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RESUMO

Acinetobacter baumannig um importante patégeno oportunista Gram-negajiv® causa
pneumonia, infec¢des do trato urinario e septicamgpacientes imunocomprometidos. Este
patdégeno esté freqlientemente associado a surtosomaigis em todo 0 mundo e tornou-se
particularmente problematico no Brasil devido a ptevaléncia e padrdes de resisténcia a
varios antimicrobianos. O desenvolvimento de imeragia para o tratamento de infec¢des
bacterianas, geralmente trabalha focada em alvos 3 fatores de colonizagéo e viruléncia
localizados na superficie bacteriana. Entre estewels estdo as proteinas de membrana
externa (OMPs) que podem agir como potenciais ghaya a adesdo de outras células e
ligacdo de compostos bactericidas na superficiddetgrias Gram-negativas. Além disao,
baumannii secretam vesiculas de membrana externa (OMVSs)tigunsportam multiplas
proteinas associadas a viruléncia para o intereorcélula hospedeira. Portanto, uma
abordagem baseada na imunoprotedmica foi desedeaolyara identificar proteinas
imunogénicas na membrana externaddimetobacter baumannicomo possiveis alvos para o
desenvolvimento de alternativas de tratamento case ma imunoterapia. Inicialmente, foi
realizada a cinética de crescimento bacterian@ksarda expressao protéica das cincos cepas
de A. baumanniipor SDS-PAGE 12%. Em seguida, foi realizada acgé#e em modelo
murino com a cepa ATCC19606 éde baumannii seguida da analise do titulo de anticorpos
nos soros de camundongos infectados por ELISA.idatle neutralizante dos anticorpos
anti-Acinetobactemo soro dos camundongos infectados foi analisadaés da variagdo da
concentracdo bacteriana (UFC/mL) em fungcao do temgp@resenca do soro de camundongo
nao infectado (controle negativo) e dos soros deuocdongos infectados. Foram obtidos
soros de pacientes infectados (n=50) poinetobacterspp. e o titulo de anticorpos nestes
soros foi avaliado por ELISA. As OMPs e OMVs forartraidas da superficie e do
sobrenadante de cultivo de baumanniie as proteinas imunogénicas destas fra¢cdes foram
identificadas através da reacdo com os soros darchingos e pacientes infectados atraves
da técnica deWestern blgt como triagem inicial, para posteriormente utilizes soros
positivos a fim de se obter uma melhor caracte@iaagestas proteinas por eletroforese bi-
dimensional As principais proteinas identificadas foram caarzadas de acordo a analise
protedbmica das OMPs e OMVs de baumanniirealizada em estudos anteriores. Foi
observado que as cinco cepasAdebaumanniiapresentaram perfis semelhantes quanto as
proteinas expressas. Portanto, a cepa padrao ATBDE1@e A. baumannii(DO=0,8) foi
selecionada para continuar os estudos. Os camuosleagponderam bem a infec¢éo por
baumanniiapresentando um titulo de anticorpos 7x supedataasoro nao infectado. Além
disso, foi observado que os anticorpos presentesssoms dos camundongos infectados,
foram capazes de reduzir a concentracdo bactedand6,89% (t =1h), 74,30% (t=2h) e
30,82% (t =3h). O titulo de anticorpos aAtinetobactemos soros dos pacientes infectados
apresentou uma variabilidade quantoca off estabelecido neste ensaio. Comparando os
resultados obtidos através da revelacdo das OMisteinas associadas as OMVs com 0s
soros de camundongo e pacientes infectados, aspais proteinas imunogénicas localizadas
na membrana externa ée baumanniforam as Omp 38 da familia Omp A, Omp 33 -36 kKa
e a proteina receptora de sideréforo férrico (IRQME3tas proteinas serdo posteriormente
melhor caracterizadas pelo método de MALDI-TOF/MBavés da analise de seus peptideos
gerados por hidrdlise enzimatica.
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ABSTRACT

Acinetobacter baumannis an important opportunistic pathogen which caysgeumoniae,
urinary tract infections and septicemia in immunopoomised patients. This pathogen is
frequently associated with nosocomial outbreaksldwode and has become particularly
problematic in Brazil due to the prevalence andstasce patterns to several antibiotics. The
development of immunotherapy for the treatment attérial infections, usually works
focused on targets such as virulence and colooiza#ictors located on the bacterial surface.
Among these factors are the outer membrane prot@EMdPs) that may act as targets
potential for adhesion of other cells and bindifigcompounds bactericidal on the Gram-
negative bacteria surface. Furthermoke, baumannii secretes outer membrane vesicles
(OMVs), which deliver multiple proteins virulencesmciated to host cells. Therefore, an
approach based on immunoproteomics was developdénafy immunogenic proteins in the
outer membrane oAcinetobacter baumanniias possible targets for the development of
alternative treatments based on immunotherapyallyit the bacterial growth kinetics and
protein expression analysis of the five strain&.obaumanniby 12% SDS-PAGE was done.
Then, the infection was performed in murine modighwTCC19606 strain oA. baumannii
followed by analysis of antibody titers in seraimfiected mice by ELISA. The neutralizing
activity of antiAcinetobacterantibodies in the serum of infected mice was eranhiby
varying the bacterial concentration (CFU/mL) versuse in the presence of serum from
uninfected mice (negative control) and sera ofatdd mice. Sera from infected patients with
Acinetobacterspp. (n = 50) were obtained and antibody titethiese sera was evaluated by
ELISA. The OMPs and OMVs were extracted from thdasie and culture supernatant/f
baumanniiand immunogenic proteins of these fractions weentified by reaction with
infected mouse and patients serum(n = 5OWM@gtern blqgtas initial screening. Subsequently,
the positive serum were evaluated employing twoetisional electrophoresis. The major
proteins identified were classified according totpomic analysis of the OMPs and OMXs
baumanniiperformed in previous studies. In the presentystwds observed that the five
strains ofA. baumanniihave similar profiles of proteins expression. Hiere, the standard
strain ATCC1960@. baumanni{OD 0,8) was selected for further studies. The nmuaune
response to infection b&. baumanniiwas consistent, showing an antibody titer 7x highe
than the uninfected serum. In addition, antibogiesent in sera of infected mice were able to
reduce the bacterial concentration of 66,89% (t)=I4,30% (t=2h) e 30,82% (t =3h).The
title of antibodies antAcinetobactein sera of infected patients showed a variabititgut off

set in this essay. Comparing the results obtainedidvelopment with infected mice and
patients serum, the major immunogenic proteins témtan the outer membrane .
baumanniiwere the Omp 38 of the family Omp A, Omp 33 -36akénd ferric siderophore
receptor (IROMP). These proteins will be best ctimmzed subsequently by MALDI-
TOF/MS method, through analysis of their peptidesegated by enzymatic hydrolysis.



1. INTRODUCAO

1.1. GéneroAcinetobacter

As bactérias do génerdcinetobacter sdo cocobacilos Gram-negativos, nao
fermentadores, oxidase-negativa, imoveis e perterictamiliaMoraxellaceaqPerez et a|
2007). Atualmente, j4 foram descritas 32 espéa@asnomicamente distintas, sendo a
maioria delas organismos ambientais ndo associamosdoencas em humanos (Gordon e
Wareham2010). Entre estas espécies, 21 foram nomeadaslélrall) com destaque para a
espécieAcinetobacter baumanngue junto com as espécies genbmicas 3 e 13 deb€jey
e Ursing e a espécid. calcoaceticusformam o “complexoA. baumannii que é
considerado de grande importancia clinica, sendporesavel pela maioria dos surtos de

infeccdes hospitalares envolvendo o gémarimetobacte(Towner, 2009).

Tabela 1.1: Espécies atualmente nomeadas pertencesntao

géneroAcinetobacter.

Acinetobacter baumannii Acinetctiea junii
Acinetobacter baylyi Adoteacter lwoffii
Acinetobacter bereziniae Acinettibr parvus
Acinetobacter beijerinckii Acinbgxterradioresistens
Acinetobacter bouvetii Acotedcter schindleri
Acinetobacter calcoaceticus Acinetdbatjernbergiae
Acinetobacter gerneri Acitgdicter towneri
Acinetobacter guillouiae Acineaater tandoii
Acinetobacter gyllenbergii Acinedcter ursingii
Acinetobacter haemolyticus Acinetdbagenetianus
Acinetobacter johnsonii

Adaptado de Towner, 2009

Nos ultimos anosA.baumanniiganhou crescente notoriedade como um patdégeno
nosocomial devido ao surgimento de cepas resistentaultiplos antimicrobianos, sendo
responsavel por uma gama variada de infeccbes @smo trato respiratorio e urinario,
circulacdo sanguinea, pele, tecidos moles e pneanassociada a ventilacgdo mecanica
(Gordon e Wareham, 2010). As infec¢cdes causadasgter patogeno séo frequientes em
pacientes debilitados (imunocomprometidos), paegestijeitos a procedimentos invasivos e
em tratamento com antibioticos de amplo-espectend® assim, as infeccdes devidd\.a
baumanniisdo frequientemente encontradas nas unidadesapetertensiva (UTIs) (Perez et
al., 2007; Towner, 2009).
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O réapido surgimento e disseminacdo globalAdeaumannii demonstrousua boa
adaptacdo ao ambiente hospitalar (Gordon e Warel2&h(). Estas bactérias tém a
capacidade de aderir a plasticos, inclusive sugesfide cateteres, tubos endotraqueais e
também sédo encontradas em fontes Umidas no ambiesfgtalar, tais como valvulas e
circuitos de ventiladores mecanicos, umidificad@dsite humano proveniente de bancos de
leite, o que colabora para sua sobrevivéncia emisgcdo neste ambiente (Coordenadoria

geral de vigilancia em saude, 2007).

Figura 1.1 Microscopia Eletronica 8einetobactespp.

A. baumannitambém pode sobreviver em condi¢cdes drasticasamiduos surtos tem
sido detectado em varios locais envolvidos com biamte dos pacientes, incluindo lengéis,
travesseiros, mobilia e equipamentos hospital&ss. bactéria pode se disseminar através do
ar, goticulas de agua, pele dos pacientes que eskdinizados, mas a maneira mais comum
de transmissdo é através das maos dos profissideagaide do hospital que interagem
diretamente com os pacientes. Porém, a introduggmatbgeno no ambiente hospitalar por
individuos saudaveis também é possivel, atravésedas que circulam na comunidade e
provavelmente apresentam potencial epidémico. Al&so, pacientes que estdo colonizados
ou infectados poA. baumanniipodem carregar esta bactéria em diferentes sltiosorpo
durante dias ou semanas (Dijkshoorn et al.,, 208égundo a Coordenadoria geral de
vigilancia em saude (2007), as culturas de masedhinicos e oswabsde pele podem ser
diagnosticados como negativos apds o tratamenténpos pacientes com doencas de base
severas, com dispositivos invasivos e em uso démanbbianos, dificilmente sé&o
descolonizados mantendo-se portadores assintomatoo risco de desenvolver nova

infecc@o pelo mesmo germe e de transmitir parasutidividuos.
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1.2. Epidemiologia

As infec¢Bes hospitalares podem ser definidas cameelas adquiridas apos a
admissédo do paciente e que se manifestam duramieraacdo ou apds a alta, quando
puderem ser relacionadas com a internacdo ou pnoeetbs hospitalares. As principais
causas das infec¢des hospitalares estédo relaceoadaa condicao clinica do paciente, a
utilizagéo excessiva de procedimentos invasivasairracional de antimicrobianos, a falta
de vigilancia epidemiologica adequada e métodgsroecao antiinfecciosos ineficazes ou
inexistentes (Gomes e Reis, 2003).

Acinetobacterspp. vem surgindo como um importante patégeno topista no
mundo inteiro, sendo responsavel por 2 a 10% dastad infeccbes hospitalares, com alta
incidéncia em unidades de tratamento intensivo 1@y Edwards, 2005). Esta bactéria
tem sido comparada &taphylococcus aureussistente a meticilina (MRSA) e chamada de
“MRSA Gram-negativa”. Embora o comportamento epidédgico deAcinetobacterseja
semelhante a MRSA, o impacto em termos de morbidaaertalidade € menor do que o
causado poBtaphylococccoagulase-negativa (Guillou, 2005).

Em um estudo Internacional de Prevaléncia e Sugtdnteccbes nas Unidades de
Terapia Intensiva foram coletadas amostras de masieo perido de 24 horas em 75 paises,
nas quais foram detectadas a presenca de infeppdeicinetobacterspp. em diferentes
regibes geograficas (Vincent et al., 2009). A fggdr2 mostra a distribuicdo geografica de
pacientes infectados pdétcinetobacterspp., segundo o estudo realizado por Vincent et al.
(2009).

Distribuicdo Geogréafica de Pacientes Infectados
Acinetobacterspp.

O Leste da Europa

B Oeste da Europa

0O América Sul/Central
7% o

O América do Norte

W Oceania

o Africa

B Asia

6% 5%

Figura 1.2: Porcentagem de pacientes infectadosAporetobacterspp. em diferentes regides geograficas
(Vincent et al., 2009).
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As infecgbes porAcinetobacterspp. incluem pneumonia nosocomial, meningite
secundéria, bacteremia, infeccbes de pele, teamoles, infec¢cbes do trato urinério e
respiratorio (Davis et al2005; Siroy et al., 2006). Dados do sisterNational Nosocomial
Infections Surveillan¢e(NNIS), mostraram que entre os anos de 1975 & 2@@rreu um
aumento das infec¢cdes causadasAmnetobacteispp. em hospitais americanos. Este relato
evidenciou aumento de 1,5% para 6,9% das pneumbpsstalares, 1,8% para 2,4% das
infeccdes da corrente sangiinea, 0,5% para 2,1%ntac0es de sitios cirdrgicos e um
aumento de 0,6% para 1,6% das infeccbes de trab@rior causadas por este agente
(Mostachio, 2010).

No Brasil, foram coletados dados de 96 hospitaasil@iros no periodo de julho de
2006 a junho de 2008, os quais notificaram a ResleMdnitoramento e Controle da
Resisténcia Microbiana da ANVISA a ocorréncia dedpdes na corrente sangtinea (ICS)
nas UTIs. Entre as 5.406 ICS notificadas, 11% epoederam as infeccbes por
Acinetobactespp. (Figura 1.3).

Candida E- coli

Enterococcus 4%
5%

3%

Enterobacter e
6% |

aureus

18%

Acinetobacter
1%

SCN
29%

P. aeruginosa
11%

| B
= Staphylococcus
47%

K. pneumoniae
13%

Figura 1.3: Distribuicdo de microrganismos isoladedCS em pacientes de terapia intensiva notifisguklos
hospitais brasileiros participantes da Rede RM lhalde 2006 a Junho de 2008 (Rede RM- ANVISA/MS,
CGLAB/MS, OPAS/OMS).

O surgimento de infecgBes pécinetobacterspp. é favorecido por alguns fatores
como a grande capacidade de adaptacdo deste pat@encondicbes ambientais
desfavoraveis, a utilizacdo de uma variedade diegamutricionais, a adaptacéo as diferentes
temperaturas, condicoes de salinidade e niveis mdielade, o que contribui para sua
sobrevivéncia em ambiente hospitalar — que rept@seprincipal reservatério desta bactéria
(Bergogne e Towner, 1996). Além disso, uma carestiest importante décinetobacteispp.
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€ sua resisténcia aos agentes antimicrobianos,spectial ao$3-lactamicos, o que € uma
vantagem no ambiente hospitalar (Falagas e Koe®r2006). Segundo dados da ANVISA
(2008), Acinetobacterspp. apresentaram um perfil de resisténcia a vambsnicrobianos
como piperacilina/tazobactam, ampicilina/sulbacteeftazidima, cefepime, carbapenémicos
(imipenem e meropenem), fluoroquinolonas (cipradldra e/ou levofloxacina) e
aminoglicosideos como a gentamicina e amicacina.

O tratamento de cepas Aeinetobacterspp. resistente as multiplas drogas geralmente
é limitado aos carbapenémicos, mas a emergénciaepas resistentes ao imipenem e
meropenem é uma grande preocupacdo. Sendo assidisseminacdo global destes
organismos enfatiza o potencial epidémico desteggeab (Jennifer et al., 2010).

1.3. Resisténcia aos antimicrobianos

Na década de 1990 e inicio do século 21, os paigipatogenos resistentes
detectados nos hospitais e centros de saude ngpd&w@oAmérica do Norte foram os
organismos Gram-positivos, tais com8taphylococcus aureusesistente a meticilina
(MRSA) e Enterococcugesistente a vancomicina (VRE). Assim, uma graaidscao foi
dada a estes organismos e uma série de novas dobgesenvolvida para o seu tratamento
(Jennifer et al., 2010).

Atualmente A. baumanniiestd atraindo grande atencdo devido ao aumento da
resisténcia aos antimicrobianos e 0 surgimentoeg@ag resistentes a praticamente todas as
drogas disponiveis. Entre elas estdo as aminopeas;icefalosporinas de primeira e segunda
geracgdo, cloranfenicop-lactamicos de amplo espectro, aminoglicosideasydlquinolonas e
tetraciclinas. Existe uma preocupacao especialtquao aparecimento de resisténcia aos
carbapenémicos principalmente, imipenem e meropegamforam introduzidas em 1985 e
que, por anos, foram os agentes mais importantasop@atamento de infec¢des causadas por
A. baumannimultiresistente (Dijkshoorn et al., 2007).

A polimixina foi utilizada até o inicio de 1980 patratar infeccbes causadas por
bacilos Gram-negativos e apesar de ser um agetitei@obiano altamente toxico, esta
sendo novamente utilizada para tratar infeccoessptados deAcinetobactersusceptiveis a
este composto (Carvalho et al.,, 2009). Porém, ten@mmte a resisténcia a polimixina e
tigeciclina também foram relatadas, indicando gudaumanniipode causar infec¢des que
sao totalmente refratarias ao arsenal de antinmamob atualmente disponiveis (Dijkshoorn et
al., 2007).
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1.3.1. Mecanismos de resisténcia

A resisténcia dé. baumanniiaos agentes antimicrobianos € mediada por mecasism
gue ocorrem na bactéria, incluindo modificagdessitigs alvos para antibioticos, inativacao
enzimatica, efluxo ativo e reducéo do influxo degdrs (Dijkshoorn et al., 2007; Siroy et al.,
2006) Atualmente, novas drogas estdo em processo devidbdaerento e aquelas que tém
atividade contra bactérias Gram-negativas nao ept@s nenhuma vantagem especial contra
a multiresisténcia por isolados d®& baumannii,quando comparadas com 0S agentes
antimicrobianos existentes (Tower, 2009). O surgimee a propagacdo de cepas de
Acinetobacterspp. multiresistentes tém sido cada vez maisackdatno mundo, o que limita
as opcoes terapéuticas e faz necessaria a buscaopas alternativas para combater as

infeccdes causadas por este patdogeno (Lin et0fl8; Jones et al., 2007).

Producao dep-lactamases

Os mecanismos basicos de resisténcia fdasctamicos sdo: hidrélise pop-
lactamases; alteracdes na afinidade ou expressamtignas de ligacdo a penicilina (PBPS);
alteracdo da estrutura e numero de proteinas deorapenexterna (OMPS) como as porinas
que resultam na reducdo da permeabilidade dos@itds através da membrana externa do
patdégeno; a atividade das bombas de efluxo quendem a concentracdo de antibioticos na
célula bacteriana (Perez et al., 2007; Peleg,e2@08; Gussatti et al., 2009).

Os antimicrobianos3-lactamicos inibem o crescimento das bactériasvédrado
bloqueio da biossintese da parede celular bacterarmecanismo prevalente de resisténcia
aos B-lactamicos emA. baumanniiocorre através da producdo de enzimas denomirfadas
lactamases, cuja acdo consiste em catalisar alib@rdo anelp-lactdmico, tornando o
antimicrobiano inativo. No entanto, de acordo comatureza complexa deste organismo,
mecanismos multiplos, muitas vezes trabalham erjustmpara produzir o mesmo fenotipo
de resisténcia (Peleg et al., 2008).

A resisténcia dé. baumanniias penicilinas, cefalosporinas e aztreonam é whdar
principalmente pela expressdo de genes Pdemtamases de espectro estendido (ESBLS),
sendo estas enzimas inibidas pelo clavulanato. Al&so, todas as cepas Alebaumannii
produzem uma cefalosporinase cromossomal do tigdrC), também conhecida como
cefalosporinase derivada deinetobacter(ADCs), que ndo sao capazes de hidrolisar os
carbapenémicos e o cefepime (Peleg et al., 2008z ¢ al., 2007).

Segundo Ambler et al. (1980), $islactamases sdo agrupadas em quatro classes
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moleculares, A, B, C e D, baseadas na homologsedééncia dos aminoacidos. As classes
A, C e D séo as serin&lactamases que possuem serina no sitio ativolasaecB séo as
metalof-lactamases (MBLS) que contém um ou dois ions zimzaitio ativo (Queenan e
Bush, 2007).

As carbapenemases sdo um grupo heterogénpdadéamases do qual fazem parte a
classe A (penicilinases), classe B (metaloenzimaslasse D (oxacilinases). Estas enzimas
tém a propriedade de hidrolisar os antimicrobia(ioipenem e meropenem), além de
hidrolisar outras penicilinas e cefalosporinas s e Bush, 2007).

As metalop-lactamases (MBLs) sdo capazes de hidrolisar dsmpanémicos e todos
0s outros3-lactamicos, com excecdo do aztreonam e sdo msista maioria dos inibidores
de B-lactamases (Gordon e Wareham, 2010; Perez &08l7). Estas enzimas necessitam de
zinco em seu sitio ativo para exercer sua funcémlitica, portanto, na presenca de EDTA
(quelante de zinco) e outros céations bivalentedgmrsua fungédo (Queenan e Bush, 2007). O
aumento do numero de MBLs efn baumanniicontribuiu essencialmente para o surgimento
global de resisténcia afdactamicos (Perez et al., 2007).

O modo mais comum de resisténcia enzimatica absganémicos em.baumanniié
a producao de oxacilinases codificadas pelos gdagdinhagens blaOXA-23, blaOXA-24,
blaOXA-51 e blaOXA-58 (Carvalho et al.,, 2009). Aszenas da familia OXA conferem
resisténcia a ampicilina e cefalotina e séo caniaet#as pela agéo hidrolitica contra oxacilina
e cloxacilina, sendo fracamente inibidas pelo adldwulanico (Gussatti et al., 2009). As
oxacilinases dé\.baumanniique pertencem ao grupo de enzimas OXA-51 sdo eapa
hidrolisar  penicilinas (benzilpenicilina, ampicéin ticarcilina e piperacilina) e
carbapenémicos, como o imipenem e meropenem (Gasatt, 2009). Esta resisténcia pode
ser reforcada por mudancas na permeabilidade débraem devido a perda de proteinas de
membrana externa (OMPSs) que atuam como porinasopaeansporte de substancias através
desta membrana. Portanto, a eficacia dos antinmamrob carbapenémicos para o tratamento
de infeccbes poAcinetobacterestd altamente comprometida devido ao surgimeat d
enzimas metal@-lactamases (MBLs) e oxacilinases (OXA) capazeshukolisar estes
compostos, sendo que as carbapenemases do tipor€pXésentam globalmente o principal

mecanismo responsavel pela resisténcia (Carvalalo, 2009).
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Alteracdo de OMPs e PBPs

As porinas sdo proteinas capazes de formar camaispgrmitem o transporte de
moléculas através bicamada lipidica, da qual a m@mabbacteriana € constituida. Estas
proteinas de membrana externa (OMPSs) podem agio gmtenciais alvos para a adesao de
outras células e ligagdo de compostos bactericidasuperficie da bactéria Gram-negativa.
Variagbes estruturais destas proteinas tém surgimipo mecanismo de resisténcia em
resposta a presenca de antibioticos, sendo unaéggtr de sobrevivéncia desenvolvida por
muitas bactérias (Vila et al., 2007).

As porinas desempenham um papel chave na perntealalida membrana externa
das bactérias Gram-negativas, no entanto aindéerxigoucos dados sobre estas proteinas
nas espécies dacinetobacter Recentemente, uma OMP de 43KDa Ambaumanniifoi
identificada como homologa a OprD deaeruginosa caracterizada como uma porina
associada a resisténcia ao imipenem. Uma outraipegtuma porina de 29 KDa denominada
CarO foi responsavel pela resisténcia aos antimignos carbapenémicos e baumannii
(Vila et al., 2007; Perez et al., 200Acinetobacter baumanniiem relativamente poucas
porinas quando comparada a outras bactérias Grgatives, 0 que pode explicar em parte a
resisténcia intrinseca aos antimicrobianos (Pedlay,2008).

As proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs) presenai membrana plasmatica das
bactérias, representam um sitio de ligagdo paemtisioticosp-lactamicos. As PBPs podem
ser alteradas através de mutacdes ou produzir Blgsmentares, resultando na reducéo da
afinidade pelosp-lactamicos. Ja foi relatado que a resisténcia Adebaumannii aos

carbapenémicos pode estar associada a reducapnesso de PBP-2 (Perez et al., 2007).

Bombas de Efluxo

Os mecanismos de efluxo ativo responsaveis pelag&wmda droga do local de acao,
contribuem substancialmente para a resisténciceti@ta a multiplas drogas (Gordon e
Wareham, 2010). A resisténcia aos antibidticos, o carbapenémicos, é freqlientemente
causada por alteragcbes na permeabilidade da memblendo a reducdo do influxo ou
aumento do efluxo de drogas (Peleg et al., 2008).

Segundo Vila et al. (2007), atualmente os sistedeasfluxo sdo agrupados em seis
familias: Adenosine triphosphate binding casse&8Q), major facilitator superfamily
(MES), resistance nodulation division (RND), muiltig and toxic compound extrusion
(MATE), drug/metabolite transporter (DMT), small lidrug resistante (SMR).
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O sequenciamento do genoma de uma cepa. t@umanniimultiresistente mostrou
uma ampla variedade de sistemas de efluxo ativaocenbomba AdeABC que pertence a
familia RND responsavel pelo efluxo dos antimicapls p-lactamicos (incluindo os
carbapenémicos), aminoglicosideos, eritromicina, oracifenicol, tetraciclinas,
fluoroquinolonas; uma bomba da familia MATE chamadeM que promove o efluxo de
ciprofloxacino, norfloxacino, ofloxacino, gentanmaie as bombas Tet(A) e Tet(B) da familia
MFS gue expulsam da células a tetraciclina e mafioai. A resisténcia dA. baumanniiaos
antimicrobianos mediada pelas bombas de efluxogesimente associada as familias MFS
e RND (Vila et al., 2007).

1.4. Fatores de viruléncia e patogenicidade

A viruléncia e patogenicidade dacinetobacterspp. é pouco compreendida e
controversa, sendo este organismo considerado actérta de baixa viruléncia, apesar da
severidade das infecgbes que ela causa. (Guiliflh)2

A. baumanniise adere as superficies bioldgicas e abidticasmumdformar biofilme.
Esta é uma caracteristica patogénica importanteuias bactérias, facilitando a colonizacéo
de material prostético e contribuindo para a rés@a as drogas e evasdo do sistema imune
do hospedeirdn vivo. O Pili e as fimbrias sdo importantes para a ad&éinicial na
superficie das células do hospedeiro, seguido psdaucdo de exopolissacarideo, um
importante constituinte do biofilme maduro que supr a atividade dos neutréfilos e
contribui para a resisténcia ao soro (Gordon e Wame 2010). Aproximadamente 30% das
cepas deéAcinetobactemproduzem exopolissacarideo que é um importante €& viruléncia
gue protege a bactéria das defesas do hospedsuitando em letalidade em camundongos e
citotoxidade pelas células patogénicas. (Guill@05).

A capacidade dé. baumanniiobter e utilizar recursos como o ferro é um fator
importante para sua sobrevivéncia no hospedeiim anbiente, pois favorece o crescimento
bacteriano e a expresséao de viruléncia (GuilloO520Este patégeno secreta uma variedade
de moléculas envolvidas na absorcdo de ferro, imidu sideréforos, acinetobactina e
proteinas modificadoras dos receptores de ferrmelmbrana externa (Gordon e Wareham,
2010). O lipopolissacarideo (LPS) produzido peinetobacterspp. e outros bacilos Gram-
negativos € responsavel pela toxicidade letal emundongos, sendo esta endotoxina
detectada durante a septicemia causada por estéribadcEste fator de viruléncia esta

envolvido na capacidade de resisténcia ao sistemngplemento humano, permitindo a
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sobrevivéncia da bactéria em fluidos humanos. @dip A é geralmente formado por acido
estearico, palmitico, miristico, laurico ou capodie representa a porcdo toxica do LPS
(Guillou, 2005). O potencial inflamatorio do LPS de baumannii como uma molécula
central para o desenvolvimento de sepse, esta sevekiigado e demonstrou ser um potente
indutor da expresséo de citocinas pro-inflamatanas mondcitos humanos. Sendo assim, a
capacidade deste patégeno em estimular a respdktmatéria em mondcitos humanos é
provavelmente um fator significante para a patog€rda infeccdo (Gordon e Wareham,
2010). O polissacarideo capsular do LPS é outar fainhecido por bloquear o acesso do
complemento a parede celular bacteriana e impedesencadeamento da via alternativa de
ativacdo do complemento, que é importante quaatividlade bactericida (Guillou, 2005).

A maioria das bactérias Gram-negativas secretacwiasi de membrana externa
(OMVs) durante o crescimentm vitro e nas infeccbesn vivo. As OMVs contém
lipopolissarideos, proteinas de membrana exteipidebs de membrana externa, proteinas
periplasmaticas, proteinas citoplasmaticas, DNARBA. Os fatores de viruléncia presentes
na superficie das OMVs permitem a aderéncia asaséhospedeiras e a internalizacdo dos
componentes vesiculares. baumannisecretam OMVs durante o crescimeimitro e ja
foram identificadas 26 proteinas de membrana extdiferentes presentes nesta bactéria
qgue sdo derivadas de OMVs, como a AbOmpA respohpalee aderéncia e invasao de A.
baumanniinas células epiteliais. Isto indica que as veagcgkcretadas d& baumannii
atuam como um veiculo para o transporte de molgcefatoras (mdultiplas proteinas
associadas a viruléncia) para o interior das celudspedeiras (Kwon et al., 2009).

Sendo assim, a variagéo na expressao dos fatox@sidmcia envolvida pode diferir
na capacidade das cepas em colonizar ou infecéantmente hospedeiro. Por exemplo, a
acumulacdo de certas proteinas de membrana exteii®s) esta associada com a
habilidade para formar quantidades significativasmbfilme. Além dissoA. baumanniié
capaz de invadir e promover a apoptose das céulearidticas, uma propriedade atribuida
a atividade da OmpA (Omp 36), que é transferida pamitocondria e nucleos e induzem as

vias de morte celular eucariotica (Gordon e Warelz@h0).
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1.5. Resposta imune contra bactérias extracelulares

O conhecimento de que diferentes tipos de micrisgass sdo destruidos por
diferentes componentes da resposta imune data id®m idos anos 50, quando ficou
documentada a importancia dos anticorpos na dedtrule bactérias extracelulares. Embora
isoladamente os anticorpos por si s6 ndo tenhampaciade de destruir bactérias, eles
podem neutralizar os microrganismos, impedindo Igizgdo com o tecido do hospedeiro.
Adicionalmente, em associacdo com o complement@ntisorpos podem lisar bactérias e
funcionar como opsoninas, facilitando a fagocit@e.neutrofilos, eosindfilos e macrofagos
exercem sua agdo microbicida de forma mais ampirawarios tipos de agentes e séo
células importantissimas para a defesa do hospedéachado et al., 2004).

As bactérias extracelulares séo capazes de searefdra das células do hospedeiro,
por exemplo, na circulacdo, nos tecidos conjuntieosm espacos teciduais tais como 0s
lumens das vias aéreas e intestinais. Nesses @asoscanismos de defesa estéo relacionados
principalmente com as barreiras naturais do hosederesposta imune inata e a producao
de anticorpos (Abbas e Lichtman, 2005).

A importancia das barreiras naturais no combate irdeccbes bacterianas
extracelulares é bem reconhecida. A integridadeetae das mucosas impede a aderéncia e a
penetracdo de bactérias; o movimento muco-ciliariea bactérias do trato respiratério; o pH
acido do estdbmago destréi bactérias que penetrdontiato digestivo alto; e na saliva e
secrecdes prostaticas existem substancias condateviantimicrobiana (Machado et al.,
2004).

A participagcdo da imunidade inata contra as badérktracelulares ocorre através das
células fagocitarias, da ativacdo do sistema camgéo pela via alternativa e da producgéo
de quimiocinas e citocinas. Adicionalmente a pr@eC reativa (PCR), proteina de fase
aguda produzida principalmente por células hepgties infeccbes bacterianas, exerce acéo
variada contra as bactérias. Ao ligar-se aos fipéfiibs de membrana de algumas bactérias a
PCR atua como opsonina, facilitando a fagocitogengatroéfilos. A PCR também possui a
capacidade de ativar o sistema complemento e watim sintese do fator de necrose tumoral
(TNF-a), o qual induz a sintese de oxido nitrico (NO)oaseqiientemente a destruicdo de
varios microrganismos. O complemento exerce selelpdp defesa pela ativacdo do
complexo de atague & membrana (C5-C9) e facilitgpsonizacdo através do componente
C3b. Todas as células da imunidade inata participardefesa contra bactérias, embora seja

enfatizado principalmente o papel de neutrofilom@dcitos/macréfagos pela capacidade
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fagocitica dessas células (Machado et al., 2004).

A imunidade adaptativa, principalmente mediada mticorpos, desempenha
importante papel na defesa contra as bactériaacekiifares. Os anticorpos podem exercer
suas acOes de trés maneiras: 1) opsonizacédo, \Bnddi o sistema complemento, 3)
promovendo a neutralizacdo de bactérias ou de meulitos (Machado et al., 2004). As
respostas dos anticorpos as bactérias extracejut@e direcionadas contra antigenos da
parede celular e toxinas secretadas e associazidsla, os quais podem ser polissacarideos
ou proteinas (Abbas e Lichtman, 2005). Como aghias extracelulares sdo susceptiveis a
destruicdo quando fagocitadas, elas desenvolvern coecanismo de escape substancias que
possuem atividade antifagocitica. Anticorpos diligi contra essas substancias ndo so
impedem sua acao, mas facilitam a fagocitose dggsdeneutrofilos e macrofagos possuam
receptor para a por¢cdo FC da imunoglobulina (ogsgépb). Os anticorpos também sao
coadjuvantes na destruicdo de bactérias por comeplemativando esse sistema pela via
cldssica (Machado et al., 2004). Por meio do meoamide neutralizagdo, os anticorpos
principalmente a IgA e IgG, podem ligar-se a baasée com isso, impedir que as mesmas se
fixem nas mucosas, como no trato intestinal e ai trespiratério. Os anticorpos em muitas
ocasides se ligam a toxinas produzidas por bastégatralizando a acdo desses produtos. A
opsonizacao € mediada por algumas subclasses dedgiivacdo do complemento pela IgM
e subclasses de IgG (Abbas e Lichtman, 2005). M&emos protéicos das bactérias
extracelulares também ativam as células T auxdli@®4, as quais produzem citocinas que
estimulam a producdo de anticorpos, induzem annat@io local (fator de necrose tumoral-
TNF) e acentuam as atividades fagocitica e miciddidos macréfagos com o interferpn-
(Machado et al., 2004).

As células da resposta imune sdo também as priscipates de citocinas e
guimiocinas no inicio das infec¢des, as quais exersua acao tanto na fase inata como na
adaptativa. As quimiocinas, devido a seu papeltdsdraélulas para o sitio da lesdo, sao
muito importantes no processo de defesa do hospedentre as vérias citocinas que
participam da defesa contra bactérias tem sido dadtaque as citocinas pro-inflamatorias,
como o TNFe, interleucinas 1 e 6. Essas citocinas sdo prodsziths fases iniciais da
infecc@o e sdo responsaveis por meio de sua agdipotdlamo pelo aparecimento da febre e
também pela inibicdo da multiplicacdo bacteriarias Bumentam a expressdo das moléculas
de adesdo, facilitando a passagem de células dppas 0 sitio da infeccdo, e tambéem

estimulam os neutrdfilos e macrofagos a produzikEdnque € capaz de destruir as bactérias
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(Machado et al 2004). Outras citocinas produzidas nas fasegisida infeccéo interferem
na resposta imune adaptativa, como a IL-12, pro@dupor macrofagos, que tem papel
importante na diferenciacdo de células ThO para, Hmbjuanto a IL-4, produzida por
basofilos, mastécitos e macréfagos, estimula aahfg@acdo de células ThO para Th2, que vao
colaborar com o linfécito B na producéo de antiosrMachado et al., 2004).

As principais consequéncias da resposta imuneabatitérias que sao prejudiciais ao
hospedeiro sdo a inflamacdo e o choque sépticajuass ocorrem devido a citocinas
produzidas principalmente por macréfagos ativaddschoque séptico € a consequéncia
patolégica mais grave desencadeado por lipopolisgms (LPS) presentes na parede das
bactérias Gram-negativas, estimulando nos neusofimacréfagos, células endoteliais e
musculos uma producao exacerbada de citocinanflapriatorias (TNFe, IL-1, IL-6, IL-8)

e NO. Como consequéncia, ha diminuicdo do tbnusutarse do débito cardiaco, que resulta

em hipotensdo e ma perfuséo tecidual, e finalmaotte celular (Machado et al., 2004).

1.6. Busca por novos alvos

A imunoterapia consiste no tratamento e imuno@wil de doencas através da
inducdo, estimulacdo ou supressdo da resposta inhbas e Lichtamn, 2005).
Acinetobacter baumanniié um importante patdégeno oportunista Gram-negativo
frequentemente associado a surtos nosocomiais @éenaanundo (Villegas e Hartstein,
2003). Este patdégeno tornou-se particularmente lgmodtico no Brasil devido a sua
prevaléncia e padrbes de resisténcia a varios @nbinlanos (Carvalho et al2009). O
desenvolvimento de imunoterapia para o tratameatinfiéccdes bacterianas, geralmente
trabalha focada em alvos como os fatores de ca@oa@ e viruléncia localizados na
superficie bacteriana. Entretanto, poucos estudadiaem o grau de imunogenicidade
conferido por estes alvos em situacdes reais @edgab, ou seja; no confronto patdogeno
versushospedeiro. Desta forma, em virtude das caradtardstieste patégeno - em especial
da dificuldade de tratamento com antimicrobianasveacionais - o desenvolvimento de
novas estratégias de eliminacdo e controle dest#rizasdo de alta relevancia. Portanto,
isto justifica a importancia de se realizar umaliaedmunoprotedmica com o objetivo de
identificar proteinas imunogénicas na membrana rextele Acinetobacterspp., que
posteriormente contribuirdo para o desenvolvimelgt@lternativas de tratamento baseadas

na imunoterapia.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho consiste nantifieacdo de proteinas

imunogénicaspara o desenvolvimento de estratégias baseadasmemoterapia contra

infeccdes poAcinetobactespp

2.2. Objetivos Especificos

Analisar a cinética de crescimento bacteriano expressdo de proteinas entre as

diferentes cepas de baumannicrescidas nas fases exponencial e estacionaria;

Extrair as proteinas de membrana externa (OMPs)@aeinas associadas as vesiculas

de membrana externa (OMVs) Aebaumannii

Analisar o titulo de anticorpos nos soros dos calongos infectados p@k. baumannii

através de ensaio imuno-enzimatico (ELISA);

Analisar a atividade neutralizante dos anticorpos-A baumanniinos soros dos

camundongos infectados;

Analisar o titulo de anticorpos nos soros de paegeinfectados ou colonizados por

Acinetobactespp. através de ensaio imuno-enzimatico (ELISA);

Identificar as OMPs e OMVs d&baumannii através da técnica &éestern Blagta partir
da incubacdo com soros de camundongos infectadgsmceentes infectados ou

colonizados poAcinetobactespp.;

Caracterizar as proteinas imunodominantes poroéease bi-dimensional (2D), seguido
de Western blat
Comparar os resultados obtidos a partir da incubagin os soros de camundongos e

pacientes infectados.



3. METODOLOGIA

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Témgia Recombinante (LATER) e
no Laboratério de Macromoléculas (LAMAM) do Instiiu de Tecnologia em
Imunobioldgicos (Bio-Manguinhos/FIOCRUZ).

3.1. Obtencéo das cepas decinetobacter baumannii

Para a realizagdo do atual estudo foram obtidasraqupas deA.baummanii
isoladas a partir de material clinico (tabela 3el)uma cepa padrdo (ATCC19606),
previamente confirmadas taxonomicamente. Estasscépaterianas foram cedidas da
subcolecdo de culturas de bactérias de origem tatsmpdo Instituto Oswaldo Cruz (IOC/
FIOCRUZ) pela Dra Marise Dutra Asensi e Dra Anal®d&iAlincourt Carvalho Assef do
Laboratério de Pesquisa em Infeccdo Hospitalar (HAPC), situado no Rio de Janeiro —
RJ.

Tabela 3.1: Caracteristicas das cepas clinic&s daumanniusadas no estudo

N° da Cepa Fendtipo de Resisténcia PFGE MLST Origem

305LGB AK, SAM, TZP, ATM, CAZ, A 131 Rio de Janeiro
FEP, CIP, IPM, MER, SXT

356LGB AK, SAM, TZP, ATM, CAZ, B 133 Rio de Janeiro
FEP, CIP, IPM, MER, SXT

539LGB AK, SAM, TZP, ATM, CAZ, Cc 132 Rio de Janeiro
FEP, CIP, IPM, MER, SXT

549LGB ATM P * Rio de Janeiro

AK: amicacina; SAM: Ampicilina+sulbactam; TPZ: Pipeilina+tazobactam; ATM: Aztreonam; CAZ:
Ceftazidima; CIP: Ciprofloxacino; IPM: Imipenen; MER: ekbpenen; SXT: Sulfametazaxol+
trimetoprima. * Ndo determinad®ulsed Field Gel Electrophores[BFGE);Multilocus Sequence Type
(MLST).

O atual projeto foi submetido e aprovado pelo Cémndi¢ Etica em Pesquisa do
Instituto de Pesquisa Evandro Chagas (IPEC) na RIIXC(Anexo 1). Este trabalho esta
cadastrado no Sistema Nacional de Etica e Pes(BISAEP), pelo registro FR-313927
de 12/01/2010.



34

3.2. Andlise da cinética de crescimento bacteriartas cepas dé. baumannii

A cinética de crescimento das cinco cepasAdmumanniifoi analisada através da
utilizacdo de pré-indculos em meio de cultura Lg&tani (LB) (10g/L bacto-triptona 5g/L,
extrato de levedura e 5g/L NaCl) suplementado cOnug&'mL de ampicilina e cultivados
durante 16-18h, a 37°Gob constante agitacdo de 120 rpimcibator Shaker Series
INNOVA® 44). Estes pré-indculos foram colocados Erfenmeyers (250mL) com meio LB
na proporcao de 1:100 (v/v), submetidos a agitdedt20 rpm a 37°C. A leitura da densidade
Otica das culturas bacterianas a 600 nm foi reddizam diferentes intervalos de tempos,
utilizando o espectrofotometro UV1208himadzy Dessa forma, foi analisado o crescimento

bacteriano das cinco cepas estudadas em fung@ongo (Soares et al., 2009).

3.2.1. Quantificacdo bacteriana

A quantificacdo bacteriana foi realizada da seguiatma: foi retirada uma aliquota
de 100uL das culturas referentes a cada cepA. dmumanniiem diferentes densidades
6ticas. Estas aliquotas foram diluidas a f(¥fv), 1:107(v/v), 1:10%v/v) em meio LB
liquido e em seguida, 100uL correspondente a ceuligéh foram semeados em placas de
Petri contendo o meio sélido Agar Luria Bertanileopentado com ampicilina 100pg/mL. As
placas foram incubadas a 37°C durante 12 horasolsiias obtidas foram quantificadas
para definir a concentragédo de bactérias (UFC/mL).

3.2.2. Expressao das proteinas

As proteinas expressas nas cinco cepadd.déaumannii nas fases exponencial
(DOs0onn=0,8) e estacionaria foram analisadas por elestoem gel de poliacrilamida em
condi¢cbes desnaturantes (SDS-PAGE a 12%), em cerbgal Mini Protean 1l (Bio-Rad),
segundo Laemmli (1970). As proteinas presentesaoitia integra (1) foramdissolvidas
em solucdo tampdo de amostra contendo SDS 10%r&pteetanol 2,5% (v/v), glicerol
25% (v/v), Tris.HCI 0,5M pH 6.8 e azul de bromofef¢b% (m/v). Para a determinacao do
peso molecular das proteinas utilizou-se o padedprdteinas coradas de pesos moleculares
conhecidos (miosina 198.35B:galactosidade 131.098; albumina de soro bovinG@%2.
anidrase carbdnica 40.435; inibidor de tripsiné431,; lisozima 17.180; aprotinina 6.913). A
eletroforese foi realizada durante 90 minutos a %@ls e as bandas protéicas foram
reveladas com a solucdo cora@momassie brilliant blu® 250 (0.2 g %) em &4gua: metanol:
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acido aceético (30:8: 62 v/v/v). O gel foi descoradon solugcdo de metanol: acido acético:
agua (30:8: 62, v/v/v) (Silva Jr., 2001).

3.2.3. Quantificacdo de proteinas

A estimativa da concentracdo de proteinas (ug/jes) amostras foi realizada de
acordo com o método de Folin - Lowry modificado pReterson (1983), usando-se a
albumina de soro bovino (BSA) 10mg/mL como padréo.

3.3. Selecéo da cepa ATCC19606

As cinco cepas de Abaumannii analisadas anteriormente por SDS-PAGE 12%,
apresentaram perfis eletroforéticos muito parecelosrelacdo as proteinas expressas pela
bactéria. Sendo assim, selecionamos a cepa padr@C¥9606 na fase exponencial para

continuarmos o estudo.

3.4. Extracao das proteinas de superficie de baumannii

3.4.1. Extracao das proteinas de membrana extern®{Ps)

A extracdo das proteinas de membrana externa (Od&2s)baumannifoi realizada de
acordo com Kittelberger et al. (1995). A cepa ATOG&I6 deA. baumanniifoi cultivada em
caldo de Luria-Bertani (LB) até atingir a densidaateca igual a 0,8, conforme descrito
anteriormente no item 3.2. Em seguida, a culturadntrifugada a 4.000 rpm / 4°C durante 15
minutos e elletfoi lavado 2 vezes com PBS (solugédo tampéo fosfateddio 10mM, NacCl
150 mM, pH 7,2). Para cada 50 mg plllet obtido foi adicionado 500uL de solugcéo (TBS:
Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, pH 8.0) contendo Tn® X-114 4% (Sigma — Aldrich®,
USA). A mistura foi agitada durante 16-18h a 4°@egois, centrifugada a 10.000 x g por 30
minutos a 4°C Centrifuge5415D). O sobrenadante foi incubado a 37°C durarfteras para
separar as fases aquosa e detergente. A faseadefgi coletada e realizou-se a precipitacéo
protéica com adicdo de acetona pura (1:1, v/v)oa $eguida de incubacéo durante 3 horas a
4°C. A amostra foi centrifugada a 13000 rpm porniihutos a 37°C, o sobrenadante foi
descartado e a acetona evaporada a 37°C.
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3.4.2. Extracdo das vesiculas de membrana exterfaNIVs)

As vesiculas de membrana externa (OMVs) foramdsalalo sobrenadante da cultura
bacteriana, segundo Kwon et al. (2009). A cepa AT@8D6 deA. baumanniifoi cultivada
em caldo de Luria-Bertani (LB) até atingir a deasle otica igual a 0,8, conforme descrito
anteriormente no item 3.2. Em seguida, a culturadatrifugada a 4.000 rpm / 4°C durante
15 minutos. O sobrenadante foi coletado e filtréidiwo de millipore 0,22um) para remover
os debris e células residuais e depois, concentaagécuo (eppendorf Vacufugh. A
precipitacdo das proteinas foi realizada com adigiacetona pura (1:1, v/v) a frio, seguida
de incubacgéao durante 16-18 horas. A amostra fdrittegada a 4.000 rpm durante 15 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi descartado e a acetapoeda a 37°C.

3.4.3. Eletroforese desnaturante em gel de poliatamida (SDS-PAGE)

As proteinas de membrana externa (OMPs) e as l&side membrana externa
(OMVs) extraidas dé. baumanniforam analisadas por eletroforese em gel de pdauda
em condi¢cOes desnaturantes (SDS-PAGE a 12%), sedu#i@anmli (1970). Cerca de 2§ de
OMPs e 4Qug de OMVs foram submetidas ao SDS-PAGE, conformetdologia descrita

anteriormente no item 3.2.2.

3.5. Identificacdo de proteinas imunogénicas efbaumannii(Modelo Murino)
3.5.1. Obtencé&o do soro de camundongos infectada® . baumannii

A obtencéo de anticorpos contra as proteinas dabnagm externa dA. baumannii
(ATCC19606)foi realizada através de infeccdo em modelo muriigie experimento foi
realizado com a colaboracdo do Laboratério de Hxmatacdo Animal (LAEAN/ Bio-
Manguinhos/ FIOCRUZ). A infeccéo foi realizada igahdo 10 camundongos BALB/®(is
musculuy com 8 semanas de vida e com peso de cerca de gratasPrimeiramentep
soro nao infectado foi coletado a partir do plexbital destes animais (controle negativo).
Apos 24 horas, foi realizada a primeira infeccasetguinte forma: a cepa ATCC19606Ale
baumanniifoi cultivada até a densidade otica equivalergdaa 600nm. Em seguida, 100uL
desta cultura foi diluida em PBS estéril 1:10 (@\fi retirado 50p L desta solucdo (2,0 X 10
UFC) para infectar os camundongos com esta badtéggra por via intraperitonial. Apos
sete dias, foi realizada a segunda infec¢do delaczym o protocolo da primeira infeccao.
Uma semana apos a segunda infec¢éo, os sorosagidedioram coletados a partir do plexo

orbital e puncédo cardiaca. Em seguida, os sorosl@osamundongos infectados par
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baumanniiforam misturados e armazenados a -20 °C.

O protocolo de estudo foi submetido e aprovado @elmissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da FIOCRUZ e esta cadastrado coneguisite registro: P-47/ 2010-3
(Anexo 2).

3.5.2. Ensaio imuno-enzimético indireto (ELISA)

O ensaio de ELISA indireto foi realizado para asalio titulo de anticorpos no soro
de camundongos apos a infec¢cao Aobaumannii O soro de camundongo néo infectado por
esta bactéria foi utilizado como controle negativo.

A preparagdo contendo a cepa ATCC19606Addaumanniiintegra, equivalente a
DO=0,8, foi utilizada como antigeno no ensaio imuno-enziowatDe uma forma geral,
aproximadamente 3,6 x 1QFC foram diluidas em 100uL de uma solucdo do &@mp
carbonato e bicarbonato de sodio 0,016 M e 0,034d¢gpectivamente, pH 9,0 e foram
adicionadas aos pocos da microplaca Nunc MaxisAgodent USA) para adsorcao dos
antigenos alvo. Apoés o periodo de 18 horas de agéda 4°C, foram efetuadas trés lavagens
com PBS-T (solugcéo tampéo fosfato de sodio 10mMZIN&HOmMM, Tween 20 0,05%, pH
7,2) para a retirada do material ndo adsorvido.l@ugio dos sitios ndo-especificos da
microplaca foi realizado com 200uL PBS-Milk 5% (sglo tampdao fosfato de sodio 10mM,
NaCl 150mM, pH 7,2 com leite desnatado a 5%). Apaeriodo de incubagéo de 2 horas a
37°C, procedeu-se uma nova lavagem com PBS-T pagtrada do material ndo adsorvido
nesta etapa da reacdo. Em seguida, adicionou-ggogos da microplaca 100uL do soro de
camundongo nao infectado (controle negativo) e datuma contendo os soros de
camundongos infectados (n=10), amhblsiidos em PBS-milk 5% nas concentra¢des de
1:100 (v/v) a 1:25600 (v/v).

Apos um periodo de incubacdo de 2 horas a 37°Gioefese uma nova lavagem com
PBS-T. Posteriormente, adicionou-se aos pocos deoptaca 100uL da solugdo dmti-
mouselgG conjugada a peroxidase marcado com HRP (PramédgA) diluida 1:10.000
(v/v) em PBS-Milk 5% e procedeu-se a incubacdo $@rminutos a 37°C. Uma nova
lavagem, com PBS-T, foi realizada para a retiraml@ahjugado nao fixado. Em seguida, foi
adicionado aos pocos da microplaca, 100uL da sologatendo o substrato {8, a 10%) e
o cromogeno TMB (Tetrametilbenzidina 1%, Bio-Rapyra revelacdo do ensaio por 10
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo dd&loalmente, a reacéo foi interrompida com

a adicado de 50uL de acido sulfarico,8@,;) 1N. As densidades o6ticas foram determinadas
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em duplicata a 450 nm, utilizando um leitor de optaca TP-readgiThermoplate USA). O
cut offestabelecido neste ensaio corresponde ao titidato®rpos no soro dos camundongos
infectados poA.baumannii que apresentou densidade 6tica 3 vezes superido 80ro ndo

infectado (controle negativo).

3.5.3. Andlise da atividade neutralizante dos anticpos anti- A. baumannii

O ensaio da atividade neutralizante dos anticogasA. baumanniifoi realizado
através da andlise da variacdo da concentracaeriaaet (UFC/mL) em funcéo do tempo, na
presenca do soro de camundongo nao infectado ¢®niegativo) e da mistura contendo
soros de camundongos infectados (n=10) com a cd@aCA9606 deA. baumannii de
acordo com o método proposto por Russo et al. (2008 realizada a inativacdo do
complemento, através da incubac&o dos soros dendagos utilizados neste ensaio, a 56°C
durante 30 minutos. O crescimento da cepa ATCC19898. baumanniifoi realizado
através da utilizacdo do pré-indculo contendo nusocultura Luria-Bertani (LB) (10g/L
bacto-triptona, 5g/L, extrato de levedura e 5g/LCNasuplementado com 50 pg/mL de
ampicilina e cultivados durante 16-18h, a 378@h constante agitacdo de 120rpntbator
Shaker Seriess INNOVA® 44). No dia seguinte, o pré-indculo fdiluido 1:100 (v/v) em
meio LB, submetido a agitacdo de 120rpm a 37°Gatgir a densidade Otica igual a 0,4 a
600nm e obter um indculo inicial de aproximadamén@ex 16 UFC/mL. Entdo, 1x10UFC
foram adicionadas a 90AD de soro de camundongo nao infectado e aquBGfa mistura
contendo os soros de camundogos infectados (nsl@.gaumanniirespectivamente e em
seguida, submetidos a agitacdo de 120rpm a 379Gudths de 1Q4. da cultura bacteriana
na presenca dos soros de camundongo néo infectadectado foram coletadas no tempo
zero (indculo) e apos 1, 2 e 3 horas de agitacstaskliquotas foram semeadas em duplicata
em placas de Petri contendo o meio sélido agamatBertani suplementado com ampicilina
100pg/mL. As placas foram incubadas a 37°C durathoras e as coldnias obtidas foram
quantificadas para definir a concentracao de bast@gFC/mL).

3.5.4. Identificacédo das proteinas de superficie de baumanniipor Western Blot

Os antigenos (OMPs e OMVs) de baumanniicontendo cerca de 20ug e 40ug de
proteinas respectivamente, foram submetidos aofdetse em gel desnaturante de
poliacrilamida a 12% e posterior transferéncia & para membranas de nitrocelulose de

tamanho 8 x 6,5cm com poro de 0,22 um (Bio-Rad, J%#ravés de um sistema de



39

transferéncia vertical (Bio-Rad, USA), segundo Tiowdd al. (1979). ApGs a transferéncia, as
membranas foram bloqueadas com solugédo TBS (Tris23@M pH 8,0; NaCl 0,15mM)
contendo leite em p6 desnatado 10% e albumina &otb (BSA), sob agitacdo a
temperatura ambiente durante 2 horas. As membifanas incubadas a 37°C durante 12
horas com a mistura contendo os soros de camunslanfgctados (n=10) com a cepa
ATCC19606 deA. baumanniie com o soro de camundongo néo infectado, ambdguigao

1: 200 (v/v), utilizando a mesma solucdo tampadldgueio. O soro de camundongo nao
infectado foi utilizado como controle negativAs lavagens foram feitas com solucdo de
Tween 20 (0,05%) em TBS apos cada etapa de incobBgd@ seguida, as membranas foram
tratadas com um conjugado amtéuselgG marcado com fosfatase alcalina ((Sigma —
Aldrich®, USA) na diluicdo 1:15.000 (v/v) em solac@dBS contendo BSA 1% por 3 horas.
Finalmente, as bandas foram reveladas com a adiga®agente de cdNestern Blue®
Stabilized Substrate for Alkaline Phosphatageromega, USA) por reagdo com
dimetilformamida até a identificac&o visual dasdzm A reacdo foi interrompida pela adi¢cao

de agua destilada.

3.6. Identificacdo de proteinas imunogénicas eAMbaumannii(Soro Humano)
3.6.1. Obtencéo dos soros de pacientes infectadoscolonizados porAcinetobacterspp.

Os soros de pacientes infectados ou colonizadosApimretobacterspp. (n=50)
foram coletados no periodo de outubro de 2009 andem de 2010, a partir dos seguintes
centros de saude: Hospital Samaritano e Amparoofiaafrio Richet) - RJ; Hospital de
Pronto Socorro (HPS) - RS, Instituto Fernandes diigu(IFF/FIOCRUZ) - RJ, Hospital
Universitario Pedro Ernesto (HUPE) - RJ; Hospitaivérsitario Anténio Pedro (HUAP) -
RJ. A identificacdo das amostras infectadasAmanetobactespp. foi realizada pelo servi¢co
de bacteriologia dos hospitais, através do métatmaatizaddViicroscan WalkAwayDade
Behring) ou Vitek 2 (Biomerieux).

Foram obtidos dois soros de recém-nascidos naotaufes porAcinetobacterspp.
que participaram do estudo como controle nega®gsoros foram armazenados a -20°C.
As amostras coletadas foram devidamente registedasdados referentes a identidade dos
pacientes mantidos em sigilo, sendo os mesmosifidadbs por codigosO atual trabalho
estd cadastrado no Sistema Nacional de Etica euBas(SISNEP), pelo registro FR—
313927 de 12/01/201 projeto foi novamente avaliado e aprovado pelmi@de Etica e

Pesquisa do Hospital Universitario Anténio Pedrag®o 3).
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3.6.2. Identificacao das proteinas de superficie de baumanniipor Western Blot

A identificacdo das proteinas de membrana extef@®IPS) e vesiculas de
membrana externa (OMVs) d&.baumanniifoi realizada potWestern Blgt segundo o
protocolo descrito anteriormente no item 3.5.4,elimglo algumas modificacdes. As
membranas contendo os antigenos (OMPs e OMVs) fordividualmente incubadas com
50 soros de pacientes infectados ou colonizadoApioietobacterspp. e com 0 soro de
recém-nascido nao infectado por este patdégenor@entegativo), ambos na diluicdo 1:
200 (v/v), em solucéao de TBS contendo leite em ggndtado 10% e albumina bovina 1%.
O conjugado usado foi anti-humano IgG marcado casfafase alcalina (Sigma —
Aldrich®, USA) na diluigdo 1:15.000 (v/v) em soluc&BS contendo BSA 1% por 3 horas.
O reagente de cor utilizado foi Western Blue® Stabilized Substrate for Alkaline
PhosphataséPromega, USA).

3.6.3. Ensaio imuno-enzimatico indireto (ELISA)

O ensaio de ELISA indireto foi realizado para aswlio titulo de anticorpos nos soros
de pacientes infectados ou colonizadosAwnetobacterspp., de acordo com a metodologia
descrita anteriormente no item 3.5.2, incluindaialgs alteracdes. A preparacao contendo a
cepa ATCC19606 deA. baumanniiintegra, equivalente a DO=0,8&i utilizada como
antigeno no ensaio imuno-enzimatico e o soro deémeatascido ndo infectado por
Acinetobacterspp. foi usado como controle negativo. Os soropatgentes infectados por
Acinetobactespp. e o soro nao infectado foramalisados nas concentracdes de 1:200 (v/v) a
1:12800 (v/v). Os soros dos pacientes infectad@saguesentaram reacdo mais intensa com
as proteinas de membrana externa\festern blotealizado com um total de 50 soros, foram
selecionados para este ensaio (n=8Lanticorpo secundario usado foi o IgG anti-humano
conjugado a peroxidase marcado com HRP (Promega) diftiido 1:10.000 (v/v) em PBS-
Milk 5% e para a revelacdo do ensaio foi adicionadmlucido contendo o substrato@rla
10%) e o cromégeno TMB (Tetrametilbenzidina 1%,-Be&xd). A reacdo foi interrompida
com a adicdo de 50uL de acido sulfurico,$8y) 1IN e as densidades dticas foram
determinadas em duplicata a 450 nm, utilizando wiorl de microplaca TP-reader
(Thermoplate USA). Ocut off estabelecido neste ensaio corresponde ao tituamii®rpos
no soro dos pacientes infectados painetobacterspp. que apresentou densidade otica 3
vezes superior ao do soro nao infectado (contredativo).
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3.7. Andlise das OMPs dé&scherichia colie A.baumanniipor SDS-PAGE

A comparacdo entre as proteinas de membrana exderscherichia colie A.
baumanniifoi realizada para investigar a possibilidadeesg&o cruzada entre estas bactérias
Gram negativas, ja quekacoli é o bacilo Gram-negativo aerébio mais freqientsegnte na
microbiota humana. Sendo assim, as OMPsEdmIli e A. baumanniiforam extraidas
utilizando o protocolo descrito no item 3.4.1 eceede 2Qg de proteina, de ambas as
bactérias, foram analisadas por SDS-PAGE a 12%nsegLaemmli (1970), conforme a

metodologia descrita anteriormente no item 3.2.2.

3.8. Caracterizacéo das proteinas imunogénicas peletroforese bi-dimensional

3.8.1. Focalizacao isoelétrica

As proteinas de membrana externa (OMPs) e as l&side membrana externa
(OMVs) foram analisadas por eletroforese bi-dimemsi (2D), segundo Lopéz (2007) e
Kurupati et al. (2006). As tiras de IPG de 7cm cgradiente de pl 3-10 (Bio-Rad, USA)
foram incubadas durante 12-18 horas com 125uL Hec&w de rehidratacdo (uréia 7M,
tiouréia 2M, Triton x-100 0,5% (v/v), anfélitos D,5% (v/v), azul de bromofenol 0,002%
(p/v) e DTT 40mM) contendo @@ de OMPs e 12@ de OMVs, utilizando o suporte IPGbox
(GE Healthcare). A focalizacao isoelétrica foi readla em trés etapas (500V por 1h, 2.000V
por 1h e 8.000V por 2hs) a 20°C euB) usando o sistema IPGphor lll (GE Healthcare,
EUA). Apds a focalizagdo isoelétrica, as tiras fieam equilibradas durante 15 minutos em
10mL de solucéo (Tris-Cl 50mM pH 8,8, uréia 6 M¢egtol 30% (v/v), SDS 2% (p/v) e azul
de bromofenol 0,002%) contendo DTT 1% (p/v).

3.8.2. Eletroforese desnaturante em gel de polia@amida 12%

A segunda dimensao foi realizada por eletroforese gel de poliacrilamida em
condicOes desnaturantes (SDS-PAGE a 12%), seguaeimrili (1970). Apds equilibradas,
as tiras anteriormente submetidas a focalizaca&lésaca foram transferidas para o gel de
1,5mm e cobertas com solucdo de agarose 0,5% tdfelese foi realizada a 15mA/gel nos
primeiros 15 minutos e em seguida, 30mA/gel a 1d6\até a solugcdo tampéo de amostra
atingir o final do gel, em cuba vertical Mini-Prate®ll (Bio-RadLaboratories USA). Para a
determinacdo do peso molecular das proteinasautise o padrdo de proteinas coradas de
pesos moleculares conhecidos (miosina 198.Bgalactosidade 131.098; albumina de soro
bovino 82.699; anidrase carbdnica 40.435; inibider tripsina 31.341; lisozima 17.180;
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aprotinina 6.913).

3.8.3. Coloracéo das proteinas por impregnacao copnata

A coloracao das proteinas por impregnacao com fwat@alizada de acordo com a
metodologia descrita no kitlusOne Silver Staining Prote({GE Healthcare). A fixacdo das
proteinas foi realizada através da incubacdo deegreuma solugéo fixadora (etanol 30%
(v/v), acido acético glacial 10% (v/v), agua deramia g.s.p) durante 12-16 horas. Em
seguida, o gel foi tratado durante 120 minutos sgtacdo constante com solucdo
sensibilizante (etanol 30% (v/v), tiossulfato deie®% (p/v), acetato de sbédio 21% (p/v) e
agua deionizada g.s.p) contendo glutaraldeido 289 fara tornar as proteinas mais reativas
ao nitrato de prata. A lavagem foi realizada 5 seigante 15 minutos com agua deionizada.
A impregnacao das proteinas com prata foi realizeda adicdo de uma solucdo contendo
nitrato de prata 2,5% (p/v) e 4gua deionizada gseguido de agitagdo constante durante 120
minutos. A lavagem foi realizada duas vezes poiriuta com agua deionizada para remover
0 excesso de prata da superficie do gel. Em segdadaadicionada a solugdo de
desenvolvimento (carbonato de sédio 6% (p/v), &gianizada g.s.p) contendo formaldeido
37% (p/v), seguido de agitacdo até a visualizagdspbs. Nesta etapa, o carbonato de sédio
torna o meio alcalinof(pH) e permite que o formaldeido realize a redwltfiton prata (A
em prata metélica (Ay Finalmente, a reacdo é interrompida pela adiégiama solucdo

contendo EDTA - Na2H,O 1% (p/v) e agua deionizada g.s.p.

3.8.4.Identificacao das proteinas imunogéncias poNesternBlot

A identificacdo das OMPs e OMVs de baumanniisubmetidas a eletroforese bi-
dimensional foi realizada paWestern Blgtsegundo o protocolo descrito anteriormente no
item 3.5.4, inserindo algumas modificacdes. A tienéncia das proteinas para a membrana
foi realizada durante 90 minutos a 90V. As memisamatendo as OMPs foram incubadas
com dois conjuntos contendo cada um 15 soros demntas infectados ou colonizados por
Acinetobacterspp. na diluicdo 1: 200 (v/v) em solucédo TBS (HESI 25mM pH 8,0; NaCl
0,15mM) contendo leite em p6 desnatado 10% e almrbbvina 1%. Os 30 soros de
pacientes infectados que reagiram mais intensantenteas principais OMPs neestern
blot realizado anteriormente no item 3.6.3, foram sehexlos para formar o conjunto de
soros. As OMVs foram incubadas com um conjuntodledros de pacientes infectados ou

colonizados conmAcinetobacterspp. na mesma diluicdo citada acima. As OMPs també
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foram submetidas a incubacdo com a mistura contesdoros de camundongos infectados
com A. baumannii(n=10) na mesma diluicdo citada acima (Kurupatalet 2006). Os
conjugados usados foram anti-humano IgG marcado fumfatase alcalina (Sigma —
Aldrich®, USA) e antimouselgG marcado com fosfatase alcalina (Sigma — Aftd®ic
USA) , respectivamente, ambos na diluicdo 1:15008 em solugcdo de TBS contendo
BSA 1%. O reagente de cor utilizado foiMestern Blue® Stabilized Substrate for Alkaline
PhosphataséPromega, USA).



4 — RESULTADOS

Os resultados apresentados abaixo correspondenéticaide crescimento, expressao
e identificacdo das proteinas imunogénicas preserd@enembrana externa deinetobacter

baumannii.

4.1. Cinética de crescimento dAcinetobacter baumannii

A andlise da cinética de crescimentoAd@netobacter baumannioi feita através da
medida da absorvancia a 600nm em funcdo do tempwedeimento bacteriano. Por este
experimento verificou-se que as cinco cepas esasdd839LGB, 549LGB, 305LGB,
356LGB e ATCC19606) apresentaram perfis de cresgtongemelhantes (figuras 4.1 e 4.2),
com quantificacdo bacteriana de aproximadamentl @ %JFC/mL equivalente a densidade

6tica 0,8.

Cinética de CrescimentoA. baumannii
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Figura 4.1: Gréafico comparando a cinética de crescto das diferentes cepas Alebaumannii através da
medida da absorvancia a 600nm em funcédo do tempoedeimento. Linha azul — cepa padfCC19606;

linha amarela — cepa 539LGB; linha roxa — cepa &BL
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Figura 4.2: Gréafico comparando a cinética de crescto das diferentes cepas Alebaumannii através da
medida da absorvancia a 600nm em funcéo do tempoedeimento. Linha azul — cepa padrao ATCC19606;
linha vermelha — cepa 305LGB; linha verde — cep&l@B.

4.2. Expressao das proteinas d& baumannii

As proteinas deA. baumannii expressas nas fases estacionaria e exponencial
(DO=0,8) foram analisadas por eletroforese desaateirem gel de poliacrilamida 12%. As
proteinas foram previamente quantificadas e ceech5qlg foi utilizado na analise. Na fase
exponencial, as cinco cepas de baumanniiapresentaram perfis semelhantes quanto as
proteinas expressas e verificou-se a presencadas & cepas de duas bandas eletroforéticas
mais intensas com peso molecular de aproximadameér@e0 e 41.000 (figura 4.3, ver setas
e figura 4.4). Na fase estacionaria, foi obsenagaesenca em todas as cepas de uma banda
de maior intensidade com PM de aproximadamente0@1e) verificou-se que algumas
proteinas presentes na fase exponencial estavasseap em menor intensidade ou ausentes
na fase estacionaria (figura 4.5, ver seta e figusa Portanto, a cepa padrdo ATCC19606 de
A. baumannii na fase exponencial (DO=0,8) foi selecionada papatinuarmos o0s
experimentos, ja que os perfis das proteinas esgmesas diferentes cepas (539LGB,
549LGB, 305LGB, 356LGB) estudadas nesta fase dionento foram muito parecidos em
termos de nimero e intensidade das bandas eléticts.
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Figura 4.3: Eletroforese desnaturante em gel dag@damida 12% das proteinas de baumanniina fase
exponencial. Raia 1- Cepa 305LGB; Raia 2 - Cepd GB5 Raia 3 - Cepa 539LGB; Raia 4 - Cepa 549LGB;
Raia 5 - Cepa ATCC1960fadrao de proteinas de pesos moleculares conhéfad@s17.180 a 198.355).
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Figura 4.4: Andlise densitométrica das bandas wadéem gel de poliacrilamida 12% das cepasAde
baumanniina fase exponencial. Linha 1 - 305LGB; Linha 22p& 356LGB; Linha 3 - Cepa 539LGB; Linha 4 -
Cepa 549LGB; Linha 5 - Cepa ATCC19606.
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Figura 4.5: Eletroforese desnaturante em gel deg@damida 12% das proteinas ée baumanniina fase
estacionaria. Raia 1 - Cepa 305LGB; Raia 2 - C&d.GB; Raia 3 - Cepa 539LGB; Raia 4 - Cepa 549LGB;
Raia 5 - Cepa ATCC19606. Padrdo de proteinas aes pesleculares conhecidos (faixa 17.180 a 198.355).
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Figura 4.6: Andlise densitométrica das bandas wadéem gel de poliacrilamida 12% das cepasAde
baumanniina fase estacionaria. Linha 1 - 305LGB; Linha 2p&356LGB; Linha 3 - Cepa 539LGB; Linha 4 -
Cepa 549LGB; Linha 5 - Cepa ATCC19606.
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4.3. Extracdo das proteinas e vesiculas de membraegterna deA.baumannii

As proteinas de membrana externa (OMPs)Adeaumanniie as vesiculas de
membrana externa (OMVs) secretadas por este patdigeam extraidas e analisadas por
eletroforese desnaturante em gel de poliacrilarhittsd (figura 4.7). A estimativa dos pesos
moleculares das bandas eletroforéticas foi feita retacdo a uma curva de calibracéo
realizada com padrbes de proteinas de PM conheidpsa 4.8), através do programa
computacionalmage MasterForam observadas oito bandas eletroforéticas pargiisto €,
com maior intensidade de cor referente as OMPsaréidg.7, raia 2; ver setas e tabela 4.1) e

cinco bandas de fraca intensidade nas OMVs (figutaraia 3, ver setas e tabela 4.1).
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Figura: 4.7: Eletroforese desnaturante em gel deagiamida 12% das OMPs e OMVs extraidas Ale
baumannii(cepa ATCC19606). Raia 1- Padrdo de proteinasedespmoleculares conhecidos (faixa 6.913 a
198.355); raia 2 — OMPs; raia 3 — OMVSs. PrincifaldPs detectadas no gel (setas de cor vermelhanapais

OMVs detectadas no gel (setas de cor preta).

Tabela 4.1: Estimativa dos pesos moleculares daB<OMOMVs extraidas debaumanniiem relacdo a uma

curva de calibracao realizada com padrdes de pesteie PM conhecidos (figura 4.8).

OMPs OMVs
PM PM
84.117 67.013
51.046 56.312
46.127 49.802
42.021 42.432
40.467 40.567
31,031
23.041
21.041
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Figura 4.8: Curva de calibracdo para determinag&opgsos moleculares a partir do SDS-PAGE de padide
proteinas de PM conhecidos (faixa 6.913 a 198.355).

4.4. Identificacédo das proteinas imunogénicas e baumannii(Modelo murino)
4.4.1. Anticorpos antiAcinetobactemo soro de camundongos infectados

O ensaio imuno-enzimético indireto mostrou que toldi de anticorpos anti-
Acinetobactero soro de camundongos infectados manteve-se [Bxisu ao do soro nao
infectado (controle negativo) até a titulacdo d@@madamente 1:3200 (v/v). Além disso, na
diluicdo 1:200 (v/v) os camundongos apresentaranotile anticorpos 7x superior ao do soro
ndo infectado e nas diluicbes 1:6400 (v/v) a 1:2560v), o titulo de anticorpos no soro

infectado nao atingiu out off(figura 4.9).

Anticorpos anti-Acinetobactemo soro de camundongos infectados

3,5 -
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1,5
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Titulo de anticorpos

Absorbanda (450nm)
[

Figura 4.9:Titulo de anticorpos anfkcinetobactemo soro de camundongos infectados. Soro de camgondo
ndo infectado (branco e azul) na titulagdo de 1425600 (v/v) e soro de camundongo infectadoApor
baumannii(azul) na titulagdo de 1:100 a 1:25600 (v@ut off referente ao titulo de anticorpos no soro de

camundongos infectados foi de 1:3200.



50

4.4.2. Atividade neutralizante do soro de camundormg infectados porA. baumannii

Este ensaio foi realizado com o objetivo de analeésatividade neutralizante dos
anticorpos presentes no soro de camundongos idéectaontraA. baumannii. Estes
resultados sugerem que 0s anticorpos presentesanos dos camundongos infectados,
foram capazes de reduzir a concentracdo bactefi#@/mL) de 66,89% (t =1h), 74,30%
(t=2h) e 30,82% (t =3h). Estes dados foram obtamsomparar os valores da concentracdo
de bactérias apos a incubacédo com o soro de camgmslonfectados com os valores obtidos

a partir da incubacéo deste patdgeno com o sormnféiado (tabela 4.2).

Tabela 4.2: Variagdo da concentracdo bacteriana&C{tdE) em fung¢do do tempo na presenca do soro de
camundongo néo infectado (coluna 2) e do soro Ipakit de camundongo infectado plrbaumannii(coluna
3).

Concentragao Concentragao Reducéo da
bacteriana (UFC/mL) — | bacteriana (UFC/mL) — | concentracao
Tempo (h) Controle* Infectado* bacteriana
0 2,884x10 2,884x16 Zero
1 1,862x16 6,165x16 66,89%
2 2,454x16 6,309x16 74,30%
3 1,00 x16 6,918x16 30,82%

* Média da concentracéo bacteriana (UFC/mL).

4.4.3. Caracterizacao Imunoquimica poWestern Blot

Apos a extracdo das proteinas de membrana ext@kPy) e das vesiculas de
membrana externa (OMVs) d&. baumannii realizou-se a identificacdo de proteinas
imunogénicas por eletroforese desnaturante em gepdliacrilamida 12%, seguida de
eletrotransferéncia e imunorevelac&destern Blgt As OMPs e OMVs detectadas no SDS-
PAGE 12% foram comparadas com as proteinas rewektavés da reacdo com soro de
camundongos infectados pela cepa ATCC1960&\.dbaumannii respectivamentéabela
4.3). Por este experimento, foram detectadas smtdal referentes as OMPs reveladas
através da reacdo com a mistura contendo os serocandundongos infectados pela referida
bactéria, sendo que quatro delas foram reveladasmamor intensidade, com PM de
aproximadamente 23.000, 31.000, 40.000 e 52.000r&i4.10, raia 3, ver setas). Na analise
das proteinas associadas as OMVs, uma banda etétioch com PM de aproximadamente

42.000 foi considerada a principal, pois foi redel&m maior intensidade com os soros de
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camundongos infectados (figura 4.10, raia 5, véa)séAlém disso, foi constatado que
nenhuma banda eletroforética foi detectada aozesadi incubacdo das OMPs e OMVs com
soro de camundongo nao infectado (controle negabiwoA. baumanniifigura 4.10, raias 2

e 4).

A estimativa dos pesos moleculares das proteivatadas foi feita em relagdo a uma
curva de calibragdo realizada com padroes de pestetoradas de pesos moleculares
conhecidos (miosina 198.35B:galactosidade 131.098; albumina de soro bovin6RL.
anidrase carbodnica 40.435; inibidor de tripsina3&1; lisozima 17.180; aprotinina 6.913),
através do uso do programa computacitmalgeMaster (figura 4.11). Os valores de PM em
evidéncia na cor cinza na tabela 4.3 se referepnigsipais OMPs e OMVs reveladas através

da reacdo com soro de camundongo infectado petda ACEGC19606 dé&\. baumannii

PM 1

198355
131.098

824699

[ )
~
E 5N
tn

— —
40435 sy -

31 34—

17.180

Figura 4.10:Western blomostrando as OMPs e OMVs detectadasferhaumanniiatravés da reacdo com 0s
soros de camundongos infectados. Raia 1 — Padrgmotieinas de pesos moleculares conhecidos (faxa d
17.180 a 198.355); raia 2 — OMPs incubadas comd®mamundongo ndo infectado gorbaumanniiraia 3 -
OMPs incubadas com soros de camundongos infectadds. baumanniiraia 4 - OMVs incubadas com soro
de camundongo néo infectado pAr baumannii raia 5 - OMVs incubadas com soros de camundongos
infectados poA. baumanniiOMPs reveladas em maior intensidade com soream@ndongos infectados (raia
3, ver setas). Banda referente a proteina assoasdaMVs revelada em maior intensidade com soros de

camundongos infectados (raia 5, ver seta).
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Tabela 4.3: Estimativa dos pesos moleculares, canga as principais OMPs e OMVs detectadas no SDS-

PAGE 12% que foram reveladas através da reacdoocenoro de camundongo infectado parbaumannii

respectivamente.

OMPs OMPs OMVs OMVs
detectadas no| reveladas por||| detectadas no| reveladas por
SDS-PAGE | Western blotflf SDS-PAGE Western blot

51.046 51.932 67.013

46.127 45.751 56.312 56.688

42.021 41.885 49.802 50.440

40.467 39.902 42.432 42.020

37.658 37.860 40.567

31,031 31.508

23.041 23.023
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Figura 4.11: Curva de calibracdo para determindg&gpesos moleculares a partir da eletroforesadées de
proteinas de PM conhecidos (faixa de 17.180 a 598.2&m gel de poliacrilamida 12%, seguido de

imunorevelacdo apos eletrotransferéncia para meraltta nitrocelulosé/Nestern blgt

4.5. Identificacdo das proteinas imunogénicas ef baumannii(Soro Humano)
4.5.1. Soros de pacientes infectados ou colonizagms Acinetobacterspp.

No periodo de outubro de 2009 a dezembro de 2@t8mf obtidos 50 soros de
pacientes infectados ou colonizados pometobacterspp., originados de centros de saude,
conforme mostra a tabela 4.4. Os soros foram awsetde pacientes, cujas amostras clinicas
analisadas (aspirado traqueal, liquor, sanguetecatiéquido peritoneal, urina e outros)
apresentaram resultado positivo p&weinetobacterspp. Foram obtidos 2 soros de recém-
nascidos nao infectados por este patégeno (n=2)pgtticiparam do estudo como controle

negativo.
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Tabela 4.4: Origem dos soros de pacientes infestad@olonizados pa@kcinetobacteispp.

HOSPITAIS LOCALIZACAO PACIENTES
(n=50)
Samaritano e Amparo Rio de Janeiro (RJ) 7
(Laboratério Richet)
Hospital de Pronto Socorro| Porto Alegre (RS) 13
(HPS)
Instituto Fernandes Figueira Rio de Janeiro (RJ) 4
(IFF/FIOCRUZ)
Hospital Universitario Pedro| Rio de Janeiro (RJ) 22
Ernesto (HUPE)
Hospital Universitario Niterdi (RJ) 4
Antbénio Pedro (HUAP)

4.5.2. Caracterizacao Imunoquimica poWestern Blot

As proteinas de membrana externa (OMPS) e as pastedssociadas as OMVs
extraidas dé\. baumanniiforam identificadas powestern Blotatravés da reacdo com 50
soros de pacientes infectados ou colonizadosAgoretobacterspp., respectivamente. Os
pesos moleculares das OMPs e OMVAdsumanniidentificadas foram estimados atraves
do uso do programa computaciotimlage Master e a porcentagem na qual estas proteinas
foram encontradas nos soros de pacientes infectaoloAcinetobacterspp. foi analisada
considerando uma faixa de peso molecular com erraté 5% (tabelas 4.5 e 4.6). As OMPs
identificadas através da reacdo com os soros danmbongos infectados (tabela 4.3, coluna
2) foram comparadas com aquelas reveladas atravésagédo com o0s soros de pacientes
infectados porAcinetobacterspp. (figura 4.13). Estes resultados sugerem gubaadas
eletroforéticas mais fortes, referentes as OMPsordradas no soro de camundongo
infectado, com PMs de aproximadamente 23.000, 81.GM.000 e 52.000, foram
identificadas em 42%, 42%, 88% e 36% dos pacidantestados, respectivamente (figura
4.13). Estas proteinas estdo evidenciadas na figliea(ver setas), a qual ilustra a reacdo das
OMPs, por exemplo, com dois soros de pacientestades. As proteinas detectadas em uma
porcentagem maior que 40% nos soros de pacierfexgados poAcinetobacterspp. estéo
listadas na tabela 4.5. Também foram observadatabagletroforéticas de intensidade fraca
que reagiram com soro de recém nascido ndo infeqad Acinetobacterspp. (controle
negativo) com PMs de aproximadamente 96.000, 7600000.
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Figura 4.12Western blotepresentativo das proteinas de membrana ext@i&g) deA. baumannireveladas
com os soros de pacientes infectados. Raia 1- @ddrroteinas de pesos moleculares conhecidos (@&
17.180 a 198.355); raias 2 e 3 - OMPs incubadasmmde pacientes infectados painetobactespp.

OMPs identificadas através da reagdo com soros de
camundongos e pacientes infectados

90+
80+

Pacientes (%)

22-23 30-31 36-37 38-40 42-44 45-47 52-54

Faixa de Peso Nolecular

Figura 4.13: Grafico representativo comparando M&©identificadas no soro de camundongos infectgdes
provavelmente foram reveladas com os soros dergasitnfectados pakcinetobacteispp. OMP de PM entre
38-40 foi identificada em 88% dos pacientes (columaor azul e branca).
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Tabela 4.5: Porcentagem das OMPs identificadas &etemtes infectados ou colonizados painetobacter

spp., considerando uma faixa de peso molecularezoonde até 5%.

Peso Molecular Pacientes (%)
38.000-40.000 88
26.000-27.000 64
62.000-64.000 62
32.000-33.000 54
71.000-73.000 52
42.000-44.000 50
28.000-29.000 48
30.000-31.000 42
45.000-47.000 42
22.000-23.000 42

As proteinas associadas as OMVs identificadas édrala reacdo com soro de
camundongos infectados par baumanniiforam comparadas com aquelas reveladas através
da reagdo com os soros de pacientes infectadoAquoetobacterspp. (figura 4.15). Estes
resultados sugerem que a proteina associada as @bt¥stada em maior intensidade no
soro de camundongos infectados, com PM de aproximedte 42.000, foi identificada em
26% dos pacientes infectados (figura 4.15). Aléssali foi observado que outras proteinas
gue nao reagiram com o0 soro de camundongos infestéoram encontradas nos soros de
pacientes infectados, com realce para as protemrasPM entre 71.000-72.000 e 67.000-
68.000 que foram identificadas em 40% e 38% dogssde pacientes infectados (n=50),
respectivamente (tabela 4.6). Estas proteinas exl@@das por setas na figura 4.14, a qual
llustra a reacdo das OMVs, por exemplo, com tréessae pacientes infectados. As
principais proteinas associadas as OMVs encontraassoros de pacientes infectados por
Acinetobactespp. estéo listadas na tabela 4.6. Também foreodd® a presenca de algumas
bandas eletroforéticas ao realizar a incubacagdsinas associadas as OMVs com soro de
recém nascido nao infectado parinetobacteispp., com PM de aproximadamente 94.000 e

32.000, apresentando bandas de intensidade fraca.
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Figura 4.14:Western blotrepresentativo das OMVA. baumanniireveladas com o0s soros de pacientes
infectados. Raia 1 — Padréo de proteinas de PMsecaos (faixa de 17.180 a 198.355); raias 2 aMV©
incubadas com soros de pacientes infectadog\piaetobacteispp. As proteinas de PM entre 71.000-72.000 e
67.000-68.000 que foram identificadas em 40% e 3R% pacientes, respectivamente (ver setas de cor

vermelha).

OMVs identificadas através da reagdo com soros de
camundongo e pacientes infectados

Pacientes (%)

57-58 49-51 41-42

Faixa de Peso Molecu

Figura 4.15: Grafico representativo comparand®ily/s detectadas no soro de camundongos infectag®s q

provavelmente foram reveladas com os soros demgasienfectados pdkcinetobactespp.
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Tabela 4.6: Porcentagem das OMVs identificadas aoieptes infectados ou colonizados painetobacter

spp., considerando uma faixa de peso molecularezoonde até 5%.

Peso Molecular | Pacientes (%)
71.000-72.000 40
67.000-68.000 38
52.000-54.000 26
49.000-51.000 26
41.000-42.000 26
57.000-58.000 24
80.000-82.000 24

4.5.3. Anticorpos antiAcinetobactemo soro de pacientes infectados

O ensaio imuno-enzimatico indireto mostrou que toldi de anticorpos anti-
Acinetobactemo soro de pacientes infectados apresentou unebili@lade quanto aout off
estabelecido neste ensaio, que foi o valor da dadsiotica do soro infectado 3x superior a
DO do soro nao infectado (controle negativo). Ososodos pacientes infectados que
apresentaram reacdo mais intensa com as protegnasechbrana externa n&/estern blot

(n=31)realizado com um total de 50 soros, foram selediosi@ara este ensaio (figura 4.16).

Anticorpos anti-Acinetobactemo soro de pacientes infectados

1:12800.

1:6400:

Titulo de anticorpos

1:3200:

1:1600-
1:800
1:400-
1:200-

1 23 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
Pacientes

Figura 4.16:Titulo de anticorpos anfcinetobacterno soro de pacientes infectados. Soros de paciente
infectado por Ametobacterspp. (azul) na titulagéo de 1:200 a 1:12800 (Mo y corresponde aGut off

referente ao titulo de anticorpos no soro de cadeepte infectado.
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4.6. Analise das OMPs d&scherichia colie A.baumannii

A comparacdo entre as proteinas de membrana exteiBacoli e A. baumanniifoi
realizada por SDS-PAGE 12% (figura 4.17). Por esfgerimento, observou-se a presenca de
duas bandas eletroforéticas principais, isto é, m@ior intensidade de cor referente as OMPs
deE. colicom PM de aproximadamente 35.000 e 37.000 eaybatrdas principais com PM
de aproximadamente 51.000, 40.000, 31.000 e 26e@@@.baumannii(figura 4.17, ver
setas). De uma forma geral, ndo foram observadatabacom o mesmo PM entre as OMPs
das duas bactérias analisadas, demonstrando quexfissdas proteinas expressas no gel sao

diferentes.

PM <
198.35¢ St
131.098 . -
82.699 . .
—
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Figura: 4.17: SDS-PAGE 12% das OMPs extraidag.deaumanniie E. coli. Raia 1- Padrdo de proteinas de
pesos moleculares conhecidos (faixa de 6.913 &3898.raia 2 — OMPs dE. coli; raia 3 — OMPs dé.

baumannii

4.7. Caracterizacao das proteinas d&.baumanniipor eletroforese bi-dimensional (2D)

A fim de obter uma melhor caracterizacdo das OMP8®/s deA. baumannii tais
proteinas foram analisadas por eletroforese biduineal (2D), com valores de ponto
isoelétrico (pl) entre 3-10, segundo o fabricante ptoduto. Por este experimento foi
observado que a maioria das OMPs e OMV#é deaumannisao proteinas acidas que foram
detectadas em uma faixa de PM entre 82.000 e 18.p08 7,0 (figuras 4.18 e 4.19).
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4.435

31.H1

Figura 4.18: OMPs da cepa ATCC19606Addaumanniseparadas por eletroforese bi-dimensional na fiéxa
pl 3-10. Padrdo de proteinas de pesos moleculard®cidos (faixa de 17.180 a 198.355). As protefio@sn

reveladas pelo método de coloragdo por nitratarai@p
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Figura 4.19: OMVs da cepa ATCC19606Alebaumanniseparadas por eletroforese bi-dimensional na fiéxa
pl 3-10. Padrédo de proteinas de pesos moleculardgcidos (faixa de 17.180 a 198.355). As protefioisn

reveladas pelo método de coloragéo por nitratoraiap
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4.8. ldentificacdo das proteinas imunogénicas debaumanniipor Western Blot
4.8.1. Reatividade das OMPs dA. baumanniicom soros de camundongos infectados

As principais proteinas imunogénicas (OMPs) quessrtaram reatividade com o
soros de camundongos infectados pdpaumannii(figura 4.10, raia 3, ver setas), foram
melhor caracterizadas por eletroforese bi-dimemsiendentificadas poWestern BlatEstes
resultados foram comparados com a andlise protatuais OMPs realizada por Soares et al.
(2009), conforme mostra a tabela 4.7. Em nossaltrabfoi observada a presenca de duas
proteinas que foram reveladas com maior intensidaoh& com PM na faixa de 38.000-
40.000 e pl estimado em aproximadamente 5,4 (figL#@,spot3), que provavelmente seria
um precursor de Omp 38 (Omp A) e a outra com PManaa de 52.000-54.000 e pl
estimado em aproximadamente 5,4 (figura 4sp@t1). Além disso, uma proteina com PM
na faixa de 82.000-84.000 e com pl estimado emxapemlamente 5,4 (figura 4.268pot6)
foi observada em nosso estudo, mas nao descraaal@e protedmica realizada por Soares
et al. (2009).
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Figura 4.20:Western blbdas OMPs d&\. baumanniique apresentaram reatividade com a mistura comtend
soros de camundongos infectados pobaumanniiin=10). Padrdo de proteinas coradas de pesos utares
conhecidos (faixa de 17.180 a 198.355). OMPs ifleatias através da reagdo com o soro de camundongo
infectado na figura 4.10, que foram melhor caréaeias por eletroforese bi-dimensional, seguid&Vestern

blot (setas em vermelho).
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Tabela 4.7: As principais proteinas imunogénicab®P®) identificadas através da

reacdo com o soro de camundongos infectadoA paumannii

Spot PM o] Proteina *
1 52.000-54.000 5,4  Proteina transportadora de agdies de cadeid
longa
2 42.000-44.000 5,8  Provavel porina sensivel a gli¢@prB)
3 38.000-40.000 5,4  Precursor Omp 38 (Omp A)
4 30.000-31.000 3,2 Omp 33-36 KDa
5 22.000-23.000 8,7 Desidrogenase NADH
6 82.000-84.000 5,4 Nao caracterizada

*|dentificacdo das OMPs de acordo com a analisgepmica deA. baumannii
realizada por Soares et al. (2009). Os dados do estudo (PM e pl) precisam ser
confirmados posteriormente por MALDI-TOF.

4.8.2. Reatividade das OMPs dA. baumanniicom soros de pacientes infectados

As principais proteinas imunogénicas (OMPSs) enaoliais através da reacdo com 0s
50 soros de pacientes infectados poinetobacterspp. (figura 4.12, ver setas) foram melhor
caracterizadas por eletroforese bi-dimensionahtifieadas ponWestern Bloe em seguida,
comparadas com as proteinas imunogéncias que afese reatividade com os soros de
camundongos infectados pArbaumannii(tabela 4.7) Estes resultados foram analisados de
acordo com a analise protebmica das OMPs realipadéSoares et al. (2009), conforme
mostra a tabela 4.8. Em nosso trabalho, as OMRsnfancubadas com dois conjuntos de
soros diferentes, contendo cada um 15 soros demesiinfectados pakcinetobacterspp.,
0s quais foram selecionados para este ensaio papgaeentaram reacdo mais forte com as
principais OMPs nowestern blot realizado anteriormente no item 4.5.2. Por este
experimento, foi observado que os dois conjuntosadles de pacientes infectados reagiram
com uma proteina na faixa de PM entre 38.000 &080=0pl estimado em aproximadamente
5,4 (figuras 4.21 e 4.22, vepos 4). Este resultado sugere que tal proteina s@jslR que
apresentou reatividade anteriormente com 88% daxs ste pacientes infectados (n=50) e
também com os soros de camundongos infectados \ipet8. baumanniifigura 4.13). De
acordo com Soares et al. (2009), esta proteinaafebmana externa identificada em nosso
estudo pode ser uma precursora de Omp38 (OmpA) coostra a tabela 4.8. Além disso,

uma proteina com PM na faixa de 82-84.000 e coesfinado em aproximadamente 5,2 foi
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identificada através da reacdo com os dois corgumieosoros de pacientes infectados (figura
4.21,spot 7 e figura 4.22spot 7). As proteinas de membrana externa que apreasnta
reatividade com os camundongos e pacientes infestaa figura 4.13 e que provavelmente
foram reveladas através da reacdo com os doisrtosjde soros de pacientes infectados por
Acinetobactesspp. (figuras 4.21 e 4.22), estao listadas ndaah8.

M
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Figura 4.21:Western blgtmostrando as OMPs de baumanniique foram reveladas com o primeiro conjunto
de 15 soros de pacientes infectados. Padrdo deimqastcoradas de PMs conhecidos (faixa de 17.180 a
198.355). OMPs identificadas através da reacaoassoros de pacientes infectados na figura 4.1etfaram
melhor caracterizadas por eletroforese bi-dimerdj@eguida d&Vestern blo{setas em vermelho).
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Figura 4.22:Western blgtmostrando as OMPs de baumanniique foram reveladas com o segundo conjunto

de 15 soros de pacientes infectados. Padrdo deimast coradas de PMs conhecidos (faixa de 17.180 a
198.355). Principais OMPs identificadas atravésrei;do com os soros de pacientes infectados (setas
vermelho). OMPs identificadas através da reacéo @@wro de pacientes infectado na figura 4.14,fquemn
melhor caracterizadas por eletroforese bi-dimerdj@eguida d&¥Vestern blo{setas em vermelho).
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Tabela 4.8: As principais proteinas imunogénicaglP®) identificadas através da reacdo com

os dois conjuntos de soros de pacientes infecfaaloscinetobactespp

Spot P M pl Pacientes Proteina *
1 52.000-54.000 5,4 36% Proteina transportadoradaigos graxos de cadeip
longa
2 42.000-44.000 9,0 50% Omp OprD
3 42.000-44.000 5,8 50% Provavel porina sensigéicase (OprB)
4 38.000-40.000 5,4 88% Precursor Omp 38(Omp A)
5 30.000-31.000 3,5 42% Omp 33-36 KDa
6 22.000-23.000 6,5 42% Provavel protease
7 82.000-84.000 5,2 36% N&o caracterizada

* |dentificacdo das OMPs de acordo com a analisgepmica deA. baumanniirealizada por
Soares et al. (2009). Os dados do atual estudoe(PN precisam ser confirmados posteriormente
por MALDI-TOF.

4.8.3. Reatividade das OMVs d@&. baumanniicom soros de pacientes infectados

As principais proteinas associadas as OMVs quesapt@am reatividade com 0s
soros de pacientes infectados pometobactesspp. (tabela 4.6) foram melhor caracterizadas
por eletroforese bi-dimensional e identificadas éestern Blat Estes resultados foram
analisados de acordo com a andlise proteémica Ma&s®@ealizada por Kwon et al. (2009),
conforme mostra a tabela 4.9. Em nosso trabalh@r@sinas associadas as vesiculas de
membrana externa (OMVs) de baumanniiforam incubadas com um conjurde 15 soros
de pacientes infectados que reagiram mais intemgane®m as OMVs n&Vestern blot
realizado anteriormente no item 4.5.2. Por estem@xgnto foi identificada uma proteina
associada as OMVs que reagiu de forma mais intemsaos soros de pacientes infectados,
com PM na faixa de 80.000-82.000 e com valor despimado em aproximadamente 4,5
(figura 4.23,spot1). Segundo Kwon et al. (2009), esta proteinagmtesnas OMVs que foi
identificada em nosso estudo, provavelmente se tlatuma proteina de membrana externa
receptora de siderdforo férrico (tabela 4.9). Atgirta associada as OMVs que apresentou
reacdo mais forte com o soro de camundongos iclestam nosso trabalho, com PM entre
41-42.000 (figura 4.10, raia 5 ver seta), apresent analise da 2D o valor de pl estimado
em aproximadamente 5,6 (figura 4.Zpot5), se referindo provavelmente a uma porina
sensivel a glicose (OprB). As principais proteif@®1Vs) que apresentaram reatividade com

0s soros de pacientes infectadosAcnetobactespp. estdo listadas nas tabelas 4.9.
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Figura 4.23:Western blgtmostrando as OMVs d&. baumanniique foram reveladas com um conjunto de 15
soros de pacientes infectados. Padrdo de protegradas de PMs conhecidos (faixa de 17.180 a 188.35

Principais OMVs identificadas através da reacdo osrsoros de pacientes infectados (setas em varmelh

Tabela 4.9: As principais proteinas imunogénicad\{®) identificadas através da reagdo com o0s

soros de pacientes infectados poimetobactespp

Spot PM o] Pacientes Proteina *
1 80.000-82.000 4,5 24% Receptor de sideréforo férrico
2 71.000-72.000 6,1 40% Provavel receptor de memteateana (OprC)
3 67.000-68.000 5,2 38% Receptor ferro ferricromo
4 50.000-51.000 5,6 26% Transportadora de acidosogrde cadeia longd
5 41.000-42.000 5,6 26% Porina sensivel a glicogpeR-like)

* |dentificacdo da proteina de acordo com a andisgedmica das OMVs dA. baumannii
realizada por Kwon et al. (2009). Os dados do astldo (PM e pl) precisam ser confirmados

posteriormente por MALDI-TOF.



5. DISCUSSAO

Acinetobacter baumannig um importante patdgeno oportunista Gram-negativo
freqientemente associado a surtos nosocomiais ém domundo (Villegas e Hartstein,
2003). Este patdgeno tornou-se particularmente lgmodtico no Brasil devido a sua
prevaléncia e padrdes de resisténcia a varios iantibianos (Carvalho et akp09).

O desenvolvimento de imunoterapia para o tratameetanfeccdes bacterianas,
geralmente trabalha focada em alvos como os fatdeescolonizacdo e viruléncia
localizados na superficie bacteriana. Entre esttsels estdo as proteinas de membrana
externa (OMPs) que podem agir como potenciais ghava a adesédo de outras células e
ligacdo de compostos bactericidas na superficibaeigrias Gram-negativas. Além disso, a
maioria das bactérias Gram-negativas secretamwasicde membrana externa (OMVs)
durante o crescimenta vitro e nas infecgde® vivo. Os fatores de viruléncia presentes na
superficie das OMVs permitem a aderéncia as cehdapedeiras e a internalizagdo dos
componentes vesiculares. Isto indica que as vesi@dcretadas d& baumanniiatuam
como um veiculo para o transporte de moléculagrafetimultiplas proteinas associadas a
viruléncia) para o interior das células hospeddiagon et al., 2009).

Desta forma, em virtude das caracteristicas deatégeno - em especial da
dificuldade de tratamento com antimicrobianos cagianais - o desenvolvimento de novas
estratégias de eliminacdo e controle desta bact@oade alta relevancia. Portanto, neste
trabalho foram identificadas proteinas imunogéni@bIPs e OMVs) deAcinetobacter
baumannij como possiveis alvos para o desenvolvimento tignativas de tratamento

baseadas na imunoterapia.

5.1. Expressao das proteinas d& baumannii

A. baumanniifoi selecionada para o estudo, pois é a espéasidarada de grande
importancia clinica, sendo responséavel pela maidos surtos de infec¢cdes hospitalares
envolvendo o génerAcinetobactel(Towner, 2009). Na fase exponencial, as cincoepa
A. baumannii estudadas (539LGB, 549LGB, 305LGB, 356LGB e ATC&B)
apresentaram perfis semelhantes quanto a cinéticeedcimento e expressao das proteinas
in vitro. Portanto, a cepa padrdao ATCC19606 na fase expahéDO=0,7) foi selecionada
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para continuarmos 0s experimentos, ja que os paafisproteinas expressas nas demais
cepas estudadas nesta fase de crescimento forampatecidos.

As proteinas de membrana externa (OMPd).l@umanniisdo capazes de estimular
o sistema imune do hospedeiro e, além disso, dmaterias secretam vesiculas de
membrana externa (OMVs) que transportam fatoregrdé&ncia para o interior da célula
hospedeira (Vila et al., 2007; Kwon et,&009). Sendo assim, as OMPs e OMVs foram
extraidas da superficie e do sobrenadante de @u®A. baumannii respectivamente e
identificadas através da reacdo com os soros denchingos infectados com a referida
bactéria e com os soros de pacientes infectadamlonizados poAcinetobacterspp. A
infeccdo em modelo murino foi realizada, pois estesnais estdo imunocompetentes e
além disso, sdo camundongos livres de germes patogéespecificos (SPFspecific
Pathogen Frep como determinados virus, bactérias ou parasikagando assim a
possibilidade de reacdo cruzada com outros patég&lus humanos, as infec¢bes causadas
por A. baumannii multiresistentdMDR) s&o frequentes em pacientes debilitados
(imunocomprometidos), pacientes sujeitos a procexios invasivos e em tratamento com
antibioticos de amplo espectro (Perez et al., 200Wner, 2009). Desta forma, no presente
estudo foi realizada a comparacao entre as pret@imanogénicas identificadas através da
reacao com os soros de camundongos e pacientetadds.

5.2. Andlise dos soros de camundongos e pacientdectados porA. baumannii

O esquema de infeccdo com doses subletais em cangogl mostrou que tais
animais responderam bem a infeccdo Aotbaumanniiapresentando titulos de anticorpos
contra as proteinas de superficieAddbaumanniique se mantiveram 3x superior ao do soro
nao infectado (controle negativo) até a titulac@oagroximadamente 1:3200 (v/v). Além
disso, foi observado que ao realizarmos a incubad@obactéria com o0s soros de
camundongos infectados pArbaumanniiocorreu redugcéo da concentragdo bacteriana nos
tempos avaliados (1, 2 e 3 horas). Esta reducéweacprovavelmente devido ao efeito de
neutralizacdo dos anticorpos, uma vez que naoaawal as funcdes efetoras do sistema
imune (atividade do complemento, opsonizacao). Adé&sso, como as infeccdes hospitalares
por Acinetobacter spp., sdo prevalentes em pacientes imunocompmwosetia acao
neutralizante dos anticorpos é considerada imptertdm ponto de vista terapéutico devalo
dificuldade de recrutamento do sistema imune dpduaero. Segundo McConnell e Pachén

(2011), os anticorpos séo suficientes para fornecenidade protetora contra infec¢des por
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A. baumannii podendo ter implicagbes para o desenvolvimentiutlgas terapias baseadas
em anticorpos.

Os soros de pacientes infectados ou colonizadosApimetobacterspp. (n=50),
cujas amostras clinicas analisadas (aspirado thqliquor, sangue, cateter, liquido
peritoneal, urina e outros) apresentaram resulpasitivo paraAcinetobacterspp. foram
obtidos de centros de salude e os soros de recénggmado infectados por este patégeno
participaram do estudo como controle negativo. Bardo com o0s resultados do ELISA
indireto, foi observado que os pacientes infectgumsAcinetobacterspp. apresentaram
uma variabilidade quanto awot offreferente aos titulos de anticorpos detectadosomas
dos pacientes contra as proteinas de superficid.dbaumannii Esta variabilidade
observada entre os pacientes ocorreu provavelnuevido a alguns fatores que podem
influenciar a resposta imune e, em virtude do paeocopo disponivel, ndo puderam ser
analisados neste estudo tais como idade, patojJogigsos microrganismos detectados
durante a internagdo, uso de antimicrobianos deloaragpectro, o periodo entre o
diagndstico da infeccdo pdkcinetobacterspp. e a coleta da amostra. Além disso, a
variacdo na expressao dos fatores de viruléncatigeno pode diferir na capacidade das
cepas em colonizar ou infectar o ambiente hospmdeam como a viruléncia intrinseca
das diferentes cepas infectantes (Gordon e Warel2@10). Portanto, empregamos
inicialmente a técnica daNestern blotcom a finalidade de identificar proteinas
imunogénicas na membrana externa (OMPs)Addéaumannii e aquelas associadas as

vesiculas (OMVs) secretadas por este patdgeno.

5.3. Comparagdo das OMPs identificadas através daeacdo com soros de
camundongos e pacientes infectados

As OMPs deA.baumanniidentificadas através da rea¢cdo com o soro de radomgos
infectados foram comparadas com aquelas que apaemenreatividadade com os soros de
pacientes infectados péwinetobacterspp. (n=50) Estes resultados sugerem que as OMPs
reveladas em maior intensidade com o soro de camngod infectados, com PMs estimados
em 23.000, 31.000, 40.000 e 52.000, foram reatoas 42%, 42%, 88% e 36% dos soros
pacientes infectados, respectivamente. Além diésio,constatado que nenhuma banda
eletroforética foi detectada ao realizar a incubag@is OMPs com o soro de camundongos
nao infectados poA. baumannii porém foi observado que o soro de paciente riggtado

por Acinetobacterspp. reagiu com algumas proteinas de membrananaxtestes resultados
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podem ser esperados, uma vez que existe a pataiglde ocorrerem reacdes cruzadas entre
as proteinas de outros microrganismos, presentadmna microbiota human@endo assim,

foi realizada a comparacao entre as proteinas debra@a externa deéscherichia colie A.
baumannij com o objetivo de investigar a possibilidade dacéo cruzada entre estas
bactérias Gram negativas, ja qu&.aoli € o bacilo Gram negativo aerébio mais freqiente
presente na microbiota humana. Através da compaudes OMPs d€&.coli e A. baumannii

por SDS-PAGE 12%, de uma forma geral ndo foramreghdas bandas eletroforéticas com o
mesmo PM entre as OMPs das duas bactérias analisgelaonstrando que os perfis das
proteinas expressas no gel sdo diferentes.

Em nosso trabalho, utilizamos como estratégia paidentificacdo das proteinas
imunogénicas dé\.baumanniinos soros dos pacientes (n=50) e camundongostadfe
(n=10), o emprego da técnica d&/estern blgt como triagem inicial para avaliar
posteriormente as OMPs identificadas através delag@o com os referidos soros infectados,
por eletroforese bi-dimensional, a fim de obter umglhor caracterizagdo das proteinas de
membrana externa (OMPSs) 8e baumanniiuma vez que podemos ter proteinas com mesma
massa molecular, indistinguiveis por eletroforasdimensional.

No presente estudo, as principais proteinas de nagmbexterna dé\.baumannii
foram analisadas por eletroforese bi-dimensioregumdo sua revelacdo imunoldgica pela
reagdo ora com 0s soros de pacientes infectadas;oon a mistura contendo os soros de
camundongos infectados, ambos pela referida bactéto permitiu uma analise comparativa
entre os dois perfis eletroforéticos revelados smmos diferentes. As principais proteinas
imunogénicas detectadas no atual trabalho foramactaizadas de acordo com os dados
obtidos por Soares et al (2009) que empregou a mesmatodologia eletroforética,
ressalvando que a revelacdo neste caso ocorrentoo@n reagente de prata. De acordo
com os resultados obtidos nos nossos experimeoioshservado que os dois conjuntos de
soros de pacientes infectados p#&cinetobacterspp. reagiram com uma proteina de
membrana externa com PM estimado entre 38.000 @@ pl estimado de 5,4. Este
resultado sugere que tal proteina seja a OMP guseou reatividade anteriormente com
88% dos soros de pacientes infectados (n=50) eé&andopm o0s soros de camundongos
infectados. De acordo com o estudo realizado pareSoet al. (2009), esta proteina
identificada em nosso estudo pode ser a precudeo@mp38, da familia das OmpA, que esta
envolvida com o transporte delactamicos e sacarideos com massa molecular de até

aproximadamente 800 Daltons. Aléem disso, foi sdgepelo mesmo autor (Soares et al.,
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2009) que esta proteina pode atuar como um fatovirdééncia potencial induzindo a
apoptose de células epiteliais na fase iniciahtertdo poA. baumannii

Através da analise da 2D, também foram identifisaden nosso estudo outras
proteinas que foram reveladas tanto com o sorcagmiedongos infectados, como com 0s
soros de pacientes infectados. Entre elas encomsrama provavel porina sensivel a glicose
(OprB), seletiva para glicidios que atua como umpmanente central no transporte de
glicose, manitol, glicerol e transporte de frutas@vés da membrana externa e uma provavel
OMP (com homologia com a Omp 33 -36 kDa) envolvita transporte de agua e
carbapenémicos emA. baumannii(Soares et al., 2009). No6s também identificamos uma
proteina com PM estimado entre 82.000-84.000 coestrhado de 5,2 que foi revelada tanto
com os soros de camundongos quanto com os de fexciafectados. Tal proteina néo foi
caracterizada pela analise protedmica realizadaSpares et al.(2009). Isto provavelmente
ocorreu, porque os métodos de revelacao utilizadososso trabalho e pelo do referido autor
foram diferentes. Todavia, um estudo realizadoGael e Kapil (2001), mostrou que a cepa
ATCC19606 deA. baumannii crescida em um meio com restricdo de ferro € zajma
expressar em maior intensidade proteinas na faxBM entre 79.000 e 88.000 e secretar
sideréforos (quelantes de ferro) responsaveis pafdacdo de ferro do hospedeiro. Tais
proteinas sdo denominadas proteinas de membramanaxeceptoras de ferro (IROMPS).
Sendo assim, pretendemos realizar estudos posteride crescimento bacteriano em
condicOes de restricao de ferro, para melhor avatia a imunogenicidade destas proteinas a
partir da reacdo com 0s soros dos pacientes idf@stporAcinetobacterspp.. Também foi
detectada através da reacdo com os dois conjuetarmds de pacientes infectados uma
provavel proteina de membrana externa OprD, comeBfilnado entre 42.000-44.000 e pl
estimado de 9,0, que daseudomonas aeruginogamonstrou estar envolvida na captacao de
aminoacidos basicos, pequenos peptideos e imipEpeanes et al., 2009).

Os fatores de viruléncia especificos e mecanismat®gpnicos desta bactéria
permanecem indeterminados. No estudo realizad&gpares et al. (2009), foi identificada a
presenca de proteinas de membrana externa altanegptessas, como as porinas e
chaperonas ou proteinas de choque térmico (HSBe)ppvavelmente desempenham um
papel crucial, ndo apenas nos mecanismos de \dralénresisténcia as drogas, mas também
nas respostas de adaptacdo ambiental, que provauelmstdo relacionadas a persisténcia do
microrganismo no ambiente hospitalar. Assim, estadagem protedmica pode nos oferecer

novas ferramentas Uteis para o desenvolvimentosttatégias baseadas na imunoterapia
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contra as infec¢Bes pér.baumannii bactéria esta que foi recentemente citadalpétatious
Diseases Societyf Americacomo um dos seis microbios mais resistentes agdre muito

freqliente em hospitais de todo o mundo (Soards €08a9).

5.4. Comparacdo das proteinas associadas as OMVeindificadas através da reacdo
com soros de camundongos e pacientes infectados

Os soros de camundongos infectadosAbaumanniiapresentaram reatividade com
trés proteinas associadas as vesiculas de menmdxtaraa (OMVs), sendo que uma delas
com PM estimado em 42.000 foi considerada a prahdianda revelada. Este resultado
sugere que a referida proteina apresentou realwid@m 26% dos soros de pacientes
infectados ou colonizados pécinetobacterspp., no total de 50 soros analisados. Contudo
deve ser salientado que outras proteinas associadalslVs com PM estimado entre 71.000-
72.000 e 67.000-68.000 foram reativas com 40% e @88%o0soros de pacientes infectados,
respectivamente. A fim de se obter uma melhor tariaacdo das proteinas associadas as
OMVs de A. baumannii foi realizada a eletroforese bi-dimensional e pasteinas
imunogénicas foram identificadas por imunorevelacao

As proteinas associadas as OMVs foram incubadasuooronjunto de 15 soros de
pacientes infectados pécinetobacterspp., selecionados a partir dos resultados obtidos
andlise da reatividade dos 50 soros de pacienfiesados com estas proteinas, YWestern
blot. Por este experimento foi identificada uma praedssociada as OMVs que reagiu de
forma mais intensa com os soros de pacientes aufestporAcinetobacterspp., com PM
estimado entre 80.000-82.000 e com valor de pinestd de 4,5. De acordo com a analise
protedmica das OMVs dA. baumanni realizada por Kwon et al. (2009), este resultado
sugere que esta OMV esta associada a uma proteimaethbrana externa receptora de
sideroforo férrico que em nosso estudo apresergatividade com 24% dos soros de
pacientes infectados (n=50) pela referida bactdfista proteina associada as OMVs
provavelmente seria a proteina de membrana extgreaeagiu com os dois conjuntos de
soros de pacientes infectados (Figuras 4.22 e 4@8s7), com PM estimado entre 82-
84.000 e pl estimado de 5,2, isto é, uma IROMP zdeasecretar sideréforos (quelantes de
ferro) responsaveis pela captacdo de ferro do degpe(Goel e Kapil, 2001). Segundo
Kwon et al. (2009), as vesiculas derivadasAddaumanniipodem carregar componentes
protéicos derivados da superficie, incluindo a avel OmpW, uma provavel proteina de

membrana externa e a hipotética proteina recemteraiderdforo férrico, sendo que a
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proteina AbOmpA foi a principal proteina secretgaa A. baumanniiresponsavel pela
adeséo e invasédo deste patégeno nas célulasaipitdliém disso, segundo este mesmo autor
(Kwon et al.,, 2009), as proteinas associadas déwia, tais como Omp38, OmpW e
bacterioferritina sdo transportadas em OMVs, prelraente desempenhando um papel
importante durante a infeccé@ovivo.

Em nosso trabalho, a proteina com PM estimado ira te 41.000-42.000, a qual
apresentou reacdo imunolégica mais forte com osssde camundongos, foi reativa com
26% dos soros de pacientes infectados e apresphtestimado de 5,6. Provavelmente, a
referida proteina se refere a uma porina sensigicase (OprB). Também identificamos
outras proteinas associadas as OMVs como uma maote€eptora de membrana externa
(OprC), com PM estimado entre 71.000-72.000 e pimeslo de 6,1, que apresentou
reatividade com 40% dos soros de pacientes e cotra PM entre 67.000-68.000 e pl
estimado de 5,2, que reagiu com 38% dos soros denpas e caracterizada como uma
provavel proteina de membrana externa receptofarde ferricromo. Segundo Kwon et al.
(2009), a proteina presente nas OMVs com PM na f@&37.000-38.000, que supostamente
seria a AbOmpA responsavel pela aderéncia e invds@obaumanniinas células epiteliais,
em nosso estudo reagiu com 4% dos soros paciemeesaidos poAcinetobacteispp.

Na analise protebmica das OMVs secretadag\pbaumanniirealizada por Kwon et
al. (2009), foram identificadas 26 proteinas laalas na membrana externa deste patégeno
associadas as vesiculas. No nosso estudo, foragotaltds menor niumero de proteinas
(OMVs) provavelmente devido a perdas durante azeezlo do protocolo de extracdo das
OMVs utilizado. Portanto, pretende-se posteriormesiimizar a técnica de extracdo destas
vesiculas com a finalidade de obter maior quanédiproteinas.

No nosso estudo as principais proteinas imunogéniccalizadas na membrana
externa deA. baumannii encontradas através da reacdo tanto com o sotardendongos
infectados quanto com o0s soros de pacientes idiestdoram as Omp 38 da familia das
Omp A, Omp 33 -36 kDa e a proteina receptora der&idro férrico (IROMP), que
apresentaram reatividade com 88%, 42% e 36% doss sde pacientes infectados,
respectivamente. Como a otimizacdo da eletrofobegBbmensional exigiu boa parte do
tempo de execucdo do trabalho, ndo foi possivefiromar a identidade das proteinas
estudadas. Sendo assim, estas proteinas de mengxtanaa serdo melhor caracterizadas
posteriormente pela técnica de MALDI-TOF/MS, serekie um meétodo que permite

identificar as proteinas por espectrometria de asassumpre salientar que outros estudos



72

também sdo necessarios sobre a secrecdo de OMMgalarinfeccam vivoe em relacdo a
contribuicdo das OMVs para o progresso das infecgfeusadas poAcinetobacter
baumannii

Os resultados preliminares obtidos neste estudeseptam um primeiro passo para a
busca de proteinas alvo capazes de proporcionaesendolvimento de estratégias de
imunizacdo ativa ou passiva contra infeccbes casspdrAcinetobacter baumanniiAté
nosso conhecimento, nenhum estudo de imunoprotaguai@Acinetobacter baumannioi
publicado, até o momento. Entretanto, é precissiderar algumas limitacdes intrinsecas da
metodologia por nds empregada, como por exemplatade o crescimentm vitro do
patégeno ser diferente das condi¢cdes reais observadn um processo infeccioso,
implicando em uma provavel expressao diferenci@ddeterminadas proteinas nas diferentes

fases da infeccao.



6 — CONCLUSOES

Os estudos efetuados neste trabalho permitiramaclaegm diagndstico conclusivo de que:

1 - As cinco cepas dA. baumanniiestudadas (539LGB, 549LGB, 305LGB, 356LGB e
ATCC19606) apresentaram perfis semelhantes quaaitwééica de crescimento e expressao
de proteinasm vitro.

2 — Os camundongos responderam a infeccd@® pbaumanniigerando titulo de anticorpos
gue se mantiveram 3x superior ao do soro nado adecaté a titulacdo de aproximadamente
1:3200 (v/v) e tais anticorpos foram capazes dezieé concentracdo bacteriana (UFC/mL)
nos tempos avaliados, provavelmente devido suglatie neutralizante.

3 — O titulo de anticorpos arfieinetobactemo soro de pacientes infectados apresentou uma
variabilidade quanto acut offestabelecido neste ensaio, que foi 0 valor daidizes Gtica do
soro infectado 3x superior a DO do soro néo intec{@ontrole negativo).

4 — As principais proteinas imunogénicas locabsada membrana externa Alebaumannii
gue foram observadas no atual estudo correspode®ngs 38 da familia das Omp A, Omp

33 -36 kDa e a proteina receptora de sideréforcéé(|ROMP).

Para darmos continuidade a estes estudos, pretende-

1 - Identificar a estrutura das proteinas seleciasatravés da realizacdo de espectrometria
de massas por MALDI-TOF;

2 - Confirmar a identidade das proteinas selecasatravés de uma busca no genoma do
patogeno (BLAST de proteinas);

3 - Uma vez conhecida as seqUéncias das pringypaieinas, realizar o isolamento dos
genes correspondentes, clonagem em vetores dess@ipreproducdo e purificacdo das
proteinas recombinantes;

4 — Realizar a imunizacado com as proteinas seledame a avaliacdo da protecao conferida

em modelo murino.
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ANEXOS

Anexo 1: Documento de aprovac&o do projeto pelo Cdté de Etica em Pesquisa do IPEC

Ministério da Saude
m FIOCRUZ
Fundagio Oswaldo Cruz

Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas

Comité de Etica em Pesquisa
PARECER CONSUBSTANCIADO — 015/2010
Protocolo 0004.0.009.000-10

1. lIdentificagao:

Titulo do Projeto: “Identificacao de proteinas imunogénicas em modelo animal e em
pacientes infectados ou colonizados com Acinetobacter spp”.

Pesquisador Responsavel: José Procopio Moreno Senna (Bio-Manguinhos).
Instituicao Responsavel: Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos (Bio-
Manguinhos/Fiocruz.

Data de Apresentagao ao CEP: 04/02/2010.

2. Sumario:

O objetivo principal deste projeto consiste na identificagao de proteinas imunogénicas
observadas em modelo animal e em pacientes infectados ou colonizados por
Acinetobacter sp., que possibilitard& a avaliagdo de novos alvos para o
desenvolvimento de estratégias baseadas em imunoterapia. Tem como objetivo
especifico: 1) Avaliagao dos perfis de anticorpos produzidos em modelo murino
infectados com diferentes cepas de Acinetobacter sp.. A analise da presenca de
anticorpos sera feita pela técnica de immunoblotting; 2) Avaliagao dos perfis de
anticorpos produzidos em soros de pacientes hospitalizados infectados ou
colonizados com  Acinetobacter sp.; 3) Caracterizagdo das proteinas
imunodominantes por eletroforese bidimensional (2D); 4) Sequenciamento da regidao
n-terminal das principais proteinas selecionadas; busca da sequéncia completa das
proteinas correspondentes no Gene Bank (NCBI) e o isolamento dos genes
correspondentes, clonagem em vetores de expressao, produgdo das proteinas
recombinantes para ensaios posteriores de imunizagado e avaliacdo da protecao
conferida em modelo murino. Serao obtidas cepas Acinetobacter baumanii obtidas
junto a Colagao de Culturas de Bactérias de Interesse em Saude do Instituto Oswaldo
Cruz — 10C, isoladas a partir de material clinico e uma cepa padrao (A. baumanii
ATCC 19606). As amostras de soro de pacientes infectados ou colonizados por
Acinetobacter sp. serao selecionadas a partir de soros do Laboratério Richet que vao
para o descarte apos a realizagdo de exames bioquimicos e/ou hematolégicos, nao
sendo identificados.

3. Observacoes Gerais: (Atendendo a Resolucao CNS 196/96).

Projeto com delineamento adequado. Em substituicdo ao Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido foram elaborados Termos de Compromisso,
onde os colaboradores comprometem-se a nao revelar a identidade dos pacientes
do projeto em qualquer publicagao resultante deste estudo, protegendo sua
confidencialidade. Este estudo faz parte de um projeto de desenvolvimento de
Imunoterapia anti-Acinetobacter spp., baseado na identificagao de proteinas
imunogénicas ibservadas em modelo animal e em pacientes infectados ou
colonizados por Acinetobacter sp. do Programa de Biofarmacos da VDTEC (Vice-
Diretoria de Desenvolvimento Tecnologico) de Bio-Manguinhos.

e em pacientes infectados ou

“Identificagao de proteinas imunogénicas em modelo animal
colonizados com Acinetobacter spp .

4. Diligéncias:
Sim. Foram satisfeitas.
5. Parecer: APROVADO.

Data: 23 de margo de 2010.

Assinatura do Coordenador:

i Lés Camillo-Coura

do Comite
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Anexo 2: Documento de aprovacgado para realizar infe@@o por Acinetobacterspp. em

modelo murino.

Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundacédo Oswaldo Cruz B

Vice-presidéncia de Pesquisa e :?'S:“zo dAG:uEr“fi

Laboratdrios de Referéncia 0 Uso de mais
LICENCA LW-7/11

Certificamos que o protocolo (P-47/10-3), intitulado "Desenvolvimento de um modelo
animal (murino) para infecgao por Acinetobacter spp. e em outras bactérias causadoras de
infeccéo hospitalar”, sob a responsabilidade de JOSE PROCOPIO MORENO SENNA, atende ao
disposto na Lei 11794/08, que dispde sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive aos
principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A referida
licenga nao exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagao
nacional.

Esta licenga tem validade até 13/12/2014 e inclui o uso total de :

Mus musculus
- 40 Fémeas de BALB/c An, Idade: 8 Semana(s), Peso: 20,0000 Grama(s).

Rio de Janeiro, 13 de dezembro de 2010

C e
Octavio Augusto Francga Presgrave

Coordenador da CEUA

—~—

Comiss&o de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratorios de Referéncia - Fundagao Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 - Prédio da Expans&o - sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121  e-mail: ceua@fiocruz.br



UNIVERSIDADE FEDERAL FLUMINENSE
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina / Hospital Universitdrio Antdnio Pedro

Herbert Praxedes - Coordenador Geral
Representante Comunidade Cientifica

Alair Augusto Santos / Maria Liicia Santos
Faculdade de Medicina - Depto Radiologia
Maria Nazareth C. Pinto / Alberto Esteves Gemal
Faculdade de Medicina - Depto Cirurgia

Renato Augusto M. Sd/ Selma Maria A. Sias
Faculdade de Medicina - Depto Materno Infantil

Regina Helena S. Peralta / Andréa Alice da Silva
Faculdade de Medicina - Depto Patologia

Jano Alves de Souza / Pedro Ferreira M. Filho
Faculdade de Medicina - Depto Medicina Clinica

José Carlos Carraro Eduardo
Faculdade de Medicina — Repr. Colegiado

Carlos Dimas M.Ribeiro/Marcos Anténio A.Senna

Instituto de Saiide da Comunidade
Sérvio Tlio / Rogério Dultra
Faculdade de Direito

Ana Paula Black Veiga

Hospital Universitdrio Antonio Pedro
Rosangela Arrabal Thomaz

Faculdade de Medicina

José Pldcido / Ligia Lobato
Representantes da Comunidade Usudria

Tereza C. A. Graga / Theresa C.L. Coutinho
Faculdade de Odontologia

Thelma B. Machado / Sabrina C. Elias
Faculdade de Farmdcia

Denise Mafra / Daniele M. Ferreira

Faculdade de Nutrigdo

Valdecyr Herdy Alves / Luiz dos Santos
Faculdade de Enfermagem

Dilvani Oliveira Santos / Luiz G. Gawryszewski
Faculdade de Biologia

Tatiana Rangel Reis / Sulamita B. de Lima
Escola de Servigo Social

Luis Antdnio C. Ribeiro / Gilvan Hansen
Instituto de Ciéncias Sociais — Depto Filosofia
Josemberg M. Andrade / Elton H. Matsushima
Instituto de Ciéncias Sociais — Depto Psicologia
Licinio E. Silva / Ana Beatriz M. Fonseca
Instituto de Matemdtica

CEP CMM/HUAP n° 866/2010

CAAE n° 0051.0.258.900-10

Do: Coordenador do CEP CMM/HUAP
A(0) Sr.(a) Pesquisador(a):

Assunto: Parecer sobre Projeto de Pesquisa

Sr.(a) Pesquisador(a)

Informo a V.S* que o Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina / Hospital Universitario Anténio Pedro,
constituido nos termos da Resolucdo n® 196/96 do Conselho
Nacional de Satde e devidamente registrado na Comissdo
Nacional de Etica em Pesquisa, recebeu, analisou e emitiu
parecer sobre a documentacdo referente ac protocolo d=
pesquisa e seu respectivo Termo de Consentimentc
Esclarecido, conforme abaixo discriminado:

Titulo do Projeto:
“Pesquisa de proteinas imunogénicas em pacientes
infectados ou colonizados por Acinetobacter spp”

Pesquisadora Responsavel:
José Procopio Moreno Senna

Pesquisadores Colaboradores:
Renata Fajardo Bonin

Data: 07/05/2010

Parecer: Aprovado

AV .
Prof. Herbert Praxedes
Coordenador
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