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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa € um importante patdgeno humano oportunista que causa
graves infec¢gdes em pacientes imunocomprometidos e em pacientes portadores de
fibrose cistica (FC). O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de
nanoparticulas de albumina sérica bovina associadas aos antigenos totais de P.
aeruginosa em proteger camundongos do desafio pela via nasal por este patdgeno.
Camundongos foram imunizados pela via subcutanea usando antigenos totais de P.
aeruginosa, nanoparticulas vazias ou nanoparticulas associadas aos antigenos
totais de P. aeruginosa nos dias 0, 7 e 14. A produgéo de anticorpos IgG total e os
subtipos 1gG1 e IgG2a foram avaliados por ELISA. Os camundongos imunizados
foram desafiados com P. aeruginosa e os pulmdes foram coletados para estudos
histopatoldgicos e deteccdo da bactéria no pulméo. Nossos resultados mostram que
camundongos imunizados com nanoparticulas associadas aos antigenos totais de P.
aeruginosa produziram altos titulos de anticorpos IgG1l anti-P. aeruginosa e titulos
significativos de IgG2a. Os dados também mostram que camundongos imunizados
com nanoparticulas associadas aos antigenos totais de P. aeruginosa e desafiados
com a bactéria apresentaram diminuicdo dos sinais inflamatérios, com uma reducéao
significativa na intensidade e concentracédo de células inflamatoérias, diminuicdo da
hemorragia, sinais de edema e hiperemia nos pulmdes se comparado aos outros
grupos. A bactéria ndo foi detectada nos pulmdes dos animais imunizados e
infectados nos tempos analisados. Portanto, essa formulacdo é capaz de induzir
uma resposta protetora nos animais infectados, sendo portanto, uma promissora

plataforma para vacinas contra P. aeruginosa.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa. Soroalbumina bovina. Nanoparticulas.

Vacinas. Inflamacéo.



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an important opportunistic human pathogen that causes
severe infections in immunocompromised patients and also in cystic fibrosis patients.
The aim of this work was to evaluate the ability of bovine serum albumin
nanoparticles with entrapped antigens extracted from P. aeruginosa to protect mice
from intranasal challenge with this pathogen. Mice were immunized via the
subcutaneous route using P. aeruginosa antigens, empty nanoparticles or
nanoparticles with entrapped P. aeruginosa antigens on days 0, 7 and 14. The total
IgG antibody production and specific IgG1 and IgG2a titer were measured by ELISA.
Immunized mice were challenged with live P. aeruginosa and their lungs were
collected for histopathology studies and for detection of bacteria in their lungs. Our
data showed that NPPa-vaccinated mice presented a high anti-Pseudomonas 1gG1
and a low IgG2a antibody titles and decreased inflammatory signs, with significant
reduction in intensity and concentration of inflammatory cells, lower hemorrhagic,
edema and hyperemia signs in the lungs of challenge mice with live P. aeruginosa if
compared to the other groups. The bacteria was not detected in the lungs from
infected mice in the analyzed time. Therefore, this formulation is able to induce a
functional response in an animal model of infection and thereby it is a promising

platform for P. aeruginosa vaccines.

Key words: Pseudomonas aeruginosa. Serum Albumin, Bovine. Nanoparticles.

Vaccines. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

hY

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa, pertencente a
familia Pseudomonadaceae. Esta bactéria € capaz de infectar diferentes
organismos, dentre os quais: leveduras, namatddeos, insetos, plantas e mamiferos,
podendo ser encontrada em diversos ambientes, tais como em lagos, rios e solos
(MAHAJAN-MIKLOS; RAHME; AUSUBEL, 2000; RAHME et al., 2000). Em
humanos, esta bactéria é considerada um patégeno oportunista, sendo uma das
principais causadoras de infec¢cdes nosocomiais (DIAZ et al., 2008). Estas bactérias
podem causar infeccdes na cérnea, no trato urinario, no trato respiratorio, na
corrente sanguinea, entre outras; sendo a pneumonia nosocomial a maior causa de
mortalidade em unidades de tratamento intensivo (OLIVEIRA et al., 2007; LOUIE et
al., 2009).

Pseudomonas aeruginosa continua a ser uma importante causa de infecgoes
na sociedade, em parte por causa da sua elevada resisténcia intrinseca a
antibioticos. O total da prevaléncia de P. aeruginosa multi-resistente a antibioticos
esta aumentando, tornando a resisténcia a antimicrobianos um problema crescente
e limitante das alternativas de tratamento (LUTZ; LEE, 2011).

A compreensédo dos principais fatores de viruléncia e da resposta imune ao
patdogeno levou ao desenvolvimento de varias medidas imunoterapéuticas para
prevenir infeccbes causadas por P. aeruginosa. Muitas formulacdes, tais como
fracbes sub-celulares, componentes capsulares, proteinas recombinantes e
purificadas estdo sendo testadas e sdo candidatos potenciais para o
desenvolvimento de vacinas (SHARMA; KRAUSE; WORGALL, 2011). Apesar de
varios estudos envolvendo potenciais vacinais contra P. aeruginosa, ndo existe,
atualmente, no mercado uma vacina aprovada contra a infec¢cdo pela bactéria
(WORGALL, 2012).

As nanoparticulas poliméricas biodegradaveis sdo ferramentas promissoras
capazes de agir como carreadoras de drogas ou como adjuvantes vacinais (RICE-
FICHT et al., 2010). Estas nanoestruturas podem ser facilmente projetadas para
permitir a adsor¢cado ou encapsulamento de antigenos e assim representam um novo
método para controlar a liberagdo de imundgenos. As vacinas baseadas em

formulagBes com nanoparticulas possuem varias propriedades imunoestimulatorias,
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tais como antigenicidade, propriedades adjuvantes e inducdo de resposta
inflamatéria (SMITH; SIMON; BAKER JR, 2013; ZAMAN; GOOD; TOTH, 2013). Esta
tecnologia também pode ser manipulada para otimizar a resposta imune atraves de
entrega seletiva as células apresentadoras de antigenos (APCs) (KLIPPSTEIN;
POZO, 2010).

A albumina é um nanocarreador natural capaz de formar complexos nao-
covalentes com muitas moléculas sintéticas e naturais. Esta proteina € tambéem
biocompativel, biodegradavel e atoxica e devido a essas caracteristicas,
nanoparticulas de albumina sdo um bom sistema de entrega de drogas e antigenos
(ELZOGHBY; SAMY; ELGINDY, 2012a). Em estudos prévios, nanoparticulas de
albumina sérica bovina com Dengue virus inativado adsorvido em sua superficie
elicitaram uma forte producéo de I1gG anti-Dengue virus em modelo murino (SILVA et
al., 2012). Assim, neste estudo nds propomos o uso de nanoparticulas de albumina
sérica bovina associadas aos antigenos totais de P. aeruginosa como um novo

modelo vacinal para prevenir a infeccéo por este patdégeno.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas gerais de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa, pertencente a
familia Pseudomonadaceae. Sua estrutura externa ¢ comum aos Gram-negativos:
uma membrana citoplasmatica, uma camada de peptideoglicano central e uma
membrana externa. Envolvendo essas camadas, encontra-se a capsula
polissacaridica (POLLACK, 2000). A capsula confere a P. aeruginosa protecao
contra fagocitose e atividade dos antibioticos, aléem de possuir a funcdo de ancorar a
bactéria as células epiteliais do hospedeiro (MURRAY et al., 2003). E um bacilo que
pode se apresentar aos pares, isolados ou em cadeias curtas. A célula bacteriana
possui comprimento de 1,5 a 5,0 um e largura de 0,5 a 1,0 um (DOGGET, 1979).

O lipopolissacarideo (LPS) € o principal componente que define a membrana
externa de P. aeruginosa. E composto de lipideo A, oligossacarideos centrais e
polissacarideos de cadeias longas periféricas altamente varidveis (antigeno O). O
lipideo A esta ancorado na membrana e ligado covalentemente aos oligossacarideos
e polissacarideos, que se prolongam a partir da superficie da célula (DELUCIA et al.,
2011; SHARMA; KRAUSE; WORGALL, 2011). As diferencas na estrutura quimica
do antigeno O sé@o a base da classificacdo da espécie diferentes sorotipos
heterogéneos (DEAN; GOLDBERG, 2000; BYSTROVA et al., 2006).

A fim de padronizar os resultados decorrentes dos diferentes sistemas de
sorotipagem, Liu e colaboradores (1983) organizaram um encontro entre
especialistas de sorotipagem de P. aeruginosa, com a iniciativa de dar origem a uma
classificagdo padronizada de sorotipos chamada de Esquema Internacional de
Tipificacdo Antigénica (IATS), que tinha 17 sorotipos. Um estudo subsequente
adicionou mais 3, totalizando 20 sorotipos para P. aeruginosa (LAM et al., 2011).

A presenca ou auséncia de cadeias externas de polissacarideo O determina
fendtipos lisos ou rugosos das colonias bacterianas. A forma lisa de P. aeruginosa é
associada com a maior viruléncia, particularmente em infec¢cdes sistémicas e
agudas, enquanto as formas rugosas sdo geralmente isoladas dos pulmdes de
pacientes com FC cronicamente infectados (SHARMA; KRAUSE; WORGALL, 2011).
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O esquema de sorotipagem IATS tem sido geralmente eficaz para a classificacao de
cepas de P. aeruginosa de fenotipo liso que possuem os trés dominios (lipideo A,
oligossacarideos centrais e antigenos O). Porém, em muitos casos clinicos, essa
sorotipagem nao tem sido tdo eficaz, ja que muitos isolados sé&o parcialmente
deficientes ou completamente desprovidos de antigeno O. A sorotipagem dos
isolados bacterianos de pacientes com FC crénica é complicada, uma vez que uma
propor¢cdo muito elevada destas bactérias néo é tipificavel (LAM et al.,, 2011). A
utilizacdo de anticorpos monoclonais pode ser mais especifica e precisa do que
anticorpos policlonais em atribuir uma designacdo especifica para o sorotipo de
muitos isolados de P. aeruginosa. No entanto, para classificar cepas que tenham
sido classificadas como nao tipificaveis por sorotipagem é necessaria a utilizacéo de
técnicas moleculares ao invés das soroldgicas (DASGUPTA et al., 1994).

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria movel e esta mobilidade é atribuida
a um unico flagelo polar que promove a natacdo em ambientes liquidos, e a um tipo
polar de pili IV responsavel pelo movimento rapido sobre superficies sélidas.
Também apresentam mobilidade em superficies semi-sdlidas na presenca de fontes
especificas de carbono e nitrogénio (KOHLER et al., 2000; DASGUPTA et al., 2003).
Crescem em temperatura 6tima de 37 a 42°C e em condi¢fes aerdbicas; no entanto,
sdo capazes de crescer em condi¢cdes anaerObicas, sendo o nitrato o aceptor
alternativo de elétrons (WORLITZSCH et al., 2002).

A identificacdo da P. aeruginosa se baseia na visualizagdo de bacilos Gram-
negativos ndo esporulados apos a coloragdo de Gram (Figura 1) e pelo uso de
procedimentos bioquimicos. A bactéria pode ser identificada atravées da
pigmentacdo, uma vez que produz pioverdina, pigmento fluorescente e piocianina,
pigmento azulado. Além disso, podem ser identificadas pela forma da colénia (Figura
2), pela capacidade de metabolizar o citrato e oxidar a glicose, ndo sendo capaz de
fermentacao de carboidratos (GABY; HADLEY, 1957; POLLACK, 2000).
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Figura 1 - Bactéria P. aeruginosa corada através do método de Gram.
Fonte: Todar’s Online Textbook of Bacteriology.
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Figura 2 - Colbnias de P. aeruginosa em agar.
Fonte: Todar’s Online Textbook of Bacteriology.

O genoma da P. aeruginosa consiste em um cromossomo Unico e circular,
sendo um dos maiores entre bactérias, com aproximadamente 6,3 Mega pares de
base (STOVER et al., 2000). Aproximadamente 90% do genoma de P. aeruginosa é
conservado (WOLFGANG et al.,, 2003). Porém, algumas cepas possuem ilhas
gendémicas inseridas no cromossomo (SCHMIDT; TUMMLER; ROMLING, 1996).
Estas ilhas gendmicas sao segmentos de DNA frequentemente inseridos adjacentes

a genes de RNA transportador (tRNA), possuindo uma proporcao de GC diferente do
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restante do cromossomo. Essas ilhas possuem componentes de elementos
genéticos moéveis e sdo adquiridas por transferéncia horizontal, o que torna dificil
atribuir suas origens iniciais (REITER; PALM; YEATS, 1989; HE et al., 2004;
LAWRENCE, 2005). As ilhas gendmicas codificam uma variedade de proteinas com
funcBes simbidnticas e envolvidas na patogénese da bactéria, podendo contribuir
para a capacidade de P. aeruginosa de habitar diversos ambientes (SPENCER et
al., 2003; SHEN et al., 2006).

2.2 Infec¢Oes causadas por Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa tém a capacidade de infectar diferentes
organismos, entre eles: leveduras, nematddeos, insetos, plantas e mamiferos,
podendo ser encontrada em diversos ambientes, tais como lagos, rios ou solos
(MAHAJAN-MIKLOS; RAHME; AUSUBEL, 2000; RAHME et al., 2000).

Este patdgeno tem grande importancia na veterinaria. E freqiilentemente
encontrado no prepucio e no sémen do touro, podendo causar doenga genital grave
na inseminacao artificial e prejudicar a capacidade funcional dos espermatozdides in
vitro (EAGLESOME; GARCIO; BIELANSKI, 1995). Também pode causar doencas
venéreas e infertilidade em cavalos (TAZUMI et al., 2009; GUIMARAES;
CARVALHEIRA; ROCHA, 2012). A bactéria tem prejudicado o mercado de peixes,
devido as ulceracbes cutaneas causadas por P. aeruginosa produtoras de metalo-
beta-lactamases (KHAIRNAR et al., 2013). Nos animais domeésticos, 0 agente tem
sido descrito em diferentes afec¢des, incluindo otites (externas, médias e internas),
conjuntivite, dermatite, abscessos, pustulas intradérmicas, pneumonia, enterite,
gastroenterite, Ulceras orais e cutaneas, septicemia, endometrite, aborto e morte
subita (RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2000; PETERMANN et al., 2001; WIDEMAN,
2006; HIRAKAWA et al., 2010; GUIMARAES; CARVALHEIRA; ROCHA, 2012;
HARADA et al., 2012).

Em humanos, é considerado um patdgeno oportunista, sendo um dos
principais causadores de infeccdes nosocomiais, uma vez que pode ser propagado

pelo ambiente hospitalar através das maos dos trabalhadores de saude ou por
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outras fontes de transmisséo, tal como agua contaminada (DIAZ et al., 2008; SILVA
et al., 2008).

A facil adaptacdo as condicbes ambientais de nutricdo, temperatura e
umidade e sua capacidade de receber e transmitir fatores de resisténcia a
antimicrobianos; bem como a possibilidade de sobreviver por periodos prolongados
em ambientes umidos, tais como equipamentos e utensilios hospitalares, solu¢des
anti-sépticas, desinfetantes e de uso terapéutico, sdo fatores determinantes da alta
incidéncia desse patdégeno nas infeccdes hospitalares (FAVERO et al., 1971;
GRUNDMANN et al., 1995; MOOLENAR et al., 2000).

A infeccdo por P. aeruginosa é critica em pacientes hospitalizados,
principalmente imunodeficientes, portadores de céancer e que necessitam de
ventilacdo mecéanica. Podem ocorrer infecgbes na cérnea, no trato urinario, no trato
respiratorio, na corrente sanguinea, entre outras; sendo que a pneumonia
nosocomial é a maior causa de mortalidade em unidades de tratamento intensivo
(OLIVEIRA et al., 2007; LOUIE et al., 2009).

A alta incidéncia de morte por essa infec¢cdo deve-se a resisténcia da P.
aeruginosa as drogas utilizadas. Sugere-se que P. aeruginosa € capaz de
desenvolver uma potente viruléncia que neutraliza a resposta do sistema imune,
justificando a persisténcia da infecgcdo bacteriana. Esses fatores de viruléncia
podem ser associados com a secrecdo de uma potente toxina — exoenzima U
(ExoU) diretamente nas células do hospedeiro. Essa toxina induz eventos citoliticos
e intoxicacao celular via ativagdo da fosfolipase A,. Esse mecanismo de viruléncia
contribui para a forma aguda da pneumonia (FINCK-BARBACON et al., 1997,
HAUSER; KANG; ENGEL, 1998; PHILLIPS et al.,, 2003). Diaz e colaboradores
(2008) mostraram, em seu estudo de pneumonia aguda em modelo murino, que a
presenca de P. aeruginosa no pulmédo dos animais causa o recrutamento de células
fagociticas. Porém, a liberacdo de ExoU por esta bactéria inibe estas células
fagociticas de eliminar o patégeno em questéao.

A FC também se constitui uma importante doenca relacionada a infeccéao pela
P. aeruginosa. A FC é hereditaria, causada por mutacdes no gene regulador da
condutancia transmembrénica da fibrose cistica que leva a auséncia de uma
proteina transmembranica das células epiteliais. A auséncia dessa proteina causa a
interrupcdo do transporte de ions e a desidratacdo da superficie de mucosas

(ZEMANICK et al., 2010). E caracterizada por inflamag&o no pulm&o, em parte pela
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infeccdo crbnica por P. aeruginosa. Pacientes hospitalizados portadores de FC sao
infectados com essa bactéria nos estagios iniciais da doenca, sendo esta infecgédo a
maior causa de mortalidade nesses pacientes (WEIMER et al., 2009).

Pacientes com FC sao incapazes de eliminar a infeccdo pulmonar crénica
causada pela bactéria apesar de uma resposta celular e humoral, caracterizada pelo
acumulo de granuldcitos, secrecdo de peptideos antimicrobianos, lisozima e
lactoferrina. A dificuldade de eliminacdo da bactéria existe mesmo na presenca de
tratamento antibiético intensivo. P. aeruginosa desenvolveu diversos mecanismos
para escapar das respostas imunolOgicas, entre esses mecanismos estdo: a
formacdo de biofilmes, uma capacidade intrinseca para desenvolver resisténcia a
antibioticos e a liberacdo de um grande numero de fatores de viruléncia, tais como
alginato, elastase, protease alcalina, fosfolipase C, neuraminidase, exoenzimas e
exotoxinas (HARTL et al., 2006).

Apesar de ter sido considerada um patdgeno extracelular, estudos mostraram
qgue P. aeruginosa possui a capacidade de invadir e sobreviver dentro das células
epiteliais da cornea (LEDBETTER et al., 2009). Assim, estas bactérias podem
causar infecgdes nesse tecido, principalmente em individuos que utilizam lentes de
contato. A progressao da infec¢do € rapida e pode causar perda de visdo (ZAIDI,
PRIEBE; PIER, 2006). P. aeruginosa também esta relacionada com um crescente
problema que vem atraindo cada vez mais a atencdo nas ultimas décadas, a
endocardite polimicrobiana (DAAS; ABUHMAID; ZERVOS, 2009).

Informacdes sobre os patdgenos envolvidos em casos de infec¢do hospitalar
sdo importantes, e para tal existem sistemas de vigilancia para esta monitorizacao.
Em 1996, o Sistema Nacional de Vigilancia de Infeccdo Hospitalar (NNIS),
conduzido pelo programa de infec¢cdes hospitalares do Centro de Prevencao e
Controle de Doencas (CDC), nos Estados Unidos descreveu P. aeruginosa como a
principal causa de infeccdo hospitalar dentre todos os patdégenos relacionados com a
pneumonia em Unidades de Terapia Intensiva (RICHARDS et al. 1999). A P.
aeruginosa apareceu ainda, como o 4° agente de infec¢do de sitio cirdrgico, o 5° de
infeccdes hospitalares em geral e 0 6° de infec¢gbes da corrente sanguinea (NNISS,
1996). O sistema SENTRY — Programa de Vigilancia da Resisténcia Antimicrobiana -
fornece dados sobre a ocorréncia de P. aeruginosa em infecgbes hospitalares. Entre
70.067 isolados obtidos de pacientes internados em hospitais em cinco areas

geograficas diferentes do mundo e avaliados pelo SENTRY (1997-1998), as taxas
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de prevaléncia de infec¢cdes por P. aeruginosa foram maiores nas regides da
América Latina e da Asia-Pacifico (11,4% do total de isolados em cada regi&o) que
na Europa (9,3%), nos Estados Unidos (8,7%), e no Canada (8,6%) (GALES et al.,
2001).

Estes dados se repetiram com estudos de Gales e Jones (2002), Gaynes e
Edwards (2005) e Kollef e colaboradores (2005), os quais também citaram a bactéria
como o principal microorganismo causador de pneumonia em pacientes
hospitalizados na América Latina, sendo que a maioria das cepas isoladas possuia
resisténcia a grande parte dos antimicrobianos testados. Outro sistema de vigilancia,
0 ‘Coleta de InformacgOes sobre Teste de Susceptibilidade Anual de Meropenem’
(MYSTIC), monitora a suscetibilidade a carbapenémicos e outros antimicrobianos
em hospitais (MENDES et al., 2000). A avaliacdo de 20 hospitais brasileiros em
2003 por esse sistema mostrou que P. aeruginosa era o Gram negativo mais
frequentemente isolado em hospitais (KIFFER et al., 2005).

Estudos indicam que P. aeruginosa continua sendo um patdégeno
frequentemente isolado no Brasil e em todo o mundo. No Brasil, dados do SENTRY
de 2008 a 2010, mostram que P. aeruginosa foi o patégeno mais frequentemente
isolado em pacientes com pneumonia hospitalar, segunda causa de infeccéo de
ferida e o terceiro patdbgeno mais comum em infec¢cbes da corrente sanguinea
(GALES et al., 2012). Dados do SENTRY, de janeiro de 2009 a dezembro de 2012,
mostraram também que P. aeruginosa foi o Gram-negativo mais freqlientemente
isolado de pacientes hospitalizados com pneumonia nos Estados Unidos (28 centros
médicos) e em regides da Europa e do Mediterraneo (25 centros médicos) (SADER
et al., 2014).

Pseudomonas aeruginosa continua a ser uma importante causa de infecgoes
na sociedade, em parte por causa da sua elevada resisténcia intrinseca a
antibioticos (HANCOCK; SPEERT, 2000). Fluoroquinolonas, tais como a
ciprofloxacino e levofloxacino sdo amplamente utilizadas no tratamento de infec¢des
cronicas e agudas causadas por P. aeruginosa. No entanto, a eficacia destes
antibioticos pode ser comprometida pelo surgimento de mutantes resistentes que
exibem alteracdes em alvos de drogas ou mecanismos de superproducéo de efluxo
de drogas (LLANES et al., 2011).

O total da prevaléncia de P. aeruginosa resistente a antibidticos esta

aumentando, com até 10% de isolados globais multi-resistentes. Um estudo em Ohio
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- Estados Unidos indicou que P. aeruginosa ambiental tem niveis consideraveis de
resisténcia a antibidticos. Isolados clinicos também demonstraram resisténcia a uma
vasta gama de agentes antimicrobianos clinicamente relevantes, incluindo
aztreonam (22%), gentamicina (9%), imipenem (26%), amicacina (9%), meropenem
(4%) e tobramicina (9%). Resisténcia também foi notada em agentes alternativos,
como ceftriaxona (4% resistente, 30% intermediario), ticarcilina/acido clavulanico
(4%), e trimetoprim/sulfametoxazol (13% resistentes, 17% intermediario) (LUTZ;
LEE, 2011).

Pseudomonas aeruginosa tem sido a causa de surtos nosocomiais em todo o
mundo, inclusive no Brasil, onde a resisténcia a mdultiplas drogas é comum entre
essas cepas (ROSSI, 2011). Entre os Gram-negativos, P. aeruginosa demonstra
maior facilidade de desenvolvimento de resisténcia aos antibioticos (FIGUEIREDO et
al., 2007). Em um estudo realizado num hospital universitario publico do noroeste do
Parana (SIQUEIRA et al., 2013), foram encontrados um total de 75 isolados de P.
aeruginosa, sendo que a maior frequéncia foi em pacientes do sexo masculino
(62,7%), especialmente em pacientes com mais de 60 anos (54,7%) e em UTI
(41,4%). Destes 75 isolados, 54,6% eram multirresistentes.

Para o tratamento de infec¢cdes nosocomiais causadas por P. aeruginosa em
pacientes com queimaduras sdo usados carbapenémicos, principalmente imipenem
(SADERI et al., 2010). Entretanto, o isolamento de P. aeruginosa resistente aos
carbapenémicos tem sido cada vez mais frequente nos hospitais brasileiros.
Scheffer e colaboradores (2010) realizaram um estudo no hospital universitario em
Florianopolis, Santa Catarina. P. aeruginosa foi um dos principais patdgenos
envolvidos em infeccdo hospitalar durante o periodo do estudo. Carbapenémicos
foram considerados uma excelente opc¢éo terapéutica para o tratamento destas
infecgbes, no entanto, o aumento da resisténcia a estes agentes verificado na
instituicdo (13% em 2003, 32% em 2004 e 44% em 2005), foi preocupante. Os
resultados mostraram a propagacao de um clone com alto nivel de resisténcia, o que
sugere a transmissao cruzada como um importante mecanismo de disseminacéo e
tem contribuido para 0 aumento nos niveis de resisténcia aos carbapenémicos.

Jacome e colaboradores (2012) realizaram um estudo com sessenta e uma
amostras clinicas de isolados de P. aeruginosa de cinco hospitais publicos da cidade
do Recife, Pernambuco. Os dados mostraram uma elevada percentagem de fatores

de viruléncia (34,4% coldénias mucéides; 70,5% produtores de piocianina; 93,4%
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gelatinase-positivos e 72,1% hemolisina-positivos) e uma elevada percentagem de
taxas de resisténcia antimicrobiana (4,9% pan resistentes e 54,1% multiresistente).
Entre os 29 isolados resistentes a imipenem e/ou ceftazidima, 44,8% eram

produtores de metalo-beta-lactamases.

2.3 Imunoprofilaxia

Ao penetrar no organismo, P. aeruginosa causa uma resposta imunolégica
caracterizada pela presenca de células mononucleares, producdo de citocinas
(como por exemplo: fator de necrose tumoral alfa, interleucina 2 e interferon gama)
e anticorpos. Dentre os fatores de viruléncia que promovem a infeccdo estdo a
secrecdo de proteases e elastases que degradam os componentes do sistema
complemento, o que por sua vez dificulta a resposta imune contra o patdgeno.
Exemplos dessas substancias sdo a exotoxina A, a exoenzima S e algumas
fosfolipases (MANAFI et al., 2009). A bactéria também possui LPS que interfere com
a deposicédo de C3p, um fator importante na resposta imune (WEIMER et al., 2009).
Apesar de existirem estudos envolvendo potenciais candidatos vacinais contra P.
aeruginosa, nao existe, atualmente, no mercado uma vacina aprovada (WORGALL,
2012).

Levando-se em consideracdo a resposta imunologica do hospedeiro e os
fatores de viruléncia do patégeno, estudos vém sendo realizados com o propésito de
desenvolver imunoterapias para prevenir a infeccdo causada pela P. aeruginosa.
Segundo Manafi e colaboradores (2009), a exotoxina A - produto extracelular e
principal fator letal de P. aeruginosa, pode ser uma potente estratégia vacinal. Os
resultados da pesquisa destes autores mostraram que esta exotoxina semi-inativada
induz uma protecdo efetiva de 93,8% e diminui a incidéncia de morte dos
camundongos infectados.

Horzempa e colaboradores (2008) realizaram estudos com outra importante
estratégia vacinal — a sintese de glicoconjugados, utilizando-se como componente 0
antigeno O. Este é um polissacarideo de superficie de membrana da maioria das
bactérias Gram-negativas. Este polissacarideo € um dos antigenos em que 0s

anticorpos se ligam para combater a infeccdo (WORGALL et al., 2007). Segundo os
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pesquisadores, 0s anticorpos contra esse antigeno tém mostrado protecdo contra a
infeccdo causada por P. aeruginosa, uma vez que a bactéria possui proteinas
ligadas ao antigeno O.

Scarff e Goldberg (2008) realizaram um estudo com um sorotipo de
Salmonella enterica atenuada expressando o antigeno O de P. aeruginosa.
Camundongos foram imunizados via intranasal e desafiados com uma dose cinco
vezes maior que a dose letal para 50 por cento da populagdo. Os resultados
demonstraram que 0s animais imunizados apresentaram protecdo completa apos
serem desafiados, sendo essa formulagdo um tratamento em potencial para
individuos imunocomprometidos.

Outro componente com potencial vacinal € a proteina F (OprF), localizada na
superficie da membrana externa da bactéria. Essa proteina é antigenicamente
conservada em alguns tipos de P. aeruginosa. Anticorpos contra OprF séo
associados com a protecdo de modelos animais contra infec¢cdes causadas por P.
aeruginosa. Worgall e colaboradores (2007) sugerem que adenovirus deficientes na
replicacdo sdo vetores atraentes para uma vacina contra infeccdes pulmonares
causadas por P. aeruginosa. Eles estudaram um capsideo modificado de um vetor
adenovirus (AdOprF.RGD.Epi8) expressando o gene para OprF e observaram a
inducéo de uma imunidade protetora contra o patdgeno em questéo.

Baumann e colaboradores (2007) também estudaram a proteina OprF como
potencial vacinal contra P. aeruginosa. Eles utilizaram a imunizacdo nasal com
antigenos recombinantes de OprF e proteina | de membrana externa (Oprl) de P.
aeruginosa. Esta imunizacéo levou a uma resposta de anticorpos duradoura no soro
e nas vias respiratorias inferiores. Em 2011, Krause e colaboradores também
utilizaram adenovirus expressando OprF (AdC70prF) na imunizacdo de
camundongos. Esta induziu resposta imune celular e humoral, porém, segundo 0s
autores, mais estudos sdo necessarios.

Um estudo, realizado na Australia por Cripps e colaboradores (2006), utilizou
capsulas de gelatina contendo 150 mg de P. aeruginosa inativada por formaldeido e
liofilizada para imunizacéo via oral de voluntarios portadores de FC. Os resultados
do estudo mostraram a presenca de anticorpos contra OprF e Oprl de P. aeruginosa
no soro dos individuos imunizados. Também foi demonstrado um aumento da

habilidade fagocitica de macréfagos apds a vacinagao e um aumento significativo de
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morte de P. aeruginosa opsonizada por esses macrofagos. Porém, sdo necessarios
outros estudos para determinar a dosagem apropriada e a eficacia necessaria.

Em 2007, Doring e colaboradores imunizaram pacientes com FC colonizados
com P. aeruginosa utilizando uma vacina bivalente contendo alguns dos subtipos de
antigenos flagelares (ap, ai, a; e b). A vacina foi bem tolerada e os pacientes
desenvolveram altos titulos de IgG anti-Pseudomonas comparado com 0 grupo
placebo.

Uma outra alternativa explorada foi o uso do fator de ativacdo da célula B
(BAFF), uma potente citocina que estimula os efeitos das células B e T,
componentes essenciais na resposta imunoldgica contra o patégeno. Com isso, a
super expressdo de BAFF pode aumentar a imunidade humoral, e assim ser usado
na confeccdo de vacinas para induzir producdo de anticorpos. O resultado de um
estudo realizado com camundongos sugere que o BAFF é uma citocina promissora
para o desenvolvimento de vacinas contra P. aeruginosa (TERTILT et al., 2009).

N-acil Homoserina Lactonas (AHLS) séo produzidas por mais de 70 espécies
de bactérias Gram-negativas e P. aeruginosa utiliza quorum sensing baseados em
AHL para controlar a expressao de fatores de viruléncia e formacé&o de biofilmes. N-
3-oxo-dodecanoil homoserina lactona (3-oxo-C;,-HSL) € uma AHL que promove
especificamente a indugdo de apoptose em macrofagos e neutrofilos. Miyairi e
colaboradores (2006) utilizaram um anticorpo monoclonal como opcéo terapéutica
para combater infecgcbes provocadas por P. aeruginosa. O anticorpo usado foi
gerado contra um hapteno anélogo de 3-oxo-Ci,-HSL. O estudo demonstrou que o
anticorpo em questao foi capaz de proteger os macrofagos derivados da medula
0ssea de camundongo da apoptose induzida por 3-0xo0-C1,-HSL.

Miyairi e colaboradores (2006) também demonstraram efeito protetor de
anticorpos especificos para 3-oxo0-C1,-HSL na infec¢cdo aguda por P. aeruginosa. Os
pesquisadores imunizaram camundongos com 0 conjugado BSA-3-0x0-Ci,-HSL e
observaram maior sobrevida, menores niveis de fator de necrose tumoral alfa nos
pulmbes e reduzidos niveis de 3-0x0-Ci;-HSL no soro e nos pulmdes dos
camundongos imunizados em comparacao com 0s controles.

A colonizacédo do pulméo de pacientes com FC por P. aeruginosa ocorre no
inicio da vida predominantemente por cepas moveis, expressando um unico flagelo
polar, com baixa producéo de alginato e ndo mucadides. Alginato desempenha muitos

papéis na patogénese da infeccdo do trato respiratorio na FC. Ele serve como um
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mecanismo de formacdo de biofilmes, confere propriedades antifagociticas para
cepas mucoides e protege P. aeruginosa das consequéncias da inflamacao, tais
como os radicais livres. A maior parte do alginato € composto por blocos de acido
poli-manurénico O-acetilado (PMA), o que sugere que uma preparacdo de alginato
rica em residuos de PMA poderia induzir anticorpos amplamente reativos.
Componentes dos flagelos de P. aeruginosa, assim como a flagelina também estéo
envolvidos na adeséao de tecidos do hospedeiro. Em um estudo, Campodonico e
colaboradores (2011) demonstraram que a sintese de um conjugado acido poli-
manurdnico-flagelina (PMA-FLA) induziu altos titulos de anticorpos especificos de
PMA e flagelina que foram capazes de proteger camundongos contra cepas
mucoides e ndo mucéides de P. aeruginosa. No entanto, pode ser necessario incluir
outros tipos de flagelina de P. aeruginosa em uma futura preparacéo da vacina.

Em 2011, Kamei e colaboradores demonstraram que uma imunizagdo de
mucosa com uma vacina multivalente de P. aeruginosa viva atenuada induz
imunidade multifatorial, envolvendo anticorpos, assim como células T. Esta
imunidade multifatorial foi associada com ampla protecéo in vivo contra a infec¢ao

pulmonar aguda fatal causada por uma variedade de cepas de P. aeruginosa.

2.4 Nanoparticulas

Nanoparticulas sdo materiais que tém dimensdes nanométricas. Estas sao
compostas por uma matriz coloidal sélida, podendo ser utilizada como carreador
(MURTHY, 2007). Ha uma variedade de nanoparticulas desenvolvidas, para uma
variedade de fungbes (OLIVER, 2005). Micelas, lipossomos, nanoparticulas lipidicas
sélidas, nanoparticulas compostas de polimeros biodegradaveis, nanocristais,
dendrimeros e nanotubos tém sido usados como estratégia para entrega de
farmacos convencionais ou substancias como peptideos, proteinas recombinantes,
vacinas e nucleotideos (DAl et al., 2006; KOMMAREDDY; AMIJI, 2007; LIANG et al.,
2008; MARCATO; DURAN, 2008; BUONO et al., 2009; PATIL; PANYAM, 2009).

Atualmente esses materiais em nanoescala tém desempenhado importantes
papéis na medicina moderna. Devido ao seu tamanho, tém propriedades que

nenhum outro material possui, tais como reatividade quimica, absorcédo de energia e
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mobilidade biolégica. As nanoparticulas sdo usadas para imagem Optica,
ressonancia magnética, carrear moléculas biologicas (incluindo enzimas, proteinas
recombinantes e &cidos nucléicos), deteccdo de cancer, engenharia de tecidos e
varias terapias para doencas neurodegenerativas, cancer, HIV, doencas oculares e
respiratérias, diabetes, alergia, infeccao e inflamacédo (ROY et al., 1999; FURNO et
al., 2004; MURTHY, 2007; BASARKAR; SINGH, 2009; WILSON et al.,, 2010;
BRIGGER; DUBERNET; COUVREUR, 2012).

As nanoparticulas tém sido utilizadas na aplicacéo terapéutica. Algumas das
caracteristicas destas particulas que contribuem para isto sdo: grandes areas
superficiais que podem exibir um grande nimero de grupos funcionais, tais como
ligantes; rapida absorcéo; elevada capacidade de difusdo e adaptacéo/controle dos
tamanhos das particulas e caracteristicas de superficie (NITTA; NUMATA, 2013).

Nanoparticulas poliméricas, principalmente as biodegradaveis, estdo sendo
muito utilizadas como carreadoras de farmacos e outras substancias (PATIL;
PANYAM, 2009). Biopolimeros sdo polimeros que sao produzidos a partir de
matérias-primas de fontes renovaveis, que sao classificados em trés grupos:
polissacarideos, proteinas e acidos nucléicos. Exemplos de biopolimeros que podem
ser usados na fabricacdo de nanoparticulas biocompativeis séo: proteinas (seda,
colageno, gelatina, B-caseina e albumina) e polissacarideos (quitosano, alginato,
amido e heparina). Ao passo que, polimeros biodegradaveis sdo aqueles que, por
acdo de organismos vivos, sdao decompostos, pelo menos parcialmente (NITTA;
NUMATA, 2013).

Nanoparticulas poliméricas fornecem a possibilidade de transportar
compostos bioativos para tecidos, células e compartimentos celulares especificos
através da modificacdo da sua superficie (YANG et al., 2006). Comparado com
nanoparticulas de metal, nanoparticulas poliméricas podem ser fabricadas numa
vasta gama de tamanhos e podem manter o agente terapéutico no local de interesse
por semanas (YIH; AL-FANDI, 2006). Elas também apresentam diversos
mecanismos de carregamento de drogas, incluindo atracdes eletrostaticas,
interagc@es hidrofébicas e ligagdo covalente. Em comparacdo a polimeros sintéticos,
as nanoparticulas compostas de proteinas oferecem a vantagem de serem
metabolizaveis por enzimas digestivas em peptideos inécuos ao passo que 0s
polimeros sintéticos podem acumular-se no corpo e resultar em produtos de
degradacdo toxicos (ELZOGHBY; SAMY; ELGINDY, 2012b). Além disso,
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nanoparticulas a base de proteinas oferecem varias possibilidades de modificacao
da superficie, devido a presenca de grupos funcionais, permitindo o direcionamento
do farmaco especifico para o local de acao (NITTA; NUMATA, 2013).

Nanoparticulas poliméricas, especialmente as biodegradaveis, representam
um aperfeicoamento no método tradicional de administracdo de drogas em termos
de eficiéncia e eficacia, podendo aumentar a estabilidade de drogas ou proteinas.
Nanoparticulas biodegradaveis (BNPs) podem ser especificas para entrega de altas
concentracbes do farmaco a um local desejado. A encapsulacdo, absorcao,
biodistribuicdo, eliminacdo e a liberacdo da droga sdo dependentes de varios
fatores, incluindo a composicdo do polimero, hidrofobicidade, carga de superficie,
biodegradacéo, substancias adjuvantes e associacdo com drogas. A habilidade para
liberacdo de drogas tem feito das nanoparticulas poliméricas candidatas ideais para
terapia de cancer, entrega de vacinas, contraceptivos e antibiéticos no sitio alvo
(MARCATO; DURAN, 2008).

As BNPs foram desenvolvidas como uma estratégia para a administracdo de
drogas e biomacromoléculas (DNA e proteinas) (DOBROVOLSKAIA et al., 2008;
MARCATO; DURAN, 2008). BNPs associados & antigenos ou com antigenos
encapsulados representam, atualmente, uma estratégia interessante para a
liberacdo de antigenos imunogénicos com consequente otimizacdo da ativagdo do
sistema imune. Isto é possivel, principalmente, através da ativacao e diferenciacéo
das células dendriticas (DC) por estas BNPs. Aléem da atividade adjuvante na
inducdo da maturagdo das DC, elas sao sistemas promissores para o
encaminhamento de antigenos aos linfonodos ap6s uma administracdo subcutanea
devido ao seu tamanho diminuto. Assim, a vacinacdo com BNPs associadas a
antigenos podem maximizar a ativacao das imunidade celular e/ou humoral induzida
por estes antigenos (REDDY; SWARTZ; HUBBELL, 2006; ELAMANCHILI et al.,
2007; MANOLOVA et al., 2008; OYEWUMI et al., 2010; SAHDEV; OCHYL; MOON,
2014).

As nanoparticulas também podem induzir a ativacdo do complemento. Esta
ativacdo do sistema complemento fornece um suporte para a resposta de células do
sistema imune, tais como células dendriticas, linfocitos B e T. A ativacao local do
complemento pelas nanoparticulas pode ser desejavel por aumentar a apresentacéo

de antigenos, aumentando assim a eficacia vacinal quando as nanoparticulas séo
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administradas pelas vias subcutanea ou intradérmica (DOBROVOLSKAIA et al;
2008).

Em caso de aplicacdes biomédicas, nanoparticulas podem ser introduzidas
através das vias intravenosa, intraperitonial, intramuscular, subcutanea, cutanea,
oral ou intraocular (KONG et al., 2011). A administracdo subcutanea € a via mais
apropriada para entrega de antigenos uma vez que estes podem ser drenados para
os linfonodos onde os linfécitos residem, sendo, portanto, a administracdo de
nanoparticulas pela via subcutdnea a mais eficaz para a maioria dos antigenos
(PITAKSUTEEPONG, 2005).

Ao contrario das vacinas convencionais, que utilizam microrganismos inteiros
(vivos ou mortos), a nova geracdo de vacinas utiliza componentes de
microorganismos para induzir uma resposta imune e imitar a forma em que estes
antigenos seriam entregues durante uma infeccdo natural. Muitas vezes, estes
antigenos ndo sao bons imundgenos por si s6 e, portanto, exigem um adjuvante
para aumentar a resposta imune. Nanoparticulas constituem um método alternativo
de entrega de antigenos, as quais ndo somente ativam diferentes elementos do
sistema imune, mas também possuem boa biocompatibilidade. O tamanho das
nanoparticulas e a entrega de antigenos em diferentes vias (subcutanea, oral, etc)
exercem influéncia na resposta imune. (GREGORY; TITBALL; WILLIAMSON, 2013).

2.5 Nanoparticulas de albumina

Albumina € uma proteina plasméatica com um peso molecular de 66,5 kDa. Ela
é estavel em pH entre 4 a 9, soluvel em 40% etanol e pode ser aquecida a 60°C por
até dez horas sem efeitos deletérios. Estas propriedades, bem como a
biodegradabilidade e auséncia de toxicidade fazem da albumina sérica um candidato
ideal para entrega de drogas. Albumina também possui alto valor nutricional, alta
estabilidade, capacidade de ligacdo a véarios farmacos, capacidade de emulsificacao,
gelificacdo e ligagdo com agua, além de ficar circulante no sangue por
aproximadamente 19 dias (CHEN; REMONDETTO; SUBIRADE, 2006; ELZOGHBY;
SAMY; ELGINDY, 2012a). Recentes aplicacdes de albumina sérica (humana ou
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bovina) tém demonstrado algumas vantagens como carreador de drogas
biocompativel e biodegradavel (ZHAO et al., 2010).

Albumina tem sido uma das primeiras moléculas de escolha em sistemas
carreadores de farmacos e foi uma das primeiras nanoparticulas aprovadas pela
agéncia de Administracdo de Medicamentos e Alimentos dos Estados Unidos
(USFDA) (ZHAO et al.,, 2010; PARK, 2012). Estudos recentes mostram que
nanoparticulas de albumina sérica bovina (BSA) sédo boas carreadoras de drogas,
liberando os medicamentos conjugados nos locais de interesse e aumentando a
concentracdo da droga no tecido (GRADISHAR et al., 2005; RAHIMNEJAD;
JAHANSHAHI, NAJAFPOUR, 2006; LI et al, 2008; DASGUPTA,
BANDYOPADHYAY; BOSE, 2009; ZU et al., 2009; ZHAO et al., 2010). BSA tem sido
utilizada para preparacdo de nanoparticulas devido a sua estrutura primaria bem
definida em conjunto com a vantagem de permitir a modificacdo da sua superficie. A
proteina oferece varios locais alvo para modificacdo covalente, tais como grupos
amino livres. Além disso, a técnica de preparo das nanoparticulas de BSA ja esta
bem estabelecida (KOUCHAKZADEH et al., 2010).

Um estudo realizado com nanoparticulas de BSA contendo o0s quatro
sorotipos de Dengue virus (DENV) adsorvidos a sua superficie demonstrou que esta
formulag&o induz a producdo de anticorpos IgG anti-DENV, porém outros estudos
devem ser realizados para melhorar a imunogenicidade, a especificidade da
resposta imune e a atividade funcional para fazer desta plataforma uma opc¢éao viavel
para vacinas contra DENV (SILVA et al., 2012).

A preparagdo de particulas de albumina de tamanho uniforme tem sido
relatada desde 1970. Os principais procedimentos utilizados para preparar
nanoparticulas a base de albumina sdo a coacervacdo (HEDAYATI; JAHANSHAHI,
ATTAR, 2012), a dessolvatagdo controlada (WEBER et al., 2000; MEHRAVAR;
SAGHATOLESLAMI, 2009), a gelificacdo térmica, a formacdo de emulsdo (MULLER
et al., 1996) e a auto-montagem (XU; FISHER; JULIANO, 2011). As principais
estratégias para a utilizacdo de nanoparticulas de albumina como carreadoras de
drogas séo: acoplamento de substancias de baixo peso molecular, conjugagdo com
proteinas bioativas e encapsulamento de farmacos (KRATZ, 2008).

Nanoparticulas de BSA possuem muitas caracteristicas desejaveis, dentre as
quais: presenca de um nuacleo hidrofobico facilitando a entrega de farmacos de

mesma propriedade, abundancia natural no plasma, estabilidade relativa,
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disponibilidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e auséncia de toxicidade (JI
et al., 2012; YOGASUNDARAM et al., 2012).

A albumina sérica humana (HSA) € uma das proteinas mais abundantes
presentes no plasma sanguineo, o que pode indicar que muitos compostos
metabdlicos e agentes terapéuticos sdo transportados por HSA. Esta proteina é
capaz de se ligar a gp60 e a proteina acida secretada e rica em cisteina (SPARC).
Gp60 é uma proteina encontrada na membrana plasmatica endotelial envolvida no
fluxo de albumina através da barreira endotelial (MALIK, 2009). SPARC é uma
proteina de matriz extracelular expressa em muitos tumores avancados (SHI et al.,
2004). A ligacao a gp60 e SPARC permite que a HSA se acumule em tumores e
tecidos inflamatorios (ELSADEK; KRATZ, 2012; PARK, 2012).

Nanoparticulas carreadoras de farmacos a base de albumina, obtidas atravées
do processo de coacervacgio ja foram descritos (MARTINEZ et al., 2012). Células
MCF-7 (células de adenocarcinoma de mama humano) e células HelLa (células de
cancer cervical humano) sdo capazes de captar nanoparticulas de albumina, e
qguando polissacarideos sdo usados na composicdo da particula, observa-se uma
melhor interagdo destas particulas com as células. Nanoparticulas de albumina
conjugada também tém sido desenvolvidas como uma nova tecnologia de sistemas
de entrega de farmacos anti-cancer (American Bioscience, Inc). Particulas de
albumina com paclitaxel (nab-paclitaxel, 100-200nm) foram aprovadas em 2006 para
uso em pacientes com cancer de mama metastatico, devido a sua eficacia
antitumoral superior sobre paclitaxel. A elevada eficacia de particulas de albumina
conjugadas a paclitaxel deve-se a acumulacéo intratumoral mais eficaz do farmaco
(DESAI et al., 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a resposta imunologica humoral de camundongos Swiss imunizados
com nanoparticulas de albumina sérica bovina associadas aos antigenos totais de P.

aeruginosa.

3.2 Objetivos especificos

1. Obter antigenos totais de P. aeruginosa;

2. Produzir nanoparticulas de albumina sérica bovina associadas aos antigenos
totais de P. aeruginosa;

3. Avaliar e quantificar a producdo de anticorpos anti-P. aeruginosa em
camundongos imunizados com as nanoparticulas associadas aos antigenos
totais de P. aeruginosa,;

4. Avaliar a capacidade da imunizacdo de induzir protecdo contra infeccao

experimental com P. aeruginosa.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cepa bacteriana e extracéo de proteina

A bactéria P. aeruginosa (ATCC 27853) foi gentilmente doada pela Professora
Doutora Luciene Andrade da Rocha Minarini do Departamento de Analises Clinicas
e Toxicolégicas da Universidade Federal de Alfenas. Esta € uma cepa de P.
aeruginosa isolada de cultura de sangue em Boston em 1971 (ATCC, 2014). A
bactéria foi cultivada em caldo infusdo de cérebro e coragdo (Brain heart infusion-
meio BHI), a temperatura de 37°C por 24 horas.

Para o cultivo da bactéria, 1 mL de cultura congelada de P. aeruginosa (ATCC
27853) em 20% de glicerol foi inoculado em 50 mL de meio BHI e incubado por 16-
24 horas a 37°C. A cultura foi transferida para um tubo de 15 mL estéril e
centrifugada a 2.000 g por 15 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi entdo ressuspendido em 10 mL de tampao salina
tamponada (PBS) e centrifugado a 2.000 g por 15 minutos a temperatura ambiente.
O sobrenadante foi descartado e o sedimento congelado a -20°C até a extragdo das
proteinas. Para a extracdo, o sedimento foi lisado em gelo por 30 minutos usando
1,25 mL de tampao de lise estéril (10 mM Tris HCL ph 8,0; 150 mM NacCl; 0,5%
Triton X-100) contendo 0,5 mM do inibidor de protease Fluoreto de fenilmetilsulfonil
(PMSF). O lisado foi entdo centrifugado a 13.000 g por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi coletado e a concentracdo de proteinas foi determinada pelo
método de Bradford usando o kit Bio-Rad assay. As proteinas totais de P.
aeruginosa foram separadas por gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) e corados

pelo método do nitrato de prata.

4.2 Preparacgdo e caracterizacdo das nanoparticulas

Para produzir nanoparticulas com os antigenos encapsulados, 500 pug de

antigenos totais extraidos de P. aeruginosa foram incubados com 2 mL de solucéo
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aquosa de BSA (2% m/v) por 30 minutos sob agitagdo a 25°C. Apés esta primeira
etapa, a etapa de coacervagao foi realizada adicionando-se etanol gota a gota
(etanol:agua relacdo 1,5:1) em constante agitacdo. A fim de estabilizar os
coacervados, a reticulacéo foi realizada adicionando 50 pL de glutaraldeido a 25%.
A solucdo foi deixada em agitagdo constante durante 2 horas a 25°C. As
nanoparticulas de BSA formadas foram purificadas por trés ciclos de centrifugagéo a
13.000 g durante 30 minutos para eliminar o BSA livre e 0 excesso de agente de
reticulacdo. Os sobrenadantes foram removidos e os sedimentos ressuspendidos
em PBS estéril (concentracao final de 20 mg/mL).

As nanoparticulas foram analisadas através de Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) pelo equipamento Inspect F50-FEI (Holanda). O tamanho, a
distribuicAo de tamanho e o potencial zeta das particulas foram medidos por
Zetasizer (Malvern Zetasizer Nano ZS) com base na Técnica de Dispersédo Dindmica
de Luz.

4.3 Protocolo de imunizagao

Os camundongos Swiss com seis a oito semanas de idade foram mantidos
com acesso livre a agua e alimentos e todos os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica na Experimentacdo Animal da UNIFAL. Os
camundongos foram imunizados pela via subcutanea nos dias 0, 7 e 14 usando 100
uL de nanoparticulas vazias (NPv) (n=16) ou 100 pL de nanoparticulas associadas
aos antigenos de P. aeruginosa (NPPa) (n=21), ambos a 20 mg/mL. Outros grupos
foram imunizados com 100 pL de PBS (n=6) ou com 100 pL de PBS contendo 15 ug
de antigenos de P. aeruginosa (Pa) (n=6). Sete dias ap0s a ultima imunizacéo (no
dia 21), os camundongos foram sacrificados, o sangue foi coletado por puncédo
cardiaca e os soros foram separados. A imunogenicidade de todas as formulacdes
foi feita através da medic&o dos niveis de anticorpos especificos para P. aeruginosa

Nno soro.
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4.4 Ensaio de ELISA para quantificacdo de anticorpo s IgG anti-BSA

A fim de descobrir se as nanoparticulas de BSA sao capazes de elicitar, por si
s6, a resposta imunolégica de camundongos Swiss, foram realizados ensaios de
ELISA para quantificar anticorpos 1gG total anti-BSA. Para tal, os orificios de placas
de microtitulacdo de 96 pocos foram revestidos com BSA (2 pg/poco) diluidos em
tampdao carbonato-bicarbonato (pH 9,6) e a placa incubada durante a noite a 4°C e,
em seguida, lavadas com PBS contendo 0,05% de Tween-20 (PBST).
Subsequentemente, as placas foram bloqueadas com 100 pL/poco de tampé&o de
bloqueio (5% de leite em p6 desnatado em PBST) durante 2 horas a 37°C. Apos trés
lavagens, o soro dos animais imunizados foi diluido seriadamente (1/10 a 1/1280)
em PBST e adicionado aos pocos correspondentes, sendo as placas incubadas
durante 1 hora a 37°C. Apds trés lavagens, as placas foram incubadas durante 1
hora a 37°C com 100 uL/poco de anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado a
peroxidase (Sigma) diluido a 1:5000 em PBST. Ap0Os trés lavagens, as placas foram
incubadas com 0,1 mL de H,0O, a 0,045% e 0,4 mg/mL de orto-fenilenodiamina
(OPD) em tampao citrato-fosfato (acido citrico 0,1 M, 0,2 M de fosfato de sédio
dibasico a pH 5,0) durante 15 minutos a 25°C, protegidas da luz. A reacéo foi parada
pela adicdo de 50 pL de 2 M de H,SO,4. As densidades opticas foram lidas a 450 nm
com um leitor de microplacas.

O ponto de corte foi determinado pela leitura da absorbancia média do
controle negativo mais duas vezes o desvio padrdao. O titulo registrado foi
considerado sendo a maior diluicho de cada amostra de soro que mostrou

reatividade acima do ponto de corte.

4.5 Ensaio de ELISA para quantificacao de anticorpo s IgG anti- P. aeruginosa

A quantificacdo dos anticorpos IgG total e subtipos IgGl e IgG2a anti-P.
aeruginosa dos animais imunizados foi realizada usando placas de microtitulacao de
96 pocgos. Os orificios foram revestidos com os antigenos totais extraidas de P.

aeruginosa (2 ug/poco) diluidas em tampédo carbonato-bicarbonato (pH 9,6) e a
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placa incubada durante a noite a 4°C. O protocolo foi seguido como descrito
anteriormente no item 5.4. Anticorpos anti-lgG1 (1:2000) ou IgG2a (1:3000) de
camundongo conjugado com peroxidase também foram usados para determinacéo

do titulo dos subtipos de IgG do soro coletado.

4.6 Estudos em animais

Duas semanas ap0s a Ultima imunizagcdo, o0s camundongos foram
anestesiados com Ketamina/Xilazina (60 mg/Kg de Ketamina e 8 mg/kg de Xilazina)
e desafiados com 1,5 x 10° unidades formadoras de colénia (UFC) de P. aeruginosa
ATCC 27853 diluidos em 10 yL de PBS pela via nasal em cada narina. Um e quatro
dias poés-infecgcdo, os camundongos foram sacrificados e os pulmdes foram
coletados para estudos histopatolégicos, para a determinacdo do numero de
unidades formadoras de col6nia por miligrama de tecido e para quantificacdo da

carga microbiana por reagcdo em cadeia de polimerase (PCR) em tempo real.

4.7 Histopatologia

Os pulmdes direitos dos camundongos foram fixados com formaldeido a 10%
em PBS a temperatura ambiente, desidratados em etanol e incluidos em parafina.
Seccdes seriais (5 um) foram coradas com hematoxilina e eosina. As laminas dos
tecidos foram examinadas sob microscopio Optico e foram capturadas as imagens
com o microscépio camera Canon G10 Power Shot digital, sendo estas imagens

analisadas com o software Remote Capture DC version 4.8.

Os cortes foram avaliados em analises de duplo-cego em uma escala relativa
onde zero representa auséncia de inflamacéo, 1 representa inflamac¢do minima, 2
representa inflamacdo moderada e 3 representa inflamacéo severa. Adicionalmente,
os eventos de edema, hemorragia e hiperemia também foram avaliados em uma

escala relativa onde zero representa auséncia destes sintomas, 1 representa
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sintomas leves, 2 representa sintomas moderados e 3 representa sintomas severos
(WITTKE et al., 2007).

4.8 Determinacdo do numero de unidades formadoras d e coldénia no pulmé&o

dos animais infectados

Os pulmdes esquerdos dos camundongos foram divididos ao meio. Uma
metade foi imediatamente macerada para contagem de bactérias e a outra metade
foi congelada a -20°C para posterior extracdo de DNA e quantificacdo da carga
bacteriana. Resumidamente, o fragmento do pulméo foi previamente pesado e
depois macerado em 1 mL de PBS. Ap6s a maceracao, realizou-se uma diluicao
seriada da suspens&o (10° a 10°) e 25 pL de cada diluicdo foram adicionados aos
pocos de placas de 6 pocos contendo agar Luria Bertani. A placa foi incubada a
37°C por 24 horas. Apos este periodo realizou-se a contagem de UFC. O calculo do
namero de UFC/mL foi feito multiplicando-se o niumero de colénias encontradas pelo
inverso da diluicdo e corrigindo-se o volume para determinar o numero total de
coldnias encontradas em 1 mL de PBS. Este numero foi dividido entdo pelo peso do

orgao para se encontrar o numero total de UFC/mg de tecido.

4.9 Quantificacao da carga microbiana por PCR em Te  mpo Real

Em seguida realizou-se a extracdo do material genético total dos fragmentos
de pulm&o congelados, por meio do Kit WIZARD® de purificacdo de DNA gendmico
(Promega, EUA) a partir de 6rgados conforme instru¢cdes do fabricante. Realizou-se
em seguida uma corrida eletroforética com 10 yL do DNA extraido em gel de
agarose 1% em tamp&o TBE 0,5x (Tris Base 0,45 M; Acido Borico 0,45 M; 20 mL
EDTA 0,5 M pH=8.0) com a finalidade de comprovar a integridade do DNA. Antes
da aplicacdo no gel, o material genémico extraido foi acrescido de 5 uL de GelRed
diluido 1% (Biotium) e 5 yL de tampéo de aplicacdo da amostra 10x (azul de
bromofenol 0,25%; 150 mM Tris pH=7.6; glicerol 60%). A fim de se visualizar o DNA
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gendmico usou-se transluminador de luz ultravioleta (UV- 302 nm). Apés, realizou-se
a quantificacdo do DNA gendmico por espectrofotometria, utilizando o equipamento
Nanodrop®.

Paralelamente, realizou-se a extracdo do material genético de culturas puras
de P. aeruginosa, cultivadas em caldo BHI, por meio do Kit WIZARD® de purificacdo
de DNA gendmico conforme protocolo descrito pelo fabricante. ApGs extraido o
DNA, a analise da integridade do material genémico e a quantificacao foi realizada
conforme descrito anteriormente.

Para quantificacdo do DNA de P. aeruginosa nos fragmentos dos pulmdes
retirados dos camundongos, usou-se a técnica de PCR em Tempo Real, a partir da
amplificacdo do gene da subunidade A da DNA girase (gyr A) (fragmento de 159
pares de base) da P. aeruginosa. Para detec¢cao do gene gyrA da P. aeruginosa, 0s
oligonucleotideos senso (5-CAAGCCCTACAAGAAATCCG-3) e anti-senso (5'-
TCCACCGAACCGAAGTTG-3) foram usados (SUN; QUIAN; WU, 2011). Cerca de
10 ng de DNA gendmico extraido dos o6rgaos foi utilizado como molde na reacéo de
PCR em Tempo Real. A reacdo usou o gPCR SYBR-Green (Ludwig Biotecnologia)
conforme instrugdes do fabricante.

A reacéo foi levada ao aparelho 7500 Real Time PCR (Applied Biosystems)
para amplificacdo e deteccdo do material genético. As condi¢cdes de amplificacéo
foram: 50°C por 2 minutos, em seguida um estagio de espera de 94°C por 10
minutos, seguido de 40 ciclos de 94°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto e 72°C
por 1 minuto. Seguindo o processo, realizou-se obtencdo de dados para analise da
curva de dissociagcdo. Todas as amostras foram analisadas em duplicata e, para a
construcéo da curva padréo de amplificacdo do gene gyrA, o DNA bacteriano obtido

foi diluido seriadamente e usado como molde na reacéo de amplificacéo (10° a 10®).

4.10 Analises estatisticas

As andlises estatisticas dos resultados obtidos foram realizadas pelo software
GraphPad Prism ® 4.0. Analises estatisticas do ELISA e resultados histopatologicos
foram realizados utilizando a analise multivariada de Kruskal-Wallis, seguido de um

pés-teste de Dunn. O nivel minimo de significAncia aceita foi de 5% (p <0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, realizou-se a extracdo dos antigenos totais de P. aeruginosa
ATCC 27853. Os antigenos obtidos a partir da extracdo das células estédo
representados na Figura 3.

1 2

<— 200 kDa
<— 150 kDa
|€— 66 kDa

|€— 29 kDa

<— 12 kDa

Figura 3 - Andlise por SDS-PAGE. A canaleta 1 contém as proteinas
extraidas de P. aeruginosa cepa ATCC 27853 e a canaleta 2
contém o padrao de peso molecular.

Fonte: Da autora.

Este perfil eletroforético indica que o extrato antigénico contém varias
proteinas que podem ser originadas de varias partes da célula bacteriana. Uma vez
gue a extracdo de proteinas foi realizada através da lise celular e ndo purificamos as
proteinas extraidas, possivelmente, além de proteinas, 0 nosso extrato antigénico
pode conter outros componentes, como lipideos e carboidratos. Entre as proteinas
gue podem estar presentes neste extrato antigénico estdo as proteinas da
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membrana externa (como exemplo, OprF e Oprl), toxinas, pili e flagelos. Esses
antigenos de P. aeruginosa tém sido investigados como possiveis alvos para o
desenvolvimento de vacinas. A vacinagcdo com antigenos da membrana externa tem
se mostrado eficaz contra a infeccdo por P. aeruginosa em uma série de estudos.
Estes estudos tém utilizado células inteiras inativadas (CRIPPS et al.,, 2006),
preparacdes da membrana externa purificadas, proteinas de membrana externa
isoladas (GILLELAND et al., 1984; GILLELAND; GILLELAND; MATTHEWS-GREER,
1988), fusbes de proteinas ou peptideos sintéticos que representam epitopos
protetores (GILLELAND et al., 2000).

Os esforgos iniciais para desenvolver uma vacina contra a P. aeruginosa
focaram principalmente no LPS. Embora a vacinagdo com LPS de P. aeruginosa foi
eficaz em varios modelos animais e levou a producdo de anticorpos com alta
capacidade de opsonizagcdo, a efichAcia em estudos humanos foi limitada pela
diversidade antigénica dos antigenos entre os isolados de P. aeruginosa
(DIGIANDOMENICO et al., 2007).

Devido a diversidade antigénica do LPS, estudos mais recentes
concentraram-se nas proteinas flagelina, Oprl e OprF como antigenos potenciais,
uma vez gque estas exibem sequéncias conservadas de aminoacidos (FINKE et al.,
1990; MANSOURI et al., 2003).

O principal constituinte da proteina porina de P. aeruginosa, OprF,
demonstrou-se ser antigénico e possui uma elevada homologia entre as estirpes de
Pseudomonas. Estudos utilizaram o OprF como alvo da vacina e mostraram que o
antigeno fornece protecdo contra a infec¢do pela bactéria (GILLELAND et al., 1984;
GILLELAND; GILLELAND; MATTHEWS-GREER, 1988; BAUMANN et al.,, 2007
WORGALL et al., 2007; KRAUSE et al., 2011). Em estudos relacionados, a
imunizacdo com o antigeno Oprl de P. aeruginosa e um adjuvante apropriado eliciou
uma resposta protetora em camundongos que se correlacionou com a titulagédo de
IgG contra Oprl (FINKE et al., 1990).

Pseudomonas aeruginosa possui dois tipos de flagelinas, tipo A e tipo B, que
diferem na composi¢cdo de aminoacidos e o comprimento da regido hipervariavel.
Flagelinas de P. aeruginosa tém a propriedade Unica de serem adjuvantes potentes,
que sinalizam via receptor Toll-like 5, bem como antigenos protetores (CIACCI-
WOOLWINE; MCDERMOTT; MIZEL, 1999; BATES et al., 2008; WEIMER et al.,

2009). Um ensaio clinico de fase Il com flagelinas de P. aeruginosa em pacientes
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com FC demonstrou que a vacina foi bem tolerada e causou uma reducao de 30%
na incidéncia da infeccdo (DORING et al., 2007).

Levando-se em consideracdo 0s estudos anteriores, a nossa preparacao,
utilizando antigenos da célula inteira, pode ser um excelente alvo para vacina, ja que
possivelmente pode conter varios antigenos imunogénicos (LPS, OprF, Oprl e
flagelinas).

Nos ultimos anos, as particulas de escala nanométrica estdo sendo cada vez
mais utilizadas como transportadores de antigenos. Estudos indicam que essas
nanoparticulas tém atividade adjuvante, o que provavelmente é devido a facilidade
das APCs em fagocitar os antigenos associados as particulas, em comparacdo com
os antigenos livres em solucao (SLOAT et al., 2010). Além disso, nanoparticulas tém
a capacidade de proteger a integridade dos antigenos encapsulados contra a
degradacdo até serem entregues as células imunes (OYEWUMI et al., 2010).

A albumina €é um transportador macromolecular atraente, pois ¢é
biodegradavel, atdxica, metabolizada in vivo e solivel em agua. Essas
caracteristicas facilitam a entrega de substancias e, assim, € um candidato ideal
para a preparacdo de nanoparticulas. Sendo assim, a BSA é amplamente utilizada
para entrega de farmacos néo s6 pelas caracteristicas acima citadas, como também
pela sua importancia médica, baixo custo, propriedades de ligacdo a diversas
substancias e sua ampla aceitacdo na industria farmacéutica (ELZOGHBY; SAMY;
ELGINDY, 2012a).

As nanoparticulas utilizadas neste estudo foram produzidas pelo método de
coacervacdo. As nanoparticulas produzidas foram avaliadas através de MEV e o
tamanho, a distribuicdo de tamanho e o potencial zeta das particulas foram medidos
por Zetasizer (Malvern Zetasizer Nano ZS). A analise da Dispersao Dinamica de Luz
mostrou que NPPa sintetizadas tiveram um diametro médio de 512+14,89 nm e
o potencial zeta médio de -13,86 + 0.6 mV. Estes valores foram muito similares
aos valores das NPv (459,36 £ 16.58 nm e -13,03 £ 1 mV). A Figura 4 mostra as
imagens de MEV das nanoparticulas de BSA e conforme esperado as

nanoparticulas apresentaram forma esférica.



HV | HFW
s 500 kVI1111m

Figura 4 - Microscopia eletrbnica de varredura mostrando nanoparticulas de albumina sérica
bovina associadas aos antigenos de P. aeruginosa produzidas. Diametro médio= 512
+14,89 nm; potencial zeta médio=-13,86 + 0,6 mV.

Fonte: Da autora.

Outros estudos obtiveram nanoparticulas de albumina com tamanho que varia
entre 100 e 900 nm (LI et al., 2008; ZU et al., 2009; KOUCHAKZADEH et al., 2010;
ZHAO et al.,, 2010; SILVA et al.,, 2012; YOGASUNDARAM et al., 2012). Essa
variagdo pode ser devida as diferentes formas de preparo e as diferentes
substancias encapsuladas e/ou adsorvidas as nanopatrticulas.

O potencial zeta reflete o potencial elétrico da superficie das particulas, o qual
€ influenciado pela composicdo da particula e o meio no qual ele esté disperso. Os
fosfolipideos e os polimeros constituintes das nanoparticulas sdo 0s principais
componentes presentes nas formulacfes capazes de influenciar o potencial zeta.
Um valor de potencial zeta relativamente alto (> £30 mV) é importante para uma boa
estabilidade fisico-quimica da suspensado coloidal, pois grandes forgas repulsivas
tendem a evitar a agregacao em funcéo das colisbes ocasionais de nanoparticulas
adjacentes (MOHANRAJ; CHEN, 2006; SCHAFFAZICK et al., 2003).

O potencial zeta determina a mobilidade eletroforética das particulas em
solugéo sobre a progressao em direcao ao eletrodo de carga oposta, na presenca de
um campo elétrico. A mobilidade eletroforética pode ser calculada através da analise
de eletroforese realizada em diferentes condicbes experimentais. Alternativamente,
pode ser determinada através de um laser Doppler usando dispositivos de dispersao
dindmica da luz. No entanto, a sensibilidade do efeito de Doppler é baixa para a

mobilidade de particulas maiores, o que torna dificil o célculo da mobilidade
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eletroforética (FREIRE et al., 2011). O Zetasizer Nano ZS utiliza a técnica de
dispersédo dindmica da luz para medir particulas e a técnica de Laser Doppler para
medir o potencial zeta (MALVEN INSTRUMENTS LIMITED).

Nossas particulas apresentaram um potencial zeta de aproximadamente
-13 mV. Segundo os autores acima citados, para a estabilidade da suspenséao
coloidal, o valor do potencial deve estar acima de () 30 mV. Pelas imagens da MEV
e analises com microscopio optico, ndo observamos agregados de nanoparticulas, o
gue nos mostra a estabilidade destas, apesar de um valor baixo de potencial zeta.
Uma vez que as nanoparticulas produzidas possuem um tamanho aproximado de
500nm, pode ser que a técnica de Laser Doppler ndo tenha sido tdo eficaz para
medir o potencial zeta ou que o valor encontrado para as nanoparticulas produzidas
(aproximadamente -13 mV) seja o suficiente para gerar estabilidade da suspenséao.

Apés a producdo e caracterizagdo das nanoparticulas, camundongos Swiss
de 6-8 semanas de idade foram imunizados pela via subcutanea. Os animais foram
imunizados 3 vezes, com intervalos de 1 semana como descrito anteriormente
(CAMPODONICO et al., 2011; WU et al., 2012; KAMEI et al., 2013). Apo6s a
Imunizacdo n&o foi observado nenhum efeito adverso nos animais e nenhuma
alteracdo de comportamento.

A administracdo subcutédnea € a via mais adequada para a entrega de um
antigeno, pois este pode drenar diretamente do local da injecdo para os linfonodos,
onde as células imunocompetentes residem e onde a imunidade adaptativa é
iniciada (OUSSOREN; STORM, 2001).

As nanoparticulas, que possuem um tamanho que varia entre 1-1000 nm, sdo
consideradas adjuvantes promissores para a imunizagcdo subcutanea
(PITAKSUTEEPONG, 2005). O destino das particulas apés a administracao
subcutédnea é dependente do tamanho (HIGUCHI et al, 1999). Particulas grandes
(maiores que 1000nm) séo incapazes de acessar 0s vasos linfaticos e ndo podem
ser fagocitadas prontamente. Assim, elas sao retidas no local da injecao até que séo
degradadas a um tamanho suficientemente pequeno. Inversamente, as particulas
pequenas (inferiores a 1000 nm) conseguem penetrar capilares linfaticos.
Demonstrou-se que as particulas com tamanho de 20-200 nm podem acessar 0S
nodulos linfaticos, através de capilares e vasos, para apresentacdo de antigenos;
enquanto que as particulas maiores (500-1000 nm) sdo geralmente dependentes de

transporte até os linfonodos. Estas sao favoravelmente fagocitadas pelas APCs, tais
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como DCs, que, posteriormente, fazem a passagem para os capilares linfaticos
(PITAKSUTEEPONG, 2005; OYEWUMI et al., 2010).

Diante disso, podemos presumir que, uma vez que as nanoparticulas
produzidas possuem o tamanho médio de 512 * 14,89 nm, essas particulas
poderiam ser fagocitadas por DCs e/ou encaminhadas através de capilares e vasos
linfaticos até os linfonodos, apds a imunizacdo subcutanea. Assim, nos linfonodos,
as DCs poderiam apresentar os antigenos aos linfécitos, iniciando uma resposta
imune adaptativa.

Além do tamanho da particula, outra caracteristica que influencia a absorcéo
pode ser a forma desta particula. A fagocitose de particulas requer a modificacdo do
citoesqueleto que permite que a membrana mova-se sobre estas particulas para
interioriza-las. A complexidade da modificacdo do citoesqueleto que deve ser criada
depende da curvatura no ponto de contato inicial. Sendo assim, particulas esféricas
possivelmente sdo melhor fagocitadas do que particulas cilindricas ou em forma de
bastonete (VAN RIET et al., 2014). Diante disso, a forma esférica das nanoparticulas
produzidas neste estudo, possivelmente facilita a fagocitose pelas APCs,
favorecendo a ativacao de uma reposta imune efetiva.

Nanoparticulas administradas pela via subcutanea ou intradérmica podem
ativar o sistema complemento local, beneficiando a eficacia da vacina. Além do seu
papel primario na depuracdo do agente patogénico, o sistema do complemento
também promove as imunidades humoral e mediada por células, através do
aumento da resposta da célula B ao antigeno e promocéo da ativacdo das células T
e das DCs (DOBROVOLSKAIA et al., 2008). Entretanto, estudos utilizando as NPPa
e NPv devem ser realizados para verificar a interacdo destas com o sistema
complemento.

Os camundongos imunizados com PBS, Pa, NPv ou NPPa foram avalizados
quanto a producdo de anticorpos anti-P. aeruginosa (IgG total, IgG1 e 1gG2a), a fim
de se verificar a imunogenicidade destas formulagbes. Para isto, foi realizada a
medida dos niveis de anticorpos especificos contra P. aeruginosa no soro dos
camundongos previamente imunizados com 2 mg de NPPa por dose/animal (n=21).
Como grupo controle, camundongos foram inoculados com NPv (n=16).
Camundongos adicionais foram imunizados com PBS (controle negativo) (n=6) ou

15 pg de antigenos totais extraidos da bactéria (Pa) (controle positivo) (n=6).
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O soro dos camundongos imunizados com NPPa tiveram uma producao
elevada de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa se comparado ao grupo NPv (p<
0,0001) e uma producéao significativa de anticorpos se comparado ao grupo tratado
com PBS (p< 0,05) (Figura 5A). Entretanto, camundongos imunizados somente com
Pa mostraram uma elevada, mas nao significativa, producdo de anticorpos anti-P.
aeruginosa se comparado ao grupo PBS. Também nao ha diferenca significativa na
producdo de anticorpos entre os grupos Pa e NPPa. A elevada producdo de
anticorpos IgG anti-P. aeruginosa do grupo NPPa, quando comparada ao grupo
NPv, indica que a conjugacdo dos antigenos totais extraidos da bactéria as
nanoparticulas de BSA foi eficiente.

Para caracterizar a producdo dos subtipos de IgG nos camundongos
imunizados, foram realizados ensaios de ELISA para quantificar anticorpos IgG1l e
IgG2a contra antigenos totais extraidos de P. aeruginosa. Os resultados mostraram
altos titulos de IgG1l nos grupos Pa e NPPa, mas em contraste, somente
camundongos imunizados com NPPa produziram titulos significativos de IgG2a anti-
P. aeruginosa (Figura 5B).

IgG2a é um isotipo de IgG que, em camundongos, € capaz de induzir a
fagocitose dependente de anticorpos e também de ativar o complemento (LAI et al.,
2005; DUNKLEY et al., 2003). A presenca de IgG2a anti- P. aeruginosa e a reducao
dos sinais inflamatérios apds a infeccdo com P. aeruginosa observada em
camundongos imunizados com NPPa (ver figura 7), reforca a possibilidade de que
estes anticorpos poderiam ser Uteis para a eliminacdo bacteriana melhorada nas
vias aéreas destes camundongos. Entretanto, ndo podemos excluir o papel da
imunidade celular, especialmente dos macréfagos alveolares, neutroéfilos, células
NKT e células Th1l7 na imunidade protetora mediata contra infecgcbes por P.
aeruginosa (WORGALL, 2012).

O LPS de P. aeruginosa é um fator de destaque tanto na viruléncia bacteriana
quanto na resposta do hospedeiro a infeccdo. A contribuicdo do LPS para a
patogénese e para a imunidade do hospedeiro varia de acordo com a suscetibilidade
do paciente a infeccéo, a isoforma do LPS, especialmente o componente lipidico A,
e a variacdo estrutural na cadeia lateral do antigeno O. O lipidio A pode ser
variavelmente penta, hexa ou hepta-acetilado, e essas isoformas tém diferentes
capacidades de ativar a imunidade inata do hospedeiro via ligacdo ao receptor Toll-
like 4 (PIER, 2007).
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Figura 5 - Producéo de anticorpos anti-P. aeruginosa em camundongos imunizados:
A) Camundongos Swiss foram imunizados de acordo com a metodologia indicada e os
soros foram coletados uma semana apés a Ultima imunizacao. * indica significancia de P
<0,05; *** indica significancia de P <0,001
B) Titulacdo das subclasses de IgG (IgG1 e IgG2a) em camundongos Swiss imunizados
por via subcuténea. Soro de 5 camundongos por grupo foram coletados uma semana
apoés a Ultima imunizagdo, misturados e testados por ELISA para a presenca de
anticorpos especificos. Os resultados sdo reportados como valores médios = desvio
padrdo. * Indica significancia de P <0,05 (Pa contra NPPa) e # indica significAncia de P
<0,05 (NPv contra NPPa)

Fonte: Da autora.

Os primeiros estudos de vacinacdo com extratos bacterianos identificaram o
componente LPS destas vacinas como o alvo principal para o reconhecimento do
sistema imune. No entanto, os efeitos téxicos associados ao lipideo A dificultou o
seu desenvolvimento clinico. A toxicidade do LPS poderia ser reduzida com a
incorporacao deste em lipossomas (SHARMA; KRAUSE; WORGALL, 2011). Como

uma forma de contornar o problema, polissacarideos O sem o componente lipidico
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tém sido usados em formulac6es vacinais. Este se mostrou um imunogeno eficaz e
nao toxico em camundongos, em porquinhos da india e em humanos (CRYZ JR et
al., 1987).

O LPS néo foi dosado no nosso extrato antigénico, mas possivelmente deve
estar presente. A toxicidade desse antigeno bacteriano, se presente, pode ter sido
contornada pelo encapsulamento nas nanoparticulas de BSA, uma vez que nao
observamos nenhum efeito adverso nos camundongos imunizados. A provavel
presenca de LPS nas nanoparticulas de BSA associadas aos antigenos totais de P.
aeruginosa, pode ter auxiliado a ativacdo da resposta imune dos animais
imunizados, levando a elevada producao de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa.

Os camundongos imunizados com PBS, Pa, NPv ou NPPa também foram
avalizados quanto a producdo de anticorpos IgG total anti-BSA. Os resultados
mostram a producao de anticorpos IgG anti-BSA tanto nos animais imunizados com
NPv quanto nos animais imunizados com NPPa, sendo que nao houve diferencas
significativas entre os titulos de anticorpos (Figura 6). Nos animais imunizados com

Pa nao houve a producédo de anticorpos IgG anti-BSA (dados ndo mostrados).

1000+
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Figura 6 - Producdo de anticorpos anti-BSA em camundongos
imunizados. Avaliacdo da producdo de anticorpos IgG
total anti-BSA em camundongos imunizados com
nanoparticulas de BSA vazias (NPV) ou nanoparticulas
de BSA associadas aos antigenos totais de P.
aeruginosa  (NPPa). N&o houve  diferencas
significativas.

Fonte: Da autora.

Os resultados mostram que as nanoparticulas de BSA sao capazes de elicitar

uma resposta imune no modelo murino. Sendo assim, podemos presumir que a BSA
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€ imunogénica, podendo atuar como adjuvante na imunizagdo. Um adjuvante &
definido como a substancia normalmente utilizada com um antigeno para aumentar
as suas propriedades imunogénicas atraves da ativacdo da resposta imune inata e
adaptativa (SHAKYA; NANDAKUMAR, 2012).

Estudos recentes tém demonstrado que a entrega de antigenos por
nanoparticulas pode melhorar significativamente a imunogenicidade de vacinas
devido a intrinseca propriedade imunoestimulatoria dos materiais de que sé&o
produzidas (SAHDEV; OCHYL; MOON, 2014). Nanoparticulas pertencem a
categoria de adjuvantes que facilitam a captacdo do antigeno pelas APCs ou
aumentam o influxo de APCs profissionais no local da injecdo (REBOUCAS et al.,
2012). Particulas preparadas com materiais biocompativeis, como a albumina,
possuem um grande potencial como sistema de entrega vacinal com uma potente
atividade adjuvante (OYEWUMI et al, 2010). A biocompatibilidade,
biodegradabilidade, facil producéo e purificacdo, e a ndo-toxicidade da maioria dos
polimeros, tais como a albumina, os tornam candidatos atrativos para substituir os
adjuvantes convencionais, que tém efeitos indesejaveis no hospedeiro (SHAKYA;
NANDAKUMAR, 2012).

Como discutido anteriormente, a albumina € capaz de induzir uma resposta
imune nos animais imunizados, podendo atuar como adjuvante. A presenca de
anticorpos anti-P. aeruginosa em animais imunizados com NPv pode ser explicada
pela acdo adjuvante destas nanoparticulas, que poderiam ter induzido uma ativacao
policlonal inespecifica da resposta imune, levando a producdo de anticorpos que
poderiam exibir reac&o cruzada contra alguma proteina extraida de P. aeruginosa.

Para avaliar a imunidade protetora anti-P. aeruginosa, camundongos que
tinham sido imunizados com PBS, Pa, NPv ou NPPa foram desafiados com P.
aeruginosa ATCC 27853 (1,5 x 10° UFC) via nasal em cada narina. Um e quatro
dias poés-infecgcdo os animais foram sacrificados e os pulmdes coletados para as
analises posteriores. O pulméo direito foi fixado para analises histopatologicas e o
pulmé@o esquerdo foi utilizado para determinacdo do numero de UFC no tecido e
para quantificar a carga bacteriana por PCR em Tempo Real.

Apbés o plagueamento das diluicbes seriadas dos fragmentos de pulméo
macerados e a incubacdo por 24 horas a 37°C, ndo foi observado nenhum

crescimento bacteriano. Uma vez que néo foi possivel contar as UFC nos pulmdes
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dos camundongos imunizados e desafiados com a bactéria P. aeruginosa ATCC
27853, realizou-se a quantificacdo da carga bacteriana por PCR em Tempo Real.

A extracdo do DNA total dos fragmentos de pulméo esquerdo congelados dos
animais imunizados e desafiados foi eficiente, sendo extraido o material genético
integro, sem produtos de degradacdo (dado ndo mostrado). A quantificacdo do
material genético utilizando Nanodrop® revelou concentracdes entre 0,9045 e
3,1793 pg/uL, sendo este considerado de boa qualidade. A qualidade deste material
€ expressa pela razdo de absorbancias entre dois comprimentos de onda (260 e
280nm), sendo considerados puros, para DNA, valores préximos de 1,8. Valores
inferiores podem indicar uma ma purificacdo do material, devido a presenca de
proteinas, fendis e outros contaminantes (THERMO, 2014).

A partir da diluicho do DNA bacteriano extraido de culturas puras de P.
aeruginosa foi possivel obter uma relagcdo entre concentracdo de produto
amplificado com a quantidade de DNA adicionado a rea¢do, gerando assim uma
curva padréo que pode ser utilizada para quantificacao relativa do gene gyrA de P.
aeruginosa. Apods comprovada a integridade e qualidade do material obtido, tentou-
se quantificar o gene gyrA da P. aeruginosa em relacdo ao material genético total
extraido, utilizando 10 ng de DNA em reacdes de PCR em tempo real. O DNA
bacteriano néo foi detectado em nenhum dos tempos analisados (dados néo
mostrados).

O fato da bactéria nédo ter sido detectada e nem o seu DNA pode indicar
fagocitose, degradacdo e/ou eliminacdo da bactéria antes mesmo dos tempos
analisados (1 e 4 dias pOs-infeccdo). A bactéria P. aeruginosa ATCC 27853
apresenta baixa viruléncia ou capacidade invasiva se comparada a cepas mais
virulentas, isoladas de pacientes. A falta de fatores de viruléncia pode ter interferido
na capacidade desta bactéria em estabelecer uma infecgdo produtiva no animal
infectado. Tal suposicdo pode ser suportada pelo fato de os camundongos nao
terem ido a Obito, apresentado quaisquer alteracbes comportamentais apos a
infeccdo como também a ndo deteccéo da bactéria ou de seu material genémico nos
pulmdes dos animais infectados.

A avaliagdo histologica dos cortes dos pulmdes dos animais tratados com
PBS ou imunizados com Pa ou NPv em todos os tempos testados revelaram
grandes areas de inflamacéo intensa com um infiltrado inflamatdrio principalmente

mononuclear (Figura 7), indicando que, apesar da bactéria ser eliminada
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rapidamente pelo sistema de defesa existente no pulm&o dos animais, a presenca
da mesma induziu sinais inflamatérios mais graves se comparado com 0 grupo
imunizado com NPPa. Também foi verificada nesses trés grupos (PBS, Pa, NPv) a
presenca de vasos hiperémicos e dilatados, mas com leve edema e hemorragia. Os
cortes pulmonares dos animais imunizados com NPPa mostraram uma evidéncia
microscopica menos extensa de danos no tecido. Havia menos vasos hiperémicos e
dilatados, menos hemorragia intra-alveolar, menos edema da parede do septo
alveolar, e uma reacédo inflamatéria baixa observada no tecido pulmonar destes
animais (Figura 8).

Convém ressaltar também que se pode observar diferencas no tipo de
infiltrado inflamatério presente nos tecidos dos animais sacrificados em 1 dia pos-
infeccdo, notando-se a presenca de leucocitos polimorfonucleares nos
camundongos imunizados com NPv e quase auséncia desses, com infiltrado
basicamente mononuclear, nos camundongos imunizados com NPPa (dados nao

mostrados).

Figura 7 - Alteracfes histopatoldgicas nos pulmdes de camundongos imunizados e desafiados
com P. aeruginosa viva. Coloragdo por hematoxilina e eosina de cortes de pulméo em
1 e 4 dias ap6s a infeccdo dos camundongos imunizados com PBS, 15 ug de
antigenos totais de P. aeruginosa (Pa), nanoparticula de albumina sérica bovina vazia
(NPv) e nanoparticula de albumina sérica bovina associada aos antigenos totais de P.
aeruginosa (NPPa).

Fonte: Da autora.
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Figura 8 - Andlise histopatolégica dos pulmdes de camundongos imunizados com PBS, Pa,
NPv e NPPa, 1 e 4 dias ap6s a infec¢do. * indica significancia de P <0,05 (PBS
contra NPPa); ** indica significancia de P <0,01 (PBS contra NPPa); *** indica
significancia de P <0,001 (PBS contra NPPa), # indica significancia de P <0,05
(Pa contra NPPa), ® indica significancia de P <0,01 (NPv contra NPPa) e ® indica
significancia de P <0,05 (NPv contra NPPa).

Fonte: Da autora.

BNPs séo plataformas Unicas e inexploradas para melhorar a entrega de
antigenos ao sistema imune. BNPs de BSA com proteinas antigénicas adsorvidas ou
encapsuladas representam um método promissor para entrega in vivo de vacinas
diretamente ao sistema imune (SILVA et al., 2012). Os resultados mostram que a
imunizacdo com nanoparticula de BSA encapsuladas com antigenos de P.
aeruginosa foi eficiente em induzir IgG anti-P. aeruginosa e também em diminuir
sinais inflamatorios desencadeados pela infeccdo nasal com a bactéria. Esta

atividade poderia ser atribuida ao processo de encapsulamento de alguns antigenos
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altamente conservados derivados da célula inteira, tais como proteinas da
membrana externa e proteinas do flagelo polar (flagelinas tipos a e b)
(SPANGENBERG et al.,, 1996; MONTOR et al.,, 2009; WEIMER et al., 2009;
PELUSO et al., 2010). Como o processo de extracao de proteinas é baseado na lise
detergente, algumas destas proteinas poderiam ser aprisionadas nas nanoparticulas
de BSA favorecendo a ativagédo do sistema imune.

A imunizacdo com nanoparticulas contendo antigenos de P. aeruginosa foi
eficiente em diminuir os sinais inflamatdérios, visto na diminuicdo da intensidade dos
processos inflamatdrios e na concentragcdo das células inflamatérias no pulmao,
tanto em 1 como em 4 dias pos-infec¢do, também reduzindo as manifestacdes de
edema, hemorragia e hiperemia, na infeccdo por esta bactéria. Assim como este
estudo, outros estudos também mostraram a reducdo dos sinais inflamatérios em
modelos murinos de infeccdo com P. aeruginosa (WEIMER et al., 2009; KERBER-
MOMOT et al., 2010; SECHER et al., 2011).

Weimer e colaboradores (2009) demonstraram em seu estudo que a
imunizacdo de camundongos com fusdo de flagelina contendo OprF e Oprl protege
0S animais contra a patologia pulmonar apés desafio por P. aeruginosa. Neste
estudo, os camundongos imunizados com essa fusdo de proteinas (qQue apresentam
sequéncias de aminoacidos conservadas) apresentaram significantemente menos
inflamac&o em comparacdo com seu controle que foi imunizado apenas com fusao
de Oprl e OprF.

Kerber-Momot e colaboradores (2010) também conseguiram resultados
positivos na defesa do animal contra a infeccdo bacteriana. Nesse estudo, uma
estimulacdo uUnica da células Toll-Like (1 dia antes do desafio) com lipopeptideo
ativador de macrofagos de 2 kDA (MALP-2), levou a um aumento da resposta
imunolégica do hospedeiro, amenizando expressdo de sinais inflamatérios e
diminuindo a carga bacteriana nos pulmdoes.

Ja Secher e colaboradores (2011) concluiram, em modelo experimental de
infeccdo aguda por P. aeruginosa, que um tratamento sisttmico de camundongos
com anticorpos monoclonais humanos reforca a eliminacdo de P. aeruginosa e
diminui a inflamacgé&o nos pulmdes.

A inflamacé&o cronica observada em pacientes com FC é devido a persisténcia
da infeccdo por P. aeruginosa. Apds a colonizagdo, P. aeruginosa inicia a producao

elevada de alginato e este, subsequentemente, leva ao desenvolvimento do biofilme
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com consequente evasdo do sistema imune e aumento da resisténcia aos
antibidticos, fatores que dificultam a erradicacdo da infeccdo (RODRIGUEZ-ROJAS
et al., 2012). Entdo, como a NPPa reduz os sinais inflamatérios em camundongos,
esta formulacdo pode ser benéfica aos pacientes com FC e outras condi¢cdes
patolégicas evolvendo infec¢des por P. aeruginosa tais como infecgdes nosocomiais
(pacientes paraplégicos, queimados e de unidades de terapia intensiva) e também

em pacientes imunossuprimidos com cancer ou AIDS.
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6 CONCLUSOES

Estes resultados nos permitem concluir que:

1. Os antigenos totais de P. aeruginosa foram extraidas como o esperado. O
perfil eletroforético mostrou a presenca de proteinas com pesos moleculares
variados;

2. As nanoparticulas de albumina sérica bovina associadas aos antigenos totais
de P. aeruginosa foram produzidas possuindo diametro meédio de
512 + 14,89 nm e potencial zeta médio de -13,86 + 0,6 mV;

3. A conjugacdo das nanoparticulas de albumina sérica bovina com o0s
antigenos totais extraidos de P. aeruginosa foi eficiente, demonstrada pela
maior producao de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa nos animais imunizados
com as nanoparticulas de albumina sérica bovina associadas aos antigenos
totais de P. aeruginosa quando comparada a producdo de IgG anti-P.
aeruginosa nos animais imunizados somente com as nanoparticulas de
albumina sérica bovina vazias;

4. A imunizagdo com nanoparticulas de albumina sérica bovina associadas aos
antigenos de P. aeruginosa é capaz de induzir a producéo de altos titulos de
anticorpos IgGL1 e titulos significativos de IgG2a anti-P. aeruginosa;

5. Esta imunizagdo também é capaz de reduzir sinais de inflamag&o nos
pulmdes causados pela infeccdo nasal com este patégeno, com uma reducao
significativa na intensidade e concentracdo de células inflamatorias,
diminuicdo da hemorragia, sinais de edema e hiperemia nos pulmdes, tanto
em 1 como em 4 dias pos-infeccdo, se comparado aos outros grupos;

6. Portanto, a imunizagdo com nanoparticulas de albumina sérica bovina
associadas aos antigenos totais de P. aeruginosa é capaz de induzir uma
resposta funcional nos animais modelos de infeccdo e deste modo é uma

promissora plataforma para vacinas contra P. aeruginosa.
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