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RESUMO 

 

A resistência antimicrobiana (RAM) da bactéria Pseudomonas aeruginosa representa um dos 

maiores desafios para a saúde pública mundial na atualidade, limitando drasticamente as opções 

de tratamentos e tornando urgente o desenvolvimento de alternativas profiláticas eficazes. O 

objetivo deste estudo foi analisar o impacto da trealose na estabilidade de nanopartículas 

biodegradáveis de albumina sérica bovina (BSA) carregadas com antígenos totais da cepa 

PA14. Reconhecida por suas propriedades crioprotetoras e estabilizadoras de proteínas, a 

trealose foi empregada visando preservar a integridade estrutural dos antígenos durante a 

produção das nanopartículas. Ensaios de citotoxicidade pelo método MTT em macrófagos 

RAW 264.7 indicaram a segurança da trealose na concentração de 18 mg/mL. As nanopartículas 

foram produzidas por dessolvatação e caracterizadas quanto às suas propriedades físico-

químicas. A incorporação isolada do antígeno bruto (grupo NPAg) comprometeu a estabilidade 

coloidal, gerando partículas com diâmetro hidrodinâmico de 656,4 nm e potencial zeta de -

0,919 mV. Em contrapartida, a adição de trealose (grupo NPAgT) proporcionou maior 

estabilidade ao sistema, reduzindo o diâmetro hidrodinâmico para 283,4 nm, aumentando o 

potencial zeta absoluto para -17,2 mV e resultando em índice de polidispersão de 0,381. Esses 

resultados indicam que a trealose atuou como agente estabilizador da matriz albumínica, 

favorecendo a manutenção das propriedades físico-químicas das nanopartículas. Assim, a 

formulação NPAgT apresenta potencial como plataforma nanovacinal para o desenvolvimento 

de estratégias imunoprofiláticas contra P. aeruginosa. 

 

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa; nanopartícula; albumina sérica bovina; trealose; 

resistência antimicrobiana.  

 

 

  



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Antimicrobial resistance (AMR) in Pseudomonas aeruginosa represents one of the greatest 

challenges to global public health, drastically limiting treatment options and highlighting the 

urgent need for effective prophylactic alternatives. This study aimed to evaluate the effect of 

trehalose on the stability of biodegradable bovine serum albumin (BSA) nanoparticles loaded 

with total antigens from the PA14 strain. Recognized for its cryoprotectant and protein-

stabilizing properties, trehalose was used to protect the structural integrity of the antigens during 

nanoparticle production. Cytotoxicity assays using the MTT method in RAW 264.7 

macrophages demonstrated the safety of trehalose at a concentration of 18 mg/mL. The 

nanoparticles were produced by the desolvation method and characterized according to their 

physicochemical properties. The incorporation of the crude antigen alone (NPAg group) 

compromised the colloidal stability of the system, resulting in particles with a hydrodynamic 

diameter of 656.4 nm and a zeta potential of -0.919 mV. In contrast, the addition of trehalose 

(NPAgT group) improved system stability, reducing the hydrodynamic diameter to 283.4 nm, 

increasing the absolute zeta potential to -17.2 mV, and resulting in a polydispersity index (PDI) 

of 0.381. These findings indicate that trehalose acted as a stabilizing agent for the albumin 

matrix, promoting the maintenance of the physicochemical properties of the nanoparticles. 

Therefore, the NPAgT formulation shows potential as a nanovaccine platform for the 

development of immunoprophylactic strategies against P. aeruginosa. 

 

Keywords: Pseudomonas aeruginosa; nanoparticles; bovine serum albumin; trehalose; 

antimicrobial resistance. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A resistência antimicrobiana (RAM) consolidou-se como uma das maiores ameaças à 

saúde pública mundial no século XXI. A pressão seletiva do uso indiscriminado de antibióticos 

acelerou a propagação de cepas bacterianas multirresistentes, tornando urgente o 

desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas e profiláticas. Diante do escasso 

desenvolvimento de novas classes de antibióticos na indústria farmacêutica, a imunização ativa 

surge como uma alternativa estratégica promissora, que pode evitar infecções, e assim, mitigar 

a necessidade do uso de antimicrobianos na clínica hospitalar. (Murray, 2022). 

 

1.1  PSEUDOMONAS AERUGINOSA   

 

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria gram negativa e por causa da sua resistência a 

antibióticos e alta taxa de letalidade em ambientes de saúde, está caracterizada como alta 

prioridade pela OMS na atualização de 2024. Por se tratar de um patógeno oportunista, os 

ambientes hospitalares e as terapias invasivas tornam-se cenários favoráveis à sua colonização. 

Pacientes debilitados com vias aéreas danificadas, trauma ou infecções virais prévias, fibrose 

cística, imunocomprometidos, câncer e pacientes em ventilação mecânica, constituem o grupo 

de maior risco, apresentando elevadas taxas de mortalidade associadas a P. aeruginosa (Pier, 

2007). 

Sua elevada resistência se dá multifatorialmente, envolvendo desde a resistência 

intrínseca a antibióticos, como a baixa permeabilidade da membrana e resistências adquiridas 

por mutações e aquisição de genes, até a adaptativa, que é mediada por biofilmes. Por causa 

desses mecanismos se torna cada vez mais difícil achar um tratamento eficaz contra essa 

bactéria, sendo os maiores responsáveis pela falha dos antibióticos as carbapenemases, enzimas 

que hidrolisam antibióticos carbapenêmicos, tornando-os ineficazes (Qin, et al, 2022). 

Considerando este cenário de desafio terapêutico, o desenvolvimento de vacinas surge 

como uma alternativa imunoterapêutica promissora frente à progressiva perda de eficácia dos 

antibióticos contra essa bactéria. Porém, a ciência encontrou vários problemas durante as 

tentativas de desenvolver uma formulação vacinal (Santamarina-fernández et al., 2025).  

Estudos falharam em utilizar os lipopolissacarídeos (LPS) como antígeno vacinal 

devido à extensa heterogeneidade sorológica, fazendo assim com que não houvesse proteção 

contra todas as possíveis cepas da P. aeruginosa. Esse problema pode ser resolvido criando 
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uma vacina multivalente para criar uma cobertura abrangente, mas o LPS por ser uma 

endotoxina, em maiores doses pode levar a toxicidade (Kamei et al., 2011). 

Outra opção promissora é a utilização de antígenos proteicos conservados, como as 

proteínas OprF e OprI avaliadas por Weimer et al. (2009). Adicionalmente, o uso de lisados 

bacterianos (antígenos totais) surge como uma estratégia mais ampla; por conterem uma vasta 

variedade de componentes celulares, proporcionam uma melhor mimetização de uma infecção 

real e desencadeiam uma cobertura vacinal eficaz contra diversas cepas de P. aeruginosa. No 

entanto, a eficácia desta estratégia está condicionada à preservação da integridade desses 

antígenos, prevenindo sua degradação antes que possam estimular adequadamente o sistema 

imune (Wang, 1999). 

 

1.2  NANOPARTÍCULAS 

 

No desenvolvimento de vacinas, as nanopartículas destacam-se por exercerem dupla 

função, atuando tanto como sistemas de entrega quanto como adjuvantes imunológicos. Quando 

formuladas com matrizes biocompatíveis, como a albumina sérica bovina (BSA), aumentam a 

estabilidade dos antígenos ao protegê-los da degradação, além de favorecerem sua captação e 

processamento pelas células apresentadoras de antígenos. Adicionalmente, a incorporação de 

imunomoduladores, como o poli:IC, potencializa a imunogenicidade da formulação por meio 

de um efeito sinérgico, promovendo uma resposta imune mais intensa e coordenada (Gozzi et 

al., 2025). 

A proteção conferida pelas nanopartículas decorre de sua capacidade de incorporar os 

antígenos em sua matriz, reduzindo sua degradação enzimática precoce e favorecendo o rápido 

escape do compartimento endolisossomal para o citoplasma celular. Esse mecanismo promove 

a retenção intracelular e a liberação prolongada do antígeno, mimetizando a apresentação 

natural do patógeno e potencializando a resposta imunológica (Panyam; Labhasetwar, 2003). 

 

1.3  TREALOSE 

 

A trealose é um dissacarídeo não redutor composto por duas unidades de glicose unidas 

por uma ligação glicosídica α,α-1,1. Encontrado em uma ampla gama de organismos, incluindo 

bactérias, leveduras, fungos, insetos, invertebrados e plantas, esse açúcar atua originalmente 

como fonte de energia e carbono (Elbein, 2003). Contudo, a trealose também se destaca por sua 

notável capacidade de proteger proteínas e membranas celulares contra a inativação ou 
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desnaturação sob condições de estresse, como desidratação, extremos de temperatura e 

oxidação (Elbein, 2003; Jain; Roy, 2009). 

Essa propriedade biológica preenche uma lacuna crítica no desenvolvimento 

biotecnológico: se, por um lado, o encapsulamento assegura a proteção e a entrega de antígenos 

in vivo (Panyam; Labhasetwar, 2003) , por outro, a manutenção da estabilidade termodinâmica 

dessas proteínas in vitro se faz necessária. O contato com interfaces durante a formulação gera 

estresses físicos e químicos, como a agitação mecânica e a exposição a solventes, os quais 

ameaçam a integridade das proteínas livres (Jain; Roy, 2009).  

O mecanismo pelo qual o dissacarídeo impede a degradação por meio do mecanismo de 

exclusão preferencial (Jain; Roy, 2009). A partir de uma interação energeticamente 

desfavorável entre o açúcar e a cadeia peptídica, a trealose é rejeitada da superfície protéica, 

forçando a retenção de uma camada de água ao seu redor e impedindo que suas cadeias 

hidrofóbicas sejam expostas. Essa exclusão eleva a energia livre do sistema, tornando 

termodinamicamente desfavorável a sua desnaturação mesmo sob condições de forte 

cisalhamento por agitação ou na presença de solventes orgânicos, mantendo, assim, a 

conformação nativa da proteína e impedindo sua inativação durante a formulação vacinal (Jain; 

Roy, 2009). 

Nesse sentido, estratégias biotecnológicas têm avançado no desenvolvimento de vacinas 

baseadas em plataformas de nanopartículas, as quais se mostram altamente promissoras para 

potencializar a imunogenicidade e a estabilidade de antígenos proteicos e componentes 

celulares de P. aeruginosa. Conforme revisado por Santamarina-Fernández et al. (2025), 

ensaios pré-clínicos demonstram que o encapsulamento ou a conjugação de alvos proteicos 

essenciais desse patógeno, como a Exotoxina A (ETA) ou proteínas da membrana externa 

(OMPs), em matrizes poliméricas de PLGA ou nanopartículas metálicas resultam em uma 

robusta ativação do sistema imune e na redução significativa da colonização bacteriana em 

modelos animais.  

Todavia, para assegurar a eficácia dessas formulações nanotecnológicas e preservar a 

integridade conformacional das proteínas e dos antígenos totais contra a degradação durante as 

etapas de síntese, torna-se imperativo o emprego de agentes crioprotetores eficientes 

(Santamarina-Fernández et al., 2025). 

Com base no exposto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a viabilidade da 

trealose como agente estabilizador de nanopartículas biodegradáveis de albumina contendo 

antígenos totais de Pseudomonas aeruginosa.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1  OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o potencial da trealose sobre a estabilidade de nanopartículas biodegradáveis de 

albumina contendo antígenos totais de P. aeruginosa. 

 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

● Determinar o perfil de segurança biológica da trealose a partir do método de MTT com 

macrófogos murinos RAW 264.7.  

● Produzir nanopartículas de Albumina Sérica Bovina carregadas com antígenos totais de 

P. aeruginosa na presença e na ausência de trealose. 

● Avaliar as características físicas das nanopartículas produzidas: parâmetros de tamanho, 

carga e índice de dispersão utilizando aparelho “zetasizer”. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 CITOTOXICIDADE DA TREALOSE  

 

Para a análise de citotoxicidade, 1x106 células/mL RAW 264.7 foram ressuspendidas 

em meio DMEM (suplementado com 10% de SFB, anfotericina e estreptomicina) em placa de 

96 poços de fundo chato estéril e incubada em estufa a 37°C, 5% de CO2, por 24 horas.A seguir, 

preparou-se uma solução estoque de trealose a 200 mg/mL em meio DMEM. Essa solução foi 

submetida a uma diluição seriada em uma placa espelho, resultando nas concentrações finais 

de 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 mg/mL. Posteriormente, os volumes da diluição 

seriada foram transferidos para a placa com as células, que foi incubada por 48 horas a 37 °C 

em atmosfera de 5% de CO2. 

 

Figura 1 -  Esquema de plaqueamento para o MTT da Trealose 

 

Fonte: Elaborado pelas autoras com o software BioRender (2026). 

 

Decorridas as 48 horas, o sobrenadante de todos os poços foi descartado para a adição 

de 180 μL de meio DMEM e 20 μL da solução de MTT (mg/mL) por poço. A placa foi 

novamente incubada por mais 4 horas. Após esse período, o sobrenadante foi removido e 

adicionaram-se 200 μL de dimetilsulfóxido (DMSO) a cada poço, procedendo-se com a 

homogeneização do conteúdo por 10 minutos. Por fim, a placa foi levada a um leitor de 

microplacas (Multiskan, Thermofisher), no qual foi realizada a leitura da absorbância a 570 nm 
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para posteriormente construir a curva dose-resposta e determinar do valor de IC50 (concentração 

necessária para inibir 50% do crescimento celular). Os valores obtidos na análise receberam o 

seguinte tratamento de dados antes de serem levados ao software  GraphPad Prism (v.8.0):  

● Primeiro foram calculadas as médias das absorbâncias de cada uma das concentrações 

da diluição seriada e dos brancos. 

● Em seguida foi realizado o seguinte cálculo para cada um:  

% citotoxicidade = 
𝑥𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜 − 𝑥𝑡𝑟𝑒𝑎𝑙𝑜𝑠𝑒

𝑥𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜
×  100 

Onde: 𝑥𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜 = média das absorbâncias do branco 

𝑥𝑡𝑟𝑒𝑎𝑙𝑜𝑠𝑒 = média das absorbâncias de cada uma das concentrações 

Os dados experimentais de porcentagem de citotoxicidade foram plotados contra o 

logaritmo das concentrações de trealose, utilizando o modelo de curva sigmoide dose-resposta 

com inclinação variável (quatro parâmetros). 

3.2  EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS TOTAIS DA P. AERUGINOSA 

 

Para a obtenção dos antígenos totais, procedeu-se inicialmente à reativação da cepa 

selvagem P. aeruginosa (PA14), mantida criopreservada sob congelamento a -80 °C. Uma 

alíquota da suspensão bacteriana foi descongelada e inoculada em 12 mL de meio de cultura 

líquido Luria-Bertani (LB) , previamente esterilizado em autoclave. O sistema foi incubado em 

shaker a 37 °C, pelo período de 24 horas. Após um dia, dividiu a alíquota de bactérias em cinco 

coletores com adição de 40 mL do meio de cultura LB e incubadas nas mesmas condições por 

mais 24 horas ou até a formação de biofilme. 

Após o período de incubação, as suspensões foram submetidas à centrifugação para a 

coleta do pellet bacteriano, e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspenso em 10 mL 

de tampão de guanidina (pH 8,0 6M) com Tris 1M, NaH2PO4 1M e adicionado 25 µL de inibidor 

de proteases fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 100 mM. A mistura foi mantida em agitação 

por 60 minutos à temperatura ambiente no béquer para promover a lise celular. Posteriormente, 

o lisado foi centrifugado a 12.000 rpm por 30 minutos para separar as proteínas totais, que 

foram coletadas no sobrenadante e submetidas ao processo de diálise com o uso de membrana 

hidratada SEVAPOR® com 16mm de diâmetro, por 48h (Figura 2). Por fim, a quantificação 
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do teor de proteínas totais obtidas no extrato dialisado foi realizada pelo método do ácido 

bicinconínico (BCA), utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrão.  

Figura 2 -  Membrana SEVAPOR® com 16mm de diâmetro na solução salina para diálise  

 

Fonte: (Autoras, 2026) 

 

3.3  PRODUÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS 

 

Para a obtenção da formulação base, alíquotas de 2 mL de uma solução de albumina 

de soro bovino (BSA) a 2% tiveram o pH ajustado para 9,0, sendo mantidas sob agitação 

magnética constante por 30 minutos (Figura 3). A dessolvatação ocorreu pela adição gota a gota 

de etanol absoluto (1 mL/min) até a opalescência do sistema. Para a reticulação e estabilização 

estrutural das nanopartículas, adicionou-se glutaraldeído a 8%, de modo a atingir a 

concentração de 0,01% do volume final da suspensão, mantendo-se o sistema sob agitação por 

mais 2 horas. As nanopartículas foram isoladas por centrifugação a 10.000 rpm por 15 minutos, 

o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em tampão fosfato-salino (PBS, pH 7,4) 

até a concentração de 10 mg/mL. 
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Figura 3 -  Solução de BSA com antígeno e/ou trealose em agitação magnética 

 

Fonte: (Autoras, 2026) 

 

A partir desta rota, foram sintetizados quatro grupos experimentais: nanopartículas 

vazias (NPV); nanopartículas incorporadas com o antígeno total de P. aeruginosa (NP + 

AgPA14); nanopartículas contendo apenas o crioprotetor (NP + trealose); e nanopartículas com 

o antígeno e o açúcar (NP + trealose + AgPA14). Para as formulações contendo o antígeno, 

adicionou-se 500 µg de AgPA14 diretamente na solução de BSA antes do início da 

dessolvatação. Para as fórmulas contendo o crioprotetor, incorporou-se 1 mL de solução de 

trealose na concentração de 18 mg/mL à suspensão inicial, juntamente com o BSA. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 CITOTOXICIDADE DA TREALOSE 

 

Antes do desenvolvimento e otimização das formulações de nanovacinas, realizou-se o 

experimento de determinação da segurança biológica da trealose através do ensaio de redução 

do MTT, que apresenta os resultados percentuais de citotoxicidade conforme demonstrado na 

Figura 4. Este ensaio torna-se absolutamente essencial para determinar as concentrações de 

dissacarídeo para a garantia da biocompatibilidade do sistema e para evitar quaisquer efeitos 

prejudiciais às linhagens celulares. 

Conforme apresentado na Figura 4, o nível mais alto de concentração da trealose (200 

mg/mL) gerou um efeito de citotoxicidade significativo, causando a morte de 80% das 

linhagens celulares. Este comportamento normalmente é caracterizado pelo estresse osmótico 

como resultado da alta concentração de soluto no meio de cultura, o que altera o equilíbrio 

hidroeletrolítico das células, levando à disfuncionalidade mitocondrial e lise celular. No 

entanto, nas concentrações de 100 mg/mL e 50 mg/mL, foi observada uma redução no nível de 

toxicidade, que ficou abaixo dos 25% e manteve a mesma linha de tendência linear nas outras 

diluições. 

Devido a esse perfil biológico específico, o valor numérico exato do IC50 da trealose 

não pôde ser calculado pelo software GraphPad Prism. O ajuste matemático da curva sigmoide 

foi inviabilizado pela ausência de uma relação dose-resposta clássica nas concentrações 

subjacentes, visto que a citotoxicidade caiu drasticamente entre as duas maiores doses testadas. 

Portanto, conclui-se que o efeito citotóxico agudo a 200 mg/mL decorre exclusivamente do 

estresse osmótico, e que o valor real de IC50 para uma citotoxicidade puramente química ou 

farmacológica estaria em faixas virtualmente extrapoladas e inexequíveis (>200 mg/mL). 

Considerando o padrão de segurança revelado e em conformidade com os critérios 

estabelecidos pela norma ISO 10993-5, o material será considerado não citotóxico quando o 

nível de citotoxicidade permanecer abaixo de 30%, o que equivale a uma viabilidade celular de 

70% (Noora, 2026). De acordo com os dados de citotoxicidade para todas as concentrações 

analisadas, incluindo 25 mg/mL até a concentração mínima utilizada (1,56 mg/mL), 

praticamente não há efeito sobre as células, comprovando, assim, a alta biocompatibilidade do 

dissacarídeo no meio em concentrações diluídas. 
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Devido à característica identificada, uma concentração de 18 mg/mL foi escolhida para 

a criação das partículas finais. A concentração escolhida está dentro do padrão de segurança, 

garantindo que o material criado não seja tóxico para as células do sistema hospedeiro. Além 

disso, a concentração é utilizada em pesquisas científicas para armazenar antígenos e 

construções virais em matrizes poliméricas como crioprotetor e agente de liofilização, sem 

causar danos às células (Yoon, 2024). 

 

Figura 4 -  Gráfico do efeito citotóxico da trealose em ambiente celular sob diferentes faixas de concentração 

(mg/mL). 

 

Fonte: (Autoras, 2026) 

 

 

 

4.2  PREPARO DE NANOPARTÍCULAS DE BSA: TESTE DE DIFERENTES 

VARIÁVEIS 

 

Para a criação de um protocolo reprodutível para a obtenção de nanopartículas de 

albumina sérica bovina (BSA), foi realizada uma triagem sistemática das variáveis críticas do 

processo, incluindo a concentração do agente de reticulação (glutaraldeído), meio de diluição, 
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temperatura e pH do sistema. A Tabela 1 apresenta um resumo do histórico dos ensaios e dos 

respectivos desfechos macroscópicos.  

Nos experimentos 1 e 2, utilizou-se água deionizada como matriz em faixa de pH de 

neutro a básico (7,0–8,0), variando-se o volume de glutaraldeído a 25% adicionado. Em ambos 

os testes, observou-se a formação de pellets insolúveis após a centrifugação. Esse 

comportamento sugere que o excesso de agente reticulante promoveu uma aglomeração 

intermolecular rápida e descontrolada da matriz proteica.  

Na busca por mitigar a agregação, a água foi substituída por solução salina tamponada 

com fosfato (PBS) e a concentração do glutaraldeído foi reduzida para uma solução diluída a 

8% (0,001% v/v final) no terceiro experimento. Embora o perfil de aglomeração tenha 

melhorado, o sistema ainda apresentava grumos e pellets parcialmente solúveis.  

Nos dois experimentos seguintes, avaliou-se se o distanciamento do ponto isoelétrico 

da albumina (PI = 4,7), a partir do aumento do pH (8,5–9,0), causaria a repulsão das 

nanopartículas entre si, evitando a agregação. Contudo, o experimento 4 testou outro fator 

concomitante, o aquecimento a 37 °C visando acelerar a síntese; todavia, isso resultou na 

evaporação dos reagentes e no consequente descarte do teste. 

Por fim, o quinto experimento foi o escolhido para as análises físico-químicas das 

nanopartículas (Tabela 2), pois apresentou uma solução levemente opalescente e sem 

agregações visíveis  

 

Tabela 1 -  Condições experimentais testadas para a obtenção e estabilização de nanopartículas biodegradáveis 

de albumina sérica bovina. 

Experimento 

Concentração 

de 

glutaraldeído 

Meio de 

diluição Aquecimento pH 

Resultado 

observado Conclusão 

1 50 µL (25%) 

Água 

deionizada Não 7,0–8,0 

Formação de 

pellets 

insolúveis 

após 

centrifugação 

Excesso de 

reticulação, 

inviável 

2 25 µL (25%) 

Água 

deionizada Não 7,0–8,0 

Formação de 

pellets 

insolúveis 

após 

centrifugação 

Redução do 

glutaraldeído 

insuficiente 

3 

0,001% (v/v) 

(solução 8%) PBS Não 7,0–8,0 

Solução com 

grumos; 

Formação 

parcial de 
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pellets 

insolúveis 

agregados 

4 

0,001% (v/v) 

(solução 8%) PBS Sim (37 °C) 8,5–9,0 

Evaporação da 

amostra 

Condição 

descartada 

5 

0,001% (v/v) 

(solução 8%) PBS Não 8,5–9,0 

Suspensão 

estável 

(Tabela 2) 

Condição 

selecionada 

para 

obtenção das 

nanopartícula

s 

Fonte: (Autoras, 2026) 

 

 

4.3  AVALIAÇÃO DO TAMANHO, PDI E POTENCIAL ZETA DAS NP 

 

A partir da metodologia consolidada no Experimento 5 (Tabela 1), as diferentes 

formulações nanovacinas e seus respectivos controles foram caracterizados quanto ao Diâmetro 

Hidrodinâmico (Size), Índice de Polidispersão (PDI) e Potencial Zeta, conforme dados 

compilados na Tabela 2  

 

Tabela 2 -  Diâmetro hidrodinâmico (Size), Índice de Polidispersão (PDI) e Potencial Zeta das diferentes 

formulações nanovacinais obtidas sob condição otimizada. 

Nanopartículas PDI Size Zeta 

NPV 0,913 206,1 d.nm -11,9 mV 

NPT 0,387 326,6 d.nm -10,2 mV 

NPAg 0,816 656,4 d.nm -0,919 mV 

NPAgT 0,381 283,4 d.nm -17,2 mV 

Fonte: (Autoras, 2026) 

 

As nanopartículas de albumina vazias do grupo NPV mostraram um diâmetro 

hidrodinâmico de 206,1 nm, um Potencial Zeta de -11,9 mV e um PDI alto de 0,913. Segundo 

Bhattacharjee (2016), quando o PDI é maior que 0,4, o sistema coloidal é considerado bastante 

polidisperso. Esse alto índice indica uma distribuição não uniforme, na qual diferentes frações 

de partículas na suspensão variam muito em tamanho. Além disso, é amplamente reconhecido 

na literatura que dispersões de nanopartículas neutras ou levemente carregadas que estão na 

faixa limite de estabilidade eletrostática (10mV) são propensas a coagulação, floculação e 

aglomeração durante o armazenamento (Öztürk et al., 2024).  
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No grupo NPT, a adição de trealose à matriz vazia resultou em um aumento do diâmetro 

hidrodinâmico das partículas, que alcançou 326,6 nm, com um potencial eletrostático de -10,2 

mV, acompanhado por uma notável diminuição do PDI para 0,387. De acordo com 

Bhattacharjee (2016), um sistema coloidal é considerado moderadamente polidisperso se seu 

índice de polidispersão está entre 0,1 e 0,4, o que significa que as partículas estão melhor 

distribuídas. Isso mostra que a carga superficial inicial das nanopartículas pode ser modificada 

e estabilizada pelo revestimento do dissacarídeo na superfície da nanopartícula, gerando uma 

estabilização estérica (Ali, 2022).  

Introduzir apenas o antígeno bacteriano bruto de Pseudomonas aeruginosa no grupo 

NPAg provocou um colapso físico do sistema. Um diâmetro hidrodinâmico notável de 656,4 

nm, PDI de 0,816 e um Potencial Zeta que se aproximou de forma crítica da neutralidade, 

atingindo -0,919 mV. Conforme indicado por Öztürk et al., (2024), o potencial zeta de uma 

nanopartícula é um indicador de como ela se dispersa, quando sistemas carregados fracamente 

perdem essa barreira eletrostática de repulsão mútua, não há impedimento para a agregação, o 

que resulta em macroaglutinações que ocorrem devido à adsorção de componentes 

heterogêneos sobre a superfície polimérica. 

A formulação NPAgT se destaca com um PDI de 0,381, considerando o sistema como 

moderadamente homogêneo por estar abaixo da barreira crítica de 0,4 (Bhattacharjee, 2016) e 

confirmando a eficácia da síntese na obtenção de nanopartículas controladas. A hidrodinâmica 

de 283,4 nm encaixa-se na faixa desejada (100 nm a 500 nm) para internalização pelas células 

apresentadoras de antígenos (APCs) (Öztürk et al., 2024); a pequena dimensão sugere que a 

presença da trealose favoreceu uma organização estrutural mais compacta, resultando no 

diâmetro menor do que da NPAg. Por último, Potencial Zeta de -17,2 mV foi o mais alto em 

valor absoluto dentre as formulações com antígeno e, apesar de ser menor do que a barreira 

para estabilidade eletrostática de ±30 mV (Bhattacharjee, 2016), é bastante adequado para o 

ambiente albumínico, já que a estabilidade coloidal é conferida simultaneamente pelo 

impedimento estérico das macromoléculas e à sua carga superficial residual (Öztürk et al., 

2024).  
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5 CONCLUSÃO 

 

Em resposta a ameaça da resistência antimicrobiana e à urgente necessidade de novas 

abordagens profiláticas contra a Pseudomonas aeruginosa, este trabalho demonstrou a 

viabilidade biotecnológica do uso da trealose como estabilizador de nanopartículas de 

albumina. Os dados obtidos confirmam que a inclusão do açúcar desempenhou um papel 

importante para reverter o colapso físico do sistema coloidal após a incorporação do lisado 

bacteriano bruto. 

O sistema nanométrico com antígeno bruto da bactéria com trealose apresentou um 

decréscimo do tamanho hidrodinâmico de aproximadamente 43% em comparação da partícula 

com antígeno e sem trealose, esse comportamento sugere que a trealose conferiu uma 

compactação da estrutura polimérica tornando-o ideal para a interação com o sistema 

imunológico, ao mesmo tempo em que otimizou o potencial eletrostático superficial e 

minimizou a polidispersão da amostra, assegurando a estabilidade e a uniformidade a suspensão 

vacinal 

A escolha da concentração do dissacarídeo mostrou-se eficaz e não citotóxica segundo 

os parâmetros da norma ISO 10993-5, uma vez que a viabilidade das células RAW 264.7 

permaneceu acima do limite crítico de 70%. O efeito citotóxico extremo ocorreu de forma 

isolada apenas na maior concentração testada, sendo este comportamento motivado pelo 

estresse osmótico gerado no microambiente celular, e não por uma toxicidade química 

intrínseca do composto.  

Os achados deste estudo se consolidam como um caminho promissor para as próximas 

etapas de validação desse sistema vacinal. O direcionamento futuro prevê a certificação da 

segurança biológica das nanopartículas prontas, a realização de testes de imunogenicidade in 

vitro e o escalonamento para ensaios in vivo em modelos animais, visando determinar a dose 

ideal de desafio bacteriano e a real eficácia protetora da formulação contra a Pseudomonas 

aeruginosa. 
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