
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192

CAPITULO 6

6. CONCLUSOES

= Foram desenvolvidas e produzidas duas vacinas contra botulismo tipo D a

base de hidrogel e microparticulas de quitosana que apresentaram alta imunogenicidade,
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antigenicidade especifica, auséncia de efeitos colaterais e capacidade de imunizacao de

animais a partir de uma dose unica.

= Obteve-se a toxina de C. botulinum tipo D parcialmente purificada com sua

atividade toxica preservada.

= A utilizacdo de formol para destoxificacdo da toxina mostrou ser eficaz na
obteng¢ao de um antigeno atoxico, conforme bioensaio em camundongo, e com qualidade

antigénica preservada avaliada pelo teste de TCP.

= As amostras de quitosana foram caracterizadas e apresentaram como

diferengas principais a pureza, a massa molar e a uniformidade.

= Foipossivel definir que a adigdo de Lutrol F 127, a agitagéo e o fluxo de adigao
da solucgao de sulfato de sédio impactam na formacgao e na distribuicdo granulométrica
de microparticulas de quitosana, mas os fatores de maior relevancia foram a massa

molar e a concentragao polimérica.

= As vacinas a base de microparticulas e hidrogel de quitosana apresentaram
resposta imunoldgica satisfatoria apds 42 dias a partir de uma unica administragdo em

cobaias.

= Os perfis de formagao de anticorpos mostram que os niveis de anticorpos
especificos no soro podem ser mantidos pela resposta imune de longa duracéo e
sugerem que as formulagbes a base de quitosana se comportam como sistemas de

liberagao prolongada do antigeno.
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ANEXO A - Certificados do Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CETEA)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos gue o Protocolo n® 107/2008, relativo ao projeto intitulado
“Encapsulamento de foxdide botulinico purificado em microesferas de quitosana
para fins de imunizacdo de cobaios”, que tem como responsavel(is) Armando da Silva
Cunha Janior , esta(3o) de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal,
adotados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), tendo
sido aprovado na reunido de 13/ 08/2008.

Este certificado expira-se em 13/ 08/ 2013.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 107/2008, related to the project entitled
“Encapsulation of purified botufinum toxoid in chitosan microspheres for
immunization of guinea pigs’, under the supervisiors of Armando da Silva Cunha
Jinior, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by
the Ethics Committee in Animal Experimeniation (CETEA/UFMG), and was approved
in August 13, 2008.

This certificate expires in August 13, 2013.

Belo Horizonte, 18 de Agosto de 2008,

Prof. Humberto Pereira Oliveira
Coordenador do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 17/2010, reiativo ao projeto intitulado
“Desenvolvimento de vacina de dose tinica conira o botulismo tipo D
utilizando microesferas de quitosand’, que tem como responsavel(is) Armande
da Silva Cunha Junior , esti(80) de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacdc Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunizo de 28/ 04/2010.

Este certificado expira-se em 28/ 04/ 20i5.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 17/2010, related to the project entitled
“Development of a single shot vaccine againsi botulism type D uising
chitosan microspheres”, under the supervisiors of Armando da Silva Cunha
Junior, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation,
adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG),
and was approved in April 28, 2010.

This certificate expires in April 28, 2015,

Belo Horizont de Maic de .
e

Prcf. Humberto Pereira Ofiyeiva

Coordenador do CETEA MG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 -- Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Saia 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasi
Telefone: (31) 3482-4516

www.ufma.br/bicetical/cetea - cetea@prpg ufmg.br
(Mod.Cert. v1.0)
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