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Brucelose bovina ¢ uma zoonose infecciosa de evolugdo cronica, provocada por
bactérias do género Brucella. Vacinagdo é uma das medidas mais efetivas para reduzir
a prevaléncia desta doenga e, devido a algumas desvantagens das vacinas atualmente
utilizadas, novas formulag¢des, como as vacinas de DNA, estdo em testes. Nanoparticulas
sdo potenciais carreadores de vacinas de DNA e, entre os polimeros de origem natural,
a quitosana tem se mostrado apropriada por ser biodegradavel, biocompativel e ndo
toxico. O complexo vacina de DNA e nanoparticulas de quitosana podera prevenir a
degradacgdo da vacina por nucleases e otimizar a entrega de genes no interior das células
de mamiferos, melhorando assim a resposta imune efetiva. Neste estudo, estabeleceu-se
as bases para o desenvolvimento da vacina de DNA pcDNAssiv, que contém um gene
do sistema de secrecédo do tipo IV de Brucella abortus, encapsulada em nanoparticulas
de quitosana. Para isto, preparou-se nanocapsulas contendo o plasmideo pcDNAssiv
pelo método de coacervagdo complexa. No ensaio de estabilidade do complexo
nanoencapsulado, realizou-se a digestdo do plasmideo com as enzimas DNase e
quitosanase e, de restrigdo. Realizou-se analises in vitro, em células MDBK e, in vivo,
em camundongos, para avaliar a expressdo em células de mamiferos, do RNAm do
gene ssiv nanoencapsulado. Por fim o ensaio da liberagdo do plasmideo pcDNAssiv
foi simulado em termociclador a temperatura de 37° C. As nanocapsulas contendo
o plasmideo apresentaram-se estaveis quando submetidas aos testes de estabilidade,
protegendo o DNA da degradagdo na presenca da enzima DNase e apresentou
degradagdo na presenga da enzima quitosanase, liberando o material encapsulado, que
sofreu digestao, quando submetido as enzimas de restri¢dao. Nos testes in vivo e in vitro,
foi possivel confirmar a expressdo do RNAm referente ao gene ssiv de B. abortus. Por
fim, o estudo de liberagdo mostrou que a partir do oitavo dia, iniciou a liberagdo do DNA
encapsulado numa concentragdo de 150 ng/pul de DNA, aumentando acentuadamente
ao longo dos dias, mostrando que até 30 dias as nanocapsulas continuavam liberando
gradativamente o DNA e, em concentragdes maiores. Conclui-se que as nanocapsulas de
quitosana protegem o DNA até o momento da sua liberagdo nas células de mamiferos e,
que estas células expressam o RNAm de interesse, confirmando a entrega do material.
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