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RESUMO

A Pseudomonas aeruginosa é agente etiolégico de infeccdes oportunistas, principalmente em
pacientes imunocomprometidos. Suas caracteristicas inerentes em desenvolver resisténcia aos
mais variados tipos de antibacterianos a torna um ponto critico no controle de infec¢des. Em
animais, os problemas com multirresisténcia ocorrem principalmente em casos de otite, cistite,
Gveo-conjuntivite, endometrite e mastite, ndo havendo vacina comercialmente disponivel. No
intuito de melhorar a imunogenicidade desse antigeno, foi testada a técnica de conjugacao do
lipopolissacarideo (LPS) de P. aeruginosa a albumina bovina (BSA) por aminacao redutiva direta
utilizando m-periodato de sédio. A conjugacdo foi avaliada por cromatografia de gel-permeacao,
dosando-se acticar e proteina totais, e tanto o LPS quanto a BSA foram identificados em proporg¢oes
semelhantes. A imunizacdo de camundongos com a vacina conjugada LPS-BSA conferiu titulos
de anticorpos aglutinantes contra P. aeruginosa inferiores aos obtidos com a mistura de LPS e BSA
livres. Foram 65 % e 86 % menores na 6* e na 10* semanas apds o procedimento de hiperimunizagao,
respectivamente. Isto indica que a reacdo de conjugacdo resultou em um produto imunogénico,
porém, sua qualidade precisaré ser melhorada.
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ABSTRACT

OBTAINMENT AND CHARACTERIZATION OF AN IMMUNOGENIC CONJUGATE OF
PSEUDOMONAS AERUGINOSA LIPOPOLYSACCHARIDE AND BOVINE SERUM ALBUMIN.
Pseudomonas aeruginosais an etiologic agent of opportunistic infections mainly inimmunocompromised
patients. Its inherent feature of developing resistance to a wide range of antibacterial agents make it a
critical point in infection control. In animals, problems with multidrug resistance occur in otitis, cystitis,
uveo-conjunctivitis, endometritis and mastitis, and there is no commercially available vaccine. With
the aim of improving its immunogenicity, the lipopolysaccharide (LPS) antigen was coupled to bovine
serum albumin (BSA) with m-periodate as the reductive agent. The conjugation was evaluated by
gel-permeation chromatography, by quantitating total sugar and protein, and both LPS and BSA were
detected in similar proportions. The immunization of mice with LPS-BSA conjugate vaccine resulted
in an agglutinating antibody response against P. aeruginosa lower than that obtained for a mixture of
free LPS and BSA. They were 65% and 86% lower in the 6th and 10th weeks after the hyperimmunization
procedure, respectively. This indicates that the conjugation reaction resulted in an immunogenic
product, however its quality should be improved.
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INTRODUCAO

A Pseudomonas aeruginosa é um bacilo Gram-
negativo, nao-fermentador, aerébio estrito e é agente
etiolégico de infec¢des oportunistas em animais. E
frequentemente isolada em casos de otite externa

e de cistite em cdes, de tiveo-conjuntivite e de en-
dometrite em equinos e de mastite em ruminantes
(RiBEIRO et al., 2004; CLARK et al., 2008; RUBIN ef al.,
2008). Esta bactéria teve emergéncia com os ad-
ventos da antibioticoterapia na década de 50 para
bactérias Gram-positivas. Caracteristicas intrinsecas
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de desenvolver multirresisténcia aos antibidticos, a
capacidade de produzir biofilmes que favorecem
infecgdes cronicas, bem como a expressao de fato-
res de viruléncia controlada pelo quorum sensing, a
mantém como um ponto critico no que se refere as
dificuldades terapéuticas tanto em animais como no
homem. Isto a torna fator agravante, principalmente
em pacientes hospitalizados (Boyenet al., 2009; Heisy
etal.,2010). Estes fatores justificam a necessidade de
desenvolvimento de vacinas contra a P. aeruginosa,
ainda ndo comercialmente disponiveis (DORING;
Pier, 2008).

O lipopolissacarideo (LPS) é o principal compo-
nente pré-inflamatério da membrana celular das
bactérias Gram-negativas, constituindo um alvo
antigénico importante para a resposta imune (PIER,
2007). Porém, as vacinas produzidas a partir de cé-
lulas inteiras inativadas (bacterinas) ou compostas
apenas pelo LPS da célula bacteriana (vacina de
subunidade) conferem apenas resposta protetora
temporaria (KLoUWENBERG; BoNT, 2008). Esse antigeno
induz a producdo de anticorpos por linfécitos B em
uma via independente de linfécitos T-auxiliares,
sem a geracdo de linfécitos de memdoria (JEURISSEN
et al., 2004).

Noentanto,amemoriaimunolégicaaos antigenos
T-independentes pode ser induzida pela estratégia
conhecida como reconhecimento ligado, quando
esses antigenos polissacaridicos sdo transformados
em T-dependentes pela sua conjugagdo com uma
proteina (LAMBERT et al., 2005). No reconhecimento
ligado de uma vacina conjugada, acélula Breconhece
e liga ao carboidrato, internaliza e degrada todo o
conjugado e entdo exibe os peptideos, derivados
da proteina conjugada, acoplados as proteinas do
Complexo de Histocompatibilidade Principal de
Classe II (MHC 1I), na superficie da célula. As cé-
lulas T auxiliares, geradas em resposta a vacinagao
anterior ou por contato com o antigeno protéico,
reconhecem o complexo na superficie da célula B
e ativam as células B para produgdo de anticorpos,
tanto para o carboidrato quanto para a proteina
(JEURISSEN et al., 2004).

Embora na area veterinaria ainda ndo existam
vacinas obtidas por meio de conjugacado entre antige-
nos polissacaridicos bacterianos e proteinas, na drea
humanahaexemplos de sucessocomoa vacinacontra
Haemophilus influenzae tipo B (Hib), que é composta
pelo seu polissacarideo capsular conjugado com
toxoide tetanico (toxina tetanica inativada); vacinas
contra Neisseria meningitidis Grupo C e contra sete
sorotipos de Streptococcus pneumoniae ja foram licen-
ciadas e muitas outras estdo em desenvolvimento
(KLouwenserG; Bonr, 2008).

Conjugando-se o antigeno LPS de P. aeruginosa
com a proteina albumina bovina (BSA), altera-se
a via de seu reconhecimento pelo sistema imune,

gerando umaresposta T-dependente com células de
memoria para o antigeno LPS. Este trabalho testou
uma técnica de conjugacdo do LPS de P. aeruginosa
com BSA por aminacgdo redutiva direta utilizando
m-periodato de s6dio como agente redutor e avaliou
sua imunogenicidade in vivo utilizando camundon-
gos como modelo experimental.

MATERIAL E METODOS
Extragao de LPS

O lipopolissacarideo (LPS) foi purificado da
linhagem de P. aeruginosa ATCC 27853, de acordo
com WESTPHAL; JANN (1965). Brevemente, a linhagem
foi cultivada em agar sangue a 37° C por 24h. A cul-
tura foi suspendida em solucao de NaCl 0,85% para
inativagdo com formol 0,4% e as células bacterianas
removidas por centrifugacgdo por 20 minutos a 2.794
ga8°C. A suspensdo bacteriana (20 gem 350 mL de
dgua destilada a 65° C) foi misturada com solugdo
de fenol a 90% (350 mL, 65° C), sob agitacdo, por 15
minutos. Em seguida, centrifugou-se a suspensdo a
2630g, em temperatura de 10° C, durante 40 minutos.
Coletou-se o0 sobrenadante, tratando novamente
as fragdes restantes com agua destilada a 65° C,
repetindo o processo mais duas vezes. Apds extracao,
o sobrenadante coletado foi dialisado contra dgua
destilada, utilizando-se membranas de celulose de
massa de corte média de 13 kDa, a temperatura
ambiente, realizando-se 4 trocas didrias por 4 dias.
A concentracdo das amostras foi realizada em ro-
taevaporador, a temperatura de ~60°C, e depois
armazenadas em freezer a -20° C.

Sintese do conjugado LPS-BSA

O método de conjugacdo empregado para a
sintese do conjugado LPS-BSA foi adaptado de
SHEN et al. (2001), utilizando-se o m-periodato de
sodio como agente para a aminagdo redutiva direta.
Dissolveram-se 90 mg de LPS em 9 mL de dgua des-
tilada, adicionando-se m-periodato de s6dio (NalO,)
4 mM, sob agitagdo, em temperatura ambiente, ao
abrigo daluz, durante 1,5h. Em seguida, adicionou-
se etilenoglicol, agitando-se por mais 30 minutos. O
material foientdo dialisado contra dgua destilada por
3 dias, utilizando-se membranas de celulose de massa
de corte média de 13 kDa, a temperatura ambiente,
realizando-se 4 trocas diarias. Apoés dialise, foi adi-
cionado bicarbonato de s6dio (NaHCO,) 0,1 M e o
pH ajustado para 8,5; em seguida solubilizaram-se
60,3 mg de BSA e finalmente adicionou-se ciano-
borohidreto de s6dio (NaCNBH,) 20 mg/mL sob
agitacdo, ao abrigo da luz, a 37° C, por 5 dias. Apds
o tempo de incubagdo, a reacdo de conjugacdo foi
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estacionada com borohidreto de s6dio (NaBH,) 10
mg/mL. Em seguida a solucao foi dialisada contra
agua destilada por 4 dias, utilizando a metodologia
descrita acima. A concentrag¢do das amostras foi re-
alizada em rotaevaporador, a temperatura de ~60°
C, e depois armazenadas em freezer a -20° C.

Analises do LPS, BSA e do imunoconjugado
LPS-BSA

As dosagens de agtcar (AT) e de proteina (PT)
totais foram realizadas pelo método de Dusois et al.
(1956) e pelo método de HARTREE (1972), respectiva-
mente. Para a avaliacdo da reagdo de conjugacéo, as
amostras de LPS, BSA e de imunoconjugado LPS-
BSA foram aplicadas separadamente em coluna de
gel-permeacdo de Sepharose CL-4B (Sigma®), de
60,3 cm de altura com 2 cm de didmetro, eluidas
com solugdo salina (NaCl 0,85%) e aliquotas de 2
mL foram coletadas para dosagens de AT e PT,
construindo-se os perfis de eluigdo.

Imuniza¢do dos camundongos

Camundongos fémeas Swiss de 8 semanas foram
obtidos do biotério da Universidade Federal do
Parana, e o protocolo descrito a seguir foi aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentacao Animal -
CEEA/UFPR, sobn® de processo 23075030887 /2007-
77. Os animais foram tratados com ragdo prépria
para camundongos e agua filtrada ad libitum. A
hiperimunizag¢do dos animais foi realizada pela via
subcutanea segundo LABORDE; DE FAjarDO (1969). Os
animais foram inoculados 3 vezes por semana por 3
semanas e naquarta semana diariamente, recebendo
um total de 16 aplicacGes. O sangue foi colhido pela
via periorbital 15 dias apds a tltima dose da vacina
e depois mensalmente. Na 14° semana depois de
finalizada a hiperimunizacdo, uma nova dose foi
administrada a todos os grupos para observar um
possivel efeito de reforco, titulando-se os soros no-
vamente 2 semanas depois.

Foram delineados os seguintes grupos, contendo
5 camundongos cada: Grupo 1 - controle 1 (solugdo
NaCl0,85%); Grupo 2 - controle 2 (vacina contendo
20 pg/ dose de LPS adicionada de BSA 24 pg/ dose);
Grupo3-vacinacontendoimunoconjugado LPS-BSA
com 20 pg de LPS/dose e 24 ug de BSA /dose. Todas
as vacinas foram adicionadas de adjuvante gel de
hidréxido de aluminio (Omega®) 3%.

Avaliacao da resposta imune in vivo

O titulo de anticorpos aglutinantes foi estimado
por soroaglutinacdo em lamina como descrito pre-
viamente por LABORDE; DE FAjaRDO (1969). Foram re-
alizadas dilui¢des seriadas do soro (fator de diluicdao

de 2x) paraa determinacdo dotitulo aglutinante, que
é definido como sendo a maior dilui¢do da amostra
onde ocorrereacao positiva. Paraaanalise estatistica,
foi aplicado o teste ¢ de Student, com a = 0,05 para
comparacdo das médias dos titulos aglutinantes entre
os grupos vacinados e grupo controle.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento de extracdo do lipopolissacarideo
(LPS) de P. aeruginosa utilizado para a reacdo de
conjugagdo com albumina bovina (BSA) foide 1,5%,
valor semelhante ao obtido por AL-ZEgEr et al. (2007),
entre 2-4%; a dosagem de agticar total do extrato foi
de 517,5 ng/mL, ndo se detectando proteinas. Neste
trabalho, utilizou-se o LPS para a sintese do conju-
gado por ser o componente mais imunogénico de
bactérias Gram-negativas, apesar de ser pirogénico
dependendo da dose (HoLDER, 2004), e, de fato, este
efeito colateral foi observado nos animais testados
apos a primeira e segunda doses administradas.

Nao foram realizados ensaios para quantificar o
potencial pirogénico de LPS ou LPS-BSA, massendo
o LPS o principal componente pré-inflamatério da
membrana externa de bactérias Gram negativas, estu-
dos posteriores para atenuar a pirogenicidade serao
necessarios. Em estudos clinicos onde vacinas contra
P.aeruginosabaseadasem LPSforam administradasa
pacientes com fibrose cistica, houve 20-40% dereagdo
adversa febril (DORING; PiEr, 2008). Como a principal
porcao pirogénica do LPS é atribuida a sua porgao
lipidica, um processo de despirogenizacdo com a
utilizacdo dealcalis, em condigdes controladas, paraa
remocdo do Lipidio A e manutenc¢do do Antigeno-O
poderia ser realizado (SEID; SADOFFI, 1981).

Para a caracterizagao do imunoconjugado LPS-
BSA, foram feitas dosagens de actcar e proteina
totais, obtendo-se, respectivamente, asconcentracoes
de373 pg/mL (~45% de LPS) e de 463 ng/mL (~55%
deBSA), erecuperagao de ~40% de LPSapdsareacao
de conjugacao. As proporcdes entre agticar e pro-
teina de diferentes tipos de imunoconjugados de P.
aeruginosavariam de acordo com os antigenos utiliza-
dos e as técnicas de conjugacao. Isto ja foi relatado
para o conjugado de LPS (87,5%) e 1,4-diaminobutil
BSA (12,5%) (Tsay; CoLLins, 1984) utilizando a técnica
de aminagdo redutiva com m-periodato de sédio,
e, para o conjugado octavalente de LPS livre de
Lipideo A (37%) e Toxina A (63%) (Cryz et al., 1989)
utilizando m-periodato de s6dio como redutor e o
acido adipico dihidrazida como espacador.

A andlise de gel-permeacdo (Fig. 1) mostrou
um perfil de eluicdo do LPS extraido com um pico
definidonafracdo de4 mL comuma caudaarrastada
atéaaliquota coletada correspondente ao tubo de 48
mlL, provavelmente devido aos diferentes tamanhos
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que o LPS pode apresentar, dependendo do niimero
de residuos de agticar no polissacarideo O (Ag O). Ja
foram descritas massas moleculares para as porgdes
polissacaridicas do LPS de P. aeruginosa entre 3 x
10*e 2,25 x 10° g/mol (PR et al., 1981); como esse
pico de detecgdo de agticar ocorreu em um volume
baixo (relacionado a eluicdo de componentes de
maior massa molecular), e, considerando-se que os
limites de exclusdo do gel utilizado sdao de 3 x10*-5
x 10¢ g/mol para dextranas e de 6 x 10* - 2 x 10° g/
mol para proteinas globulares, é possivel que o LPS
extraido esteja na forma de agregados moleculares.
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Fig. 1 - Perfis de eluigdo de actcar total (AT, A= 490 nm)
e de proteina total (PT, A = 650 nm) do lipopolissacarideo
(LPS) de P. aeruginosa, da albumina bovina (BSA) e do
imunoconjugado LPS-BSA em coluna de Sepharose CL-4B
(altura 60,3 cm x diametro 2,0 cm). *A seta indica a faixa
de volume de eluicdo que provavelmente contém LPS e
BSA ligados covalentemente.

O perfil de eluicao da BSA (M : 6,6 x 10* g/
mol) utilizada para a conjugagao mostrou um pico
definido entre os volumes de 20 e 40 mL, indicando
auséncia de polidispersdo de massas moleculares.
Por meio da comparacao dos perfis de eluigdo do
LPS extraido, da BSA e do conjugado LPS-BSA,
verificou-se que o dltimo apresentou um primeiro
pico, pequeno, em torno de2mL que provavelmente
representa a fragdo de LPS agregada que nao foi
conjugada durante a reacdo ou, ainda, uma fracao
de maior massa molecular do conjugado LPS-BSA,
pois também houve deteccao de albumina em torno
desse volume de elui¢do. O maior pico observadono
perfil de eluicao de LPS-BSA, tanto para dosagem
de AT como de PT, foi detectado em torno de 20
mL, indicando conter a fragdo de LPS conjugada
quimicamente a BSA, pois hé total sobreposicao
das dosagens de AT e de PT.

Deacordocomosresultados descritos na Figura2,
todos os grupos, exceto o grupo1 (controleinoculado
com NaCl0,85%), apresentaram titulo de anticorpos
detectavel na soroaglutinacdo. O grupo 2 (vacina

contendo 20 mg/dose de LPS adicionada de BSA
24 mg/ dose) obteve maiores titulos em comparagao
com o grupo 3 (vacina contendo imunoconjugado
LPS-BSA com 20 mg de LPS/dose e 24 mg de BSA/
dose), indicando que o antigeno conjugado apre-
sentou menor potencial imunogénico que o LPS
nao conjugado.
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Média dos titulos de soreneutralizacio
(Diluigsio ")

Nede

pos-hiperi

Fig. 2 - Comparacao entre os titulos médios de anticorpos
dos camundongos hiperimunizados do grupo 2 (mistura
LPS 20 pg/dose e BSA 24 pg/dose) e grupo 3 (imuno-
conjugado LPS 20 pg/dose e BSA 24 pg/dose ligados
covalentemente), obtidos por meio de soroaglutinacao
em ldmina, sendo a leitura da 16* semana realizada apds
aplicacdo de dose de reforgo vacinal. *Diferenca estatisti-

camente significativa, a = 0,05.

Particularmente, houve diferenca estatistica-
mente significativa entre os titulos dos grupos 2 e
3na6®enal0®semanasapdsahiperimunizacdo,
sendo os titulos médios do grupo inoculado com o
imunoconjugado LPS-BSA, respectivamente 65 %
e 86% menores que os obtidos para os animais
inoculados com uma mistura LPS e BSA nao
conjugados covalentemente. E possivel que a
reacdo de conjugacdo tenha provocado a hidroélise
de parte do LPS utilizado, o que resultaria em
uma menor concentragdo de LPS imunogénico
administrado ao grupo 3. Além disso, a detecgao
de BSA pds-conjugacdo, acima de 40 mL, em
um volume de eluicdo mais alto que o da BSA
pré-conjugacdo, também é um indicativo de
degradagao proteica.

A aplica¢dao de uma nova dose na 14* semana
do protocolo de hiperimunizacdo, quando houve
queda acentuada do titulo de anticorpos em todos
os grupos, foirealizada com o objetivo de observar
maior aumento do titulo no grupo 3, onde pode-
ria ter sido estabelecida a meméria imunolégica
contra o antigeno LPS de P. aeruginosa. Porém,
avaliando-se os titulos dos soros colhidos na 16%
semana (Fig. 2), verificou-se que ambos os grupos
responderam a dose de reforgo, o que indica que
para uma melhor avaliacdo seria necessario aguar-
dar até que os grupos se tornassem negativos para
areacdo de soroaglutinacdo antes da aplicagdo da
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dose de refor¢o. Assim como estudos posteriores
envolvendo, por exemplo, o isolamento de linféci-
tos B de animais imunizados e ndao-imunizados,
com a comparacdo da resposta ao antigeno in vitro
seriam necessarios paraa confirmacao da memoria
imunolégica.

O esquema de imunizagdo consistindo de 16
aplicagdes foi utilizado pois a avaliacdo da imu-
nogenicidade de LPS e de LPS-BSA por meio de
desafio vacinal com dose letal de 100%, apos 4
doses, resultou em morte de todos os animais (dados
nao apresentados). Isto indicou que o método do
desafio vacinal ndao permitiria verificar diferencas
sutis na indugdo de anticorpos anti-Pseudomonas.
Porém, este esquema de hiperimunizacao pode ter
prejudicado os titulos de anticorpos aglutinantes
detectados, pois, posteriormente, verificou-se que a
aplicagdo de 4 doses de 20 ug de LPS de P. aeruginosa
(n =5), induziu um titulo médio de aglutinagdo de
~1:800 (dados nao apresentados), superior ao obtido
neste trabalho.

ATATS (International Antigenic Typing Scheme)
define hoje 20 sorogrupos, de acordo com as dife-
rentes estruturas quimicas encontradas no Ag-O
de isolados clinicos de P. aeruginosa (Bystrova et al,
2006). Neste estudo, apenas uma linhagem de P.
aeruginosa (ATCC 27853) foi utilizada para a obten-
¢do do imundgeno, mas o ideal é que as vacinas a
serem desenvolvidas contra esse micro-oganismo
sejam multivalentes, composta pelos sorotipos
prevalentes em cada regido para tentar contornar
essa questdo da variabilidade antigénica para uma
resposta imune eficiente.

Com relacdo aos estudos de imunogenicidade
de diferentes conjugados de polissacarideos de P.
aeruginosae proteinas, foramobservadasboasrespos-
tasimunes protetoras, como a vacina octavalente de
Ag-O purificado conjugada com exotoxina A (Cryz
et al., 1989) que, ap6s administragdo intramuscular
em camundongos, garantiu protecao contra o desafio
com os sorotipos utilizados como antigenos. Sua
administragdo intranasal, utilizando como adju-
vantesa toxina de Vibrio cholerae ou oligonucleotideos
contendo motivos CpG em camundongos, também
resultou em protecao efetiva (ZUERCHER et al., 2005).
Outro imunoconjugado que ja foi estudado é o do
alginato conjugado com toxoide tetanico, utilizando
acido adipico como espacador e EDAC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida) para conjugacao,
e resultados em camundongos mostraram protegao
contra doses letais de Pseudomonas sp. do morfotipo
mucoide que secretam alginato (KasHEF ef al., 2006).
O alginato é uma estrutura bem menos variavel do
que o LPS, apenas varia no seu tamanho molecular,
dependendo do ndmero de residuos ligados ao
polimero, mas isso também pode interferir na res-
posta imune.
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CONCLUSOES

A hiperimunizacdo dos camundongos com o
conjugado de lipopolissacarideo de P. aeruginosa e
albumina bovina resultou em resposta de produgao
de anticorpos aglutinantes, indicando que a imu-
nogenicidade do LPS foi mantida, em parte, apds
a reacdo de conjugagdo. Os resultados obtidos nos
testes deimunizagdo indicam que é preciso melhorar
a qualidade do conjugado obtido, pois, embora a
analise de gel-permeacao tenha indicado a ligagao
covalente entre LPS-BSA, o titulo de anticorpos
do grupo inoculado com o conjugado foi inferior
ao do grupo inoculado com LPS sem conjugar.
Investigacoes futuras quanto as reagdes adversas
desse imunégeno e sua habilidade para estabelecer
resposta imune protetora em longo prazo, com
geragdo de memoria imunolégica contra a infeccao
por P. aeruginosa, sdo necessarias.
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