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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa é um patdgeno oportunista que causa infeccbes severas em
individuos imunocomprometidos e em pacientes com fibrose cistica. Alguns candidatos
vacinais para prevenir infec¢fes causadas por P. aeruginosa ja foram testados, porém ainda
ndo estd disponivel no mercado nenhuma vacina contra esse patdgeno. Nanoparticulas (NPs)
poliméricas biodegradaveis podem ter atividade adjuvante, de modo que se apresentam como
candidatos promissores para a producdo de vacinas se associadas aos antigenos vacinais. O
objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial das NPs de albumina sérica bovina (BSA)
associadas aos antigenos totais de P. aeruginosa ATCC 27853 em induzir protecdo contra a
infeccdo utilizando a cepa virulenta de P. aeruginosa PA14 em modelo murino. NPs de BSA
associadas aos antigenos totais de P. aeruginosa ATCC 27853 e NPs vazias foram utilizadas
para a andlise da taxa de captura e para a avaliacdo da citotoxicidade, empregando células
RAW 264.7 e BHK-21. Para analise da imunogenicidade das NPs, camundongos Swiss foram
imunizados com NPs associadas aos antigenos totais de P. aeruginosa (NPPa) ou NPs vazias.
Como controle positivo e negativo, grupos de animais foram imunizados com antigenos totais
de P. aeruginosa ATCC 27853 e solugéo salina tamponada, respectivamente. A producéo de
anticorpos IgG anti-P. aeruginosa e anti-BSA foi avaliada por meio de ELISA. Em seguida,
foi caracterizada a infecgdo pela P. aeruginosa PA14 nos animais imunizados com as NPs,
avaliando-se a sobrevivéncia dos animais ap0s a infec¢do, a carga bacteriana nos pulmdes, a
producdo de citocinas e parametros histopatoldgicos. Verificou-se que os animais imunizados
com NPPa apresentaram producdo de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa e anti-BSA. Apos a
infeccdo com a P. aeruginosa PA14, observou-se que os animais imunizados com NPPa
foram os que apresentaram a maior porcentagem de sobrevivéncia, a menor carga bacteriana
pulmonar, a producdo mais controlada de citocinas e poucas alteracdes histopatologicas. Esses
resultados indicam que as imunizagdes com NPPa protegeram os camundongos da infeccao,
contribuindo para a eliminacdo da bactéria dos pulmdes, 0 que consequentemente refletiu na

sobrevivéncia dos animais.

Palavras chave: Pseudomonas aeruginosa. Nanoparticulas. Albumina Sérica Bovina. Vacina.



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen that causes severe infections in
immunocompromised individuals and in patients with cystic fibrosis. Vaccine candidates to
prevent infections caused by P. aeruginosa have already been tested, but no vaccine against
this pathogen is available on the market. Biodegradable polymeric nanoparticles may have
adjuvant activity. Therefore, they are promising candidates for the production of vaccines if
associated to antigens. The objective of this study was to evaluate the potential of bovine
serum albumin (NPs-BSA) associated with total P. aeruginosa ATCC 27853 antigens in
inducing protection against the virulent P. aeruginosa PA14 strain in murine model of nasal
infection. NPs-BSA associated with the total P. aeruginosa ATCC 27853 antigens and empty
nanoparticles (NPs), were used for the uptake analysis and in cytotoxity assay, employing
RAW 264.7 and BHK-21 cells. For the immunogenicity analysis of NPs, Swiss mice were
immunized with NPs associated with total P. aeruginosa antigens (NPPa) or empty NPs. As
positive and negative control, groups of animals were immunized with total antigens of P.
aeruginosa ATCC 27853 and phosphate buffered saline, respectively. The production of anti-
P. aeruginosa and anti-BSA antibodies was evaluated by ELISA. Immunized mice were
infected via nasal route using P. aeruginosa PA14 strain. The survival after 48 hours was
evaluated and the lungs from animals were processed for quantification of bacterial load,
cytokine expression and also for histopathological analysis. It was seen that the animals
immunized with NPPa produced anti-P. aeruginosa and anti-BSA IgG antibodies. After
infection with P. aeruginosa PA14, it was observed that the animals immunized with NPPa
had the highest percentage of survival, the lowest bacterial lung load, a controlled production
of cytokines and few histopathological changes. These results indicate that NPPa
immunizations protected the mice from infection, contributing for the elimination of the

bacteria from the lungs, which consequently reflected the survival of the animals.

Key words: Pseudomonas aeruginosa. Nanoparticles. Bovine Serum Albumin. Vaccine.
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1 INTRODUCAO

A Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa, extracelular, em forma de
bacilo, pertencente a familia Pseudomonadaceae (BROOKS; CARROLL, 2009; POLLACK,
2000). Esse patdgeno é capaz de colonizar e infectar diferentes hospedeiros, como animais,
insetos, plantas e nematédeos (MAHAJAN-MIKLOS; RAHME; AUSUBEL, 2000). A P.
aeruginosa esta amplamente distribuida na natureza, podendo ser encontrada no solo e na
agua, assim como na microbiota intestinal e na pele dos seres humanos (BROOKS;
CARROLL, 2009; SHARMA; KRAUSE; WORGALL, 2011). Também pode ser isolada de
ambientes abioticos, tais como instalagdes hospitalares ndo estéreis, principalmente do piso,
pias e equipamentos (CHITKARA; FEIERABEND, 1981 apud LYCZAK; CANNON; PIER,
2000; SHARMA; KRAUSE; WORGALL, 2011).

Essa bactéria é considerada um patégeno oportunista, acometendo em grande parte
pacientes com grandes queimaduras, sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS),
leucemia e fibrose cistica (FC) (POTTINGER; RELLER; RYAN, 2014). As infeccdes
hospitalares tendo a P. aeruginosa como agente etiolégico sdo comuns, principalmente para
os individuos imunocomprometidos, uma vez que esses pacientes geralmente se encontram
hospitalizados e expostos aos locais onde a bactéria pode ser encontrada (GELLATLY;
HANCOCK, 2013). Cerca de 10 a 15% dos casos de infecgdes hospitalares sdo causadas por
essa bactéria (GRISHIN et al., 2015). A P. aeruginosa pode causar infeccdes na pele, no trato
urinario, no trato respiratorio, nos ouvidos, nos olhos, nos 0ssos e na corrente sanguinea
(MESAROS et al., 2007).

As infeccBes causadas por essa bactéria sdo dificeis de serem tratadas e erradicadas,
devido a sua resisténcia intrinseca a varios antibiéticos, além de sua capacidade de adquirir
resisténcia a eles (GELLATLY; HANCOCK, 2013). Assim, estratégias de imunoprofilaxia
para evitar a infeccdo pela P. aeruginosa, principalmente nas populacdes suscetiveis, sdo
alternativas ideais frente a ineficiéncia do tratamento com antibidticos. Tentativas de se
desenvolver vacinas contra a P. aeruginosa tendo como alvo diferentes estruturas e
imundgenos foram feitas, porém ainda ndo foi possivel a obten¢do de uma vacina comercial
(SHARMA; KRAUSE; WORGALL, 2011).

Assim, é crescente a busca por novas alternativas vacinais que sejam eficientes e
seguras contra a infeccdo causada por essa bactéria. As nanoparticulas (NPs) sdo utilizadas
como sistemas de entrega de farmacos ou de outros compostos como peptideos, proteinas

recombinantes e antigenos vacinais (MARCATO; DURAN, 2008). O antigeno vacinal pode
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ser ligado ou encapsulado & matriz da NP, de modo que as NPs fornecem protecdo ao
antigeno contra a degradagdo e ainda permitem a sua liberacdo controlada (MARCATO,;
DURAN, 2008; SOPPIMATH et al., 2001). Materiais como polimeros, copolimeros e
lipideos, podem ser empregados no preparo de NPs como sistema de entrega de vacinas
(OYEWUMI; KUMAR; CUI, 2010). Dentre esses polimeros, pode ser citada a proteina
albumina, a qual é biodegradavel, biocompativel, facil de purificar, estavel e hidrofilica,
sendo assim um candidato atraente para a producdo de NPs biodegradaveis (ELZOGHBY;
SAMY; ELGINDY, 2012; RAHIMNEJAD; JAHANSHAHI; NAJAFPOUR, 2006).

NPs poliméricas biodegradaveis associadas a antigenos vacinais apresentam potencial
adjuvante, direcionam a entrega do antigeno para células apresentadoras de antigenos (APCs),
e mantém o antigeno intacto por mais tempo, aumentando assim a oportunidade para a sua
captura e processamento pelas APCs (AKAGI; BABA; AKASHI, 2012). Trabalhos anteriores
do nosso grupo de pesquisa ja demonstraram a eficacia de NPs de albumina sérica bovina
(BSA) associadas com o Dengue virus (DENV) inativado ou com antigenos totais de P.
aeruginosa, em induzir a producdo de anticorpos especificos contra estes micro-organismos (
RODRIGUES et al., 2013; SILVA et al., 2012). Foi também demonstrado que 0s
camundongos imunizados com as NPs associadas aos antigenos de P. aeruginosa mostraram
menor grau de inflamacdo pulmonar, ap6s desafio com cepa ndo virulenta de P. aeruginosa
(RODRIGUES et al., 2013). Dessa forma, esta pesquisa tem como foco continuar o processo
de validacdo das NPs de BSA como sistemas vacinais para prevenir infec¢bes causadas por P.
aeruginosa, avaliando a eficacia dessas NPs associadas aos antigenos de P. aeruginosa em

induzir protecdo contra o desafio com cepa virulenta de P. aeruginosa PA14.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Ap0s extensa revisao da literatura, neste topico sera feita uma exposicédo detalhada dos

diversos temas abordados neste trabalho.

2.1 Pseudomonas aeruginosa

O micro-organismo P. aeruginosa € uma bactéria gram-negativa, extracelular, em
forma de bacilo, medindo em torno de 0,6 x 2 um (BROOKS; CARROLL, 2009). Essa
bactéria pertence a familia Pseudomonadaceae, sendo que o género Pseudomonas apresenta
144 espécies (GOMILA et al., 2015). Ela pode ser encontrada isolada, aos pares
(diplobacilos), e eventualmente em cadeias curtas (estreptobacilos) (BROOKS; CARROLL,
2009). Ha diversas espécies do género Pseudomonas, sendo que a mais importante do ponto
de vista médico é a P. aeruginosa (POTTINGER; RELLER; RYAN, 2014). Além de infectar
animais, varias cepas dessa bactéria, como a UCBPP-PA14 (PA14), sdo capazes de colonizar
plantas, insetos e até mesmo nematodeos (BULLA, 1975; MAHAJAN-MIKLOS et al., 1999;
MAHAJAN-MIKLOS; RAHME; AUSUBEL, 2000; RAHME et al., 1995).

Essa bactéria é ubiquitaria, ou seja, esta amplamente distribuida na natureza, podendo
ser encontrada no solo e na agua. Ela também pode ser encontrada na microbiota intestinal e
na pele dos seres humanos, situacdo na qual atua como saprofita (BROOKS; CARROLL,
2009). A P. aeruginosa pode ser isolada da garganta e fezes de cerca de 2 a 10% dos
individuos saudaveis (POTTINGER; RELLER; RYAN, 2014). Também pode ser isolada de
ambientes abioticos, como instalagBes hospitalares ndo estéreis, principalmente do piso, pias e
equipamentos (ex.. ventiladores mecanicos e cateteres urinarios), além de poder ser
encontrada nas maos dos profissionais de saude (CHITKARA; FEIERABEND, 1981 apud
LYCZAK; CANNON; PIER, 2000; SHARMA; KRAUSE; WORGALL, 2011). A vasta
presenca desse micro-organismo em diversos ambientes pode ser explicada pelas suas
exigéncias nutricionais minimas, pela presenca de mecanismos que 0 tornam resistente a
antimicrobianos e também pela sua capacidade de se adaptar a condigdes fisicas distintas
(GALES et al., 2001).

A P. aeruginosa vive em condicOes aerobicas e a sua mobilidade se deve pela
presenca de um unico flagelo polar. E ndo fermentadora e pode utilizar uma grande variedade
de compostos organicos para obter energia. Dentre eles se encontram a glicose e outros

carboidratos, os quais sdo metabolizados por uma via de oxidacdo. Essa bactéria apresenta um
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crescimento satisfatorio na faixa de 37 a 42 °C (BROOKS; CARROLL, 2009; PITT,;
SIMPSON, 2006).

De acordo com o Esquema Internacional de Tipificacdo Antigénica (IATS), as cepas
de P. aeruginosa podem ser classificadas em 20 sorotipos diferentes (O1 a O20), baseado nas
variagOes da estrutura quimica do antigeno O presente no lipopolissacarideo (LPS) (KING et
al., 2009).

Algumas cepas de P. aeruginosa produzem uma camada de polissacarideo
externamente a parede celular, também conhecida como polissacarideo capsular. Essa capsula
é formada pela sintese e secrecdo do alginato, e auxilia na adesdo da bactéria ao hospedeiro
(GARCIA-CRUZ; FOGGETTI; SILVA, 2008; POLLACK, 1984; POTTINGER; RELLER,;
RYAN, 2014).

Uma caracteristica marcante dessa espécie é a producdo de pigmentos. Dentre esses
pigmentos, 0s mais comumente produzidos sdo a piocianina (presente somente em P.
aeruginosa), a qual apresenta uma coloragdo azulada ndo fluorescente e a pioverdina ou
fluoresceina, um pigmento amarelo fluorescente sob a luz ultravioleta. Os dois pigmentos
juntos sdo responsaveis pela cor azul-esverdeada, a qual é caracteristica dos meios de cultura
contendo esse organismo (BROOKS; CARROLL, 2009; PITT; SIMPSON, 2006).

A P. aeruginosa apresenta seu material genético arranjado em um cromossomo Unico,
circular, continuo e de dupla fita (STOVER et al., 2000; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).
Quando se traca um paralelo entre o genoma da P. aeruginosa com o de outras bactérias,
nota-se que ele é um dos maiores, com cerca de 6,3 milhdes de pares de bases e
aproximadamente 6000 genes (RAU et al., 2010; STOVER et al., 2000).

Apobs o sequenciamento de diversas cepas, observou-se que o genoma dessa bactéria
apresenta um conjunto de genes conservados, 0 qual é interrompido por combinagdes de
genes caracteristicos de cada cepa (GELLATLY; HANCOCK, 2013). Esses segmentos
contendo 0s genes caracteristicos sdo conhecidos como regides de plasticidade genémica, 0s
quais podem ter sido obtidos por transferéncia horizontal (GELLATLY; HANCOCK, 2013;
MATHEE et al., 2008; SILBY et al., 2011). Sendo assim, o0 genoma principal corresponde a
90% do genoma, enquanto que os genes especificos das diferentes cepas, 0s quais estdo
presentes no genoma “acessoOrio”, correspondem a 10% do genoma (GELLATLY;
HANCOCK, 2013). Além disso, a P. aeruginosa possui uma quantidade grande de genes
regulatérios, cerca de 521, uma quantidade muito maior do que a encontrada em outros

genomas bacterianos ja sequenciados (STOVER et al., 2000). A complexidade e o tamanho
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de seu genoma, permitem a P. aeruginosa ser um organismo ubiquo, infectar diferentes
tecidos e ser resistente a muitos antimicrobianos (MESAROS et al., 2007).

Essa bactéria é representada por diversas cepas com viruléncias distintas, variando
desde cepas ndo virulentas ou com viruléncia moderada até cepas extremamente virulentas
(MIKKELSEN; MCMULLAN; FILLOUX, 2011). A cepa PAl4, a qual apresenta alta
viruléncia, possui duas ilhas de patogenicidade em seu genoma, PAPI-1 e PAPI-2, com 108
kb e 11 kb, respectivamente, as quais estdo ausentes na cepa pouco virulenta PAOL. Essas
ilhas possuem genes que podem codificar fatores de viruléncia que contribuem para a
patogenicidade dessa cepa. PAPI-1 carrega genes que codificam fatores de viruléncia, tais
como 0s genes do grupo B pili tipo 1V, os quais estdo envolvidos com fatores de viruléncia
qgue permitem a fixacdo do patdgeno as células do hospedeiro. PAPI-2 possui 0 gene que
codifica a proteina efetora patogénica Exoenzima U (ExoU) e a chaperona especifica de
Pseudomonas para ExoU (SpcU). ExoU faz parte do sistema de secre¢do tipo 3 (T3SS) e é
considerada uma das proteinas mais potentes desse sistema (HE et al., 2004; SATO et al.,
2003). Ja a P. aeruginosa ATCC 27853, ¢ um exemplo de cepa ndo virulenta, ou seja, ndo é

considerada patogénica nos modelos de infeccdo (RODRIGUES et al., 2013).

2.2 Fatores de viruléncia

A P. aeruginosa € invasiva e toxigénica, sendo capaz de produzir diversos fatores de
viruléncia associados a sua superficie e/ou secretados, 0s quais permitem a invasdo
bacteriana, assim como podem causar lesdo tecidual, o que contribui para o desenvolvimento
da doenca (MESAROS et al., 2007; PITT; SIMPSON, 2006).

Cada bactéria possui um flagelo unico, localizado em um de seus polos, e também
filamentos menores e mais numerosos, classificados como pili tipo IV. Tanto os flagelos
quanto os pili contribuem para a mobilidade da célula e para sua adesdo no hospedeiro, pois
sdo capazes de mediar a fixagdo da bactéria nas células epiteliais, e assim permitir a
colonizagdo das mucosas e pele, seguida de invasdo e doencga sisttmica (BROOKS;
CARROLL, 2009; GELLATLY; HANCOCK, 2013). Outro fator de viruléncia importante é o
T3SS, o qual permite a essa bactéria injetar proteinas patogénicas diretamente no citosol da
célula eucaridtica por meio de um poro formado na membrana plasmatica da célula
(GELLATLY; HANCOCK, 2013). Essas proteinas sdo capazes de interferir nas vias de

sinalizacdo, e assim no funcionamento das células do hospedeiro, podendo levar & morte
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celular, o que consequentemente facilita a infeccdo (HUECK, 1998). As proteinas efetoras
patogénicas identificadas até o momento sdo a ExoS, ExoU, ExoY e ExoT (HAUSER, 2009).

O LPS que faz parte da composicdo da membrana externa da parede celular dessas
bactérias, é responsavel em grande parte pela viruléncia dessa bactéria, pois funciona como
uma barreira contra a agdo de antibiodticos e das defesas do organismo, medeia interaces com
as células hospedeiras e também funciona como uma endotoxina, levando a danos nos tecidos
(KING et al., 2009).

Além dos fatores de viruléncia ja citados, essa bactéria ainda é capaz de produzir
outras substancias que contribuem para o dano tecidual do hospedeiro. A P. aeruginosa pode
produzir a elastase, a qual cliva IgG, IgA, colageno e proteinas do complemento. A barreira
epitelial pode ser rompida pela elastase, que desfaz as juncdes entre as células epiteliais.
Outras enzimas produzidas por essa bactéria sdo as proteases alcalinas, as quais degradam
anticorpos, proteinas do complemento e citocinas. As fosfolipases C, que sdo encontradas em
quase todas as cepas, e lecitinases, sdo hemolisinas. As fosfolipases C atuam destruindo
fosfolipideos da membrana das células do hospedeiro, enquanto que a lecitinase atua
degradando a lecitina (PITT; SIMPSON, 2006; SADIKOT et al., 2005). Algumas cepas de P.
aeruginosa sintetizam a exotoxina A, a qual inibe a sintese de proteinas, levando a morte
celular e consequentemente a necrose (BROOKS; CARROLL, 2009; GELLATLY;
HANCOCK, 2013). O pigmento piocianina que é sintetizado por muitas cepas da P.
aeruginosa também é um fator de viruléncia importante. A piocianina é capaz de provocar
estresse oxidativo ao hospedeiro, aléem de inativar a catalase (MALLEY et al., 2003;
SADIKOT et al., 2005). Um dos principais efeitos da piocianina no organismo hospedeiro é a
sua capacidade de induzir os neutrdfilos a apoptose, suprimindo assim a resposta inflamatoria,
0 que é oportuno para a sobrevivéncia bacteriana (ALLEN et al., 2005). Outro pigmento
produzido por essa bactéria, a pioverdina, atua como um sideroforo, ou seja, um composto
que atua na captacdo de ferro, o qual é importante para o metabolismo bacteriano (PITT;
SIMPSON, 2006) (FIGURA 1).
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Figura 1- Imagem esquematica com os principais fatores de viruléncia
produzidos pela P. aeruginosa. * indica fatores de viruléncia
secretados.

Fonte: Adaptado de Gellatly e Hancock (2013, p.163).

2.3 InfeccBes causadas por Pseudomonas aeruginosa

A P. aeruginosa é responsavel por uma ampla gama de infeccbes agudas e crénicas,
sendo capaz de infectar qualquer tecido (LAVOIE; WANGDI; KAZMIERCZAK, 2011;
LYCZAK; CANNON; PIER, 2000). Os sinais e sintomas observados durante a infeccéo
variam de acordo com o local do organismo em que a bactéria esta presente, e geralmente ndo
sdo exclusivos desse patdgeno (POTTINGER; RELLER; RYAN, 2014).

Essa bactéria raramente ir& causar infeccGes em individuos saudaveis, acometendo em
grande parte aqueles que apresentam alguma fragilidade ou comprometimento nas defesas do
organismo, conferindo a P. aeruginosa uma caracteristica de patdgeno oportunista
(LYCZAK; CANNON; PIER, 2000; POTTINGER; RELLER; RYAN, 2014). Assim, a P.
aeruginosa € capaz de colonizar e infectar principalmente individuos com queimaduras,
leucemia, AIDS, que passaram por transplante de 6rgdos e com FC (LYCZAK; CANNON;
PIER, 2000; SHARMA; KRAUSE; WORGALL, 2011).

A P. aeruginosa € um dos patdgenos hospitalares mais comuns nos Estados Unidos
(EUA) (GELLATLY; HANCOCK, 2013). Estudos realizados entre 2006 e 2007 nos EUA,
mostraram que a P. aeruginosa foi o segundo patégeno mais frequentemente isolado de
pacientes com pneumonia associada a ventilagdo mecanica (HIDRON et al., 2008). Dados do
SENTRY - Programa de Vigilancia da Resisténcia Antimicrobiana, recolhidos entre 2009 e
2012 em 28 centros médicos dos EUA, e 25 centros médicos da Europa, revelaram que a P.
aeruginosa foi a bactéria gram negativa mais frequentemente isolada de individuos
hospitalizados com pneumonia, sendo responsavel por 20,9% dos casos tanto nos EUA

quanto na Europa (SADER et al., 2014). Dados do Centro de Controle e Prevencdo de
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Doencas (CDC) dos EUA atualizados em 2014, mostraram que cerca de 51000 casos de
infecgdo por P. aeruginosa associadas a tratamentos de salde ocorrem a cada ano, sendo que
mais de 6000 (13%) destas infeccdes sdo causadas por cepas multirresistentes (VENTOLA,
2015).

Assim como nos EUA, a P. aeruginosa é um importante patdégeno hospitalar no Brasil.
Um estudo realizado em 2003 pelo programa Coleta de Informacbes de Teste de
Suscetibilidade Anual de Meropenem (MYSTIC), coletou amostras de bactérias gram-
negativas responsaveis por infeccbes nosocomiais em 20 centros médicos brasileiros. A P.
aeruginosa foi o patdégeno mais frequentemente encontrado, correspondendo a 30,3% dos
isolados (KIFFER et al., 2005). Dados do projeto de Vigilancia e Controle de Patégenos de
Importancia Epidemiologica (SCOPE) do Brasil obtidos entre 2007 e 2010 de 16 hospitais,
foram utilizados para se estudar os casos de infecgdes nosocomiais da corrente sanguinea.
Dessas infecgdes, 90% eram monomicrobianas, ou seja, causadas por apenas um tipo de
micro-organismo, sendo que a P. aeruginosa foi o 5° patdgeno mais comumente isolado das
infeccdes (MARRA et al., 2011). Um outro estudo utilizando dados do SENTRY coletados
entre 2008 e 2010 em 10 hospitais localizados na Argentina, Brasil, Chile e México,
investigou a frequéncia e resisténcia de bactérias isoladas de pacientes hospitalizados com
infec¢Oes adquiridas em comunidade ou nos hospitais. Os resultados mostraram que a P.
aeruginosa € o patdgeno mais frequentemente isolado de pneumonias, correspondendo a
31,2% dos isolados (GALES et al., 2012).

Essa bactéria raramente é responsavel por infecgbes em pacientes saudaveis, exceto se
introduzida nos tecidos em altas concentragfes, como em casos de acidentes laboratoriais e
em hospitais, devido a intubacdo. Essa bactéria pode causar infeccGes pulmonares agudas e
crbnicas. Além disso, esse micro-organismo pode ser responsavel por infeccdes de pele apds
perfuragdes. Também pode causar otite externa, infeccdo esta conhecida como “orelha de
nadador”, resultado do acumulo de 4gua no canal auditivo e lesdo tecidual (GELLATLY;
HANCOCK, 2013; MESAROS et al., 2007). Infeccdes oftalmicas por essa bactéria também
podem ocorrer, visto que esse micro-organismo tem a capacidade de infectar a cornea,
produzindo ceratite ou ulceragdo. A infeccdo ocular geralmente ocorre apo6s lesdo ou
procedimento cirargico, e dentre as fontes de bactéria estdo medicamentos oculares e solucdes
para lentes de contato que se encontram contaminados. Do mesmo modo, queimaduras podem
ser alvo de infeccdo pela P. aeruginosa, a qual geralmente é oriunda do ambiente externo ou
da microbiota do individuo. Assim como é capaz de ser isolada de queimaduras, essa bactéria

também pode ser encontrada em feridas, bem como nos 0ssos, apés perfuragdes (BROOKS;
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CARROLL, 2009; MESAROS et al., 2007; PITT; SIMPSON, 2006). O trato urinario também
pode ser alvo desta bactéria, e essa infeccdo geralmente tem origem em hospitais e se deve ao
uso de cateter urinario. A P. aeruginosa também pode acometer a corrente sanguinea, gerando
bacteremia e septicemia. As principais fontes de bacteremia incluem a pele, trato
gastrointestinal e respiratorio. Infec¢bes do sistema nervoso central e do sistema digestivo
causadas pela P. aeruginosa séo raras (MESAROQOS et al., 2007; PITT; SIMPSON, 2006).

Essa bactéria € um dos principais responsaveis por infeccdes pulmonares em pacientes
hospitalizados. A pneumonia causada pela P. aeruginosa pode ser adquirida em hospitais ou
em comunidade, embora a sua aquisicdo em comunidade seja incomum e esteja relacionada
com algum comprometimento imunolégico (GELLATLY; HANCOCK, 2013). As
pneumonias hospitalares agudas sdo com frequéncia resultado de lesdo devido a intubacéo, e
por isso também sdo chamadas de pneumonias associadas a ventilacdo (PAV). Nos pacientes
com esse tipo de infeccdo, ocorre a lesdo da traqueia pela inser¢do do tubo endotraqueal, o
qual além de causar rompimento da defesa fisica, pode servir de reservatério para a bactéria
(GELLATLY; HANCOCK, 2013; GIL-PEROTIN et al., 2012; SAFDAR; CRNICH; MAKI,
2005). Ja as pneumonias cronicas séo a evolucéo de infec¢Bes agudas ndo eliminadas, onde a
P. aeruginosa se adapta as condices fisioldgicas dos pulmdes e cresce na forma de biofilmes
(GELLATLY; HANCOCK, 2013). Essa infecgdo ocorre sobretudo em individuos com FC,
sendo que durante o curso da infeccdo, a bactéria passa por uma transicdo, do fen6tipo nédo-
mucoide para o mucoide, o qual € caracterizado pela superexpressdao do alginato, um
polissacarideo extracelular (BRAGONZI et al., 2005). Essa conversdo do fenotipo ndo-
mucoide para 0 mucoide pode ocorrer devido a exposicdo da bactéria a espécies reativas de
oxigénio (ROS), como o peroxido de hidrogénio, produzido pelos neutréfilos recrutados para
o sitio da infecgdo (HZIBY; CIOFU; BJARNSHOLT, 2010).

A FC ¢é uma doenca autossdmica recessiva hereditaria causada por muta¢es no gene
regulador de condutancia transmembranar da fibrose cistica (CFTR). Essa doenca pode afetar
o funcionamento de diversos Orgdos e sistemas, tais como os pulmdes, pancreas e sistema
digestivo (FOLKESSON et al., 2012; SOUSA; PEREIRA, 2014). Essas mutagdes levam a um
mal funcionamento do CFTR, um canal para o transporte de ions cloreto presente nas células
epiteliais, o que gera uma diminui¢do no volume do fluido na superficie das células epiteliais
das vias aéreas e assim uma reducdo na eliminacdo dos patogenos inalados pelo mecanismo
mucociliar (HZIBY; CIOFU; BJARNSHOLT, 2010; SOUSA; PEREIRA, 2014). Uma vez
estabelecida, a P. aeruginosa pode crescer na forma de biofilme no trato respiratorio, biofilme

este composto principalmente do exopolissacarideo alginato, produzido pelas bactérias com
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fendtipo mucoide. O biofilme bacteriano € extremamente resistente a fagocitose e a outros
componentes, tanto da imunidade inata quanto da imunidade adquirida e também a
antibioticos (HZIBY; CIOFU; BJARNSHOLT, 2010). Dessa forma, os individuos com FC
que se tornam infectados pela bactéria, podem permanecer por muitos anos, ou até mesmo
durante toda a vida com uma infecgcdo pulmonar (GELLATLY; HANCOCK, 2013; HZIBY;
FREDERIKSEN; PRESSLER, 2005). Como consequéncia, a infeccdo pulmonar crénica
causada pela P. aeruginosa é a principal responsavel pela morbidade e mortalidade de
pacientes com CF, dado a disfuncdo pulmonar (HZIBY; CIOFU; BJARNSHOLT, 2010;
LYCZAK; CANNON; PIER, 2000).

2.4 Resisténcia a antimicrobianos

Uma vez estabelecida a infeccdo por esse patdgeno, a sua erradicacdo é um desafio
para os sistemas de saude, visto a sua capacidade intrinseca de resistir a muitos tipos de
antibidticos, além de ser capaz de adquirir resisténcia a eles. Assim, a P. aeruginosa pode
apresentar resisténcia intrinseca, adquirida e adaptativa aos agentes antimicrobianos
(GELLATLY; HANCOCK, 2013).

A resisténcia intrinseca é codificada pelo cromossomo bacteriano, e pode ser
representada pela baixa permeabilidade da membrana externa, pela presenca de bombas de
efluxo e também pela sintese de B-lactamase (GELLATLY; HANCOCK, 2013). A membrana
externa da parede celular dessas bactérias constitui um bloqueio para a entrada de moléculas
hidrofilicas, como antibidticos B-lactamicos, ja que o transporte dessas substancias é restrito
aos canais de proteinas porinas embebidas na membrana. Essa baixa permeabilidade pode ser
ilustrada pelo fato de a membrana externa da P. aeruginosa ser de 12 a 100 vezes menos
permeavel do que a membrana de Escherichia coli (GELLATLY; HANCOCK, 2013;
HANCOCK, 1998). Muitos canais de porina formados pela proteina de membrana externa F
(OprF) séo pequenos, assim como os canais formados pelas OprD e OprB, 0 que acaba
acarretando em uma grande exclusdo das moléculas de antibidticos, que ndo sdo entdo
captadas (BREIDENSTEIN; DE LA FUENTE-NUNEZ; HANCOCK, 2011).

Além da reduzida permeabilidade da membrana externa dessa bactéria, a P.
aeruginosa também exibe bombas de efluxo, as quais ejetam drogas para fora da célula. Essas
bombas podem ser formadas por componentes (nicos ou por varios componentes. Os sistemas
de bomba com véarios componentes possuem um transportador na membrana plasmatica,

assim como um canal na membrana externa, além de uma proteina adaptadora no espaco



25

periplasmico, a qual une os outros dois componentes. Esse arranjo permite a expulsdo de
moléculas ao longo das duas membranas (MESARQOS et al., 2007; SUN; DENG; YAN,
2014).

O terceiro mecanismo intrinseco de resisténcia da P. aeruginosa se baseia na producao
de B-lactamase. Essa enzima apds sintetizada fica armazenada no espaco peripldsmico, e
normalmente é detectada em baixas concentracfes, porém a presenca de determinados niveis
de B-lactdmicos induz sua maior expressao (GELLATLY; HANCOCK, 2013).

A resisténcia adquirida é caracterizada pela transferéncia horizontal de elementos
genéticos, e também por mutagdes. A transferéncia horizontal pode ocorrer por meio da
conjugacao, transformacdo ou transducdo de plasmideos, transposons, integrons, entre outros
elementos genéticos que possuam genes que codifiqguem proteinas que confiram resisténcia a
antibioticos. As mutacbes podem levar a ampliacdo dos mecanismos de resisténcia intrinseca,
podendo ocorrer em diferentes genes, provocando diminuicdo da captura de moléculas de
antibidtico, superexpressdo de bombas de efluxo, aumento na sintese de [B-lactamase e
formacdo de alvos alterados para os antibioticos (BREIDENSTEIN; DE LA FUENTE-
NUNEZ; HANCOCK, 2011).

A resisténcia adaptativa se da quando as células bacterianas sdo expostas a algum
estresse ambiental, como a presenca de antibidticos e estados de crescimento, como a
formacgé@o de biofilmes. Essas situacdes podem levar a modificagcbes na expressdo génica,
como 0 aumento da transcricdo de genes que conferem resisténcia, acarretando em mudancas
nas bombas de efluxo, na expressdo de enzimas e no envelope celular (BREIDENSTEIN; DE
LA FUENTE-NUNEZ; HANCOCK, 2011; GELLATLY; HANCOCK, 2013).

Assim, para ser mais efetivo, o tratamento contra a infeccdo causada por essa bactéria
se baseia na combinacao de drogas, como um antibidtico B-lactamico juntamente com uma
fluoroquinolona ou aminoglicosideo. Porém, como a P. aeruginosa é capaz de adquirir
resisténcia, novos antimicrobianos devem ser continuamente produzidos, o que acaba se
tornando um desafio muitas vezes inatingivel para a industria farmacéutica (MESAROS et al.,
2007).

2.5 Resposta imune contra a Pseudomonas aeruginosa
As primeiras células de defesa a entrarem em contato e a reconhecerem a P.

aeruginosa durante uma infec¢do pulmonar sdo os macrofagos alveolares. Além de suas

funces fagociticas, essas células sdo muito importantes na detec¢do da P. aeruginosa durante
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infecgBes. Um estudo in vitro demonstrou a capacidade de macrofagos ativados em secretar
citocinas, tais como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6) apos o
reconhecimento de flagelina, proteina do flagelo, e do LPS da P. aeruginosa pelos receptores
semelhantes ao Toll 5 (TLR-5) e TLR-4, respectivamente (RAOUST et al., 2009). Hashimoto
et al. (1996) depletaram macréfagos alveolares de ratos, e em seguida, administraram a P.
aeruginosa no trato respiratorio. Eles verificaram um nimero baixo de neutrdfilos no tecido
pulmonar, e também baixa producdo de substancias envolvidas na quimiotaxia de neutrofilos.
Em um outro estudo, Kooguchi et al. (1998) observaram que camundongos deficientes em
macrofagos alveolares apresentavam maior carga bacteriana, menor recrutamento de
neutrdfilos para o sitio da inflamacdo e maior lesdo tecidual apds 48 horas de infeccdo
pulmonar com a P. aeruginosa.

Uma vez estabelecida a infeccdo pela P. aeruginosa nos pulmdes, ocorre o
recrutamento massivo de neutrofilos do sangue para os tecidos infectados. Essas células séo
extremamente importantes na eliminagdo da P. aeruginosa durante infeccGes pulmonares
agudas, de acordo com Lavoie, Wangdi e Kazmierczak (2011), o que pode ser comprovado
pela suscetibilidade de camundongos a doses baixas de P. aeruginosa apés a deplecdo de
neutréfilos (KOH et al., 2009). Entretanto, apesar de essas células serem importantes no
combate a infeccdo, quando sdo ativados por citocinas pré-inflamatérias ou pelo
reconhecimento do LPS da bactéria, podem degranular massivamente causando grande leséo
tecidual (WILLIAMS; PARKQOS, 2007). A P. aeruginosa estimula de maneira persistente o
sistema imunoldgico durante infeccBes cronicas, de modo que a resposta dos neutrofilos
também € persistente, porém ineficiente em eliminar a bactéria. Devido a degranulagdo
cronica desencadeada pelos neutrofilos, € observada uma extensa lesdo pulmonar nos
individuos com FC (GELLATLY; HANCOCK, 2013; WILLIAMS; DEHNBOSTEL;
BLACKWELL, 2010).

Em um modelo de infecgdo pos-sepse, Pene et al. (2008) investigaram a contribuicéo
das celulas dendriticas (DCs) para a defesa dos pulmdes em um modelo de sepse
polimicrobiana subletal seguida da infeccdo pulmonar com a P. aeruginosa. Verificou-se que
a sepse afetou as fungdes de DCs derivadas de medula 6ssea dos camundongos, e aumentou a
suscetibilidade dos animais a pneumonia causada pela P. aeruginosa. A administracdo de
DCs derivadas de medula 0ssea de camundongos do grupo controle, 0s quais ndo passaram
por sepse, aumentou a sobrevivéncia dos animais a infeccdo com a P. aeruginosa. Esses
resultados destacam a importancia das DCs na elaboracdo de uma resposta imune eficiente

nos pulmaes.
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Outro componente importante da imunidade inata no combate a P. aeruginosa é o
sistema complemento. O complemento é necessario para a defesa do hospedeiro contra a
infeccdo pulmonar causada pela P. aeruginosa em camundongos. Younger et al. (2003)
verificaram que uma cepa de P. aeruginosa foi resistente a morte pelo soro murino in vitro,
mas que ocorreu a opsonizacao por C3b e a montagem da C5 convertase na sua superficie. In
vivo, verificou-se que animais deficientes no complemento, apresentaram maior mortalidade
do que os animais do grupo controle apds a infeccdo intratraqueal com a P. aeruginosa.

Citocinas também mediam eventos importantes durante a resposta imune inata a essa
bactéria. Gosselin et al. (1995) demonstraram que a presenca de TNF-a ¢ essencial para 0
combate a infeccdo causada por essa bactéria em modelo animal de infecgdo pulmonar
crénica. Esses pesquisadores trataram camundongos BALB/c resistentes a infeccdo com
anticorpos monoclonais anti-TNF-o e observaram que houve um aumento nos niveis de
bactéria nos pulmdes dos animais 3 dias apds a infec¢cdo com uma cepa mucoide imobilizada
em granulos de 4gar.

Apbds o desencadeamento da resposta imune inata, inicia-se a resposta imune
adquirida. Pelo fato de a P. aeruginosa ser uma bactéria extracelular, a resposta humoral, ou
seja, dos anticorpos, € muito mais eficiente em evitar a colonizacéo e infeccdo pela bactéria
(SHARMA; KRAUSE; WORGALL, 2011).

Dunkley et al. (2003) investigaram o papel de anticorpos 1gG especificos contra a P.
aeruginosa, na protecdo contra a bactéria em um modelo de infeccdo pulmonar aguda.
Verificou-se que o0s animais que receberam anticorpos IgG imune (obtidos de animais
previamente imunizados com a bactéria) apresentaram maior eliminagdo da bactéria no lavado
broncoalveolar ap6s a infec¢do intratraqueal, do que se comparado com 0s animais que
receberam anticorpos IgG nédo imune.

No caso particular de paciente com FC com infec¢do bacteriana cronica, 0s anticorpos
produzidos ap0s a infecgdo nao oferecem protecdo ao paciente. Ao invés disso, 0 aumento nos
niveis de anticorpos anti-P. aeruginosa é prejudicial e se relaciona com um pior prognostico
(H@IBY, 2001). Mesmo em altos niveis durante infec¢bes cronicas, 0s anticorpos ndo sdo
eficientes, pois possuem baixa atividade opsonizante (SHARMA; KRAUSE; WORGALL,
2011). Além disso, as bactérias que crescem nos pulmdes de pacientes com FC se apresentam
em biofilmes, 0 que torna as células resistentes a opsonizagdo (MELULENI et al., 1995). A
presenca do biofilme faz com que os anticorpos se liguem a antigenos bacterianos proximos a
superficie do biofilme. Isso leva & formacdo de imunocomplexos e consequentemente a

ativacdo do complemento e ao recrutamento de células fagociticas polimorfonucleares, o que
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caracteriza o estabelecimento de um processo inflamatorio neutrofilico. A tentativa ineficiente
de fagocitose ao redor do biofilme por parte dos neutréfilos acaba gerando a liberacdo de
elastase e ROS, evento que promove a lesdo dos pulmdes dos pacientes com FC (HGIBY,
2001; H@IBY et al., 2001). Assim, a inflamag&o cronica que se estabelece nos pulmdes de
pacientes com FC ¢ a principal responsavel pelo dano tecidual. Apesar do intenso tratamento
com antibidticos e do estabelecimento do processo inflamatério, a infeccdo bacteriana
persiste. O dano tecidual vai se acumulando ao longo dos anos, consequentemente ocorre a
disfuncdo pulmonar, o que leva a insuficiéncia respiratoria, necessidade de transplante de
pulmao e até mesmo a morte do paciente (HGIBY; CIOFU; BJARNSHOLT, 2010).

Apesar de a principal resposta da imunidade adquirida contra a P. aeruginosa ser a
humoral, a imunidade celular mediada pelas células T também pode ser essencial em
pacientes infectados pela bactéria (SHARMA; KRAUSE; WORGALL, 2011). Experimentos
mostraram que linfécitos T podem conferir protecdo a camundongos imunossuprimidos
contra a infeccdo causada por P. aeruginosa mesmo na falta de anticorpos especificos,
protecdo essa baseada na eliminacdo da bactéria mediada pelas células T (POWDERLY;
PIER; MARKHAM, 1986). Dunkley, Clancy e Cripps (1994), investigaram o papel de células
T CD4 intestinais no combate a P. aeruginosa por meio de um modelo animal de infeccdo
pulmonar com o patégeno. Para isso, os pesquisadores transferiram células oriundas de
linfonodos mesentéricos de camundongos previamente imunizados oralmente com a P.
aeruginosa para animais ndo imunizados, os quais foram em seguida infectados intra-
traquealmente com bactérias vivas. Eles observaram que houve eliminacdo das bactérias dos
pulmdes dos animais desafiados com a bactéria.

Foi observado que é mais comum uma resposta do tipo Th2 em pacientes com FC que
apresentavam infeccdo crbnica com a P. aeruginosa. Além disso, verificou-se que 0s
individuos cronicamente infectados que apresentavam as maiores producbes de IFN-y,
tambem mostravam uma melhor fung&o pulmonar. Isso indica que a mudanca da resposta Th2
para Th1l poderia melhorar o prognostico desses pacientes (MOSER et al., 2000). Da mesma
forma, é importante citar que estudos de infeccdo crénica com essa bactéria em modelos
animais, mostraram que 0s animais que apresentavam uma resposta do tipo Thl, tiveram
menor inflamacdo pulmonar e maior eliminacdo da bactéria, do que se comparado com 0s
animais que exibiam uma resposta de tipo Th2 (HARTL et al., 2006).

A citocina pro-inflamatoria IFN-y, que é uma citocina associada ao perfil Thl, pode
ter papel protetor durante a infeccdo pulmonar causada pela P. aeruginosa. Johansen et al.

(1996) verificaram a resposta de camundongos em um modelo de infeccdo cronica tratando-0s
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com IFN-y recombinante antes e apds a infecgdo com a bactéria. Observou-se que os animais
tratados com a citocina recombinante ap6s a infec¢do, mostraram uma reducdo na gravidade
da inflamacao pulmonar comparado com os animais tratados antes do desafio e com o grupo
controle.

A citocina IL-4, um mediador inflamatério produzido por células Th2, pode ser
benéfica na defesa do hospedeiro contra a P. aeruginosa. Jain-Vora et al. (1998) infectaram
camundongos transgénicos que superexpressavam a citocina IL-4 e camundongos selvagens
com uma cepa mucoide de P. aeruginosa, em um modelo de infec¢do aguda. Verificou-se que
0s animais transgénicos apresentaram maior sobrevivéncia e menor proliferacdo de bactérias
nos pulmdes, se comparado com o grupo controle.

Células Th17 podem ter uma participacdo importante no combate a infec¢des causadas
por bactérias extracelulares, como a P. aeruginosa. Liu et al. (2011) avaliaram o papel da
citocina IL-17 em um modelo animal de infeccdo pulmonar aguda causada pela P.
aeruginosa. Apos a infeccdo, foram detectados niveis elevados da proteina IL-17 nos pulmdes
dos animais infectados. Foi observado também que os camundongos que receberam
anticorpos anti-1L-17 antes de serem infectados com a bactéria, apresentavam uma carga

bacteriana pulmonar maior do que se comparado com 0s animais do grupo controle.

2.6 Imunoprofilaxia

A P. aeruginosa apresenta diversos mecanismos intrinsecos e adquiridos de resisténcia
a antimicrobianos, o que torna o tratamento contra essa bactéria uma complicacdo séria
(TENOVER, 2006). Pelo fato de o tratamento com antibiéticos muitas vezes ndo ser uma
estratégia eficaz, o ideal é a prevencdo da infeccdo, e para isso € necessario que haja a
vacinacdo. Muitas tentativas de se desenvolver vacinas contra a P. aeruginosa foram feitas,
chegando inclusive na fase clinica de testes em humanos, porém caracteristicas do patdégeno e
dos hospedeiros impediram o término e a comercializagdo de uma possivel vacina
(SHARMA; KRAUSE; WORGALL, 2011).

O LPS dessa bactéria € um dos antigenos vacinais mais investigados desde a década de
1960, em virtude de sua exposicdo superficial e de sua alta imunogenicidade. Porém o
desenvolvimento de vacinas baseadas em LPS foi dificultado devido aos efeitos toxicos do
lipideo A (SHARMA; KRAUSE; WORGALL, 2011). A utilizacdo apenas da porcdo de
polissacarideo O do LPS como um composto vacinal se mostrou uma alternativa interessante,

visto a auséncia de toxicidade. Entretanto, o polissacarideo O € fracamente imunogeénico,
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além de ser um antigeno timo independente. Dessa forma, pesquisadores conjugaram
covalentemente o polissacarideo O a exotoxina A, com 0 objetivo de aumentar sua
imunogenicidade. Aléem de aumentar a imunogenicidade do polissacarideo O, a exotoxina A
também € capaz de eliciar a producdo de anticorpos, 0s quais podem ser importantes na
inducdo de imunidade contra a P. aeruginosa. O candidato vacinal se mostrou seguro quando
administrado em voluntarios humanos, com auséncia de efeitos sistémicos. Também eliciou
uma resposta imune humoral, com anticorpos 1gG anti-polissacarideo O e anti-exotoxina A.
Os anticorpos anti-exotoxina A neutralizaram o potencial citotdxico da toxina, enquanto que
os anticorpos anti-polissacarideo O induziram a fagocitose e morte de uma dada cepa de P.
aeruginosa por leucdcitos polimorfonucleares com receptores Fc. Entretanto, devido a grande
heterogeneidade do polissacarideo O entre os diferentes sorotipos, um candidato vacinal
baseado no conjugado descrito anteriormente teria de ser multivalente, a fim de ser efetivo
contra varios sorotipos da bactéria (CRYZ et al., 1987; SHARMA; KRAUSE; WORGALL,
2011). Como concluséo, a utilizagdo do LPS ou de seus derivados como candidato vacinal
encontra diversos obstaculos, como a alta heterogeneidade, a toxicidade inerente ao LPS e 0
alto custo para o desenvolvimento de vacinas livres de lipideo A conjugadas com outros
componentes (SHARMA; KRAUSE; WORGALL, 2011).

Outra estrutura bacteriana que é alvo do desenvolvimento de vacinas € o flagelo, o
qual contribui para a mobilidade da célula e para sua adesdo no hospedeiro, além de ser capaz
de induzir resposta inflamatéria (GELLATLY; HANCOCK, 2013). O flagelo da P.
aeruginosa é classificado em dois tipos antigénicos. O tipo “a” é altamente heterogéneo,
sendo subdivido em 5 subtipos antigénicos. J& o tipo “b” se apresenta sorologicamente
uniforme. Consequentemente, uma vacina para ser efetiva deve portar tanto o tipo antigénico
“a” quanto o “b”, sendo assim bivalente (ROSOK et al., 1990; SHARMA; KRAUSE;
WORGALL, 2011). Um estudo realizado com 483 voluntarios com FC ndo colonizados com
P. aeruginosa, mostrou a eficidcia de uma vacina baseada em flagelo. Esses pacientes
receberam 4 injecOes de uma vacina flagelar bivalente (contendo os subtipos acaiaz e o tipo b)
ou placebo durante um periodo de 14 meses. Os individuos imunizados foram acompanhados
durante 2 anos, por meio de cultura a partir de amostras obtidas da garganta e também por
meio da presenca de anticorpos anti-Pseudomonas. A vacinagdo nao foi prejudicial, e houve o
desenvolvimento de alto titulos de 1gG anti-flagelo de longa duracdo. Os resultados finais
foram baseados na observacdo de 381 pacientes, 189 vacinados e 192 imunizados com
placebo. Registrou-se uma diminuicdo significativa na colonizacdo com a bactéria nos

pacientes vacinados (19,6%) comparado com o grupo que recebeu placebo (30,7%)
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(DORING; MEISNER; STERN, 2007). Vacinas baseadas em flagelo tém se mostrado
promissoras, mas ainda ha a necessidade de se adicionar mais tipos antigénicos de flagelo, de
modo a melhorar a eficacia e ampliar o espectro de protecdo dos individuos vacinados a uma
maior variedade de cepas (SHARMA; KRAUSE; WORGALL, 2011).

Os pili sdo estruturas na superficie da célula bacteriana, que assim como o flagelo,
auxiliam na mobilidade e na adesdo ao hospedeiro e, portanto, podem ser utilizados como
possiveis alvos para vacinas (GELLATLY; HANCOCK, 2013). Entretanto, alguns fatores
atrapalham o desenvolvimento de uma vacina baseada nos pili. Inicialmente, os antigenos
presentes nos pili sdo sorologicamente heterogéneos (CASTRIC; DEAL, 1994). Outro fator
esta relacionado com a regido C-terminal da pilina, a proteina responsavel pela composicao
do pilus. Essa regido é o local de ligacéo ao receptor presente na célula hospedeira e apresenta
epitopos conservados, de modo que sendo utilizada como antigeno, poderia gerar anticorpos
que blogueassem a fixacdo da bactéria ao hospedeiro e também poderia induzir anticorpos
com reacgdo cruzada. Porém, essa regido de ligagdo ao receptor ndo esta exposta na superficie,
0 que restringe a sua utilizacdo em vacinas (AUDETTE; IRVIN; HAZES, 2004; SHARMA,;
KRAUSE; WORGALL, 2011).

O T3SS permite a P. aeruginosa injetar proteinas efetoras patogénicas diretamente no
citosol da célula eucariotica, e para isso é necessaria a proteina PcrV, a qual est4 presente na
superficie da célula bacteriana e participa do transporte das proteinas efetoras da bactéria para
a célula alvo (GELLATLY; HANCOCK, 2013; SHARMA; KRAUSE; WORGALL, 2011).
Sawa et al. (1999) imunizaram camundongos com a proteina recombinante PcrV purificada e
em seguida os infectaram com uma dose letal da cepa PA103, em um modelo de infeccéo
pulmonar. Os anticorpos anti-PcrV induzidos apds a imunizacdo neutralizaram a proteina
PcrV, bloqueando assim o transporte das proteinas do T3SS para os macrofagos alveolares e
como consequéncia, observou-se maior sobrevivéncia dos animais imunizados com PcrV.
Outro fator de viruléncia produzido pela P. aeruginosa € a exotoxina A. Chen et al. (1999)
desenvolveram uma proteina recombinante por meio da delecdo de 38 residuos de
aminoacidos da regido carboxi-terminal da exotoxina A, a PE(A576-613). Essa delecdo ocorre
no dominio da toxina que € responsavel por inibir a sintese proteica na célula do hospedeiro,
eliminando assim a citotoxicidade da exotoxina A. Verificou-se que a imunizacdo dos animais
com a PE(A576-613) os protegeu do desafio com a exotoxina A, e isso foi possivel devido a
atividade de neutralizagdo dos anticorpos anti-PE(A576-613) induzidos pela imunizag&o.
Vacinas que tenham como alvo o T3SS e a exotoxina A se mostraram capazes de neutralizar a

citotoxicidade e patogénese destes fatores de viruléncia, porém o seu uso é limitado pois séo
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menos efetivas em promover a eliminacdo da bactéria (SHARMA; KRAUSE; WORGALL,
2011).

As Opr da P. aeruginosa constituem porinas na superficie da célula bacteriana, sendo
que OprF e Oprl sdo antigenicamente conservadas entre as diferentes cepas (SHARMA,;
KRAUSE; WORGALL, 2011). Pesquisadores elaboraram uma vacina de DNA tendo como
alvo a proteina OprF. Para isso, 0 gene que codifica essa proteina foi clonado em um
plasmideo, e este administrado aos camundongos por meio de biobalistica. A imunizacédo
induziu anticorpos IgG anti-OprF, e em ensaios de opsoniza¢do, 0 soro dos animais
imunizados com a vacina de DNA apresentou anticorpos com maior potencial de opsonizacéo
e consequentemente de fagocitose, quando comparado com 0 soro dos animais do grupo
controle, os quais receberam apenas o plasmideo sem o gene. Ap6s a imunizacdo e dois
reforcos, os animais foram infectados com a P. aeruginosa em um modelo de infeccédo
pulmonar crénica. A analise dos pulmdes mostrou reducdo nas lesdes e também na quantidade
de bactérias em contraste com o grupo controle (PRICE et al., 2001). Esse e outros resultados
demonstram que as Opr sd@o um dos antigenos mais promissores para o desenvolvimento de
vacinas contra varias cepas de P. aeruginosa (SHARMA; KRAUSE; WORGALL, 2011).

Outra abordagem de vacinacao € o uso de vacinas inativadas ou vivas atenuadas. Essas
vacinas possuem diversos componentes antigénicos de modo que podem eliciar a resposta de
diversos efetores da resposta imune do hospedeiro contra diferentes antigenos bacterianos
(SHARMA; KRAUSE; WORGALL, 2011). Cripps et al. (2006) avaliaram a seguranca e
imunogenicidade de uma vacina contendo P. aeruginosa da cepa 385 sorotipo 2 inativada por
formaldeido administrada pela via oral a individuos saudaveis. Apds o estudo, em que duas
doses foram administradas aos voluntérios, concluiu-se que a formulacdo era segura, sem
efeitos colaterais significativos associados as imunizacdes. J& na avalicdo de
imunogenicidade, verificou-se aumento na resposta de anticorpos IgA do soro dos voluntarios
vacinados, comparado com o0 soro pré-imune. Esses anticorpos foram reativos contra o extrato
contendo celulas bacterianas de P. aeruginosa, e também contra o LPS. No ensaio de
opsonizacdo, verificou-se que o soro dos individuos vacinados foi capaz de induzir a
opsonizacdo das bactérias, seguida da fagocitose e morte intracelular por uma linhagem de
macrofagos. A analise da saliva ndo mostrou aumento significativo na producdo de
anticorpos, e esse resultado pode estar relacionado com a dificuldade em se medir a resposta
de anticorpos em secre¢Ges mucosas.

Um estudo empregando bactérias vivas atenuadas foi realizado para avaliar a producéao

de anticorpos ap0s a imunizagdo. A atenuacdo se deu por meio da delecdo do gene aroA no
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genoma do sorogrupo O2/05 da cepa PAOL. Esse gene codifica uma enzima que participa da
sintese de aminoécidos aromaticos. Assim, este mutante ndo € capaz de sintetizar aminoacidos
aromaticos, ndo os obtém eficientemente do hospedeiro e consequentemente sobrevive por
periodos curtos apOs a administracdo. Para se avaliar se 0 mutante era seguro, este foi
aplicado intranasalmente em camundongos e mesmo ap0s a administracdo de grandes
concentracbes da bactéria, a formulacdo com o mutante se mostrou segura. A
imunogenicidade foi avaliada por meio da imunizacdo de camundongos e coelhos. Os
resultados mostraram que a imunizacdo intranasal induziu altos titulos de anticorpos
opsonizantes contra varias cepas do sorogrupo O2/0O5, e no caso especifico dos coelhos, a
administracdo dos mutantes também eliciou a producdo de anticorpos opsonizantes contra
cepas de sorogrupos diferentes (PRIEBE et al., 2002). Apesar das diversas vantagens de se
utilizar vacinas inativadas ou vivas atenuadas, elas podem apresentar toxicidade e alguma
viruléncia residual, o que exige maior atengdo no seu uso (SHARMA; KRAUSE;
WORGALL, 2011).

2.7 Nanoparticulas

Segundo a European Medicines Agency (EMA), nanotecnologia é o uso de estruturas
de pequeno tamanho, menores que 1000 nm, as quais sdo projetadas para apresentar
caracteristicas especificas. Uma das areas da nanotecnologia é a nanomedicina, que nada mais
é do que o emprego da nanotecnologia na area médica. Visto que as NPs sdo um dos objetos
de estudo da nanomedicina, pode-se defini-las como materiais particulados menores do que
1000 nm (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2017; HAFNER et al., 2014). Assim, é
crescente 0 uso de NPs em diversas areas da medicina moderna. Estes materiais podem ser
utilizados para a obtencdo de imagem de tecidos e células por meio da microscopia de
fluorescéncia e ressonancia magnética, para a prevencéao de infeccGes, na entrega de farmacos
e genes para o tratamento de diversas patologias, como canceres, doencas degenerativas,
oculares, respiratdrias, infecciosas e alergias (FURNO et al., 2004; MURTHY, 2007; ROY, et
al., 1999). NPs possuem caracteristicas singulares que as diferenciam de outros materiais e
que as tornam atraentes para 0 uso na area médica e farmacéutica, tais como o tamanho,
mobilidade bioldgica, reatividade quimica e razéo superficie/massa mais alta do que de outras
particulas. Essa superficie além de ser ampla, também ¢ funcional, o que permite a adsorcéo e
carregamento de numerosas moléculas ( DE JONG; BORM, 2008; MURTHY, 2007).
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Nanocarreadores tais como lipossomos, micelas, nanoparticulas lipidicas solidas,
nanoparticulas poliméricas, nanocristais e nanoparticulas metalicas, sdo utilizados como
sistemas de entrega de farmacos ou de outros compostos como peptideos, proteinas
recombinantes, vacinas e &cidos nucleicos (MARCATO; DURAN, 2008). As NPs sio
sistemas coloidais formados por estruturas complexas, os quais tém o potencial de evitar a
degradacdo enzimatica do farmaco, aumentar sua absor¢ao por possibilitar a difusdo através
do epitélio, alterar a distribuicdo do ativo nos tecidos, visando sitios especificos, 0 que pode
aumentar a concentracdo do ativo no local onde o efeito terapéutico é desejado, reduzindo
entdo a acdo do farmaco em tecidos que ndo séo alvos do tratamento, resultando na reducao
de efeitos colaterais (DE JONG; BORM, 2008; ELZOGHBY; SAMY; ELGINDY, 2012;
MARCATO; DURAN, 2008; RAHIMNEJAD; JAHANSHAHI; NAJAFPOUR, 2006).
Também podem melhorar a internalizacdo dos ativos por células, prolongar a exposicdo ao
principio ativo por meio da liberacdo controlada e atenuar uma possivel toxicidade do
farmaco sem alteracdo dos efeitos terapéuticos (DE JONG; BORM, 2008; ELZOGHBY;
SAMY; ELGINDY, 2012; MARCATO; DURAN, 2008).

O farmaco ou candidato vacinal pode ser dissolvido, ligado ou encapsulado a matriz
da NP. O carregamento do farmaco neste sistema particulado pode ocorrer em dois momentos
distintos: o ativo pode ser incorporado durante o preparo das NPs ou pode ser adsorvido nas
NPs ja formadas. Dependendo do método de producdo, esses sistemas podem ser classificados
como nanoesferas, onde o ativo é disperso de maneira uniforme na matriz, ou nanocapsulas,
onde o farmaco fica envolto por uma membrana, confinado assim em uma cavidade
(FIGURA 2) (SOPPIMATH et al., 2001).

Membrana Matriz

Farmaco

Nanocapsula Nanoesfera

Figura 2- Representacdo esquematica da estrutura de nanocapsulas
e nanoesferas.
Fonte: Adaptado de Suffredini, East e Levi (2014, p. 6).
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A liberacdo do farmaco ou composto vacinal a partir das NPs pode ocorrer por meio
da difusdo através da matriz; erosao da matriz; difusdo ao longo da matriz combinada com a
erosdo desta; difusdo ao longo da membrana, no caso de nanocapsulas; e dessor¢do do
farmaco adsorvido a superficie do carreador (SOPPIMATH et al., 2001).

NPs sdo capazes de atravessar barreiras formadas por membranas (MARCATO,;
DURAN, 2008), e assim possibilitam a entrega direcionada dos farmacos a diversos locais,
como o sistema linfatico, pulmdes, figado, baco, cérebro ou até mesmo podem permanecer
por um longo periodo na circulacdo (HANS; LOWMAN, 2002). Diversos protocolos para o
preparo desses sistemas particulados estdo disponiveis, de acordo com o farmaco a ser
utilizado e a via de entrega escolhida. E importante que os pardmetros do protocolo de
preparo selecionado sejam moldados, de modo a criar NPs com as caracteristicas desejadas
(HANS; LOWMAN, 2002; MARCATO; DURAN, 2008).

Diversos materiais podem ser utilizados para o preparo de NPs como veiculos de
entrega de vacinas, compreendendo polimeros, lipideos e copolimeros. A taxa de degradacéo,
a biocompatibilidade, lipofilicidade ou hidrofilicidade e polaridade, sdo fatores determinantes
na escolha do material a ser empregado (OYEWUMI; KUMAR; CUI, 2010).

O uso de NPs poliméricas, principalmente as biodegradaveis, demonstra um avanco
em relacdo aos métodos classicos de administracdo, principalmente no que diz respeito a
eficiéncia e efetividade. As NPs poliméricas melhoram a estabilidade dos farmacos ou
proteinas, possuem capacidade de liberacdo controlada e ainda permitem a entrega
direcionada de altas concentracfes do principio ativo no local de interesse (MARCATO;
DURAN, 2008). Essas NPs podem ser preparadas a partir de polimeros naturais, tais como
proteinas e polissacarideos, ou sintéticos, como o poli (acido latico) (PLA), poli (&cido
glicolico) (PGA) e o copolimero poli (acido latico-co-glicolico) (PLGA) (HANS; LOWMAN,
2002). E crescente o interesse no uso de polimeros naturais, devido aos efeitos toxicos
associados aos polimeros sintéticos, de modo que os polimeros de origem natural séo
considerados mais seguros (MARCATO; DURAN, 2008). Os polimeros naturais incluem a
quitosana, gelatina, alginato de sodio, colageno, caseina e albumina, os quais vem sendo
pesquisados para a entrega de nutrientes, farmacos, organismos probioticos e peptideos
bioativos (ELZOGHBY; EL-FOTOH; ELGINDY, 2011).
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2.7.1 Nanoparticulas e resposta imunologica

NPs sdo dispositivos capazes de interagir com células e outros componentes do
sistema imunoldgico, de modo a estimular ou suprimir a resposta imune. NPs podem ser
utilizadas para o desenvolvimento de vacinas, assim como podem gerar uma atividade anti-
inflamatéria (ELSABAHY; WOOLEY, 2012).

Vérias vacinas em desenvolvimento atualmente utilizam componentes dos micro-
organismos como imunogenos, ao contrario das vacinas convencionais, as quais sdo baseadas
em micro-organismos inativados, vivos atenuados ou toxoides bacterianos. Entretanto, 0s
antigenos oriundos dos patdégenos apesar de serem mais Seguros, podem nao ser
suficientemente imunogénicos (capazes de gerar uma resposta imune especifica), ou seja,
capazes de ativar linfécitos T e B (AKAGI; BABA; AKASHI, 2012). Assim, sdo necessarios
adjuvantes imunoldgicos que sejam seguros, potentes e compativeis, de modo a eliciar uma
resposta imune 6tima contra o antigeno vacinal (O’HAGAN; RAPPUOLI, 2004; SINGH;
O’HAGAN, 1999) .

Adjuvantes sdo substancias que quando administradas juntamente com o antigeno,
aceleram, prolongam e melhoram a resposta imune direcionada a esse antigeno vacinal,
produzindo maior imunidade do que o antigeno sozinho (RAMON, 1924 apud SINGH,;
O’HAGAN, 1999; VOGEL, 1995). Essas substancias sdo capazes de tornar a resposta imune
contra o antigeno vacinal mais eficiente, mas ndo sdo por si s6 imunogénicas (OYEWUMI,;
KUMAR; CUI, 2010). Tanto os tradicionais quanto os novos adjuvantes, podem ser divididos
em duas categorias: aqueles que atuam como imunoestimulantes e aqueles que atuam como
sistemas de entrega de antigenos. Os adjuvantes que atuam como imunoestimulantes ativam
as APCs por meio da interacdo com receptores e/ou por meio de outras vias, estimulando
entdo a resposta imune inata, fornecendo o contexto inflamatorio requerido para uma ativacéo
Otima da resposta imune antigeno especifica. Entre estes receptores estdo os receptores de
reconhecimento de padrdo (PRRs), como os TLRs. Ja os sistemas de entrega, direcionam 0s
antigenos para as APCs, aumentando a quantidade de antigenos que chegam até essas células
(O’HAGAN; RAPPUOLLI, 2004; O’HAGAN; VALIANTE, 2003). Apesar dessa separacao
conceitual dos adjuvantes em categorias, eles podem combinar as propriedades de
imunoestimulagéo e sistema de entrega (ROITT; DELVES, 2004).

NPs poliméricas biodegradaveis associadas a antigenos vacinais, tais como proteinas,
DNA e peptideos, vem sendo utilizadas como sistemas de entrega de vacinas e possuem

potencial imunoestimulante, funcionando entio como adjuvantes. E importante ressaltar que o
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desenvolvimento de vacinas efetivas depende em grande parte da entrega do antigeno para as
DCs, visto que essas células sdo APCs essenciais para iniciar as respostas imunoldgicas
adquiridas, principalmente a resposta imune mediada por células (AKAGI; BABA; AKASHI,
2012). Assim, o potencial adjuvante das NPs poliméricas biodegradaveis se deve a inimeros
fatores, e depende em grande parte da sua captura pelas APCs, como as DCs. As NPs
direcionam a entrega do antigeno vacinal para APCs, favorecem a sua captura, se comparado
com o antigeno soluvel, e alem disso, otimizam a ativacdo imunologica, j& que mantém o
antigeno intacto por mais tempo e assim aumentam a oportunidade para a sua captura e
processamento pelas DCs (AKAGI; BABA; AKASHI, 2012). Também podem funcionar
como depositos de antigeno, liberando-o de maneira controlada, tanto intra quanto
extracelularmente, aumentando assim sua disponibilidade para o sistema imune (RICE-
FICHT et al., 2010). Ademais, esses dispositivos sdo capazes de atuar nas DCs, levando a sua
ativacdo, maturagdo e ainda controlam a liberacdo e distribuicdo intracelular dos antigenos
(AKAGI; BABA; AKASHI, 2012) (FIGURA 3). Todos esses aspectos permitem a

potencializacdo da resposta imune humoral e celular aos antigenos vacinais.

Célula Dendritica

NPs carregadas \
Captura das Degradagao das

NPs NPs

Tamanho nanométrico

Antigeno Vacinal Liberagao intracelular do antigeny

Ativacao

Figura 3- Internalizacéo das nanoparticulas (NPs) pela célula
dendritica (DC).
Fonte: Adaptado de Akagi, Baba e Akashi (2012, p. 46).

Diversos fatores podem influenciar na resposta imunolédgica induzida pela
administracdo de antigenos associados a NPs, tais como o tamanho da particula, sua
morfologia, composicdo, potencial Zeta (carga superficial), estrutura quimica e
hidrofobicidade superficial (AKAGI; BABA; AKASHI, 2012; ELSABAHY; WOOLEY,
2012).

A resposta imune gerada pelos modelos vacinais baseados em NPs pode ser
influenciada e modulada pelo tamanho dessas particulas. Gutierro et al. (2002) avaliaram a

resposta imune de camundongos BALB/c imunizados com NPs de PLGA carregadas com
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BSA, as quais apresentavam tamanhos de 200, 500 e 1000 nm. Eles observaram que as NPs
de 200 e 500 nm eliciaram menores niveis de IgG anti-BSA do que comparado com as
particulas de 1000 nm. Do mesmo modo, em um outro estudo empregando NPs de PLA
carregadas com o antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBSAg), com uma faixa de
tamanho variando entre 200 e 600 nm, e microparticulas também de PLA carregadas com
HBsAg, com tamanhos que variaram de 2 a 8 pm, observou-se que 0S animais imunizados
com as NPs apresentaram menores niveis de anticorpos 1gG anti-HBsAg quando comparado
com 0s animais imunizados com as microparticulas (KANCHAN; PANDA, 2007). Outros
estudos, porém, mostram que particulas menores possuem maior potencial adjuvante do que
particulas maiores (OYEWUMI; KUMAR; CUI, 2010). Jung et al. (2001) sintetizaram NPs
associadas ao toxoide tetanico (TT) e utilizaram essas particulas para imunizar camundongos
BALB/c pela via oral, nasal e intraperitoneal. Eles observaram que os niveis de IgA e 1gG
apos as imunizagdes via oral e nasal, se mostraram mais elevados nos animais imunizados
com as NPs de 100 e 500 nm do que nos animais imunizados com as microparticulas com
tamanho superior a 1000 nm.

Além de influenciar a intensidade da resposta imune, como mostrado anteriormente, o
tamanho das particulas pode modular o perfil da resposta gerada, afetando assim tanto
quantitativamente quanto qualitativamente a resposta imunoldgica ao antigeno vacinal. Em
diversos estudos, os autores observaram uma tendéncia das particulas menores em induzir
uma resposta celular, e das particulas maiores em induzir uma reposta humoral (KANCHAN;
PANDA, 2007; OYEWUMI; KUMAR; CUI, 2010). Chong e et al. (2005), sintetizaram NPs
de PLGA associadas ao HBsAg com monofosfolipideo A, de aproximadamente 300 nm. Eles
constataram que 0s animais imunizados com essa formulacdo foram capazes de apresentar
uma resposta imune celular, mais especificamente com presenca de células Th1. Em um outro
estudo, onde foram preparadas NPs de PLGA carregadas com BSA, as NPs com tamanhos de
200 e 500 nm induziram menor resposta humoral, do que comparado com as particulas de
1000 nm (GUTIERRO et al., 2002).

O tamanho dessas particulas também pode influenciar o perfil de resposta das células
T CD4. Kanchan e Panda (2007) formularam NPs e microparticulas de PLA carregadas com
HBsAg. As NPs com tamanhos de 200 a 600 nm foram capturadas por macréfagos e
induziram altos niveis de IFN-y, e uma razao IgG1/IgG2a reduzida. Tanto a presenga de IFN-
v quanto de IgG2a indicam um perfil de resposta de células T CD4 do tipo Thl. Ja as
microparticulas com tamanho variando de 2 a 8§ pm, ndo foram internalizadas pelos

macrofagos, se encontrando aderidas a sua superficie. Essas particulas induziram a secrecéo
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de IL-4 e 1gG1, indicando um perfil de resposta do tipo Th2. Assim, é provavel que o sistema
imune diferencie o tamanho das particulas carreadoras de antigenos e induza respostas
imunoldgicas distintas (ELSABAHY; WOOLEY, 2013).

Além de atuar na intensidade e tipo de resposta imunoldgica, o tamanho das particulas
também influencia na sua captura pelas DCs (AKAGI; BABA; AKASHI, 2012). Foged et al.
(2005) testaram a captura de particulas de poliestireno de diferentes tamanhos, variando de
0.04 a 15 pum, por DCs imaturas diferenciadas a partir de células mononucleares isoladas de
sangue humano. As analises de captura mostraram que as NPs de 500 nm ou de tamanhos
inferiores, foram as que apresentaram a internalizacdo mais rapida e eficiente pelas DCs.

Assim como o tamanho, a carga da particula e sua morfologia sdo importantes para a
sua captura. Na maioria das vezes, particulas catibnicas ou anidnicas sdo melhor
internalizadas pelas células do que aquelas sem carga (DOBROVOLSKAIA; MCNEIL,
2007). Assume-se que quanto maior o potencial Zeta das NPs, maior sua captura, devido a
presenca de proteoglicanos negativamente carregados na superficie celular (ELSABAHY;
WOOLEY, 2012). Com relacdo a forma das NPs, ha estudos que mostram que particulas
esféricas sdo mais facilmente fagocitadas do que aquelas com formato semelhante a vermes
(CHAMPION; MITRAGOTRI, 2009).

NPs também podem levar a ativacdo do sistema complemento. As proteinas do
complemento podem se ligar a receptores presentes em células da linhagem mieloide e
linfoide, de modo a regular a resposta de linfécitos e outras células imunes. Dessa forma, o
sistema complemento pode melhorar a reposta das células B ao antigeno, assim como pode
promover a ativacdo de DCs e células T (CARROLL, 2004, REDDY et al., 2007;
DOBROVOLSKAIA et al., 2008). Reddy et al. (2007) sintetizaram NPs capazes ativar o
complemento, e exploraram este sistema como um sinal de alarme da imunidade inata, em
uma estratégia adjuvante alternativa. Eles introduziram as NPs pela via intradérmica de ratos
e observaram que a ativacdo do complemento foi capaz de estimular as DCs.

Quando as NPs séo administradas pela via intravenosa, entram em contato com varios
componentes do sistema imune. Apoés a introducdo por essa via, as NPs sdo expostas quase
gue imediatamente a células sanguineas e a proteinas (ELSABAHY; WOOLEY, 2013). Em
resposta as NPs, assim como em resposta a qualquer material estranho que entra no
organismo, 0 corpo monta uma resposta biologica. Assim, pode ocorrer a adsorcdo de
proteinas ao redor da superficie das particulas, levando entdo & formacdo de uma coroa
proteica. Propriedades das NPs, como carga superficial, hidrofobicidade, tamanho, formato e

composicao, podem influenciar em sua associagédo a proteinas (AGGARWAL et al., 2009). A
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opsonizacdo das NPs pelas proteinas, sua interacdo com as células do sangue e a composicao
da coroa proteica, definem a biodistribuicéo e eficacia terapéutica desses nanocarreadores. Os
elementos mais comumente encontrados na coroa proteica sdo imunoglobulinas, albumina,
proteinas do sistema complemento, fibrinogénio e apolipoproteina (ELSABAHY; WOOLEY,
2013). Apesar de algumas proteinas serem especificas para determinadas NPs, sugere-se que
pelo fato desses elementos proteicos serem abundantes no sangue, sejam encontrados ligados
a superficie das NPs. O que ndo estad bem estabelecido ainda é a afinidade dessas proteinas
pelas NPs (CEDERVALL et al., 2007 apud AGGARWAL et al., 2009; AGGARWAL et al.,
2009).

E importante destacar que a adsor¢io de elementos proteicos nas NPs é um dos
maiores obstaculos in vivo para sua estabilidade e entrega no sitio de interesse. A ligacdo de
proteinas, tais como imunoglobulinas e componentes do complemento, é capaz de induzir a
fagocitose das NPs por células fagocitarias mononucleares, removendo-as assim da
circulacdo. A captura das NPs revestidas por proteinas pelos fagécitos, é também um dos
obstaculos que as impede de chegar no tecido alvo do tratamento (AGGARWAL et al., 2009;
ELSABAHY; WOOLEY, 2012). Com relacdo a estabilidade, a opsonizacdo das NPs pode
desestabiliza-las e levar a liberacdo precoce do ativo carreado (ELSABAHY; WOOLEY,
2012).

Apesar de a opsonizacdo e fagocitose das NPs serem obstaculos para a entrega de
farmacos em tecidos alvos do tratamento, em alguns casos esses processos podem ser
benéficos, como por exemplo no desenvolvimento de vacinas. A opsonizacdo das NPs por
imunoglobulinas, por exemplo, pode facilitar a fagocitose dessas particulas por parte das
APCs. Essa maior fagocitose beneficia a ativacdo das células da imunidade adquirida pelas
APCs, o que melhoraria a eficacia vacinal (PANTIC, 2011). Porém deve-se atentar também
gue a opsonizacdo das NPs por imunoglobulinas pode levar a formacgdo de imunocomplexos.
Sabe-se que a deposi¢do de imunocomplexos, principalmente nos vasos e no tecido renal,
induz uma resposta inflamatoria que é dependente do complemento, a qual pode ser lesiva
(FLIGIEL et al., 1984; WARD; FATTAHI; BOSMANN, 2016).

Além de atuarem como adjuvantes vacinais melhorando a resposta imune antigeno
especifica, as NPs podem ser imunogénicas, ou seja, capazes de induzir uma resposta imune
especifica que as tenha como alvo. A imunogenicidade das NPs é resultado de suas
caracteristicas fisico-quimicas, como carga, tamanho e hidrofobicidade. O farmaco que esta
sendo carregado, 0 modelo animal utilizado e via de administragdo também interferem na sua
imunogenicidade (ELSABAHY; WOOLEY, 2013).
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Macromoléculas e NPs podem ser internalizadas pelas células de mamiferos por meio
da endocitose (DOBROVOLSKAIA; MCNEIL, 2007). A endocitose das NPs depende da sua
composicdo, carga, tamanho, forma e também depende do tipo e densidade das celulas
presentes (ELSABAHY; WOOLEY, 2012). Existem varios tipos de endocitose, sendo que em
todos eles ocorre a formacéo de vesiculas intracelulares oriundas da membrana plasmatica. A
endocitose pode ser dividida em duas categorias: fagocitose, que é a captura de particulas
grandes, geralmente com mais de 0,5 um, e pinocitose, que é a internalizacdo de fluidos e
solutos. Como a pinocitose permite a internalizacdo de fluidos que circundam a célula, as
substancias presentes nesses fluidos também serdo capturadas (CONNER; SCHMID, 2003;
IVERSEN; SKOTLAND; SANDVIG, 2011).

Diversas vias de administracdo podem ser consideradas para a imunizagdo com NPs.
Esses sistemas podem ser administrados pela via intravenosa, subcuténea, intramuscular,
intraocular, nasal, oral, intraperitoneal, vaginal e retal (ELSABAHY; WOOLEY, 2012;
ELSABAHY; WOOLEY, 2013; KONG et al., 2011). O destino das NPs ap6s a administracdo
subcutanea varia dependendo de seu tamanho. NPs menores do que 100 nm sdo drenadas
diretamente para os capilares linfaticos por meio dos espacos presentes nas celulas
endoteliais. J& as que possuem tamanho acima de 100 nm, sdo fagocitadas pelas DCs, as quais
migram entdo para os capilares linfaticos (PITAKSUTEEPONG, 2005).

2.7.2 Nanoparticulas de albumina sérica

A albumina sérica € a proteina com maior abundancia no plasma sanguineo dos seres
vertebrados, podendo ser encontrada em uma concentracdo de até 50 mg/mL no plasma
humano (MERLOT; KALINOWSKI; RICHARDSON, 2014). Essa proteina é biodegradavel,
de modo que ndo se acumula de forma definitiva nos tecidos, biocompativel e metabolizada in
vivo em produtos finais ndo toxicos. Além disso, a albumina é facil de purificar, estavel e
hidrofilica (ELZOGHBY; SAMY; ELGINDY, 2012; RAHIMNEJAD; JAHANSHAHI,
NAJAFPOUR, 2006). A albumina é estavel no pH entre 4 e 9, e pode ser aquecida por mais
de 10 horas em uma temperatura de 60 °C sem efeitos danosos (ZHAO et al., 2010). Assim, a
albumina € um candidato promissor para o preparo de NPs poliméricas biodegradaveis. NPs a
base de albumina podem ser preparadas facilmente, sendo que as trés principais técnicas de
preparo sdo a coacervacdo (dessolvatacdo), emulsificacdo ou geleificacdo térmica
(ELZOGHBY; SAMY; ELGINDY, 2012).
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No processo de coacervacdo ou dessolvatacdo, a albumina dissolvida em &gua
ultrapura (pH entre 7 e 9) é transformada em NP pela adi¢do gota a gota de um agente de
dessolvatacdo (etanol ou acetona) sob agitacdo constante até a obtencdo de uma solucéo
opalescente (ELZOGHBY; SAMY; ELGINDY, 2012; LANGER et al., 2003; NIKNEJAD;
MAHMOUDZADEH, 2015). A adigdo do agente de dessolvatagdo faz com que ocorra uma
reducdo na solubilidade da albumina com relacdo a agua. As particulas de albumina formadas
ainda nédo se encontrando completamente estabilizadas na solucdo aquosa, podem redissolver
(ELZOGHBY; SAMY; ELGINDY, 2012). Para a estabilizacdo das particulas formadas, é
adicionado no coacervado, ainda sob agitagdo, um agente de reticulacdo, como o glutaraldeido
(MERODIO et al., 2001; NIKNEJAD; MAHMOUDZADEH, 2015). O glutaraldeido reage
apenas com 0s grupos amino na superficie da particula, e essa reticulacdo tem como resultado
a ligacdo de dois grupos amino pelo aldeido (WEBER et al., 2000). Essa etapa de reticulacédo
influencia na biodegradabilidade e na liberagéo do ativo (LEE; SOKOLOSKI; ROYER, 1981
apud WEBER et al., 2000). Ap6s o periodo de incubacdo da solugdo de albumina com o
glutaraldeido, as nanoparticulas podem ser centrifugadas para sua purificacdo, de modo a
retirar a albumina livre e 0 excesso de glutaraldeido. O precipitado formado apds o processo
de centrifugacdo pode ser entdo ressuspendido em solugdo de tampéo fosfato salina (PBS),
para a recuperacao das NPs formada (MERODIO et al., 2001). Este método de producdo de
NPs a base de albumina apresenta como vantagens a ndo necessidade de aparelhagem
complexa e dispendiosa, e 0 uso de reagentes relativamente simples e de facil aquisicdo. A
desvantagem esta relacionada com a reprodutibilidade deste método, visto que em algumas
etapas é uma técnica estritamente manual e assim podem haver variacbes nas NPs obtidas
dependendo do experimentador. A Figura 4 mostra o processo de preparo de nanoesferas de

albumina pelo método de coacervacao.
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Figura 4- Preparo de nanoesferas de albumina pela técnica de coacervacéo.
Fonte: Adaptado de Rahimnejad; Mokhtarian e Ghasemi (2009, p. 4740).
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A emulsificagdo é realizada misturando-se uma fase orgénica, como um o6leo, a fase
aquosa, como a solucdo de albumina. Assim, ocorre a dissolucdo de substancias lipofilicas em
um solvente organico, o qual é emulsionado em uma solucdo aquosa. Este processo leva entéo
a formacao de particulas, as quais podem ser estabilizadas por meio do tratamento térmico ou
quimico (ELZOGHBY; SAMY; ELGINDY, 2012; SUNDAR; KUNDU; KUNDU, 2010).
Este método apresenta certas desvantagens como a necessidade de se adicionar solventes
organicos para a remocao tanto dos surfactantes utilizados para a estabilizacdo das emulsdes
quanto para a remocao dos residuos de 6leo adicionados no processo (LANGER et al., 2003).

A técnica de geleificacdo térmica é baseada em uma sequéncia de processos, 0S quais
envolvem o desdobramento proteico como resultado do aquecimento, seguido por interagdes
proteina-proteina, tais como ligacdes de hidrogénio, interacGes hidrofobicas e eletrostaticas e
reacOes de troca sulfidril-dissulfeto (QI et al., 2010).

Em virtude da presenca de diversos sitios de ligacdo na molécula de albumina, uma
grande quantidade de farmaco pode ser associada a sua matriz (MULLER; LEUENBERGER,;
KISSEL, 1996). De acordo com Elzoghby, Samy e Elgindy (2012) e Irache et al. (2005),
devido a sua estrutura priméaria definida e a presenca de aminoacidos carregados, como a
lisina, as NPs produzidas com albumina permitem a adsorcdo eletrostatica de moléculas
carregadas positivamente, como o ganciclovir, um farmaco antiviral e também permitem a
adsorcdo eletrostatica de moléculas carregadas negativamente, como oligonucleotideos
(GASELOWITZ; NECKERS, 1995; MERODIO et al., 2001). Além disso, as NPs de
albumina também podem se associar aos farmacos por meio de ligacdo covalente (MERODIO
etal., 2001).

A proteina albumina pode ser obtida comercialmente a partir de fontes diversas, como
exemplo a BSA, albumina sérica humana (HSA), leite, gréos e clara de ovo (ELZOGHBY;
SAMY; ELGINDY, 2012). A BSA ¢é amplamente empregada em pesquisas que utilizam
modelos proteicos, visto sua importancia médica, baixo custo, propriedades atipicas de
ligacdo a compostos, facilidade de purificacdo, estabilidade, alem de ser homdéloga a HSA.
Essa proteina possui um peso molecular de 69323 Da, 607 aminoacidos e um ponto
isoelétrico de 4.7 na agua a 25 °C (HU et al., 2006; TANTRA; TOMPKINS; QUINCEY,
2010).

A albumina pode ser utilizada como veiculo para agentes terapéuticos, melhorando o
perfil farmacocinético do farmaco, de modo que um grande nimero de terapias baseadas em
albumina estd atualmente na fase clinica de testes (WEISSIG; PETTINGER; MURDOCK,

2014). Um dos melhores exemplos do emprego da albumina em terapias é o Abraxane®,
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desenvolvido pela American Bioscience. O Abraxane® compreende NPs com tamanho de 130
nm, preparadas a partir de HSA conjugadas com o farmaco paclitaxel, utilizado para o
tratamento de cancer de mama. Essas NPs alteram a farmacocinética do paclitaxel, levando ao
seu acumulo no sitio tumoral (ELSADEK; KRATZ, 2012; WEISSIG; PETTINGER,;
MURDOCK, 2014). O Abraxane® foi aprovado inicialmente em 2005 pela U.S. Food and
Drug Administration (USFDA) para o tratamento de céncer de mama metastatico, e em
seguida aprovado em mais de 40 paises em todo o mundo (ELSADEK; KRATZ, 2012). Além
do Abraxane®, NPs de albumina tém sido utilizadas para encapsular outros farmacos anti-
cancer, como o docetaxel, o inibidor da proteina de choque térmico Hsp90, o taxano CY 196,
entre outros (KOUCHAKZADEH; SAFAVI; SHOJAOSADATI, 2015).

Os trabalhos que utilizam NPs de albumina para o preparo de vacinas foram
produzidos pelo nosso grupo de pesquisa. Silva et al. (2012) avaliaram a producdo de
anticorpos 1gG anti-DENV em camundongos imunizados com NPs de BSA adsorvidas com
0s 4 sorotipos do DENYV inativado. Observou-se alta producédo de anticorpos IgG anti-DENV
nos camundongos imunizados com as NPs contendo os virus inativados. Entretanto, 0s
anticorpos produzidos pelos animais imunizados com as NPs contendo os virus inativados ndo
apresentaram atividade neutralizante. Em um outro estudo, Rodrigues et al. (2013)
verificaram a capacidade de NPs de BSA contendo proteinas totais da P. aeruginosa ATCC
27853 aprisionadas, em proteger camundongos infectados pela via nasal com esse patdgeno.
O grupo de animais imunizados com a formulacdo contendo NPs associadas aos antigenos
bacterianos, apresentaram alta producdo de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa. Os
camundongos imunizados com as NPs associadas aos antigenos bacterianos também
mostraram menor inflamagéo pulmonar. Esses resultados indicam que a formulagdo de NPs
associadas a antigenos da bactéria P. aeruginosa é capaz de induzir uma resposta funcional
em um modelo animal de infeccdo com esse patdgeno, de modo que é uma plataforma
promissora para o desenvolvimento de vacinas anti-P. aeruginosa.

A bactéria P. aeruginosa é, portanto, um importante patdgeno oportunista associado
principalmente a pacientes imunossuprimidos e com FC. Uma vez estabelecida a infeccdo, o
tratamento é dificultado, dada sua resisténcia intrinseca e adquirida a uma ampla variedade de
antimicrobianos. Devido a isso, diversas vacinas foram e estdo sendo avaliadas com o intuito
de tornar os individuos resistentes a infeccdo. Apesar do intenso esforgo em se desenvolver
métodos imunoprofilaticos que previnam a infec¢do causada pela P. aeruginosa, ainda ndo
estd disponivel no mercado nenhuma vacina contra esse patdgeno. NPs tém mostrado

potencial como sistemas de entrega de antigenos vacinais com atividade adjuvante, de modo
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que estdo sendo cada vez mais exploradas como modelos vacinais. Dessa forma, esta pesquisa
pretende avaliar a eficacia de NPs de BSA associadas aos antigenos totais de P. aeruginosa
ATCC 27853, em induzir protecdo contra o desafio em modelo murino utilizando a cepa

virulenta de P. aeruginosa PA14.



46

3 OBJETIVOS

Neste topico serdo apresentados o objetivo geral e objetivos especificos deste trabalho.

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial das nanoparticulas de albumina sérica bovina associadas aos
antigenos totais de P. aeruginosa ATCC 27853 em induzir protecdo contra a infeccao nasal

utilizando a cepa virulenta de P. aeruginosa em modelo murino.

3.2 Objetivos Especificos

a) obter nanoparticulas de albumina sérica bovina associadas aos antigenos totais de P.
aeruginosa ATCC 27853;

b) caracterizar fisicamente, quanto a morfologia, carga e tamanho, as nanoparticulas de
albumina sérica bovina produzidas;

C) avaliar a taxa de captura das nanoparticulas produzidas pelas células RAW 264.7 e
BHK-21;

d) avaliar a citotoxicidade das nanoparticulas produzidas sobre células RAW 264.7 e
BHK-21;

e) avaliar a producdo de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa e anti-BSA nos camundongos
imunizados com as nanoparticulas produzidas;

f)  quantificar a carga bacteriana, a taxa de sobrevivéncia, a produgéo de citocinas e 0s
aspectos histopatolégicos nos pulmdes dos animais imunizados e infectados com a P.

aeruginosa PA14.
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4 MATERIAL E METODOS

Neste topico serdo descritas as metodologias empregadas neste trabalho.

4.1 Cepas bacterianas e condigdes de cultivo

A bactéria P. aeruginosa ATCC 27853 foi doada pela professora doutora Luciene
Andrade da Rocha Minarini do Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da
Universidade Federal de Alfenas. Ja a bactéria P. aeruginosa PA14 foi cedida pela professora
doutora Regina Baldini do Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo. Ambas as
cepas foram armazenadas a -80 °C até 0 momento do uso.

Para o cultivo da P. aeruginosa ATCC 27853, 500 pL de P. aeruginosa ATCC 27853
congelada em 20% de glicerol foram inoculados em 5 mL de caldo Luria Bertani (LB) e
incubados em estufa por 24 horas a 37 °C. Os 5 mL da cultura foram posteriormente
inoculados em 50 mL de caldo LB e incubados em estufa por 48 horas a 37 °C. Ja para o
cultivo da P. aeruginosa PA14, 1 mL de P. aeruginosa PA14 congelada em 20% de glicerol
foram inoculados em 5 mL de caldo LB e incubados em agitador horizontal a 180 rpm a 37 °C
por 48 horas.

4.2 Extracdo das proteinas totais

Para a extracdo das proteinas da P. aeruginosa ATCC 27853 e PA14, os 50 mL da
cultura foram centrifugados a 2944 g durante 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento congelado a -20 °C. O sedimento foi entdo lisado a temperatura ambiente sob
agitacdo durante 60 minutos utilizando 5 mL de tampéo de lise (Guanidina 6 M pH 8,0) com
0,5 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF). O lisado foi centrifugado a 9800 g durante
30 minutos e o sobrenadante coletado para a realizacdo da diélise. A dialise foi realizada
utilizando membranas de dialise com poros de 12 kDa (Sigma-Aldrich, EUA) em PBS sob
agitacdo a 4 °C por 16 horas. O dialisado foi armazenado a -20 °C para posterior determinagao
da concentragdo proteica por meio do ensaio do acido bicinconinico (BCA) (Sigma-Aldrich,
EUA). Em seguida, as proteinas totais de P. aeruginosa foram separadas por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) utilizando o aparato Bio-Rad Mini
Protean (Bio-Rad, EUA) e coradas por meio de Coomassie Blue.
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4.3 Preparo e caracterizacdo das nanoparticulas

Para a producéo de NPs associadas aos antigenos totais de P. aeruginosa (NPPa), 500
Kg de antigenos proteicos totais de P. aeruginosa ATCC 27853 foram incubados com 3 mL
de solucdo aquosa de BSA (2% m/v; pH=7,2) (Sigma-Aldrich, EUA) durante 30 minutos sob
agitacdo constante a temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a etapa de coacervagéo,
adicionando-se etanol gota a gota (etanol:dgua relacdo 1,5:1) em agitacdo constante. Apos a
etapa de coacervacao, afim de se estabilizar as particulas formadas, foi feita a reticulacdo ou
ligagdo cruzada, adicionando-se 50 pL de glutaraldeido a 25%. A solucdo ficou sob agitacdo
constante durante 2 horas a temperatura ambiente. Para a purificacdo, centrifugou-se a
solucdo a 6800 g durante 15 minutos, para eliminar o BSA livre e 0 excesso de glutaraldeido.
Os sobrenadantes foram removidos e os sedimentos ressupendidos em PBS estéril, em uma
concentracdo final de 20 mg/mL. Também foram produzidas NPs vazias, ou seja, contendo
apenas BSA (NPV) (SILVA et al., 2012).

As NPs foram caracterizadas quanto a morfologia por meio da Microscopia de Forca
Atdmica (AFM), utilizando o microscopio de forca atdbmica Veeco Multimode (Veeco, EUA).
O tamanho das particulas e indice de polidispersdo, foram determinados por meio da técnica
de Dispersdo Dinamica de Luz (DLS), enquanto que o potencial Zeta, foi determinado por
meio da técnica de Laser Doppler. Todas essas caracterizagdes foram realizadas utilizando-se
0 equipamento Zetasizer (Malvern Zetasizer Nano SZ, Reino Unido), as quais foram

executadas na Universidade Federal do Piaui, Campus Parnaiba.

4.4 Preparo de nanoparticulas fluorescentes

Para a producdo de NPs fluorescentes, realizou-se 0 mesmo procedimento descrito
anteriormente, porém antes de proceder ao processo de coacervacdo, foi adicionado a solugéo
de BSA e antigeno, 50 pL de isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Sigma-Aldrich, EUA) a 1

mg/mL diluido em etanol.
4.5 Avaliacéo da taxa de captura em células RAW 264.7 e BHK-21
As células RAW 264.7 sdo uma linhagem celular macrofégica oriunda do sangue de

camundongos, enquanto as células BHK-21 sdo fibroblastos oriundos do rim de hamsters

bebé. As células RAW 264.7 e BHK-21 foram cultivadas em meio essencial minimo
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modificado por Dulbecco (DMEM) (Vitrocell embriolife, Brasil) contendo 10% e 5% de soro
fetal bovino (SFB) (Vitrocell embriolife, Brasil), respectivamente, e antibidticos
Penicilina/Estreptomicina (P/E) (Vitrocell embriolife, Brasil) e antifingico Anfotericina B
(AnfB, Vitrocell embriolife, Brasil). As células foram cultivadas em uma concentracdo de
1x10° células por pogo em placas de 6 pogos (Kasvi, Brasil), sobre laminulas de 24x24 mm
previamente esterilizadas. Apos 48 horas de incubacdo a 37 °C e 5% de COo, foi adicionado a
cada poco 1 mL de uma solucdo de NPs fluorescentes a 2 mg/mL. Como controle de células,
utilizou-se células ndo tratadas. Ap6s 4 e 24 horas, 0 meio de cultura foi removido, as
laminulas lavadas 2 vezes com 2 mL de PBS e em seguida fixadas com 2 mL de PBS
contendo 10% de formaldeido por 15 minutos. Os nucleos foram corados com o corante
bisbenzimida H33258 (Sigma-Aldrich, EUA). Para isso, o fixador foi retirado dos pocos e
adicionado 1 mL de bisbenzimida H33258 a 1 pug/mL diluido em PBS sobre as laminulas por
10 minutos. Apos esse intervalo, a solucdo de bisbenzimida H33258 foi removida e as
laminulas lavadas com PBS. Em seguida, posicionou-se as laminulas em laminas de
microscopia para a visualiza¢do das células no microscopio de fluorescéncia Leica DM750
(Leica Microsystems, Alemanha) e a porcentagem de células positivas, as quais
internalizaram as NPs, foi determinada em relagdo ao nimero total de células em pelo menos

10 campos diferentes.

4.6 Avaliacdo da citotoxicidade

A avaliacdo da citotoxicidade das NPPa, NPV e das proteinas totais de P. aeruginosa
ATCC 27853 (PPa), foi realizada utilizando-se o método de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetraz6lio (MTT) (Sigma-Aldrich, EUA). Células RAW 264.7 e BHK-21,
cultivadas em meio DMEM (Vitrocell embriolife, Brasil) contendo 10% e 5% de SFB
(Vitrocell embriolife, Brasil), respectivamente, e antibidticos P/E (Vitrocell embriolife,
Brasil) e antifungico AnfB (Vitrocell embriolife, Brasil), foram cultivadas em uma
concentragdo de 1x10* células por poco, cada um contendo 100 pL de células, em placas de
96 pocos (TPP, Suica). Apds 24 horas de incubacdo a 37 °C e 5% de COy, as células foram
tratadas com PPa, NPPa e NPV, diluidos de maneira seriada. As concentracdes das NPs
variaram de 2000 a 156 pg/mL, enquanto que as concentracdes das PPa variaram de 198 a 1,5
pg/mL. As células foram incubadas a 37 °C a 5% de CO2 por 48 horas. Posteriormente, foram
adicionados 10 pL de MTT (5 mg/mL) em cada um dos pocgos, e as células incubadas a 37 °C

e 5% de CO; durante 4 horas. Em seguida, o meio foi removido e adicionados 100 pL de
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dimetilsuféxido (DMSQO) em cada poco para a solubilizacdo dos cristais de formazan. Agitou-
se suavemente a placa por 15 minutos e a absorbancia foi medida no leitor de microplacas
Anthos Zenyth 200rt (Biochrom, Reino Unido) a 570 nm.

Além de se analisar a citotoxicidade das PPa sobre as células RAW 264.7 e BHK-21
durante o periodo de 48 horas, avaliou-se também a citotoxicidade das PPa e das proteinas
totais de P. aeruginosa PA14 sobre as células RAW 264.7 durante um periodo de 24 horas. O
mesmo procedimento descrito anteriormente foi utilizado para a avaliacdo da citotoxicidade
das proteinas de ambas as cepas sobre as células RAW 264.7 por 24 horas. As concentracdes

das proteinas variaram de 198 a 0,0967 pg/mL.

4.7 Protocolo de imunizacéo

Camundongos Swiss fémeas de seis a oito semanas de idade foram mantidos com
acesso livre a agua e racdo. O projeto foi submetido ao Comité de Etica Animal da Instituicéo
e aprovado (645/2015). Os animais foram imunizados pela via subcutanea nos dias 0, 7 e 14
com 100 pL de NPV ou NPPa na concentracdo final de 20 mg/mL. Outros animais foram
tratados com 100 pL de PBS ou com 100 pL de PBS contendo 5 pg de PPa, como controles
negativos e positivos, respectivamente. Os camundongos foram anestesiados com 100 pL de
uma solugdo de PBS contendo 1,53 mg/mL de Xilazina (Anasedan, Ceva, Brasil) e 30,67
mg/mL de Quetamina Agener (Agener Unido, Brasil), pela via intraperitoneal, e 0 sangue
coletado pela veia submandibular 7 dias ap6s a ultima imunizacdo para a avaliacdo da

producdo de anticorpos especificos para os antigenos totais de P. aeruginosa e para BSA.

4.8 Ensaio de Imunoadsorcdo Enziméatica (ELISA) para deteccdo e titulacdo de

anticorpos IgG total anti-P. aeruginosa e anti-BSA

Ap0s a coleta do sangue dos camundongos, este foi mantido a 4 °C por 1 hora, e em
seguida centrifugado a 600 g durante 10 minutos. O soro foi recolhido e congelado a -20 °C
até o momento de realizacdo do ELISA para a quantificagdo de anticorpos IgG total anti-P.
aeruginosa e anti-BSA. Para a realizacdo do ELISA, utilizaram-se placas de microtitulacédo de
96 pocos Nunc MaxiSorp® (eBIOSCIENCE, EUA). Os pocos foram revestidos com 0s
antigenos totais de P. aeruginosa (20 pg/mL) ou com BSA (20ug/mL), diluidos em tampéo
carbonato-bicarbonato (0,1 M pH 9,6). Foram adicionados 100 pL da solugdo por poco, e a

placa incubada por 16 horas a 4 °C. No dia seguinte, a placa foi lavada trés vezes com solucao
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de PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T), 300 pL por poco, e depois bloqueada com
200 pL de PBS-T acrescido de 5% de leite em p6 desnatado (Molico® Nestlé, Brasil) durante
2 horas a 37 °C. Em seguida, a placa foi lavada seis vezes com PBS-T, 300 uL por poco, e
posteriormente foram adicionados 96 uL de PBS-T e 4 uL dos soros dos animais, em uma
concentracédo final de 1:25. A placa foi incubada por 1 hora a 37 °C. Nos pogos de branco,
foram adicionados 100 pL do PBS-T. Apos esse periodo, lavou-se a placa novamente quatro
vezes com PBS-T, 300 uL por poco, e foram acrescentados 100 pL de anticorpos anti-1gG de
camundongo conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA) diluido 1:2000 em PBS-T, por
poco. A placa foi incubada por 1 hora a 37 °C. Em seguida, a placa foi lavada quatro vezes
com PBS-T, 300 pL por poco, e depois foram adicionados 100 pL por pogo de uma solugéo
de Dicloridratado de O-Fenilenodiamina (OPD) (Sigma-Aldrich, EUA) em tampé&o citrato-
fosfato (0,1 M de acido citrico, 0,1 M de fosfato de sodio, pH 4,5) com 0,08% de H202. Ap6s
a adicdo da solucdo, a placa foi incubada durante 15 minutos a temperatura ambiente,
protegida da luz, e ap6s este tempo, as densidades Opticas foram lidas a 450 nm em um leitor
de microplacas Anthos Zenyth 200rt (Biochrom, Reino Unido).

Também foi realizada a titulacdo dos anticorpos presentes nas amostras, e para isso,
diluiu-se os soros dos animais de cada grupo de maneira seriada, com concentragdes variando
de 1:25 a 1:3200. O valor de corte foi definido como a média das leituras de absorbéancia do
controle negativo (animais tratados com PBS) mais duas vezes o desvio padrdo. O titulo
registrado foi a maior diluicdo de cada amostra de soro que apresentou reatividade acima do
valor de corte (RODRIGUES et al., 2013).

4.9 Desafio dos animais imunizados

Duas semanas ap0s a Ultima imunizacdo, os animais foram anestesiados com 100 uL
de uma solucgéo de PBS contendo 1,53 mg/mL de Xilazina (Anasedan, Ceva, Brasil) e 30,67
mg/mL de Quetamina Agener (Agener Unido, Brasil) pela via intraperitoneal. Em seguida,
eles foram desafiados com 10 uL da bactéria em meio LB em cada narina (8 x 10’
UFC/animal) de uma cultura de P. aeruginosa PA14 crescida por 48 horas (4 x 10° UFC/mL;
Densidade oOptica a 600nm = 1,253) (TANG; KAYS; PRINCE, 1995; ALLEWELT et al.,
2000; GRASSME et al., 2000; CUI et al., 2015; LI et al., 2016). A mortalidade foi avaliada
em um prazo maximo de 48 horas apés a infecgdo. Os animais que permaneceram vivos apos
48 horas foram eutanasiados atraves da administracdo excessiva de anestésico. Os pulmdes

foram coletados para determinacdo do nimero de unidades formadoras de coldnia (UFC) por
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miligrama de tecido, para analise da producdo de citocinas e para a avali¢cdo histopatoldgica.
Animais ndo imunizados e ndo infectados (NI) foram utilizados e serviram como controle da

infeccdo.

4.10 Determinacdo do numero de unidades formadoras de col6nia no pulm&o dos
animais infectados

Os pulmdes direitos foram coletados, pesados e homogeneizados em 1 mL de PBS
contendo PMSF 0,5 mM. Ap6s a homogeneizagdo, foram realizadas dilui¢bes seriadas das
suspensdes (1071 a 10°) e 50 pL de cada diluicio foram plaqueados em placas de 6 pogos
contendo agar LB. As placas foram incubadas durante 24 horas a 37 °C e apds este periodo,

realizou-se a contagem de UFC.

4.11 Quantificacao de citocinas no pulmao dos animais infectados

As suspensdes dos pulmdes direitos ndo diluidas foram centrifugadas a 2655 g durante
10 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes foram recolhidos e congelados a -80 °C para posterior
dosagem das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-17A e IL-10 por citometria de
fluxo utilizando o kit BD Cytometric Bead Array Mouse Th1l/Th2/Th17 (BD Biosciences,
EUA), e o equipamento BD FACSVerse (BD Biosciences, EUA), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Essa analise foi realizada no Instituto René Rachou/Fiocruz Minas
Gerais, em Belo Horizonte. A ferramenta Heatmapper foi utilizada para representar os niveis
de expressdo das sete citocinas nos diferentes grupos na forma de um mapa de aquecimento

(Heatmap).

4.12 Histopatologia

Os pulmdes esquerdos dos camundongos foram coletados e fixados a temperatura
ambiente, utilizando formaldeido 10% diluido em PBS. Posteriormente, foram desidratados
em etanol e incluidos em parafina. Secg¢des de 5 pm foram obtidas em micrétomo rotativo e
coradas com hematoxilina e eosina. Os cortes histoldgicos foram examinados sob
microscopio oOptico AxioCam ICc3 (Zeiss, Alemanha) e as imagens foram capturadas
utilizando-se o programa AxioVision (Zeiss, Alemanha), nos aumentos de 40x e 100x.
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Os cortes foram avaliados em andlises de duplo-cego com relacéo a lesdo pulmonar, a
qual foi graduada de O (normal) a 4 (severa) em 3 categorias: inflamagdo intersticial,
congestdo vascular e edema. A pontuacdo de lesdo pulmonar (escore histopatologico) foi
calculada pela soma das pontuacfes individuais de cada categoria (ITOH et al., 2007).
Também foi determinado o nimero de leucécitos mononucleares (MN) e polimorfonucleares

(PM) presentes no tecido pulmonar em 10 campos aleatorios ndo coincidentes.

4.13 Analises estatisticas

As andlises estatisticas dos resultados foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism® 4.0. As andlises foram realizadas por meio da analise multivariada de
Kruskal-Wallis, seguido de um pds teste de Dunn. A anélise estatistica da carga bacteriana foi
realizada utilizando a analise de variancia, seguido de um pos teste de Tukey. A andlise
estatistica da curva de mortalidade foi realizada utilizando o teste de Kaplen Meyer. O nivel

minimo de significancia aceito foi de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

As proteinas totais da P. aeruginosa ATCC 27853 foram extraidas e separadas por
meio da eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE). O perfil eletroforético
obtido apds a separacdo € apresentado na Figura 5. E possivel observar a presenca de
proteinas de diversos tamanhos, indicando a presenca de diferentes proteinas no extrato

antigénico obtido.

1 2 kDa

Figura 5- Perfil eletroforético obtido pela separagdo das
proteinas de P. aeruginosa ATCC 27853 por
meio da eletroforese em gel de poliacrilamida
12% (SDS-PAGE). A canaleta 1 contém as
proteinas extraidas da P. aeruginosa ATCC
27853 e a canaleta 2 conttm o padrdo
molecular.

Fonte: Da autora

Os antigenos obtidos da P. aeruginosa ATCC 27853 foram empregados para o
preparo das nanoesferas de BSA, através do método de coacervacdo. A analise de DLS e
Laser Doppler, mostrou que as NPPa sintetizadas tiveram um didmetro médio de 272,5 +
12,73 nm e um potencial Zeta médio de -44 mV, sendo que estes valores foram muito
proximos aos valores de 261,7 + 17,25 nm e -32 mV obtidos para a NPV (TABELA 1). Com
relacdo ao indice de polidispersédo, os valores encontrados foram 0,3334 + 0,119 e 0,2864 +
0,080 para as NPPa e NPV, respectivamente. A Figura 6 mostra as imagens de AFM das NPs
e conforme esperado, as NPs produzidas possuem formato esférico.
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Tabela 1 — Diametro médio, potencial Zeta e indice de polidisperséo das nanoparticulas (NPs) de albumina sérica
bovina (BSA) obtidos pela técnica de Dispersdo Dinamica de Luz (DLS) e Laser Doppler.

Diametro Médio (nm) | Potencial Zeta (mV) Polidispersao
NPPa 2725+12,73 -44 0,3334 + 0,119
NPV 261,7 17,25 -32 0,2864 + 0,080

Fonte: Da autora.
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Figura 6— Caracterizacdo morfoldgica por meio de Microscopia de Forga Atdmica (AFM) das nanoparticulas
(NPs) de albumina sérica bovina (BSA) produzidas:
a) Imagem 3D das nanoparticulas vazias (NPV) em uma éarea de 2.0 x 2.0 pm gerada pela
AFM.
b) Imagem 3D das nanoparticulas associadas aos antigenos totais de P. aeruginosa (NPPa) em uma
area de 2.0 x 2.0 um gerada pela AFM.
Fonte: Da autora.

Também foi avaliada a taxa de captura das NPs fluorescentes pelas células RAW
264.7 e BHK-21. Ambos os tipos celulares se mostraram aptos a internalizar as NPs, porém
foi detectada diferenca na porcentagem de captura. Apés 4 horas de incubacdo com as NPs
fluorescentes, 99,6% e 99,09% das células RAW 264.7 haviam internalizado as NPV e NPPa,
respectivamente. Apés 24 horas, 100% e 98,12% das células RAW 264.7 capturaram as NPV
e NPPa, respectivamente. A porcentagem de células BHK-21 que internalizaram as NPV e
NPPa para o tempo de 4 h foi de 27% e 34%, respectivamente, enquanto que para o tempo de
24 horas houve um aumento moderado na porcentagem de células positivas, 66% e 45%,
respectivamente (FIGURA 7). A Figura 8 mostra imagens representativas das NPV e NPPa
internalizadas pelas células BHK-21 e RAW 264.7.
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Figura 7— Taxa de captura das nanoparticulas (NPs) de albumina sérica bovina (BSA) fluorescentes por células
RAW 264.7 e BHK-21:
a) Taxa de captura das nanoparticulas vazias (NPV) e nanoparticulas associadas aos antigenos
totais de P. aeruginosa (NPPa) pelas células RAW 264.7 nos tempos de 4 e 24 h.
b) Taxa de captura das nanoparticulas vazias (NPV) e nanoparticulas associadas aos antigenos
totais de P. aeruginosa (NPPa) pelas BHK-21 nos tempos de 4 e 24 h.
Fonte: Da autora.
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Figura 8- Imagens representativas obtidas por meio de microscopia de fluorescéncia das células BHK-21 e
RAW 264.7 incubadas com as nanoparticulas (NPs) fluorescentes. Em azul, nlcleo das células
RAW 264.7 e BHK-21 coradas com bisbenzimida. Em verde, NPs coradas com isotiocianato de
fluoresceina (FITC). Essas imagens foram obtidas de células BHK-21 e RAW 264.7 incubadas
durante 24 horas com as NPs. Imagens obtidas com aumento de 100X.

Fonte: Da autora.

Além de avaliar a taxa de captura das NPs, também se analisou o potencial citotoxico
das NPs e das PPa em células RAW 264.7 e BHK-21 (FIGURA 9).
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Figura 9— Avaliacdo do potencial citotéxico das nanoparticulas (NPs) de albumina sérica bovina (BSA)
produzidas e também das proteinas totais de P. aeruginosa ATCC 27853 (PPa) utilizando células
BHK-21 e RAW 264.7:
a) Analise da citotoxicidade em células BHK-21 e b) RAW 264.7 apo6s 48 horas de tratamento
com as NPs ou com as PPa. *** indica significAncia de P <0,001. (CC) Controle de células;
(NPV) Nanoparticulas vazias; (NPPa) Nanoparticulas associadas aos antigenos totais de P.
aeruginosa; (PPa) Proteinas totais de P. aeruginosa ATCC 27853.
Fonte: Da autora.

Nota-se que nos dois tipos celulares testados, as PPa se mostraram mais citotoxicas do
gue em comparagdo com a NPPa. Também se observa que na presenca de NPPa, houve maior
morte celular quando comparado com as NPV. Entretanto, ao examinar a viabilidade das
células quando tratadas com as NPV, percebe-se uma variagdo nos tipos celulares, com maior
sobrevivéncia de células BHK-21, apresentando D.O. semelhante ao do controle de células
(CC), indicando a ndo citotoxicidade das NPs de BSA vazias.

Tambeém se analisou a citotoxicidade das PPa e das proteinas totais de P. aeruginosa
PA14 sobre as células RAW 264.7, durante um periodo de 24 horas. A concentracdo
citotdxica para 50% das células (CCsp) foi de 59,41 + 8,89 pg/mL para as proteinas totais de
P. aeruginosa PA14 e de 121,85 + 19,38 pug/mL para as PPa.

As NPs produzidas foram utilizadas para a imuniza¢do de camundongos Swiss fémeas
de 6-8 semanas de idade pela via subcutanea, com o intuito de avaliar se elas sdo capazes de
eliciar a producao de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa e anti-BSA.

Os animais imunizados com PPa apresentaram alta produgéo de anticorpos IgG anti-P.

aeruginosa. Esta producédo foi significativamente maior se comparado com 0s animais do
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grupo PBS (p<0,001), NPV (p<0,001) e NPPa (p<0,05). Os animais imunizados com NPPa
também foram capazes de produzir anticorpos 1gG anti-P. aeruginosa, com uma diferenca
estatisticamente significativa de anticorpos quando comparado com o grupo PBS (p<0,01)
(FIGURA 10a).

J& com relacdo aos anticorpos IgG anti-BSA, observou-se que 0s animais imunizados
com NPPa apresentaram uma producdo significativamente maior se comparado com 0s
animais imunizados com PBS (p<0,01) e com os animais imunizados com PPa (p<0,001). Os
animais que receberam NPV também produziram IgG anti-BSA, producdo essa
significativamente maior que a registrada para o grupo imunizado com PBS (p<0,05) e para o
grupo imunizados com PPa (p<0,01) (FIGURA 10b).
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Figura 10— Producdo de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa e anti-BSA em camundongos imunizados com
tampédo fosfato salina (PBS), com nanoparticulas vazias (NPV), com proteinas totais de P.
aeruginosa ATCC 27853 (PPa) ou com nanoparticulas associadas aos antigenos totais de P.
aeruginosa (NPPa). Cada ponto corresponde a um animal. Os gréaficos sdo representacGes dos
resultados de 3 experimentos independentes:
a) Producdo de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa por camundongos imunizados PBS (n=5), com
NPV (n=8), PPa (n=11) ou com NPPa (n=15). *** indica significancia de P <0,001; ** indica
significancia de P <0,01; * indica significancia de P <0,05.
b) Producdo de anticorpos 1gG anti-BSA por camundongos imunizados com PBS (n=5), NPV
(n=7), com PPa (n=11) ou com NPPa (n=15). *** indica significAncia de P <0,001; ** indica
significancia de P <0,01; * indica significancia de P <0,05.
Fonte: Da autora.

Tambem foi realizada a titulacdo de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa e anti-BSA.
Como o esperado, ndo foi detectado titulo de IgG anti-P. aeruginosa no soro dos animais que
receberam PBS. Os animais imunizados com NPPa e PPa apresentaram 0s maiores titulos,

>3200 e 150, respectivamente, sendo que no soro dos camundongos que receberam NPV,
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também foram detectados anticorpos, porém com titulo menor. J& a titulacdo de anticorpos
anti-BSA nos grupos de animais imunizados com as NPs, revelou titulos de 450 e 300 para 0s
grupos NPV e NPPa, respectivamente. Em contraste, 0s animais que ndo receberam as NPs
(PBS e PPa), ndo apresentaram anticorpos anti-BSA (TABELA 2).

Tabela 2 — Titulo dos anticorpos 1gG anti-P. aeruginosa e anti-BSA detectados nos soros
dos animais imunizados

Titulo 1gG anti-P. ] .
Grupo _ Titulo 1gG anti-BSA
aeruginosa
PBS 0 0
NPV 25 450
PPa > 3200 0
NPPa 150 300

Fonte: Da autora.

Para avaliar o potencial protetor das preparacdes contra a infeccdo causada pela cepa
virulenta de P. aeruginosa, 0s camundongos imunizados com PBS, NPV, NPPa ou com PPa
foram desafiados duas semanas ap6s a ultima imunizacdo com a cepa P. aeruginosa PA14.

No periodo de 48 horas ap06s a infeccdo, apenas 20% dos animais que receberam PBS
permaneceram Vvivos. Ja no grupo que recebeu NPV, cerca de 10% dos animais sobreviveram,
assim como no grupo de animais imunizados com PPa. A maior taxa de sobrevivéncia foi
registrada no grupo que recebeu NPPa, sendo que cerca de 50% dos animais permaneceram
vivos apds o desafio. A sobrevivéncia dos animais imunizados com NPPa foi
significativamente maior se comparado com a sobrevivéncia dos animais do grupo PBS
(p<0,05), NPV (p<0,05) e PPa (p<0,01) (FIGURA 11).
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Figura 11— Curva de sobrevivéncia dos animais imunizados com tampdo fosfato
salina (PBS) (n=5), com nanoparticulas vazias (NPV) (n=14), com
proteinas totais de P. aeruginosa ATCC 27853 (PPa) (n=8) ou com
nanoparticulas associadas aos antigenos totais de P. aeruginosa
(NPPa) (n=14), e desafiados com 4 x 10° UFC/mL de P. aeruginosa
PA14, dentro de 48 horas. Esta curva representa os resultados de 3
experimentos independentes. ** indica significAncia de P <0,01 com
relacdo ao grupo NPPa; * indica significAncia de P <0,05 com relacdo
ao grupo NPPa.

Fonte: Da autora.

Ao se realizar a determinacdo da carga bacteriana nos pulmdes, observou-se variagdes nos
valores de UFC/mg de tecido entre os diferentes grupos. O maior valor de carga bacteriana foi
observado no grupo imunizado com PBS, com uma média de 2,6 x 10® UFC/mg de tecido,
seguido do grupo de animais que recebeu NPV, com uma média de 4,9 x 10° UFC/mg de
tecido, e seguido do grupo imunizado com PPa, com uma média de 2,6 x 10° UFC/mg de
tecido. A menor carga bacteriana foi registrada no grupo imunizado com NPPa, com uma
média de 3,8 x 10* UFC/mg de tecido (ANEXO A) (FIGURA 12).



62

Carga bacteriana

7.5-
| |
= A
| ]
C-I:-) u A, v
—
o A v
2 5.0 A —_—
~ | ]
3 .
2 N v
g
35
S
> 251 .
£
O
5 42
0.0 e————
PBS NPV PPa NPPa

Figura 12— Carga bacteriana nos pulm@es dos animais que foram imunizados
com tampédo fosfato salina (PBS) (n=5), com nanoparticulas vazias
(NPV) (n=10), proteinas totais de P. aeruginosa ATCC 27853 (PPa)
(n=5) ou com nanoparticulas associadas aos antigenos totais de P.
aeruginosa (NPPa) (n=9), e desafiados com 4 x 10° UFC/mL de P.
aeruginosa PA14. Os valores de carga bacteriana estdo
representados na forma de logio+1l. Este grafico representa os
resultados de 3 experimentos independentes.

Fonte: Da autora.

Além de se avaliar a sobrevivéncia dos animais e a carga bacteriana pulmonar nos
diferentes grupos apos a infeccdo, outro pardmetro analisado foi a producdo das citocinas
TNF-a, IL-6, IFN-y, IL-4, IL-2, 1L-10 e IL-17A no tecido pulmonar dos animais infectados.
Os dados mostram que a infec¢do com a P. aeruginosa PA14 induziu uma alta expresséo das
citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-6 nos pulmdes de todos os animais infectados,
independentemente do tratamento prévio. Entretanto, os niveis de expressdo dessas duas
citocinas foram menores nos animais imunizados com NPPa. Os animais desse grupo
apresentaram uma producdo de TNF-a estatisticamente menor do que se comparado com 0s
animais imunizados com PPa (p<0,05) (FIGURA 13a), e uma produgdo de IL-6
estatisticamente menor do que se comparado com 0s animais do grupo PBS (p<0,01)
(FIGURA 13b). IFN-y e IL-17A foram expressos em niveis moderados nos grupos PBS, NPV
e NPPa, com uma menor expressdo nos animais imunizados com NPPa. Os animais do grupo
PPa apresentaram uma producdo de IFN-y significativamente maior do que os animais
imunizados com NPV (p<0,01) ou NPPa (p<0,01) (FIGURA 13c), e uma producdo de IL-17A
significativamente maior dos que os animais dos grupos PBS (p<0,001), NPV (p<0,001) e



63

NPPa (p<0,001) (FIGURA 13g). IL-2, IL-4 e IL-10 foram detectados em baixas
concentragfes nos animais imunizados com PBS, NPV e NPPa, ndo havendo diferenca
estatistica entre esses grupos (FIGURAS 13d, 13e e 13f). Um mapa de aguecimento
representando a expressao de todas as citocinas mostrou que 0s animais imunizados com PPa
apresentaram uma expressdo aumentada de IL-10, IL-17A, TNF-o, IFN-y, IL-4 e IL-2 nos
pulmdes apds a infec¢do (FIGURA 13h).
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Figura 13- Producéo de citocinas nos pulmdes de camundongos imunizados com tampao fosfato salina (PBS), com nanoparticulas vazias (NPV), com nanoparticulas

associadas aos antigenos totais de P. aeruginosa (NPPa) ou com proteinas totais de P. aeruginosa ATCC 27853 (PPa) e desafiados com 4 x 10° UFC/mL de
P. aeruginosa PA14:

a) Producgdo de TNF-a, b) IL-6, ¢) IFN-y, d) IL-4, ) IL-2, f) IL-10 e g) IL-17A nos pulmes dos animais imunizados com PBS, NPV, NPPa ou PPa. ***
indica significancia de P <0,001; ** indica significancia de P <0,01; * indica significancia de P <0,05

h) Mapa de aquecimento (Heatmap) representando a expresséo das citocinas IL-10, IL-17A, TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-4 e IL-2 nos animais imunizados PBS,
NPV, NPPa ou PPa

Fonte: Dados obtidos pela autora por meio da ferramenta Heatmapper. Disponivel em: < http://www1.heatmapper.ca/>. Acesso em: 06 out 2017.
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A andlise histopatologica dos pulmdes dos animais imunizados e em seguida
infectados com a P. aeruginosa PA14, demonstra que a leséo tecidual foi mais intensa nos
animais tratados com PBS se comparada com os outros grupos (FIGURA 14a). N&o foram
registradas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos NPPa, NPV e PPa. As
imagens representativas dos cortes histologicos (FIGURA 14d) retratam o escore
histopatologico. No grupo PBS, observa-se intenso infiltrado inflamatorio intersticial,
espessamento do septo alveolar e presenca de exsudato, caracteristicas de edema pulmonar.
Observa-se também presenca de alguns focos de congestdo vascular. Ja nos grupos NPPa,
NPV e PPa, é possivel verificar infiltrado inflamatdrio intersticial moderado, pouco
espessamento do septo alveolar e alguns focos de congestdo. Apesar de néo existir diferenga
estatistica no escore histopatologico entre esses trés grupos, a analise dos cortes dos animais
do grupo PPa revelou maior perda da arquitetura alveolar, o que indica maior dano nos
pulmdes desses animais.

A contagem de células inflamatorias no tecido pulmonar revelou elevada quantidade
de células nos pulmdes dos animais do grupo PBS, sendo este numero significativamente
maior se comparado com a contagem nos pulmdes dos animais dos grupos NI (p<0,001),
NPPa (p<0,05) e NPV (p<0,01). Com relacdo aos animais imunizados com as NPs ou com as
PPa, observou-se uma infiltracdo leucocitaria mais moderada, sem diferenca estatistica entre
esses grupos (FIGURA 14b). A contagem diferencial de células mononucleares e
polimorfonucleares no tecido pulmonar demonstra que o infiltrado no tecido pulmonar dos
animais do grupo PBS foi predominantemente mononuclear. Nos demais grupos, também se
observou um infiltrado predominantemente mononuclear, com infiltrado polimorfonuclear
bastante reduzido, principalmente no tecido pulmonar dos animais imunizados com PPa
(FIGURA 14c).
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Figura 14— Andlise histopatologica dos pulmdes esquerdos de camundongos imunizados com tampéo fosfato salina (PBS), com nanoparticulas associadas aos
antigenos totais de P. aeruginosa (NPPa), com nanoparticulas vazias (NPV) ou com proteinas totais de P. aeruginosa ATCC 27853 (PPa) e desafiados
com 4 x 10° UFC/mL de P. aeruginosa PA14:

a) Escore histopatoldgico dos animais imunizados com PBS, NPPa, NPV ou PPa. NI indica animais ndo infectados; *** indica significancia de P
<0,001; ** indica significancia de P <0,01; * indica significancia de P <0,05

b) Total de células por mm?2 no tecido pulmonar de animais imunizados com PBS, NPPa, NPV ou PPa. NI indica animais ndo infectados; *** indica
significancia de P <0,001; ** indica significancia de P <0,01; * indica significancia de P <0,05

c) Porcentagem de células mononucleares e polimorfonucleares por mm2 no tecido pulmonar de animais imunizados com PBS, NPPa, NPV ou PPa.
NI indica animais ndo infectados; MN indica leucécitos mononucleares; PM indica leucécitos polimorfonucleares

d) Imagens representativas de cortes do pulmdo esquerdo de animais imunizados com PBS, NPPa, NPV ou PPa. NI indica animais ndo infectados.
Imagens obtidas com aumento de 40X

Fonte: Da autora.
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6 DISCUSSAO

Antes de se proceder ao preparo das NPs de BSA, foi realizada a extracdo das
proteinas totais da P. aeruginosa ATCC 27853 e sua separacao através da eletroforese em gel
de poliacrilamida. Foi possivel observar no extrato proteico a presenga de proteinas com
diferentes pesos moleculares. Como a extracdo foi realizada com tampédo de lise, essas
proteinas podem ser originadas de diferentes partes da célula bacteriana. Assim, nesse extrato
proteico podem estar presentes proteinas da parede celular, da membrana plasmética e
também proteinas intracelulares, incluindo proteinas do flagelo, dos pili e da membrana
externa. Visto que a extracdo se deu por meio de lise celular e ndo se realizou a purificacdo
das proteinas obtidas, talvez possam ser encontrados no extrato proteico carboidratos e
lipideos, incluindo o LPS bacteriano.

As NPs utilizadas neste trabalho foram preparadas a partir de BSA por meio do
método de coacervacao. Apos o preparo, as NPs foram caracterizadas fisicamente. As analises
de AFM mostraram que tanto as NPV quanto as NPPa apresentaram formato esférico, o que
ja era esperado, visto que outros trabalhos que prepararam NPs por meio da coacervacao,
também obtiveram particulas esféricas (RODRIGUES et al., 2013; SILVA et al., 2012). A
analise de DLS mostrou que as NPPa sintetizadas tiveram um didmetro médio de 272,5 +
12,73 nm, enquanto que as NPV apresentaram um diametro médio de 261,7 + 17,25 nm. NPs
de albumina mostram um tamanho que varia geralmente de 50 a 300 nm (ELZOGHBY;
SAMY; ELGINDY, 2012), sendo que alguns estudos demonstram que essas NPs preparadas a
partir de BSA ou HSA, podem apresentar mais de 500 nm (DREIS et al., 2007; RODRIGUES
et al., 2013; SILVA et al., 2012). Assim, os valores de didmetro médio obtidos estdo dentro
daqueles encontrados em outros estudos. A varia¢do no tamanho das NPs de albumina pode
ser devido as técnicas utilizadas para o preparo e também as diferentes substancias associadas
as NPs. Desse modo, o tamanho relativamente maior das NPPa comparado com as NPV, pode
ser explicado pela presenca dos antigenos associados.

As NPV e NPPa produzidas neste estudo apresentaram um potencial Zeta de -32 e -44
mV, respectivamente. Valores de potencial Zeta acima de £ 30 mV séo importantes para uma
boa estabilidade fisico-quimica da suspensdo. Assim, estas NPs possuem potenciais Zeta que
estdo dentro dos considerados ideais para boa estabilidade do sistema coloidal (MOHANRAJ;
CHEN, 2006; SCHAFFAZICK; GUTERRES, 2003). Os diferentes valores de potencial Zeta

encontrados para as NPV e NPPa, podem ser explicados pela presenca dos antigenos nas
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NPPa, sendo que as proteinas bacterianas associadas as NPs podem apresentar diferentes
cargas e assim influenciar o potencial Zeta final das NPPa.

Os valores de indice de polidispersdo obtidos para as NPV e NPPa foram de 0,2864 +
0,080 e 0,3334 + 0,119, respectivamente. Verifica-se que as NPV apresentaram indice de
polidispersdo <0,3, o que indica a formacdo de NPs com tamanhos homogéneos (NEMEN;
LEMOS-SENNA, 2010). Entretanto, registrou-se um indice de polidispersdo >0,3 para as
NPPa, indicando que essa populacdo de NPs pode ndo ter apresentado uma distribuicdo de
tamanho tdo homogénea.

Também foi avaliada a taxa de captura de NPs fluorescentes pelas células RAW 264.7
e BHK-21. Ambos os tipos celulares se mostraram aptos a internalizar as NPs, porém eles
mostraram diferencas na porcentagem de captura nos dois tempos analisados. Visto que
aproximadamente 100% das células RAW 264.7 foram capazes de capturar as NPs em ambos
0s tempos testados, percebe-se que a propriedade macrofagica dessas células beneficia a
internalizac&o das NPs.

Kuhn e et al. (2014) mostraram que esses nanocarreadores podem ser capturados por
mecanismos endociticos diferentes em células distintas. Visto que as células RAW 264.7 séo
macrofagos oriundos de camundongos, este tipo celular é capaz de capturar particulas por
meio da fagocitose. A fagocitose pode ser induzida pela interagdo de receptores presentes na
superficie celular com ligantes presentes no agente estranho (YAMEEN et al., 2014). Os
receptores glicoproteicos gpl8 e gp30 reconhecem albumina e estdo presentes na superficie
de macréfagos (MERLOT; KALINOWSKI; RICHARDSON, 2014). Apesar de existirem
varios receptores para alboumina nas diferentes células, é necessario caracterizar qual receptor
é responsavel pela internalizacdo das NPs de BSA nas células RAW 264.7 e BHK-21.

As celulas RAW 264.7 e BHK-21 tambeém foram utilizadas em ensaios de
citotoxicidade das NPs produzidas. Observou-se que nos dois tipos celulares testados, as PPa
apresentaram maior citotoxicidade do que comparado com as NPPa. Mesmo que n&o
comprovada a presenca de LPS bacteriano no extrato proteico obtido, este pode estar presente,
visto que o extrato proteico ndo foi submetido a um tratamento que remova LPS. A possivel
presenca de LPS e das proprias proteinas bacterianas no extrato, pode ter sido responsavel
pela maior citotoxicidade inerente as PPa. O efeito toxico do LPS presente juntamente com as
proteinas bacterianas, provavelmente foi contornado pelo seu encapsulamento nas NPs de
BSA, o0 que explicaria a menor citotoxicidade das NPPa quando comparado com as PPa.
Observa-se também que em ambos os tipos celulares, as NPPa induziram maior citotoxicidade

qguando comparado com as NPV. Isso pode ter ocorrido devido a associagdo das NPs com os
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antigenos totais da P. aeruginosa. Ao analisar a viabilidade das células tratadas com as NPV,
verifica-se uma variacdo da resposta nos dois tipos celulares, com menor citotoxicidade da
NPV nas células BHK-21 do que nas células RAW 264.7.

Quando se analisa o efeito citotoxico das PPa nos dois tipos celulares, nota-se que o
extrato proteico foi mais toxico para as células RAW 264.7 do que para as células BHK-21.
Estimulos inflamatorios, como o LPS, podem induzir lesdo tecidual por meio da producdo de
ROS. As ROS, apesar de serem importantes para a defesa do hospedeiro contra diferentes
patdgenos, também sdo responsaveis por lesdo tecidual, uma vez que causam a oxidacéo de
lipideos e proteinas que fazem parte das células hospedeiras (MAITRA et al., 2009; MENON
et al., 2015). Diante disso, embora a producdo de ROS néo tenha sido mostrada, presume-se
que o tratamento das células RAW 264.7 com as PPa pode estar levando a producdo dessas
espécies reativas, as quais sdo capazes de causar danos a cultura celular. Como as células
BHK-21 provavelmente ndo sdo produtoras de ROS, o tratamento dessas células com PPa ndo
foi tdo prejudicial quando comparado com o tratamento das células macrofagicas.

As células RAW 264.7 também foram utilizadas para investigar a diferenca de
citotoxicidade entre as proteinas da P. aeruginosa ATCC 27853 e da P. aeruginosa PA14 em
um periodo de 24 horas. Por meio da determinacdo da CCso, observou-se que o extrato
proteico da P. aeruginosa PA14 foi cerca de duas vezes mais citotdxico para as células RAW
264.7 do que o extrato proteico da P. aeruginosa ATCC 27853. Apesar de ndo termos
investigado quais fatores de viruléncia estavam presentes nesses extratos, é provavel que no
extrato proteico da PA14 estivessem presentes fatores de viruléncia que sdo ausentes no
extrato proteico da ATCC 27853. Isso explicaria entdo a maior citotoxicidade do extrato da
PA14 na presenca das células RAW 264.7. Esses dados mostram que a escolha em se utilizar
proteinas de uma cepa ndo virulenta em uma preparacdo vacinal, é preferivel frente ao uso de
proteinas de uma cepa virulenta, visto que as proteinas da cepa ndo virulenta podem induzir
protecdo contra desafio com cepa virulenta sem levar a danos no hospedeiro.

Apols o0s ensaios in vitro das NPs, foi avaliado o potencial imunogénico dessas
preparagcdes medindo-se a produgdo de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa em camundongos
Swiss imunizados. A injecdo subcutanea é umas das rotas mais indicadas para a entrega de
antigenos, pois estes podem ser drenados do local de injecdo para os linfonodos, onde as
células T e B residem e assim iniciam a resposta imune adquirida (OUSSOREN; STORM
2001; PITAKSUTEEPONG, 2005). Visto que as NPs produzidas possuem um tamanho
superior a 100 nm, provavelmente sdo capturadas pelas DCs presentes no tecido subcutaneo,

as quais entdo migram para os capilares linfaticos (PITAKSUTEEPONG, 2005), chegando
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aos linfonodos, onde ativardo as células T “naive”. A degradacdo da matriz polimérica das
NPs, com a consequente libera¢do dos antigenos dispersos na matriz, pode ocorrer no local de
administracdo, de modo que os antigenos livres chegardo aos linfonodos e também serdo
reconhecidos pelas células B “naive”. Entretanto, visto que a populacdo de NPs ndo tem um
tamanho totalmente homogéneo, pode haver a presenca de NPs menores, que chegardo aos
linfonodos sem terem sido fagocitadas pelas DCs. Nos linfonodos, os linfocitos B podem
reconhecer antigenos que estejam presentes na superficie das NPs, ou reconhecer os antigenos
liberados pela degradacdo da matriz polimérica.

ApOs 0s ensaios de imunizacdo, verificou-se que os animais imunizados com PPa
apresentaram alta producéao de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa se comparado a producdo de
IgG nos animais imunizados com NPPa. O trabalho de Rodrigues et al. (2013) também
analisou a presenca de anticorpos IgG1l e 1gG2a anti-P. aeruginosa no soro dos animais
imunizados com NPPa. Os resultados obtidos por eles mostraram altos titulos de IgG1 no soro
dos grupos NPPa e PPa, enquanto que apenas 0s animais imunizados com NPPa produziram
titulos significativos de 1gG2a.

Dunkley et al. (2003) desenvolveram um estudo para avaliar o papel de anticorpos 19G
anti-P. aeruginosa na prote¢do contra a bactéria em um modelo animal de infecdo pulmonar
aguda. Assim, neste estudo, ratos ndo tratados receberam diferentes concentracGes de
anticorpos 1gG total preparados a partir do soro de animais previamente imunizados com a P.
aeruginosa inativada, e em seguida foram infectados pela via intratraqueal com a P.
aeruginosa. Observou-se que 0s ratos que receberam a preparacdo de IgG imune mostraram
grande eliminacdo da bactéria no lavado broncoalveolar, além de apresentarem anticorpos
1gG1, 1gG2a e 1gG2b anti-P. aeruginosa no soro e no lavado broncoalveolar. Outro achado
foi o recrutamento de neutrofilos para as vias respiratérias dos animais que receberam 1gG
imune.

Apesar de ndo termos investigado a producao de diferentes subclasses de 1gG no nosso
estudo, a imunizagdo dos camundongos com NPPa provavelmente induziu a producdo de
anticorpos IgG1l e 1gG2a anti-P. aeruginosa, assim como no estudo de Rodrigues et al.
(2013). Essas subclasses de anticorpos IgG podem ter fungéo protetora no modelo de infeccéo
aguda estabelecido, assim como o observado nos estudos de Dunkley et al. (2003). Uma das
provaveis hipoteses de protecdo, é que os anticorpos IgG anti-P. aeruginosa levem ao
recrutamento de leucdcitos para os pulmdes, via ativacdo do sistema complemento, e por meio

da opsonizagdo das bactérias, facilite a sua fagocitose e morte pelos leucécitos recrutados.
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Entretanto, também deve-se considerar o papel da imunidade celular na elimina¢do da
bactéria, como 0 mediado pelas células Th17 (LIU et al., 2011).

Os animais imunizados com as diferentes formulacbes também foram analisados
qguanto a producdo de anticorpos IgG anti-BSA. Verificou-se que somente 0s animais
imunizados com NPV e com NPPa foram capazes de produzir anticorpos 1gG anti-BSA. Esse
resultado indica que além de poder possuir potencial adjuvante, as NPs de BSA também
foram imunogénicas, induzindo uma resposta imune humoral anti-BSA. Um dos possiveis
efeitos dos anticorpos anti-BSA seria a opsonizacdo das NPs, 0 que aumentaria a sua
fagocitose pelas células fagociticas. Uma vez fagocitadas pelas APCs, o antigeno vacinal
associado as NPs de BSA poderia ser apresentado mais eficientemente pela via de MHC de
classe Il as células T CD4 nos linfonodos (DOBROVOLSKAIA et al., 2008).

A fim de se avaliar o potencial protetor das preparacdes contra a infeccao causada pela
cepa virulenta de P. aeruginosa, os camundongos dos diferentes grupos foram desafiados pela
via nasal com a cepa PAl14. Apesar de o soro dos animais imunizados com NPPa ter
apresentado menor titulo de anticorpos anti-P. aeruginosa do que comparado com o soro dos
animais imunizados com PPa, este grupo foi 0 que apresentou a maior porcentagem de
sobrevivéncia e a menor carga bacteriana média nos pulmdes dentro do tempo estudado.

Apesar de a imunizag¢do dos camundongos com PPa ter induzido os maiores titulos de
anticorpos IgG anti-P. aeruginosa, essa elevada producgéo de anticorpos ndo correspondeu ao
menor valor de carga bacteriana pulmonar e nem a maior porcentagem de sobrevivéncia dos
animais infectados dentro do tempo estudado. Isso indica que a alta producdo de anticorpos
induzida pela imunizagdo dos animais com PPa ndo levou a uma resposta protetora contra a
infeccdo. Evento semelhante ja foi observado em outros estudos, em que a imunizagdo com
dado candidato vacinal eliciou alta producdo de anticorpos, o0s quais ndo foram protetores no
modelo estudado (DABO et al., 2008; CASAIS et al., 2016; MCCORMICK et al., 1992,
NAZOUKI et al., 2009).

Alta producdo de anticorpos anti-P. aeruginosa e auséncia de protecdo também é
verificada em pacientes com FC que sofrem de infeccdo cronica com a P. aeruginosa. Os
anticorpos induzidos pela infeccdo ndo protegem os pacientes da bactéria, e ainda se
correlacionam com pior prognostico (HGIBY, 2001).

A infeccdo pulmonar causada pela P. aeruginosa induz uma producdo elevada de
diversas citocinas, tais como TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-1, as quais sdo importantes para o
recrutamento e ativacdo de neutrofilos. Os neutréfilos podem favorecer o processo de

eliminacdo da infecgdo, mas também podem mediar a lesdo tecidual (JAIN-VORA et al.,
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1998). Por um lado, a inflamagéo é essencial para a resolucéo da infeccdo, visto que leva ao
recrutamento de leucdcitos e proteinas plasmaticas para o sitio da infec¢do. Por outro lado, a
inflamacéo pode causar lesdo, principalmente pela elevada producéo de citocinas, mediadores
inflamatdrios, ROS e proteases pelas células inflamatorias recrutadas (MIZGERD, 2008;
SKERRETT et al., 1999). Uma elevada producdo de mediadores inflamatérios pode levar ao
recrutamento excessivo de células inflamatdrias para o sitio da infeccdo e a disfuncédo
endotelial, caracterizada por vasodilatacio e aumento da permeabilidade vascular. A
disfuncdo endotelial estd relacionada a hipotensdo, extravasamento vascular,
hemoconcentragdo e edema (SCHULTE; BERNHAGEN; BUCALA, 2013). A les&o tecidual
que pode acompanhar a inflamacdo é extremamente danosa, principalmente quando ocorre
nos pulmdes, coracdo, figado e rins. A inflamacdo nesses 6rgdos pode conduzir
progressivamente a disfuncdo, devido a lesdo no parénquima do 6rgdo (PEREIRA, 2013).

Desse modo, durante uma infeccdo pulmonar aguda causada pela P. aeruginosa, como
é 0 caso do modelo em estudo, a resposta inflamatéria do hospedeiro, a qual inclui a producgéo
de mediadores inflamatérios, deve ser fortemente regulada, de modo a assegurar uma
eliminacdo efetiva do patogeno e prevenir a imunopatologia (WONNENBERG et al., 2016).

Neste estudo foi possivel observar que a producdo tanto de citocinas pré-inflamatorias,
quanto de citocinas anti-inflamatdrias, variou entre os diferentes grupos (FIGURA 13). De
maneira geral, verifica-se uma producdo mais controlada dessas citocinas nos animais
imunizados com as NPPa, NPV ou PBS, e uma producdo exacerbada nos animais que
receberam PPa. Os niveis das citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IFN-y, IL-17A e IL-2, foram
significativamente mais elevados nos animais imunizados com PPa, do que se comparado
com 0s animais imunizados com NPPa.

Os niveis elevados de citocinas pro-inflamatdrias nos pulmdes dos animais imunizados
com PPa demonstram que um fendmeno conhecido como “tempestade de citocinas” pode ter
ocorrido nos pulmdes desses animais em resposta a infec¢do. Este fendmeno, que é definido
como uma liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, esta relacionado a producéo de diversas
citocinas, tais como o IFN-y, IL-2, IL-6, IL-18 e o TNF-a. A inflamag&o associada com uma
“tempestade de citocinas” pode ter inicio local, e subsequentemente se espalhar pelo
organismo, produzindo sepse sistémica (TISONCIK et al., 2012). A sepse, que é a presenca
de micro-organismos na corrente sanguinea, tem como caracteristica marcante uma resposta
inflamatoria sistémica, e se desenvolve quando a resposta imune contra a infecgdo se torna
exagerada e desregulada. Uma liberacdo desregulada de citocinas pode levar a disfungédo da

barreira endotelial. Essa disfuncdo endotelial permite que os patdgenos e seus produtos, como
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0 LPS, invadam a corrente sanguinea do hospedeiro, podendo causar entdo a disfuncéo de
varios 0rgdos (DENK; PERL; HUBER-LANG, 2012; SCHULTE; BERNHAGEN;
BUCALA, 2013). Apesar de ndo termos investigado a disseminacdo da P. aeruginosa a partir
do pulméo para a corrente sanguinea e outros 6rgaos, € possivel que a producdo exagerada de
citocinas pro-inflamatdrias pelos animais do grupo PPa ap6s a infec¢do, tenha induzido sepse
e consequentemente a morte dos animais.

Deve-se ressaltar também o fato de que algumas citocinas presentes em altos niveis no
tecido pulmonar dos animais do grupo PPa tém atividade pro-apoptotica, tais como o TNF-a,
IL-6 e IL-10 (COX, 1996; KAPLANSKI et al., 2003; SKERRET et al., 1999). Assim, apesar
de ndo termos investigado a apoptose de leucocitos no infiltrado celular, a presenca dessas
citocinas nos pulmdes dos animais do grupo PPa pode estar causando a apoptose de células
importantes para a eliminacdo bacteriana, tais como os neutrofilos, o que consequentemente
prejudica a depuracdo da bactéria presente nos pulmades.

Além de uma elevada producdo de citocinas pré-inflamatérias, os animais do grupo
PPa também apresentaram 0s maiores niveis das citocinas anti-inflamatorias IL-4 e IL-10. A
IL-10 é importante para o término do processo inflamatorio, uma vez que inibe a expressédo de
diversas citocinas pré-inflamatdrias, tais como TNF, IFN-y, IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-12 e IL-18
(COX, 1996; MOORE et al., 2001). Assim, a alta producdo de IL-10 vista nesses animais
pode ter ocorrido como uma tentativa do sistema imunol6gico em controlar a sintese e
liberacdo exacerbada de citocinas pro-inflamatdrias.

De acordo com Grassmeé et al. (2006), a liberacdo moderada de citocinas nos pulmdes
é necessaria para a eliminacdo da P. aeruginosa ap6s a infec¢do pulmonar, enquanto que uma
liberacdo exacerbada pode resultar em sepse e morte.

Por meio da andlise histopatoldgica dos pulmdes dos animais imunizados e infectados,
registrou-se um alto escore histopatoldgico para o grupo PBS, revelando intensa leséo
pulmonar nesses animais, representada por alteracGes do parénquima pulmonar. Visto que 0s
animais do grupo PBS apresentaram uma producéo controlada de citocinas, fica claro que as
alteracOes histopatologicas ndo foram resultantes da acdo de citocinas, mas que podem ter
sido resultado da acdo direta da bactéria sobre o tecido pulmonar. Em contraste com o grupo
PBS, as analises dos cortes dos animais dos grupos NPPa, NPV e PPa revelaram menor grau
de lesdo tecidual. Apesar de os animais imunizados com NPV n&o apresentarem uma
imunidade especifica que os proteja da infecgdo causada pela P. aeruginosa, observou-se a
presenca de poucas alteracfes histopatologicas, 0 que pode ser explicado por uma agédo

imunomuduladora néo especifica das NPs.
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Quando diversos pardmetros sdo analisados em conjunto, tais como producdo de
citocinas, carga bacteriana e sobrevivéncia, observam-se respostas divergentes entre o0s
diferentes grupos. Os animais dos grupos PBS e NPV, apresentaram uma producdo moderada
de citocinas nos pulmdes, carga bacteriana elevada e baixa taxa de sobrevivéncia apds a
infeccdo. J& os animais imunizados com NPPa apresentaram uma producdo moderada de
citocinas, menor carga bacteriana e maior sobrevivéncia. Os animais imunizados com PPa,
apresentaram uma producdo exagerada de citocinas nos pulmdes, maior carga bacteriana
pulmonar e menor taxa de sobrevivéncia apds a infecgéo.

Portanto, a partir dos dados obtidos, verifica-se que a imunizagdo com as NPPa foi
protetora no modelo de infecgdo por P. aeruginosa PA14. Essa protecdo foi representada por
uma producdo de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa e de mediadores inflamatérios em niveis
moderados, os quais podem ter influenciado a reducéo na carga bacteriana e a menor taxa de

mortalidade observada nestes animais.
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7 CONCLUSAO

Obteve-se sucesso na producdo das nanoparticulas de albumina sérica bovina
associadas aos antigenos de P. aeruginosa ATCC 27853. A imunizacao de camundongos com
estas nanoparticulas foi capaz de induzir a producgéo de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa, o
que pode ter contribuido para a reducdo da carga bacteriana e da taxa de mortalidade nos
animais infectados com a cepa virulenta de P. aeruginosa PA14. A imunizacdo dos animais
com essa formulacdo também foi capaz de reduzir a producdo de citocinas pré-inflamatorias
no tecido pulmonar ap6s a infeccdo. Sendo assim, as nanoparticulas associadas aos antigenos
de uma cepa néo virulenta de P. aeruginosa se mostraram um candidato promissor para 0

desenvolvimento de vacinas contra a P. aeruginosa.
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ANEXO A - Carga bacteriana nos pulmdes (UFC/mg de tecido) de animais imunizados e

infectados com a P. aeruginosa PA14.

Grupos

NPV NPPa PBS PPa
Animal 1 9,33x10° 1,51x10* 1,02x107 3,01x10°
Animal 2 9,98 0 2,07x10? 7,67x10*
Animal 3 13,4 0 5,35x10* 1,11x10*
Animal 4 7,83x10° 1,53x10° 1,3x10° 1,18x10°
Animal 5 1,02x10° 0 1,6x10° 8,1x10°
Animal 6 0 0
Animal 7 8,74x103 4,65x10?
Animal 8 3,07x10° 1,74x10°
Animal 9 0 0
Animal 10 2,77x106

Fonte: Da autora
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MINISTERIO DA EDUCACAD
Universidade Federal de Alfenas. Unifal-MG %

Fous Gatviel Morvsin da Sika, 700, AfenasMG. CEP 37130-000
Fone: (3% 32959-1000. Fax (35) 3399-1063

4 Lo
ComissBo de Etlea no Use de Animais — CEUAIUNIFAL unlfal:

Urareeidsde Fraeral dy didon )

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 645/2015, sob responsabilidade de Luiz Felipe
Leomil Coelho, referente ao projeto "Avaliacao da eficiéncia da vacinacio com
nanoparticulas de albumina sérica bovina em modelo murine de infeccio com a
cepa virulenta de Pseudomonas aeruginosa®, estd em conformidade com o
disposto na Lei n® 11.794/08 e nas resolugdes do Conselho Macional de
Controle de Experimentagio Animal (COMCEA), tendo sido apreciado e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA- UNIFAL) em 16
de julho de 2015,

Alfenas, 16 de julho de 2015,

l{‘-._.-d{’;l_ _,-"'-ll-‘._-I.'_,.-'----";.-:"T.L i 'f-l. i l_ﬁ-'. '
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Prof.* Dr.® Estela Regina de Oliveira
Presidente CEUA/UNIFAL



