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RESUMO

A familia Poxviridae compreende virus de DNA capazes de infectar humanos e animais,
incluindo agentes etiologicos de doengas de grande relevancia, como a Variola ¢ a Mpox.
Embora a variola tenha sido erradicada, outras doencas causadas por poxvirus permanecem
sendo ameacas a saude publica mundial. O Orthopoxvirus monkeypox (MPXV) tem provocado
surtos em diferentes regides, inclusive fora do continente africano, reforcando a necessidade de
estratégias vacinais eficazes para conter possiveis emergéncias globais. Entre as vacinas
disponiveis, o virus Vaccinia Ankara modificado (MVA) destaca-se por sua seguranca, mas sua
atenuagdo reduz a imunogenicidade, exigindo doses mais altas ou multiplas. A disponibilidade
global do MVA ¢ limitada, concentrando-se em paises de alta renda, o que dificulta respostas
rapidas em emergéncias de saude publica. Diante dessas limitacdes, torna-se essencial o
desenvolvimento de estratégias capazes de aumentar a imunogenicidade do MVA e, ao mesmo
tempo, reduzir custos e a necessidade de grandes volumes de producdo. Uma alternativa
promissora ¢ o uso de nanoparticulas como adjuvantes vacinais. As nanoparticulas de albumina
sérica bovina (BSA), quando associadas ao acido poliinosinico:policitidilico (poli(I:C)), um
RNA sintético de fita dupla que simula infec¢des virais, t€ém demonstrado efeito adjuvante.
Neste estudo, avaliou-se o efeito adjuvante das NPPI associadas ao MVA. Camundongos
C57BL/6 foram imunizados com doses de MVA em concentragdes variadas (10°a 107), na
presenca ou auséncia das nanoparticulas, e posteriormente desafiados com o Orthopoxvirus
vaccinia. Resultados indicam que as NPPI potencializam a resposta imunologica e protetora
induzida pelo MVA em doses menores, demonstrado principalmente através do aumento da
producdo de anticorpos neutralizantes, diminui¢do de sinais clinicos e perda de peso e menor
grau de injuria pulmonar dos animais infectados. Sendo assim, o uso das NPPI em vacinas
baseadas no MVA representa uma estratégia promissora diante de emergéncias em saude

publica e da limitagdo de antigenos em larga escala.

Palavras-chave: MVA; adjuvante; nanoparticulas.



ABSTRACT

The Poxviridae family comprises DNA viruses that are able to infect humans and animals,
including etiological agents of major public health relevance, such as smallpox and mpox.
Although smallpox has been eradicated, other poxvirus-associated diseases continue to be
considered a global health threat. Orthopoxvirus monkeypox (MPXV) has caused outbreaks in
multiple regions, including areas outside the African continent, reinforcing the need for
effective vaccination strategies to prevent potential global health emergencies. Among available
vaccines, the Modified Vaccinia Ankara virus (MVA) stands out for its favorable safety profile;
however, its high level of attenuation results in reduced immunogenicity, requiring higher doses
or multiple administrations. In addition, global MVA availability remains limited and largely
restricted to high-income countries, hindering rapid responses during public health
emergencies. Therefore, developing strategies that enhance MVA immunogenicity while
reducing production costs and antigen requirements is essential. A promising approach involves
the use of nanoparticles as vaccine adjuvants. Bovine serum albumin (BSA) nanoparticles
associated with polyinosinic:polycytidylic acid (poly(I:C)), a synthetic double-stranded RNA
that mimics viral infection, have demonstrated adjuvant activity. In this study, we evaluated the
adjuvant effect of poly(I:C)-loaded BSA nanoparticles (NPPI) combined with MVA. C57BL/6
mice were immunized with varying doses of MVA (10°a 107) in the presence or absence of
nanoparticles and subsequently challenged with Orthopoxvirus vaccinia. The results indicate
that NPPI enhances the immune and protective responses induced by MVA at lower doses,
primarily evidenced by increased neutralizing antibody production, reduced clinical signs and
body weight loss, and decreased pulmonary injury in infected animals. Thus, the use of NPPI
in MVA-based vaccines represents a promising strategy for addressing public health

emergencies and overcoming limitations related to large-scale antigen availability.

Keywords: MVA; adjuvant; nanoparticles.
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1. INTRODUCAO

A familia Poxviridae abrange varios virus causadores de doengas importantes ao longo
da historia, como o Orthopoxvirus variola (VARV) (agente causador da variola), o
Orthopoxvirus monkeypox (MPXV), o Orthopoxvirus cowpox (CPXV) e o Orthopoxvirus
vaccinia (VACV) (Domingos et al., 2023; Tiecco et al., 2022). Esses Poxvirus continuam sendo
relevantes para a saude publica, sendo que 0 VACV e 0 CPXV permanecem circulando de forma
endémica e com potencial emergente, principalmente em paises em desenvolvimento. O VARV,
mesmo ja tendo sido erradicado, ¢ foco de pesquisa em biodefesa e 0 MPXV pode provocar
surtos esporadicos de zoonoses em humanos, com quadros clinicos similares a variola (Tiecco
etal.,2022).

O MPXYV, causador da Mpox (anteriormente denominada variola dos macacos), surgiu
como uma nova ameaga, quando o mundo mal tinha se recuperado da pandemia da COVID-19.
Havia uma preocupagdo de que a volta desta doenca fosse tratada com negligéncia (Zumla et
al., 2022). Entre as poxviroses, ¢ a zoonose considerada mais relevante em humanos desde a
erradicacdo da variola, pois tem a capacidade de provocar doenga letal em diversas espécies
animais, incluindo roedores, esquilos, cdes da pradaria, primatas ndo humanos e humanos
(Paran; Sutter, 2009).

Diante desta realidade, a necessidade da prevencgao se torna determinante e a forma mais
eficiente de prevenir qualquer doenga viral ¢ a vacinagdo (Shchelkunova; Shchelkunov, 2022).
Dentre as vacinas para Poxvirus ja utilizadas, a vacina baseada no isolado Vaccinia Ankara
modificado (MVA) revelou-se uma alternativa util para producao de vacinas com alta seguranca
€ que provoca uma resposta imune protetora aos humanos (Reina; Iglesias, 2023). Esta
seguranga acontece em consequéncia de muitas passagens seriadas em cultura celular, o que fez
0 MVA perder uma parte considerdvel do genoma parental e ter a delecdo de muitos genes.
Entretanto, devido a esta modificagdo gendmica consideravel, para alcancar protecao
imunologica, € necessario administrar doses elevadas ou multiplas de MVA, em comparacao
com outras vacinas contra a variola. (Sanchez-Sampedro et al., 2015).

Assim sendo, a importancia de aumentar a imunogenicidade das vacinas contra Poxvirus
¢ algo incontestavel, especialmente em individuos imunocomprometidos, que podem apresentar
uma resposta vacinal reduzida e maior risco de formas graves de infecgcdes por Orthopoxvirus

(CDC, 2025). Uma estratégia para se alcangar este objetivo, € o uso dos adjuvantes vacinais,
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que poderdo contribuir para a protecdo dessa populagdo. Com as novas candidatas a vacinas
buscando cada vez mais a seguranca, mas consequentemente perdendo imunogenicidade, os
adjuvantes se tornardo cada vez mais necessarios (O'Haggan; De Gregorio, 2009). Existe uma
gama de adjuvantes eficazes a disposi¢ao héa algum tempo, porém o que realmente se busca sdo
adjuvantes que unam eficécia e seguranca (O'Haggan; De Gregorio, 2009).

Estudos revelaram a utilidade de nanoparticulas associadas a BSA como potenciais
plataformas vacinais (Silva et al., 2012). As nanoparticulas em questdo sdo facilmente
preparaveis, biodegradaveis e altamente aceitaveis, especialmente devido a capacidade da
matriz de albumina de incorporar uma variedade de compostos (Hu et al., 2006). A produgao
de nanoparticulas de BSA contendo poli(I:C) — um RNA sintético de fita dupla empregado
experimentalmente como um modelo para infecgdes virais in vivo — jd provou ser uma
alternativa adjuvante de resultado satisfatorio (Fortier et al., 2004; Piva-Amaral et al., 2024).

Portanto, diante dessas informagdes, o objetivo deste trabalho sera avaliar se as
nanoparticulas de BSA contendo poli(I:C) tém a capacidade de elevar a imunogenicidade das
vacinas para Poxvirus, especialmente o MVA. Como consequéncia, este estudo ira contribuir
com a saude publica, pois se provada a presente hipotese, havera uma maior eficiéncia da
vacinagdo, gerando uma resposta imune mais robusta contra doengas causadas por Poxvirus e
uma protecdo mais eficaz a populagdo, principalmente a parcela de pessoas mais vulneraveis e

imunocomprometidas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. POXVIRUS

Poxvirus sdo virus de DNA grandes e envelopados que se multiplicam no citoplasma
das células de hospedeiros animais, vertebrados ou invertebrados (Moss, 2013; Tiecco ef al.,
2022). Eles pertencem a familia Poxviridae, que por sua vez possui uma subfamilia de Poxvirus
de vertebrados chamada Chordopoxvirinae. Esta subfamilia contém oito géneros, dentre eles o
Orthopoxvirus, onde estdo classificados os virus da variola, variola bovina, vaccinia € Mpox,
que também podem infectar humanos (Espy et al., 2002). Os Orthopoxvirus causadores de
zoonose sdo encontrados em sua maioria em animais que convivem com humanos (vacas,
bufalos, camelos, macacos etc.). Estes humanos atuam como hospedeiros intermediarios do
virus, j& que outros animais selvagens costumam ser seu reservatorio natural (Shchelkunova;

Shchelkunov, 2022).

2.1.1. Morfologia e genoma viral

Os Poxvirus sdo grandes particulas virais em forma de tijolo que variam de tamanho,
podendo ter 220 a 450 nm de comprimento e 140 a 260 nm de largura (Espy et al., 2002). Estas
particulas s3o formadas por quatro partes principais: cerne, corpusculos laterais, membrana e
envelope (Fenner et al., 1988).

O material genético viral € envolto pelo ntlicleo, que pode ter a forma biconcava,
unilateral concava ou cilindrica e é revestido intimamente pela camada denominada de palicada.
Nas duas regides laterais do nicleo ha uma massa oval chamada de corpusculo lateral, que atua
como plataforma de entrega de proteinas virais liberadas no citoplasma apos a entrada do virus,
contribuindo para a modulagdo precoce da resposta antiviral do hospedeiro (Bidgood et al.,
2022). Uma membrana lipoproteica envolve o nucleo e os corpusculos laterais. Por fim, os
membros da familia Poxviridae sdo envoltos por uma membrana constituida por uma camada
dupla lipidica, possuindo muitas estruturas tubulares ou globulares, com uma conformagao
estrutural helicoidal ou difusa, cuja funcdo e composicao quimica ainda estdo pouco definidas

(Fenner et al., 1988; Li et al., 2022).
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Figura 1 — Morfologia dos Poxvirus
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Fonte: Adaptado de Li et al., 2022.

O genoma do Poxvirus € constituido por uma molécula de DNA dupla fita linear com o
tamanho variando de 130 kbp a 230 kbp. Em suas regides terminais estdo conectadas as duas
cadeias de DNA que formam uma cadeia polinucleotidica continua. Nestas regides terminais
sdo encontradas sequéncias idénticas com orientagdes contrarias ricas em A-T (Moss, 2013;
Gubser ef al., 2004).

Segundo Gubser ef al. (2004), a organizagdo geral do genoma da subfamilia
Chordopoxvirus é conservada, com a regido central codificando proteinas mais conservadas
entre as diferentes espécies e envolvidas na sintese de RNA e DNA, processamento de
proteinas, montagem de virions e proteinas estruturais. Ja os genes codificados por regides
terminais sdo menos conservados entre diferentes géneros de Chordopoxvirus, espécies dentro
de um género e até mesmo isolados da mesma espécie. Muitos desses genes sdo dispensaveis
para o crescimento viral in vitro e codificam proteinas que influenciam no espectro de
hospedeiros, na viruléncia ou na interagdo com o sistema imune do hospedeiro (Gubser et al.,
2004; Pickup, 2015). E vélido enfatizar que a expressio génica nos Poxvirus é regulada
temporalmente, portanto a replicagdo do DNA ¢ o marco que divide as fases precoces e tardias.
Viarios promotores e fatores virais e celulares servem para se chegar esta divisdo temporal e

otimizar a producao da progénie viral (Broyles, 2003).
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2.1.2. Ciclo de multiplicaciao

A multiplicagdao dos Poxvirus ¢ diferente da maioria dos virus DNA, que geralmente se
multiplicam no nucleo, pois acontece no citoplasma da célula hospedeira. E um processo
controlado em grande parte por fatores codificados pelo virus, o que lhe atribui uma autonomia
replicativa em relagdo a célula hospedeira (Andrade, 2012).

A infecgdo inicia-se com a adsor¢do da particula viral (virion) a superficie celular. (Vida,
2008) e posterior fusdo do virion e das membranas celulares de mamiferos (McFadden, 2005).
Dois tipos distintos de particulas virais infecciosas, o virus maduro intracelular (IMV) e o virus
envelopado extracelular (EEV), podem dar inicio ao ciclo infeccioso. Os IMV e EEV
diferenciam-se em suas glicoproteinas de superficie e no nimero de membranas envolventes, e
considera-se que penetram nas células por mecanismos diferentes. Apds a ligagdo, o evento de
fusdo entre o virion e as membranas da célula hospedeira ainda ¢ pouco compreendido
(McFadden, 2005).

A multiplicagdo viral ¢ caracterizada por trés séries temporais de transcrigdo de mRNA
viral e sintese de proteinas, denominadas precoce, intermediaria e tardia, seguidas pela
morfogénese de particulas infecciosas. O IMV ¢ transportado através de microtubulos e ¢
envolto, dependendo do género Poxvirus, com uma membrana derivada de Golgi, cisternas
endossOmicas ou membrana plasmatica (Moss, 2015) se referindo agora como virus envelopado
intracelular (IEV). O IEV ¢ transportado para a periferia celular para formar o virus envelopado
associado a célula (CEV), que ¢ exocitado da célula por polimeriza¢do da cauda de actina ou ¢
liberado para formar EEV livre. O EEV também pode se formar por brotamento direto do IMV,
evitando assim a forma IEV. (Moss, 2015; McFadden, 2005).

Além dessas rotas, em infec¢des por certos Orthopoxvirus, como o Orthopoxvirus
cowpox, IMVs podem ser incorporados em grandes inclusdes citoplasmaticas do tipo A (ITAs).
Essas estruturas sao ricas em uma proteina viral chamada ATIp e podem proteger a infectividade
das particulas apos a lise celular, atuando como reservatorio ambiental para transmissdo

(Howard; Moss, 2012).
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Figura 2 — Ciclo de replicacdo viral dos Poxvirus
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Fonte: adaptado de MclInnes et al., 2023.

Legenda: Ciclo infeccioso dos poxvirus. O ciclo infeccioso dos Poxvirus, baseado principalmente no VACV,
apresenta as seguintes etapas: (1) apés a ligagdo do virus envelopado extracelular (EEV) aos receptores
na superficie celular, ocorre a ruptura do envelope externo, expondo o virus maduro intracelular (IMV);
(2) 0 IMV, nu ou exposto, funde-se diretamente 8 membrana plasmatica por meio do complexo de fusao,
liberando o nucleo viral e os corpos laterais; (3) o nucleocapsideo ¢ transportado ao longo dos
microtibulos até a regido perinuclear; (4) onde ocorre a expressdo dos genes precoces, produzindo
proteinas que promovem o desnudamento (5), a replicacdo do DNA e a expressdo génica intermediaria;
(6) proteinas codificadas pelos genes intermediarios, em conjunto com proteinas do hospedeiro, regulam
a expressdo génica tardia, que inclui proteinas estruturais e proteinas para morfogénese e enzimas
essenciais para etapas tardias; (7) membranas singulares em formagao envolvem as proteinas virais e o
DNA viral, formando o virus imaturo (IV), que amadurece em IMV; (8) estes sdo transportados ao
compartimento trans-Golgi/endossomal para receber um envelope duplo, originando o virus envelopado
intracelular (IEV); (9) o IEV ¢é conduzido até a superficie celular por microtubulos; (10) sofre exocitose,
perdendo a membrana externa para formar o EEV; (11) o EEV pode permanecer associado a cé¢lula
como virus envelopado associado a célula (CEV) ou ser liberado no meio extracelular, sendo que o CEV
pode ser impulsionado por proje¢des induzidas por actina para longe da célula; (12) alguns IMV podem
ser incorporados ao corpo de inclusdo tipo A (ITA); (13) nos Avipoxvirus, a formagdo de IEV ¢é pouco
significativa, e a produgdo de EEV ocorre por transporte do IMV até a membrana plasmatica, onde
ocorre brotamento e liberagdo celular.



2.1.3. Doencas causadas por Poxvirus

Existem quatorze géneros de Poxvirus que infectam vertebrados e quatro que infectam
insetos. Geralmente membros do mesmo género sdo semelhantes antigenicamente,
morfologicamente e com relacdo a gama de hospedeiros que podem infectar (Riccardo; Pablo,
2023). O género Orthopoxvirus da familia Poxviridae inclui espécies patogénicas humanas,
como o Orthopoxvirus variola (VARV) e algumas zoonoses, como o Orthopoxvirus monkeypox
(MPXYV), Orthopoxvirus cowpox (CPXV), Orthopoxvirus camelpox (CMLV) e Orthopoxvirus
vaccinia (VACV). (Shchelkunova; Shchelkunov, 2022). O género Orthopoxvirus ¢ o mais
estudado, pois abrange patégenos humanos importantes. Dentre as espécies deste género,
destaca-se 0 VARV pelo que esse virus representa na histéria da humanidade e da medicina
(Riccardo; Pablo, 2023) e 0 MPXYV, que causou surto em 2022 e foi declarado emergéncia de
saude global pela OMS (Tiecco et al., 2022).

2.1.3.1. Variola

Riccardo e Pablo (2023, p.1) afirmam que “o VARV ¢ o agente etioldgico da variola,
doenca altamente contagiosa com taxa de mortalidade superior a 30% que matou centenas de
milhdes de pessoas”. Sua transmissao acontece por via respiratoria ou através de lesdes cutaneas
ou nas mucosas. A sintomatologia mais comum envolve febre, dor de cabega, vomito e erupgoes
cutaneas (Breman, 2021; Sossai et al., 2023).

A Variola ja foi uma das doencas infecciosas mais importantes epidemiologicamente
para humanos, até sua erradica¢d@o. Em torno de 400 milhdes de pessoas morreram acometidos
da doenca em menos de 80 anos no século XX, quando a vacinacdo em massa ¢ medidas de

saude publica intensivas contra a variola foram implementadas (Shchelkunova; Shchelkunov,

2022).

Antes da descoberta da vacinacao, foi observado que individuos que se recuperaram da
variola, identificados facilmente por causa de cicatrizes, ndo voltavam a desenvolver a doenca.
Desta observagdo surgiu uma técnica chamada variolagdo, que consistia em assoprar crostas
secas de variola diretamente no nariz de uma pessoa saudavel (Riccardo; Pablo, 2023).

ApoOs 0 método da variolagdo, a pessoa desenvolvia uma versao leve da doenga e se
tornava imune a ela permanentemente. Houve na pratica um saldo de cerca de 1% a 2% das

pessoas varioladas que vieram a Obito. Mesmo assim, a variolagdo se espalhou pelo mundo e
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comegou a ser praticada na Europa no século XVIII. S6 entdo no ano de 1796, Edward Jenner,
inspirado nesse método, descobriu a vacinagdo. De uma forma mais segura, ele constatou que
a infeccdo com um CPXYV (virus da variola bovina) relacionado e menos virulento fazia com
que os individuos ficassem imunes a variola. Essa descoberta deu inicio & vacinagdo contra a
variola e a erradicagdo desta nos EUA e na Europa no inicio do século XX (Sanchez-Sampedro
et al., 2015; Riccardo; Pablo, 2023) e no mundo em 1980 (Organizagdo Mundial da Saude,
2025).

2.1.3.2.  Mpox (Variola dos macacos)

O Orthopoxvirus monkeypox (MPXV) € responsavel por uma infecgdo em humanos que
¢ parecida clinicamente com a variola discreta e na minoria dos casos pode levar a morte. Em
maio de 2022, centenas de casos de MPXV foram descritos de mais de 30 paises

(Shchelkunova; Shchelkunov, 2022; Tiecco ef al., 2022; Griiner et al., 2024).

Entre os casos relatados de 1970 a 2022 observou-se que os homens sdo mais
susceptiveis a Mpox do que as mulheres, especialmente homens que mantém relagdes sexuais
com outros homens e que possuem em média 30 anos de idade. Os sintomas mais comuns
incluem erupgdes cutaneas, dispnéia, sepse, ulceras gastrointestinais, na boca e na garganta,
febre, linfadenopatia e ceratite. Esses sinais podem durar de duas a quatro semanas, mas sua
progressao varia entre os individuos acometidos pela doenga (Karagoz et al., 2023).

Em 1970 foi relatado pela equipe do Instituto de Preparagdes Virais de Moscou, o
primeiro caso de Mpox em humanos, durante a andlise da amostra clinica de uma crianca
infectada no Zaire (atual Republica Democratica do Congo, RDC). A pesquisa revelou que o
Mpox humano ¢ uma doenga esporddica rara advinda da transmissao animal-humano do MPXV
em regides de floresta tropical da Africa Central ¢ Ocidental. Diversas espécies animais
africanas sdo reservatorios naturais do MPXYV, especialmente roedores (Shchelkunova;
Shchelkunov, 2022).

O surto de Mpox no ano de 2022 em paises anteriormente ndo endémicos foi causado
principalmente pela transmissdo entre humanos através do contato sexual, com pessoas com
HIV (Griiner et al., 2024; G, Tiecco et al., 2022). Até o presente momento, a transmissao da
Mpox entre humanos tem sido atrelada ao contato direto e intimo com feridas infecciosas,

crostas ou fluidos corporais de um individuo infectado (Tiecco et al., 2022).
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2.1.3.3.  Vaccinia Bovina

No ano de 1980 a Variola foi declarada erradicada apds um programa de vacinagdo em
massa utilizando o VACV (Essbauer; Pfeffer; Meyer, 2010; Organizacdo Mundial da Saude,
2025). Jano final da década de 1990, foram relatados episddios de infec¢ao zoondtica atribuidos
a diferentes linhagens do VACYV, conhecidos por surtos de Vaccinia Bovina, envolvendo
rebanhos de bovinos leiteiros e trabalhadores rurais que tiveram contato com esses animais,
localizados principalmente na regido sudeste do Brasil (Essbauer; Pfeffer; Meyer, 2010;
Miranda et al., 2017).

Embora no Brasil o VACV também circule entre roedores, marsupiais € primatas nao
humanos, bovinos e seres humanos permanecem como os hospedeiros epidemiologicamente
mais relevantes. Isso se deve ao fato de que o gado atua como um amplificador viral, uma vez
que elimina o virus pelo leite e pelas fezes, favorecendo sua transmissdo para humanos e outros
animais domésticos (E Silva et al., 2025). Observa-se maior frequéncia da infec¢do em homens
com idade entre 18 e 31 anos, os quais nasceram apés a interrup¢do da vacinagdo contra a
variola e, consequentemente, ndo foram imunizados. (E Silva et al., 2025; Sant'Ana et al.,
2013).

Em todos os surtos descritos houve o registro de casos de humanos infectados,
caracterizados principalmente pelo desenvolvimento de lesdes cutdneas dolorosas nas maos e
nos dedos, além de acometimento de outras regides do corpo, como pescogo e face. Alguns
quadros clinicos incluem sintomas sistémicos como sudorese, anorexia e linfadenomegalia.
(Sant’Ana et al., 2013). Quando comparada a outras doengas vesiculares zoonoticas, a infecgao
por VACV apresenta manifestacdes clinicas mais graves e sist€tmicas em humanos,

principalmente naqueles com exposi¢do direta a bovinos infectados (Sant’Ana et al., 2013).

Atualmente a infeccao por VACV ¢ considerada negligenciada pelo Brasil, ndo sendo
incluida na lista de doencas de notificagdo compulsoria nacionalmente. Sendo assim, a analise
epidemioldgica deste virus no pais € prejudicada, uma vez que os casos de Vaccinia Bovina sdao

subnotificados (E Silva et al., 2025).
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2.2. PREVENCAO

Ap6s a erradicagdo da Variola, a vacinacdo foi descontinuada (Kuehn, 2022; Sun et al.,
2024), logo, grande parte da populagdo mundial no momento ndo tem imunidade a variola ou a
outras zoonoses causadas por Orthopoxvirus (Sun et al., 2024).

Foi demonstrado que vacinas baseadas em VACV tém a capacidade de estimular
anticorpos protetores cruzados contra outros Orthopoxvirus e podem ser usadas como base para
vacinas recombinantes. Sabendo que pessoas com menos de 45 anos atualmente ndo estdo
protegidas contra o VACV, o uso potencial de Orthopoxvirus como armas biologicas € motivo
de preocupacdo em ambito global (Tiecco et al., 2022).

Durante o século 20 diversas vacinas contra a variola foram desenvolvidas, todas elas
com base no virus vaccinia e com caracteristicas biologicas distintas. Essas vacinas continham
virus replicantes ativos e competentes, e as pessoas que eram imunizadas com elas reagiam de
formas variadas (Reina; Iglesias, 2023).

Dentre as vacinas de primeira geragdo, a Dryvax®, da cepa New York City Board of
Health (NYCBH), estava entre as vacinas mais utilizadas e era considerada muito segura em
comparagdo com outras cepas. A producdo das vacinas de primeira geracdo diminuiu conforme
o curso da erradicagdo da variola, até que em 1978 a produgdo da Dryvax® foi interrompida
(Reina; Iglesias, 2023). Durante a década de 1990, com o risco iminente da utilizacdo do VACV
como arma de bioterrorismo, foram retomados os estudos para melhorar a seguranga e
imunogenicidade da Dryvax®. Destes estudos, a vacina de segunda geragio ACAM2000 foi
desenvolvida. E uma vacina viva atenuada que foi aprovada pelo FDA em agosto de 2007 no
lugar da antiga vacina Dryvax®. Ela ¢ indicada para imunizagao contra variola humana para
pessoas em situagdes vulneraveis a contrair a doenca, como médicos e enfermeiros que t€ém
contato com pacientes infectados com a Mpox, que tenham acima de 18 anos de idade e que
sejam imunocompetentes. Nao ¢ indicada para pessoas imunocomprometidas, gestantes ou
lactantes. (Reina; Iglesias, 2023; CDC, 2022).

Outra vacina derivada da cepa NYCBH é a Aventis Pasteur (APSV). E uma vacina com
replicacdo competente experimental. Seria utilizada em situagdes de emergéncia, em que
houvesse falta da ACAM2000 (Islam et al., 2022; CDC, 2022).

Finalmente, compondo as vacinas de terceira geragdo contra a variola, o virus Vaccinia
Ankara modificado (MVA) torna-se a versdo mais segura e eficaz em termos de resposta imune

dentre todas as opgdes vacinais, pois ¢ deficiente em replicacdo, porém induz uma intensa
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resposta imune contra a variola (Reina; Iglesias, 2023; CDC, 2022). Além de sua aplicacao no
controle das doengas causadas pelos poxvirus, o MVA vem sendo amplamente explorado como
plataforma para o desenvolvimento de vacinas recombinantes contra diversos patodgenos,

destacando-se como um dos vetores virais mais promissores existentes (Altenburg et al., 2014).

2.2.1. Vaccinia Ankara modificado

O virus Vaccinia Ankara modificado (MVA) ¢ um isolado de VACV gerado na
Alemanha na década de 1960, sendo esse altamente atenuado e adaptado a fibroblastos de
embrides de galinha (Beddingfield et al., 2024; Sanchez-Sampedro et al., 2015). Durante
extensas passagens seriadas em cultura celular, o MVA perdeu quase 15% do genoma parental
da cepa VACV Ankara (CVA). Como resultado desta drastica modificagdo genomica evolutiva,
0o MVA perdeu a capacidade de se replicar em células de mamiferos. Por ndo possuir esta
habilidade, o MVA seria um possivel imunizante seguro para pessoas impossibilitadas
fisiologicamente de receber a vacinagdo de rotina contra a variola (Sdnchez-Sampedro et al.,
2015).

Atualmente o MVA ¢ utilizado pelo Instituto Estatal de Vacinas da Baviera (Bavarian
Nordic, Hellerup, Dinamarca) para a producdo industrial de vacinas contra a variola. A vacina
Jynneos®, também chamada de Imvamune, Imvanex ou MVA-BN, ¢ uma vacina viva atenuada
e ndo replicante de vetor viral produzida com base na modificacdo genética do virus vaccinia
Ankara-Bavarian Nordic (cepa MVA-BN) (Reina; Iglesias, 2023).

A vacina MVA-BN tem se mostrado segura em humanos e gera respostas imunes
robustas e duraveis. A capacidade de concentrar ao mesmo tempo varios componentes genéticos
diferentes a torna um candidato ideal para uma plataforma vacinal (Beddingfield et al., 2024).
E uma vacina completamente segura e imunogénica, por este motivo é indicada para pessoas
imunocomprometidas (Orlova et al., 2022). Allard et al. (2024) também demonstram resultados
observacionais que indicam que uma dose da MVA-BN, administrada pelo menos 14 dias antes
da data inicial da infec¢do, esta associada com doenga menos sintomatica € menos extensa entre
os casos de Mpox.

Em junho de 2025, a Organizagdo Mundial da Saude publicou um documento técnico
que considera o uso de dose fracionada intradérmica da MVA-BN em cenarios de escassez
vacinal, como medida temporaria. O documento mostra que a aplicacao da dose reduzida pela

via intradérmica ¢ segura e tdo imunogénica quanto a utilizacdo da dose completa por via



subcutanea. Entretanto, ainda assim, a OMS enfatiza a importancia de coletar mais dados sobre
a seguranca, efetividade e duragdo da resposta imunologica nessas condigdes (Organizagao
Mundial da Saude, 2025).

Nos ultimos anos, o rMVA foi utilizado como vetor em muitas construgdes vacinais em
pesquisas clinicas e pré-clinicas. Podemos mencionar as principais, sendo elas: Papiloma virus
humano; sindrome respiratoria por Coronavirus; virus da imunodeficiéncia humana; virus
Ebola; Influenza virus; Citomegalovirus, virus da hepatite B; virus da hepatite C; Plasmodium
falciparum, além de atuar no controle da malignidade de tumores. (Remy-Ziller et al., 2014;
Song et al., 2013; Knudsen et al., 2015; Munseri et al., 2015; Zhou & Sullivan, 2015; Mullin
etal.,2016; LaRosaetal., 2017; Cavenaugh et al.,2011; Gémez et al.,2013; Parra et al., 2015;
Walsh et al., 2013 apud Oliveira, 2019). Garcia-Arriaza e Esteban (2014) afirmam que o uso
de esquemas vacinais heterélogos baseados em MVA recombinante associado a diferentes
vetores, como virus influenza recombinante, adenovirus, vetores de DNA ou outras cepas de
Poxvirus, revelou-se uma estratégia eficiente para reduzir a resposta imune anti-vetor e,

principalmente, conferir prote¢do contra diferentes patogenos.

2.2.1.1. Desafios para o aumento da imunogenicidade do MVA

Muitos estudos tém demonstrado o MVA como uma vacina atenuada contra a variola,
capaz de induzir respostas de anticorpos muito proximas da vacina Dryvax®, como também
protecdo em camundongos e primatas ndo humanos. Porém, sdo necessarias altas doses ou
doses multiplas do MVA para conferir protecdo imunoldgica, em comparagdo a outras vacinas
contra a variola, como a Dryvax®. Somado a isso, o MVA necessita de varios genes
imunomoduladores do VACV envolvidos na evasdo das respostas imunes do hospedeiro, como
receptores soluveis para [FNs tipo I e I, citocinas e quimiocinas, que se ndo fossem requeridos,
uma melhor apresentagdo antigénica e imunogenicidade seriam conquistadas (Sanchez-
Sampedro et al., 2015).

Seguramente, a delegdo de genes de evasdo imune inata provoca um aumento de
citocinas pro-inflamatérias e migracdo de células imunes, que tém grande influéncia na
diminui¢do de imunidade adaptativa (Sédnchez-Sampedro et al., 2015). Esta diminui¢do na
imunidade foi evidente nos estudos de Russell e Tscharke (2014), que constataram uma resposta
2,5 vezes inferior em porcentagem de TCD8+ comparada a cepa Western Reserve, e 5 vezes

comparando o numero de células ativadas no bago. Existe também o interesse em combinar
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vetores com adjuvantes conhecidos ou novos, a fim de aumentar ou modular ainda mais as

respostas imunes provocadas (Rollier ez al., 2011).

2.3. ADJUVANTES

Os adjuvantes vacinais sdo componentes que sdo somados aos antigenos vacinais para
tornd-los mais imunogénicos (O'Hagan; De Gregoério, 2009; Vrieling et al., 2019). Por isso, os
adjuvantes sdao elementos de grande importancia para a maioria das vacinas que obtiveram
éxito, principalmente as compostas por subunidades de patdégenos, incluindo fragdes isoladas
dos patdégenos mortos, ou antigenos recombinantes (O’Hagan; Valiante, 2003).

Entre os adjuvantes mais utilizados atualmente estd o Alimen (ou sais de aluminio), que
faz parte de produtos licenciados no mundo todo h4 mais de 50 anos. O segundo adjuvante mais
utilizado ¢ a emulsdo 6leo em agua MF59, que tem sido licenciado hd mais de uma década em
mais de 20 paises (O'Hagan; De Gregoério, 2009; Pulendran; Arunachalam; O'Hagan, 2021). Os
sais de aluminio, considerados adjuvantes de primeira geracio, oferecem antigenos as células
imunes e aumentam a persisténcia do antigeno no local da injecao. Em certos casos, esses
efeitos tém mostrado a capacidade de induzir uma resposta imune protetora duradoura em
humanos (O'Hagan; De Gregorio, 2009; Vrieling et al, 2019). Ja4 antigenos pouco
imunogénicos, como as proteinas recombinantes, s3o na maioria das vezes incapazes de induzir
uma resposta imune protetora com adjuvantes de primeira geragao e podem necessitar da adigao
de um potencializador imunolégico (O'Hagan; De Gregorio, 2009).

Os imunopotencializadores atuam através da ativagdo de receptores imunes inatos
utilizados por células apresentadoras de antigenos (macrofagos e células dendriticas, que
captam e apresentam antigenos para as células T) para detectar padroes moleculares associados
a patogenos. Realmente grande parte dos potenciadores imunologicos conhecidos, como
lipopolissacarideos (LPS), flagelina ou Dipeptideo de Muramil (MDP), sdo produtos
microbianos. Outros, como oligonucleotideos CpG e poli I:C, sdo imitadores de DNA
bacteriano e RNA viral (O'Hagan; De Gregorio, 2009).

Uma limitagao dos sais de aluminio ¢ a menor eficécia na inducdo de respostas contra
patdgenos intracelulares. Adjuvantes de nova gera¢do, que combinam sais de aluminio com
imunoestimulantes que favorecem respostas Th1, como o 3-O-desacil-4-monofosforil lipidio A
(MPLA), tém sido desenvolvidos para superar essa limitacdo. O MPLA direciona a resposta

imune para um fenotipo Thl, elevando a liberacdo de IFN-y por células T CD4 (Zhu et al.,
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2021). Varma et al., (2022) afirma que o adjuvante AS04 (combinagdo dos sais de aluminio
com MPLA) promoveu uma resposta imune superior quando comparado ao alumen isolado,
provavelmente devido a sua capacidade de aumentar o recrutamento e a ativagao de células
imunes, levando a indugdo de uma forte resposta imune inata e, posteriormente, adaptativa.

Adjuvantes agem fortalecendo a resposta imunoldgica das vacinas ao ativar a imunidade
inata e gerar sinais essenciais para a resposta adaptativa. Esses sinais envolvem a apresentacao
de antigenos por moléculas MHC em células apresentadoras de antigenos ¢ a expressao de
moléculas coestimulatdrias e citocinas inflamatorias, que juntos ativam linfécitos T naive e
potencializam respostas imunes especificas. Além disso, sistemas de entrega, como
nanoparticulas lipidicas, polimeros biodegradaveis e nanoparticulas proteicas, facilitam a
apresentacao eficiente dos antigenos e podem direciond-los as células B, melhorando a
produgdo de anticorpos. Do ponto de vista pratico, a inclusdo de adjuvantes permite uma menor
dose de antigeno na vacina, amplia a resposta imune, possibilita a formulacdo de vacinas
combinadas, e aumenta a eficidcia vacinal em populagdes com resposta imunoldgica
comprometida, como idosos, criangcas € imunossuprimidos. Além disso, eles aceleram a
prote¢do e prolongam a memoria imunolédgica, aumentando a duracao e qualidade da resposta
vacinal (O'Hagan; De Gregoério, 2009; Zhao et al., 2023).

Viérios fatores, como a carga e o tamanho do adjuvante e do antigeno influenciam na
capacidade de adsor¢do de um antigeno vacinal. Além de influenciar sobre a capacidade de
adsor¢do de antigenos, o tamanho de particulas de adjuvantes particulados também ¢ um
parametro determinante para a resposta imune (Vrieling et al., 2019). Baranov et al., (2021)
relatam que cristais de hidroxiapatita menores que 1-2 um promoveram uma liberagdo de TNF-
o mais significativa por macréfagos primarios humanos cultivados quando comparados com
particulas de 6 e 14 um, e supostamente isso aconteceu em decorréncia da ativacdo mais
eficiente do inflamossomo. De igual modo, o tamanho das particulas também ¢ de grande
importancia quando se trata do processamento dos antigenos para ativagao de células T, ja que
proteinas que atuam como antigenos ligados a nanoparticulas de PLGA se mostraram mais
eficientes em estimular a apresentagdo cruzada de MHC-I em comparagdo com particulas de
tamanho micrométrico em células dendriticas cultivadas (Baranov et al., 2021).Um dos fatores
que tem dificultado o desenvolvimento de novos e aprimorados adjuvantes tem sido a
seguranga, pois as vacinas que serao usadas em individuos saudaveis precisardo induzir o

minimo possivel de efeitos adversos para serem aceitas para uso (O’Hagan; Valiante, 2003).
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2.4. NANOPARTICULAS

Os nanomateriais sdo materiais com unidades estruturais bdsicas, como graos,
particulas, fibras ou outros elementos menores que 100 nm, em ao menos uma dimensao. Eles
podem ser compostos de metais, ceramicas, polimeros, materiais organicos e suas combinagdes,
assim como os materiais estruturados convencionais ou microestruturados. Compreendidos nos
nanomateriais estdo nanoparticulas, nanoclusters, nanocristais, nanotubos, nanofibras,
nanofios, nanobastdes, nanofilmes (Zhang; Webster, 2009).

As nanoparticulas (NPs) tém por definigdo particulas com uma dimensdo que alterna
entre 1 e 100 nm e que possuem variadas caracteristicas dependendo de seu tamanho e
funcionalidades de superficie. Por serem de tamanho reduzido e possuirem grande area de
superficie, as NPs tém sido utilizadas com frequéncia em varios nichos, como cosméticos,
eletronicos e aplicagdes médicas diagnosticas e terapéuticas (Najahi-Missaoui ef al., 2020).

Na area médica, as NPs sdo utilizadas como carreadores de farmacos contribuindo em
diagnosticos e terapias. Estas NPs, dentre elas NPs poliméricas, nanoemulsdes, lipossomas e
NPs solidas, sdo apontadas como aplicagdes clinicas em grande potencial de uso. O sucesso da
sua aplicabilidade depende de multiplos parametros, como suas propriedades fisico-quimicas,
eficiéncia de carregamento do fAirmaco, liberagdo do farmaco e, sobretudo, baixa ou nenhuma

toxicidade do proprio carreador. (Najahi-Missaoui ef al., 2020).

2.4.1.Nanoparticulas de BSA contendo poli(I:C)

A albumina sérica ¢ uma proteina natural, consequentemente ¢ biocompativel,
biodegradavel e atoxica (Ambrosio et al., 2020). E a proteina mais abundante no plasma de
mamiferos, constituindo aproximadamente 60% das proteinas plasmaticas (Bukackova;
Marsalek, 2020). A albumina ¢ composta por diversos sitios de ligacao inespecificos, tornando
possivel a ligacdo de compostos bioativos hidrofilicos e hidrofoébicos de forma relativamente
inespecifica (Ambrdsio et al., 2020).

E uma molécula utilizada com frequéncia como modelo proteico para revelar sua
interacdo com nanoparticulas carregadas ou na liberacdo de farmacos direcionados
(Bukackova; Marsalek, 2020). Também ¢ escolhida como modelo proteico em razdo da sua
relevancia médica, vasta disponibilidade, baixo custo, facilidade de purificagdo, propriedades

incomuns de ligacdo ao ligante, estabilidade e pelo fato de albuminas de soro humano e bovino
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serem proteinas homélogas (Hu et al., 2006). E sabido que nanoparticulas de BSA servem como
um sistema competente para a liberagao de farmacos e antigenos (Piva-Amaral et al., 2024) e
dentre as inimeras possibilidades de combinagdes com nanoparticulas de BSA, Piva-Amaral et
al. (2024) atestaram uma adicao de poli(I:C) com as nanoparticulas de BSA (NPPI) obtendo
uma combinag¢do de fun¢do adjuvante eficaz.

O acido poliinosinico-policitidilico (poli(I:C)) ¢ um RNA sintético de fita dupla,
formado por um homopolimero de acido poliinosinico combinado a um homopolimero de 4cido
policitidilico, resultando em uma dupla hélice estavel (Guo et al., 2022; Fortier et al., 2004).
Ele mimetiza a infecgao viral ao ativar receptores de reconhecimento de padrdo antiviral, como
o receptor Toll-like 3 (TLR3) endossomal e os receptores citoplasmaticos retinoic acid-
inducible gene 1 (RIG-I) e melanoma differentiation-associated gene 5 (MDAS),
desencadeando assim duas vias antivirais distintas: uma mediada pelo eixo TLR3/Src/STATI,
que leva a apoptose celular, e outra mediada por MDAS/RIG-I/IRF3, que promove a expressao
imunoadjuvante de interferon beta (IFN-B). Essa ativacdo induz a liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias e desencadeia uma cascata inflamatoria semelhante a resposta viral. Assim, o
poli(I:C) desempenha um papel importante nas respostas antivirais e imunomoduladoras (Guo
et al., 2022; Fortier et al., 2004; Palchetti et al., 2013).

Cassano et al., (2018) mostraram que ao serem expostas a poli(I:C), macrdéfagos
inflamatorios e células tronco mesenquimais tiveram aumentos na modulacdo da proliferagao
de células T em ambas as situagdes, indicando que utilizar poli(I:C) como estimulo isolado
resulta similarmente ao efeito de um microambiente inflamatorio sobre as células tronco
mesenquimais.

O poli(I:C) vem sendo frequentemente estudado em combina¢do com outros compostos
e proteinas com potencial adjuvante, como o Monofosforil lipidio A (Ahn; Le; Ko, 2021),
nanoparticulas cationicas de a-D-glucanas derivadas do milho, conhecidas como Nano-11
(Hernandez-Franco et al., 2022) e albumina sérica bovina (Piva-Amaral, 2023).

Vieira-Junior (2021) constatou que que o tratamento de células dendriticas com
nanoparticulas de BSA associadas a poli(I:C) provocou um aumento da expressao de IFN-B e
CD40. Adicionado a este achado, foi observado um aumento de infiltrado inflamatoério na derme
de animais inoculados com essa formulacdo. Conclui-se entdo que nanoparticulas contendo
BSA associadas a poli(I:C) em sua formulagdo t€ém fun¢do adjuvante e imunoestimulante e
consequentemente podem ser boas opgdes de adjuvantes para compor formulagdes vacinais.

(Vieira-Junior, 2021).
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3. JUSTIFICATIVA

O virus Vaccinia Ankara modificado (MVA) é uma variante altamente atenuada do
Orthopoxvirus vaccinia, e ¢, portanto, utilizada como vetor viral seguro em vacinas. Ele é
amplamente utilizado em vacinas para prevenir infec¢do por Poxvirus em humanos,
demonstrando eficacia na indugdo de resposta imune protetora.

Apesar das vantagens, ainda existem desafios, como a necessidade de aumentar a
quantidade de doses disponiveis para prover imuniza¢ao do maior nimero de pessoas no menor
tempo possivel, principalmente em um contexto de emergéncia global. Nesse cenario, a
Organizagdo Mundial da Saude tem recomendado de forma excepcional, o uso de dose
fracionada por via intradérmica da vacina MVA-BN como estratégia de economia de doses,
com o objetivo de promover uma maior cobertura vacinal durante surtos. Nota-se que apos a
erradicacdo da variola e a interrupg¢ao da vacinagdo em massa, houve uma reducao da imunidade
populacional contra os Orthopoxvirus, o que tem sido associado & emergéncia e reemergéncia
de zoonoses, como a Mpox, surtos recorrentes de Vaccinia Bovina no Brasil e casos de
Orthopoxvirus cowpox (CPXV) na Europa.

A busca por novos adjuvantes, substancias adicionadas as vacinas para potencializar a
resposta imune, € necessaria. Nanoparticulas tém sido investigadas como adjuvantes devido as
suas propriedades tunicas, oferecendo controle preciso da entrega de antigenos e induzindo
respostas imunes mais robustas.

Neste contexto, este trabalho avaliou a utilizacdo de nanoparticulas miméticas a
patégenos cuja matriz ¢ composta de albumina sérica bovina e 4cido poliinosinico-
policitidilico, um andlogo de RNA viral. Sendo assim, o objetivo desse trabalho, sera avaliar o
uso destas nanoparticulas quanto a sua capacidade de estimular a imunogenicidade das vacinas
compostas por Poxvirus atenuados, considerando situacdes de utilizacdo de doses baixas de

Imunizagao.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito adjuvante de nanoparticulas de BSA contendo poli(I:C) com relagao a
imunogenicidade de vacinas para Orthopoxvirus atenuados utilizando o MVA como modelo de

estudo.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar in vitro se as nanoparticulas de BSA contendo poli(I:C) interferem na
capacidade infectiva do MVA;

b) Avaliar se as nanoparticulas de BSA contendo poli(I:C) otimizam a resposta imune
anti-poxvirus induzida por doses baixas de MVA;

c) Avaliar se as nanoparticulas de BSA contendo poli(I:C) associadas a doses baixas

de MVA conferem prote¢ao clinica contra a infec¢do por poxvirus.

31



5. METODOLOGIA

5.1. PREPARO E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE BSA CONTENDO
POLI(I:C) (NPPI)

As nanoparticulas produzidas sdao compostas de BSA pelo método de dessolvatagado e
tém em sua matriz incorporado o poli(I:C) e foram sintetizadas conforme descrito por Amaral
e colaboradores (2024). Foram utilizados 200 pL. de uma solug@o aquosa estéril de poli(I:C)
(Sigma-Aldrich) a 5 mg/mL e 1 mL de solucdo aquosa estéril de BSA a 1% e essa solugdo foi
mantida sob agitacdo magnética por 30 minutos. Em seguida, foi realizada a etapa de
dessolvatagdo, que consiste na adi¢ao de alcool etilico absoluto gota a gota sob agitacao. Apds
a formacdo da nanoparticula contendo poli(I:C), foi realizada a ligacdo cruzada através da
adi¢do de 4 puL de glutaraldeido a 25%. A solucdo foi mantida sob agitacdo magnética por 2
horas a temperatura ambiente (T.A.). Ao término do tempo necessario para promover a ligacao
cruzada, as NPPI foram transferidas para tubos de 1,5 mL estéreis e submetidas a centrifugacgao
a 10000 rpm durante 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido
em tampao fosfato-salino (PBS) na concentragdo de 10 mg/mL. Todos os procedimentos
descritos foram realizados em cabine de seguranca bioldgica classe II A2. O potencial Zeta, o
diametro médio e o indice de polidispersao da amostra foram determinados pela Técnica de
Dispersdao Dinamica de Luz (DLS — Malvern Instruments Ltda Zeta sizer Nano ZS — Reino
Unido) no Laboratorio de Sistemas de Liberagdo de Farmacos da UNIFAL-MG. A morfologia
das nanoparticulas foi avaliada por microscopia eletronica de varredura no Centro de
Microscopia da UFMG.

A taxa de encapsulamento do poli I:C foi determinada pela quantificacdo do poli(I:C)
soluvel através de espectrofotometria (NanoDrop™), por meio da comparacdo entre a
concentragao de poli (I:C) livre presente no sobrenadante apds a produgao das NPPI e aquela

obtida na soluc¢ao inicial de BSA e poli(I:C), antes da adi¢do de etanol.
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5.2. PRODUCAO E TITULACAO DO VIRUS VACCINIA ANKARA MODIFICADO (MVA)
E Orthopoxvirus vaccinia (VACV) — WESTERN RESERVE (WR)

O MVA foi produzido, purificado e titulado no Centro de Tecnologia de Vacinas da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) conforme Lourenco et al. (2025). Apos
produgdo, esse virus foi encaminhado ao Laboratorio de Vacinas da UNIFAL-MG e
imediatamente congelado a -80°C.

A cepa inicial de VACV-WR foi obtida pelo Laboratorio de Virus da UFMG. Com o
objetivo de replicacdo da mesma, foi realizada uma dilui¢do em meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) sem soro fetal bovino (SFB) em um MOI de 0,01 e inoculado 2mL do virus
diluido em uma garrafa média de cultura contendo monocamada de células VERO. A garrafa
foi incubada a 37°C com 5% de CO; por uma hora, movimentando a placa a cada 10 minutos.
Apos isso, completou-se o volume para 10mL com DMEM 1% SFB e incubado novamente por
mais 48 horas. Passado esse periodo, ao ser observado 90% de efeito citopatico, o sobrenadante
foi removido e a monocamada foi raspada com auxilio de raspador de células estéril. Entdo,
adicionou-se 2mL de DMEM e as células infectadas foram submetidas a trés ciclos de
congelamento a -80°C e descongelamento em banho-maria a 37°C para liberagao do virus. Feito
isso, o lisado foi centrifugado por cinco minutos a 600 x g em 4°C e congelado o sobrenadante
a -80°C.

Para a titulagdo do VACYV, foram preparadas diluigdes seriadas do virus, de 10" a 1071°
em DMEM 0% de SFB. Em seguida, o meio de duas placas de 6 pocos contendo monocamada
de células VERO foi removido e adicionado 350uL de cada dilui¢dao nos pogos, sendo que um
pogo de cada placa foi inoculado com apenas DMEM sem SFB como controle de células. As
placas foram incubadas por uma hora, movimentando-as a cada 10 minutos. Posteriormente o
volume de cada poco foi completado para 2mL com DMEM 1% SFB e as placas foram
incubadas novamente. Passadas 48 horas de incubacdo, o meio dos pogos foi descartado, foi
feita a fixagdo com formaldeido a 10% e coloracdo com cristal violeta. Removido o excesso de
cristal violeta dos pogos e lavado em agua corrente, foi feita entdo a contagem das placas de

lise.
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5.3. ANALISE DA INFECCAO DO MVA EM CELULAS BHK-21 NA PRESENCA DAS
NPPI

Para este ensaio, foram preparadas dilui¢des seriadas do MVA nas concentragdes de 10
32 10'° em DMEM 0% SFB e adicionado as NPPI nas concentragdes de 1,0 e 0,Img/mL. As
solugdes foram incubadas a 37°C por 30 minutos, agitando a cada 10 minutos. Apds a
incubacao, foi retirado o meio DMEM 1% SFB dos pocos da placa de 24 pogos contendo células
BHK-21 com 90% de confluéncia e os volumes dos tubos transferidos, para a monocamada de
células. A placa foi incubada a 37°C, por 2 horas, agitando a cada 15 minutos. Apds este periodo,
foi retirado o in6culo e adicionado 2ml de DMEM 1% SFB em cada poco e incubado a 37°C e

5% de CO; por 48 horas.

Apo6s 48 horas de incubagdo, o meio foi removido dos pogos e as células fixadas com
solucdo de metanol/acetona 1:1 por 20 minutos em T.A. Feito isso, a solucao de fixacao foi
removida e a monocamada lavada com 2ml de PBS em cada pogo. Para a quantificagdo das
unidades formadoras de foco (UFF), foram adicionados a cada pog¢o 125ul por pogo de
anticorpo anti-VACV AB35219 (Analitica, Smg/mL), diluido na propor¢ao 1:250 em PBS
contendo 3% de SFB e a placa foi incubada por uma hora em T.A. Retirado o anticorpo primario
e lavada a monocamada com PBS, foi adicionado o anti-coelho conjugado com peroxidase
(Sigma-Aldrich), diluido em 1:500 em PBS com 3% de SFB. A placa ficou incubada por 1 hora
aT.A. e apds o tempo, foi retirado o anticorpo secundario. A monocamada foi novamente lavada
com PBS e entdo foram adicionados 500ul por poco de SIGMA FAST™. Ap6s cercade 5a 10
minutos a monocamada foi lavada uma tultima vez com PBS. Por meio de microscopia direta,

foram contadas as UFF de cada poco por andlise duplo cega.

5.4. IMUNIZACAO

Todos os protocolos experimentais foram submetidos & aprovagio pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Alfenas (N° de protocolo: 0006/2024).
Camundongos C57B1/6 foram imunizados com 107, 10° ou 10° UFF do virus MVA na presenca
e auséncia das NPPI (100pg/dose). Nos grupos que receberam NPPI, as doses de MVA foram
previamente misturadas as nanoparticulas em tubos de 1,5 mL e administradas imediatamente
em uma unica aplicagdo. Outro grupo foi imunizado apenas com NPPI na dose de 100ug. Como

controle negativo, um grupo recebeu apenas PBS. Todos os animais foram imunizados por via
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intramuscular, no musculo posterior da coxa direita, recebendo duas doses (dia 0 e dia 14), em
um volume maximo de 40uL por dose. Os animais imunizados com MVA na dose de 107, NPPI,
MVA na dose de 107 na presenca das NPPI e parte dos animais do grupo controle negativo,
foram eutanasiados 14 dias ap6s a tltima dose através da administragdo excessiva de anestésico
pela via intraperitoneal (cetamina a 300 mg/kg e xilazina a 30 mg/kg) e o sangue coletado
(Figura 3). Apds a coleta do sangue, este foi mantido a 4 °C por 1 hora, e em seguida
centrifugado a 3600 rpm durante 10 minutos. O soro foi recolhido e congelado a -20 °C até o

momento de realizacdo do ELISA e dos ensaios de soroneutralizacgao.

Figura 3 — Representacao esquematica do esquema de imunizacao
utilizando MVA na dose 1x10” UFF na presenca e
auséncia das NPPI

C57Bl/6
n=6/grupo
via IM

®-+ Dia 0 Dia 14 Dia 28

NPPI 100ug + NPPI 100ug
MVA 1x10” UFF

PBS MVA 1x10” UFF

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Os animais imunizados com doses reduzidas (10° e 10° UFF/dose), apos 14 dias da
segunda dose de imunizacdo, foram submetidos a coleta de uma amostra de sangue antes do
desafio com VACV. A coleta foi realizada por gotejamento com o auxilio de uma agulha
perfurando a veia submandibular. Em seguida, o sangue foi mantido a 4 °C por 1 hora, e entdo
centrifugado a 3600 rpm durante 10 minutos. O soro foi recolhido e congelado a -20 °C até o

momento de realizacdo do ELISA e dos ensaios de soroneutralizagao.
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5.5. DESAFIO

Ap6s 21 dias da segunda dose, os animais foram anestesiados com Xilazina na dose de
30 mg/kg e Cetamina na dose de 65 mg/kg. Em seguida, foram desafiados com VACV-WR, na
dose de 1x10° UFP em volume total de SOuL, por via intranasal. Foi feito o acompanhamento
dos animais diariamente durante 7 dias, sendo avaliados os parametros de acordo com o
Formulario de Registro de monitoramento do animal (Anexo A) apds procedimento para
determinagio da necessidade do ponto final humanitario, fornecido pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Alfenas. Na avaliagcdo, ¢ pontuado um
escore de 1-3 em cada parametro clinico, como perda de peso, aparéncia do animal e
comportamento. Na soma final, had um escore total maximo permitido e, ao se ultrapassar este
escore, ¢ sugerido a realizagdo do ponto final humanitario (eutandsia), minimizando o
sofrimento do animal. Ao final de 7 dias os animais foram eutanasiados através da
administracao excessiva de anestésico pela via intraperitoneal (cetamina a 300 mg/kg e xilazina
a 30 mg/kg). Foram coletados os pulmdes para andlise de titulagdo viral e histopatologia. O
sangue foi coletado por via intracardiaca e posteriormente teve o soro separado e acondicionado

com o mesmo procedimento e objetivos realizados anteriormente (Figura 4).

Figura 4 — Representacdo esquematica do esquema de imunizacao utilizando MVA nas
doses 1x10%e 1x10° UFF na presenca e auséncia das NPPI e posterior desafio
com VACV

C57BI/6
n=4-5/grupo
via IM

MVA 1x10° UFF  MVA 1x10°UFF

NPPI 100ug + NPPI 100ug +
MVA 1x10° UFF  MVA 1x10° UFF

/
IR S V¢

I T T T

Dia 0 Dia 14 Dia 28 Dia 49 Dia 56
PBS

Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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5.6. ENSAIO DA IMUNOADSORCAO ENZIMATICA (ELISA) PARA DETECCAO DE
ANTICORPOS IgG ANTI-MVA, ANTI-VACV E ANTI-BSA

Os soros dos animais imunizados foram avaliados com relagao a produgao de anticorpos
anti-MVA, anti-VACYV e anti-BSA através de ELISA. Para isso, inicialmente 0o MVA ou VACV
foi diluido em tampdo carbonato/bicarbonato 0,IM, em pH 9,6 a concentracio de 10° UFF
(MVA) ou UFP (VACV) por mL. No caso da avaliagdao de anticorpos anti-BSA, foi realizada a
dilui¢do do BSA para 10ug/mL. Foram adicionados 100uL dessa solu¢do em cada poco de uma
placa de ELISA de 96 pocos Nunc MaxiSorp® (eBIOSCIENCE, EUA) para sensibiliza-la. A
placa foi incubada a 4°C overnight. No dia seguinte, o liquido foi descartado, a placa lavada
trés vezes com solugdo de lavagem (PBS contendo 0,05% Tween-20, PBS-T) e em seguida foi
feito o bloqueio com 200 pL de PBS-T contendo 5% de leite em pd (Molico®, Nestl¢) por 2
horas a 37°C. Em seguida, a placa foi lavada com PBS-T quatro vezes e foram adicionados os
soros dos animais na dilui¢do 1:100 em PBS-T resultando no volume final de 100uL por poco.
Posteriormente, a placa foi incubada a 37°C por uma hora. Apos essa etapa, foram realizadas
trés lavagens com PBS-T e adicionados 100ulL/po¢o de anti-IgG de camundongo conjugado
com peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA) na dilui¢do 1:5000 em solu¢do de PBS-T. Novamente
a placa foi incubada a 37°C por uma hora e lavada trés vezes com PBS-T. Logo apo6s, foi
acrescentado 100ul por pogo de uma solugdo de Tetrametilbenzidina - TMB (Sigma-Aldrich,
EUA) preparada em tampdo citrato/fosfato (0,1M de Acido Citrico; 0,1M de Fosfato de Sodio;
pH 4,5) e adicionado 0,001% de H202. Apds mais 15 minutos de incubacdo a temperatura
ambiente, foi adicionado 30 uL por pogo da solugdo de parada (acido sulfurico 2M) e entdo foi
realizada a leitura da densidade 6tica em leitor de microplacas (Leitor de Elisa AnthosZenyth

200rt) em comprimento de onda de 450nm.

5.7. TITULACAO VIRAL DOS PULMOES

Apos a eutandsia dos camundongos C57B1/6 imunizados com MVA em doses baixas na
presenca das NPPI e desatiados com VACV-WR, os pulmdes esquerdos foram coletados para
realizagdo de titulacdao viral. Inicialmente os pulmdes foram individualmente colocados em
tubos de 1,5ml contendo 500uL de DMEM 0% SFB e macerados com auxilio de um pistilo
estéril. O macerado foi centrifugado por 5 min a 10000 rpm e separado o sobrenadante, o qual

foi mantido a -20°C.
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Para a realizacdo da titulagdo viral, os sobrenadantes dos pulmdes foram descongelados
e homogeneizados em vortex. Foram preparadas dilui¢des seriadas de 10" a 10° com DMEM
0% SFB. Em placas de 24 pocos contendo células Vero com 90% de confluéncia foram
adicionados 200uL de cada dilui¢do, de acordo com o mapa. Também foram selecionados pogos
para controle de virus e controle de células. As placas foram incubadas a 37°C com 5% de CO»
por uma hora, ¢ movimentadas a cada 10 minutos em cruz. Ap6s o tempo de incubagdo, o
volume dos pogos foi completado para ImL com DMEM 1% de SFB e as placas incubadas a
37°C com 5% de CO2 por 48 horas. Passadas as 48 horas, foi descartado o meio e realizada
fixagdo com formaldeido 10% e coloragdo com cristal violeta 0,1 %. Removido o excesso de
cristal violeta dos pogos e lavado em agua corrente, foi feita entdo a contagem das placas de

lise.

5.8. HISTOPATOLOGIA

Foram também coletados os pulmdes direitos para andlise histopatologica. Estes 6rgaos
foram fixados em solugdo de formaldeido a 10% em PBS, submetidos a desidratacdo em etanol,
diafanizados em xilol e posteriormente incluidos em parafina. Em seguida, foram realizados
cortes sagitais com espessura de 4 pm em microtomo rotativo, os quais foram corados com
hematoxilina e eosina (HE). As ldminas histologicas foram examinadas em microscopio Optico
(AxioCam ICc3, Zeiss, Alemanha), em aumento de 20 vezes, por andlise duplo-cega,
considerando-se os parametros de injuria (inflamacao, hemorragia, congestdo vascular e
edema) e perda de arquitetura pulmonar. Para a avaliagdo de injuria pulmonar foram
considerados os escores 0 = normal, 1 = leve, 2 = moderado e 3 = severo. Na andlise de perda
de arquitetura pulmonar foram utilizados os escores de 0 (arquitetura pulmonar normal) a 4

(perda grave da arquitetura pulmonar). (Coelho et al., 2025; Yamanel et al., 2011).
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5.9. TESTE DE NEUTRALIZACAO POR REDUCAO DE PLACA (PRNT) PARA VACV
UTILIZANDO SOROS DOS ANIMAIS IMUNIZADOS COM DIFERENTES DOSES
DE MVA NA PRESENCA OU AUSENCIA DAS NPPI

Com o objetivo de avaliar se houve producdo de anticorpos neutralizantes para VACV
pelos animais imunizados com a dose usual ou doses baixas de MVA, na presenga ou auséncia
das NPPI, foi realizado o PRNT. Este ensaio foi realizado no Laboratéorio de Virus da UFMG.

Foram aliquotados 22,5 pL dos soros a serem testados em tubos de 1,5mL, e de SFB
também na quantidade de 22,5 pL por tubo, para os controles de virus. Os tubos com as amostras
de soro e soros-controle foram incubados em banho-maria por 30 minutos a 56°C para a
inativacao do sistema complemento. Apds isso, foram retirados do banho-maria e adicionados
427,5ul. de MEM 0% em cada tubo (dilui¢do 1:20). Para a preparacdo do virus VACV, uma
aliquota foi sonicada por 30 segundos e colocada no gelo por mais 30 segundos. O processo foi
repetido por 3 vezes consecutivas. Feito isso, o virus foi diluido para 150 PFU em MEM 0%.

Em seguida, 450uL do virus diluido foram adicionados aos tubos contendo as amostras
e tubos com soros-controle, ou seja, 450ulL da dilui¢ao de virus + 450uL da dilui¢do de soro,
sendo a concentragdo do soro no volume final de 1:40. Os tubos foram incubados por 16 horas
em estufa a 37°C com 5% de CO. Haviam sido também preparadas placas de 6 pogos contendo
2x10° de células BSC-40 por pogo e colocada na estufa overnight a 37°C com 5% de CO2. No
dia seguinte, foi verificada a confluéncia de 80-90% nas placas, fase ideal para a infec¢do. Foi
descartado o meio das placas e adicionado 400 pL das amostras em duplicata nos pogos, sendo
que em cada placa foram utilizados um pogo de controle de células, um pogo de controle de
virus, e duas amostras em duplicata. Foi realizada a adsor¢do de 15 em 15 minutos por uma
hora, movimentando as placas e garantindo que a solucao atinja toda a superficie do pogo. Feito
isso, foi adicionado 1,6mL de MEM 1% SFB em cada pogo e incubado por 48 horas em estufa
a 37°C com 5% de CO». Passadas as 48 horas, foi retirado o meio dos pogos, adicionado
PBS/formol a 3,7% em cada pogo e incubado em T.A. por 30 minutos. Depois, o PBS/formol
foi removido dos pocos, foi adicionado cristal violeta 0,1 % e a placa foi incubada por mais 15
minutos. Apos essas etapas, foi removido o excesso de cristal violeta e as placas lavadas com
cuidado em agua corrente. Apds a secagem das placas em T.A., foi feita a contagem das placas
de lise. Para quantificar a neutralizagdo viral, o nimero de placas formadas foi contado em cada
poco e comparado ao controle de virus (sem soro). A porcentagem de formagdo de placas foi

calculada pela férmula:
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numero de placas

% Formacao de placa = ( ) x 100

namero de placas no controle de virus

Esse valor representa o percentual de placas formadas em relagdo ao controle de virus.

Em seguida, a porcentagem de reducdo de placas foi obtida por:
% Reducao de placa = 100 — % Formacgao de placa

Essa medida representa a porcentagem de redugdo na formagao de placas, ou seja, o quanto os
anticorpos neutralizantes diminuiram a infectividade do virus em comparacdo ao controle
(Thomas et al., 2009).

Devido as limitagdes experimentais (volume reduzido de soro dos animais imunizados),
optou-se pela avaliagdo da neutralizagao na diluicao 1:40, comparando com controle de virus.
Essa abordagem ¢ considerada metodologicamente valida para comparar a capacidade de
neutralizagdo entre grupos, mesmo sem determinar titulos absolutos, e tem respaldo em estudos

que empregam PRNT em contextos semelhantes (Silva et al., 2025).

5.10. ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas dos dados de ELISA e PRNT foram realizadas através de uma
analise de variancia (ANOVA) com estimacao por quadrados minimos ponderados (WLS),
utilizando o inverso da variancia dos tratamentos como pesos. Essa abordagem foi escolhida
para corrigir o problema de heterocedasticidade, diagnosticado pelo teste de Bartlett. Algumas
varidveis foram transformadas pela raiz quadrada para atender ao pressuposto de normalidade
dos residuos, conforme diagnosticado pelo teste de Shapiro-Wilk. Para a comparagao post-hoc,
foi utilizado o teste de Tukey-Kramer. Todos os testes foram realizados com 5% de
significancia.

As demais analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
(versao 8.0.2; GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os resultados foram expressos como
valores individuais, com apresentacao da distribuicao dos dados. A comparagao entre multiplos
grupos experimentais foi realizada por andlise de varidncia de uma via (one-way ANOVA),
seguida do teste de comparacdes multiplas de Tukey, quando apropriado. Diferengas foram

consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE BSA CONTENDO POLI I:C
(NPPI)

As NPPI produzidas pelo método de coacervacdo foram caracterizadas através da
analise por DLS. As nanoparticulas de BSA contendo poli(I:C) obtiveram o tamanho de
281,744,078, indice de polidispersao (PDI) de 0,292+0,050 e Potencial Zeta de -21,6+1,04
(Tabela 1). A analise por microscopia eletronica demonstra uma morfologia esférica, conforme

evidenciado na figura 5.

Tabela 1 — Caracterizacdo das NPPI

Tamanho médio (nm) PDI Potencial Zeta (mV)
281,7+4,078 0,292+0,050 -21,6+1,04

Fonte: Elaborado pela autora (2025).
Legenda: Analise das NPPI quanto ao tamanho médio, PDI e Potencial Zeta. Valores expressos em médiat+desvio

padrao.

A taxa de encapsulamento do poli I:C foi determinada pela quantificacdo do poli(I:C)
soluvel através de espectrofotometria. Os dados demonstraram que houve um encapsulamento

de cerca de 80%.



Figura 5 — Anélise das NPPI por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV)

394 kx 2.84um 2.57 mm

3 100 pA In-Beam SE
CEMIC-UNIFAL 0.693 nm

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

6.2. ANALISE DA INFECCAO DO MVA EM CELULAS BHK-21 NA PRESENCA DAS
NPPI

Com o objetivo de verificar se a presenca das NPPI poderia inibir ou interferir com o
processo de infecgdo do MVA em cultura de células, 100 UFF do MVA foi incubado com
diferentes concentragdes das NPPI (0,1 e 1 mg/ml). Os resultados indicam que ndo houve
diferenca estatistica no nimero de UFF entre as células infectadas apenas com MVA, infectadas

com MVA na presenca de 1,0 mg e 0,1 mg de NPPI (Figura 6).
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Figura 6 — As NPPI ndo interferem na capacidade de infeccdo do MVA em cultura de células

BHK-21.
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Legenda: Grafico: Analise da infectividade do MVA em células BHK-21 frente a adicdo de NPPI em diferentes
concentragdes. Células BHK-21 infectadas com MVA foram acrescidas de NPPI nas concentragdes de
1,0mg e 0,Img. Através de um ensaio de imunomarcagdo, as células infectadas com MVA foram
identificadas e foi realizada a contagem de UFF. Nao houve diferenca estatistica entre as amostras
testadas. Analise realizada utilizando teste one-way ANOVA. Imagem: foto de microscopia otica na
objetiva de 4x, sendo CC: controle de células BHK-21; MVA: células BHK-21 infectadas com MVA;
MVA + NPPI 0,1mg: células BHK-21 infectadas com MVA na presenga das NPPI na concentragdo de
0,1 mg/mL; MVA + NPPI 1,0 mg: células BHK-21 infectadas com MVA na presenca das NPPI na
concentragdo de 1,0 mg/mL.
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6.3. AVALIACAO DA PRODUCAO DE ANTICORPOS IgG ANTI-MVA, ANTI-VACV E
ANTI-BSA E ANTICORPOS NEUTRALIZANTES PARA VACV EM
CAMUNDONGOS IMUNIZADOS COM MVA NA PRESENCA DE NPPI

Com o objetivo de avaliar se as NPPI tém um potencial adjuvante com relacdo a
imunizagao com MVA, camundongos foram imunizados de acordo com protocolo previamente
estabelecido na literatura, onde se estabelece a concentracio de 1X107 UFF/dose (Cotter et al.,
2024; Pan et al., 2021; Wyatt et al., 2004). Apds a realizagdo do protocolo dose-resposta, os
niveis de anticorpos anti-MVA, anti-VACV e anti-BSA produzidos nos soros foram
quantificados.

Ao se analisar a produgao de anticorpos anti-MVA (Figura 7A), os grupos MVA e NPPI
+ MVA apresentaram indices médios de D.O./cut-off de 2,61 = 0,12 e 2,63 £ 0,12,
respectivamente, mostrando respostas significativamente maiores do que os grupos PBS (1,26
+0,26) e NPPI (1,48 + 0,46), (p <0,0001). Porém, entre os dois grupos imunizados com MVA
nao foi observada uma diferenca estatistica.

Considerando que a vacinacdo com MVA gera resposta imune cruzada para outros
Orthopoxvirus, os niveis de anticorpos anti-VACV produzidos também foram quantificados.
Os grupos MVA (11,56 + 3,44) e NPPI + MVA (15,41 + 3,75) apresentaram respostas
significativamente maiores em comparacao ao grupo PBS (0,42 £+ 0,27) e NPPI (0,92 + 0,85)
(p < 0,0001). O grupo NPPI isolado ndo foi diferente significativamente do grupo PBS (p =
0,8813). Também nao houve diferenca estatistica entre MVA e NPPI + MVA (p = 0,1464)
(Figura 7B).

Quando realizada a analise dos niveis de anticorpos anti-BSA produzidos pelos
camundongos imunizados, as médias encontradas foram de 0,054 + 0,039 para o grupo PBS,
0,026 + 0,020 para o MVA, 0,876 £+ 0,904 para o NPPI e 2,060 &+ 1,123 para o MVA+NPPI. Os
grupos NPPI e MVA+NPPI apresentaram niveis significativamente maiores de IgG anti-BSA
em comparagdo ao grupo PBS (p = 0,0291 e p = 0,0009 respectivamente). Houve também
diferencga estatistica entre os grupos MVA+NPPI e MVA (p = 0,0024). Nao foram observadas
diferencas significativas entre os demais grupos (Figura 7C).

Adicionalmente, foi realizado o ensaio de PRNT utilizando os soros dos animais
imunizados com 107 UFF de MVA, na presen¢a ou auséncia das NPPI para avaliacio da
producao de anticorpos neutralizantes para VACV (Figura 7D). A comparagado entre os grupos

controle (PBS) e NPPI ndo revelou diferenca estatisticamente significativa na porcentagem de
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reducdo de placas (p = 0,9998), indicando auséncia de atividade neutralizante detectavel nesses
grupos.

Por outro lado, os soros dos animais imunizados com MVA 107 UFF apresentaram
aumento significativo da atividade neutralizante quando comparados ao grupo PBS (p <
0,0001), assim como em relacdo ao grupo NPPI (p < 0,0001). Resultado semelhante foi
observado para o grupo imunizado com MVA 107 UFF associado as nanoparticulas, que
apresentou atividade neutralizante significativa em comparagdo tanto ao grupo PBS (p <
0,0001) quanto ao grupo NPPI (p <0,0001).

Nao foi observada diferenga estatisticamente significativa entre os grupos MVA 107 e
MVA 107 + NPPI (p = 0,4349), sugerindo que neste caso a adigdo das nanoparticulas ndo alterou

significativamente a atividade neutralizante induzida pela dose elevada de MVA.
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Figura 7 — Producdo de anticorpos IgG anti-MVA, anti-
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).
Legenda: Graficos A, B e C: Avaliag@o do nivel de anticorpos anti-MVA,

anti-VACV e anti-BSA e neutralizantes nos animais imunizados.
(A) Niveis de IgG anti-MVA (B) Niveis de IgG anti-VACV (C)
Niveis de IgG anti-BSA. Valores em D.O./cut-off. Dados
apresentados como média + desvio padrdo. Grafico D: Resposta
de anticorpos neutralizantes para VACYV, induzida por MVA,
acrescido ou ndo de NPPI. O PRNT foi realizado utilizando os
soros na concentracdo 1:20 e VACV em células Vero, e os
resultados sdo expressos como porcentagem de redugdo de
placas em relagdo ao controle de virus. Os dados sdo
apresentados como valores individuais, com a distribuicdo dos
resultados indicada graficamente. Analise estatistica conforme
descrito na se¢do 5.10. As linhas horizontais indicam diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos (*p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001; **** p <0,0001).
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6.4. AVALIACAO DA PRODUCAO DE ANTICORPOS IgG ANTI-MVA, ANTI-VACV E
ANTI-BSA E ANTICORPOS NEUTRALIZANTES PARA VACV EM
CAMUNDONGOS IMUNIZADOS COM NPPI NA PRESENCA DO MVA EM
PROTOCOLOS DE IMUNIZACAO BASEADOS EM DOSES BAIXAS

Com o intuito de avaliar se as NPPI tém um potencial adjuvante com relagdo ao MVA
em doses reduzidas, camundongos C57Bl/6 foram imunizados de acordo com protocolo
previamente estabelecido e os niveis de anticorpos anti-MVA, anti-VACV e anti-BSA
produzidos nos soros foram quantificados (Figura 8).

A avaliacao do nivel de producao de anticorpos anti-MVA demonstrou aumento nos
grupos imunizados, sendo os grupos MVA 10° + NPPI (4,12 + 3,13), MVA 10° (3,79 + 2,16), e
MVA 10° + NPPI (4,79 + 1,02) significativamente superiores ao grupo controle PBS (0,13 +
0,05) com valores de p = 0,075, p = 0,0032, e p < 0,0001 respectivamente. Nota-se que a
diferenca de produgdo de anticorpos dos grupos acrescidos das NPPI em relacao ao grupo
controle negativo (PBS) foi maior em comparagdo a diferenga de produgdo de anticorpos dos
grupos que receberam a mesma dose de MVA na auséncia das NPPI em relagdo ao grupo
controle negativo. Isso se evidencia pelo fato de que o grupo MVA 10° + NPPI apresentou
produc¢do de anticorpos superior estatisticamente ao grupo PBS e o grupo que recebeu a mesma
dose de MVA porém, na auséncia das NPPI, ndo apresentou diferenca estatistica em relagao ao
grupo PBS. Também houve diferenca significativa na producdo de anticorpos anti-MVA entre
os grupos MVA 10¢ + NPPI e MVA 10° (1,25 £ 1,19) (p = 0,0075). Nao foi observada diferenga
estatistica entre os demais grupos. Estes achados revelam que a adi¢do das NPPI confere uma
maior produgdo de anticorpos em comparagao a resposta produzida pelos grupos que receberam
a mesma dose de MVA na auséncia das nanoparticulas (Figura 8A).

Também foram quantificados os niveis de anticorpos anti-VACV produzidos nos soros
dos animais imunizados. A resposta humoral foi significativamente maior nos grupos
imunizados com MVA 10¢, especialmente quando associado as NPPI. O grupo MVA 10°¢ + NPPI
apresentou média de D.O./cutoff de 14,32 + 6,45, significativamente superior ao grupo controle
PBS (0,65 +0,17; p=10,0005). De forma semelhante, o grupo MVA 10¢ (13,10 &+ 7,554) também
demonstrou aumento significativo em relacdo ao PBS (13,10 = 7,38; p = 0,0026). O mesmo
achado da avaliagdo de producao de anticorpos IgG anti-M VA se repetiu com relagdo aos grupos
que receberam a dose de 10° UFF de MVA. O grupo que recebeu as NPPI teve uma diferencga
estatistica de producdo de anticorpos em relagdo ao grupo PBS, superior em comparagdo a

diferenca de produ¢do de anticorpos do grupo que ndo recebeu as NPPI em relacdo ao grupo
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PBS. Também foi observada uma maior resposta do grupo MVA 10¢ + NPPI e MVA 10¢ em
relagdo ao grupo MVA 10° (2,089 £+ 2,099), com valores de p = 0,0066 ¢ 0,0211
respectivamente. Nao foram observadas diferencas significativas entre os demais grupos. Esses
dados indicam que a imuniza¢io com MVA na dose de 1x10° ¢ eficaz na inducdo de anticorpos
anti-VACYV, porém a adicdo das NPPI confere uma maior resposta humoral (Figura 8B).

Os niveis de anticorpos anti-BSA produzidos pelos camundongos imunizados com
baixas doses de MVA foram adicionalmente quantificados (Figura 8C). A resposta de anticorpos
anti-BSA foi significativamente aumentada nos grupos imunizados com MVA associado as
NPPI. Os niveis médios de IgG anti-BSA foram 45,08 + 38,91 no grupo MVA 10° + NPPI e
40,53 + 20,09 no grupo MVA 10¢ + NPPI, enquanto os demais grupos apresentaram niveis
baixos. O grupo MVA 10¢ + NPPI apresentou resposta significativamente maior que PBS
(0,2994 + 0,3230), MVA 10° (1,214 + 0,6457) e MVA 10° (0,7596 + 0,5977), sendo p < 0,0001.
O grupo MVA 10° + NPPI também diferiu significativamente de PBS (p = 0,0003), MVA 10°
(p =0,0011) e MVA 10¢ (p = 0,0006). Esses resultados sugerem que a imunizacdo com NPPI
induziu a resposta anti-BSA de forma expressiva (Figura 8C).

Posteriormente, foi realizado o ensaio de neutralizagao por reducao de placas (PRNT),
utilizando os soros de camundongos imunizados com baixas doses de MVA (10° ou 10° FFU),
na presenca ou auséncia das nanoparticulas (Figura 8D). As comparagdes entre o grupo controle
(PBS) e os grupos imunizados apenas com MVA nas doses de 10° ou 10° FFU nao
demonstraram diferengas estatisticamente significativas na porcentagem de redugdo de placas
(p=0,1932 e p = 0,0872, respectivamente).

Em contraste, os soros dos animais imunizados com MVA 10° associado as NPPI
apresentaram aumento significativo da atividade neutralizante em relagdao ao grupo PBS (p =
0,0131). De forma semelhante, o grupo imunizado com MVA 10¢ associado as nanoparticulas
exibiu atividade neutralizante significativamente superior a observada no grupo controle (p =
0,0021). Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas nas comparacdes
entre as duas doses de MVA, nem entre os grupos imunizados com MVA isolado e aqueles que
receberam MVA associado as NPPI. Além disso, ndo houve diferenga significativa entre os

grupos MVA 10° + NPPI e MVA 10 + NPPI (p = 0,8444).
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Figura 8 — Producdo de anticorpos IgG anti-MVA, anti-
VACYV e anti-BSA e atividade neutralizante em
camundongos C57Bl/6 imunizados com NPPI na
presenca do MVA em doses baixas.
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Legenda: Graficos A, B e C: Resposta humoral anti-MVA, anti-VACV
e anti-BSA induzida por MVA em doses baixas, acrescido ou
nao de NPPI. Quantificagdo realizada por ELISA na dilui¢ao
1:100. Os dados foram expressos como D.O./cut off a 450
nm. (A) Quantificacdo de IgG anti-MVA. (B) Quantificagdo
de IgG anti-VACV. (C) Quantificagdo de IgG anti-BSA.
Grafico D: Resposta de anticorpos neutralizantes para
VACYV, induzida por MVA em doses baixas, acrescido ou ndo
de NPPI. O PRNT foi realizado utilizando os soros na
concentragdo 1:20 e VACV em células Vero, e os resultados
sdo expressos como porcentagem de redugdo de placas em
relagdo ao controle de virus. Os dados sdo apresentados
como valores individuais, com a distribuicao dos resultados
indicada graficamente. Analise estatistica conforme descrito
na secdo 5.10. Nos graficos as linhas horizontais indicam
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
(Gréfico A: *p <0,1; **p <0,01; **** p <0,0001. Graficos
B, C e D: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; **** p <
0,0001).



6.5. INFECCAO COM VACV-WR DOS ANIMAIS IMUNIZADOS COM NPPI NA
PRESENCA DO MVA EM PROTOCOLOS DE IMUNIZACAO BASEADOS EM
DOSES BAIXAS

Os camundongos C57Bl/6 imunizados com baixas doses de MVA foram desafiados com
VACV-WR por via intranasal. Parametros como sinais clinicos, peso ¢ curva de mortalidade
foram registrados diariamente durante 7 dias, utilizando o Formulario de Registro de
monitoramento do animal fornecido pelo CEUA da Unifal. Durante os 7 dias apos a infec¢ao
com VACV-WR os animais dos grupos imunizados com MVA em baixas doses, acrescidos ou
ndo das NPPI, sobreviveram e foram eutanasiados, como proposto inicialmente, ao final deste
periodo. Os animais do grupo PBS, em contrapartida, tiveram que ser eutanasiados apds 5 dias
da infeccao, em razao do agravamento dos sinais clinicos e consequente determinagdo do ponto

final humanitario (Figura 9).

Figura 9 — Percentual de sobrevivéncia apos
infeccdo com  VACV-WR  dos
camundongos C57Bl/6 imunizados com
NPPI na presenca do MVA em
protocolos de imunizagdo baseados em
doses baixas
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Legenda: Curva de sobrevivéncia de animais imunizados com
MVA em baixas doses, acrescidos ou ndo das NPPI,
apos infec¢do por VACV-WR.

O peso dos animais também foi acompanhado durante os dias apos a infecgdo com
VACV-WR (Figura 10). Observou-se que os animais do grupo PBS tiveram uma perda
progressiva de peso em comparagdo aos demais grupos que foram imunizados com MVA em
baixas doses, acrescidos ou ndo das NPPI, que perderam peso inicialmente, mas recuperaram

ao longo do periodo avaliado. Também ¢é possivel notar que os animais do grupo MVA 10° +

50



51

NPPI apresentaram recuperacao de peso de forma mais precoce em comparagdo aos demais
grupos. Até o quarto dia ap6s a infecgdo, todos os animais desse grupo ja haviam retomado o

ganho de peso, achado que ndo foi observado nos grupos restantes.

Figura 10 — Peso dos camundongos C57Bl/6 imunizados com NPPI na presencga do
MVA em protocolos de imunizagdo baseados em doses baixas e desafiados

com VACV-WR
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Legenda: Peso de animais imunizados com MVA em baixas doses, acrescidos ou nao das NPPI, apos
infecgdo por VACV-WR. No grafico PBS o simbolo + indica o dia em que os animais foram
eutanasiados por atingirem ponto final humanitario.

Um conjunto de sinais clinicos, sendo eles: aparéncia, ingestdo de agua e ragdo, escala de
Grimace, comportamento natural e comportamento provocado gerou um escore clinico que
pode ser observado representado por graficos na Figura 11. E possivel notar que os animais do
grupo PBS obtiveram um escore clinico que se elevou progressivamente ao longo dos dias apos
a infec¢do, em comparagdo aos grupos imunizados com MVA, independente da dose e se
acrescidos ou ndo das NPPI. Outro fato a ser observado é que os animais do grupo MVA 10° +

NPPI mantiveram, em sua maioria, um escore baixo durante os 7 dias apods a infec¢ao, em

comparagdo aos demais grupos.



Figura 11 — Avaliagdo dos sinais clinicos dos camundongos C57Bl/6 imunizados com
NPPI na presenga do MVA em protocolos de imunizagao baseados em doses
baixas desafiados com VACV-WR
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

MVA 10°

Dias pés-infecgao

\
a bW N =

Dias pos-infecgdo

Legenda: Escore clinico de animais imunizados com MVA em baixas doses, acrescidos ou ndo das NPPI,

apos infec¢do por VACV-WR.



6.6. ANALISE DE TITULACAO VIRAL DOS PULMOES DE CAMUNDONGOS
IMUNIZADOS COM MVA EM DOSES BAIXAS NA PRESENCA DAS NPPI, APOS
INFECCAO COM VACV-WR

Foi realizada a analise de titulagdo viral dos pulmdes dos camundongos C57Bl/6
imunizados com NPPI na presenca do MVA em doses baixas e posteriormente desafiados com
VACV-WR. Apenas o grupo PBS apresentou virus detectado no pulmao, indicando que a
imuniza¢ao com MVA foi eficaz em reduzir a carga viral dos animais sete dias ap6s a infecgao,

independente da dose e se acrescido ou ndo das NPPI (Figura 12).

Figura 12 — Andlise de titulacdo viral
dos pulmoes de
camundongos C57Bl/6
imunizados com NPPI na
presenca do MVA em doses
baixas e desafiados com
VACV-WR.
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Legenda: Titulagdo viral dos pulmdes de
animais imunizados conforme
protocolo instituido e desafiados com
VACV-WR. Dados em UFP/mg.
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6.7. ANALISE HISTOPATOLOGICA DOS PULMOES DE CAMUNDONGOS
IMUNIZADOS COM MVA EM DOSES BAIXAS NA PRESENCA DAS NPPI, APOS
INFECCAO COM VACV-WR

Foi realizada a andlise histopatologica dos pulmdes dos camundongos C57Bl/6
imunizados com NPPI na presenca do MVA em doses baixas e posteriormente desafiados com
VACV-WR (Figuras 13 e 14). Ao avaliar-se os parametros injuria (inflamagao, hemorragia,
congestdo vascular e edema), foi observada uma diferenca estatistica entre o grupo PBS e o
grupo MVA 10¢ + NPPI (p <0,05), porém entre os demais grupos infectados ndo foi encontrada
diferenca estatistica (Figura 13A). J4 na andlise da perda de arquitetura pulmonar, ndo foi
observada diferenga estatistica entre os grupos, independente da dose de MVA utilizada na

imunizagao e se acrescida ou nao das NPPI (Figura 13B).

Figura 13 — Andlise histopatoldgica dos pulmdes de camundongos
C57Bl/6 imunizados com NPPI na presenga do MVA em
doses baixas e desafiados com VACV-WR.
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Legenda: Analise histopatologica dos pulmdes de animais imunizados conforme
protocolo instituido e desafiados com VACV-WR. (A) Avaliagdo de injuria
pulmonar. Diferengas significativas indicadas por p < 0,05 (teste de Tukey-
Kramer). No grafico a linha horizontal indica diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (*p < 0,05). (B) Avaliagdo da perda de arquitetura
pulmonar.
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Figura 14 — Histopatologia dos pulmdes de camundongos
C57Bl/6 imunizados com NPPI na presenga do
MVA em doses baixas e desafiados com VACV-

WR.

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Legenda: Analise histopatologica dos pulmdes de animais imunizados
conforme protocolo instituido e desafiados com VACV-WR.
Foto de microscopio optico, no aumento de 20x. Grupos: (A)
ndo imunizado e ndo infectado; (B) PBS; (C) MVA 10%; (D)
MVA 10° + NPPI; (E) MVA 10% (F) MVA 10°+ NPPL Os
grupos B, C, D, E e F foram imunizados e posteriormente
infectados
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7. DISCUSSAO

As doengas causadas por poxvirus estdo presentes ao longo da histdria, acometendo
tanto humanos, como outros animais. Embora a variola tenha sido erradicada com sucesso, o
surgimento de casos de Mpox, causada por um virus do mesmo género (Orthopoxvirus
monkeypox), tem sido motivo de grande preocupagdo de saude publica (Rajsri; Rao, 2022).
Uma das estratégias mais eficazes de prevenc¢ao de infec¢des causadas pelos poxvirus € o uso
de vacinas constituidas de virus atenuados. A vacina baseada no MVA (como a MVA-BN, usada
tradicionalmente contra variola) demonstrou em multiplos estudos ser eficaz e segura contra
Mpox (Back et al., 2024; Organizagao Mundial da Saude, 2024).

Apesar das vacinas baseadas no MVA contra Mpox sejam comprovadamente eficazes e
seguras, seu uso em larga escala enfrenta duas limitagdes relevantes. Em primeiro lugar, a
disponibilidade global de doses ainda ¢ restrita, concentrando-se em grande parte em paises de
alta renda, enquanto regides endémicas da Africa e outras areas vulneraveis enfrentam desafios
de produgdo e distribuicdo (Liu et al., 2024; Organizacdo Mundial da Satude, 2024). Esta
questdo compromete a capacidade de conter surtos de forma eficiente e pode favorecer a
persisténcia da transmissao viral em populagdes ndo vacinadas. Em segundo lugar, a resposta
imunoldgica pode ser insatisfatoria em individuos imunocomprometidos, como aqueles
vivendo com HIV com contagem de CD4 reduzida, o que requer esquemas vacinais completos
ou doses de refor¢o para conferir protecdo adequada (Mazzotta et al., 2024; Organizacao
Mundial da Satde, 2024). Essas limitagdes destacam a necessidade de estratégias para aumentar
a imunogenicidade da vacina e diminuir custos de produgao.

Neste trabalho, a estratégia sugerida foi o uso das nanoparticulas de BSA contendo
poli(I:C) (NPPI) como adjuvante ao MVA. Conforme demonstrado por Piva-Amaral ef al.,
(2024), as NPPI se mostraram um adjuvante eficaz em modelo de imunizagao para Zika e assim,
a hipdtese a ser testada € se as NPPI podem aumentar a imunogenicidade de vacinas baseadas
em MVA, mesmo em condi¢gdes de uso de baixas doses antigénicas.

Para compreender os efeitos observados no aumento da resposta imune, ¢ fundamental
considerar as propriedades fisico-quimicas das NPPI. No presente estudo, as NPPI
apresentaram tamanho médio de 281,7 + 4,08 nm, PDI de 0,292 + 0,050 e potencial zeta de
—21,6 = 1,04 mV, (Tabela 1) indicando particulas relativamente homogéneas, estaveis e com
morfologia esférica. Esses achados sdo consistentes com relatos anteriores sobre nanoparticulas

de BSA conjugadas a poli I:C (Piva-Amaral, 2024) e BSA conjugadas a compostos bioativos,
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como os descritos por Bronze-Uhle et al., (2016) e Solanki et al. (2021), que demonstraram
tamanhos variando entre 110 ¢ 166 nm e morfologia esférica, além de estabilidade em
suspensao. Embora as NPPI sejam ligeiramente maiores, o intervalo observado permanece
dentro da faixa 200-600nm, considerada favoravel para interacdo com células imunologicas e
internalizacdo eficiente, como evidenciado por Oyewumi et al. (2010).

Provando que o tamanho de uma particula pode ser determinante para seu efeito
adjuvante, Vrieling et al. (2019) afirma que as nanoparticulas conseguem ser vantajosas em
comparagdo as microparticulas como adjuvante vacinal. Como exemplo, é possivel reduzir a
dose de adjuvante levando a uma diminuic¢do dos efeitos colaterais dos adjuvantes a base de sal
de aluminio, como irritagdo e inflamagdo locais. J& Sloat et al., (2010) acrescenta que as
microparticulas geram resposta humoral, enquanto as nanoparticulas geram resposta celular.

Com relagdo a importancia do nanoencapsulamento do poli(I:C), Speth et al. (2017)
fizeram um estudo para investigar a capacidade de nanoparticulas a base de quitosana contendo
poli(I:C) de aumentar a imunogenicidade da BCG em macrofagos derivados da medula 6ssea
de camundongo (BMDM) in vitro. Seus achados demostraram que a incorporagao do poli(I:C)
em nanoparticulas impediu sua degradagdo por ribonucleases e aumentou sua captagdo pelos
BMDM de camundongo. Este estudo revelou que o poli(I1:C) soluvel foi ineficaz, enquanto sua
versdao nanoencapsulada aumentou significativamente a resposta imune pro-inflamatoria de
macrofagos infectados por BCG. Esses achados reforcam que o BSA nas NPPI funciona nado
apenas como veiculo, mas também como matriz protetora do poli(I:C), conservando-o ativo por
mais tempo e potencializando seu efeito adjuvante.

Outro ponto a ser destacado, ¢ que o uso de adjuvantes pode possibilitar uma redugdo
da dose de antigeno na vacina, sem comprometer sua eficicia, como afirmado por Keech et al.,
(2020) e Zhu; Wang; Nie, (2014). Um estudo atestou a propriedade do adjuvante Advax-CpG
(derivado de particulas cristalinas de delta inulina, um polissacarideo vegetal composto por
unidades de frutose e glicose) em potencializar a imunogenicidade da vacina inativada contra
poliovirus e permitir a redu¢do da dose do antigeno (Honda-Okubo; Baldwin; Petrovsky, 2021).
Em outro estudo, Jiang et al. (2014) demonstraram que o adjuvante rOv-ASP-1 (uma proteina
secretada associada a ativagao de Onchocerca volvulus) quando adicionado a vacina inativada
contra influenza em formulagdo aquosa, potencializou significativamente a resposta de
anticorpos especificos e a prote¢do contra infec¢ao letal em modelo murino. Além disso, o rOv-
ASP-1 intensificou a resposta humoral mesmo com baixas doses da vacina, possibilitando uma
reducgdo de até dez vezes na quantidade de antigeno necessaria para induzir imunidade protetora.

No contexto de adjuvantes nanoparticulados, Lee et al. (2022) demonstraram que o uso de
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nanoparticulas de fosfato de calcio com poli(I:C) associada a vacina contra influenza permitiu
que meias doses da vacina com o adjuvante nanoparticulado apresentassem imunogenicidade e
eficacia protetora comparaveis ou superiores as doses completas. Esse efeito foi atribuido a
maior ativagao de células apresentadoras de antigeno, a expansdo de linfocitos T e ao aumento
da produ¢ao de IFN-y nos pulmdes, desempenho superior ao observado com poli(I:C) soltvel
(Lee et al., 2022). De maneira semelhante, as NPPI desenvolvidas neste estudo podem
representar uma estratégia promissora com fun¢do adjuvante ao MVA, conciliando eficacia
vacinal, seguranga e potencial reducdo da dose de antigeno necessaria.

Antes de se iniciar os experimentos de imunizag¢do, foi importante avaliar se a presenca
das NPPI poderia interferir na infectividade do MVA in vitro. Os dados obtidos (Figura 6)
demonstram que nao houve interferéncia do processo de infecc¢ao e replicacio do MVA pelas
NPPI em cultura de células. Esse fato pode ser explicado devido ao uso de receptores diferentes
para internalizacdo das NPPI. Em geral, a entrada do MVA em células ainda ¢ pouco elucidada,
embora estudos indiquem que poxvirus, como o VACV, podem utilizar multiplas vias, incluindo
fusdo direta na membrana plasmatica ou endocitose dependente de pH, dependendo da cepa
viral e do tipo celular (Moss, 2016, 2012; Schmidt; Bleck; Mercer, 2012). Ainda ¢ descrito que
a regulacao de receptores de superficie celular pelo MVA, observada em leucocitos humanos,
sugere que o virus pode modular positivamente ou negativamente a expressao de variados tipos
de receptores de superficie celular, porém esse mecanismo ainda ¢ inexplorado (Pereira ef al.,
2020). Nossos dados demonstram que as NPPI nao interferem na infectividade do MVA, o que
refor¢a o fato de que, quando administrado junto a um antigeno vacinal, ndo interfere com a
replicacdo do virus.

Qu et al. (2024) afirmam que o principal receptor de albumina, gp60, responsavel pela
endocitose da albumina sérica humana (HSA) em condigdes fisioldgicas, apresenta ampla
expressao em células endoteliais vasculares, com exce¢ao do endotélio cerebral. A interagao da
albumina com o gp60 desencadeia sua internalizagdo pelas células endoteliais, seguida de
transporte transcelular por meio do processo de transcitose. Portanto, sugere-se que as NPPI
seguem vias de internalizagdo e ativacdo imune distintas daquelas usadas pelo MVA, o que
explicaria a auséncia de interferéncia na entrada do virus na célula. Esta ¢ uma caracteristica
relevante para um adjuvante, pois sugere que a adicao dessas nanoparticulas ndo compromete
a entrada e consequentemente imunogenicidade do MVA.

Sabendo que o MVA provoca respostas imunes celulares e humorais ao virus
Orthopoxvirus vaccinia em camundongos (Wyatt et al., 2004), no presente estudo, a imunizacao

dos camundongos C57BI/6 foi realizada com MVA em diferentes concentracdes (10° a 107 UFF
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por dose), administrada pela via intramuscular em um esquema de duas doses com intervalo de
14 dias. Nos trabalhos selecionados em nossa revisdo foram empregadas a doses de 10°a 10®
FFU de MVA/dose (Belyakov et al., 2003; Drexler et al., 2003; Gao et al., 2023; McCurdy et
al., 2004; Meseda et al., 2005). Entre os trabalhos de Belyakov et al. (2003), McCurdy et al.
(2004) e Meseda et al. (2005) as vias de administracdo variaram entre intramuscular (IM),
subcutanea (SC) e intranasal (IN), porém Altenburg ef al. (2017) afirmou que a via IM constitui
o padrao de administragdo das vacinas baseadas em MVA.

Ao se analisar os ensaios de avaliagcdo da produgdo de anticorpos IgG anti-MVA ¢ anti-
VACYV (Figuras 7A, 7B, 8A e 8B), observa-se que os resultados sdo semelhantes. Isto se deve
provavelmente a grande semelhanga entre os dois antigenos, visto que o virus ancestral do MVA
¢ a cepa do Orthopoxvirus vaccinia Ankara (Altenburg et al., 2014; Volz; Sutter, 2017). Nos
ensaios pré-infeccdo com VACV ndo foi observada diferenga estatistica entre a produgao de
anticorpos IgG anti-MVA e anti-VACV dos animais que receberam MVA independente da dose
e os que receberam as mesmas doses acrescidas de NPPI (Figuras 8A e 8B). Houve sim, como
esperado, uma grande diferenca estatistica entre os animais imunizados e os animais do grupo
controle, corroborando com os dados de Gao et al. (2023) que evidenciaram a capacidade do
MVA de induzir respostas humorais robustas e dose-dependentes em camundongos, incluindo
anticorpos IgG com atividade cruzada contra o MPXV. Ainda ¢é possivel notar uma maior
diferenca estatistica na produgdo de anticorpos IgG anti-MVA e anti-VACV dos grupos que
receberam as NPPI em relagdo ao grupo controle, quando comparada com a produgdo de
anticorpos dos grupos que receberam as mesmas doses de MVA em relagdo ao grupo controle.
Este achado ¢ semelhante ao encontrado por Piva-Amaral et al. (2024), que observou em seu
estudo que os camundongos imunizados com as NPPI apresentaram produ¢do superior de
anticorpos anti-zEDIII em comparagdo com os grupos controle, revelando a capacidade
adjuvante das NPPI quanto a producao de anticorpos. Associado a esse achado, observou-se
que a producdo de anticorpos IgG anti-MVA do grupo MVA 10° + NPPI é semelhante a
producdo humoral do grupo MVA 10°, revelando mais uma vez a capacidade imunogénica das
NPPI, fator que pode possibilitar uma economia de doses de vacina, sem prejuizo na producao
de anticorpos.

Os camundongos imunizados com as doses mais baixas de MVA (10° e 10° UFF) foram
desafiados com 10° PFU de VACV-WR, por via intranasal, em consonincia com Li, et al. (2024)
e Zhou et al., (2024). O VACV ¢ amplamente utilizado como protdtipo da familia Poxviridae
(Xiang; Lane, 2021) e compartilha aproximadamente 95% de similaridade de sequéncia de

antigenos imunodominantes com o MPXV (Xia et al., 2023), justificando o uso do VACV como
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modelo de desafio para avaliacdo de vacinas contra MPXV. O volume de virus administrado
foi baseado no guia de vias de administragao e volumes em camundongos (University of
California, San Francisco, 2025), que determina que o volume ideal para administracao de
substancias por via intranasal em camundongos ¢ 50ul. Drexler et al. (2003) ainda concluiu
que a infecg¢do respiratéria com o Orthopoxvirus vaccinia constitui um modelo de desafio
consolidado, uma vez que os efeitos da infecgao sao observados principalmente através da perda
de peso corporal e aparecimento de sinais clinicos. Neste trabalho, os animais foram desafiados
apos 21 dias da segunda dose de imunizacao, diferente de Li, et al. (2024) e Zhou et al., (2024)
que fizeram o desafio apo6s 14 dias da imunizagdo. Assim como observado por Zhou et al.,
(2024), todos os grupos tiveram uma pequena perda de peso ja no dia 1 apos a infec¢do, sendo
que os animais do grupo controle tiveram uma perda progressiva e no dia 5 ap6s a infec¢ao
atingiram o limite considerado indicativo de eutandsia, além de serem notados sinais clinicos
graves (Figura 10).

Belyakov et al. (2003) observou em seu estudo que o MVA foi capaz de conferir
protecao contra a infec¢do com VACV, de maneira dose-dependente, ou seja, os animais que
perderam menos peso foram os que receberam as maiores doses de MVA. Este dado ndo foi
plenamente observado no presente trabalho, tendo em vista que a perda de peso variou entre os
grupos de animais imunizados com MVA adicionados ou ndo das NPPI, com exce¢do do grupo
que recebeu 10°UFF+NPPI, que ao final do experimento havia recuperado aproximadamente
100% do peso inicial (Figura 10).

Além da avaliagao de perda de peso dos animais apds a infecgdo, foi avaliado o escore
clinico, que une uma série de sinais clinicos e de comportamento (Figura 11). Foi observado
que os animais dos grupos 10°, 10+NPPI e 10° tiveram um aumento do escore até
aproximadamente o dia 4 apds a infec¢ao, quando entdo a maior parte dos animais voltou a ter
uma diminui¢do do escore. O grupo 10°+NPPI manteve o escore baixo durante todo o periodo
apds a infec¢do. Volz ef al. (2014) mostrou resultados diferentes em seu estudo em que
camundongos C57B1/6 foram imunizados com doses de 102a 10® de MVA e desafiados com
Orthopoxvirus ectromelia (ECTV). Os pesquisadores observaram que os animais imunizados
com doses acima de 10° FFU de MV A nio apresentaram nenhum sintoma evidente da doenga.

De igual modo, foi avaliada a producao de anticorpos anti-BSA (Figuras 7C e 8C).
Considerando que foi administrada a mesma dose de NPPI em todas as imunizagdes, os animais
que receberam as NPPI tiveram produgdo de anticorpos IgG anti-BSA igualmente superior em
todos os protocolos de imunizagdo, quando comparados aos animais que ndo receberam as

nanoparticulas. Este resultado contrasta com o encontrado por Piva-Amaral et al., (2024), que
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testou uma vacina utilizando o dominio III da proteina do envelope do Orthoflavivirus
zikaense (zEDIII) e as NPPI e observou que todos os grupos testados apresentaram baixos
niveis de anticorpos anti-BSA. Esta variacao de resposta pode ser atribuida a diferenca entre os
antigenos, uma vez que o MVA ¢ um virus atenuado e o zEDIII uma proteina recombinante e
essa diferenca de estimulo antigénico pode ser algo relevante para geracao de resposta imune
anti-BSA.

Foi realizada a quantificacao de titulagdo viral dos pulmdes dos animais desafiados com
VACYV (Figura 13). Assim como Zhou et al., (2024), as amostras foram coletadas no dia 7 apos
o desafio. Contudo, diferentemente do estudo citado, no qual ainda foi detectada carga viral nos
pulmdes dos animais imunizados (mesmo que em niveis reduzidos em relagdo ao grupo
controle), no presente trabalho nao foi detectada qualquer carga viral nos pulmdes dos animais
imunizados com MVA, independentemente da dose e se acrescido ou nao das NPPI. Este
resultado ¢ semelhante ao de McCurdy et al. (2004) em que ndo foi detectada carga viral a partir
do dia 8 apds o desafio em todos os animais imunizados. Este achado demonstra a capacidade
do MVA de controlar a carga viral pulmonar, mesmo em doses baixas.

Além da titulagao viral, foi realizada a andlise histopatologica dos pulmdes dos animais
infectados com VACV (Figuras 13 e 14). Foi constatado que a infecgdo por VACV por via
intranasal foi eficaz do ponto de vista histopatologico, uma vez que foram observados sinais
significativos de injuria pulmonar nos animais ndo imunizados. Estes achados confirmam os
encontrados por Zhou et al. (2024), que mostraram que a infec¢do por VACV induziu grandes
sinais de injuria pulmonar, como inflama¢do, congestio e hemorragia em animais ndo
imunizados. Também foi observado no presente estudo que apenas o grupo imunizado com
MVA na dose de 10° FFU acrescido das NPPI apresentou um escore de injuria pulmonar menor
estatisticamente, quando comparado ao grupo nao imunizado. Este resultado contrasta com o
encontrado por McCurdy et al. (2004) que observou que ambas imunizac¢des utilizadas no
estudo (Dryvax e MVA na dose de 2 x 10° PFU) foram eficientes em proteger os animais contra
a injuria pulmonar causada pelo VACYV, quando comparados com os animais ndo imunizados e
reforga a capacidade das NPPI, quando acrescidas a dose de 10° FFU de MVA, de controlar a
injuria pulmonar causada pela infec¢ao por poxvirus.

Adicionalmente, foram realizados os ensaios de analise de neutralizacao por reducao de
placa para VACV através do PRNT, utilizando soros de animais imunizados com doses variadas
de MVA na presenca ou auséncia das NPPI (Figuras 7D e 8D). Ao se analisar os soros dos
animais imunizados no protocolo utilizando a dose usual de MVA (107 UFF) (Figura 7D), foi

observada uma grande atividade de neutralizagdo por parte dos soros dos animais imunizados
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com MVA, acrescido ou ndo das NPPI, em relag@o aos grupos ndo imunizados com MVA. Este
resultado demonstra a capacidade do MVA em estimular a produgdo de anticorpos
neutralizantes para os Orthopoxvirus, como observado no estudo de Gao et al., (2023) que
mostra que camundongos imunizados com MVA na dose de 107 TCIDso/mL produziram maior
quantidade de anticorpos neutralizantes para MPXV e MVA.

Por fim, foram testados os soros dos animais imunizados no protocolo utilizando baixas
doses de MVA Foi observado que apenas os grupos imunizados com MVA na presenga das
NPPI demonstraram capacidade neutralizante significativa em relagdo ao grupo controle nio-
imunizado, apesar de estar com atividade neutralizante abaixo de 50% em todos os grupos
(Figura 8D). Este achado sugere que as NPPI induziram um aumento da produc¢ao de anticorpos
neutralizantes pelos animais imunizados com MVA acrescido das NPPI, em comparagdao aos
grupos imunizados com as mesmas doses de MVA, porém com fraca atividade de neutralizagao.
De forma semelhante, Zhang et al. (2025) reforgam em seu trabalho, que formulagdes
nanoparticuladas podem modular e aumentar a geracdo de anticorpos neutralizantes contra
VACV em modelos murinos. O fato de o grupo MVA 10° + NPPI ter revelado uma maior
capacidade neutralizante do VACV se relaciona com o resultado encontrado clinicamente (baixa
morbidade ap6s a infecgdo viral) e histopatologicamente (menor grau de injuria pulmonar).

Assim, os resultados do presente estudo demonstram que as nanoparticulas de BSA
contendo poli(I:C) (NPPI) funcionam como adjuvante eficaz para o MVA, potencializando a
resposta humoral e melhorando a protecdo clinica apds o desafio com VACV. Esses achados
reforgam o potencial das NPPI para otimizar vacinas baseadas em MVA, permitindo esquemas

vacinais mais eficientes e menor dose de antigeno, sem comprometer a seguranga ou a eficécia.
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8. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui-se:

A adicao das NPPI ndo interferiu na infectividade do MVA in vitro, ativando de
forma segura respostas imunes sem comprometer a imunogenicidade do virus
atenuado;

as nanoparticulas de BSA contendo poli(I:C) (NPPI) atuam como adjuvante
eficaz ao MVA em doses baixas, potencializando a resposta humoral anti-MVA
e anti-VACV;,

as nanoparticulas influenciaram na produ¢@o de anticorpos neutralizantes para
VACYV, observada nos ensaios de neutralizagdo por reducao de placas (PRNT),
nos quais os grupos imunizados com MVA em doses baixas, na presenca das
NPPI, apresentaram aumento significativo de anticorpos neutralizantes se
comparado aos outros grupos;

as NPPI quando acrescidas ao MVA na dose de 10° promoveram prote¢ao
clinica robusta em camundongos, demonstrada através da diminui¢ao de perda
de peso e sinais clinicos;

a auséncia de carga viral nos pulmdes dos animais imunizados,
independentemente da dose e se acrescido ou ndo das NPPIL, refor¢a a
capacidade protetora do MVA;

a avaliagdo histopatoldgica pulmonar demonstrou que o grupo imunizado com
MVA na dose de 10° associado as NPPI apresentou menor grau de injlria
pulmonar de forma estatisticamente significativa quando comparado ao grupo

PBS, corroborando com os achados sorolégicos e clinicos.

Esses achados sugerem que a combinacdo do MVA com as NPPI constitui uma

estratégia promissora para otimizagdo de vacinas contra Poxvirus, viabilizando a reducao de

doses, manutengao da eficécia e seguranga, e aumento da memoria imunologica.
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ANEXO A - TABELA DE REGISTRO DE MONITORAMENTO DO ANIMAL
APOS PROCEDIMENTO PARA DETERMINACAO DA NECESSIDADE DO
PONTO FINAL HUMANITARIO

TABELA 1 - Registro de monitoramento do animal apés procedimento Animal
para determina¢io danecessidade do ponto final humanitario Peso inicial
Titulo do projeto:
Numero de aprovacio da CEUA:
Responsdvel pelo monitoramentao:
Procedimento realizado:
Data do procedimento
Identificacio do animal
Data
Hora
Peso
Aparéncia Normal 0
Falta de limpeza geral 1
Descarga nasal e ocular 2
Piloerecso, encurvado 3
Ingestdo de dgua e ragio Normal [1]
Incerta: perda de peso < 5% 1
Perda de peso entre 0-15% 2
Sem ingest3o de dgua ou raglo (perda de peso maior do que 20%) 3
Grimace scale
Alteracies ndo presentes (score médio = 0) ]
Alteragdes leves [score médio = 0,5 a 0,9) 1
Alteragdes moderadas presentes (score médio 2 01 a 1,4) 2
AlteragBes severas presentes (score médio 21,5 a 2) 3
Comportamento natural Normal 0
Mudanga minima 1
Menos movel, mas alerta { isolado 2
{ndo alerta) 3
Compol [ s MNormal o
Minima depress3o/resposta exagerada 1
Moderadas mudangas no aspecto comportamental 2
Reagdo violenta ou fraco @ pré-comatoso 3
Score Se teve score 3 mais de uma vez, some 1 ponto a cada 3 score
TOTAL
0-4 = normal
59= com atengdo, consi o uso de analgésicos
10-14 = sofrimento, prover alivio, observar regularmente. Busque segunda
opinido ou chame ] [« derea
15-20 = dor severa. Considh a 3 Revise os procedi de seu protocolo experimental.
CONCLUSAD DO CHECK LIST DE PONTO FINAL HUMANITARIO
sim NAG

1 -0 animal acima avaliado foi eutanasiado?
2-%e NAD, qual a conduta adotada? Justifique

3-5e SIM, qual o método adotado?

Data:
Assinatura do responsavel
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