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RESUMO 

 

 

Pseudomonas aeruginosa é um importante patógeno humano oportunista que causa 

graves infecções em pacientes imunocomprometidos e em pacientes portadores de 

fibrose cística (FC). O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de 

nanopartículas de albumina sérica bovina associadas aos antígenos totais de P. 

aeruginosa em proteger camundongos do desafio pela via nasal por este patógeno. 

Camundongos foram imunizados pela via subcutânea usando antígenos totais de P. 

aeruginosa, nanopartículas vazias ou nanopartículas associadas aos antígenos 

totais de P. aeruginosa nos dias 0, 7 e 14. A produção de anticorpos IgG total e os 

subtipos  IgG1 e IgG2a foram avaliados por ELISA. Os camundongos imunizados 

foram desafiados com P. aeruginosa e os pulmões foram coletados para estudos 

histopatológicos e detecção da bactéria no pulmão. Nossos resultados mostram que 

camundongos imunizados com nanopartículas associadas aos antígenos totais de P. 

aeruginosa produziram altos títulos de anticorpos IgG1 anti-P. aeruginosa e títulos 

significativos de IgG2a. Os dados também mostram que camundongos imunizados 

com nanopartículas associadas aos antígenos totais de P. aeruginosa e desafiados 

com a bactéria apresentaram diminuição dos sinais inflamatórios, com uma redução 

significativa na intensidade e concentração de células inflamatórias, diminuição da 

hemorragia, sinais de edema e hiperemia nos pulmões se comparado aos outros 

grupos. A bactéria não foi detectada nos pulmões dos animais imunizados e 

infectados nos tempos analisados. Portanto, essa formulação 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. Nanopartículas. 

Vacinas. Inflamação. 



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 IgG1 

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 INTRODUÇÃO 

 

 

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa, pertencente à 

família Pseudomonadaceae. Esta bactéria é capaz de infectar diferentes 

organismos, dentre os quais: leveduras, namatódeos, insetos, plantas e mamíferos, 

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 patógeno oportunista, sendo uma das 

principais causadoras de infecções nosocomiais (DIAZ et al., 2008). Estas bactérias 

podem causar infecções na córnea, no trato urinário, no trato respiratório, na 

corrente sanguínea, 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 infecções 

na sociedade, em parte por causa da sua elevada resistência intrínseca a 

antibióticos. O total da prevalência de P. aeruginosa multi-resistente a antibióticos 

está aumentando, tornando a resistência a antimicrobianos um problema crescente 

e limitante das alternativas de tratamento (LUTZ; LEE, 2011). 

A compreensão dos principais fatores de virulência e da resposta imune ao 

patógeno levou ao desenvolvimento de várias medidas imunoterapêuticas para 

prevenir infecções causadas por P. aeruginosa.  Muitas formulações, tais como 

frações sub-celulares, componentes capsulares, proteínas recombinantes e 

purificadas estão sendo testadas e são candidatos potenciais para o 

desenvolvimento de vacinas (SHARMA; KRAUSE; WORGALL, 2011). Apesar de 

vários estudos envolvendo potenciais vacinais contra P. aeruginosa, não existe, 

atualmente, no mercado uma vacina aprovada contra a infecção pela bactéria 

(WORGALL, 2012). 

As nanopartículas poliméricas biodegradáveis são 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 adsorção ou encapsulamento de antígenos e assim representam um novo 

método para controlar a liberação de imunógenos. As vacinas baseadas em 

formulações com nanopartículas possuem várias propriedades imunoestimulatórias, 



12 
 

  

tais como antigenicidade, propriedades adjuvantes e indução de resposta 

inflamatória (SMITH; SIMON; BAKER JR, 2013; ZAMAN; GOOD; TOTH, 2013). Esta 

tecnologia também pode ser manipulada para otimizar a resposta imune através de 

entrega seletiva às células apresentadoras de antígenos (APCs) (KLIPPSTEIN; 

POZO, 2010).  

A albumina é um nanocarreador natural capaz de formar complexos não-

covalentes com muitas moléculas sintéticas e naturais. Esta proteína é também 

biocompatível, biodegradável e atóxica e devido a essas características, 

nanopartículas de albumina são um bom sistema de entrega de drogas e antígenos 

(ELZOGHBY; SAMY; ELGINDY, 2012a). Em estudos prévios, nanopartículas de 

albumina sérica bovina com Dengue virus inativado adsorvido em sua superfície 

elicitaram uma forte produção de IgG anti-Dengue virus em modelo murino (SILVA et 

al., 2012). Assim, neste estudo nós propomos o uso de nanopartículas de albumina 

sérica bovina associadas aos antígenos totais de P. aeruginosa como um novo 

modelo vacinal para prevenir a infecção por este patógeno. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

2.1 Características gerais de Pseudomonas aeruginosa  

 

 

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa, pertencente à 

família Pseudomonadaceae. Sua estrutura externa é comum aos Gram-negativos: 

uma membrana citoplasmática, uma camada de peptideoglicano central e uma 

membrana externa. Envolvendo essas camadas, encontra-se a cápsula 

polissacarídica (POLLACK, 2000). A cápsula confere à P. aeruginosa proteção 

contra fagocitose e atividade dos antibióticos, além de possuir a função de ancorar a 

bactéria às células epiteliais do hospedeiro (MURRAY et al., 2003). É um bacilo que 

pode se apresentar aos pares, isolados ou em cadeias curtas. A célula bacteriana 

possui comprimento de 1,5 a 5,0 µm e largura de 0,5 a 1,0 µm (DOGGET, 1979). 

O lipopolissacarídeo (LPS) é o principal componente que define a membrana 

externa de P. aeruginosa. É composto de lipídeo A, oligossacarídeos centrais e 

polissacarídeos de cadeias longas periféricas altamente variáveis (antígeno O). O 

lipídeo A está ancorado na membrana e ligado covalentemente aos oligossacarídeos 

e polissacarídeos, que se prolongam a partir da superfície da célula (DELUCIA et al., 

2011; SHARMA; KRAUSE;  WORGALL, 2011). As diferenças na estrutura química 

do antígeno O são a base da classificação da espécie diferentes sorotipos 

heterogêneos (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 

classificação padronizada de sorotipos chamada de Esquema Internacional de 

Tipificação Antigênica (IATS), que tinha 17 sorotipos. Um estudo subsequente 

adicionou mais 3, totalizando 20 sorotipos para P. aeruginosa (LAM et al., 2011).  

A presença ou ausência de cadeias externas de polissacarídeo O determina 

fenótipos lisos ou rugosos das colônias bacterianas. A forma lisa de P. aeruginosa é 

associada com a maior virulência, particularmente em infecções sistêmicas e 

agudas, enquanto as formas rugosas são geralmente isoladas dos pulmões 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 classificação de 

cepas de P. aeruginosa de fenótipo liso que possuem os três domínios (lipídeo A, 

oligossacarídeos centrais e antígenos O). Porém, em muitos casos clínicos, essa 

sorotipagem não tem sido tão eficaz, já que muitos isolados são parcialmente 

deficientes ou completamente desprovidos de antígeno O. A sorotipagem dos 

isolados bacterianos de pacientes com FC crônica é complicada, uma vez que uma 

proporção muito elevada destas bactérias não é tipificável (LAM et al., 2011). A 

utilização de anticorpos monoclonais pode ser mais específica e precisa do que 

anticorpos policlonais em atribuir uma designação específica para o sorotipo de 

muitos isolados de P. aeruginosa. No entanto, para classificar cepas que tenham 

sido classificadas como não tipificáveis por sorotipagem é necessária a utilização de 

técnicas moleculares ao invés das sorológicas (DASGUPTA et al., 1994). 

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria móvel e esta mobilidade é atribuída 

a um único flagelo polar que promove a natação em ambientes líquidos, e a um tipo 

polar de pili IV responsável pelo movimento rápido sobre superfícies sólidas. 

Também apresentam mobilidade em superfícies semi-sólidas na presença de fontes 

específicas de carbono e nitrogênio (KÖHLER et al., 2000; DASGUPTA et al., 2003). 

Crescem em temperatura ótima de 37 a 42ºC e em condições aeróbicas; no entanto, 

são capazes de crescer em condições anaeróbicas, sendo o nitrato o aceptor 

alternativo de elétrons (WORLITZSCH et al., 2002). 

A identificação da P. aeruginosa se baseia na visualização de bacilos Gram-

negativos não esporulados após a coloração de Gram (Figura 1) e pelo uso de 

procedimentos bioquímicos. A bactéria pode ser identificada através da 

pigmentação, uma vez que produz pioverdina, pigmento fluorescente e piocianina, 

pigmento azulado. Além disso, podem ser identificadas pela forma da colônia (Figura 

2), pela capacidade de metabolizar o citrato e oxidar a glicose, não sendo capaz de 

fermentação 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. 

 

 
Figura 2 - Colônias de P. aeruginosa em ágar. 
Fonte: Todar’s Online Textbook of Bacteriology. 
 

O genoma da P. aeruginosa consiste em um cromossomo único 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 

genômicas inseridas no cromossomo (SCHMIDT; TÜMMLER; RÖMLING, 1996). 

Estas ilhas genômicas são segmentos de DNA frequentemente inseridos adjacentes 

a genes de RNA transportador (tRNA), possuindo uma proporção de GC diferente do 



16 
 

  

restante do cromossomo. Essas ilhas possuem componentes de elementos 

genéticos móveis e são adquiridas por transferência horizontal, o que torna difícil 

atribuir suas origens iniciais (REITER; PALM; YEATS, 1989; HE et al., 2004; 

LAWRENCE, 2005). As ilhas genômicas codificam uma variedade de proteínas com 

funções simbiônticas e envolvidas na patogênese da bactéria, podendo contribuir 

para a capacidade de P. aeruginosa de habitar diversos ambientes (SPENCER et 

al., 2003; SHEN et al., 2006). 

 

 

2.2 Infecções causadas por Pseudomonas aeruginosa 

 

 

Pseudomonas aeruginosa têm a capacidade de infectar diferentes 

organismos, entre eles: leveduras, nematódeos, insetos, plantas e mamíferos, 

podendo ser encontrada em diversos ambientes, tais como lagos, rios ou solos 

(MAHAJAN-MIKLOS; RAHME; AUSUBEL, 2000; RAHME et al., 2000).  

Este patógeno tem grande importância na veterinária. É freqüentemente 

encontrado no prepúcio e no sêmen do touro, podendo causar doença genital grave 

na inseminação artificial e prejudicar a capacidade funcional dos espermatozóides in 

vitro (EAGLESOME; GARCIO; BIELANSKI, 1995). Também pode causar doenças 

venéreas e infertilidade em cavalos (TAZUMI et al., 2009; GUIMARÃES; 

CARVALHEIRA; ROCHA, 2012). A bactéria tem prejudicado o mercado de peixes, 

devido às ulcerações cutâneas causadas por P. aeruginosa produtoras de metalo-

beta-lactamases (KHAIRNAR et al., 2013). Nos animais domésticos, o agente tem 

sido descrito em diferentes afecções, incluindo otites (externas, médias e internas), 

conjuntivite, dermatite, abscessos, pústulas intradérmicas, pneumonia, enterite, 

gastroenterite, úlceras orais e cutâneas, septicemia, endometrite, aborto e morte 

súbita (RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2000; PETERMANN et al., 2001; WIDEMAN, 

2006; HIRAKAWA et al., 2010; GUIMARÃES; CARVALHEIRA;  ROCHA, 2012; 

HARADA et al., 2012).  

Em humanos, é considerado um patógeno oportunista, sendo um dos 

principais causadores de infecções nosocomiais, uma vez que pode ser propagado 

pelo ambiente hospitalar através das mãos dos trabalhadores de saúde ou por 
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outras fontes de transmissão, tal como água contaminada (DIAZ et al., 2008; SILVA 

et al., 2008).  

A fácil adaptação às condições ambientais de nutrição, temperatura e 

umidade e sua capacidade de receber e transmitir fatores de resistência a 

antimicrobianos; bem como a possibilidade de sobreviver por períodos prolongados 

em ambientes úmidos, tais como equipamentos e utensílios hospitalares, soluções 

anti-sépticas, desinfetantes e de uso terapêutico, são fatores determinantes da alta 

incidência desse patógeno nas infecções hospitalares (FAVERO et al., 1971; 

GRUNDMANN et al., 1995; MOOLENAR et al., 2000). 

A infecção por P. aeruginosa é crítica em pacientes hospitalizados, 

principalmente imunodeficientes, portadores de câncer e que necessitam de 

ventilação mecânica.  Podem ocorrer infecções na córnea, no trato urinário, no trato 

respiratório, na corrente sanguínea, 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 incidência de morte por essa infecção deve-se à resistência da P. 

aeruginosa às drogas utilizadas. Sugere-se que P. aeruginosa é capaz de 

desenvolver uma potente virulência que neutraliza a resposta do sistema imune, 

justificando a persistência da infecção bacteriana.  Esses fatores de virulência 

podem ser associados com a secreção de uma potente toxina – exoenzima U 

(ExoU) diretamente nas células do hospedeiro. Essa toxina induz eventos citolíticos 

e intoxicação celular via ativação da fosfolipase A2. Esse mecanismo de virulência 

contribui para a forma aguda da pneumonia (FINCK-BARBAÇON 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 

presença de P. aeruginosa no pulmão dos animais causa o recrutamento de células 

fagocíticas. Porém, a liberação de ExoU por esta bactéria inibe estas células 

fagocíticas de eliminar o patógeno em questão. 

A FC também se constitui uma importante doença relacionada à infecção pela 

P. aeruginosa. A FC é hereditária, causada por mutações no gene regulador da 

condutância transmembrânica da fibrose cística que leva à ausência de uma 

proteína transmembrânica das células epiteliais. A ausência dessa proteína causa a 

interrupção do transporte de íons e a desidratação da superfície de mucosas 

(ZEMANICK et al., 2010). É caracterizada por inflamação no pulmão, em parte pela 
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infecção crônica por P. aeruginosa. Pacientes hospitalizados portadores de FC são 

infectados com essa bactéria nos estágios iniciais da doença, sendo esta infecção a 

maior causa de mortalidade nesses pacientes (WEIMER et al., 2009).  

Pacientes com FC são incapazes de eliminar a infecção pulmonar crônica 

causada pela bactéria apesar de uma resposta celular e humoral, caracterizada pelo 

acúmulo de granulócitos, secreção de peptídeos antimicrobianos, lisozima e 

lactoferrina. A dificuldade de eliminação da bactéria existe mesmo na presença de 

tratamento antibiótico intensivo. P. aeruginosa desenvolveu diversos mecanismos 

para escapar das respostas imunológicas, entre esses mecanismos estão: a 

formação de biofilmes, uma capacidade intrínseca para desenvolver resistência a 

antibióticos e a liberação de um grande número de fatores de virulência, tais como 

alginato, elastase, protease alcalina, fosfolipase C, neuraminidase, exoenzimas e 

exotoxinas (HARTL et al., 2006).  

Apesar de ter sido considerada um patógeno extracelular, estudos mostraram 

que P. aeruginosa possui a capacidade de invadir e sobreviver dentro das células 

epiteliais da córnea (LEDBETTER et al., 2009). Assim, estas bactérias podem 

causar infecções nesse tecido, principalmente em indivíduos que utilizam lentes de 

contato. A progressão da infecção é rápida e pode causar perda de visão (ZAIDI; 

PRIEBE; PIER, 2006). P. aeruginosa também está relacionada com um crescente 

problema que vem atraindo cada vez mais a atenção nas últimas décadas, a 

endocardite polimicrobiana (DAAS; ABUHMAID; ZERVOS, 2009). 

Informações sobre os patógenos envolvidos em casos de infecção hospitalar 

são importantes, e para tal existem sistemas de vigilância para esta monitorização. 

Em 1996, o Sistema Nacional de Vigilância de Infecção Hospitalar (NNIS), 

conduzido pelo programa de infecções hospitalares do Centro de Prevenção e 

Controle de Doenças (CDC), nos Estados Unidos descreveu P. aeruginosa como a 

principal causa de infecção hospitalar dentre todos os patógenos relacionados com a 

pneumonia em Unidades de Terapia Intensiva (RICHARDS et al. 1999). A P. 

aeruginosa apareceu ainda, como o 4º agente de infecção de sítio cirúrgico, o 5º de 

infecções hospitalares em geral e o 6º de infecções da corrente sangüínea (NNISS, 

1996). O sistema SENTRY – Programa de Vigilância da Resistência Antimicrobiana - 

fornece dados sobre a ocorrência de P. aeruginosa em infecções hospitalares. Entre 

70.067 isolados obtidos de pacientes internados em hospitais em cinco áreas 

geográficas diferentes do mundo e avaliados pelo SENTRY (1997-1998), as taxas 
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de prevalência de infecções por P. aeruginosa foram maiores nas regiões da 

América Latina e da Ásia-Pacífico (11,4% do total de isolados em cada região) que 

na Europa (9,3%), nos Estados Unidos (8,7%), e no Canadá (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 possuía 

resistência à grande parte dos antimicrobianos testados. Outro sistema de vigilância, 

o ‘Coleta de Informações sobre Teste de Susceptibilidade Anual de Meropenem’ 

(MYSTIC), monitora a suscetibilidade a carbapenêmicos e outros antimicrobianos 

em hospitais (MENDES et al., 2000). A avaliação 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 patógeno 

frequentemente isolado no Brasil e em todo o mundo. No Brasil, dados do SENTRY 

de 2008 a 2010, mostram que P. aeruginosa foi o patógeno mais frequentemente 

isolado em pacientes com pneumonia hospitalar, segunda causa de infecção de 

ferida e o terceiro patógeno mais comum em infecções da corrente sanguínea 

(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 freqüentemente 

isolado de pacientes hospitalizados com pneumonia nos Estados Unidos (28 centros 

médicos) e em regiões da Europa e do Mediterrâneo (25 centros médicos) (SADER 

et al., 2014). 

Pseudomonas aeruginosa continua a ser uma importante causa de infecções 

na sociedade, em parte por causa da sua elevada resistência intrínseca a 

antibióticos (HANCOCK; SPEERT, 2000). Fluoroquinolonas, tais como a 

ciprofloxacino e levofloxacino são amplamente utilizadas no tratamento de infecções 

crônicas e agudas causadas por P. aeruginosa. No entanto, a eficácia destes 

antibióticos pode ser comprometida pelo surgimento de mutantes resistentes que 

exibem alterações em alvos de drogas ou mecanismos de superprodução de efluxo 

de drogas (LLANES et al., 2011).  

O total da prevalência de P. aeruginosa resistente a antibióticos está 

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 níveis consideráveis de 

resistência a antibióticos. Isolados clínicos também demonstraram resistência a uma 

vasta gama de agentes antimicrobianos clinicamente relevantes, incluindo 

aztreonam (22%), gentamicina (9%), imipenem (26%), amicacina (9%), meropenem 

(4%) e tobramicina (9%). Resistência também foi notada em agentes alternativos, 

como ceftriaxona (4% resistente, 30% intermediário), ticarcilina/ácido clavulânico 

(4%), e trimetoprim/sulfametoxazol (13% resistentes, 17% intermediário) (LUTZ; 

LEE, 2011).  

Pseudomonas aeruginosa tem sido a causa de surtos nosocomiais em todo o 

mundo, inclusive no Brasil, onde a resistência a múltiplas drogas é comum entre 

essas cepas (ROSSI, 2011). Entre os Gram-negativos, P. aeruginosa demonstra 

maior facilidade de desenvolvimento de resistência aos antibióticos (FIGUEIREDO et 

al., 2007). Em um estudo realizado num hospital universitário público do noroeste do 

Paraná (SIQUEIRA et al., 2013), foram encontrados um total de 75 isolados de P. 

aeruginosa, sendo que a maior freqüência 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 infecções nosocomiais causadas por P. aeruginosa em 

pacientes com queimaduras são usados carbapenêmicos, principalmente imipenem 

(SADERI et al., 2010). Entretanto, o isolamento de P. aeruginosa resistente aos 

carbapenêmicos tem sido cada vez mais frequente nos hospitais brasileiros. 

Scheffer e colaboradores (2010) realizaram um estudo no hospital universitário em 

Florianópolis, Santa Catarina. P. aeruginosa foi um dos principais patógenos 

envolvidos em infecção hospitalar durante o período do estudo. Carbapenêmicos 

foram considerados uma excelente opção terapêutica para o tratamento destas 

infecções, no entanto, o aumento da resistência a estes agentes verificado na 

instituição (13% em 2003, 32% em 2004 e 44% em 2005), foi preocupante. Os 

resultados mostraram a propagação de um clone com alto nível de resistência, o que 

sugere a transmissão cruzada como um importante mecanismo de disseminação e 

tem contribuído para o aumento nos níveis de resistência aos carbapenêmicos. 

 Jácome e colaboradores (2012) realizaram um estudo com sessenta e uma 

amostras clínicas de isolados de P. aeruginosa de cinco hospitais públicos da cidade 

do Recife, Pernambuco. Os dados mostraram uma elevada percentagem de fatores 

de virulência (34,4% colônias mucóides; 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 resistência 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 imunológica 

caracterizada pela presença de células mononucleares, produção de citocinas 

(como por exemplo: fator de necrose tumoral alfa, interleucina 2  e interferon gama) 

e anticorpos. Dentre os fatores de virulência que promovem a infecção estão a 

secreção de proteases e elastases que degradam os componentes do sistema 

complemento, o que por sua vez dificulta a resposta imune contra o patógeno. 

Exemplos dessas substâncias são a exotoxina A, a exoenzima S e algumas 

fosfolipases (MANAFI et al., 2009). A bactéria também possui LPS que interfere com 

a deposição de C3b, um fator importante na resposta imune (WEIMER et al., 2009). 

Apesar de existirem estudos envolvendo potenciais candidatos vacinais contra P. 

aeruginosa, não existe, atualmente, no mercado uma vacina aprovada (WORGALL, 

2012). 

Levando-se em consideração a resposta imunológica do hospedeiro e os 

fatores de virulência do patógeno, estudos vêm sendo realizados com o propósito de 

desenvolver imunoterapias para prevenir a infecção 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 proteção efetiva de 93,8% e diminui a incidência de morte dos 

camundongos infectados. 

Horzempa e colaboradores (2008) realizaram estudos com outra importante 

estratégia vacinal – a síntese de glicoconjugados, utilizando-se como componente o 

antígeno O. Este é um polissacarídeo de superfície de membrana da maioria das 

bactérias Gram-negativas. Este polissacarídeo é um dos antígenos em que os 

anticorpos se ligam para combater a infecção (WORGALL et al., 2007). Segundo os 
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pesquisadores, os anticorpos contra esse antígeno têm mostrado proteção contra a 

infecção causada por P. aeruginosa, uma vez que a bactéria possui proteínas 

ligadas ao antígeno O.  

Scarff e Goldberg (2008) realizaram um estudo com um sorotipo de 

Salmonella enterica atenuada expressando o antígeno 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 população. Os resultados 

demonstraram que os animais imunizados apresentaram proteção completa após 

serem desafiados, sendo essa formulação um tratamento em potencial para 

indivíduos imunocomprometidos. 

Outro componente com potencial vacinal é a proteína F (OprF), localizada na 

superfície da membrana externa da bactéria. Essa proteína é antigenicamente 

conservada em alguns tipos de P. aeruginosa. Anticorpos contra OprF são 

associados com a proteção de modelos animais contra infecções causadas por P. 

aeruginosa. Worgall e colaboradores (2007) sugerem que adenovírus deficientes na 

replicação são vetores atraentes para uma vacina contra infecções pulmonares 

causadas por P. aeruginosa. Eles estudaram um capsídeo modificado de um vetor 

adenovírus (AdOprF.RGD.Epi8) expressando o gene para OprF e observaram a 

indução de uma imunidade protetora contra o patógeno em questão. 

Baumann e colaboradores (2007) também estudaram a proteína OprF como 

potencial vacinal contra P. aeruginosa. Eles utilizaram a imunização nasal com 

antígenos recombinantes de OprF e proteína I de membrana externa (OprI) de P. 

aeruginosa. Esta imunização levou a uma resposta de anticorpos duradoura no soro 

e nas vias respiratórias inferiores. Em 2011, Krause e colaboradores também 

utilizaram adenovírus expressando OprF (AdC7OprF) na imunização de 

camundongos. Esta induziu resposta imune celular e humoral, porém, segundo os 

autores, mais estudos são necessários.  

Um estudo, realizado na Austrália por Cripps e colaboradores (2006), utilizou 

cápsulas de gelatina contendo 150 mg de P. aeruginosa inativada por formaldeído e 

liofilizada para imunização via oral de voluntários portadores de FC. Os resultados 

do estudo mostraram a presença de anticorpos contra OprF e OprI de P. aeruginosa 

no soro dos indivíduos imunizados. Também foi demonstrado um aumento da 

habilidade fagocítica de macrófagos após a vacinação e um aumento significativo de 
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morte de P. aeruginosa opsonizada por esses macrófagos. Porém, são necessários 

outros estudos para determinar a dosagem apropriada e a eficácia necessária.  

Em 2007, Döring e colaboradores imunizaram pacientes com FC colonizados 

com P. aeruginosa utilizando uma vacina bivalente contendo alguns dos subtipos de 

antígenos flagelares (a0, a1, a2 e b). A vacina foi bem tolerada e os pacientes 

desenvolveram altos títulos de IgG anti-Pseudomonas comparado com o grupo 

placebo.  

Uma outra alternativa explorada foi o uso do fator de ativação da célula B 

(BAFF), uma potente citocina que estimula os efeitos das células B e T, 

componentes essenciais na resposta imunológica contra o patógeno. Com isso, a 

super expressão de BAFF pode aumentar a imunidade humoral, e assim ser usado 

na confecção de vacinas para induzir produção 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) são produzidas por mais de 70 espécies 

de bactérias Gram-negativas e P. aeruginosa utiliza quorum sensing baseados em 

AHL para controlar a expressão de fatores de virulência e formação de biofilmes. N-

3-oxo-dodecanoil homoserina lactona (3-oxo-C12-HSL) é uma AHL que promove 

especificamente a indução de apoptose em macrófagos e neutrófilos. Miyairi e 

colaboradores (2006) utilizaram um anticorpo monoclonal como opção terapêutica 

para combater infecções provocadas por P. aeruginosa. O anticorpo usado foi 

gerado contra um hapteno análogo de 3-oxo-C12-HSL. O estudo demonstrou que o 

anticorpo em questão foi capaz de proteger os macrófagos derivados da medula 

óssea de camundongo da apoptose induzida por 3-oxo-C12-HSL. 

 Miyairi e colaboradores (2006) também demonstraram efeito protetor de 

anticorpos específicos para 3-oxo-C12-HSL na infecção aguda por P. aeruginosa. Os 

pesquisadores imunizaram camundongos com o conjugado BSA-3-oxo-C12-HSL e 

observaram maior sobrevida, menores níveis de fator de necrose tumoral alfa nos 

pulmões e reduzidos níveis de 3-oxo-C12-HSL no soro e nos pulmões dos 

camundongos imunizados em comparação com os controles.  

A colonização do pulmão de pacientes com FC por P. aeruginosa ocorre no 

início da vida predominantemente por cepas móveis, expressando um único flagelo 

polar, com baixa produção de alginato e não mucóides. Alginato desempenha muitos 

papéis na patogênese da infecção do trato respiratório na FC. Ele serve como um 
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mecanismo de formação de biofilmes, confere propriedades antifagocíticas para 

cepas mucóides e protege P. aeruginosa das conseqüências da inflamação, tais 

como os radicais livres. A maior parte do alginato é composto por blocos de ácido 

poli-manurônico O-acetilado (PMA), o que sugere que uma preparação de alginato 

rica em resíduos de PMA poderia induzir anticorpos amplamente reativos. 

Componentes dos flagelos de P. aeruginosa, assim como a flagelina também estão 

envolvidos na adesão de tecidos do hospedeiro. Em um estudo, Campodónico e 

colaboradores (2011) demonstraram que a síntese de um conjugado ácido poli-

manurônico-flagelina (PMA-FLA) induziu altos títulos de anticorpos específicos de 

PMA e flagelina que foram capazes de proteger camundongos contra cepas 

mucóides e não mucóides de P. aeruginosa. No entanto, pode ser necessário incluir 

outros tipos de flagelina de P. aeruginosa em uma futura preparação da vacina. 

Em 2011, Kamei e colaboradores demonstraram que uma imunização 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 proteção in vivo contra a infecção 

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

 

 

2.4 Nanopartículas 

 

 

Nanopartículas são materiais que têm dimensões nanométricas. Estas são 

compostas por uma matriz coloidal sólida, podendo ser utilizada como carreador 

(MURTHY, 2007). Há uma variedade de nanopartículas desenvolvidas, para uma 

variedade de funções (OLIVER, 2005). Micelas, lipossomos, nanopartículas lipídicas 

sólidas, nanoparticulas compostas de polímeros biodegradáveis, nanocristais, 

dendrímeros e nanotubos têm sido usados como estratégia para entrega de 

fármacos convencionais ou substâncias como peptídeos, proteínas recombinantes, 

vacinas e nucleotídeos (DAI et al., 2006; KOMMAREDDY; AMIJI, 2007; LIANG et al., 

2008; MARCATO; DURÁN, 2008; BUONO et al., 2009; PATIL; PANYAM, 2009). 

Atualmente esses materiais em nanoescala têm desempenhado importantes 

papéis na medicina moderna. Devido ao seu tamanho, têm propriedades que 

nenhum outro material possui, tais como reatividade química, absorção de energia e 
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mobilidade biológica. As nanopartículas são usadas para imagem óptica, 

ressonância magnética, carrear moléculas biológicas (incluindo enzimas, proteínas 

recombinantes e ácidos nucléicos), detecção de câncer, engenharia de tecidos e 

várias terapias para doenças neurodegenerativas, câncer, HIV, doenças oculares e 

respiratórias, diabetes, alergia, infecção e inflamação (ROY et al., 1999; FURNO et 

al., 2004; MURTHY, 2007; BASARKAR; SINGH, 2009; WILSON et al., 2010; 

BRIGGER; DUBERNET; COUVREUR, 2012). 

As nanopartículas têm sido utilizadas na aplicação terapêutica. Algumas das 

características destas partículas que contribuem para isto são: grandes áreas 

superficiais que podem exibir um grande número de grupos funcionais, tais como 

ligantes; rápida absorção; elevada capacidade de difusão e adaptação/controle dos 

tamanhos das partículas e características de superfície (NITTA; NUMATA, 2013). 

Nanopartículas poliméricas, principalmente as biodegradáveis, estão sendo 

muito utilizadas como carreadoras de fármacos e outras substâncias (PATIL; 

PANYAM, 2009). Biopolímeros são polímeros que são produzidos a partir de 

matérias-primas de fontes renováveis, que são classificados em três grupos: 

polissacarídeos, proteínas e ácidos nucléicos. Exemplos de biopolímeros que podem 

ser usados na fabricação de nanopartículas biocompatíveis são: proteínas (seda, 

colágeno, gelatina, β-caseína e albumina) e polissacarídeos (quitosano, alginato, 

amido e heparina). Ao passo que, polímeros biodegradáveis são aqueles que, por 

ação de organismos vivos, são decompostos, pelo menos parcialmente (NITTA; 

NUMATA, 2013). 

Nanopartículas poliméricas fornecem a possibilidade de transportar 

compostos bioativos para tecidos, células e compartimentos celulares específicos 

através da modificação da sua superfície (YANG et al., 2006). Comparado com 

nanopartículas de metal, nanopartículas poliméricas podem ser fabricadas numa 

vasta gama de tamanhos e podem manter o agente terapêutico no local de interesse 

por semanas (YIH; AL-FANDI, 2006). Elas também apresentam diversos 

mecanismos de carregamento de drogas, incluindo atrações eletrostáticas, 

interações hidrofóbicas e ligação covalente. Em comparação a polímeros sintéticos, 

as nanopartículas compostas de proteínas oferecem a vantagem de serem 

metabolizáveis por enzimas digestivas em peptídeos inócuos ao passo que os 

polímeros sintéticos podem acumular-se no corpo e resultar em produtos de 

degradação tóxicos (ELZOGHBY; SAMY; ELGINDY, 2012b). Além disso, 
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nanopartículas à base de proteínas oferecem várias possibilidades de modificação 

da superfície, devido à presença de grupos funcionais, permitindo o direcionamento 

do fármaco específico para o local de ação (NITTA; NUMATA, 2013). 

Nanopartículas poliméricas, especialmente as biodegradáveis, representam 

um aperfeiçoamento no método tradicional de administração de drogas em termos 

de eficiência e eficácia, podendo aumentar a estabilidade de drogas ou proteínas. 

Nanopartículas biodegradáveis (BNPs) podem ser específicas para entrega de altas 

concentrações do fármaco a um local desejado. A encapsulação, absorção, 

biodistribuição, eliminação e a liberação da droga são dependentes de vários 

fatores, incluindo a composição do polímero, hidrofobicidade, carga de superfície, 

biodegradação, substâncias adjuvantes e associação com drogas. A habilidade para 

liberação de drogas tem feito das nanopartículas poliméricas candidatas ideais para 

terapia de câncer, entrega de vacinas, contraceptivos e antibióticos no sítio alvo 

(MARCATO; DURÁN, 2008).  

As BNPs foram desenvolvidas como uma estratégia para a administração de 

drogas e biomacromoléculas (DNA e proteínas) (DOBROVOLSKAIA et al., 2008; 

MARCATO; DURÁN, 2008). BNPs associados à antígenos ou com antígenos 

encapsulados representam, atualmente, uma estratégia interessante para a 

liberação de antígenos imunogênicos com consequente otimização da ativação do 

sistema imune. Isto é possível, principalmente, através da ativação e diferenciação 

das células dendríticas (DC) por estas BNPs. Além da atividade adjuvante na 

indução da maturação das DC, elas são sistemas promissores para o 

encaminhamento de antígenos aos linfonodos após uma administração subcutânea 

devido ao seu tamanho diminuto. Assim, a vacinação com BNPs associadas à 

antígenos podem maximizar a ativação das imunidade celular e/ou humoral induzida 

por estes antígenos (REDDY; SWARTZ; HUBBELL, 2006; ELAMANCHILI et al., 

2007; MANOLOVA et al., 2008; OYEWUMI et al., 2010; SAHDEV; OCHYL; MOON, 

2014).  

As nanopartículas também podem induzir a ativação do complemento. Esta 

ativação do sistema complemento fornece um suporte para a resposta de células do 

sistema imune, tais como células dendríticas, linfócitos B e T. A ativação local do 

complemento pelas nanopartículas pode ser desejável por aumentar a apresentação 

de antígenos, aumentando assim a eficácia vacinal quando as nanopartículas são 
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administradas pelas vias subcutânea ou intradérmica (DOBROVOLSKAIA et al; 

2008). 

Em caso de aplicações biomédicas, nanopartículas podem ser introduzidas 

através das vias intravenosa, intraperitonial, intramuscular, subcutânea, cutânea, 

oral ou intraocular (KONG et al., 2011). A administração subcutânea é a via mais 

apropriada para entrega de antígenos uma vez que estes podem ser drenados para 

os linfonodos onde os linfócitos residem, sendo, portanto, a administração de 

nanopartículas pela via subcutânea a mais eficaz para a maioria dos antígenos 

(PITAKSUTEEPONG, 2005). 

Ao contrário das vacinas convencionais, que utilizam microrganismos inteiros 

(vivos ou mortos), a nova geração de vacinas utiliza componentes de 

microorganismos para induzir uma resposta imune e imitar a forma em que estes 

antígenos seriam entregues durante uma infecção natural. Muitas vezes, estes 

antígenos não são bons imunógenos por si só e, portanto, exigem um adjuvante 

para aumentar a resposta imune. Nanopartículas constituem um método alternativo 

de entrega de antígenos, as quais não somente ativam diferentes elementos do 

sistema imune, mas também possuem boa biocompatibilidade. O tamanho das 

nanopartículas e a entrega de antígenos em diferentes vias (subcutânea, oral, etc) 

exercem influência na resposta imune. (GREGORY; TITBALL; WILLIAMSON, 2013).  

 

 

2.5 Nanopartículas de albumina 

 

 

Albumina é uma proteína plasmática com um peso molecular de 66,5 kDa. Ela 

é estável em pH entre 4 a 9, solúvel em 40% etanol e pode ser aquecida a 60ºC por 

até dez horas sem efeitos deletérios. Estas propriedades, bem como a 

biodegradabilidade e ausência de toxicidade fazem da albumina sérica um candidato 

ideal para entrega de drogas. Albumina também possui alto valor nutricional, alta 

estabilidade, capacidade de ligação a vários fármacos, capacidade de emulsificação, 

gelificação e ligação com água, além de ficar circulante no sangue por 

aproximadamente 19 dias (CHEN; REMONDETTO; SUBIRADE, 2006; ELZOGHBY; 

SAMY; ELGINDY, 2012a). Recentes aplicações de albumina sérica (humana ou 
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bovina) têm demonstrado algumas vantagens como carreador de drogas 

biocompatível e biodegradável (ZHAO et al., 2010). 

Albumina tem sido uma das primeiras moléculas de escolha em sistemas 

carreadores de fármacos e foi uma das primeiras nanopartículas aprovadas pela 

agência de Administração de Medicamentos e Alimentos dos Estados Unidos 

(USFDA) (ZHAO et al., 2010; PARK, 2012). Estudos recentes mostram que 

nanopartículas de albumina sérica bovina (BSA) são boas carreadoras de drogas, 

liberando os medicamentos conjugados nos locais de interesse e aumentando a 

concentração 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 preparação de nanopartículas devido a sua estrutura primária bem 

definida em conjunto com a vantagem de permitir a modificação da sua superfície. A 

proteína oferece vários locais alvo para modificação covalente, tais como grupos 

amino livres. Além disso, a técnica de preparo das nanopartículas de BSA já está 

bem estabelecida (KOUCHAKZADEH et al., 2010).  

Um estudo realizado com nanopartículas de BSA contendo os quatro 

sorotipos de Dengue virus (DENV) adsorvidos à sua superfície demonstrou que esta 

formulação induz a produção 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 opção viável 

para vacinas contra DENV (SILVA et al., 2012). 

A preparação de partículas de albumina de tamanho uniforme tem sido 

relatada desde 1970. Os principais procedimentos utilizados para preparar 

nanopartículas à base de albumina são a coacervação (HEDAYATI; JAHANSHAHI; 

ATTAR, 2012), a dessolvatação controlada (WEBER et al., 2000; MEHRAVAR; 

SAGHATOLESLAMI, 2009), a gelificação térmica, a formação de emulsão (MÜLLER 

et al., 1996) e a auto-montagem (XU; FISHER; JULIANO, 2011). As principais 

estratégias para a utilização de nanopartículas de albumina como carreadoras de 

drogas são: acoplamento de substâncias de baixo peso molecular, conjugação com 

proteínas bioativas e encapsulamento de fármacos (KRATZ, 2008).  

Nanopartículas de BSA possuem muitas características desejáveis, dentre as 

quais: presença de um núcleo hidrofóbico facilitando a entrega de fármacos de 

mesma propriedade, abundância natural no plasma, estabilidade relativa, 
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disponibilidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e ausência de toxicidade (JI 

et al., 2012; YOGASUNDARAM et al., 2012). 

A albumina sérica humana (HSA) é uma das proteínas mais abundantes 

presentes no plasma sanguíneo, o que pode indicar que muitos compostos 

metabólicos e agentes terapêuticos são transportados por HSA. Esta proteína é 

capaz de se ligar a gp60 e à proteína ácida secretada e rica em cisteína (SPARC). 

Gp60 é uma proteína encontrada na membrana plasmática endotelial envolvida no 

fluxo de albumina através da barreira endotelial (MALIK, 2009). SPARC é uma 

proteína de matriz extracelular expressa em muitos tumores avançados (SHI et al., 

2004). A ligação a gp60 e SPARC permite que a HSA se acumule em tumores e 

tecidos inflamatórios (ELSADEK; KRATZ, 2012; PARK, 2012). 

Nanopartículas carreadoras de fármacos à base de albumina, obtidas através 

do processo de coacervação já foram descritos (MARTÍNEZ et al., 2012). Células 

MCF-7 (células de adenocarcinoma de mama humano) e células HeLa (células de 

câncer cervical humano) são capazes de captar nanopartículas de albumina, e 

quando polissacarídeos são usados na composição da partícula, observa-se uma 

melhor interação destas partículas com as células. Nanopartículas de albumina 

conjugada também têm sido desenvolvidas como uma nova tecnologia de sistemas 

de entrega de fármacos anti-câncer (American Bioscience, Inc). Partículas de 

albumina com paclitaxel (nab-paclitaxel, 100-200nm) foram aprovadas em 2006 para 

uso em pacientes com câncer de mama metastático, devido à sua eficácia 

antitumoral superior sobre paclitaxel. A elevada eficácia de partículas de albumina 

conjugadas a paclitaxel deve-se à acumulação intratumoral mais eficaz do fármaco 

(DESAI et al., 2006).  



30 
 

  

3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 

Avaliar a resposta imunológica humoral de camundongos Swiss imunizados 

com nanopartículas de albumina sérica bovina associadas aos antígenos totais de P. 

aeruginosa. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 

1. Obter antígenos totais de P. aeruginosa; 

2. Produzir nanopartículas de albumina sérica bovina associadas aos antígenos 

totais de P. aeruginosa; 

3. Avaliar e quantificar a produção de anticorpos anti-P. aeruginosa em 

camundongos imunizados com as nanopartículas associadas aos antígenos 

totais de P. aeruginosa; 

4. Avaliar a capacidade da imunização de induzir proteção contra infecção 

experimental com P. aeruginosa. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 Cepa bacteriana e extração de proteína 

 

 

A bactéria P. aeruginosa (ATCC 27853) foi gentilmente doada pela Professora 

Doutora Luciene Andrade da Rocha Minarini do Departamento de Análises Clínicas 

e Toxicológicas da Universidade Federal de Alfenas. Esta é uma cepa de P. 

aeruginosa isolada de cultura de sangue em Boston em 1971 (ATCC, 2014). A 

bactéria foi cultivada em caldo infusão de cérebro e coração (Brain heart infusion- 

meio BHI), à temperatura de 37ºC 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 37ºC. 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 então ressuspendido em 10 mL de tampão salina 

tamponada (PBS) e centrifugado a 2.000 g por 15 minutos a temperatura ambiente. 

O sobrenadante foi descartado e o sedimento congelado a -20ºC até a extração das 

proteínas. Para a extração, o sedimento foi lisado em gelo por 30 minutos usando 

1,25 mL de tampão de lise estéril (10 mM Tris HCL ph 8,0; 150 mM NaCl; 0,5% 

Triton X-100) contendo 0,5 mM do inibidor de protease Fluoreto de fenilmetilsulfonil 

(PMSF). O lisado foi então centrifugado a 13.000 g por 15 minutos a 4ºC. O 

sobrenadante foi coletado e a concentração de proteínas foi determinada pelo 

método de Bradford usando o kit Bio-Rad assay. As proteínas totais de P. 

aeruginosa foram separadas por gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) e corados 

pelo método do nitrato de prata. 

 

 

4.2 Preparação e caracterização das nanopartículas 

 

 

Para produzir nanopartículas com os antígenos encapsulados, 500 µg de 

antígenos totais extraídos de P. aeruginosa foram incubados com 2 mL de solução 
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aquosa de BSA (2% m/v) por 30 minutos sob agitação à 25ºC. Após esta primeira 

etapa, a etapa de coacervação foi realizada adicionando-se etanol gota a gota 

(etanol:água relação 1,5:1) em constante agitação. A fim de estabilizar os 

coacervados, a reticulação foi realizada adicionando 50 µL de glutaraldeído a 25%. 

A solução foi deixada em agitação constante durante 2 horas à 25ºC. As 

nanopartículas de BSA formadas foram purificadas por três ciclos de centrifugação a 

13.000 g durante 30 minutos para eliminar o BSA livre e o excesso de agente de 

reticulação. Os sobrenadantes foram removidos e os sedimentos ressuspendidos 

em PBS estéril (concentração final de 20 mg/mL). 

As nanopartículas foram analisadas através de Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV) pelo equipamento Inspect F50-FEI (Holanda). O tamanho, a 

distribuição de tamanho e o potencial zeta das partículas foram medidos por 

Zetasizer (Malvern Zetasizer Nano ZS) com base na Técnica de Dispersão Dinâmica 

de Luz. 

 

 

4.3 Protocolo de imunização 

 

 

Os camundongos Swiss com seis a oito semanas de idade foram mantidos 

com acesso livre à água e alimentos e todos os protocolos experimentais foram 

aprovados pelo Comitê de Ética na Experimentação Animal da UNIFAL. Os 

camundongos foram imunizados pela via subcutânea nos dias 0, 7 e 14 usando 100 

µL de nanopartículas vazias (NPv) (n=16) ou 100 µL de nanopartículas associadas 

aos antígenos de P. aeruginosa (NPPa) (n=21), ambos a 20 mg/mL. Outros grupos 

foram imunizados com 100 µL de PBS (n=6) ou com 100 µL de PBS contendo 15 µg 

de antígenos de P. aeruginosa (Pa) (n=6). Sete dias após a última imunização (no 

dia 21), os camundongos foram sacrificados, o sangue foi coletado por punção 

cardíaca e os soros foram separados. A imunogenicidade de todas as formulações 

foi feita através da medição dos níveis de anticorpos específicos para P. aeruginosa 

no soro.  
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4.4 Ensaio de ELISA para quantificação de anticorpo s IgG anti-BSA 

 

 

A fim de descobrir se as nanopartículas de BSA são capazes de elicitar, por si 

só, a resposta imunológica de camundongos Swiss, foram realizados ensaios de 

ELISA para quantificar anticorpos IgG total anti-BSA. Para tal, os orifícios de placas 

de microtitulação de 96 poços foram revestidos com BSA (2 µg/poço) diluídos em 

tampão carbonato-bicarbonato (pH 9,6) e a placa incubada durante a noite a 4ºC e, 

em seguida, lavadas com PBS contendo 0,05% de Tween-20 (PBST). 

Subsequentemente, as placas foram bloqueadas com 100 µL/poço de tampão de 

bloqueio (5% de leite em pó desnatado em PBST) durante 2 horas a 37ºC. Após três 

lavagens, o soro dos animais imunizados foi diluído seriadamente (1/10 a 1/1280) 

em PBST e adicionado aos poços correspondentes, sendo as placas incubadas 

durante 1 hora a 37ºC. Após três lavagens, as placas foram incubadas durante 1 

hora a 37ºC com 100 µL/poço de anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado à 

peroxidase (Sigma) diluído a 1:5000 em PBST. Após três lavagens, as placas foram 

incubadas com 0,1 mL de H2O2 a 0,045% e 0,4 mg/mL de orto-fenilenodiamina 

(OPD) em tampão citrato-fosfato (ácido cítrico 0,1 M, 0,2 M de fosfato de sódio 

dibásico a pH 5,0) durante 15 minutos à 25ºC, protegidas da luz. A reação foi parada 

pela adição de 50 µL de 2 M de H2SO4. As densidades ópticas foram lidas a 450 nm 

com um leitor de microplacas. 

 O ponto de corte foi determinado pela leitura da absorbância média do 

controle negativo mais duas vezes o desvio padrão. O título registrado foi 

considerado sendo a maior diluição de cada amostra de soro que mostrou 

reatividade acima do ponto de corte. 

 

 

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

 

 

A quantificação dos anticorpos IgG total e subtipos IgG1 e IgG2a anti-P. 

aeruginosa dos animais imunizados foi realizada usando placas de microtitulação de 

96 poços. Os orifícios foram revestidos com os antígenos totais extraídas de P. 

aeruginosa (2 µg/poço) diluídas em tampão carbonato-bicarbonato (pH 9,6) e a 
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placa incubada durante a noite a 4ºC. O protocolo foi seguido como descrito 

anteriormente no item 5.4. Anticorpos anti-IgG1 (1:2000) ou IgG2a (1:3000) de 

camundongo conjugado com peroxidase também foram usados para determinação 

do título dos subtipos de IgG do soro coletado. 

 

 

4.6 Estudos em animais 

 

 

Duas semanas após a última imunização, os camundongos foram 

anestesiados com Ketamina/Xilazina (60 mg/Kg de Ketamina e 8 mg/kg de Xilazina) 

e desafiados com 1,5 x 105 unidades formadoras de colônia (UFC) de P. aeruginosa 

ATCC 27853 diluídos em 10 µL de PBS pela via nasal em cada narina. Um e quatro 

dias pós-infecção, os camundongos foram sacrificados e os pulmões foram 

coletados para estudos histopatológicos, para a determinação do número de 

unidades formadoras de colônia por miligrama de tecido e para quantificação da 

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

 

 

4.7 Histopatologia 

 

 

Os pulmões direitos dos camundongos foram fixados com formaldeído a 10% 

em PBS a temperatura ambiente, desidratados em etanol e incluídos em parafina. 

Secções seriais (5 µm) foram coradas com hematoxilina e eosina. As lâminas dos 

tecidos foram examinadas sob microscópio óptico e foram capturadas as imagens 

com o microscópio câmera Canon G10 Power Shot digital, sendo estas imagens 

analisadas com o software Remote Capture DC version 4.8.  

 

Os cortes foram avaliados em análises de duplo-cego em uma escala relativa 

onde zero representa ausência de inflamação, 1 representa inflamação mínima, 2 

representa inflamação moderada e 3 representa inflamação severa. Adicionalmente, 

os eventos de edema, hemorragia e hiperemia também foram avaliados em uma 

escala relativa onde zero representa ausência 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 Determinação do número de unidades formadoras d e colônia no pulmão 

dos animais infectados 

 

 

Os pulmões esquerdos dos camundongos foram divididos ao meio. Uma 

metade foi imediatamente macerada para contagem de bactérias e a outra metade 

foi congelada a -20ºC para posterior extração de DNA e quantificação da carga 

bacteriana. Resumidamente, o fragmento do pulmão foi previamente pesado e 

depois macerado em 1 mL de PBS. Após a maceração, realizou-se uma diluição 

seriada da suspensão (100 a 105) e 25 µL de cada diluição foram adicionados aos 

poços de placas de 6 poços contendo ágar Luria Bertani. A placa foi incubada a 

37ºC por 24 horas. Após este período realizou-se a contagem de UFC. O cálculo do 

número de UFC/mL foi feito multiplicando-se o número de colônias encontradas pelo 

inverso da diluição e corrigindo-se o volume para determinar o número total de 

colônias encontradas em 1 mL de PBS. Este número foi dividido então pelo peso do 

órgão para se encontrar o número total de UFC/mg de tecido. 

 

 

4.9 Quantificação da carga microbiana por PCR em Te mpo Real 

 

 

Em seguida realizou-se a extração do material genético total dos fragmentos 

de pulmão congelados, por meio do Kit WIZARD® de purificação de DNA genômico 

(Promega, EUA) a partir de órgãos conforme instruções do fabricante. Realizou-se 

em seguida uma corrida eletroforética com 10 µL do DNA extraído em gel de 

agarose 1% em tampão TBE 0,5x (Tris Base 0,45 M; Ácido Bórico 0,45 M; 20 mL 

EDTA 0,5 M pH=8.0)  com a finalidade de comprovar a integridade do DNA. Antes 

da aplicação no gel, o material genômico extraído foi acrescido de 5 µL de GelRed 

diluído 1% (Biotium) e 5 µL de tampão de aplicação 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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genômico usou-se transluminador de luz ultravioleta (UV- 302 nm). Após, realizou-se 

a quantificação do DNA genômico por espectrofotometria, utilizando o equipamento 

Nanodrop®. 

Paralelamente, realizou-se a extração do material genético de culturas puras 

de P. aeruginosa, cultivadas em caldo BHI, por meio do Kit WIZARD® de purificação 

de DNA genômico conforme protocolo descrito pelo fabricante. Após extraído o 

DNA, a análise da integridade do material genômico e a quantificação foi realizada 

conforme descrito anteriormente.  

Para quantificação do DNA de P. aeruginosa nos fragmentos dos pulmões 

retirados dos camundongos, usou-se a técnica de PCR em Tempo Real, a partir da 

amplificação do gene da subunidade A da DNA girase (gyr A) (fragmento de 159 

pares de base) da P. aeruginosa. Para detecção do gene gyrA da P. aeruginosa, os 

oligonucleotídeos senso (5’-CAAGCCCTACAAGAAATCCG-3’) e anti-senso (5’-

TCCACCGAACCGAAGTTG-3’) foram usados (SUN; QUIAN; WU, 2011). Cerca de 

10 ng de DNA genômico extraído dos órgãos foi utilizado como molde na reação de 

PCR em Tempo Real. A reação usou o qPCR SYBR-Green (Ludwig Biotecnologia) 

conforme instruções do fabricante.  

A reação foi levada ao aparelho 7500 Real Time PCR (Applied Biosystems) 

para amplificação e detecção do material genético. As condições de amplificação 

foram: 50ºC por 2 minutos, em seguida um estágio de espera de 94ºC por 10 

minutos, seguido de 40 ciclos de 94ºC por 15 segundos, 60ºC por 1 minuto e 72ºC 

por 1 minuto. Seguindo o processo, realizou-se obtenção de dados para análise da 

curva de dissociação. Todas as amostras foram analisadas em duplicata e, para a 

construção da curva padrão de amplificação do gene gyrA, o DNA bacteriano obtido 

foi diluído seriadamente e usado como molde na reação de amplificação (100 a 10-8). 

 

 

4.10 Análises estatísticas 

 

 

As análises estatísticas dos resultados obtidos foram realizadas pelo software 

GraphPad Prism ® 4.0. Análises estatísticas do ELISA e resultados histopatológicos 

foram realizados utilizando a análise multivariada de Kruskal-Wallis, seguido de um 

pós-teste de Dunn. O nível mínimo de significância aceita foi de 5% (p <0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 Inicialmente, realizou-se a extração dos antígenos totais de P. aeruginosa 

ATCC 27853. Os antígenos obtidos a partir da extração das células estão 

representados na Figura 3.  

 
Figura 3 - Análise por SDS-PAGE. A canaleta 1 contém as proteínas 

extraídas de P. aeruginosa cepa ATCC 27853 e a canaleta 2 
contém o padrão de peso molecular. 

Fonte: Da autora. 
 
Este perfil eletroforético indica que o extrato antigênico contém várias 

proteínas que podem ser originadas de várias partes da célula bacteriana. Uma vez 

que a extração de proteínas foi realizada através da lise celular e não purificamos as 

proteínas extraídas, possivelmente, além de proteínas, o nosso extrato antigênico 

pode conter outros componentes, como lipídeos e carboidratos. Entre as proteínas 

que podem estar presentes neste extrato antigênico estão as proteínas da 
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membrana externa (como exemplo, OprF e OprI), toxinas, pili e flagelos. Esses 

antígenos de P. aeruginosa têm sido investigados como possíveis alvos para o 

desenvolvimento de vacinas. A vacinação com antígenos da membrana externa tem 

se mostrado eficaz contra a infecção por P. aeruginosa em uma série de estudos. 

Estes estudos têm utilizado células inteiras inativadas (CRIPPS et al., 2006), 

preparações da membrana externa purificadas, proteínas de membrana externa 

isoladas (GILLELAND et al., 1984; GILLELAND; GILLELAND; MATTHEWS-GREER, 

1988), fusões de proteínas ou peptídeos sintéticos que representam epítopos 

protetores (GILLELAND et al., 2000).  

Os esforços iniciais para desenvolver uma vacina contra a P. aeruginosa 

focaram principalmente no LPS. Embora a vacinação com LPS de P. aeruginosa foi 

eficaz em vários modelos animais e levou à produção de anticorpos com alta 

capacidade de opsonização, a eficácia em estudos humanos foi limitada pela 

diversidade antigênica dos antígenos entre os isolados de P. aeruginosa 

(DIGIANDOMENICO et al., 2007).  

Devido à diversidade antigênica do LPS, estudos mais recentes 

concentraram-se nas proteínas flagelina, OprI e OprF como antígenos potenciais, 

uma vez que estas exibem sequências conservadas de aminoácidos (FINKE et al., 

1990; MANSOURI et al., 2003). 

O principal constituinte da proteína porina de P. aeruginosa, OprF, 

demonstrou-se ser antigênico e possui uma elevada homologia entre as estirpes de 

Pseudomonas. Estudos utilizaram o OprF como alvo da vacina e mostraram que o 

antígeno fornece proteção contra a infecção 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 

imunização com o antígeno OprI de P. aeruginosa e um adjuvante apropriado eliciou 

uma resposta protetora em camundongos que se correlacionou com a titulação de 

IgG contra OprI (FINKE et al., 1990). 

Pseudomonas aeruginosa possui dois tipos de flagelinas, tipo A e tipo B, que 

diferem na composição de aminoácidos e o comprimento da região hipervariável. 

Flagelinas de P. aeruginosa têm a propriedade única de serem adjuvantes potentes, 

que sinalizam via receptor Toll-like 5, bem como antígenos protetores (CIACCI-

WOOLWINE; MCDERMOTT; MIZEL, 1999; BATES et al., 2008; WEIMER et al., 

2009). Um ensaio clínico de fase III com flagelinas de P. aeruginosa em pacientes 
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com FC demonstrou que a vacina foi bem tolerada e causou uma redução de 30% 

na incidência da infecção (DÖRING et al., 2007).  

Levando-se em consideração os estudos anteriores, a nossa preparação, 

utilizando antígenos da célula inteira, pode ser um excelente alvo para vacina, já que 

possivelmente pode conter vários antígenos imunogênicos (LPS, OprF, OprI e 

flagelinas). 

Nos últimos anos, as partículas de escala nanométrica estão sendo cada vez 

mais utilizadas como transportadores de antígenos. Estudos indicam que essas 

nanopartículas têm atividade adjuvante, o que provavelmente é devido à facilidade 

das APCs em fagocitar os antígenos associados às partículas, em comparação com 

os antígenos livres em solução (SLOAT et al., 2010). Além disso, nanopartículas têm 

a capacidade de proteger a integridade dos antígenos encapsulados contra a 

degradação até serem entregues às células imunes (OYEWUMI et al., 2010). 

A albumina é um transportador macromolecular atraente, pois é 

biodegradável, atóxica, metabolizada in vivo e solúvel em água. Essas 

características facilitam a entrega de substâncias e, assim, é um candidato ideal 

para a preparação de nanopartículas. Sendo assim, a BSA é amplamente utilizada 

para entrega de fármacos não só pelas características acima citadas, como também 

pela sua importância médica, baixo custo, propriedades de ligação à diversas 

substâncias e sua ampla aceitação na indústria farmacêutica (ELZOGHBY; SAMY; 

ELGINDY, 2012a). 

As nanopartículas utilizadas neste estudo foram produzidas pelo método de 

coacervação. As nanopartículas produzidas foram avaliadas através de MEV e o 

tamanho, a distribuição de tamanho e o potencial zeta das partículas foram medidos 

por Zetasizer (Malvern Zetasizer Nano ZS). A análise da Dispersão Dinâmica de Luz 

mostrou que NPPa sintetizadas tiveram  um  diâmetro  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 nanopartículas de BSA e conforme esperado as 

nanopartículas apresentaram forma esférica. 
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Figura 4  - Microscopia eletrônica de varredura mostrando nanopartículas de albumina sérica 
bovina associadas aos antígenos de P. aeruginosa produzidas. Diâmetro médio= 512 
±14,89 nm; potencial zeta médio= -13,86 ± 0,6 mV. 

Fonte: Da autora. 
 
Outros estudos obtiveram nanopartículas 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 

variação pode ser devida às diferentes formas de preparo e às diferentes 

substâncias encapsuladas e/ou adsorvidas às nanopartículas. 

O potencial zeta reflete o potencial elétrico da superfície das partículas, o qual 

é influenciado pela composição da partícula e o meio no qual ele está disperso. Os 

fosfolipídeos e os polímeros constituintes das nanopartículas são os principais 

componentes presentes nas formulações capazes de influenciar o potencial zeta. 

Um valor de potencial zeta relativamente alto (> ±30 mV) é importante para uma boa 

estabilidade físico-química da suspensão coloidal, pois grandes forças repulsivas 

tendem a evitar a agregação em função das colisões ocasionais de nanopartículas 

adjacentes (MOHANRAJ; CHEN, 2006; SCHAFFAZICK et al., 2003). 

O potencial zeta determina a mobilidade eletroforética das partículas em 

solução sobre a progressão em direção ao eletrodo de carga oposta, na presença de 

um campo elétrico. A mobilidade eletroforética pode ser calculada através da análise 

de eletroforese realizada em diferentes condições experimentais. Alternativamente, 

pode ser determinada através de um laser Doppler usando dispositivos de dispersão 

dinâmica da luz. No entanto, a sensibilidade do efeito de Doppler é baixa para a 

mobilidade de partículas maiores, o que torna difícil o cálculo da mobilidade 
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eletroforética (FREIRE et al., 2011). O Zetasizer Nano ZS utiliza a técnica de 

dispersão dinâmica da luz para medir partículas e a técnica de Laser Doppler para 

medir o potencial zeta (MALVEN INSTRUMENTS LIMITED).  

Nossas partículas apresentaram um potencial zeta de aproximadamente         

-13 mV. Segundo os autores acima citados, para a estabilidade da suspensão 

coloidal, o valor do potencial deve estar acima de (±) 30 mV. Pelas imagens da MEV 

e análises com microscópio óptico, não observamos agregados de nanopartículas, o 

que nos mostra a estabilidade destas, apesar de um valor baixo de potencial zeta. 

Uma vez que as nanopartículas produzidas possuem um tamanho aproximado de 

500nm, pode ser que a técnica de Laser Doppler não tenha sido tão eficaz para 

medir o potencial zeta ou que o valor encontrado para as nanopartículas produzidas 

(aproximadamente -13 mV) seja o suficiente para gerar estabilidade da suspensão. 

Após a produção e caracterização das nanopartículas, camundongos Swiss 

de 6-8 semanas de idade foram imunizados pela via subcutânea. Os animais foram 

imunizados 3 vezes, com intervalos de 1 semana como descrito anteriormente 

(CAMPODÓNICO et al., 2011; WU et al., 2012; KAMEI et al., 2013). Após a 

imunização não foi observado nenhum efeito adverso nos animais e nenhuma 

alteração de comportamento. 

A administração subcutânea é a via mais adequada para a entrega de um 

antígeno, pois este pode drenar diretamente do local da injeção para os linfonodos, 

onde as células imunocompetentes residem e onde a imunidade adaptativa é 

iniciada (OUSSOREN; STORM, 2001).  

As nanopartículas, que possuem um tamanho que varia entre 1-1000 nm, são 

consideradas adjuvantes promissores para a imunização subcutânea 

(PITAKSUTEEPONG, 2005). O destino das partículas após a administração 

subcutânea é dependente do tamanho (HIGUCHI et al, 1999). Partículas grandes 

(maiores que 1000nm) são incapazes de acessar os vasos linfáticos e não podem 

ser fagocitadas prontamente. Assim, elas são retidas no local da injeção até que são 

degradadas a um tamanho suficientemente pequeno. Inversamente, as partículas 

pequenas (inferiores a 1000 nm) conseguem penetrar capilares linfáticos.  

Demonstrou-se que as partículas com tamanho de 20-200 nm podem acessar os 

nódulos linfáticos, através de capilares e vasos, para apresentação de antígenos; 

enquanto que as partículas maiores (500-1000 nm) são geralmente dependentes de 

transporte até os linfonodos. Estas são favoravelmente fagocitadas pelas APCs, tais 
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como DCs, que, posteriormente, fazem a passagem para os capilares linfáticos 

(PITAKSUTEEPONG, 2005; OYEWUMI et al., 2010).  

Diante disso, podemos presumir que, uma vez que as nanopartículas 

produzidas possuem o tamanho médio de 512 ± 14,89 nm, essas partículas 

poderiam ser fagocitadas por DCs e/ou encaminhadas através de capilares e vasos 

linfáticos até os linfonodos, após a imunização subcutânea. Assim, nos linfonodos, 

as DCs poderiam apresentar os antígenos aos linfócitos, iniciando uma resposta 

imune adaptativa. 

Além do tamanho da partícula, outra característica que influencia a absorção 

pode ser a forma desta partícula. A fagocitose de partículas requer a modificação do 

citoesqueleto que permite que a membrana mova-se sobre estas partículas para 

interiorizá-las. A complexidade da modificação do citoesqueleto que deve ser criada 

depende da curvatura no ponto de contato inicial. Sendo assim, partículas esféricas 

possivelmente são melhor fagocitadas do que partículas cilíndricas ou em forma de 

bastonete (VAN RIET et al., 2014). Diante disso, a forma esférica das nanopartículas 

produzidas neste estudo, possivelmente facilita a fagocitose pelas APCs, 

favorecendo a ativação de uma reposta imune efetiva. 

Nanopartículas administradas pela via subcutânea ou intradérmica podem 

ativar o sistema complemento local, beneficiando a eficácia da vacina. Além do seu 

papel primário na depuração do agente patogênico, o sistema do complemento 

também promove as imunidades humoral e mediada por células, através do 

aumento da resposta da célula B ao antígeno e promoção da ativação das células T 

e das DCs (DOBROVOLSKAIA et al., 2008). Entretanto, estudos utilizando as NPPa 

e NPv devem ser realizados para verificar a interação destas com o sistema 

complemento.  

 Os camundongos imunizados com PBS, Pa, NPv ou NPPa foram avalizados 

quanto à produção de anticorpos anti-P. aeruginosa (IgG total, IgG1 e IgG2a), a fim 

de se verificar a imunogenicidade destas formulações.  Para isto, foi realizada a 

medida dos níveis de anticorpos específicos 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 µg de antígenos totais extraídos da bactéria (Pa) (controle positivo) (n=6).  
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O soro dos camundongos imunizados com NPPa tiveram uma produção 

elevada de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa se comparado ao grupo NPv (p< 

0,0001) e uma produção 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 não significativa, produção de anticorpos anti-P. 

aeruginosa se comparado ao grupo PBS. Também não há diferença significativa na 

produção de anticorpos entre os grupos Pa e NPPa. A elevada produção de 

anticorpos IgG anti-P. aeruginosa do grupo NPPa, quando comparada ao grupo 

NPv, indica que a conjugação dos antígenos totais extraídos da bactéria às 

nanopartículas de BSA foi eficiente. 

Para caracterizar a produção dos subtipos de IgG nos camundongos 

imunizados, foram realizados ensaios de ELISA para quantificar anticorpos IgG1 e 

IgG2a contra antígenos totais extraídos de P. aeruginosa. Os resultados mostraram 

altos títulos de IgG1 nos grupos Pa e NPPa, mas em contraste, somente 

camundongos imunizados com NPPa produziram títulos significativos de IgG2a anti-

P. aeruginosa (Figura 5B).  

IgG2a é um isotipo de IgG que, em camundongos, é capaz de induzir a 

fagocitose dependente de anticorpos e também de ativar o complemento (LAI et al., 

2005; DUNKLEY et al., 2003). A presença de IgG2a anti- P. aeruginosa e a redução 

dos sinais inflamatórios após a infecção com P. aeruginosa observada em 

camundongos imunizados com NPPa (ver figura 7), reforça a possibilidade de que 

estes anticorpos poderiam ser úteis para a eliminação bacteriana melhorada nas 

vias aéreas destes camundongos. Entretanto, não podemos excluir o papel da 

imunidade celular, especialmente dos macrófagos alveolares, neutrófilos, células 

NKT e células Th17 na imunidade protetora mediata contra infecções por P. 

aeruginosa (WORGALL, 2012). 

O LPS de P. aeruginosa é um fator de destaque tanto na virulência bacteriana 

quanto na resposta do hospedeiro à infecção. A contribuição do LPS para a 

patogênese e para a imunidade do hospedeiro varia de acordo com a suscetibilidade 

do paciente à infecção, a isoforma do LPS, especialmente o componente lipídico A, 

e a variação estrutural na cadeia lateral do antígeno O. O lipídio A pode ser 

variavelmente penta, hexa ou hepta-acetilado, e essas isoformas têm diferentes 

capacidades de ativar a imunidade inata do hospedeiro via ligação ao receptor Toll-

like 4 (PIER, 2007). 
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Figura 5 - Produção 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 após a última imunização. * indica significância de P 
<0,05; *** indica significância de P <0,001 
B) Titulação das subclasses de IgG (IgG1 e IgG2a) em camundongos Swiss imunizados 
por via subcutânea. Soro de 5 camundongos por grupo foram coletados uma semana 
após a última imunização, misturados e testados por ELISA para a presença de 
anticorpos específicos. Os resultados são reportados como valores médios ± desvio 
padrão. * Indica significância de P <0,05 (Pa contra NPPa) e # indica significância de P 
<0,05 (NPv contra NPPa) 

Fonte: Da autora. 
 
Os primeiros estudos de vacinação com extratos bacterianos identificaram o 

componente LPS destas vacinas como o alvo principal para o reconhecimento do 

sistema imune. No entanto, os efeitos tóxicos associados ao lipídeo A dificultou o 

seu desenvolvimento clínico. A toxicidade do LPS poderia ser reduzida com a 

incorporação deste em lipossomas (SHARMA; KRAUSE; WORGALL, 2011). Como 

uma forma de contornar o problema, polissacarídeos O sem o componente lipídico 
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têm sido usados em formulações vacinais. Este se mostrou um imunógeno eficaz e 

não tóxico em camundongos, em porquinhos da índia e em humanos (CRYZ JR et 

al., 1987). 

 O LPS não foi dosado no nosso extrato antigênico, mas possivelmente deve 

estar presente. A toxicidade desse antígeno bacteriano, se presente, pode ter sido 

contornada pelo encapsulamento nas nanopartículas de BSA, uma vez que não 

observamos nenhum efeito adverso nos camundongos imunizados. A provável 

presença de LPS nas nanopartículas de BSA associadas aos antígenos totais de P. 

aeruginosa, pode ter auxiliado a ativação da resposta imune dos animais 

imunizados, levando à elevada produção de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa. 

 Os camundongos imunizados com PBS, Pa, NPv ou NPPa também foram 

avalizados quanto à produção de anticorpos IgG total anti-BSA. Os resultados 

mostram a produção de anticorpos IgG anti-BSA tanto nos animais imunizados com 

NPv quanto nos animais imunizados com NPPa, sendo que não houve diferenças 

significativas entre os títulos de anticorpos (Figura 6). Nos animais imunizados com 

Pa não houve a produção de anticorpos IgG anti-BSA (dados não mostrados). 

Título anticorpos IgG total anti-BSA
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Figura 6 - Produção de anticorpos anti-BSA em camundongos 

imunizados. Avaliação da produção de anticorpos IgG 
total anti-BSA em camundongos imunizados com 
nanopartículas de BSA vazias (NPV) ou nanopartículas 
de BSA associadas aos antígenos totais de P. 
aeruginosa (NPPa). Não houve diferenças 
significativas. 

Fonte: Da autora. 
 
Os resultados mostram que as nanopartículas de BSA são capazes de elicitar 

uma resposta imune no modelo murino. Sendo assim, podemos presumir que a BSA 
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é imunogênica, podendo atuar como adjuvante na imunização. Um adjuvante é 

definido como a substância normalmente utilizada com um antígeno para aumentar 

as suas propriedades imunogênicas através da ativação da resposta imune inata e 

adaptativa (SHAKYA; NANDAKUMAR, 2012). 

Estudos recentes têm demonstrado que a entrega de antígenos por 

nanopartículas pode melhorar significativamente a imunogenicidade de vacinas 

devido à intrínseca propriedade imunoestimulatória dos materiais de que são 

produzidas (SAHDEV; OCHYL; MOON, 2014). Nanopartículas pertencem à 

categoria de adjuvantes que facilitam a captação do antígeno pelas APCs ou 

aumentam o influxo de APCs profissionais no local da injeção (REBOUÇAS et al., 

2012). Partículas preparadas com materiais biocompatíveis, como a albumina, 

possuem um grande potencial como sistema de entrega vacinal com uma potente 

atividade adjuvante (OYEWUMI et al., 2010). A biocompatibilidade, 

biodegradabilidade, fácil produção e purificação, e a não-toxicidade da maioria dos 

polímeros, tais como a albumina, os tornam candidatos atrativos para substituir os 

adjuvantes convencionais, que têm efeitos indesejáveis no hospedeiro (SHAKYA; 

NANDAKUMAR, 2012). 

Como discutido anteriormente, a albumina é capaz de induzir uma resposta 

imune nos animais imunizados, podendo atuar como adjuvante. A presença de 

anticorpos anti-P. aeruginosa em animais imunizados com NPv pode ser explicada 

pela ação adjuvante destas nanopartículas, que poderiam ter induzido uma ativação 

policlonal inespecífica da resposta imune, levando à produção de anticorpos que 

poderiam exibir reação cruzada contra alguma proteína extraída 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 × 105 UFC) via nasal em cada narina. Um e quatro 

dias pós-infecção os animais foram sacrificados e os pulmões coletados para as 

análises posteriores. O pulmão direito foi fixado para análises histopatológicas e o 

pulmão esquerdo foi utilizado para determinação do número de UFC no tecido e 

para quantificar a carga bacteriana por PCR em Tempo Real.  

Após o plaqueamento das diluições seriadas dos fragmentos de pulmão 

macerados e a incubação por 24 horas a 37ºC, não foi observado nenhum 

crescimento bacteriano. Uma vez que não foi possível contar as UFC nos pulmões 
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dos camundongos imunizados e desafiados com a bactéria P. aeruginosa ATCC 

27853, realizou-se a quantificação da carga bacteriana por PCR em Tempo Real. 

A extração do DNA total dos fragmentos de pulmão esquerdo congelados dos 

animais imunizados e desafiados foi eficiente, sendo extraído o material genético 

íntegro, sem produtos de degradação (dado não mostrado). A quantificação do 

material genético utilizando Nanodrop® revelou concentrações entre 0,9045 e  

3,1793 µg/µL, sendo este considerado de boa qualidade. A qualidade deste material 

é expressa pela razão de absorbâncias entre dois comprimentos de onda (260 e 

280nm), sendo considerados puros, para DNA, valores próximos de 1,8. Valores 

inferiores podem indicar uma má purificação do material, devido à presença de 

proteínas, fenóis e outros contaminantes (THERMO, 2014). 

A partir da diluição do DNA bacteriano extraído de culturas puras de P. 

aeruginosa foi possível obter uma relação entre concentração de produto 

amplificado com a quantidade de DNA adicionado à reação, gerando assim uma 

curva padrão que pode ser utilizada para quantificação relativa do gene gyrA de P. 

aeruginosa. Após comprovada a integridade e qualidade do material obtido, tentou-

se quantificar o gene gyrA da P. aeruginosa em relação ao material genético total 

extraído, utilizando 10 ng de DNA em reações de PCR em tempo real. O DNA 

bacteriano não foi detectado em nenhum dos tempos analisados (dados não 

mostrados). 

O fato da bactéria não ter sido detectada e nem o seu DNA pode indicar 

fagocitose, degradação e/ou eliminação da bactéria antes mesmo dos tempos 

analisados (1 e 4 dias pós-infecção). A bactéria P. aeruginosa ATCC 27853 

apresenta baixa virulência ou capacidade invasiva se comparada a cepas mais 

virulentas, isoladas de pacientes. A falta de fatores de virulência pode ter interferido 

na capacidade desta bactéria em estabelecer uma infecção produtiva no animal 

infectado. Tal suposição pode ser suportada pelo fato de os camundongos não 

terem ido a óbito, apresentado quaisquer alterações comportamentais após a 

infecção como também a não detecção da bactéria ou de seu material genômico nos 

pulmões dos animais infectados.  

A avaliação histológica dos cortes dos pulmões dos animais tratados com 

PBS ou imunizados com Pa ou NPv em todos os tempos testados revelaram 

grandes áreas de inflamação intensa com um infiltrado inflamatório principalmente 

mononuclear (Figura 7), indicando que, apesar da bactéria ser eliminada 
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rapidamente pelo sistema de defesa existente no pulmão dos animais, a presença 

da mesma induziu sinais inflamatórios mais graves se comparado com o grupo 

imunizado com NPPa. Também foi verificada nesses três grupos (PBS, Pa, NPv) a 

presença de vasos hiperêmicos e dilatados, mas com leve edema e hemorragia. Os 

cortes pulmonares dos animais imunizados com NPPa mostraram uma evidência 

microscópica menos extensa de danos no tecido. Havia menos vasos hiperêmicos e 

dilatados, menos hemorragia intra-alveolar, menos edema da parede do septo 

alveolar, e uma reação inflamatória baixa observada no tecido pulmonar destes 

animais (Figura 8).  

Convém ressaltar também que se pode observar diferenças no tipo de 

infiltrado inflamatório presente nos tecidos dos animais sacrificados em 1 dia pós-

infecção, notando-se a presença de leucócitos polimorfonucleares nos 

camundongos imunizados com NPv e quase ausência desses, com infiltrado 

basicamente mononuclear, nos camundongos imunizados com NPPa (dados não 

mostrados). 

 

 
 

Figura 7 - Alterações histopatológicas nos pulmões de camundongos imunizados e desafiados 
com P. aeruginosa viva. Coloração por hematoxilina e eosina de cortes de pulmão em 
1 e 4 dias após a infecção dos camundongos imunizados com PBS, 15 µg de 
antígenos totais de P. aeruginosa (Pa), nanopartícula de albumina sérica bovina vazia 
(NPv) e nanopartícula de albumina sérica bovina associada aos antígenos totais de P. 
aeruginosa (NPPa). 

Fonte: Da autora. 
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Figura 8 -   Análise histopatológica dos pulmões de camundongos imunizados com PBS, Pa, 

NPv e NPPa, 1 e 4 dias após a infecção. * indica significância de P <0,05 (PBS 
contra NPPa); ** indica significância de P <0,01 (PBS contra NPPa); *** indica 
significância de P <0,001 (PBS contra NPPa), # indica significância de P <0,05 
(Pa contra NPPa), a indica significância de P <0,01 (NPv contra NPPa) e b indica 
significância de P <0,05 (NPv contra NPPa). 

Fonte: Da autora. 
 
BNPs são plataformas únicas e inexploradas para melhorar a entrega de 

antígenos ao sistema imune. BNPs de BSA com proteínas antigênicas 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 

imunização com nanopartícula de BSA encapsuladas com antígenos de P. 

aeruginosa foi eficiente em induzir IgG anti-P. aeruginosa e também em diminuir 

sinais inflamatórios desencadeados pela infecção nasal com a bactéria. Esta 

atividade poderia ser atribuída ao processo de encapsulamento de alguns antígenos 
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altamente conservados derivados da célula inteira, tais como proteínas da 

membrana externa e proteínas 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 extração de proteínas é baseado na lise 

detergente, algumas destas proteínas poderiam ser aprisionadas nas nanopartículas 

de BSA favorecendo a ativação do sistema imune.  

A imunização com nanopartículas contendo antígenos de P. aeruginosa foi 

eficiente em diminuir os sinais inflamatórios, visto na diminuição da intensidade dos 

processos inflamatórios e na concentração das células inflamatórias no pulmão, 

tanto em 1 como em 4 dias pós-infecção, também reduzindo as manifestações de 

edema, hemorragia e hiperemia, na infecção por esta bactéria. Assim como este 

estudo, outros estudos também mostraram a redução dos sinais inflamatórios em 

modelos murinos de infecção 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 

imunização de camundongos com fusão de flagelina contendo OprF e OprI protege 

os animais contra a patologia pulmonar após desafio por P. aeruginosa.  Neste 

estudo, os camundongos imunizados com essa fusão de proteínas (que apresentam 

sequências de aminoácidos conservadas) apresentaram significantemente menos 

inflamação em comparação com seu controle que foi imunizado apenas com fusão 

de OprI e OprF. 

Kerber-Momot e colaboradores (2010) também conseguiram resultados 

positivos na defesa do animal contra a infecção bacteriana. Nesse estudo, uma 

estimulação única da células Toll-Like (1 dia antes do desafio) com lipopeptídeo 

ativador de macrófagos de 2 kDA (MALP-2), levou a um aumento da resposta 

imunológica do hospedeiro, amenizando expressão de sinais inflamatórios e 

diminuindo a carga bacteriana nos pulmões. 

Já Secher e colaboradores (2011) concluíram, em modelo experimental de 

infecção aguda por P. aeruginosa, que um tratamento sistêmico de camundongos 

com anticorpos monoclonais humanos reforça a eliminação de P. aeruginosa e 

diminui a inflamação nos pulmões. 

A inflamação crônica observada em pacientes com FC é devido à persistência 

da infecção por P. aeruginosa. Após a colonização, P. aeruginosa inicia a produção 

elevada de alginato e este, subsequentemente, leva ao desenvolvimento do biofilme 
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com consequente evasão do sistema imune e aumento da resistência aos 

antibióticos, fatores que dificultam a erradicação da infecção (RODRIGUEZ-ROJAS 

et al., 2012). Então, como a NPPa reduz os sinais inflamatórios em camundongos, 

esta formulação pode ser benéfica aos pacientes com FC e outras condições 

patológicas evolvendo infecções por P. aeruginosa tais como infecções nosocomiais 

(pacientes paraplégicos, queimados e de unidades de terapia intensiva) e também 

em pacientes imunossuprimidos com câncer ou AIDS. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

Estes resultados nos permitem concluir que: 

 

1. Os antígenos totais de P. aeruginosa foram extraídas como o esperado. O 

perfil eletroforético mostrou a presença de proteínas com pesos moleculares 

variados; 

2. As nanopartículas de albumina sérica bovina associadas aos antígenos totais 

de P. aeruginosa foram produzidas possuindo diâmetro médio de                

512 ± 14,89 nm e potencial zeta médio de -13,86 ± 0,6 mV; 

3. A conjugação das nanopartículas de albumina sérica bovina com os 

antígenos totais extraídos de P. aeruginosa foi eficiente, demonstrada pela 

maior produção de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa nos animais imunizados 

com as nanopartículas de albumina sérica bovina associadas aos antígenos 

totais de P. aeruginosa quando comparada à produção de IgG anti-P. 

aeruginosa nos animais imunizados somente com as nanopartículas de 

albumina sérica bovina vazias; 

4. A imunização com nanopartículas de albumina sérica bovina associadas aos 

antígenos de P. aeruginosa é capaz de induzir a produção de altos títulos de 

anticorpos IgG1 e títulos significativos de IgG2a anti-P. aeruginosa; 

5. Esta imunização também é capaz de reduzir sinais de inflamação nos 

pulmões causados pela infecção nasal com este patógeno, com uma redução 

significativa na intensidade e concentração de células inflamatórias, 

diminuição da hemorragia, sinais de edema e hiperemia nos pulmões, tanto 

em 1 como em 4 dias pós-infecção, se comparado aos outros grupos; 

6. Portanto, a imunização com nanopartículas de albumina sérica bovina 

associadas aos antígenos totais de P. aeruginosa é capaz de induzir uma 

resposta funcional nos animais modelos de infecção e deste modo é uma 

promissora plataforma para vacinas contra P. aeruginosa. 
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