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DANNA, Caroline Silva. Utilizagdo de membranas de borracha natural com
nanoparticulas de prata como métodos de separacdo de parasitas infectantes de
Leishmania braziliensis. 2012. Dissertacdo (Mestre em Ciéncias e Tecnologia de Materiais)
— UNESP, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, Presidente Prudente, 2011.

RESUMO

As membranas de BN foram obtidas do latex da seringueira Hevea braziliensis, através da
técnica de casting. Este trabalho apresenta as fases de obtencdo e caracterizagcdo de membranas
de borracha natural (BN) com incorporacdo coloidal de nanoparticulas metélicas de prata
(AgNPs) gerando compdsitos de BN/Ag. A incorporacdo das nanoparticulas de prata na
membrana de BN se deu através do método de reacdo in situ, no processo de reducdo quimica
do sal de nitrato de prata (AgNOg), utilizando dgua como meio reacional, para diferentes
tempos de reducdo. Os compositos de BN/Ag foram utilizados para aplicagdo no processo de
separacao dos parasitas infectantes de Leishmania braziliensis. Esta etapa € necessaria na busca
de uma vacina eficiente contra a leishmaniose causada pela espécie original do Brasil. A
eficacia do processo foi verificada por meio dos estudos comparativos com o método de
separacdo de protozoarios utilizando a 1a de vidro. Trés testes biologicos foram realizados,
sendo (i) a cinética de crescimento populacional in vitro das formas promastigotas e
amastigotas; (ii) a sintese de oxido nitrico (NO) por macréfagos murinos e; (iii) infeccdo
experimental de camundongos isogénicos BALB/c e C57BL6. A caracterizagcdo do composito
de BN/Ag foi realizada através das técnicas de Espectroscopia no Ultravioleta visivel (UV-
VIS), andlises térmicas por calorimetria exploratdrio diferencial (DSC) termogravimetria (TG)
e acoplamento de termogravimetria com infravermelho (TG/FT-IR). Os resultados mostram a
ocorréncia da reducdo das nanoparticulas de prata na membrana de BN, em diferentes tempos,

e que ndo interfere nas propriedades termomecanicas, nas temperaturas de transi¢des de fase e

na estabilidade térmica, quando comparado com a membrana de BN pura. Os testes bioldgicos



comprovaram que o compoésito BN/Ag tem a propriedade de separar a duas fases do
protozoario, e mantém a fase prociclica viva.
Palavras-chave: borracha natural, nanoparticulas de prata, processo de separagdo, Leishmania

braziliensis



ABSTRACT

The natural rubber membranes (NR) were obtained from the latex Hevea braziliensis rubber
tree, using the technique of casting. This work presents the stages of obtainment and
characterization of NR membranes with colloidal incorporation silver metallic nanoparticles —
AgNPs, producing composites of NR/Ag. The NR/Ag membranes were used for application
into separation process of the Leishmania braziliensis parasites. This stage is very important in
the research for an effective vaccine against leishmaniasis, caused by the original species in
Brazil. The effectiveness of the process will be done through comparative studies across the
methods of separation of protozoa, using the membranes NR/Ag and glass wool. Three
biological tests were accomplished: (i) the growth Kkinetics of population of promastigotas and
amastigotes in vitro; (ii) the synthesis of nitric oxide NO by murine macrophages; and (iii)
experimental infection of inbred mice BALB/c and C57BL6. The characterization of the
composite NR/Ag was performed using the techniques of ultraviolet visible spectroscopy (UV-
Vis), thermal analysis differential scanning calorimetry (DSC), thermogravimetry (TG) and
thermogravimetry coupled with infrared (TG/FT-IR) . The result show the occurrence of the
reduction of silver nanoparticles in the membrane of NR in different reduction times and does
not interfere in the thermomechanical property, at temperatures of phase transitions and thermal
stability compared with the membrane of pure NR. The biological tests to maintain non-
infectious phase without cell damage that the composite BN / Ag has the capacity to separate
the two stages of the protozoan, and keeps the stage alive procyclical.

Keywords: natural rubber, silver nanoparticles, separation process and Leishmania braziliensis



INTRODUCAO

Muitas espécies vegetais sdo capazes de produzir uma seiva leitosa, com
caracteristicas muito préximas a do latex. No entanto o nimero de espécies que geram essa
seiva em quantidade e qualidade suficientes para exploracdo comercial é bem reduzida, sendo
a espécie Hevea brasiliensis, originaria da Amazoénia, a principal produtora de borracha
natural comercialmente viavel [1].

O primeiro registro do emprego da borracha natural foi sua utilizacdo, pela
civilizacdo Maia, como matéria prima para a fabricacdo de artefatos utilizados para o
entretenimento da populacdo. Eles fabricavam esses artefatos, que em sua maioria tinham o
formato de uma bola, coagulando o latex e posteriormente aquecendo-0 nas cinzas das
fogueiras para imprimir maior resisténcia ao material [2,3]. Os portugueses a utilizavam para
fabricar uma espécie de aparato para armazenagem e transporte de vinho e também como
apagador [4].

No século XVII com o crescimento do cenério industrial na Europa, a borracha se
torna também uma importante matéria prima aplicada na industria de materiais a prova
d’agua, que necessitavam apresentar leveza e maleabilidade. A borracha comecou a ser
utilizada pra diversos fins. Essa foi uma época conhecida como “febre” da borracha, onde se
queria fabricar uma grande variedade de artefatos a base de borracha. Forram fabricados
desde pecas do vestuario, como ligas elastica, suspensorios e calgcados, até recipiente para
armazenamento para diferentes utilidades.

Essa “febre” ndo durou por muito tempo, pois com a mudanca no clima, devido as
estacdes do ano, os produtos a base de borracha sofriam mudancas que desagradavam o0s
consumidores. A medida que eram expostos a um aumento de temperatura, se tornavam moles
e pegajosos e ainda exalavam um odor muito forte, sendo que em épocas em que O invernos

se mostravam mais rigorosos, convertiam-se em materiais com rigidez elevada.



Em 1826 pesquisadores mostram que a natureza quimica da borracha consistia em
carbono e hidrogénio, sendo que W. Tilden estudou separadamente as fragdes que constituem
a borracha natural, sendo uma dessas parcelas o isopreno, um material volatil, que apds algum
tempo de estocagem tornou-se borracha.

No ano de 1839, Charles Goodyear publicou alguns estudos que mostram a
influéncia da temperatura e o acréscimo de enxofre a borracha natural como forma de
modificar suas propriedades, eliminando os problemas antes enfrentados diante a varia¢do do
clima, tornando-a mais resistente e assim mais nobre para a industria. A borracha que passa
por esse processo de cura a base de enxofre é chamada borracha vulcanizada, em homenagem
ao deus romano do fogo Vulcano [5]. Com essa descoberta a demanda de utilizagcdo deste
polimero aumentou consideravelmente, sendo que nos dias atuais ainda se utiliza esse
processo de cura da borracha natural, possibilitando a fabricacdo de diversos materiais, que
vao desde artefatos para industria pneumatica até luvas cirdrgicas, como mostrado na Figura

1.

Figura 1 - Produtos fabricados com Borracha Natural.



O Brasil, na década de 50, representava uma parcela significativa no
abastecimento deste mercado em constante expanséo, detendo 90% da producdo de borracha
natural. Essa matéria prima era proveniente da regido Amazoénica no Brasil, o0 que levou ao
desenvolvimento econémico desta regido, produzindo também um alto fluxo migratério de
trabalhadores para o local.

No ano de 2011, a producdo mundial de borracha natural atingiu a marca de
10.974 toneladas, sendo esta producdo quase toda consumida pelo mercado [6]. Os valores da
producdo mundial de borracha no ano de 2011 sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1- Paises produtores de Borracha Natural

Paises Producéo (10° toneladas) Porcentagem da
produtores producdo mundial
Tailandia 3.394 30.93%
Indonésia 2.487 22,66%
Malésia 996 9,98%
Brasil 135 1,23%

Tabela 1 - Panorama da producédo mundial de borracha natural. Adaptado de
http://www.iac.sp.gov.br/areasdepesquisa/seringueira/importancia.php [6].

O maior mercado consumidor dessa matéria prima € a China, seguida pelos paises
da Comunidade Europeéia, Estados Unidos e Japdo; os dados do consumo desses paises

seguem organizados na Tabela 2 [6].

Tabela 2- Paises consumidores de Borracha Natural

Paises consumidores Porcentagem consumida
China 32,98%
Comunidade Européia 11,13%
Estados Unidos 9,42%
Japéo 7,00%

Tabela 2 - Panorama do consumo mundial de Borracha Natural. Adaptado de
http://www.iac.sp.gov.br/areasdepesquisa/seringueira/importancia.php [6].



No Brasil a producdo esta concentrada na regido Sudeste e Centro-Oeste, com um
sistema de cultivo de plantas de alta produtividade que se adaptou muito bem ao clima da
regido [6,7]. A Figura 2 mostra um Tabela com os estados brasileiros produtores e também as
quantidades de matéria de borracha natural gerada por cada um, em relagdo a producao do

Pais no ano de 2011[6].

Figura 2 - Producéo de Borracha Natural nos Estados Brasileiros. Fonte
http://www.iac.sp.gov.br/areasdepesquisa/seringueira/importancia.php [6].

Mesmo sendo um pais com caracteristicas favoraveis para o plantio da
seringueira, como grande area territorial e clima propicio, o pais ainda apresenta um déficit
muito grande na producdo, tendo que importar a maior parte da borracha natural aqui
consumida.

Dados do International Rubber Study Group (IRSG) mostram que mesmo a
producdo interna atingindo o maximo de 135 mil toneladas no ano corrente, esse valor ainda

ndo é o suficiente para atender a demanda do mercado consumidor do Pais.



A Figura 3 mostra uma relacdo entre a producdo, importacdo e 0 consumo de

borracha natural no periodo que vai do ano de 1995 até o ano de 2008.

Figura 3- Producéo, consumo e importacéo de borracha natural no Brasil no periodo de 1995 a 2008.

http://www.iac.sp.gov.br/areasdepesquisa/seringueira/importancia.php



Essa discrepancia entre o consumo e a producdo estd longe de terminar,
estimativas do instituto Borracha Natural Brasileira mostram que no ano de 2020 o consumo
interno de borracha natural serd cerca de duas vezes maior do que a producgdo brasileira. A
Figura 4 mostra o perfil de consumo e producdo de borracha natural no Brasil até os dias de

hoje assim como uma previsdo para 0s anos que se seguem.

Figura 4- Producédo x Consumo de Borracha Natural no Brasil no periodo de 1970 a 2020. Dados do instituto Agronémico de
Campinas (IAC)

A borracha natural tem um papel muito importante no mercado mundial, seja
como matéria prima para produtos da construcdo naval, civil até produtos na area médica,
devido a sua biocompatibilidade. Muitos grupos de pesquisas estdo focados em combinar
essas propriedades com as de outros materiais, como por exemplo, 0s metais nobres [8, 9].

A utilizacdo de nanoparticulas metélicas é conhecida desde a antiguidade, sendo
que a primeira civilizacdo a dominar a extragdo e fabricagdo de materiais utilizando a prata
foram os Caldeus.

Essa civilizacdo desenvolveu uma forma de extrair este metal através do

processamento de minérios de chumbo. Esse minério era utilizado na fabricacdo de moedas e



utensilios domésticos, como jarras para armazenar agua, pois eles acreditavam que a prata
presente no artefato mantinha a 4gua sempre limpa e fresca.

O primeiro relato da utilizagcdo das nanoparticulas foi a mistura de pequenas
particulas de prata com o intuito de modificar a cor de alguns objetos, sendo o caso mais
conhecido “A Copa do Licurgo”. Essa € uma taca de fabricacdo romana, feita de bronze onde
particulas de prata e ouro foram incorporadas, gerando uma variacdo em sua cor dependendo

do angulo de incidéncia da luz na taca, como pode ser visto na Figura 5 [10].

Figura 5 - O calice de Lycurgus no acervo do British Museum com diferentes iluminacgdes. (A) peca iluminada por fora, (B)
peca iluminada por dentro [10].



A aplicacdo de nanoparticulas com a mesma finalidade pode ser encontrada em
vitrais e também em coloracdo de pecas ceramicas. A forma metéalica da prata também era

muito utilizada na confec¢do de moedas, como mostrado na Figura 6.

Figura 6 - (A) Vitral multicolorido da Catedral de Notredame; (C) Ceramica iraquiana policromatica no acervo do British
Museum; (C) Moedas fabricadas com prata metalica [10].

Durante algum tempo a mineracédo e utilizacdo de prata ficou estabilizada, sem
novos avancos. No século XII, com a descoberta do Novo Mundo, a prata volta a evidéncia,
sendo que os paises Bolivia, México e Peru detinham 85% na producdo mundial e do
comércio desse metal.

A aplicagdo tecnoldgica da prata teve seu apice nos anos de 1876 a 1920 com o
aumento da produgdo mundial devido as descobertas de fontes de prata em outras regides,

com na Australia, na América Central e Europa.



Esse aumento na procura da prata para diversas aplicagfes contribuiu para a
melhoria nos métodos de obtencdo de tal material, sendo que nos dias de hoje a produgéo
chega a de 671 milhdes de ongas troy *.

A utilizacdo de Nanoparticulas de Prata é ampla por apresentar propriedades
fisicas, quimicas e biol6gicas muito interessantes. Dentre essas propriedades destacam-se as
propriedades bactericida [11,12] e antibacteriana [13], abrangendo uma grande gama de
bactérias Gram positivas/negativas [14], biocompatibilidade elevada e baixa toxicidade em
celulas animais.

Tambem se tém estudos sobre a acdo antiviral das nanoparticulas de prata [15] e
também para desinfetar dispositivos médicos, aparelhos eletrodomésticos e até no tratamento
da &gua [16]; esses fatos geram interesse em associar esse material nobre as pesquisas na area
da saude.

Existe uma enormidade de doengas, principalmente enfermidades tropicais que
ndo apresentam mecanismos de tratamento ou prevencdo que sejam claros e se faz necessario
0 estudo do comportamento de micrébios patogénicos na presenca de nanoparticulas
metéalicas, como a prata [17, 1818].

A leishmaniose se trata de uma infeccdo provocada por um parasita do género
Leishmania, que se manifesta no ser humano na forma cutanea, como Ulceras na pele [19, 20],
na forma visceral, com hepato e esplenomegalia [21] e na forma tegumentar difusa, que gera
lesbes que ultrapassam a barreira superficial da pele atingindo cartilagens, articulacdes e

tecidos conjuntivos mais profundos [22].

1 Onca troy é uma unidade de medida utilizada para avaliar metais preciosos. Uma onga troy corresponde a 31,108 gramas.
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A Figura 7 mostra os diferentes tipos de lesdes causadas pelo protozoario da L.

brasiliensis

Figura 7 - (A) Leséo ulcerativa do tipo exsudativa, forma comum ndo tratada da leishmaniose cutdnea de um paciente de
Araraquara/SP, localizada na perna direita; (B) Imagem tronco-abdominal de uma crianca com leishmaniose visceral,
evidenciando a posi¢do e 0 aumento do figado e do bago, imagem disponivel no site da WHO/Leishmaniasis; (C) Imagem de
um bago canino extraido de um céo infectado durante epidemia de leishmaniose visceral em Araraquara/SP, evidenciando
lesdes adenocorticais e faléncia do érgdo, justificando o Tabela anémico do paciente e posterior morte; (D) Imagem de
paciente vitima da leishmaniose tegumentar difusa, com lesdes no palato, bochecha e labios, também na forma exsudativa.

O género Leishmania agrupa mais de 50 espécies de protozoarios, todos
causadores de formas da doenca, variando sobre aspectos como a patogenicidade, a forma
clinica da doenca e até posicdo geografica, ja que os parasitas podem ser divididos entre
micrébios do Velho e Novo Mundo. Isso € um fator que gera dificuldade no tratamento da
infeccdo ja que para cada tipo diferente de doenca e espécie causadora € preciso um
tratamento diverso.

Sabe-se que boa parte das espécies conhecidas de protozoarios flagelados do

género Leishmania passa por um processo de amadurecimento celular denominado
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metaciclogénese [23,24] que habilita tal microorganismo a sobreviver em ambientes hostis,
como o intestino médio do inseto flebotomineo e o plasma sanguineo humano [22].

Tal amadurecimento é evidente pela ativagdo de uma série de genes que
aumentam a mobilidade do parasita e a sintese de glicoconjugados e lipoproteinas que
compdem um novo glicocélix protetor a membrana plasmatica do ser [25].

As celulas que completam tal ciclo de amadurecimento, promastigotas
metaciclica, sdo mais resistentes ao ataque do sistema imunoldgico humano, atingindo de
maneira efetiva os macrofagos disseminando-se para os tecidos conjuntivos [26].

Células promastigotas prociclicas, que ainda ndo passaram pela metaciclogénese
ndo sdo capazes de atacar o sistema imunoldgico a ponto de gerar o aparecimento da doenca
[22].

As fases de amadurecimento do protozoario podem ser diferenciadas, nao so6
através da modificacdo de suas proteinas de superficie, mas também através da modificacdo

em seu formato. Essa diferenca pode ser vista na Figura 8.

[ 53
4
L2

(B)
Figura 8 - Formas de vida do protozoario de Leishmania braziliensis. (A) forma promastigota; (B) forma amastigota.

Para a confec¢cdo de novos métodos de diagndsticos especificos para as espécies
de Leishmania e subprodutos imunogénicos para protecdo contra a leishmaniose, como uma
vacina, € necessario um processo bem padronizado de separacdo dessas culturas celulares

mistas em laboratério e aquisicdo de biomassas metaciclica e prociclica [27].
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 BORRACHA NATURAL

Dentre as inimeras espécies de plantas pertencentes a familia das Euforbiaceas, a
que mais se destaca como produtora de borracha é a espécie Hevea braziliensis, apresentando
borracha de alta qualidade e com baixo custo de cultivo [28].

Essa espécie tem origem na América do Sul, sendo que a regido da Maléasia e
norte da Tailandia tem destaque na producdo e exportacdo [29], de onde provem 90% da
producdo mundial de borracha [6,30].

Nessas regides as seringueiras sdo fonte tanto de borracha quanto de madeira.
Passados alguns anos de cultivo, a arvore comeca apresentar defasagem na producdo de
borracha, entdo se tornam matérias-primas para a producdo de moveis, painéis de madeira
entre outros artigos derivados da madeira [3129].

O consumo da borracha natural pelo mercado interno esté voltado principalmente
para industria de pneumaticos, cerca de 80% da producdo, sendo o restante empregado para
fabricacdo dos demais artefatos que utilizam a borracha como matéria-prima, como por
exemplo, indUstria bélica, artefatos cirargicos, biomédicos entre outros [32].

O latex é um sistema coloidal polifasico sendo a parte dispersa constituida por
micelas de borracha, proteinas, lutdides e particulas Frey-Wyssling e o meio dispersivo

constituido do soro aquoso [33].
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A borracha natural é obtida através da coagulagdo do latex provenientes de
arvores do género Hevea braziliensis. A borracha é composta em sua totalidade pelo polimero
cis 1,4 poliisopreno; a Figura 9 mostra a estrutura da cadeia polimérica da borracha natural

[34].

Figura 9 - Estrutura quimica da parte isoprénica da borracha natural. Imagem cedida por Flavio Camargo Cabrera da FCT-
UNESP, [34].

Algumas caracteristicas especificas dos polimeros como biocompatibilidade,
biodegradabilidade e até a reciclagem, além de sua estabilidade quimica e fisica, fazem destas
macromoléculas aliadas também na fabricacdo de materiais para aplicacdes biomédicas [35].

Essas aplicacdes vao desde tecnologias como drug delivery [36,37], biochips para
diagnostico meédico [38,39] e também para cultivo de celular, entre outras [40].

Em particular a borracha natural, um polimero natural com alto peso molecular, é
utilizada para a fabricacdo de diferentes materiais, sendo que na utilizagdo como um
biomaterial se mostra um importante aliado na cicatrizacdo de ulceras cronicas, estimulador
de angiogénese [30,36], prétese arterial e regeneracdo 0ssea [41,42,43].

O processo de angiogénese € um processo natural que ocorre no corpo, a fim de
promover a formacdo de novos vasos sanguineos a partir dos ja existentes. Pode ocorrer em
condicdes fisiologicas, como no endométrio uterino da fémea ou no processo de cicatrizacao
de traumas causados no corpo, além de ser um processo determinante em condicGes

patolégicas, como é o caso de ocorréncia em células tumorais [44].



14

O primeiro processo, conhecido como angiogénese do tipo I, é responsavel pelo
processo de reformulagdo da rede de veias, que por algum tipo de trauma foi rompida. Apds o
trauma, ou rompimento dessa veia, ha a liberacdo de proteinas inflamatdrias, que tem um
papel importante em todo o processo. O inicio do processo de recuperagdo desta veia rompida
se da com a dilatacdo de veias menores ja existentes, processo de brotamento. Este processo
gera pontes entre a veia saudavel e a veia rompida, sendo que as proteinas inflamatdrias
servem como um “guia” para 0 processo de angiogénese, assim dependendo da quantidade
dessas proteinas os canais gerados podem se conformar de acordo com o tecido danificado.

Um dos materiais que podem ajudar no processo de angiogénese é o latex de
borracha natural, que apresenta em uma de suas fases proteinas, aminoacidos e grupos
funcionais capazes de estimular o processo [30]. Até 0 momento sabe-se que 0 componente
responsavel pelo estimulo é protéico, apesar de ndo se conhecer as caracteristicas basicas dele,
como peso molecular e conformidade espacial [45]. Acredita-se ainda que, talvez ndo seja
apenas uma proteina, mas varias que agem de forma simbiotica promovendo a cicatrizagéo.

Pesquisadores brasileiros tém contribuido para o desenvolvimento de novos
materiais com propriedades elastoméricas utilizando borracha natural e/ou sintética, para a

utilizacdo em diversas &reas de aplicacdo [30,46,47,48].

1.2 NANOPARTICULAS DE PRATA

Os gregos empregavam a prata como matéria-prima para diferenciadas aplicacdes
que vao desde moedas até agentes de desinfeccdo, e também para tratar epilepsia e doencas
venéreas, além de colorir alguns artefatos, como ja foi citado anteriormente [49].

Estudos mais recentes mostram novas aplicacdes deste metal, como colirios para

recém-nascidos e no tratamento de queimaduras entre outras doencas de pele [50,51].
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As nanoparticulas de metais nobres sdo foco de pesquisas em aereas
diferenciadas, que buscam esclarecer a formacdo das mesmas, pois ja é sabido que mudancas
de morfologia nas Nanoparticulas geram no produto final, variagdes de suas propriedades [9].

Assim varias rotas de sintese para a obtencdo das nanoparticulas foram estudadas
ao longo dos anos, como reducdo quimica, ablagdo a laser, radidlise e método de evaporagéo a
vacuo [10], na tentativa de minimizar a dispersdo morfologica das NPs [52] e também
minimizar os danos ao meio ambiente, uma vez que alguns estabilizantes e/ou percursores
disponiveis podem gerar produtos toxicos ao ambiente. Sendo assim a quimica “verde” se
torna o foco para a realizacdo das sinteses dessas particulas metélicas, realizando entdo uma
biossintese de nanoparticulas.

As rotas de sintese para a obtencdo de nanoparticulas comumente utilizadas séo as
que fazem uso da dgua como meio reacional [53]. Por intermédio desta rota é possivel obter
nanoparticulas em forma coloidal, com particulas dispersas de tamanho entre 10° a 10° m
[54,55] sendo que esses coloides apresentam em suspensdo tanto AgNPs quanto seus ions,
com a presencga ou ndo de agentes estabilizantes [56].

As particulas de prata ainda podem ser obtidas através da sintese do sal de nitrato
de prata utilizando substancias organicas tais como, alcoois, carboidratos, acido ascorbico
entre outros.

Tanto a prata na forma metalica quanto na forma de nanoparticulas apresentam
efeitos bactericidas, no entanto as nanoparticulas por apresentarem maior superficie de
contato apresentam efeito bactericida intensificado. A prata consegue combater cerca de 650
organismos patogénicos.

Para que as nanoparticulas sejam efetivas contra 0s microorganismos bacterianos
elas precisam passar pelo mecanismo de liberacdo de prata iGnica no meio onde estdo as

células; assim, esses ions interagem com grupos sulfidrilas, aminos, imidazol, fosfatos e
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grupos carboxilatos de membranas ou enzimas levando a desnaturacdo das mesmas e ainda a
morte celular dos microorganimos.

As AgNPs interagem fortemente com os grupos sulfidrilas da parede celular
comprometendo a permeabilidade da célula e causando um dano ao transporte de eletrélitos
para o interior celular.

O efeito biocida e a concentracdo de prata no meio séo fatores de relacdo direta,
ou seja, o0 aumento de um, consequentemente leva ao aumento do outro.

A Figura 10 mostra uma ilustracdo do mecanismo de interacdo dos ions de prata

com a membrana celular [57].

Figura 10 - Efeito da interagdo dos ions de prata com a parede celular de microorganimos [57].
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Os ions de prata ainda se ligam ao DNA da célula. Esse processo desnatura a
proteina e ainda danifica de forma definitiva o DNA da célula [58].

O tamanho das nanoparticulas € um fator importante para o combate &
microorganismos. Quanto menor a dimensdo das nanoparticulas maior € a taxa de eliminagdo

dessas células. Na Tabela 3 poder ser observado a relagcdo entre o tamanho e porcentagem de

eliminacdo de microorganismos.

Tamanho da particula Taxa de eliminacdo de microorganismos
30 nm 99,9 %
70 nm 99,4 %
150 nm 97,7 %
300 nm 97,5 %

Tabela 3 - Relagdo entre o tamanho das particulas de prata e a taxa de eliminagdo dos micoorganismos em contato com ela
[16].
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1.3 LEISHMANIA (LEISHMANIA) BRAZILIENSIS

O nome do termo taxonémico Leishmania é uma homenagem ao médico britanico Sir
William Boog Leishman (1865-1926) que ficou famoso por seus trabalhos envolvendo a
leishmaniose visceral e febre tifoide.

Sir Willian Boog Leishman inicia suas pesquisas ap6s ser enviado & India pelo
Exeército Britanico em 1900, com o intuito de tratar soldados infectados, por uma doenca que
provocava anemia e morte.

Os povos hindus identificavam a doenca por kal-a-azar, ou febre negra, sendo que esta
era epidemia naquela regido tropical da Indochina. Sir Willian identificou o micrdbio
causador da doenga, que foi novamente confirmada por outro compatriota médico, Charles
Donovan, trés anos mais tarde [59].

Apos a divulgacéo da descoberta, em 1903, foi criado pelo cientista Sir Ronald Ross o
termo Leishmania, para o protozoario. Apesar de Sir Leishman ter ficado mais conhecido pela
sua descoberta na protozoologia, suas pesquisas acabaram tomando outro rumo, ja que
durante a | Guerra Mundial ele precisou se dedicar mais as doencas que atacam as trincheiras
e retirava os soldados da batalha. Assim também fez grandes contribuicdes na bacteriologia

com seus estudos sobre a febre tifoide.



19

A Figura 11 mostra Sir William B. Leishman e Charles Donovan, dois pioneiros no

estudo da leishmaniose.

Figura 11 — Pesquisadores importantes na histéria da leishmaniose, em (A) Sir William B. Leishman; em (B) Charles
Donovan.

Baseado nos principios de fabricacdo de uma vacina desenvolvida por Edward Jenner,
Sir Leishman estudou meios para a elaboracdo de antigenos vacinais para o tifo, que ficou
conhecido na época como inoculacgdo antitifo, que posteriormente foi a base para elaboracdo
da vacina que se utiliza até hoje contra essa doenca.

A leishmaniose € uma doenca considerada tropical, transmitida pela picada de um
inseto, 0 mosquito palha, que pode atingir tanto animais quanto humanos. A doenca pode
atingir diferentes partes do corpo, tais como a pele, mucosas e visceras dependendo da espécie
do parasita [21].

Essa doenga comegou acometer os seres humanos apds mudancas nos habitos de vida
do homem. Este foi se instalando cada vez mais em aéreas florestais, gerando uma
possibilidade de o mosquito vetor expandir sua aérea de ataque atingindo os animais
domeésticos, facilitando a chegada da doenga ao homem.

O homem que antes néo era alvo preferencial do mosquito acabou virando hospedeiro
acidental do parasita com a invasdo do ser humano no habitat de cdes do mato, tatus, macacos

e outros animais que eram originalmente vitimas das diversas formas de leishmaniose. Como
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0 parasita se adaptou bem a esse novo organismo acabou se tornando t&o patogénico quanto
sua versao em outros mamiferos.
Na Figura 12 é possivel observar a fémea de flebotomineos ingurgitada, ou seja, se

alimentando, no caso de sangue humano.

Figura 12 - Fémea de flebotominio ingurgitada (foto ampliada) [20].

No Brasil a leishmaniose € uma zoonose presente por toda extensdo territorial,
sendo registrados cerca de 35 mil novos casos no pais.

Mudanca nos padrdes de vida da sociedade moderna leva & variaces na forma de
transmissdo de algumas doencas. A leishmaniose era considerada uma doenga uma zoonose
de animais silvestres e que havia apenas alguns casos em pessoas com contato direto com a
floresta. Nos dias de hoje ja é tida como uma doenca tipicamente urbana e que se acomete
pessoas e animais em toda a extenséo do pais.

As formas de transmissdo sofreram modificacdes ao longo das décadas, como €
possivel observar nos perfis epidemioldgicos descritos abaixo.
a) Silvestre — Essa forma de transmissdo ocorre em areas com predominancia de

vegetacdo priméria sendo considerada uma zoonose exclusiva de animais silvestres,
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ou ainda podendo atingir seres humanos quando este entra em contato com o ambiente
silvestre, onde esteja ocorrendo enzootia.

b) Ocupacional e Lazer — Este padrdo de transmissdo estd ligado a exploragdo
desordenada da floresta e derrubada de matas para construgdo de estradas, usinas
hidrelétricas, instalacdo de povoados, extracdo de madeira, desenvolvimento de
atividades agropecuarias, de treinamentos militares e ecoturismo, onde o0s
trabalhadores e/ou visitantes do local, ficam mais expostos ao mosquito transmissor
devido a interferéncia direta em seu habitat.

¢) Rural e periurbano em areas de colonizacdo — Esta forma de transmissao é resultado de
um processo desordenado de migracdo, ocupacdo de encostas e aglomerados em
centros urbanos onde ainda é possivel encontrar matas secundarias ou residuais [19].

No Estado de Sdo Paulo a doenca é especialmente evidenciada nos entornos de
grandes vias rodoviarias que ddo acesso ao Norte, Nordeste e Centro-Oeste do pais.

Como o raio de ataque do mosquito € curto, eles acabam sendo trazidos via
caminh@es e cargas dessas localidades e se espalhando em cidades que ficam as margens
dessas rodovias.

O microambiente desses caminhdes sdo locais favoraveis a reproducdo e a
alimentacdo desses insetos, propiciando, devido ao alastramento do mosquito vetor, um
aumento no numero de casos de leishmaniose, tanto na forma visceral como cutdnea no
Estado, tornando isso um caso de Salde Publica grave, sendo necessarios atencéo e estudos

epidemioldgicos mais aprofundados.
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A Figura 13 mostra dois mapas epidemioldgicos do Estado de S&o Paulo
evidenciando as regides onde foram registradas ocorréncias de alguma forma clinica de

leishmaniose tanto em humano, quanto em animal.

Figura 13- Mapas do Estado de S&o Paulo, evidenciando relagdo entre as vias de acesso ao Estado e as cidades onde existem
registros de casos de leishmaniose no ano de 2010 (dados da Sucen/2010). (A) Mapa epidemioldgico apontando onde foi
registrada a ocorréncia de alguma forma clinica de leishmaniose, tanto humano quanto animal. (B) Mapa epidemiolégico
apontando onde foi registrada a ocorréncia de casos autoctones da doenga e onde ja existem epidemias notaveis [20].

Observando os mapas apresentados na Figura 13 é possivel notar que em algumas
areas ha disparidade entre os casos registrados da doenca. Isto se deve ao fato de serem
regides onde o trdfego de caminhdes, com cargas alimenticias, € uma atividade intensa do
local. Este tipo de carga gera o ambiente favoravel ao desenvolvimento mosquito, como
citado anteriormente.

As rotas de maior incidéncia da doenca sdo as que cortam o estado de Sdo Paulo em
direcdo ao Norte do pais e também em direcdo ao Sul de Minas, onde as culturas da soja e

café respectivamente sdo predominantes.
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Outras regides do Pais também sofrem com o grande nimero de casos da doenca,
sendo que esses se concentram, em sua maioria, na regido Norte e Nordeste do pais.

Na Figura 14 ¢ possivel notar a distribui¢do dos casos registrados no Brasil.

Figura 14 - Mapa evidenciando a densidade de casos de leishmaniose por municipio do pais, [20].

Para que o parasita se torne infecto, ele passa por um ciclo de vida com fases bem
definidas, as quais sdo descritas abaixo.
i. Ciclo de vida do Parasita

Os protozoarios do género Leishmania sdo seres unicelulares eucariotas

heterotroficos com reproducdo assexuada por fissdo binaria, ou seja, sdo seres compostos por

células completas com citoplasma e nlcleo, se alimentam via captacdo de alimentos néo-

autogerados e se reproduzem por um método simples de divisdo celular simples, gerando

células-filhas clones.
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Sao considerados parasitas, logo depende de outros seres vivos para sobreviver e
se reproduzirem. No organismo humano tais células se alimentam de proteinas presentes no
plasma sanguineo ou de proteinas intracelulares de certas celulas e se reproduzem
exclusivamente no interior de outras células, em vesiculas membranosas, que sao encontradas
no interior de macrofagos ou outro tipo de células que fazem parte do sistema imune celular.

A Figura 15 mostra uma imagem de microscopia 6ptica de um macrofago
murinho infectado por formas amastigotas do protozoario. E possivel notar todas as estruturas
habituais das células, além da inumera quantidade de formas amastigotas do protozoario.

As formas amastigotas se multiplicam dentro do macréfago gerando uma pressao

nas paredes celular a ponto de rompé-las, o que pode levar a morte do hospedeiro.

Figura 15- Microscopia 6ptica de macréfago murino obtido do coxim da pata esquerda de um camundongo isogénico
BALB/c. Aumento obtido de 1500 vezes, fixado e corado por hematoxilina. Imagem cedida gentilmente por Carlos Gomes
Barboza-Filho (UNESP/FCT - Presidente Prudente).

Ao género Leishmania pertencem diferentes espécies de protozoarios que sao
capazes de viver em hospedeiros vertebrados, mamiferos, ou em insetos vetores,
flebotomineos.

Para transitar entre esses dois tipos téo diferentes de hospedeiros, o parasita passa

por mudancas morfoldgicas significativas. Nos hospedeiros vertebrados o parasita €
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aflagelado e denominado amastigota; ja no interior do trato digestorio de flebotomineos o

parasita é flagelado e fusiforme e recebe a denominacéo de promastigotas, como representado
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Figura 16 - Os diferentes estagios de transi¢do entre a forma promastigota (a) e amastigota (f) de Leishmania braziliensis.
Imagem cedida gentilmente por Carlos Gomes Barboza-Filho, obtida em pesquisa em parceria com Fred Opperdoes em De
Duve Institute, na Bélgica.

na Figura 16.

A Figura 16 evidencia duas estruturas celulares importantes na identificacdo dos
parasitas, o nucleo, apontado pela letra N na primeira imagem e, o cinetoplasto, apontado pela
letra K, essas estruturas permanecem nos distintos estagios de mudanca do protozoario.

Apo6s completar o ciclo de modificacdo citado anteriormente, o protozoario esta
apto a infectar as células dos mamiferos.

As fémeas do flebotomineos sdo as responsaveis por transmitir todas as formas de
leishmaniose. Elas dispdem de uma adaptacdo do aparelho bucal que ao entrar em contato
com o sangue de mamiferos infectados, 0 mosquito hospedeiro ingere, juntamente com o

sangue deste, protozoarios na forma de amastigotas, aflageladas.
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Estas formas passam pelo processo de diferenciacdo, assumindo a forma de
promastigotas, flageladas, que posteriormente, podem ser inoculadas na pele dos mamiferos
durante a picada, completando assim o ciclo de transmissao da doenca.

Na Figura 17 € possivel acompanhar o esquema do ciclo de vida do parasita.

Estdgio Transmissor Estdgio Humano
o O flebotomineo ingeta
promastigotas ao retirar 6

Promastigostas sdo

sangue do hospedeiro :
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- . A

promastigotas

W
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a Amastigotas se transformam em
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A\ = Estigio infectivo infectados com amastigotas)
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Figura 17-Ciclo de vida do parasita adaptado de http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HT ML/Leishmaniasis.htm.
ii. Metaciclogénese

A metaciclogénese é o processo de amadurecimento sofrido pelo protozoario do
género Leishmania. No processo, que ocorre no trato digestivo do inseto-vetor, as proteinas
de superficie do parasita passam por modificagfes bioguimicas, que resultam na diferenciacao
das fases de vida das promastigotas. Estas fases que caracterizam a metaciclogénese sdo: a

fase ndo-infectante, denominada prociclica, e infectante, metaciclica.
Durante a fase prociclica, o parasita perde as propriedades de reproducdo e de
aderéncia na parede intestinal do pernilongo, atingindo entdo a fase metaciclica, onde as

promastigotas ja estdo prontas para serem transmitidas para um hospedeiro mamifero.



27

O glicocalix é uma estrutura formada por proteinas especializadas no processo de
defesa e de reconhecimento celular, uma vez que células com glicidios iguais apresentam o
mesmo revestimento. O grau de patogénese dos protozoarios é definido por suas proteinas de
superficie.

A fase promastigota metaciclica utiliza as proteinas do glicocalix como
ferramenta para interagdo com os macréfagos. Através de tal interacdo as promastigotas sao
capazes de invadir a célula de defesa do hospedeiro e manter-se viva em seu interior.

O glicocélix que recobre a superficie da fase promastigota é constituido em sua
maioria por proteinas ancoradas por glicosilfosfatidilinositol (GPI), sendo que, as moléculas
presentes em maior quantidade séo fosfoglicanos (LPG) ancorados por GPI e a proteina gp63.

O LPG e a gp63 tém papel importante para a sobrevivéncia do parasita durante a
transmissao pelo vetor, na adesdo ao epitélio intestinal do flebotomineos. Agem ainda como
agentes de ligacdo no processo de invasdo do macréfago, e também séo fatores importantes
para a viruléncia do parasita [23].

Ao passar pela fase de diferenciacéo da fase metaciclica para a fase metaciclica as
moléculas LPG sofrem mudancas estruturais gerando menor afinidade com lectinas fazendo
com que os parasitas na fase promastigota metaciclica se soltem da parede intestinal do vetor
e migrem para a faringe, estando aptos a infeccdo do hospedeiro.

iii.  Vacinas contra a leishmaniose

Na primeira pratica de vacinacdo contra a leishmaniose ainda ndo se tinha o
conhecimento de que se tratava de uma doenca microbiana. A antiga pratica chamada de
leishmanizacdo baseava-se na inoculacdo secrecdes de uma lesdo ativa de um paciente em

outra pessoa s&, gerando assim uma lesdo auto-curativa.
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A partir desta, outras técnicas foram desenvolvidas com o intuito de aumentar a
eficiéncia profilatica e evitar o transtorno causado pelo desenvolvimento de uma lesdo, para
que se imune contra novas infecgoes.

Até hoje, a literatura especializada relata quatro tipos de vacinas ja criadas contra
as diversas formas de leishmaniose que sdo: a vacina com parasitas mortos, a vacina com
parasitas vivos, porém atenuados, a vacina com fragmentos antigénicos de parasitas e a vacina
génica, baseada em DNA. Contudo, até agora nenhuma das vacinas ja elaboradas apresenta
uma eficiéncia superior a 80%, o que inviabiliza a possibilidade da realizacdo de testes em
humanos. Com essa eficiéncia so é possivel prosseguir os estudos com testes animais para um
estudo aprofundado do mecanismo de resposta imunolégica profilatica para entdo aprimorar a
vacina.

A resposta imunoldgica ideal que levaria a uma memdria imunoldgica duradoura
seria do tipo Thl, provocada por células do tipo T helpers, e que geram a secrecdo de
citocinas inflamatérias que apenas ativam macréfagos contra a presenca de parasitas
intracelulares, como é o caso da amastigota de Leishmania spp. Entretanto, pesquisas atuais
mostram que ndo se consegue reproduzir esse tipo de resposta que seria naturalmente ideal.
Sendo que, o que ocorre € a resposta do tipo Th2, que garante a persisténcia do parasita no
hospedeiro e é especialmente perigosa em individuos imunocomprometidos, como portadores
do virus HIV e vitimas de alguns tipos de cancer.

Outro fator que dificulta a geracdo de uma vacina de alta eficiéncia é que a
biomassa vacinal obtida até o momento estimula a secrecdo de interleucinas inflamatorias,

como € o caso da IL-4, que pode desencadear uma infecgdo ainda mais grave.
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1.4 METODOS DE SEPARAGCAO DE PARASITAS PARA GERAGCAO DE BIOMASSA VACINAL

CONTRA LEISHMANIOSE.

A cromatografia em coluna de 18 de vidro é capaz de separar uma coldnia dessas
células maduras das imaturas de acordo com a diferenca de glicocalix que existe entre este
grupo de células, pois as moléculas que compdem tal glicocalix apresentam diferentes cargas
elétricas que se aderem ao vidro.

Outro método de separacéo ja foi criado, como a separacdo feita com aglutinina
de amendoim, um processo bem eficiente, porém caro e de dificil obtencdo de células
prociclicas vivas ja que no final desse processo elas ficam todas coladas entre si.

A avaliacdo da eficiéncia dos métodos citados é feita através de testes in vivo. O
teste se trata da infeccdo dos camundongos isogénicos com diferentes perfis de defesa
imunoldgica, onde receberam diferentes fracGes de promastigotas, separadas pela
cromatografia [60]. Os materiais reagentes envolvidos no processo de obtencdo de fracbes
celulares, tanto a metaciclica como a prociclica sdo de baixo custo e o processo pode ser
facilmente reproduzido [61]. Outra vantagem da cromatografia em I1a de vidro é ndo estar
restrita as espécies de Leishmania do Velho e Novo Mundo sendo que ja se mostrou eficiente
até na separacdo de epimastigotas de Trypanossoma cruzi, causador da doenca de Chagas
[62].

O processamento demonstrou eficacia diante dos resultados apresentados nos
quais animais com sistema imunoldgico mais resistente, camundongos isogénicos da
linhagem C57BL/6, quase ndo apresentam lesGes cutdneas, quando infectados por células
prociclicas, enquanto que aqueles infectados com promastigotas metaciclicas apresentam
extensas lesdes tanto entre camundongos resistentes como nos knock-out, linhagem BALB/c

[63].
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Outro aspecto a ser evidenciado neste experimento é o tempo de incubacdo do
patdgeno: bem mais curto entre os hospedeiros que receberam doses de L. braziliensis
metaciclicos, mostrando que tais parasitas sdo mais eficientes na invasdo do organismo [64,
65].

Porém, o método da cromatografia em 1a de vidro ainda pode ser melhorado, ja
que se trata de um experimento longo e desgastante para seus executores e pode ser otimizado
por substituicdo da Ia de vidro por membranas biocompativeis de BN com a adsorcdo de
nanoparticulas metalicas.

Diferencas bioquimicas e morfoldgicas entre os parasitas do género Leishmania
na forma promastigota necessitam de um estudo aprofundado de suas caracteristicas. Para tal,
é preciso o desenvolvimento de metodos de separacdo das promastigotas in vitro.

Para desenvolvimento de tal método varias pesquisas foram realizadas. No
entanto apenas trés métodos apresentaram alta eficiéncia; entretanto, eles apresentam alguma
desvantagem técnica ou gera algum impacto sobre o ambiente.

Os métodos de separacdo mais utilizados nos dias de hoje sdo: a aglutinacdo pela
lecitina do amendoim (PNA), a cromatografia em coluna de 1a de vidro e a lise mediada pelo

sistema complemento.

1.4.1 Aglutinacéo pela lecitina do amendoim (PNA — peanut agglutinin)

A aglutinina do amendoim é uma lecitina extraida da casca deste fruto, Arachis
hypogaea composta de quatro unidades protéicas e peso molecular de 110 kDa. Sua natureza
protéica possibilita a ligacdo a apenas compostos com sequéncias especificas de carboidratos,
mais exatamente as ligagdes glicosidicas do tipo B (1->3) N-acetil-glicosamida presentes em
polimeros com galactoses na sua constitui¢do, criando enormes conglomerados que pode ser

visivel a microscopia éptica [66].
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Devido a sua especificidade vem sendo utilizado para detectar taxas nanométricas
de certos compostos ricos nessas ligacdes glicosidicas.

Na Figura 18 é possivel observar a estrutura molecular da aglutinina de
amendoim, onde estéo evidenciadas por diferenca na coloragéo as suas quatro unidades homo
monomeéricas. Na mesma figura tem-se um frasco com aglutinina solubilizada e também uma
microscopia optica de fracdes de L. infantum separadas pela técnica do PNA que utiliza a

aglutinina de amendoim.

Figura 18 - (A) Estrutura molecular da aglutinina do amendoim. (B) Um frasco contendo a aglutinina do amendoim
solubilizada. (C) Microscopia Optica de fragdes de parasitas L. infantum separados pela técnica do PNA.

A purificacdo desse material assim como sua primeira aplicacdo era destinada a
melhoria de métodos bioquimicos de deteccdo de carboidratos em compostos protéicos
complexos, como receptores celulares, glicoconjugados de superficie encontrados nas
membranas de muitas células, reconhecendo tipos especificos de células, etc. Tem a tarefa
também de reconhecer: (i) tipos especificos de células como é a aplicagdo da técnica para
separacdo de diferentes populagoes de linfocitos T do sistema imune humano; (ii) detecgdo de
células tumorais em alguns tipos de céncer e de compostos potencialmente téxicos em
quantias-traco em principios ativos pouco processados a partir de vegetais.

Somente em 1989, foram publicados trabalhos em que se analisava o

comportamento de células de parasitas humano diante da presenca da aglutinina de



32

amendoim. No caso da L. major, a pesquisa notou que em determinados periodos do ciclo
celular ocorria uma maior adeséo das promastigotas ao PNA.

Percorrendo estudos bioquimicos a respeito nota-se que a populacdo aderida ao
PNA, denominado em varios trabalhos como PNA", correspondia a uma grande parcela de
parasitas em estagio inicial de desenvolvimento, ja que nesta etapa, 0S microorganismos
apresentavam muitos sitios de ancoragem de proteinas ainda ndo sintetizadas ricos em
ligacGes glicosidicas como a que esta lecitina costuma aderir.

Por outro lado, parasitas em que os sitios de ligacdo glicosidica ndo estavam mais
disponiveis, pois havia proteinas recobrindo e formando uma barreira, sé surgiria em etapas
mais avancadas do desenvolvimento parasitario, grupo chamado PNA", quando as
promastigotas se mostram mais infectantes e com mais espessa parede celular. Mais do que
isso, notou-se que quando a reacdo de aglutinacdo era feita a partir de populagdes in vitro,
mistas e em fase estacionaria, separava-se 0s parasitas nesses dois grupos uma propor¢do
quase exata de 50-50%.

Atualmente, a reacdo de aglutinacdo ao PNA é considerada a técnica cléssica de
separacdo de parasitas do género Leishmania e Trypanosoma, sendo esta, a referéncia tedrica
e pratica de estudos desse cunho.

Tal técnica é rapida, de facil execucdo e o reagente em questdo ndo é toxico,
facilitando seu manuseio. Entretanto, a técnica pode apresentar algumas falhas consideraveis
que séo:

i. a associacdo dos sitios de ligacdo glicosidica entre galactoses pode sofrer
competicdo inespecifica com compostos como a lactose;

ii. uma vez utilizada para separar parasitas, aqueles que permanecem aderidos a
lecitina ndo podem ser separados novamente de modo a manter as células vivas

e integras;
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iii. se adose de aglutinina ndo for convenientemente muito maior que o de células,
pode indicar que parte da populacdo PNA", seja na verdade parasitas que
pertencem ao grupo PNA’, mas que ndo se aderiram por falta de sitios de
associacao;

iv. apesar de ndo ser pré-requisito, a presenca de certos cations bivalentes, como o
calcio, aumentam a capacidade de adesdo dessa proteina, gerando resultados

falso-positivos.

1.4.2 A cromatografia em coluna de 1a de vidro

A cromatografia trata-se de um processo de separacdo de células baseado em
caracteristicas de superficie. Neste caso, as superficies que entram em contato, tanto de uma
matriz sélida e fixa, a 14 de vidro, quanto da matriz fluida, promastigotas de L. braziliensis,
reagem de forma diferente entre si, separando seus diversos componentes.

Este método separa col6nias de células maduras das imaturas de acordo com a
diferenca de glicocalix existente entre as células, pois as moléculas que compdem tal
glicocalix apresentam diferentes cargas elétricas que se aderem ao vidro.

Para confirmacdo a validade de tal método, varios testes in vivo foram realizados
como: a infeccdo de camundongos isogénicos com diferentes perfis de defesa imunoldgica
que receberam diferentes fragfes de promastigotas [59].

O processo apresenta vantagens como 0 baixo custo dos materiais reagentes
envolvidos e a facil obtencdo de fragdes celulares, tanto a metaciclica como a prociclica, em
alta escala. Outra vantagem da técnica € seu uso irrestrito as espécies de Leishmania do Velho
e Novo Mundo, sendo eficiente até na separacdo de epimastigotas de Trypanossoma cruzi,
causador da doenga de Chagas [62].

Tal experimento demonstrou sucesso diante dos resultados apresentados nas quais

animais com sistema imunol6gico mais sensivel, camundongos isogénicos da linhagem



34

C57BL/6, quase ndo apresentam lesbes cutaneas, quando infectados por células prociclica. Ja
animais infectados com promastigotas metaciclicas apresentam extensas lesfes tanto entre
camundongos resistentes como nos knock-out, linhagem BALB/c. O tempo de incubagéo do
patdgeno € menor entre os hospedeiros que receberam doses de L. braziliensis metaciclicos,

mostrando que tais parasitas sdo mais eficientes na invasdo do organismo [67].

1.4.3 Lise mediada pelo sistema complemento.

No plasma sanguineo existe um grupo especifico de proteinas que agem em
cascata para a defesa inata para a destruicdo de patdgenos. A este grupo de proteinas da-se o
nome de sistema complemento.

O mecanismo-base para que essas proteinas do plasma eliminem qualquer agente
estranho é a ligacdo quimica entre a primeira proteina do sistema complemento (C1) com uma
proteina de superficie microbiana. Assim que uma proteina plasmatica se ligar a outra se
forma um complexo que gera a lise do parasita [68].

Um dos métodos mais antigos de separacdo de fragdes metaciclicas e prociclicas
de Leishmania é a lise mediada pelo sistema complemento [69]. Neste caso, adiciona-se 0
soro do sangue de um coelho ao meio de cultura processado onde estdo os parasitas. Como as
células prociclicas ndo apresentam resisténcia alguma as proteinas do sistema complemento,
elas sdo eliminadas facilmente; ja quando aparecem as células metaciclicas, o fato de elas
apresentarem tantas diferencas na sua superficie celular evita a instalagdo das primeiras
proteinas do sistema complemento e assim nédo ocorre a lise celular [70].

A dificuldade no desenvolvimento dessa técnica como método de separacdo € o
fato de gerar apenas uma fracdo viavel, as promastigotas metaciclicas, e mesmo assim, a
biomassa sobrevivente é baixa jd que mesmo estas células tendo resisténcia a reacdo com
sistema complemento, as podem ser mortas pela adsor¢do de algumas poucas proteinas desse

sistema cascata. Além disso, as células sobreviventes apresentam quedas graves do seu
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metabolismo geral, j& que a presenca de outras substancias do soro plasmatico interfere na
fisiologia parasitaria, impedindo, por exemplo, a aplicacdo dessa biomassa celular para

pesquisas sobre vacinas e medicamentos contra a leishmaniose [60, 68].

1.4.4 A adsorcdo em membranas de borracha natural com nanoparticulas de prata.

As membranas de borracha natural com nanoparticulas de prata, BN/Ag,
colocadas em um meio de cultura contendo protozoarios de L. braziliensis agem de forma
seletora para as diferentes fases de amadurecimento do parasita.

Essa aplicacdo surge como forma alternativa para os métodos de separagdo ja
existentes, uma vez que as formas promastigotas de L. Dbraziliensis apresentam
comportamento andémalo na presenca dessas membranas de borracha natural com
nanoparticulas de prata.

As nanoparticulas de prata sdo capazes de eliminar as formas mais infectantes do
parasita e deixar aderida as membranas as formas susceptiveis do parasita, que sdo um alvo
para a confeccao de materiais de interesse imunoldgico, como soros e vacinas.

Atualmente, os métodos de obtencdo dessas populacGes de parasitas sdo baseados
em procedimentos de alto custo financeiro e pouca rentabilidade, ja que gera uma amostra
muito pequena e com um resultado final pouco eficiente, o que dificulta a aprovacdo da
vacina para uso da populacdo humana.

O método usando borracha natural e nanoparticulas de prata é capaz de aumentar
a eficiéncia do processo de fabricacdo da vacina e reduzir drasticamente 0s gastos e o0 tempo

empregado na confeccdo dos antigenos.
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CAPITULO 2 - METODOS EXPERIMENTAIS

2.1 MATERIAIS

Neste item sdo apresentados 0s materiais e métodos utilizados no
desenvolvimento deste trabalho. Destacam-se a borracha natural, nitrato de prata, reducdo das
nanoparticulas de prata na presenca da membrana de borracha natural, sistema de cultivo de

promastigotas, métodos de caracterizacdo e testes bioldgicos.
2.2 OBTENCOES DO LATEX

Obtém-se o latex de borracha natural através do método de sangria, feito em
diferentes arvores do género RRIM 600 da Fazenda Indiana na regido de Presidente Prudente.

A sangria é exercida sobre o caule da arvore a uma altura de 1,2 m a partir do
solo, com uma ferramenta cortante que possui a forma de U. O corte € feito a um angulo de
30° com a horizontal e atinge cerca de metade da circunferéncia do tronco, onde é removido
por volta de 1,5 mm de cOrtex para cada incis&o.

Por fim, o latex é estabilizado em amdnia com conteudo de 2% sobre o volume do
latex liquido e armazenado em recipientes de vidro, de coloracdo escura, para que evite o
contato do latex com a luz solar, prevenindo a degradacdo do material. O objetivo desta
estabilizacdo em curto periodo de tempo € evitar que o latex comece a coagular e perder suas

propriedades.
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A Figura 19 mostra uma imagem do processo de sangria em meio espiral para a

coleta do latex.

Figura 19 - Processo em espiral da seringueira do clone RRIM 600 [71].

2.3 MEMBRANAS DE BORRACHA NATURAL

As membranas de borracha natural foram obtidas pela técnica de casting,
inserindo 10 mL de latex natural de seringueira em Placas de Petri, de 9,5 cm de didmetro
interno e fundo reto. Em seguida, as placas com o latex sdo levadas a estufa com circulacdo de
ar forcado, para o processo de secagem e obtencdo das membras de BN pura com uma
espessura de aproximadamente 0,6 mm.

O processo de secagem foi realizado utilizando uma estufa, modelo 520, da marca
FANEM® com circulacdo de ar forcado a temperatura de 65°C, com um tempo de secagem

de 10 horas.
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Para realizacdo deste trabalho, foram utilizadas somente as membranas obtidas
através destes pardmetros, por manter suas propriedades quimicas estveis e apresentar

melhor estabilidade de manuseio.

2.4 REDUGAO DAS NANOPARTICULAS DE Ag NA PRESENCA DA BN

As membranas ja secas foram dividas em seis partes iguais. Todas as partes foram
imersas em agua destilada, processada no modelo Millipore — Progard® / Lot: F7BN05480,
durante 15 minutos, para que seus poros dilatassem.

A preparacdo das membranas de BN/Ag foi realizada através do método de reacao
in situ, usando nitrato de prata (AgNOs3) e 4gua como meio reacional, sendo que todo o
processo foi realizado a luz ambiente.

A solugdo foi preparada utilizando 80 mL de agua destilada, aquecida
separadamente até a temperatura de 80°C. Apds a agua atingir a temperatura determinada
acrescentou-se 0,0424 gramas de nitrato de prata para obter uma solucdo na concentracdo de
de 2,00 x 10™° mol/L deAgNO3 e pH = 6,8.

Ap0s o nitrato de prata ser dissolvido na &gua as membranas de BN intumescidas
foram imersas nessa solucéo e retiradas em diferentes tempos de permanéncia na solugéo, 9,
15, 30, 60 e 120 minutos, sendo que uma das seis partes da membrana ndo passou pelo

processo de imersdo na solucdo de AgNO:s.

2.5 SISTEMAS DE CULTIVO DE PROMASTIGOTAS

A obtencdo e o cultivo das promastigotas foram realizados em parceria com o
Doutorando, que faz parte do nosso grupo de pesquisa, Carlos Gomes Barboza-Filho, bidlogo
especialista na area de pesquisas com L. braziliensis, em parceria com a Unidade da Unesp

situada na cidade de Assis.
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O sistema de cultivo de promastigotas in vitro, foi feito utilizando, como meio de
cultura, o meio BHI (brain heart infusion), suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino
(SFB), urina humana a 2% (v/v) conforme descrito por HOWARD et al. (1991), acrescido de
100 Ul/mL de penicilina G potéssica e 100 ug/mL de sulfato de estreptomicina. O controle do
desenvolvimento celular das promastigotas foi realizado semanalmente.

A composi¢do do meio de cultura acima citada é utilizada por apresentar altos
indices nutricionais. O soro fetal bovino é um complemento protéico ao meio de cultura, ja
que é constituido basicamente por albumina. A urina humana masculina é incorporada ao
meio por ser um complemento mineral rico em sodio, potassio e aménia aléem de hormdnios
que regulam positivamente o metabolismo microbiano, acelerando 0s processos de
amadurecimento celular. Ja a estreptomicina e a penicilina sdo antibidticos de amplo espectro,
aplicados para prevencdo de contaminacGes do meio de cultura por bactérias, que
competiriam com as promastigotas por espaco e alimento.

A temperatura do meio de cultura tem que permanecer a 28°C. Assim sdo
reproduzidas as condigfes de temperatura que o parasita encontraria no interior do
hospedeiro.

A escolha dessa temperatura, que esta abaixo da temperatura 6tima de reproducédo
bacteriana, retarda o desenvolvimento bacteriano e fungicida sem prejudicar o crescimento
axénico dos protozoarios.

Como medida preventiva, de possivel perda da cepa por contaminacgdo in vitro,
fez-se a manutencdo da cepa in vivo. Um grupo contendo trés hamsters (Mesocricetus
auratus) foram previamente infectados, de acordo com a técnica ja bem descrita e utilizada
por Alexander & Vickerman, 1975.

O procedimento segue as seguintes etapas:
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a partir de lesdes nodulares de pelo menos 3 cm de didametro foi realizado
um processo de bidpsia por fragmento, também conhecido por core
biopsy, utilizando como ferramenta um putch, que é um instrumento capaz
de extrair amostras de tecido com medidas especificas;

o material extraido foi introduzido em um almofariz de porcelana
acrescido de uma solucéo salina fosfato. O fragmento foi macerado para
liberacdo das células e também das amastigotas, que possivelmente
estavam dentro das células fagociticas;

a solucdo resultante do processo pode ser usada na infeccdo de novos
hamsters ou entdo adicionada a um meio de cultura BHI enriquecido para

0 desenvolvimento de formas promastigotas in vitro.
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A Figura 20 mostra uma sequéncia de imagens evidenciando o processo de

obtencgéo dos parasitas, descrito anteriormente.

Figura 20 - Fotografias evidenciando a sequéncia passo a passo da obtengao dos parasitas na forma amastigota a partir dos
hamsters. Imagem cedida por Carlos Gomes Barboza-Filho.

O processo de cultivo das formas promastigotas in vitro passa pelas etapas
descritas acima e logo sdo acondicionadas em estufa biologica a temperatura de 28°C por um
periodo de 7 a 15 dias para permitir a transformacéo de amastigota em promastigotas. Esse

processo de desenvolvimento foi acompanhado por microscopia Optica.
2.6 METODOS DE CARACTERIZACAO
2.6.1 Espectroscopia de absorc¢éo na regido do UV-Vis

Espectroscopia € o0 estudo da interagdo da luz, radiacdo eletromagnética, e

matéria, abrangendo o comportamento fisico e quimico. Esta interacdo € representada por um
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espectro que exibe a intensidade de resposta (absorcdo, espalhamento, etc.) em funcdo da
frequéncia da luz.

O estudo das propriedades Opticas das nanoparticulas tem como base a
eletrodindmica classica utilizando as teorias de Rayleigh e Mie, e ainda quando se trata de
particulas com tamanhos inferiores a 4 nm se faz necessario o apoio da teoria quantica.

Quando as particulas metalicas se apresentam em escala nanométrica alguns
efeitos quanticos, como o surgimento de uma intensa cor, € diretamente relacionado com o
formato e o tamanho de tais particulas, sendo que o efeito responsavel por essa intensa
coloracdo é o efeito plasmon ressonante. Esse efeito € muito intenso em nanoparticulas
metélicas devido sua relacdo superficie/volume. Quando uma onda eletromagnetica incide
sobre uma nanoparticula faz com que sua nuvem eletrénica oscile, gerando uma frequéncia de
oscilacdo entre o nlcleo e a nuvem por meio das interacGes de Coulomb.

Segundo a teoria de Mie [72], onde foi proposta uma solucdo geral para as
particulas esféricas interagindo com um campo magnético externo [73], esse efeito se trata da
formacdo de um plasma eletrénico, que envolve a particula e é excitado pela luz visivel,

gerando assim a oscilagcdo plasmon, como pode ser visto na Figura 21.

Figura 21 - Representacdo da oscilagdo da nuvem eletronica da nanoparticula interagindo com um campo eletrico externo.
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Através da espectroscopia UV-VIS é possivel deduzir caracteristicas tais como
tamanho, forma, distribuicdo das nanoparticulas na solucdo e verificar as bandas
caracteristicas das espécies em estudo, e ainda, se h& ou ndo incorporagdo de material a cada
tempo de reducéo.

A variagdo no tamanho das nanoparticulas pode ser avaliada pelo deslocamento
do pico de absorcdo, ja que com o aumento de tamanho hd um deslocamento para o vermelho.
Sendo assim, a utilizacdo da técnica de espectroscopia UV-VIS se mostra importante para
confirmar a presenca das AgNPs na membrana de BN.

O equipamento utilizado para a realizagdo da técnica foi um espectrofotdmetro da

marca Varian, modelo Cary 50, operando numa faixa de 190 a 1100 nm.

2.6.2 Comportamento Térmico

O conhecimento do comportamento térmico das membranas de BN pura e com
nanoparticulas é um fator relevante, pois muitas das propriedades fisicas e quimicas da BN
sdo influenciadas pela variagdo de temperatura e ainda pela incorporacdo de algum outro
material. Foram feitos estudos de transicdo de fase, recristalizacdo, fusdo, amolecimento,
estabilidade térmica e degradacéo.

As medidas de analises térmicas foram realizadas pelas técnicas de calorimetria
exploratéria diferencial (DSC), termogravimetria (TG) e termogravimetria acoplada com

infra-vermelho (TG/FT-IR).

2.6.2.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Esta técnica é utilizada para detectar mudancas fisicas e/ou quimicas, geradas pela
perda ou ganho de energia térmica (calor) de uma amostra, comparada a um material utilizado

como referéncia.
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As mudangas observadas, relacionadas ao tempo, podem determinar 0s processos
sofridos pela amostra se houver mudanca na capacidade calorifica, ou seja, com a absorc¢do de
energia pela amostra, tem-se um processo endotérmico, mas se ocorrer liberacdo de energia,
entdo essa mudanca na entalpia é denominada exotérmica.

Portanto, os dados obtidos através de técnica de DSC fornecem informacdes sobre
os efeitos térmicos caracteristicos da mudanca na entalpia da amostra em relacdo a faixa de
temperatura analisada, como por exemplo, ponto de fusdo, cristalizacdo e reacdes quimicas.
Pode-se ainda verificar a capacidade calorifica da amostra em questdo bem como o grau de
cristalinidade, ou ainda as transicGes de fase, como por exemplo, a transi¢do vitrea (Tg), a
condutividade térmica, entre outros.

Neste trabalho essa técnica foi aplicada com o intuito de investigar qual a
influéncia das AgNPs, em relacdo aos parametros anteriormente citados, nas membranas de
BN.

Para realizacdo da técnica, para analisar as membranas de BN pura e as de
BN/Ag, foi utilizado o equipamento de calorimetria exploratdria de varredura da marca
Netzsch, modelo DSC 204 — Phoenix.

Os parametros utilizados na realizacdo do processo foram uma massa de
aproximadamente de 6 mg colocada em um cadinho de aluminio com tampa furada no centro
tendo a temperatura variando a uma razéo de aquecimento de 10°C/min em uma faixa de
temperatura que varia de -120°C a 500°C.

A atmosfera utilizada foi 0 N,, por ser um gas inerte, com fluxo controlado de

25 mL/min.
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2.6.2.2 Analise Termogravimétrica (TG)

Esta técnica é utilizada para medir a variagdo da massa, por meio de uma
termobalancga ou analisador termogravimétrico, em funcéo da temperatura a que é submetida a
amostra.

A medida que as substancias sdo aquecidas ou resfriadas ocorrem processos
quimicos e/ou fisicos caracteristicos de cada material, relacionados com a razdo de
temperatura aplicada, em geral graus Celsius por minuto (°C/min).

Esta analise pode fornecer informacfes sobre a estequiometria de reducdo,
cinética de reacdo, os multiplos estagios de decomposicdo térmica ou pirélise de materiais
organicos, inorganicos e bioldgicos, bem como a composicdo de cinzas, determinacdo da
temperatura Curie, umidade, volatilidade, entre outros.

O contetdo dos componentes volateis como, solventes ou a agua contida na
amostra, reagentes, ou demais, sdo observados nas curvas do TG caracterizados através das
fases de transicdo, porém apenas podem ser identificados com a utilizacdo de outros
equipamentos.

Em geral as analises dos componentes volateis emitidos da amostra sdo realizadas
por meio de combinacdes de equipamentos, o acoplamento - termo utilizado quando ha
aplicacdo de duas ou mais técnicas a uma mesma amostra e 0s instrumentos envolvidos estdo
conectados entre si através de interfaces.

Para tais medidas foi utilizado o equipamento da marca Netzsch modelo 209, a
massa foi de aproximadamente 7 mg colocada em um cadinho de alumina, mantendo a
atmosfera inerte de N, com fluxo de 25 ml/min, tenho a razdo de aquecimento de 10°C/min,

com temperatura variando entre 25°C, ambiente, até 800°C.
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2.6.2.3 Técnica TG/FT-IR acoplados

Nesta técnica de analise termogravimétrica (TG), acoplado com o espectrdmetro
de absorcédo no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR).

Todos os gases regados nos estudos termogravimétricos sdo canalizados, por
diferenca de temperatura, para uma camara que faz medidas no infravermelho
simultaneamente, e no final da medida, o software retine todas as medidas de absorcdo no
infravermelho e forma uma imagem em trés dimensdes, podendo assim relacionar em
determinada temperatura ou tempo de analise o que evaporou do material analisado.

Para essa analise foi utilizado o equipamento da marca NETZSCH modelo 209,
na faixa de temperatura ambiente (~25°C) até 600°C, a uma razdo de aquecimento de
10°C/minuto, em um cadinho de alumina em atmosfera inerte de nitrogénio, com fluxo de 25
mL/min.

Os espectros FT-IR foram registrados num espectrometro da marca Bruker
modelo Vetor 22 com niimero de onda que percorre o intervalo de 600 — 4000 cm™ com 4 cm™

! de resolucéo espectral, e um detector MCT.

2.7 Difracéo de Raios X (DRX)

O estudo da difracdo de raios X foi realizado empregando-se radiacdo Kow do Cu
com comprimento de onda A= 0,154060 nm, com uma voltagem de 40 kV e corrente de 30
mA. A velocidade continua de varredura de 2 ° min™, no intervalo de 26 que varre de 20 a
80°.

A andlise estrutural das amostras foi efetuada por comparacao dos difratogramas
experimentais com as fichas cristalograficas do JCDPS (Joint Committee of Diffraction

Standards), realizada através do software Crystallographica Search-Match® (versao 2,1,1).
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2.8 TESTES BIOLOGICOS

Uma vez conhecendo as propriedades fisico-quimicas do material, efetuaram-se
testes bioldgicos para analisar a interferéncia dos componentes da membrana no metabolismo

do parasita e a resposta imune do hospedeiro infectado por L. braziliensis.

2.8.1 Cinetica de Crescimento Populacional de Promastigotas em Ambientes

Contaminados pelas Nanoparticulas

Este teste visa reconhecer o efeito das nanoparticulas na fisiologia celular,
controlando a curva de crescimento de biomassa celular diante de varios ambientes com
diferentes concentracfes de nanoparticulas de prata. Essas diferentes concentracdes se devem
as membranas de BN/Ag com tempos de reducdo distintos.

A biomassa celular é estimada utilizando um método de contagem populacional
muito utilizado em laboratérios de analises clinicas, conhecido como contagem por camara de

Neubauer. A Figura 22 mostra uma imagem da lamina da camara de Neubauer [74].

Figura 22 - Camara de Neubauer [74].

Esse tipo de contagem é feita através da determinacdo da concentracdo por
contagem de células na suspensdo utilizada para analise. Essa contagem celular € feita com o
auxilio de um microscépio oOptico utilizando uma cdmara de Neubauer.

A camara contém trés tipos diferentes de &reas de contagem determinadas por A,

B e C, sendo que cada quadrante possui dimensfes diferentes entre si. Esse fato permite que
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células apresentando diferentes tamanhos possam ser contadas na cadmara. Sabendo que cada
quadrado é de dimensdes conhecidas, e a profundidade da solucdo utilizada também,
encontra-se entdo o volume delimitado pelas marcacdes da camara.

Na Figura 23 é possivel ver a imagem dos quadrantes referidos da camara de
Neubauer, onde nos quadrantes A, sdo contadas as células de tamanhos maiores, no quadrante

B as células de tamanho médio, e no quadrante C as células de menor tamanho.

A B A
b ¢

B C B

A B A

Figura 23- Gabarito de uma camara de Neubauer especificando os quadrantes A, utilizado para contagem de células maiores,
B para células e tamanho médio e C para células menores [74].

Para obter a concentracdo das células é realizada a contagem da quantidade de
célula em cada quadrado menor e divide-se pelo volume do mesmo, gerando assim a
concentracdo de células por mm?. Esse procedimento de contagem é repetido por diversas
vezes, em quadrados diferentes, com o intuito de se obter a média e o desvio padrdo das

contagens.

2.8.2 Cromatografia em Coluna de L& de Vidro (Controle Experimental).

A 13 de vidro é utilizando uma solucéo sulfocrémica e 1,3 g da matriz e colocada

em colunas de 1,6 cm de diametro, 5,5 cm de comprimento; forradas por papel de filtro, que
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impede a perda da matriz durante o processamento dos parasitos, unidas a uma canula de latex
com cerca de 10 cm.

Apo6s a montagem da coluna 1& de vidro, o material é submetido a autoclavagdo. A
coluna é equilibrada com 30 mL de solucdo salino-fosfato (PBS) a 0,15 mol/L e pH 7,2. O
fluxo através da canula é regulado por uma pinca de Hoffmann a 8 mL/h.

Os parasitas inoculados na coluna so concentrados a 5 + 1 x 10" parasitas/mL de
PBS. Fracdes de 7,5 mL sdo coletadas para determinacdo do rendimento de cada coluna por

microscopia optica, com o auxilio de uma cdmara de Neubauer [60, 74].

2.8.3 Processo de Infec¢do dos Animais

Para realizacdo do processo de infeccdo animal, utilizam-se linhagens de
camundongos isogénicos, ou seja, camundongos com perfil genético modificado [75].

Esse tipo de animal é obtido com o cruzamento de mesmas geracdes para
assegurar um alto grau de consanguinidade para assim fixar algumas caracteristicas, porém
com a consequéncia de perder outras, dependendo da linhagem utilizada [76].

Neste trabalho foram utilizadas duas linhagens de camundongos isogénicos. A
linhagem conhecida por BALB/c que sdo os animais com perfil genético modificado, a fim de
se torna-los susceptivel as infecgbes. Este perfil é caracteristico de um sistema organico
deficiente de certas moléculas e células responsaveis pela resposta imunoldgica do organismo
do animal.

A linhagem conhecida como C57BL/6 sdo animais em que seu perfil genético
sofreu variacdes que resultou em animais que apresentam sistema imunologico resistente as
infeccbes. A Figura 24 mostra a diferenca visual entre as duas linhagens utilizadas no

trabalho.
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Figura 24 - Amostra das diferengas visuais dos animais utilizados na pesquisa. Em (A) estdo os camundongos isogénicos da
raca BALB/c e em (B) estédo individuos da raca C57BL/6.

A infeccdo das duas linhagens é feita pela inoculacdo de fracdes contendo os
protozoarios de L. braziliensis, na parte traseira da pata do animal. Apds a inoculagao faz-se o
acompanhamento do desenvolvimento da infeccéo.

Os animais foram divididos em grupos de acordo com as fracOes separadas de
parasitas e de acordo com as linhagens isogénicas a fim de se obter uma curva de
infectividade in vivo. Este teste comprova o evento que ja conhecemos em ensaios in vitro, e
ainda abre espaco para a analise da resposta imunologica de mamiferos, frente ao ataque de
parasitas com diferentes graus de patogenicidade, item este, pouco conhecido e descrito na
literatura especializada.

Os animais receberam uma dose de 1 x 10° parasitas separados pela cromatografia
em coluna de 1a de vidro e pela adsorcdo usando membranas de BN/Ag [64] e pds infeccdo

foram acompanhados por 24 semanas.
2.8.4 Teste de Hipersensibilidade Tardia (DTH — Delay Test Hipersensibility)

Hipersensibilidade é toda resposta imunoldgica que é considerada exagerada sob o
ponto de vista de sintese de anticorpos, reagentes ou migracdo de células, provocando de
alguma forma alguma leséo tecidual na area onde o antigeno se encontra.

Existem quatro tipos de reacOes de hipersensibilidade, sendo especialmente

importante aquela denominada hipersensibilidade tardia. Ela recebe este nome, pois leva mais
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de 12 horas para demonstrar sintomas clinicos consideraveis, eritema e enduracdo, devido ao
o0 envolvimento direto de células imunitérias.

Essa técnica ajudar a identificar reagdes alérgicas a materiais estranhos ao
organismo, reac¢des auto-imunes e na infecgdo da leishmaniose e doenga de Chagas. Em testes
feitos em animais sdo inoculadas fracGes de parasitas mortos por criogenia, para poder
analisar a dindmica de resposta imunologica primaria frente as diversas inoculages.

Para a realizacdo dos testes de hipersensibilidade tardia introduziu-se no coxim
direito da pata traseira de hamsters amostras experimentais, separadas pela cromatografia em
coluna de 1& de vidro e pela membrana BN/Ag, enquanto que no coxim esquerdo da pata
traseira apenas solucéo salina fisiologica, sendo este, controle negativo.

O acompanhamento do animal pos-inoculacdo foi feito a cada quatro horas,
durante as primeiras 48 horas, a fim de constatar se houve alguma mudanca no local
inoculado.

Para a constatacdo da presenca de eritema e sua intensidade, o que justifica o
desenvolvimento de uma hipersensibilidade tardia e sua intensidade, foi realizada a medicao
da enduracdo das patas utilizando-se um paquimetro.

As medic¢des continuaram por um prazo de sete dias consecutivos, calculando uma
diferenca entre as medidas encontradas entre um coxim e o outro do mesmo animal, uma vez

ao dia.
2.8.5 Obtencao de Macrofagos Peritoneais Murinos

Os camundongos foram inoculados, intraperitonialmente, com 3 mL de solucéo de
tioglicolato de sddio, Difco, a 3%. Apos trés dias, os animais foram sacrificados em camara

de vidro contendo cloroférmio.
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Ap0bs a morte e exposicdo do periténio, abrindo-se a pele do animal, injetou-se 5,0
mL de tampéo fosfato estéril, PBS pH 7,2, com seringa e agulha estéreis, e realizou-se leve
massagem manual.

As células foram coletadas do peritbnio com a mesma seringa e agulha, utilizadas
anteriormente, e acondicionadas em um tubo estéril, Corning, Inc, mantidas em banho de
gelo.

Para o preparo da suspensdo celular, centrifugou-se 200 g do material coletado,
trés vezes durante 5 minutos em centrifuga da marca Fanem, a temperatura ambiente. As
células sedimentadas foram ressuspensas em meio de cultura RPMI — 1640 da marca Sigma, e
suplementado com 5% de soro fetal bovino, 1U/mL de estreptomicina, 1U/mL de penicilina e
5x10% M B-mercaptoetanol designado como RPMI completo (RPMI-1640-C).

O namero celular foi determinado por contagem em camara hemocitométrica tipo
Neubauer da marca Boeco Germany, fez-se o uso de corante vital liquido de Lazarus, ajustado
para a concentracdo de 5x10° células/mL em meio RPMI completo. As células foram
incubadas em estufa a 37°C, com tenséo constante, 5 % CO, para formacdo do tapete celular,

ou seja, cultura de macréfagos peritoneais.
2.8.6 Determinacéo da Liberacéo de Oxido Nitrico.

O oOxido nitrico € um gas incolor a temperatura ambiente e insolivel em agua,
encontrado em apenas pequenas quantidades no ar atmosférico. Devido a presenca de elétrons
desemparelhados em sua configuracdo eletronica ele se torna altamente reativo em ambientes
bioldgicos, visto que as reacdes de interacdo quimica sdo baseadas em estabilizacdo de cargas
excessivas, esse fato também faz com que o oxido nitrico torne-se téxico, pois as cargas em
excesso agem como radicais livres [77].

No processo biologico o 6xido nitrico € produzido pela catélise enzimatica de um

aminoacido essencial, a L-arginina, e desempenha papel importante no auxilio de sua
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deteccdo, a partir da dosagem de seus nitritos e nitratos, e ainda participa do controle de
muitas infecgdes, atividade bactericida, antiparasitaria e antiviral [78].

O organismo usa 0 NO em processos onde haja urgéncia na resposta de defesa,
como no caso de infecgdes virais, parasitarias, entre outras patogéneses. O corpo produz altas
concentracfes de NO, que acabam tornando-se toxico as células estranhas ao corpo, sendo
que os valores de concentracdo variam de acordo com o tecido invadido.

Poucas horas depois do organismo detectar a infec¢do, os macrofagos, que sdo as
células responsaveis pela defesa do organismo, comecam a liberacdo de enzimas especificas
que sintetizam o NO, sendo que este processo pode ter a duracdo de varias horas.

Depois de sintetizado o NO se difunde para parte externa ao macréfago a fim de
invadir as células do microrganismo detectado como estranho ao corpo, bloqueando as
enzimas que sdo responsaveis pela respiracao celular [77,79].

Para comprovar e dosar a sintese de NO a suspensdo celular de macrofagos
peritoneais de camundongos, ajustada a 5x10° cels/mL e as amostrais, foi diluida em meio
RPMI completo na concentracdo de 100 uL de suspensdo celular/cavidade e 100 uL da
diluicdo de cada amostra em placa estéril de 96 cavidades planas.

Em outras cavidades sdo acondicionados 100 uL de LPS de E. coli sorotipo 0111:
B4 a 10 pg/mL em meio RPMI-1640C, como controle positivo, ou seja, na presenca dos
macrdéfagos reagem, mostrando que os mesmos sintetizaram 6xido nitrico. Sobre todos 0s
pocos das placas sdo introduzidas laminulas que suavemente imergem sobre o liquido, ap6s
esta etapa as placa sdo incubadas em estufa a 37°C, com pressdo constante de CO, a 5% por

24 horas.
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Figura 25- Imagem aproximada das placas de leitura de ELISA onde foram inoculados os macréfagos peritoneais. Note na
imagem que as placas tem pogos (wells) com colunas numeradas e linhas identificadas por letras. Assim, tem-se condicéo de
ter amostras diferentes em cada pogo, com sua leitura individual sem que haja contaminagéo.

Apbs o periodo de incubacdo sdo transferidos 50 puL para uma nova placa e
adicionados, a cada cavidade, mais 50 pL de reagente de Griess, composto de N-(1-naftil)-
etilenodiamino, sulfonilamida, os dois adquirido da Merck, e &cido ortofosférico, da
Mallinckrodt Chemical, (GREEN et al., 1982).

As células fagocitarias que estdo no interior de cada poco ndo sdo transferidas
junto com o liquido, pois todas estas estdo fortemente aderidas ao vidro da laminula, assim
como a possivel presenca microbiana no meio.

Para a confirmacdo da presenca de nitrito no meio celular é necessaria uma reacéo
entre 0 meio e o reagente de Griess, que se da por uma mudanca de coloracdo do meio, que
inicialmente é incolor e varia para violeta na presenca do nitrito. E importante ressaltar que
guanto maior a concentracdo de nitrito no meio aquoso, mais intensa é a tonalidade do poco,

sendo a partir dessa variacdo que se faz a medicao dos niveis de 6xido nitrico do meio.
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Figura 26- Uma das placas de leitura de ELISA utilizada nos experimentos de dosagem de NO. Note que existem varia¢des
entre as tonalidades dos pogos, ja que eles apresentam diferentes amostras e assim também demonstraram diferentes leituras
de concentracdes de nitrito. E importante ressaltar que essa tonalidade em vermelho que aparece nio corresponde a realidade,
ja que o conjunto presente nos pocos é altamente fotossensivel, sofrendo alteracdo de tonalidade em virtude do flash da
méaquina fotogréfica.

Apo6s 10 min. de incubacdo a temperatura ambiente e ao abrigo da luz ambiente, a
leitura foi feita em espectrofotdmetro UV/Visivel, CYBERLAB, Helsinki, Finland, com filtro
de 540 nm.

Este mesmo aparelho libera uma planilha que tabula os valores das concentracGes
de nitrito baseado em um poco “branco” onde s6 existe 0 meio de cultura e ndo existe 0
reagente, geralmente o poco Al, criando assim uma linha de corte nos valores de
concentracdo. Todos os outros pocos, que tem uma letra e um nimero correspondente,
recebem valores de acordo com a leitura individual feita pelo aparelho. A Figura 27 mostra

uma imagem do equipamento leito de ELISA.
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Figura 27- Leitor de ELISA, mostrando & area onde se introduz a placa com as amostras, que posteriormente é fechada para
a leitura por um espectrofotdmetro no seu interior.

As concentracdes de nitrito foram obtidas a partir de uma curva padrdo prévia,

preparada com concentragdes nanomolares conhecidas de NaNO,.
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CAPITULO 3 - RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 MEMBRANAS DE BN/AG

Apo6s a secagem em do latéx em estufa obteve-se a membrana de borracha natural
pura, Figura 28 (A).

Em seguida, com a realiza¢do do processo de sintese das nanoparticulas de prata,
como descrito no item 2.4, obteve-se as membranas de BN/Ag.

As membranas sdo retiradas da solucdo de sal de prata em diferentes tempos de
reducdo, sendo estes 9, 15, 30, 60 e 120 minutos, como apresentado na Figura 28 (B). Essas
membranas sdo colocadas em um dessecador por um tempo de 12 horas para a secagem

completa.

Figura 28 - (A) Membranas de borracha natural pura; (B) membranas de borracha natural com nanoparticulas de prata nos
diferentes tempos de reducdo.

Observa-se que a coloracdo das membranas varia com o tempo de redugéo
partindo do amarelo claro para 0 marrom escuro, resultado este também obtido por outros
pesquisadores [80, 81]. Este fenbmeno se da devido o aumento da concentracdo das

nanoparticulas de prata reduzidas em fungéo do tempo.
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3.2 ESPECTROSCOPIA ULTRA-VIOLETA VISIVEL

A técnica foi realizada, com o intuito de monitorar o crescimento das
nanoparticulas incorporadas nas membranas de borracha natural.

Através da curva do UV-VIS pode-se observar se houve a incorporacdo das
nanoparticulas na membrana de borracha natural [82]. Este fato se confirma pela presenca de
bandas de absorcdo que variam entre 380 a 450 nm. Sendo que para cada faixa de absor¢éo é
possivel fazer uma correlacdo com o diametro das particulas estudadas [83] como é mostrado
no Tabela 4. Os dados deste Tabela sdo utilizados como comparacdo aos dados obtidos

utilizando a mesma técnica para analisar as membranas de BN/Ag nos diferentes tempos de

reducéo.
Comprimento de onda (nm) Tamanho da particula (nm)
380 - 390 5-10
395 - 405 10-14
420 - 435 35-50
438 - 450 60 - 80

Tabela 4 - Correlagédo entre os comprimentos de ondas obtidos na analise de UV-VIS com o tamanho das particulas de prata,
de uma solugdo padrdo. Fonte: SOLOMON, S et all. Journal of Chemical Education. Vol. 84 No. 2; 2007 [83]
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Na Figura 29 é possivel observar as curvas do espectro de absorbancia no UV-

VIS para as membranas de borracha natural.
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Figura 29 - Curvas do espectro de absorbancia no UV-VIS para as membranas de BN pura e as membranas de BN/Ag nos
diferentes tempos de reducéo.

Nota-se a presenca de bandas de absorcdo em torno de 420 nm, para as
membranas com diferentes tempos de reducdo, correspondentes ao comprimento de onda da
superficie de ressonancia plasmon das nanoparticulas de prata.

Os dados anteriormente citados corroboram com os dados obtidos, confirmando
entdo a presenca de AgNPs na membrana de BN.

Segundo a teoria de Mie [72, 73] bandas de absor¢do nessa faixa de comprimento
de onda podem ser atribuidas também ao formato esférico das AgNPs, e ainda podem ser
relacionadas a particulas com diametro na faixa de 35 a 50 nm [83].

A largura a meia altura das bandas de absorcdo das nanoparticulas pode ser
associada a forma de agregacdo das mesmas. Bandas de absorcdo mais largas, como as

obtidas para as membranas de BN/Ag, indicam que as NPs se agregaram de forma irregular,
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gerando uma dispersdo nos tamanhos de agregados formados na superficie da matriz de BN
[1616, 81,82].

Ja a intensidade de absorbancia se relaciona com a concentracdo dessas particulas
no meio. Quanto maior intensidade nas curvas de absorbancia, maior sera a concentragdo das
AgNPs.

Os resultados obtidos para as membranas de BN/Ag mostram que 0 aumento na
intensidade de absorbancia cresce de forma exponencial. Este aumento é representado na
forma grafica, na Figura 31.

Com o transcorrer do tempo de reducdo a sintese tende a estabilizacdo. Esse fato
pode estar relacionado com a interagcdo das AgNPs com as proteinas da BN, sendo que quanto
maior a quantidade de nanoparticulas menos proteinas para interacdo ficaram disponiveis na

superficie da membrana.
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Figura 30 - Relag&o entre o tempo de reducéo e a absorbancia das membranas de BN/Ag.
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3.3 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

Nas Figuras 31 e 32 sdo mostrados o comportamento termogravimétrico, TG e
DTG, realizados para as membranas BN/Ag em diferentes tempos de reducao.

Na Figura 31 é possivel notar que a curva referente a membrana de BN/Ag com
tempo de reducdo de 120 minutos, apresenta uma diferenca acentuada em relacdo as curvas

relacionadas as outras membranas.
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Figura 31 - Analises TG para membrana de BN e BN/Ag em diferentes tempos de reducéo.

Para uma melhor visualizagdo dessa diferenga a Figura 32 mostra uma ampliagao

da area em questdo.
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Figura 32 — Ampliacédo na parte onde é mais evidenciada a perda de massa para a membrana de BN/Ag 120°.
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E possivel observar que a membrana de BN/Ag com maior tempo de reducio

apresenta uma perda de massa mais acentuada quando comparada as outras membranas de

BN/Ag.

Ja para as outras membranas, a varia¢do da massa nédo € significativa, mostrando

que estabilidade térmica da membrana de BN/Ag se mantém, quando comparadas as

membranas de BN sem nanoparticulas de prata, em até 350°C. As perdas de massa para essas

temperaturas podem ser vistas de maneira mais clara analisando a curva gerada pela primeira

derivada da curva de TG, a DTG, apresentada em seguida.
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A Figura 33 refere-se a primeira derivada das curvas de TG, onde é possivel notar
as perdas de massa da membrana de BN e das membranas de BN/Ag em funcdo da variagdo

da temperatura.
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Figura 33 - Primeira derivada da curva de TG.
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Figura 34 - Ampliacéo na regido de maior perda de massa da curva de DTG.
Na Figura 34 é possivel observar a ampliacdo da curva de DTG, na regido de

maior perda de massa em relacdo a temperatura.
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Mais uma vez fica evidente a diferenca entre a membrana de BN/Ag 120 minutos
para as demais.

O aumento na concentracdo de AgNPs na membrana de BN leva a diminuicéo da
temperatura de degradacdo das cadeias poliméricas, ou seja, desestabilizacdo térmica da
membrana, podendo estar relacionada com o excesso de Ag® provocando a saturacdo das
ligacGes duplas das cadeia do polimero e também interagindo de alguma forma com os
compostos mais reticulados da cadeia polimérica.

Na faixa de temperatura entre 30 e 272°C ha uma variacdo da quantidade de
massa bem pequena, podendo estar relacionada a evaporacdo de alguns compostos nédo
borracha que estariam presentes em todas as membranas.

Com o aumento da temperatura as demais membranas, quando comparadas a
membrana de borracha natural pura, mantém-se estaveis seguindo o processo de degradagédo
descrito a sequir.

Com o aumento na temperatura a degradacdo da membrana se torna mais
evidenciada, como pode ser observado na formacgéo do primeiro degrau no termograma. Essa
mudancga é referente & queima da borracha natural, evidenciando de forma acentuada a
ocorréncia da degradacdo estrutural das cadeias poliméricas do isopreno, principal
constituinte da BN, juntamente com outros compostos ligados a membrana, que esta entre
99,8 e 84,35% de perda de massa, ocorrendo por volta de 380°C.

Ja em um segundo ponto, ha um segundo degrau do termograma, presente no
intervalo de temperatura entre 428 a 467°C, e é associado a decomposicdo mais lenta de

cadeias poliméricas ou residuos poliméricos altamente reticulados [84,85, 86].
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3.4 TG acoplado ao FT-IR

Com o intuito de identificar algum tipo de interagéo, entre a membrana de BN e as
AgNPs, que gerasse algum tipo de mudanca na estrutura quimica foi realizada
simultaneamente a técnica de termogravimetria o acoplamento ao FT-IR.

Nesta técnica, todo gas evaporado durante a medida de TG é canalizado
simultaneamente, por diferenca de temperatura, para o FT-IR onde sdo obtidos 0s espectros,
em trés dimensBes (3D), o que facilita a visualizacdo das reacBes que ocorrem na analise
termogravimétrica.

A Figura 35 mostra a imagem em 3D gerada pelo equipamento de FT-IR, para a
borracha natural pura. Acima de 600°C ndo foi observada nenhuma mudanca, portanto as

analises foram feitas a partir da temperatura ambiente até 600°C.

Figura 35 - Imagem 3D gerada no FT-IR/TG para a borracha natural pura.

Na Figura 35, é possivel observar entre o intervalo de temperatura, que vai de
300 a 600°C, picos consideraveis de absorcao, que para melhor analisar as reac@es fisicas ou

quimicas, foi extraido os espectros desta imagem.



66

A Figura 36 mostra espectro extraido da imagem em 3D da borracha natural pura.
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Figura 36 - Espectro extraido da imagem 3D FT-IR da borracha natural nas temperaturas de 40°C, 355°C, 423°C e 542°C.

No intervalo de temperatura compreendido entre os valores de 25 até 100°C, é
possivel observar uma perda de massa de aproximadamente 7%, os picos evidentes em 40°C
apresentam aumento de escala quando comparados aos espectros referentes a outras
temperaturas.

Ja quando é feito a analise dos espectros extraidos em outras temperaturas é
possivel notar a presenca de um pico em 1380 e 1450 cm™, que n3o estavam presentes a
temperaturas mais amenas. Estes picos sdo atribuidos a deformacdo angular no plano dos
grupos CH3 e CH; respectivamente.

Os picos evidenciados com o aumento 2866, 2927 e 2972 cm™, sio referentes a0
estiramento simétrico do CH,, deformacéo simétrica do C-H, e deformacéo assimétrica de C-

H e CHs Absorcdo nessa faixa de comprimento de onda € caracteristico da cadeia do
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isopreno. Ainda na faixa de temperatura mais elevada é possivel observar picos relativos ao
estiramento simétrico dos grupos C=0 de acido dimérico, em 1742 cm™. Observa-se ainda a
presenca dos picos em 2362 e 2343 cm™, demonstrando a liberacdo do diéxido de carbono
para 0 ambiente.

As membranas de BN/Ag com diferentes tempos de reducdo de prata também
foram analisadas utilizando a técnica TG/FT-IR, para entdo fazer um comparativo com 0s
dados obtidos para a membrana de BN pura. Os dados para as membranas de BN/Ag sdo

mostrados na Figura 37.

Figura 37 - Imagem em 3D gerada pelo FT-IR para as membranas de BN/Ag em diferentes tempos de reducdo. (A) BN/Ag 9
minutos; (B) BN/Ag 30 minutos e (C) BN/Ag 120 minutos de redugdo.

Para uma melhor analise dos dados apresentados na Figura 37 foi realizada a
extracdo dos espectros para trés temperaturas, a 354°C, 402° C e 493°C, que sdo as

temperaturas onde os dados de absorbancia sofrem maior variagéo.
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As Figuras 38, 39 e 40 mostram 0s espectros obtidos das imagens em 3D

apresentados na Figura 37.

A analise dos dados € realizada atraves da comparacdo dos picos referentes a

absorcdo das amostras de BN e BN/Ag.
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Figura 38 - Espectro extraido da imagem 3D do espectro de FT-IR das membranas de BN/Ag na temperatura de 354°C.
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Figura 39- Espectro extraido da imagem 3D do espectro de FT-IR das membranas de BN/Ag na temperatura de 402°C.
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Figura 40 - Espectro extraido da imagem 3D do espectro de FT-IR das membranas de BN/Ag na temperatura de 493°C.

Como ja analisado anteriormente, o espectro da BN pura, 0s picos que aparecem
nas seguintes frequéncias, 2972, 2927, 2866, 1643, 1450, 1380 e 893 cm™ séo referentes ao
isopreno. Assim quando se compara a BN pura com as membranas de BN/Ag € possivel notar
a permanéncia desses mesmos nos diferentes tempos de reducao.

O pico em 3084 cm™ é caracteristico da deformacao assimétrica da ligagdo C=C,
em 2362 cm™ mostra a presenca de CO, na amostra, sendo este pico também apresentado pela
borracha natural pura, porém em menor intensidade.

As frequéncias dadas em 1732 e 1738 cm™ sdo atribuidos as ligacdes C=0 de

aldeidos e cetonas e C=0 de éster, respectivamente [30, 87, 88, 89].
3.5 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

A Figura 41 apresenta as curvas referentes as medidas de DSC da membrana de

BN pura e das membranas de BN/Ag.
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Figura 41 - Curva de DSC para as membranas de BN pura e em diferentes tempos de reducéo.

Um dos dados importantes que podemos analisar através da técnica de DSC € se
houve modifica¢Ges importantes na temperatura de transicao vitrea (Tg) da amostra pura em
relacdo a adigdo de algum componente a ela. Sendo assim, analisando as curvas, na faixa de
temperatura de Tg, entre -63°C a -68°C para BN [32, 47, 86], nota-se que ndo ha variacGes
importantes nessa temperatura quando comparadas as membranas de BN puras as de BN/Ag
nos diferentes tempos de reducao.

Nota-se um padrdo de variacdo endotérmica importante em torno de 98°C,
presente em todas as membranas, tanto para BN pura quanto para as BN/Ag em diferentes
tempos de reducdo, e a formagdo dessa curva endotérmica € devido a evaporagdo da agua, que

é bastante presente nas membranas [90,91,92,93].

3.6 DIFRACAO DE RAIO X (DRX)
A difracdo de raios X foi utilizada com o intuito de investigar as possiveis fases
cristalinas presentes na membrana de BN contendo prata e dar indicios de como o metal esta

estabilizado em meio ao polimero.
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Como a concentracdo da solucdo utilizada para a obtencdo das membranas de
BN/Ag é muito baixa, consequentemente a concentracdo de nanoparticulas na membrana
também devera ser baixa, podendo ficar abaixo da sensibilidade do método. Para serem
observados picos de difragdo de uma determinada fase cristalina, a mesma tem que estar
acima de 1% em massa do valor total do material analisado.

No entanto com a analise dos dados obtidos através dessa técnica, foi possivel
comprovar a presenca de nitrato de prata na membrana de BN/Ag. A Figura 42 mostra 0s
dados da difracdo tanto para a membrana de BN pura quanto para as membranas de BN/Ag

nos diferentes tempos de reducao.

26,25°
BN/Ag 120 min
[ BN/Ag 60 min
(¢B]
2 - O BN/Ag 30 min
E : i o A oo g sm
-
5 .
3 N/Ag 15 min
-
BN/Ag 9 min
\WA BN pura

T T T T T
20 30 40 50 60 70 80
Figura 42 - Picos de difracdo de raio-X para membrana de BN pura e BN/Ag nos diferentes tempos de

reducéo.

Os dados representados na curva de BN pura sdo caracteristicos de um material de
baixa cristalinidade, tipico do material polimérico utilizado. Nas curvas para as amostras de

BN/Ag nos diferentes tempos é possivel identificar um padrdo de cristalinidade com picos
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situados em 26=26, 25°. Com base nas fichas de catalogacdo foi possivel indexar estes picos
como sendo caracteristicos da fase nitrato de prata, a qual esta presente nas membranas de
BN/Ag. Em termos relativos, é possivel observar que a amostra com maior tempo de reducéo,
ou seja, 120 minutos, apresenta maior nimero de picos de reflexdo assim como picos mais
definidos e de maior intensidade indicando que nesta membrana deve haver uma maior
quantidade de nitrato de prata cristalizado incorporado na mesma. Pelos dados de absor¢éo no
UV-VIS discutidos anteriormente, esta também foi a membrana que apresentou a maior
intensidade de absorcdo e, portanto a maior quantidade relativa de prata reduzida. Desta
forma, o maior tempo de exposi¢do da membrana a solugdo de nitrato de prata leva também,
além da formacdo de maior quantidade de nanoparticulas de prata, maior incorporacdo do sal
de prata cristalino. Nas medidas de DTG, também analisadas anteriormente, justamente a
membrana com 120 minutos de reducdo apresenta maior desestabilizacdo térmica, o que foi
correlacionado com o excesso de Ag* no material. Estes fons prata realmente estio presentes
no sistema na forma de nitrato ou mesmo coordenados provocando a saturacao das ligagoes
duplas das cadeias do polimero e também interagindo de alguma forma com os compostos
mais reticulados da cadeia polimérica.

Desta forma, a presenca desse sal na membrana indica que os ions presente na
solugéo, sdo transferidos para a membrana. Ao submeter tais membranas ao processo de

secagem os ions ali complexados interagem com o meio voltando a forma de sal.
3.7 PROCESSO DE SEPARAGAO

Depois de realizado todos os testes fisicos, citados anteriormente, confirmando
que ha a incorporacdo de AgNPs nas membranas de BN, foram realizados os testes
bioldgicos.

As membranas foram colocadas em contato com o meio de cultura contendo os

parasitas de L. braziliensis. No meio de cultura os protozoarios existem de forma mista, ou
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seja, tanto na fase de amaduracimento proteico promastigota prociclica, quanto na
promastigota metaciclicas, sem que se possa distingui-los.

Quando inserido ao meio de cultura, a membrana de borracha ainda pura, este se
mantém inalterado, e segue se desenvolvendo normalmente. J& apds a insercdo das
membranas de BN/Ag, com os diferentes tempos de reducdo, observa-se uma alteragdo no
padrdo de desenvolvimento da cultura, sendo que cada fase de vida do protozoario interage de
forma distinta com tal membrana.

A Figura 43 ilustra através do sequenciamento das imagens, o processo de
separacdo, no qual é coloca a membrana de BN/Ag dentro do meio de cultura contendo os

protozoarios de L. Braziliensis.
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Figura 43 - Processo de Separagdo; (A) e (B) Membrana de BN/Ag colocada no meio de cultura; (C) Protozoéarios de L.

brasilienses no meio de cultura com as membranas de BN/Ag; (D) Protozoarios aderidos & membrana de BN/Ag.

Devido as diferengas nas proteinas de superficies dos protozoarios nas distintas
fases de amadurecimento, fase promastigota prociclica e metaciclica, a interacdo entre 0s
parasitas e as membranas de BN/Ag da-se de forma diferenciada.

Os parasitas que se encontram na fase prociclica, 0s quais apresentam baixo poder
patogénico, ainda ndo passaram pela completa mudanca em suas proteinas de membrana
celular e interagem com as membranas de BN/Ag de forma que ficam aderidas em sua
superficie sem que haja dano a estrutura celular, mantendo assim o parasita vivo.

Ja as fases metaciclicas, com alto poder patogénico, apresentam diferenciacédo de

suas proteinas de superficie, 0 que leva a uma possivel interacdo dessas proteinas com ions de
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prata presentes na membrana. Essa interacdo resulta na desnaturacdo das proteinas de
superficie da membrana do parasita, além de influenciar, de maneira decisiva, no processo de

respiracdo celular, eliminando entdo os parasitas que se apresentam nesta fase de

amadurecimento metabdlico.
3.8 CINETICA DE CRESCIMENTO POPULACIONAL IN VITRO

O gréfico apresentado na Figura 44 € referente ao crescimento populacional
quando o parasita estd no meio de cultura puro, o controle, quando esta em contato com a

membrana de BN pura, e em contato com a membrana de BN/Ag com o maior tempo de

reducéo.

20 —— Controle
—— BN pura
18- —— BN/Ag 120min

Crescimento Populacional (x105)

6 T T T T

T T T
O 15 30 45 60 75 90 105 120
Tempo (h)
Figura 44 - Cinética de crescimento populacional.
Este acompanhamento foi feito inicialmente para confirmar se h4 ou ndo uma
mudancga no padrdo de crescimento celular quando a membrana de BN/Ag entra em contato

com o parasita.
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Os resultados para 0 meio de cultura usual e com a presenca da BN pura néo se
diferenciam de forma significativa, mostrando que a presenca da BN pura ndo gera
interferéncia no crescimento populacional dos protozoarios.

Ao expormos 0 meio de cultura @ membrana contento a prata, tanto na forma de
nanoparticulas como na forma de sal, o crescimento populacional de parasitas sofre uma
queda abrupta, mostrando, entdo, forte influéncia das AgNPs e do sal na mudanca da cinética
de desenvolvimento. Isso se deve ao fato de que o a prata na forma de nitrato ao entrar em
contato com o meio de cultura, que é aquoso, pode estar liberando Ag” pela solubiliza¢io do
nitrato incorporado na membrana.

Sabendo disso, o procedimento foi repetido utilizando as membranas de BN/Ag
com diferentes tempos de reducdo e comparado com o resultado obtido para a membrana de

BN pura. Os resultados dessa comparac¢ao sao mostrados na Figura 45.
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Figura 45 - Cinética de crescimento populacional em contato com as membranas de BN/Ag nos diferentes tempos de

reducdo.
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Comparando o crescimento populacional dos parasitas de L. braziliensis em
contato com as membranas de diferentes tempos de reducdo, é possivel observar que as
membranas com maior tempo de reducdo sdo responsdveis pela maior diminuicdo
populacional.

Isso pode estar relacionado ao fato de que, quanto maior o tempo de reducdo,
maior sera a concentracio das nanoparticulas na membrana e também de ag*. Assim, mais
ions de prata sdo liberados no meio e interagem com um numero maior de células na fase
metaciclica, gerando a morte das mesmas, justificando a queda de populacdo, ou seja,
membranas com maior tempo de reducdo sdo mais eficientes no processo de eliminacdo das
fases infectantes dos protozoarios.

Ao analisar as curvas de crescimento populacional nestas diferentes amostras
nota-se um detalhe importante quanto a presenca das trés fases de crescimento microbiano,
fases logaritmica, estacionaria e fase fall. A fase logaritmica corresponde a um breve periodo
do crescimento microbiano onde hd uma massiva expansao da biomassa viva, pois 0 meio de
cultura é riquissimo em nutrientes. Ja a fase estacionaria é caracterizada apenas pelo
amadurecimento celular sem uma variagdo consideravel no numero de individuos da
populacdo. Na fase fall existe uma queda progressiva no nimero de individuos na populacdo
celular, sendo justificado pelo aumento das substancias toxicas presentes no meio e uma
importante reducdo na quantidade de alimento disponivel na cultura.

Quando o parasita é exposto as membranas com maior tempo de reducéo, ha uma
tendéncia natural ao desaparecimento da Ultima etapa e um prolongamento da fase
estacionaria. A fase estacionaria € caracterizada pela estabilizacdo metabodlica do parasita,
onde suas funcbes catabolicas estdo bem definidas e este desempenho biolégico s6 muda
quando reduz os componentes nutricionais do meio — quando se inicia a fase de morte

parasitaria conhecida como fase fall.
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Acredita-se que a presenca da prata prorroga a fase estacionaria de crescimento
celular, inibindo assim o consumo de componentes do meio de cultura. Desta maneira, as
caracteristicas patogénicas, que tornam o parasita metaciclico, aparecerem de maneira mais

evidente, evitando que estas células morram.

3.9 SINTESE DE OXIDO NITRICO

A partir da quantidade de 6xido nitrico (NO) sintetizado pelos macrofagos, que
sdo as células de defesa do organismo, € possivel avaliar o qudo nocivo a célula é o
protozoario em contato com a mesma.

A dosagem de NO sintetizada pelo macrofago na presenca de promastigotas que
estiveram em contato com as membranas de BN/Ag.

O resultado dessa dosagem é mostrado no grafico da Figura 46.

Figura 46 — Dosagem de éxido nitrico produzido pelo macrdfago infectado com parasitas que estiveram em contato com as

membranas de BN/Ag e grupo controle negativo.

Analisando os dados observa-se que ha a producédo de NO pelo macrdéfago. Isso é

um fator que confirma células parasitarias que estiveram em contato com as membranas de
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BN/Ag se mantém vivas. Porém, o hospedeiro ainda é capaz de fazer o reconhecimento da
célula invasora e se defender de maneira efetiva dos parasitas na fase metaciclica.

O maximo de producéo de Oxido nitrico se deu as 120 horas do inicio do contato
entre a célula murina e o parasita em todas as amostras.

Os parasitas que estivem em contato com as membranas de BN/Ag com maior
tempo de reducdo, sdo responsaveis pelo aumento gradativo na sintese de NO. Sugere-se
entdo, que o0s protozoarios destas amostras tenham maior susceptibilidade a defesa
imunoldgica inata. 1sso quer dizer que eles ttm uma menor habilidade de desviar da resposta
de ataque vinda do hospedeiro e provavelmente morre na presenca de um aporte celular

completo de imunidade.

3.10 INFECCAO EXPERIMENTAL DE CAMUNDONGOS ISOGENICOS

A infeccdo animal foi feita de acordo com a seguinte divisdo de grupos
experimentais e controle, de forma a ficar estatisticamente significativo e bioeticamente

preservado. A Tabela 5 mostra a distribuicdo dos grupos analisados.
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Grupos analisados

Linhagem de camundongos
isogénicos BALB/c

Linhagem de camundongos
isogénicos C57BL/6

Grupo l: animais
infectados com uma
populagéo mista de

parasitas, sem separacao.

Grupo I animais
infectados com parasitas
adsorvidos a 1a de vidro.

Grupo 1: animais
infectados com parasitas
ndo adsorvidos a la de
vidro.

Grupo IV: animais
infectados com parasitas
adsorvidos a membrana
BN/Ag.

Grupo V: animais
infectados com parasitas
nao adsorvidos na
membrana BN/Ag.

TOTAL

25

25

Tabela 5 - Distribui¢do do nimero de individuos por grupo que foi analisado nos testes de infectividade experimental in

Vivo.

O Grupo | apresentado na tabela, animais infectados com uma populacdo mista de

parasitas, ndo separada nem por cromatografia em 1a de vidro nem por adsor¢do por BN/Ag,

corresponde ao grupo controle positivo, pois apresentard os resultados previstos de qualquer

infeccdo, sem que haja qualquer processamento prévio do parasita, portanto, no seu estado

natural sem intervencao laboral.

Os Grupos Il e Il foram infectados por parasitas separados pelo processo de

cromatografia em coluna de 1a de vidro. Esse método de separagdo tem eficacia conhecida e

apresenta dados estatisticos de facil analise. Estes grupos foram utilizados como controle

experimental para a comparacdo com o0 método de separacdo de membrana de BN/Ag.
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Os Grupos IV e V sdo animais que foram infectados por fragfes separadas pelo
método de separacdo utilizando as membranas de BN/Ag. Os dados obtidos a partir desses
grupos correspondem aos dados novos, j& que se trata da afericdo de dados ainda nao
conhecidos em literatura especializada.

Ao infectar camundongos isogénicos de linhagens suscetiveis, como BALBI/c,
com parasitas obtidos através de métodos de fracionamento como é o caso da adsorcdo por
membrana de BN/Ag e a cromatografia em coluna de 1a de vidro observa-se os resultados

apresentados na Figura 47.

Figura 47 — Infeccdo experimental em grupos de camundongos isogénicos BALB/c expostos aos parasitas processados por
adsorcdo em membrana de BN/Ag (A) e por cromatografia em coluna de 1 de vidro (B).
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Em uma anélise global da Figura 47 é observado que existe uma similaridade
entre as curvas de infectividade quando se descreve simplesmente o tamanho médio das
lesbes apresentadas. Isso fica claro quando se observa que sempre existira o perfil de
infectividade pelo grupo controle positivo, ou seja, que recebeu parasitas ndo-fracionados,
intermediario as duas parcelas resultantes. Esse perfil demonstra que durante os dois
processos de separacdo de parasitas, um grupo de protozoarios apresenta uma viruléncia
superior a outra, que inclusive se inicia mais tardiamente.

Como a literatura j& descreve [60,59], na separacdo por cromatografia em coluna
de 1& de vidro, os parasitas que ficam aderidos a matriz solida, apresentam baixa infectividade,
sendo enquadrados como promastigotas prociclicas, da mesma forma como os parasitas que
ficam adsorvidos em membranas BN/Ag.

Igualmente, notamos que os parasitas ndo aderidos a 1& de vidro, passando
incélumes ao processo de separacdo apresentam alta infectividade, sdo enquadrados entdo
como promastigotas metaciclicas, e este grupo seria equivalente ao grupo de parasitas que
permaneceram Vivos e eluidos no meio de cultura sem se adsorver a membrana de BN/Ag.

Olhando mais criticamente para estes resultados podemos chegar a conclusdes
ainda mais interessantes. Existe um desvio-padrdo muito baixo para os valores médios
encontrados nos tamanhos das lesdes (cerca de 0,03 cm em geral para todos 0s grupos
analisados), demonstrando que existiu uma homogeneidade consideravel nos indculos
embutidos em cada animal utilizado nos grupos experimentais. 1sso garante que tanto um
método quanto o outro apresenta uma alta eficiéncia no processo de separacao, ja que nao
perde parasitas ndo-fracionados (0 que seria uma populagdo mista) durante sua execucao.

Ao infectar camundongos isogénicos de linhagens resistentes, como C57BL/6,

com parasitas obtidos através de métodos de fracionamento como € o caso da adsorgcdo por



83

membrana de BN/Ag e a cromatografia em coluna de 1a de vidro observamos 0s seguintes

resultados:

Linhagem C57BL/6 infectada com fragdes em contato com as membranas de BN/Ag

2,0
T
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Figura 48 - Infeccdo experimental em grupos de camundongos isogénicos C57BL/6 expostos aos parasitas processados por
adsorcdo em membrana de BN/Ag (em A) e por cromatografia em coluna de I& de vidro (em B).
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De maneira andloga ao que foi observamos na infecgdo experimental em
camundongos isogénicos suscetiveis, encontramos respostas equivalentes com camundongos
resistentes. A diferenca é evidenciada no tempo de evolucdo da lesdo que é mais tardia e
também no tamanho médio das lesdes, reforcando entdo que os métodos de separacdo de
promastigotas sao validos [60, 64, 59].

Outro detalhe importante é que a amostra que ndo passou por fracionamento
algum apresenta perfil de infectividade que se aproxima estatisticamente em varios pontos dos
graficos com o grupo que representaria a amostra mais infectante, o que demonstra que apesar
de altamente infectante o grupo de promastigotas metaciclicas (obtidas tanto por
cromatografia em |& de vidro quanto por adsorcdo em membrana BN/Ag) ndo sobrevivem
eficientemente nos macrofagos de camundongos C57BL/6. J& os animais infectados com
promastigotas prociclicas, nas ultimas medi¢cdes (por volta da 232 e 24% semana pds-infeccao)

apresentavam perfis de regressdo das lesGes.

3.11 TESTE DE HIPERSENSIBILIDADE TARDIA

Os resultados mais significativos foram realmente os apresentados pela separacéo
por adsor¢do de BN/Ag. O teste de hipersensibilidade tardia foi feito de acordo com a
seguinte divisdo de grupos experimentais e controle, de forma a ficar estatisticamente
significativo e bioeticamente preservado. Na Tabela 3 estdo apresentados grupos utilizados

para a realizacao dos testes.
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Grupos analisados Hamsters do tipo

champanhe

Grupo I: Antigeno extraido de populacdo mista de
parasitas ndo separados por adsorcéo por BN/Ag 6
Grupo Il: Antigeno extraido de populacdo de parasitas
que ficaram adsorvidos pela membrana BN/Ag 5
Grupo I11: Antigeno extraido de populacdo de parasitas
que ndo ficaram adsorvidos pela membrana BN/Ag 7
Grupo 1V: Solucéo salina 6
Grupo V: Solucdo salina usada na lavagem nas
membranas BN/Ag estéreis 6

TOTAL 30

Tabela 6 - Distribuicdo do namero de individuos por grupo que foi analisado nos testes de hipersensibilidade tardia.
O Grupo | corresponde ao controle positivo do DTH, porque representa as

circunstancias em que os resultados seriam os ideais quanto a uma infeccdo habitual sem
interferéncia de processos de separagao.

Os Grupos Il e Il apresentados na tabela correspondem aos grupos experimentais,
onde se testou a hipersensibilidade tardia dos animais a presenca de parasitas separados e nao-
separados por membranas de BN/Ag.

Os Grupos IV e V representam o0s controles negativos (ambos sem antigenos
parasitarios): um sem nenhum produto reativo (somente a solucdo salina) e outro contendo no
méaximo fragmentos ou nanoparticulas soltas das membranas de BN/Ag estéreis.

Essa diferenca quanto ao numero de animais testados corresponde diretamente ao grau
de dificuldade de se adquirir biomassa para geracdo dos antigenos. O Grupo Il apresenta um
nimero maior de animais testados baseando-se no fato de que a prata se mostra toxica as

promastigotas livres no meio de cultura antes de coleta-las.
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O teste de hipersensibilidade tardia (DTH) em hamsters foi feito com o intuito de
detectar possiveis respostas alergénicas destes animais com sistema imunoldgico completo a
membrana de BN/Ag ou entdo a complexos formados apds a adsorcdo. Desta forma, ao
comparar a enduracdo dos coxins das patas traseiras, direita (com o indculo testado) com a
esquerda (com solucdo salina) podemos analisar o quanto tais materiais sdo toxicos ou
estimulam a acdo do sistema imunologico [60, 59, 67].

Para garantir que ndo haveria resposta imune ao ataque parasitario, todas as
amostras vivas de promastigotas selecionadas foram fragmentadas pela acdo do nitrogénio
liquido, preservando apenas algumas caracteristicas de superficie de suas células.

A presenca de um grupo controle negativo (como o que sé recebe solucéo salina
em ambas as patas) serve para criar uma linha-base de corte para possivel enduracao
provocada pela entrada da agulha da injecdo. Desta forma, analisamos somente resultados
referentes a hipersensibilidade tardia gerada diretamente pelas amostras consideradas

experimentais.
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A Figura 49 mostra o perfil geral do teste e a positividade encontrada durante todo

0 periodo de anélise, que foi de uma semana:

Figura 49 - Resultados dos testes de hipersensibilidade tardia (DTH) nos principais grupos controle e experimental no
decorrer de todo o periodo de anélise (uma semana).

Como se espera, 0 grupo controle negativo contendo somente solucao salina ndo
apresentou nenhum grau de reacdo, permanecendo durante todo o periodo com 0 % de
reatividade.

Os resultados sé podem ser percebidos a partir da primeira medicdo (na 42 hora
pos-inoculacdo) e mesmo assim nao é evidente em todos os grupos. Nota-se, por exemplo,
que a solucdo salina de lavagem das membranas BN/Ag estéreis apresentaram enduracao
durante dois momentos, justificando a toxicidade apresentada basicamente por nanoparticulas
de prata ou seus conjugados com a borracha natural junto ao tecido conjuntivo dos coxins

traseiros dos hamsters.
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Foi feita ainda uma observacao quanto as duas amostras que apresentam antigenos
de Leishmania, uma amostra processada e outra ndo-processada. Observa-se, especificamente
ao comparar esses dois casos, que a amostra processada apresenta uma enduragdo menor que
a amostra de populagdo in vitro mista ndo-processada. Ndo so, a porcentagem de animais
positivos para esse teste foi maior entre os que entraram em contato com antigenos totais de
Leishmania, como também a enduracao aconteceu por mais tempo.

Os parasitas processados pela membrana de BN/Ag apresentavam antigenos de
superficie diferentes dos antigenos totais encontrados na populacdo mista, caracterizados
assim como antigenos prociclicos que geram respostas de baixa hipersensibilidade tardia.

Mesmo assim, € importante destacar que em todos os grupos analisados até aqui,
ndo apresentou positividade superior a 46 + 2%, o0 que significa que existe baixa
responsividade a estes antigenos criopreservados. E isso, sob o ponto de vista médico, é
considerado bom, j& que desencadeia resposta imunoldgica sem provocar efeitos colaterais
indesejaveis, quando inoculados como justificativa vacinal.

Analisando em detalhes, agora, s6 as amostras experimentais durante os periodos
de resposta ao teste de hipersensibilidade tardia, pode-se tirar algumas conclusdes

interessantes.
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Figura 50 - Resultados dos testes de hipersensibilidade tardia (DTH) dos principais grupos experimentais durante apenas o
periodo em que apresentou-se positividade para o teste.

Em uma andlise da Figura 50, vé-se que existe uma maior positividade ao teste
DTH quando a amostra recebida pelo hamster sdo antigenos totais nao-processados e, que,
quando os parasitas sdo fracionados em dois grupos antes de serem convertidos a antigenos,
eles acabam gerando uma resposta menos intensa nos testes de hipersensibilidade tardia.

Nos antigenos de promastigotas aderidas a membranas de BN/Ag, ou seja, de
promastigotas com caracteristicas tipicamente prociclicas, o pico de positividade acontece as
12 horas pos-inoculacdo e permanece constante até as 242 hora p.i., quando ela desaparece
totalmente.

Algo bem parecido ocorre com os antigenos de promastigotas que ndo-aderiram a
BN/Ag, ou seja, de promastigotas com caracteristicas tipicamente metaciclicas; o diferencial
fica por conta do avanco do tipo de positividade e que na maioria dos instantes marcados essa
porcentagem é inferior a enduracdo encontrada na amostra que estava aderida a membrana de

BN/Ag.
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Novamente, destacamos que o processamento dos parasitas e a possivel presenca
de membranas de BN/Ag no meio de cultura ou aderidos a superficie do microorganismo faz
com que a resposta cesse mais rapidamente e justificamos que talvez seja porque a via de
resposta imunoldgica segue outro trajeto de intervencao e eliminagdo de corpos estranhos no
organismo que nao seja a via celular de defesa, como por exemplo, a acdo de anticorpos e

interleucinas inflamatorias [60, 59, 70].
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CAPITULO 4 - CONCLUSOES

Para este trabalho foi realizado e apresentado um estudo bibliografico referente ao
tema do projeto, tais como: borracha natural, nanoparticulas de prata, protozoarios de L.
braziliensis e métodos de separacdo, tendo como objetivo principal confirmar a eficacia do
método de separacdo utilizando as membranas de BN/Ag.

A interacdo das nanoparticulas com a membrana de BN ocorre apenas apés a
imersdo da membrana na solucdo contendo o sal de prata, assim é possivel dizer que o fator
desencadeante da sintese das AgNPs ocorre com a liberacdo de alguns componentes da
membrana em solucdo, fazendo com que haja um recobrimento desta membrana por
nanoparticulas. Ndo € observada a presenca de nanoparticulas em solucdo, apenas nas
membranas.

Nos espectros de absorcao obtidos pela técnica de UV-VIS foi possivel confirmar
que a composicdo da membrana de BN induz a formacdo das nanoparticulas de prata. Essa
confirmacéo se d& pelo fato do aparecimento das bandas referentes ao plasmon de superficie,
caracteristicos da presenca de particulas metélicas, no caso da prata, bandas de absor¢cdo com
maior intensidade para comprimentos de onda por volta de 420 nm.

Em relacdo a variacdo na intensidade de absorbancia é possivel concluir que
aumento no tempo de reducdo gera um aumento na concentracdo das AgNPs na superficie da
membrana de BN. E ainda que o surgimento de bandas mais largas possa estar relacionado
com a distribuicdo irregular no tamanho ou agregacao das nanoparticulas.

Foi possivel fazer uma estimativa de tamanho da AgNPs, relacionando o0s
comprimentos de ondas caracteristicos das particulas de prata. Assim pode-se concluir que as

particulas apresentam um formato esférico com didmetro variando entre 35 a 50 nm.
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Através dos resultados obtidos com as anélises térmicas é possivel notar que as
membranas de BN/Ag com tempos de reducdo até 60 minutos apresentam boa estabilidade
térmica da temperatura ambiente até 300° quando comparadas as membranas de BN pura.

Assim, mesmo que as nanoparticulas interajam com as membranas de BN, elas
ndo modificam as caracteristicas estruturais do polimero, tendo em vista que, para diferentes
tempos de reducdo as temperaturas de transicdo vitrea e degradacdo térmica se mantiveram
sem alteragGes significativas, sendo estas propriedades intrinsecas da borracha natural.

No caso das membranas de BN/Ag com 120 minutos de reducdo a concentracao
das particulas de prata influenciam de forma a diminuir a temperatura de decomposicdo dos
constituintes poliméricos da borracha, causando a desestabilizagdo térmica da mesma.

Com as analises feitas por difragdo de raios X foi possivel constatar a presenca do
nitrato de prata na membrana de BN/Ag. O aumento no tempo de reducdo leva a uma maior
concentracdo de fons Ag na membrana que ao final do processo de secagem, contém uma
maior concentracdo de nitrato de prata.

O sal presente na membrana sofre dissociacdo quando essas sdo colocadas em
meio aquoso novamente, no meio de cultura. Esse fator faz com que haja a liberacdo de ions
de prata no meio de cultura. Sendo estes ions os responsaveis pela morte celular de uma das
fases de vida dos protozoérios.

Durante a realizacdo dos testes bioldgicos, foi possivel constatar que as
membranas de BN/Ag, ao serem colocadas no meio de cultivo dos protozoarios, sdo capazes
de separa-los sem matar a populacdo por completo, sendo capazes de eliminar apenas as
células que completaram seu ciclo celular de amadurecimento e que ja se tornaram altamente
infectante para os hospedeiros. Ja as células ainda imaturas, que ndo sdo capazes de gerar a

doenca, mantém sua estrutura protéica inalterada, sendo mantidas vivas. Esse processo € o
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que gera a biomassa importante para um futuro estudo focando a fabricagdo da vacina contra a
doenca.

O passo seguinte foi analisar a infecgdo animal, utilizando camundongos com
perfis imunoldgicos modificados, camundongos isogénicos, com as fracbes de parasitas
obtidas pelos dois métodos de separacdo. A infeccdo da primeira linhagem, os camundongos
BALB/c, mais suscetiveis a infeccdes, mostram que as fracdes separadas pelos métodos que
estdo sendo comparados, sao capazes de gerar lesdes que apresentam baixo desvio padrdo em
relacdo aos tamanhos. Na infeccdo da linhagem mais resistente, os C57BL/6, também é
possivel notar o surgimento da lesdo, porém de maneira tardia que na outra linhagem, isso
indica que a defesa imunologica dos C57BL/6 é mais eficaz no ataque do parasita, 0 que era
esperado. Contudo, esses resultados sdo importantes para mostrar que o processo de separacao
utilizando as membranas de BN/Ag é capaz de separar fragdes de parasitas infectantes das ndo
infectantes de maneira eficaz quando comparado ao método ja existente, o de 1a de vidro, pois
nos dois métodos € possivel observar o surgimento da lesdo.

Através da andlise do teste de hipersensibilidade tardia pode-se concluir que os
parasitas processados quando transformados em antigenos geram resposta alérgica
diferenciada. Nos grupos de antigenos total a resposta alergénica é superior ao encontrado no
grupo de antigenos de parasitas prociclicos, sendo uma vantagem a sua utilizagdo como
indculo vacinal com baixos efeitos colaterais.

Sendo assim, 0 método de separacdo de promastigotas por adsorcdo as membranas
de BN/Ag comparado a outros métodos classicos aplicados a L. braziliensis, tendo a
vantagem se ser mais rapido, exigir menor esforco técnico de execucdo, gera menos residuos

toxicos e ainda, sintetiza uma biomassa vacinal com altissima pureza.
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