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RESUMO

A Pseudomonas aeruginosa é uma das principais bactérias responsaveis por
infeccbes nosocomiais, apresentando grande resisténcia a antibidticos e relacionada
a diversos casos de obitos, principalmente em pacientes imunocomprometidos.
Atualmente ndo existem vacinas para P. aeruginosa e a busca por novos tratamentos
vem se tornando uma prioridade. O uso de nanoparticulas (NPs) como sistemas de
entrega de antigenos demonstra ser eficiente em diversas situagées podendo levar a
um maior estimulo do sistema imunolégico. Logo, devido a preocupagao global com
as infecgdes por P. aeruginosa, o respectivo trabalho tem por principal objetivo verificar
a eficiéncia da imunizagdo nasal por NPs de albumina sérica bovina contendo
poliinosinico-policitidilico (poli I1:C) (NPPI) e nanoparticulas vazias (NPV) em modelo
in vivo murino. As NPs sintetizadas foram caracterizadas, apresentando um didmetro
médio de 261 nm (NPV) e 497 nm (NPPI) e potencial zeta proximo de -30mV. As NPs
foram utilizadas para imunizagdo de camundongos fémeas C57BL/pela via intranasal
presencga ou nao de proteinas totais de P. aeruginosa. A produgao de anticorpos IgG
anti-P. aeruginosa pré infeccao foi avaliada por meio de ELISA nos animais
imunizados. Apds a imunizagdo, os animais foram desafiados com P. aeruginosa e
tiveram seus pesos e taxa de sobrevivéncia acompanhados. Apds a morte/eutanasia
dos animais, seus pulmdes foram retirados e utilizados para quantificacdo de carga
bacteriana em UFC/mL e analise histopatolégica. Nossos resultados apontam uma
producao de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa circulantes no sangue e nos pulmdes
dos animais. Entretanto a perda de peso dos animais apds a infeccéo e a quantificacéao
de carga bacteriana indicam que os anticorpos nao foram protetivos. A histopatologia
do pulmao reforgou a ineficacia dos tratamentos em combater a infeccéo. Portanto,
nossos resultados sugerem que a via de administragcéo intranasal ndo é uma boa rota
para induzir imunidade contra P. aeruginosa utilizando nanoparticulas miméticas a

patogenos.

Palavras chave: P. aeruginosa; nanotecnologia; albumina sérica bovina; adjuvante



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a gram-negative bacterium that is found in soil and water
and also could be present in hospital environments and equipment, making it a
potential agent of infections, especially in immunocompromised patients. This
pathogen is a major cause of hospitalar infections and exhibits significant resistance
to antibiotics. The World Health Organization classified this bacterium as one of the
microorganisms of greatest global concern. The use of nanoparticles (NPs) as antigen
delivery systems has proven to be efficient, potentially leading to a greater stimulation
of the immune system. Therefore, due to the global concern about P. aeruginosa
infections, the main objective of this study is to assess the efficiency of nasal
immunization with bovine serum albumin containing poliinosinico-policitidilico (poli I:C)
(NPPI) and empty nanoparticles (NPV) in vivo model. The NPs synthesized were
charecterized showing an average diameter of 26 nm (NPV) e 497 nm (NPPI) and Zeta
potential close to -30mV. The NPs were used to imunize C57BL/6 female mice via
intranasal route with or without total P. aeruginosa proteins. The production of anti-
P.aeruginosa IgG antibodies pre-infection was assessed using ELISA. After
immunization, the animals were challenged with P. aeruginosa and their weight and
survivor rate were monitored. After the death/euthanasia of the animals, their lungs
were removed and used to quantify the bacterial load in CFU/mL and histopathlogical
analysis. Our results show the production of anti P. aeruginosa IgG antibodies
circulating in the blood and lungs of the animals however the weight lost of animals
after infection and the bacterial load indicate that the antibodies are not protective. The
lung histopathology reinforced the inefficiency of treatments in combating the infection.
Therefore our results suggest that the intranasal administration route is not suitable for

induce iimmmunity against P. aeruginosa using mimetic nanoparticles.

Keywords: P. aeruginosa; nanotechnology; bovine seric albumin; adjuvant
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1 INTRODUGCAO

O género Pseudomonas foi descrito, inicialmente, no ano de 1894 por Migula
utilizando-se como critérios a motilidade e as dimensdes celulares, uma referéncia aos
flagelados do género Monas (Boyce, 1995; Palleroni, 2010). Posteriormente, com os
avangos nas areas de biologia molecular e genética, novas formas de classificagéo
foram utilizadas para a descricdo dos organismos. Este género de bactérias possui
mais de 140 espécies ubiquitarias e saprdfitas associadas, em muitos casos, com
infeccbes de animais e plantas (Tayeb et al, 2005; Gomila et al., 2015). A
Pseudomonas aeruginosa, (PA), por sua vez, € uma espécie bastante presente em
ambito hospitalar, correspondendo a uma das principais responsaveis por infeccoes
nosocomiais (Moradali; Ghods; Rehm, 2017; Obritsch et al., 2005). Essa bactéria é
capaz de se proliferar em diversos tipos de tecidos como pele acometida por graus
severos de queimaduras, trato respiratério, urinario, entre outros (Blomquist; Nix,
2021).

Atualmente, a P. aeruginosa é um problema de saude global devido ao
surgimento de cepas mais virulentas que expressam diversos mecanismos de defesa
e escape do sistema imune o que afeta, principalmente, pacientes
imunocomprometidos (Miyoshi-akiyama et al., 2017; Thi; Wibowo; Rehm, 2020). Além
disso, a P. aeruginosa possui cepas com diferentes niveis de resisténcia a antibibticos,
tornando-a mais dificil de ser tratada (Chandler et al., 2019). A Organizacado das
Nacoes Unidas (ONU) criou o acronimo ESKAPE em referéncia as bactérias de maior
relevancia sendo a P. aeruginosa classificada como alvo de necessidade maxima para
a busca de novos tratamentos (Who, 2017 ).

A industria farmacéutica busca a formulacao de novas drogas para o tratamento
das infecgcoes pela P. aeruginosa, alguns antibiéticos como o POL7001 sao
promissores para a eliminagao do micro-organismo (Chatterjee et al., 2016; Pang et
al., 2019). Por outro lado, as solugbes biotecnoldgicas visam outras alternativas para
o0 combate do patdgeno. As vacinas sdo uma abordagem que tem, por objetivo, treinar
as células do sistema imune no organismo para reconhecer e combater o patégeno
em caso de infec¢do. Todavia, ainda ndo ha vacinas para P. aeruginosa, o que traz
um desafio a mais para o desenvolvimento de estratégias profilaticas e terapéuticas
(Priebe; Diseases; Goldberg, 2015).
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As nanoparticulas (NPs) sao estruturas particuladas com dimensdes entre 10
a 100 nm (Joudeh; Linke, 2022) que vem sendo exploradas como plataformas vacinais
devido as suas propriedades de liberagao controlada e efeito adjuvante no sistema de
entegra de antigenos (O’hagan; Rappuoli, 2004; Peek; Middaugh; Berkland, 2008;
Akagi; Baba; Akashi, 2011). As (NPs) podem apresentar diferentes estruturas e
composi¢des quimicas sendo que no grupo das organicas incluem-se as constituidas
por proteinas (Venturini, 2019). A albumina é uma proteina sérica muito abundante e
que desempenha importantes fun¢gdes nos mamiferos (Kajal; Pathania, 2021; Merlot;
Kalinowski; Richardson, 2014). Além disso, devido as suas propriedades fisico-
quimicas, a albumina € boa candidata a sistema de entrega com ou sem associagao
de outras moléculas (Bujacz, 2012; Elzoghby; Samy; Elgindy, 2012). O acido
poliinosinico-policitidilico (poli I:C) € uma estrutura sintética analoga a um RNA de
dupla fita, um tipo de padrdo molecular associado a patéogeno (PAMP) viral (Hafner;
Corthésy; Merkle, 2013). Com isso, o poli I:C é utilizado também como um
sensibilizante do sistema imune apresentando uma importante acdo adjuvante
(Andresen; Gjgen, 2021; Ichinohe et al., 2005; Ribes et al., 2020).

Portanto, mediante a necessidade de se buscar novas alternativas para o
tratamento de infecgbes por P. aeruginosa o respectivo trabalho tem por objetivo
central avaliar a capacidade de NPs de BSA em associagao com o poli I:C como um
adjuvante vacinal em modelo de imunizag¢ao nasal in vivo murino desafiado com uma

cepa virulenta de P. aeruginosa.
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2 REFERENCIAL TEORICO

21  Pseudomonas aeruginosa

O género Pseudomonas foi descrito, inicialmente, por Migula (Migula, 1894)
que, apesar de ser botanico, contribuiu com a bacteriologia com seus trabalhos em
taxonomia (Peix; Bahena; Velazquez, 2009). Inicialmente, acreditava-se que o nome
do género cunhado pelo cientista era proveniente da jung¢ao dos termos pseudo (falso)
mais monas (unidade), contudo a intengdo de Migula era estabelecer um comparativo
de tamanho e motilidade e entre as bactérias e os flagelados do género Monas,
portanto, “falsas monas” (Palleroni, 2010). Este grupo € composto por uma grande
variedade de bactérias sapréfitas gram-negativas de vida livre com forma de
bastonete e geralmente dispostas em pares (Murray, 2017). Estas bactérias séo
ubiquitarias, presentes em diversos tipos de ambiente como solos, agua e podem
estar tanto em associagdo com plantas e animais quanto com agentes infecciosos
(Palleroni, 1981; Murray, 2017). Essas bactérias também s&o comuns em diversas
superficies, como embalagens de alimentos, torneiras, equipamentos médicos entre
outras, podendo ser capazes de aderir a uma superficie por meio de biofilmes, o que
pode ser um agravante devido a resisténcia a processos de desinfeccao e
microbicidas (Neves et al., 2014).

Inicialmente, quando proposto por Migula, a descricdo do género se dava por
meio de morfologia das células, o que se tornou obsoleto a medida que novas
espécies eram descritas. Atualmente, sdo conhecidas mais de 140 espécies de
bactérias no género Pseudomonas que podem ser classificadas a partir de diversas
técnicas moleculares (Tayeb et al., 2005; Gomila et al., 2015). Entre as espécies de
maior relevancia para a saude humana, destaca-se a Pseudomonas aeruginosa (PA),
uma das principais bactérias responsaveis por infecgdes nosocomiais (Moradali;
Ghods; Rehm, 2017; Obritsch et al., 2005). Estima-se que a P. aeruginosa seja
responsavel por 11% a 14% aproximadamente de todas as infecgcbes nosocomiais
incluindo pneumonias, infecgdes no trato urinario, no sangue e na pele decorrente de
gueimaduras graves (Blomquist; Nix, 2021). Além de comuns as infecgdes associadas
a essa bactéria, seus indices de morbidade e mortalidade sao grandes em relagéo a
de outras bactérias patogénicas (Driscoll; Brody; Kollef, 2007). Na Figura 1

representa-se as principais infec¢cdes causadas por P. aeruginosa.
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Figura 1 - Infecgbes causadas por P. aeruginosa.
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Fonte: Adaptado de Tuon et al. (2022).

Ao todo, sdo descritas mais de 5000 cepas de P. aeruginosa, mas em nivel
laboratorial estudam-se, com maior frequéncia, as cepas PAO1 e PA14, que séo
fundamentais para a descricdo de novos alvos terapéuticos, tratamentos e
compreensao da biologia da bactéria (Grace et al., 2022). A cepa PAO1 provém de um
isolado de ferida e foi obtida no laboratério de Bruce Holloway em Melbourne,
Australia, 1954 (Holloway, 1955). Contudo, as cepas utilizadas atualmente consistem
em novas linhagens que passaram por varias mutagdes, adquirindo alteracdes
fenotipicas e genotipicas, como por exemplo resisténcia a cloranfenicol (Chandler et
al., 2019). Por outro lado, a cepa PA14 é um patdégeno virulento para plantas e
animais, isolado a partir de queimaduras de pacientes do hospital da Pennsylvania. A
partir deste momento, a bactéria tornou-se parte da colecao da “University of California
Berkeley Plant Pathology” de onde surgiu o codigo UCBPP-PA14 (Mathee, 2018).

O primeiro sequenciamento de P. aeruginosa foi realizado na cepa PAO1 sendo
verificado a presenca de 6,3 milhdes de pares de bases e 5700 genes (Stover et al.,
2000). Tal material genético é organizado, majoritariamente, em um cromossomo

circular unico e principal, podendo haver também DNAs acessorios em plasmideos e
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blocos de material genético inseridos em diferentes locus do cromossomo principal
(Klockgether et al., 2011). A cepa PA14, por sua vez, possui um genoma ligeiramente
maior, contendo 6,5 milhdes pares de bases (Lee et al., 2006). De modo geral, as
diferentes cepas de P. aeruginosa possuem 321 genes essenciais, responsaveis pela
producdo de enzimas citosélicas associadas a: metabolismo (41%); proteinas
associadas aos eventos de transcrigdo, tradugdo e replicacdo (37%); proteinas
envolvidas na constru¢ao e divisdo de membranas e outras estruturas (4%) proteinas
associadas ao metabolismo de membranas (3,7%); proteinas de membrana com
fungdo de transportadores e chaperonas (8%) entre outras (Poulsen et al., 2019).
Contudo, as diversas cepas acumulam diferengas em seus genomas e por meio de
técnicas de analise de DNA por sondas (Ernst et al., 2003) e hibridizagdo (Wolfgang
et al., 2003), verificam-se variagdes entre 89% e 98% em relagado a PAO1. Acredita-se
que as cepas de P. aeruginosa possuam essas diferencas por conta da aquisi¢ao e
recombinacdo de genes por transferéncia horizontal, o que pode levar a um aumento
da viruléncia da bactéria (Lee et al., 2006). Estima-se que os genes acessorios em
cepas mais virulentas de P. aeruginosa correspondam entre 6,9% a 18% do genoma
bacteriano, que incluem genes associados a mobilidade do micro-organismo,
resisténcia a antibidticos, formacao de biofilmes e afins (Ozer; Allen; Hauser, 2014;
Poulsen et al., 2019).

As cepas mais virulentas também podem levar a agravamentos severos em
pacientes imunocomprometidos como portadores do virus da imunodeficiéncia
adquirida (HIV) e acometidos por cancer, além de ser um dos principais responsaveis
por Obitos associados a fibrose cistica (FC), uma vez que a bactéria é oportunista
(Akiyama et al., 2017; Thi; Wibowo; Rehm, 2020). No ano de 2017, a Organizagao
Mundial de Saude (OMS) publicou um relatério apontando a necessidade de se buscar
novas drogas e tratamentos para diversas infeccbes causadas por bactérias
resistentes a antibiéticos (Who, 2017 ). Assim, foi criado o acronimo “ESKAPE”,
fazendo referéncia a Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, e Enterobacter
spp, e a P. aeruginosa foi classificada como maxima prioridade entre trés categorias:
prioridade critica, alta e média (Oliveira et al., 2020).

Na questdo de potencial de viruléncia e patogenia, a cepa PA14 ¢é fortemente
modulada pelas “ilhas de patogenicidade”, que sdo genes associados a maior

expressao de fatores de viruléncia, adquiridos por transferéncia horizontal de genes
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(Lee et al., 2006). Duas grandes ilhas de patogenicidades conhecidas s&o nomeadas
como PAPI-1 e PAP-2. A PAP-1 & um conjunto de 108 genes com 108 kb que carrega
varios genes reguladores como o pvrR, associado com a produgéo de biofilmes e a
resisténcia bacteriana a antibidticos e os genes responsaveis pela sintese de pili IVt
tipo B, que sdo associados a pacientes com FC (Harrison et al., 2010; Qiu; Gurkar;
Lory, 2006). No grupo de genes de PAPI-1 também s&o expressos RNAs nao
codificantes que contribuem com a expressédo da piocina (Ferrara et al., 2017). A
PAPI-2, por sua vez, possui 11 kb, sendo possivelmente remanescente de uma outra
ilha maior. Dentro de PAPI-2 encontra-se a citotoxina ExoU, uma importante proteina
do tipo Sistema de Secrecao Tipo 3 (T3SS), que sao sistemas de secregéo bacteriana.
Estudos mostram que a ExoU tem grande parcela em infecgbes agudas de pulméo e
presente em infecgbes crbnicas, sepses, infecgdes por queimaduras, na corrente

sanguinea, na pele entre outras (Harrison et al., 2010; Sawa et al., 2016).

21.1 Fatores de viruléncia

A P. aeruginosa € uma bactéria oportunista que apresenta uma série de fatores
que a tornam virulenta, desde aspectos estruturais da célula a sintese de proteinas e
toxinas que vao interagir com o hospedeiro (Liao et al., 2022; Pang et al., 2019).
Estruturalmente, a bactéria apresenta proteinas de superficie, pili e um flagelo
locomotor que favorecem a locomocao, fixacdo e penetragdo do micro organismo no
tecido (Fong; Yildiz, 2015). O lipopolisacarideo (LPS) € uma estrutura externa de
célula que também atua como uma barreira, dificultando a acdo de antibidticos e
respostas celulares do hospedeiro até o patégeno. Somado a isso, o lipidio A do LPS
bacteriano pode promover danos celulares ao hospedeiro a fim de facilitar a interacao
com os receptores da célula (Qin et al., 2022).
Quanto a sintese proteica, diversas moléculas produzidas pela bactéria aumentam
sua viruléncia, como € o caso da exotoxina A (ETA), que € um produto téxico
secretado por cerca de 80 a 90% dos isolados de P. aeruginosa (Zanjani et al., 2019).
Tal enzima possui 638 aminoacidos e 2 subunidades, sendo o dominio A responsavel
pela atividade enzimatica e o B pela ligacdo com a célula (Michalska; Wolf, 2015)
interrompendo a elongag¢ao da cadeia de peptideos e, consequentemente, levando a
interferéncia na sintese proteica de células eucariéticas (Mcewan; Kirienko; Ausubel,

2012). Dentre os produtos bacterianos, ha quatro de Exo-enzimas (Exo) secretadas
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pelo T3SS: ExoU, ExoS, ExoT e ExoY (Liao et al., 2022). As Exo S e Exo T
compartilham 76% de sequéncia de similaridade e sdo enzimas bifuncionais que
catalisam a atividade da proteina ativadora de GTP-ase (GAP) e da ADP-
ribosiltransferase. Essas reagdes podem danificar o citoesqueleto celular fazendo com
que a célula perca adesao com as demais iniciando um processo de apoptose (Liao
et al., 2022; Shaver et al., 2004). A ExoU é descrita como um tipo de fosfolipase,
altamente virulenta, capaz de causar necrose e morte celular (Sato et al., 2003, 2005).
A ExoY, por sua vez, é classificada como uma adenilato ou nuceotidil ciclase que
aumenta os niveis intracelulares de cAMP, cGMP, cUMP e cCMP. Estudos mais
recentes apontam que a exo-enzima também exerce uma fungao de ciclase capaz de
induzir a formacao de monofosfatos de nucleotideos ciclicos de purina e pirimidina.
Essas reagdes promovidas pela ExoY podem levar a um arredondamento celular por
conta da ruptura dos microtubulos o que reduz a integridade do tecido e leva a edema
(Kloth et al., 2018; Liao et al., 2022; Morrow et al., 2018).

A piocianina, por sua vez, € um pigmento de coloragcado azulada e fluorescente
de grande relevancia, sendo sintetizado por mais de 90% das cepas de P. aeruginosa
(Saleem et al., 2021). Possui relagdo com a absorg¢ao de ferro em condi¢ao de baixa
concentracdo de oxigénio e possui agdo de controle na expressdo de genes
responsaveis pela sintese de bombas de efluxo de metais, como a prata (Abdelaziz
et al., 2023). Além disso, este pigmento possui facil absorgao pelos tecidos, ocasiona
lesdo tecidual e pode ser encontrado no escarro de pacientes acometidos pela
infecgao. A substancia pode causar danos as células como inibicao da respiracao e
do crescimento celular e aumento da citotoxicidade (Lau et al., 2004).

Outros pigmentos, da classe dos sideroforos, contribuem para a homeostase
de ions metalicos pelas Pseudomonas spp., como a pioquelina e a piroverdina. A
piroverdina possui uma coloragéo fluorescente verde amarelada (Schalk; Perraud,
2023) sendo identificadas, até entdo, mais de 100 variagdes da molécula produzidas
por varias cepas e espécies da bactéria, correspondendo a cerca de 20% dos
sideréforos microbianos caracterizados (Ghssein; Ezzeddine, 2022). Uma das formas
do organismo se defender de uma infecgdo bacteriana € a partir do processo de
imunidade nutricional, no qual as células retem nutrientes necessarios para o
desenvolvimento microbiano, tal como o ferro (Kehl-fie; Skaar, 2010). Contudo, a
maior parte do ferro disponivel em vertebrados esta presente dentro das células,

associados a proteinas como a ferritina e a porfirina e as condi¢cdes aerdbias e o pH
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do soro sanguineo dificultam a solubilidade do metal, tornando-o mais escasso para
as bactérias (Skaar, 2010). Assim sendo, os sideroforos atuam como biosinalizadores
capazes de identificar baixas concentra¢des de ferro no ambiente e captam o metal a
fim de permitir o desenvolvimento adequado da bactéria, sendo, portanto, relevante
na patogenicidade da doenga por P. aeruginosa (Khasheii; Mahmoodi;
Mohammadzadeh, 2021).

Além de ser resistente a diversos tipos de antibidticos, a bactéria é capaz de formar
biofiimes e sobreviver aos ambientes com pouca concentragao de oxigénio entre
outras condigdes mais indspitas (Qin et al., 2022). Os biofiimes sdo formados por
micro-organismos que aderem entre si e entre superficies inertes ou tecidos vivos, e
formam uma matriz renovavel constituida por substancias poliméricas e extracelulares
como proteinas, sacarideos e acidos nucleicos (Das; Sehar; Manefield, 2013; Pang et
al., 2019). Estudos apontam que os estimulos para a producdo do biofilme sao
decorrentes de situagdes de estresse ambiental, como administracdo de antibiéticos,
radiagédo ultravioleta (UV), salinidade, pH, danos fisicos, exposi¢do a metais, entre
outros. Assim sendo, diversos estimulos estressores promovem a produgado de
biofilmes, que é considerado como uma defesa adaptativa (Nunez et al., 2013; Pang
et al., 2019; Walters et al., 2003).

O desenvolvimento dos biofilmes inicia-se com uma ou mais células que se aderem a
uma superficie e se replicam formando novas células ao mesmo tempo que produzem
e secretam elementos da matriz celular. A medida que o biofilme cresce, as células
podem se dispersar e colonizar outras superficies (Divakar; Lama; Asad., 2019; Sauer
et al., 2022). A eficiéncia dos biofiimes depende também dos componentes da matriz
extracelular produzidos pelas células (Jakubovics et al., 2021). Em P. aeruginosa as
ligagdes moleculares entre lecitina A e D-galactose e lecitina B e D-manose/L-fucose,
por exemplo, formam uma estrutura glicoproteica que auxilia na constituicao e adeséao
do biofilme (Siebs et al., 2022). Ao ser produzido, o biofilme atua como uma barreira
que dificulta o acesso de antibidticos e células do sistema imune as bactérias
(Costerton; Stewart; Greenberg, 1999; Stewart; Costerton, 2001). Esquematicamente,

os fatores de viruléncia sdo representados pela Figura 2.
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Figura 2 - Esquema representativo de fatores de viruléncia evidenciados em

P. aeruginosa.
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Fonte: Adaptado de Liao et al. (2022, p. 2).

2.1.2 Infecgoes por P. aeruginosa

A P. aeruginosa € uma bactéria oportunista que acomete, principalmente,
pessoas imunossuprimidas e uma das principais responsaveis em infeccoes
nosocomiais (Blomquist; Nix, 2021). O patdégeno apresenta baixas demandas
nutricionais e, portanto, consegue se adaptar a diversas condi¢des ambientais e
utilizar varios compostos ambientais como fonte de energia (Lyczak; Cannon; Pier,
2000; Ruffin; Brochiero, 2019). Além disso, € capaz de se proliferar em diversos
tecidos humanos como pele, ouvido, olhos, coragdo, sangue, 0ssos, articulagoes,
pulmdes, intestinos, trato urinario e sistema nervoso (Ruffin; Brochiero, 2019), sendo
capaz de infectar, praticamente, todos os tipos de tecidos animais (Lyczak; Cannon;
Pier, 2000).

Devido a um maior contato com o meio externo, a pele, sistema ocular e vias
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respiratorias acabam sendo as vias de maior prevaléncia da infecgéo (Spencer, 1953).
As infecgbes cutaneas sao mais comuns em casos de lesdes de pele como em casos
de queimaduras e diabetes, que expdem o tecido favorecendo o crescimento das
bactérias (Mayhall, 2003; Mihai et al., 2014). As infec¢gdes oculares ocorrem,
geralmente, por conta do uso indevido de lentes de contato ou algum trauma de
cornea que causa lesdo no tecido (Green; Apel; Stapleton, 2008). As infec¢des
urinarias, por sua vez, estdo associadas principalmente com a introdugdo de
cateteres. Em pacientes em UT]I, cerca de 10% de pacientes que demandam catéter
e 16% em cuidados intensivos na mesma condi¢cdo sdo acometidos pela infeccao
(Mittal et al., 2009; Rosenthal et al., 2016). A bacteremia, por sua vez, acaba se
alastrando, principalmente, a partir de focos nos sistemas urinario, respiratorio entre
outras causas desconhecidas sendo que pacientes com neutropenia sdo mais
propensos a essa condicao (Choi et al., 2018; Fabre et al., 2019). Quando ocorre uma
infeccdo por P. aeruginosa os tecidos lesados apresentam alteragdes de suas fungdes
e a bactéria reduz a reparagao tecidual e prejudica a integridade epitelial (Ruffin;
Brochiero, 2019).

Em ambiente hospitalar, diversos equipamentos servem como reservatério do
micro-organismo, principalmente os que apresentam algum componente liquido como
as maquinas de ventilagao assistida e fluidos de administragdo intravenosa (Paviani;
Stadnik; Heinek, 2004). Segundo o Programa de Vigilancia da Resisténcia
Antimicrobiana (Sentry, 2003) a P. aeruginosa foi, no Brasil, o patégeno mais frequente
em isolados de pneumonia hospitalar, a segunda principal responsavel por infecgdes
urinarias, de feridas cirurgicas e queimaduras e a sétima mais presente em casos de
bacteremia entre as unidades hospitalares presentes no estudo (Kiffer et al., 2005;
Paviani; Stadnik; Heinek, 2004; Santucci et al., 2003). Além disso, entre 2009 e 2012
a bactéria foi a mais frequente entre os isolados de individuos hospitalizados com
pneumonia em 28 centros médicos nos EUA e 25 na Europa correspondendo um total
de 20,9% das amostras analisadas (Sader et al., 2014). Em um estudo transversal
multicentro nos EUA revelou que 36,2% de das bactérias gram-negativas isoladas de
pacientes com infecgdes no trato respiratério inferior em UTIl eram P. aeruginosa
(Claeys et al., 2018).

Nos hospitais brasileiros a bactéria também é recorrente, sendo verificada em
51,9% dos pacientes de UTI em um hospital escola em Belém do Para (Matos et al.,

2016). Entre os anos de 2015 a 2019, foi verificado que o setor de clinica médica de
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um hospital escola em Uberaba/MG apresentou a maior incidéncia dos casos (18%),
seguido por UTI adulta (16%), pronto socorro (12%) e os demais setores com 54%
dos casos (Costa et al., 2022). Se né&o tratada logo no inicio, na fase aguda, a infec¢éo
por P. aeruginosa pode se alastrar para uma infecgao crénica no qual a bactéria pode
formar um biofilme, tornando-se mais dificil de ser combatida (Langan; Kotsimbos;
Peleg, 2015). Em alguns casos, os individuos contraem a infec¢do na adolescéncia
ou na fase adulta e convivem com a infecgdo por 20 ou mais anos (Gellatly; Hancock,
2013). Mesmo havendo uma série de locais de proliferagdo bacteriana, os pulmdes
acabam sendo o principal alvo da P. aeruginosa que levam a pneumonia (Parker et
al., 2008; Williams; Dehnbostel; Blackwell, 2010). A infeccdo por P. aeruginosa em
pacientes com FC & muito critico, uma vez que este patdogeno é responsavel por altos
indices de mortalidade e morbidade além de ser a bactéria gram-negativa mais
associada a pneumonias nosocomiais (Mogayzel et al., 2014).

O quadro de FC pode se agravar e levar a obstrugéo do fluxo de ar e a morte
tecidual, assim sendo, o tratamento para combater a infeccado deve ser rapido e
agressivo a fim de se preservar as fungdes pulmonares (Driscoll; Brody; Kollef, 2007).
Mesmo que a progressao da fibrose leve a destruicdo do tecido, tornando mais
anaerobico, as bactérias conseguem sobreviver por meio de mutagdes genéticas e
por meio da associacdo de biofimes (Langan; Kotsimbos; Peleg, 2015). A
bronquiectasia, por sua vez, € um quadro respiratério nao fibroso no qual os
bronquiolos podem sofrer uma dilatacdo anormal e irreversivel, que leva a infecgao
cronica e inflamagdo. Esta condicdo acaba sendo mais comum que a FC e tao
prejudicial quanto, fazendo com que o tratamento também seja o mais precoce
possivel (Bilton, 2008).

De modo geral, as mortes globais por infecgdes bacterianas resistentes a
antibidticos sao consideravelmente altas. No estudo mais recente, estimou-se que em
2019, mais de 13 milhdes de mortes foram registradas por infecgdes, sendo 7,7
milhdes associadas a 33 patdgenos bacterianos. Esse valor corresponde a 13,6% das
mortes globais no mesmo ano. O mesmo estudo apontou que as ESKAPE foram
responsaveis por 54,9% de mortes associadas a bactérias e somente a P. aeruginosa
correspondeu a 559,000 casos (Burden, 2022). As infec¢gdes associadas a P.
aeruginosa também representam altos gastos com saude. Em um estudo realizado
nos Estados Unidos, estimou-se um gasto médio de mais de 36.000 ddlares em

tratamentos pré-diagnostico (12 meses) e mais de 67.000 dolares apos diagnostico
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(12 meses) por paciente com bronquiectasia ndo cronica associada a infec¢ao por P.
aeruginosa (Blanchette et al., 2017). Estimativas apontam que na Europa, cerca de
2,4 milhdes de pessoas irdo morrer nos proximos 30 anos por conta de infecgcbes
decorrentes a micro-organismos resistentes e isso custara cerca de 3,5 bilhdes de

ddlares por ano (Hofer, 2019).

2.1.3 Resisténcia antimicrobiana

Antibidticos sdo uma classe de medicamentos utilizados para prevenir e tratar
infeccbes bacterianas por meio da destruigdo dos microrganismos ou reduzindo
significativamente a taxa de crescimento e multiplicagao das células bacterianas. Em
algumas situagbes as bactérias podem ser capazes de mudar a interagdo que
possuem com os antibiéticos de modo a inutilizar a fungéo dos farmacos, conferindo
um grau de resisténcia (Who, 2020). Existem diferentes graus de classificacdo de
resisténcia bacteriana a antibidticos de acordo como os micro-organismos reagem ao
tratamento. As bactérias que apresentam resisténcia a multiplas drogas (MDR) sao
resistentes a pelo menos um tipo de antibiético de 3 ou mais classes diferentes. As do
tipo extensivamente resistentes a drogas (XDR) séao resistentes a pelo menos algum
antimicrobicida em todas as classes (exceto uma ou duas). As pan-resistentes a
drogas (PRD) sao resistentes a todos os antibiéticos testados (Santos et al., 2022).
Existe também a classificacdo de resisténcia dificil de tratar (DTR) em que a cepa
bacteriana é resistente aos antibidticos com alta eficacia e baixa toxicidade,
geralmente utilizados como primeira linha de defesa exemplo dos [3-lactdmicos
incluindo os carbapenemos e fluoroquinolnas no tratamento de bactérias gram
negativas como a P. aeruginosa (Kadri et al., 2018). A resisténcia a antibidticos &
prejudicial no tratamento de uma infecgao e em casos de procedimentos que causam
imunossupressao como cirurgias e quimioterapias, situagdes que o individuo pode ser
acometido pelas infecgdes oportunistas ou necessite usar antibidticos de modo
preventivo (Martinez, 2014).

Tal fendbmeno de resisténcia bacteriana, evidenciada em diversas espécies e
cepas, pode ser fonte de diferentes causas agindo simultaneamente. A resisténcia
intrinseca esta relacionada a fatores estruturais e caracteristicas funcionais da prépria
bactéria, como por exemplo bomba de efluxo, reducdo da permeabilidade celular a

antibidticos e enzimas de inativagao a agentes (Blair et al., 2015). Por outro lado, o
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organismo pode adquirir genes de resisténcia por meio de transferéncia horizontal,
enquanto que a resisténcia adaptativa € quando a bactéria aumenta suas chances de
sobreviver a resposta de um antibiético por meio da producado de biofilmes, por
exemplo (Santos et al., 2022).

As Dbactérias gram-negativas possuem uma membrana externa como
constituinte de sua parede celular, o que confere uma vantagem em relagdo as
bactérias gram-positivas, pois esta membrana atua como uma barreira semipermeavel
a substancias hidrofébicas, como alguns detergentes, antibiéticos e compostos
toxicos (Tamber; Hancock, 2003). Em bactérias gram-negativas, cerca de 50% da
massa da parede celular pode corresponder a proteinas e lipoproteinas de membrana
ancoradas como as porinas, responsaveis pelo transporte de substancias através da
parede celular (Koebnik; Locher; Gelder, 2000). Antibiéticos hidrofébicos de baixo
peso molecular como os B-lactédmicos, tetraciclina, cloranfenicol e fluoroquinolonas
sao transportados de modo inespecifico por diferentes porinas e alteracbes na
expressao e na estrutura destas proteinas e na membrana externa como um todo
influencia na resisténcia intrinseca do microrganismo (Delcour, 2009). As bombas de
efluxo, por sua vez, surgiram evolutivamente como uma forma de proteger as
bactérias de fatores agressores do meio ambiente (Langevin; Dunlop, 2018), tais
como o0s compostos téxicos produzidos por outras bactérias, antibidticos,
antimicrobianos dos hospedeiros além de para excre¢do de metabdlitos (Piddock,
2006). Cada tipo de bomba de efluxo possui sua especificidade e, atualmente, sédo
descritos 6 grandes familias, que por sua vez abrigam varios tipos de proteinas
(Lorusso et al., 2022). Outra estratégia intrinseca das bactérias € a produgao de
enzimas que neutralizam a acao de antibiéticos como no caso das 3 lactamases com
os B lactdmicos (Ambler, 1980). As 3 lactamases podem ser agrupas nos grupos A,
B, C e D de acordo com sua sequéncia de aminoacidos e dois de acordo com sua
atividade catalitica. O grupo das serina-B-lactamases inclui os tipos A, C e D, enquanto
que as metalo-B-lactamases os tipos B (Bertoncheli; Horner, 2008).

As mutagdes sdo eventos no qual ocorre alguma alteragcdo da sequéncia de
bases nitrogenadas do genoma das células. Estas alteragdes sao diversas, podendo
ser delecao, substituicdo, adicdo, trocas de trechos de nucleotideos entre outras
(Nature Education, 2008). Uma mutagcdo pode ser neutra, benéfica ou prejudicial
dependendo de como ela altera o organismo e em casos de mutagdes ndo neutras, o

mais comum sdo dele¢cdes. Quanto maior o numero de pares de bases alterados,
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maior o efeito da mutagédo e maior a chance da mutagao ser deletéria (Loewe, 2008).
Em P. aeruginosa as mutagdes benéficas para a bactéria podem promover alteragdes
na afinidade dos antibioticos a estrutura alvo ou redu¢ao na penetragao da droga de
tratamento, melhoramento os mecanismos de bombas de efluxo, mudangas em vias
metabdlicas de degradagao de antibidticos, entre outros (Munita; Arias, 2016). Em um
estudo realizado por Mandsberg, foi verificado que mutantes de PAO1 com menos
eficiéncia no sistema de reparo oxidativo do DNA apresentaram um aumento de 7,5
vezes na frequéncia de mutacdo em comparacgao a cepa de referéncia sem mutacoes.
Os mutantes tornaram-se mais virulentos uma vez que apresentaram um
aumento na producado de [B-lactamases e super expressdao de bombas de efluxo
MexCD-OprJ, o que resultou em uma maior resisténcia aos antibiéticos de tratamento
(Mandsberg et al., 2009). Mutacdes espontaneas também foram verificadas como
fatores de reducao de expressao e alteragdo de funcédo de porinas (Fernandez;
Hancock, 2012). Isolados clinicos também podem apresentar super expressdo na
producgdo de B-lactamases por conta de mutagdes no gene de beta-lactamases AmpC
condicionando uma maior resisténcia contra cefalosporinas (Berrazeg et al., 2015). O
fendmeno de transferéncia horizontal permite que bactérias compativeis possam
trocar elementos do DNA como plasmideos, ilhas de patogenicidade/resisténcia e
genes de resisténcia pelos fendmenos de conjugacao e transdugao, o que também
potencializa a resisténcia a partir de fatores intrinsecos ou mutacdes obtidas pelas
bactérias (Breidenstein; Nunez; Hancock, 2011).

Por outro lado, a resisténcia adaptativa consiste em alteracées temporarias no
funcionamento da bactéria frente a um estimulo e apds cessado, a célula retorna as
suas condigdes iniciais, tal como é verificado na formacado dos biofiimes (Motta;
Aldana, 2016). As trés principais origens da resisténcia bacteriana sao representadas

pela Figura 3.
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Figura 3 - Fatores de resisténcia em P. aeruginosa.
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2.1.4 Resposta imunolégica contra P. aeruginosa

A resposta imunoldgica contra P. aeruginosa se inicia logo no inicio da infeccao
por meio da interacdo de padrées moleculares associados a patégenos (PAMPs)
expressos nas bactérias com os respectivos receptores das células do sistema
imunolégico (Moser et al., 2021). Em sua superficie celular, a P. aeruginosa possui
LPS e flagelo, constituido por flagelina, que sao alvos reconhecidos, respectivamente
pelos Toll Like Receptors (TLR) 2,4 e 5 expressos em diversas células da imunidade
inata (Lavoie; Wangdi; Kazmierczak, 2011; Moser et al., 2021; Raoust et al., 2009).
Em infec¢des pulmonares bem estabelecidas, o epitélio de revestimento ja inicia o
combate ao patdégeno, uma vez que até atingir o nivel dos pulmdes, as bactérias
devem passar por um epitélio pseudoestratificado que produz uma série de
substancias como citocinas e quimiocinas que recrutam e ativam células de defesa
inata e adaptativa (Gellatly; Hancock, 2013; Holt et al., 2008).

Entre os fagocitos, os macrofagos s&do umas das primeiras linhas de defesa que
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possuem mobilidade e capacidade de fagocitar o patdgeno (Raoust et al., 2009). Além
disso, quando ativadas, estas células fazem a secrecao de citocinas pro-inflamatorias
como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6) (Raoust et al., 2009).
Os neutrdéfilos também sao bastante ativados ao longo da infec¢do, contudo, uma
resposta imune muito intensa pode levar a danos teciduais devido a degranulagao
desencadeada por estas células (Gellatly; Hancock, 2013). As células dendriticas
(DC), por sua vez, sdo um tipo de apresentador de antigeno para outros tipos
celulares, fazendo uma conexao entre imunidades inata e adaptativa, ativando e
regulando as respostas imunes como a ativagao das células T em Th1, Th2 ou Th17
(Moser et al., 2021; Zuber et al., 2008).

Outros receptores celulares como os NOD-Like Receptors (NLRs) que sao
expressos no nucleo e citoplasma (Alhazmi, 2018) foram, recentemente, reconhecidos
como parte essencial da ativagdo da resposta inata e mediacdo da resposta
inflamatoria no hospedeiro (Alhazmi, 2018; Franchi; Planillo; Nufez, 2012). Em
resposta a danos teciduais e toxinas bacterianas, os NLRs podem ser ativados junto
a outras proteinas que formam o inflamossomo induzindo a piropoptose, um tipo de
morte celular programada, a partir da via de sinalizagcao de caspase-1 (Alhazmi, 2018;
Morris et al., 2015). A inteleucina-1B (IL-1B) € um dos produtos secretados na via da
caspase-1 em infecgbes pela P. aeruginosa que contribui com a manutencdo da
resposta inflamatéria e recrutamento de mais neutréfilos. Contudo, a ativagao de IL-
1B e outros componentes do sistema imune n&o sao unicamente dependentes da via
de caspase-1 (Karmakar et al., 2012; Lavoie; Wangdi; Kazmierczak, 2011).

Em casos de sepse, em que o micro-organismo fica circulante no sangue, o
sistema complemento desempenha um importante papel no combate do patégeno
marcando as bactérias para serem fagocitadas ou induzindo-as a um processo de lise
por meio do complexo de ataque a membrana (Alsina et al., 2023). O sistema
complemento é caracterizado por trés vias, a classica, via das lecitinas e via alternativa
todas mediadas por meio da proteina comum C3 (Alsina et al., 2023).

Na infeccdo por P. aeruginosa, diversas proteinas sido ativadas para a
destruicdo do patégeno. A proteina C5 ao ser clivada promove a liberacdo de
fragmentos que induzem a quimiotaxia de neutroéfilos, produgao de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e liberagao de vesiculas lisossomais de fagécitos. Além disso, C5
contribui com o recrutamento de macréfagos nos pulmdes (Alsina et al., 2023; Parrish

et al., 1984). Em um estudo com camundongos deficientes em C3, C4 e fator B,
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Mueller verificou que a ativagao do sistema complemento por meio da via alternativa
€ essencial para a sobrevivéncia dos animais em infec¢gdo por P. aeruginosa por
induzir opsonizagao e fagocitose da bactéria (Mueller; Ortiz; Drouin; Wetsel, 2004).

As citocinas também apresentam grande relevancia no combate da infecgao
bacteriana, Gosselin (1995), verificou que a presenga do Fator de Necrose Tumoral
Alfa (TNF-a) €& essencial para a redugcdo de carga bacteriana nos pulmdes de
camundongos infectados por P. aeruginosa (Gosselin et al., 1995). As Interleucinas
(IL) também sao caracterizadas na infecgdo bacteriana. Em pacientes acometidos
pela FC, a IL-17 esta relacionada com os processos de maturagao e recrutamento dos
neutrofilos a partir da indugdo de fatores de crescimento e quimiocina. A IL-23
demostra um importante papel no recrutamento de neutréfilos e contribuicdo no
controle de IL-17 a partir das células Tyd. (Dubin et al., 2012). Estas linhagens de
células T, por sua vez, sao presentes em mucosas e tecidos epiteliais e reconhecem
antigenos a partir do complexo MHC (Prinz; Santos; Pennington, 2013). A partir de
citocinas e quimiocinas, as células Tyd promovem a ativacado e diferenciacdo de
monacitos, neutrofilos e células dendriticas (Moore et al., 2000). Além disso, as células
Tyd demonstram ser importantes co-estimulantes de células B para a producao de
anticorpos contra o patégeno (Curran; Bolig; Parizi, 2018; Pan et al., 2016). Outras
linhagens de células T sdo essenciais no combate da infecgdo mediando a imunidade
protetiva e integrando as defesas inatas e adaptativas (Sharma; Krause; Worgall,
2011).

Quando a infecgdo se torna cronica, € comum que a P. aeruginosa forme
biofilmes e a matriz extracelular esconda os PAMPs reduzindo seu contato com o
sistema imune. Além disso, essas mesmas estruturas podem ser menos expressas,
como no caso dos flagelos (Moser et al., 2021; Tart; Wolfgang; Wozniak, 2005). As
principais respostas imunes contra os biofilmes sdo os neutréfilos, macréfagos,
células dendriticas, células NK e sistema complemento (Moser et al., 2021). A agao
dos neutréfilos pode induzir um continuo dano tecidual por conta de lesdes
proteoliticas e oxidativas e levar a uma deplegao de O2 em pulmdes infectados pela
bactéria, ocasionando em redug¢ao na funcdo dos pulmdes (Houston et al., 2013;
Starosta et al., 2006). Devido a cronicidade da infecgdo, os individuos apresentam
grandes quantidades de anticorpos contra componentes da matriz dos biofilmes como
os polissacarideos. Contudo, essa estrutura de resisténcia bacteriana é resistente ao

fendmeno de opsonizagao, dificultando a eliminagdo do patégeno (Bruderer et al.,
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1992; Heaiby et al.,, 2001). Uma das problematicas da infec¢do crénica € nos danos
teciduais decorrentes a super- expressao do sistema imune, o que faz com que os
linfocitos Th1 e Th2 atuem constantemente com suas respostas pro e anti-inflamatéria
(Sharma; Krause; Worgall, 2011).

2.1.5 Tratamentos e imunoprofilaxia

Em pacientes com suspeita de infeccdo por P. aeruginosa, principalmente os
acometidos em UTI, deve-se fazer uma obtencdo de cultura para confirmagao do
patdgeno e administracdo de antibidtico adequado (Reynolds; Kollef, 2021). Mais
comumente a infeccdo pode ser tratada com uma associagcdo de B-lactdmicos e
aminoglicosideos. Pode-se recorrer também a classe dos carbapenémicos com
quinolonas em associagcdo com os aminoglicosideos (Loewe, 2008). Contudo, a
resisténcia a antibioticos verificada em cepas da bactéria dificulta o tratamento, o que
leva a busca de novas alternativas terapéuticas (Pang et al., 2019; Reynolds; Kollef,
2021).

Os novos antibidticos que estdo sendo desenvolvidos como o doripenem,
plazomicina e o POL7001 mostram-se mais efetivos no tratamento da P. aeruginosa
e induzem menor resisténcia as bactérias em comparagdo as drogas disponiveis
atualmente, devido a maior eficiéncia no sistema de entrega e maior resisténcia as
enzimas bacterianas (Chatterjee et al., 2016; Pang et al., 2019). O doripenem é um
novo antibiético da classe dos carbapenémicos com grande espectro de atividade em
bactérias gram-positivas e negativas por conta do seu potencial de inibir a sintese de
parede celular. A substancia foi aprovada pela Food and Drug administration (FDA)
no tratamento de infecgdes intra-abdominais de maior complicagao e para infecgdes
no trato urinario (Greer, 2008; Pang et al., 2019; Paterson; Depestel, 2009). A
plazomicina, por outro lado, € um aminoglicosideo sintético derivado da sisomicina
(Aggen et al., 2010). A molécula apresenta grande atividade, in vitro, contra bactérias
gram-negativas e gram-positivas e possui atividade similar a da amicacina em cepas
de P. aeruginosa MDR (Walkty et al., 2014). Além disso, o composto apresentou, in
vitro, atividade sinergista quando combinados com outras classes de antibioticos
como cefepima, doripenem e imipenem (Pankuch et al., 2011). Outro antibidtico
promissor € o POL7001 que pertence a classe dos epitopos de proteinas miméticas

(PEM), que possui a capacidade de inibir o transporte de LPS até a membrana externa
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da bactéria (Srinivas et al., 2010). Em um estudo testando a eficiéncia da molécula in
vitro e em modelos murinos, Cigana (2016), verificou uma eficiéncia inibitéria em
isolados clinicos de pacientes com FC de P. aeruginosa MDR além de que o POL7001
reduziu significativamente os niveis de inflamacgao cronica e aguda em pulmdes de
animais desafiados com a bactéria (Cigana, 2016).

Por outro lado, o uso indevido de antibiéticos € uma preocupacéao por conta de
selegcao de bactérias resistentes aos medicamentos, além de que o desenvolvimento
de novos farmacos é complexo e demanda tempo (Pang et al., 2019; Ventola, 2015).
A fagoterapia consiste no uso de bacteriéfagos/fagos que sao virus que infectam
bactérias e podem causar lise das células hospedadas de acordo com seu ciclo de
vida (Clokie et al., 2011). Os fagos existem em todos os ambientes o qual seu
hospedeiro coexista e os infectam de modo especifico (Kakasis; Panitsa, 2019). As
principais vantagens da fagoterapia incluem a replicagao direta do virus no sitio de
infeccdo com alta especificidade da bactéria alvo sem causar danos na microbiota do
individuo. Além disso, o tratamento € de facil administragdo e pode combater micro-
organismos resistentes a antibidticos (Kakasis; Panitsa, 2019). Além disso, pode-se
usar de engenharia bioldgica para melhorar o uso dos fagos que além de infectarem
as bactérias podem carrear alguma substancia que auxilie no combate dos micro-
organismos (Pang et al., 2019).

Outra abordagem sao as vacinas, no qual o objetivo é prevenir a infecgao antes
que ela se estabeleg¢a no individuo por meio de um estimulo no sistema imunoldgico
que se torna mais capaz de combater o patéogeno. Contudo, atualmente, ndo ha
vacinas para o tratamento de P. aeruginosa (Priebe; Diseases; Goldberg, 2015).
Existem varios componentes capazes de desenvolver uma resposta imunologica em
um hospedeiro infectado por P. aeruginosa e, portanto, sdo alvos vacinais. As
principais estruturas antigénicas séo o LPS e as proteinas de membrana por serem
mais superficiais e de mais facil interagao com o sistema imune. Além disso, existem
varios candidatos vacinais que fazem uso das células totais da bactéria morta ou
atenuada, vesiculas celulares, pili e flagelo (Solanki; Tiwari, 2019). Em pacientes
acometidos por FC os pulmdes possuem uma alteragdo na producdo de muco,
reducao de atividade fagocitica, recrutamento de macrofagos e resposta inflamatdria
desregulada. Estes fatores prejudicam a eficacia de uma vacina, pois para que este
tratamento seja eficaz € necessaria uma agao conjunta com o sistema imunolégico
(Grimwood et al., 2015; Pang et al., 2019).
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As nanoparticulas (NPs), por sua vez, ganham cada vez mais atengéo ja sendo
testadas no tratamento de doengas como o cancer e infecgdes bacterianas. As NPs
podem ser produzidas de diferentes materiais e apresentar diferentes aplicabilidades
de acordo com suas propriedades (Jeevanandam et al., 2018; Salata, 2004). Entre as
propriedades mais importantes para o uso das NPs em infecgcbes bacterianas
destacam-se: alta capacidade de penetracdo nas membranas bacterianas,
capacidade de inibir ou destruir biofilmes, atividade antimicrobiana e de substancias
com agao bactericida (Pang et al., 2019; Wang; Hu; Shao, 2017).

As nanoparticulas metalicas, como as de prata, demonstram bons resultados
na inibicdo de crescimento de P. aeruginosa in vitro devido ao mecanismo de liberagéo
de ions de prata que inibem a agdo de enzimas essenciais para 0 micro-organismo,
como o processo de sintese de DNA (Pang et al., 2019; Wang; Hu; Shao, 2017).
Contudo, a prata também apresenta um certo grau de toxicidade em células de
mamiferos, sendo necessario mais evidéncias e estudos in vivo sobre a aplicabilidade
e seguranga do tratamento (Salomoni et al., 2017). Logo, a maior desvantagem da
aplicabilidade deste tratamento é a toxicidade além de que a consideravel area de
superficie das NPs pode levar a reagdes indesejaveis no organismo e a facilidade de
transporte pode levar a toxicidade sistémica (Elsaesser; Howard, 2012; Gwinn;
Vallyathan, 2006; Yildirimer et al., 2011).

2.2 NANOPARTICULAS

As nanoparticulas sao substancias particuladas com dimensdes 1 até 100 nm
de tamanho que podem ser constituidas por diferentes materiais, apresentando
diferentes propriedades fisicas e quimicas que os mesmos materiais de sua produg¢ao
em escala macroscépica (Hirano, 2009). Em 2008, a organizagao internacional para
padronizagdes (Iso) definiu o conceito de nanoparticulas como uma categoria de
nano-objetos. Seguindo a hierarquia de classificagdo da norma técnica, as NPs sao
objetos no espectro de tamanho de 1 a 100 nm em trés dimensdes, seguindo uma
tendéncia esférica. As nanofibras, por exemplo, comportam-se como um fio
apresentando comprimentos longos com uma dimenséao fugindo do intervalo até 100
nm enquanto que as nanoplacas possuem 2 dimensbes fora do intervalo,
apresentando uma espessura entre 0 a 100 nm (ISO/TS 27687, 2008). Contudo, em
2011, a Unido Europeia propés e adotou uma definicdo mais abrangente, sendo ela:



32

a natural, incidental or manufactured material containing particles, in an
unbound state or as an aggregate or as an agglomerate and where, for 50%
or more of the particles in the number size distribution, one or more external
dimensions is in the size range 1 nm-100 nm (COMMISSION
RECOMMENDATION, 2011)

As NPs podem ser classificadas em diversos aspectos como morfologia,
tamanho, formato, constituintes, propriedades fisico-quimicas entre outros (ljaz et al.,
2020). Ao caracterizar-se as dimensbdes das NPs pode-se recorrer a seguinte
classificagdo baseada nas respectivas categorias: 0-D quando as trés dimensoes
estao no espectro de 0-100 nm; 1-D e 2-D possuem, respectivamente, uma e duas
dimensdes dentro do espectro nanométrico. No caso das nanoparticulas 3-D, o
sistema é composto por uma série de dispersdes de nano-objetos como nanotubos,
dispersbes e matrizes de nanofios que nao estdo no espectro das nanoparticulas
(Joudeh; Linke, 2022).

Na questdo da composicao, existem trés grupos de classificagdo: organicas,
baseadas em carbono e inorganicas. No grupo das inorganicas ha uma série de
formulagdes incluindo os subtipos de NPs metalicas. Quanto as baseadas em carbono
ha uma série de hidrocarbonetos como o grafeno e fulereno (Ealias; Saravanakumar,
2017). No grupo das nanoparticulas organicas, por sua vez, encontram-se moléculas
como ferritina, dendrimeros, micelas e lipossomos. Alguns tipos de nanoparticulas
como as micelas e os lipossomos possuem um interior oco conhecido como
nanocapsula, além de serem sensiveis ao calor e a luz (Venturini, 2019). Na Figura 4,
resume-se algumas caracteristicas e classificagdo das NPs.

Na area médica, as NPs apresentam uma série de aplicagdes focadas no
tratamento de doengas, diagnostico e monitoramento e como veiculo de transporte de
farmacos sem gerar muitos danos e efeitos colaterais aos individuos tratados. (Lin,
2015). Outras vantagens que podem ser exploradas na sintese e aplicagdo das
nanoparticulas € que podem ser biodegradaveis, podem apresentar baixa toxicidade
ao organismo e podem possuir acao adjuvante, sendo de modo geral biocompativeis
e seguras (Su; Kang, 2020). Por estes e outros fatores as NPs sdo exploradas nas
areas da saude como entregadores de farmacos em sitios especificos. Este
mecanismo vem sendo explorado como alternativa na area da oncologia como um
meio de reduzir danos dos tratamentos convencionais (Misra; Acharya; Sahoo, 2010;

Mundekkad; Cho, 2022). As NPs também sao amplamente exploradas na area da
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vacinologia, empregadas como nanovacinas de modo a serem associadas ou
preparadas com algum antigeno responsavel por estimular o sistema imunoldgico,
atuando como adjuvantes (Priyanka et al., 2023). Esta técnica € muito promissora,
podendo ser delineada para o tratamento de tumores e doencgas infecciosas de acordo
com as caracteristicas de cada tipo de NPs utilizadas e no alvo celular. Contudo, o
desenvolvimento de nanovacinas pode ser um processo caro e que demanda muito
tempo de pesquisa envolvido para se alcangcar um produto seguro e eficaz
(Gurunathan et al., 2024; Priyanka et al., 2023).

Figura 4 - Classificagao e exemplificagao de tipos de nanoparticulas.
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A vacinologia € outra area promissora que vem explorando o uso de
nanomateriais. As NPs podem ser utilizadas como vacinas apresentando um efeito

adjuvante ao aumentar a estimulagdo do sistema imunolégico junto a um epitopo
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(Kheirollahpour et al., 2019). Outra aplicabilidade € de se fazer o uso das NPs como
um agente mimético de um virus ao apresentar um material genético encapsulado por
proteinas, podendo ou n&o ser associado a outros epitopos sem induzir
patogenicidade (Mamo; Poland, 2012; Reed; Orr; Fox, 2013).

Contudo, apesar dos avangos na area de biomateriais, as nanoparticulas
podem se demonstrar toxicas (Kumah et al., 2023). As caracteristicas e propriedades
fisico-quimicas como tamanho, area de superficie, carga e estado de agregacao
molecular sédo variaveis relacionadas a toxicidade das NPs (Wu; Tang, 2018). Além
disso, assim como um farmaco ou substancia de abuso ou composto quimico, a
toxicidade depende das variaveis de tempo de exposicdo e via de administracao
(Missaoui; Arnold; Cummings, 2018). A inalagdo n&o intencional de nanoparticulas
pode levar a irritagdes e inflamagdes crénicas de pulmao por desencadeamento de
resposta imune, o que pode levar a danos teciduais e problemas respiratorios a longo
prazo (Inoue; Takano, 2011; Shi et al., 2013). A silicose, por exemplo, € uma doenga
caracterizada pela exposigao prolongada com silica e nanomateriais derivados do
elemento quimico (Silva et al., 2022). Nanoparticulas a base de oxido de cobre podem
ser toxicas para 6rgaos como rins e figado ao serem metabolizadas e se acumularem
nestes tecidos (Chen et al., 2006; Lei et al., 2008). Assim sendo, a toxicidade das NPs
deve ser uma preocupacdo no delineamento de um tratamento ou via de
administracdo. Uma forma de tornar as NPs mais seguras é utilizando biomoléculas
como nanoemulsdes, lipidios, proteinas, polissacarideos, surfactantes entre outras
substancias seguras. Estudos apontam que muitos dos efeitos tdxicos associados
com as NPs sdo provenientes de matrizes solidas e com compostos metalicos

(Mcclements, 2010; Missaoui; Arnold; Cummings, 2021).

2.2.1 Nanoparticulas e resposta imunolégica

Diversos estudos com nanoparticulas sao feitos na area biomédica e um dos
principais focos esta na interacao entre as NPs e o sistema imune. Tal interacéo pode
ser com o proposito de inibir ou estimular a imunidade além de que as NPs podem ser
projetadas para nao ter interagao imunoldgica com o organismo (Zolnik et al., 2010).
Na area da vacinologia, comumente utilizam-se os patdégenos e toxinas inativadas ou
estruturas reativas ao sistema imune. Por outro lado, algumas vacinas fazem uso de

peptideos, proteinas recombinantes entre outras estruturas mais seguras, mas com
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menor potencial imunogénico. Assim sendo, os adjuvantes tornam-se necessarios
como uma forma de otimizar a resposta imune e permitir um melhor sistema de
entrega (O’hagan; Rappuoli, 2004; Peek; Middaugh; Berkland, 2008; Akagi; Baba;
Akashi, 2011). Portanto, é essencial que as NPs, ao serem aplicadas na area médica,
sejam adjuvantes e sistemas de administracao eficientes e seguros para induzir uma
resposta imunoldgica duradoura e eficaz (Akagi; Baba; Akashi, 2011).

Quando as NPs entram na circulagéo sanguinea, rapidamente elas entram em
contato com componentes do sistema imune podendo ser absorvidas por mondcitos,
leucdcitos, células dendriticas e fagocitos residentes em tecidos. Quando
internalizadas, as NPs podem ser processadas por diferentes vias metabdlicas, que
podem ser facilitadas por opsonizagao mediante a ligagao de proteinas do sistema
complemento na superficie das nanoparticulas (Dobrovolskaia et al., 2009;
Dobrovolskaia; Mcneil, 2009). Este processo deve ser levado em conta ao se projetar
um tratamento, pois essa absorcao e processamento pode reduzir significativamente
a quantidade de NPs e dificultar a chegada em um alvo especifico (Dobrovolskaia et
al., 2009).

As propriedades das NPs como tamanho da particula, morfologia, composicao,
carga elétrica superficial, estrutura quimica, hidrofobicidade entre outras véao
determinar como sera a resposta com o sistema imune (Aggarwal et al., 2009; Akagi;
Baba; Akashi, 2011; Zolnik et al., 2010). De acordo com sua constituicdo, as NPs
podem induzir uma resposta inflamatéria ao interagirem com os padrdes de
reconhecimento de receptores (PRR) das células do sistema imune inato (Boraschi et
al.,, 2017). Alguns estudos apontam que NPs de coloides de ouro, dendrimeros,
polimeros, de lipidios entre outros materiais podem iniciar uma imunoestimulagao
mediada pela produgéao de citocinas inflamatérias (Fifis et al., 2004; Zolnik et al., 2010).
Assim sendo, em tratamentos com NPs, deve-se investigar se a nanoparticula induz
alguma antigenicidade pois as células do sistema imune como os linfocitos B podem
produzir anticorpos contra o material. Logo, a neutralizagdo das NPs pode prejudicar
a acao do tratamento. Em alguns casos, a imunogenicidade pode ocorrer em relagcao
ao agente transportado pela NP ou por ambos (Dobrovolskaia; Mcneil, 2009).

Existem quatro mecanismos descritos para absor¢cao de nanoparticulas a partir
das células do sistema imune sendo elas: pinocitose, macropinocitose, fagocitose e
endocitose mediada por clatrina. A pinocitose e macropinocitose envolvem a

internalizacado das NPs pelas células de modo nao especifico junto a fluidos (Liu,
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Yuanchang et al., 2018; Pricop; Andries, 2015). Em um trabalho, Gu (2011) verificou
que macrofagos do tipo RAW 264.7 internalizam NPs de éxido de ferro a partir de
endocitose dependente de clatrina e macropinocitose (Gu et al., 2011). Kuhn, por sua
vez, mostrou que NPs de polyestireno de 600 nm séo engolfadas por macropinocitose
e fagocitose enquanto que as mesmas NPs, mas com 40 nm foram internalizada por
endocitose mediada por clatrina, fagocitose ou macropinocitose por macrofagos
J774.1A (Kuhn et al., 2014). Em nanoparticulas de ouro, Tomic, verificou que as NPs
de 10 nm e 50 nm foram internalizadas por células dendriticas a partir de endocitose
mediada por clatrinas, mas as NPs de menores dimensdes foram mais absorvidas
(Tomi¢ et al., 2014). O tamanho também influencia na produc¢ao de EROs e citocinas
inflamatdrias mediado pelas células do sistema imune, como evidenciado por Oh et al
ao comparar nanoparticulas ocas de silica e titanio de 50um e 125um. Neste caso, as
NPs de menor diametro induziram uma maior produgcao de espécies reativas de
oxigénio e maior indugdo das citocinas inflamatorias IL-1, IL-6 e TNF- a em
macroéfagos alveolares (J774.1) de camundongo, in vitro (Oh et al., 2010).

No caso da hidrofobicidade, alterando as propriedades na superficie das NPs,
muda-se os receptores que fardo o reconhecimento da estrutura, o que leva a uma
interagcéo diferente com o sistema imune (Liu, Yuanchang et al., 2018). Liu verificou
que aumentando-se a hidrofobicidade aumentou a internalizagdo das NPs por DC e
aumentou a expressao de marcadores CD86 (Liu, Yuan et al., 2013). Por outro lado,
as cargas elétricas na superficie das NPs podem interagir com proteinas séricas e do
sistema complemento formando um envoltério que pode mediar uma resposta imune.
Em NPs de ouro catiénicas, a resposta imune de macrofagos foi mediada a partir dos
ligantes nas nanoparticulas que formaram uma camada denominada “proteina coroa”
(Kiehn; Car, 2017; Liu, Yuanchang et al., 2018). Com uma menor adsor¢do de
proteinas sérica em sua superficie, NPs de ouro zwitteridbnicas do tipo corona free
apresentaram uma menor absor¢ao por macrofagos quando comparadas as NPs de
outro catidénicas. Assim sendo, as NPs ficam mais tempo circulantes no sangue, o que
pode aumentar as possibilidades de atividade hemolitica por conta no néao
processamento das NPs (Moyano et al., 2014; Xiao et al., 2012).

De modo geral, quando a superficie das NPs interage com proteinas séricas,
as nanoparticulas sdo marcadas como invasoras para reconhecimento por receptores
especializados como por exemplo os TLRs (Liu, Yuanchang et al., 2018). Moléculas

catibnicas sao internalizadas mais facilmente pelas células, incluindo os fagdcitos
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como macrofagos e DC devido a atragdo por moléculas carregadas negativamente
como os proteoglicanos de superficie celular (Karlsson; Lilja; Bjornsson, 2000; Kwon
et al., 2005). A opsonizagdo também demonstrou ser um importante fenédmeno no
processamento das NPs que quando incubadas em soro plasma, rapidamente sao

opsonizadas pela via alternativa mediada por C3 (Liu, Yuanchang et al., 2018).

2.2.2 Nanoparticulas de albumina sérica bovina

A albumina sérica (SA) é a proteina mais abundante encontrada no plasma
sanguineo dos vertebrados, apresentando uma série de fungdes fisioldégicas no
organismo como auxiliar no transporte de acidos graxos e bilirrubina e contribuir com
a pressao osmotica do sangue (Kajal; Pathania, 2021; Merlot; Kalinowski; Richardson,
2014). A proteina é sintetizada no figado e liberada na corrente sanguinea, podendo
ser encontrada no liquido intersticial e em casos patolégicos pode ser encontrada em
grandes quantidades na urina e em ascite (Moman; Gupta; Varacallo, 2022).
Composta por uma sequéncia de 585 aminoacidos e pesando cerca de 66 kDa, a
Albumina Sérica Humana (HSA) possui 67% de sua estrutura terciaria composta por
a-helices e uma abundancia em residuos carregados como lisina e acido aspartico
(Quinlan; Martin; Evans, 2005).

Diferentemente de outras proteinas mais sensiveis, a HSA demonstrou-se
estavel em faixas de pH entre 4 a 9, temperatura de 60°C por 10 horas e em solventes
organicos (Fasano et al., 2005; Kratz, 2008). Além disso, a proteina vem sendo
explorada como um carreador de substancias pelo fato de ser biodegradavel, atdxica,
facilmente metabolizada, ndo imunogénico, facil de purificar, soluvel em agua e
passivel de ser administrada por injegcdo (Elzoghby; Samy; Elgindy, 2012; Panel;
Model, 2000; Rahimnejad; Jahanshahi; Najafpour, 2006). Por outro lado, a Albumina
Sérica Bovina (BSA) apresenta um peso molecular de 69.323 Da e um ponto
isoelétrico de 4,7 em agua a 25°C, sua estrutura primaria possui 584 aminoacidos que
correspondem a 75,6% de homologia com a HSA (Ketrat; Japrung; Pongprayoon,
2020). Além de diversas propriedades similares com a HSA, a BSA destaca-se por
ser mais barata, possuir mais facil obtencao e purificacdo e ser amplamente aceita
pela industria farmacéutica, inclusive como um carreador de farmacos (Bujacz, 2012;
Elzoghby; Samy; Elgindy, 2012).

Existem diferentes protocolos de preparo das NPs de BSA, sendo que os mais
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comuns sao baseados em: dessolvatacdo ou coacervagao, emulsificacdo e
geleificagdo térmica, sendo que novas técnicas podem ser desenvolvidas e
aprimoradas. (Elzoghby; Samy; Elgindy, 2012). A coacervagcdo € um fenébmeno de
separagao de um sistema em duas fases liquidas em um sistema coloidal. A fase mais
concentrada com o componente coloidal € o coacervado e a outra fase é a solugao de
equilibrio (Rahimnejad; Mokhtarian; Ghasemi, 2009). Nesta etapa a albumina é
dissolvida em solugdo aquosa sob agitagdo magnética em pH variando entre 5 a 9
dependendo da técnica e adiciona-se um agente de dessolvatagédo como o etanol ou
acetona até que o sistema adquira uma cor opalescente e origine as NPs (Elzoghby;
Samy; Elgindy, 2012; Langer et al., 2003). O agente de dessolvatagao tem por objetivo
reduzir as interagdes quimicas da solugdo aquosa com as proteinas, fazendo com que
estas biomoléculas se associem e formem as nanoparticulas (Khramtsov et al., 2021).
Contudo, a fim de se estabilizar as nanoparticulas é necessario a adigao de um agente
de reticulagdo como o glutaraldeido, responsavel por fazer ligagées entre o grupo
aldeido e as fungdes nitrogenadas da proteina, pelo contrario, as proteinas tendem a
se solubilizar novamente em solugao aquosa (Sundar; Kundu, 2010). A concentracao
do glutaraldeido no sistema influencia no nivel de reticulagdo das NPs e,
consequentemente, na propriedade de biodegradacao (Weber et al., 2000).

Apos a estabilizacdo do sistema, procede-se com a etapa de purificagao a fim
de se remover o excesso do agente reticulante e de proteinas nado ligantes. Nesta
etapa, centrifuga-se o sistema, descarta-se o sobrenadante e ressuspende-se as
nanoparticulas em tampao adequado (Merodio et al., 2001). O método de sintese da
NP por coacervagao € representado na Figura 5. A emulsificagdo € um processo no
qual misturam-se dois liquidos imisciveis através de processos especificos de modo
que o sistema se torne, microscopicamente, uma mistura heterogénea (David;
Akhondi., 2023). Com base nesse fendOmeno, é possivel produzir nanoparticulas
misturando vagarosamente BSA diluido em um solvente polar como 6leo em solugéo
aquosa e submetendo o sistema a agitagdo magnética com a agao de calor ou de uma
substancia surfactante. Esse processo promove a agregacdo das proteinas e
formando as NPs que, posteriormente, devem ser separadas do solvente organico, o
que dificulta a técnica e pode ser tdéxico (Jahanshahi; Babaei, 2008; Sundar; Kundu,
2010).

A geleificagao, por sua vez, € uma propriedade no qual uma substancia forma

uma estrutura tridimensional a partir de ligagdes cruzadas de carater fisico e quimico,
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sendo capaz de formar um gel a partir de mudancgas de temperatura e pH, deixando o
sistema com caracteristicas entre um liquido e um sdlido (Kesting, 1985). Quando
aquecidas, as proteinas se desnaturam e perdem sua estrutura, expondo mais sua
superficie e residuos hidrofébicos que podem interagir e formar pontes dissulfeto entre
outras interagdes moleculares (Hu; Yu; Yao, 2007). Apds o resfriamento do sistema,
formam-se ligagdes de hidrogénio entre os atomos presentes nas proteinas e o

composto torna-se mais elastico, formando as NPs (Mine, 1995).

Figura 5 - Sintese de nanoparticulas pelo método de coacervagéo.
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Fonte: Adaptado de Patrascu et al. (2023, p. 3).

2.3 ACIDO POLININOSINICO:POLICITILDILICO (POLI I:C)

O Acido poliinosinico-policitidilico (Poli 1:C) é um analogo de RNA dupla fita
(dsRNA) sintético que tem grande efeito imunoestimulante, importante indutor de
interferons (IFNs) (Field et al., 1967; Li et al., 2012). Essa estrutura de dsRNA é um
tipo de PAMP associado a alguns virus, o que faz com que o Poli I:C seja um bom
agente mimético a virus de RNA dupla fita e apresente uma ag¢ao adjuvante a ser
explorada (Hafner; Corthésy; Merkle, 2013).

Quando em contato com as células do sistema imune, o Poli I:C pode levar a
maturagao de células apresentadoras de antigeno, indugdo de IFNs a e B, citocinas

pré-inflamatérias, tais como as IL-6, IL-12 e TNFa e citocina de sobrevivéncia IL-15
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(Morris et al., 2015). O poli I:C tem afinidade de ligagao por receptores TLR-3 que s&o
expressos em na membrana de linfécitos B, macrofagos e células dendriticas. Os
TLR-3, por sua vez, sdo bem conhecidos por desencadearem respostas inatas contra
diferentes tipos de virus, como influenza, herpes, citomegalovirus entre outros (Li et
al., 2012). Por outro lado, o poli I:C pode interagir com a proteina associada a
diferenciacdo de melanoma (MDA-5), uma proteina citoplasmatica que atua como um
sensor que detecta o analogo de RNA viral quando penetra no citosol (Mccartney et
al., 2009). O gene 1 de inducao do acido retindico (RIG-1) é uma outra classe de
molécula, também citoplasmatica, relacionada na ativagao de IFN- 3 a partir de uma
sinalizagdo mediada por poli I:C (Dauletbaev et al., 2015; Matsumiya; Stafforini, 2010).
Independente da via de sinalizacido ativada, o poli I:C induz a maturagcéo de DCs,
aumentando a capacidade de resposta de células T especificas a algum antigeno
(Kumar et al., 2008).

Apesar das DCs serem as células do sistema imune que expressam TLR-3,
esse receptor também é expresso em menores niveis em células NK, células T e
macrofagos (Ammi et al., 2015; Kabelitz, 2007). Contudo, é possivel alterar-se a
estrutura molecular da poli I:C, a fim de estimular uma determinada via de
reconhecimento como no caso do Ampligen (poli (1:C12U)), uma variagdo da molécula
que modula uma resposta imune unicamente por meio do TLR-3 (Jasani; Navabi;
Adams, 2009). Em um estudo, Navabi, verificou que o Ampligen promove, in vitro,
maturacado da DCs e aumenta a capacidade de ativar células T citotdxicas, aumenta
a diferenciacdo de células T CD4* e resposta Th1 quando comparado com DCs
imaturas (Navabi et al., 2009).

Estudos in vivo mostram um certo nivel de toxicidade de poli I:C em mamiferos
em tratamentos com doses cumulativas e de curto periodo entre uma dose e outra.
Além disso, o poli I:C possui consideravel toxicidade sistémica, o que faz com que em
tratamentos clinicos, seu uso seja voltado para aplicagdes locais (Dacoba et al., 2020).
Além da toxicidade, o uso sistémico da substancia pode induzir efeitos adversos como
reagdes autoimunes (Sobel et al., 1992). Por outro lado, variagdes do poli I:C, como o
poli (1:C12U), também podem ser exploradas na reducédo de citotoxicidade e viabilizar
mais os efeitos adjuvantes da substancia (Martins; Bavari; Salazar, 2015; Robinson et
al., 1976). Desse modo, as aplicagées do poli I:C devem ser bem elaboradas, uma
vez que sozinho e em altas concentragdes, a substancia é toxica e nao induz tanta

imunogenicidade, por outro lado, com um sistema de entrega adequado, pode ser uma
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otima estratégia terapéutica (Colapicchioni et al., 2015).

O uso de poli I:C soluvel é alvo de degradagao pelas ribonucleases presentes
no soro e altas dosagens nessa forma de administragdo pode levar a efeitos colaterais
como febre e anemia (Madrigano, 2008). Assim sendo, o uso de poli I:C como
adjuvante pode ser associado com nano e microparticulas que podem aumentar a
protegao do composto e de outra molécula de interesse de rapidas degradacgdes, além
de melhorar a absorg&o celular e direcionar um melhor alvo do sistema imune (Speth
etal., 2017). O fenbmeno de permeabilidade e retencdo aprimoradas (EPR) € comum
em células tumorais, no qual o tecido afetado possui um aumento de permeabilidade
e reducgao na renovagao do liquido linfatico (Colapicchioni et al., 2015).

Assim sendo, o encapsulamento de poli I:C em NPs torna-se efetivo pois o
principio ativo do tratamento consegue chegar mais facil no local do tumor e fica retido
por mais tempo, além de que o potencial imunogénico das nanoparticulas estimula
uma maior imunogenicidade contra as células tumorais (Selvaraja; Gudipudi, 2019).

Diversas células tumorais expressam receptores TLR-3 funcionais, o que as
tornam alvos para nanoparticulas com poli I:C que, quando ligadas a molécula alvo,
podem levar a reducao da proliferacdo celular e apoptose (Smits et al., 2007). A via
de sinalizacdo de morte celular pode ser induzida a partir de TLR-3, MDA-5 ou RIG-1
dependente ou ndo da acéo de IFN (Paone et al., 2008; Routhier et al., 2010). O efeito
adjuvante do poli I:C também ja é descrito em vacina contra virus. Em um estudo,
Ichinohe, verificou eficiéncia do uso do dsRNA mimético como adjuvante na protecao
contra o virus influenza e protecdo cruzada com outros tipos de virus. O tratamento
com o adjuvante levou a um aumento na produc¢ao de IgA e IgG sérico (Ichinohe et
al., 2005). O efeito estimulante adjuvante do poli I:C também demonstra ser eficiente
em infeccdes causadas por bactérias. Ribes, verificou que o poli I:C promoveu um
aumento da imunidade inata em camundongos imunocompetentes infectados
desafiados com Escherichia coli sugerindo o uso da molécula como potencial
candidato a treinamento da imunidade inata de individuos imunocomprometidos com
alto risco de infecgdes (Ribes et al., 2020). Em paralelo, ha possibilidades na aplicagao
de vacinas de poli |:C para fins comerciais e econdmicos. Em um estudo, Andresen,
verificou um efeito positivo no tratamento de Salmo salar, importante na economia
norueguesa, com formulagdes contendo poli I:C no tratamento de viroses, sendo que
0 agente adjuvante induziu um aumento na resposta imune inata do peixe (Andresen;
Gjgen, 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se a imunizagdo pela via nasal com nanoparticulas de albumina
mimética a patdégeno (NPPI) é capaz de induzir prote¢do contra a infec¢do pulmonar

causada por P. aeruginosa em modelo in vivo murino.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) obter nanoparticulas de albumina sérica bovina miméticas a patoégenos
contendo poli I:C e nanoparticulas vazias;

b) caracterizar fisicamente, quanto a morfologia, carga e tamanho, as
nanoparticulas produzidas;

c) verificar se a imunizagdo, pela via nasal de camundongos C57BI/6, com
antigenos totais de P. aeruginosa na presenga das nanoparticulas contendo ou
nao o poli I:C aumenta a producgéo de anticorpos e confere protecdo contra a
infeccéo por P. aeruginosa;

d) realizar analise histopatoldgica e verificar danos teciduais em pulmdes dos

animais infectados.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS VAZIAS E
NANOPARTICULAS CONTENDO ACIDO POLINOSINICO:POLICITIDILICO
(POLI I:C)

Para a sintese de Nanoparticulas Vazias (NPV), 0,2 g de BSA foi dissolvido em
10 mL de agua estéril deionizada (2% m/v), em sequéncia, a solugao foi filtrada
utilizando filtros de 0,22 ym. A solucéo ficou sob agitagdo magnética por 30 minutos
em temperatura ambiente. Na etapa de solvatagdo, foi adicionado um volume
aproximado de 2 mL de alcool etilico absoluto gota a gota até a formacédo das
nanoparticulas. Apds a formacao das NPs, caracterizadas pela mudanca de cor na
solugdo (de transparente para opalescente) adicionou-se 25 uL de glutaraldeido a
25% e entdo as NPs foram deixadas por 2 horas em agitagdo magnética a temperatura
ambiente a fim de realizar-se uma ligagédo cruzada entre as moléculas de BSA das
nanoparticulas. Para o processo de purificacao, centrifugou-se a solugédo contendo as
NPs por 15 minutos a 8600 for¢ca g por minuto a 25°C. Os sobrenadantes foram
descartados e as nanoparticulas foram ressuspendidas na concentracido de 10
mg/mL. A sintese de NPPI seguiu os mesmos procedimentos com o diferencial de que
na etapa inicial junto a solugao de BSA, adicionou-se 400 pL de solugao aquosa estéril
contendo poli I:C na concentracdo de 5 mg/mL.

As NPs foram caracterizadas quando sua morfologia a partir de microscopio
eletrénico de varredura (JEOL JSM — 6360LV) por meio de servigo terceirizado pelo
centro de microscopia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). A partir da
técnica de dispersao dinamica de Luz (DLS) determinou-se didmetro médio e indice
de polidispersao, sendo verificado os valores de 261,7 nm e 0,29 para NPV e 497 nm
e 0,38 para NPPI. O potencial Zeta de cargas elétricas foi obtido a partir de Laser
Doppler sendo verificado um valor de -32 para NPV e -33,66 para NPPI. Todos estes
parametros foram determinados a partir de um Zetasizer (Malvern Zetasizer Nano SZ,
Reino Unido) presente no Laboratoério de Sistemas de Liberagéo de Farmacos (LSLF)
da UNIFAL-MG.



44

42 CRESCIMENTO DE P. AERUGINOSA E EXTRACAO DE PROTEINAS
TOTAIS

A bactéria P. aeruginosa, isolado PA14 foi cedida pela professora doutora
Regina Baldini do Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo. Essa bactéria
foi cultivada e armazenada a -80 °C até o momento do uso. Para cultivar o
microrganismo, 1 mL de P. aeruginosa congelada em 20% de glicerol, foi inoculado
em 50 mL de caldo LB e incubados em agitador horizontal a 180 rpm a 37 °C por 48
horas. A etapa de extracao iniciou-se com centrifugacdo do meio de cultura com as
bactérias a 2944 g por 15 minutos. Em sequéncia, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi colocado sob agitagcdo magnética por 1 hora em temperatura ambiente
com o tampao de lise (Guanidina 6 M pH 8,0) com 0,5 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF). O lisado foi submetido a uma centrifugagéo por 30 minutos
a 9800 g e o sobrenadante separado para a etapa de dialise. Para a realizagdo da
dialise, foi realizada uma nova centrifugac¢ao por 30 minutos a 9800 g em um tubo com
coluna de dialise Amicon® Ultra-15 com poros de 15 kDa. Ao volume retido na camara
interna apods a centrifugacao, adicionou-se 10 ml de solugao salina tamponada (PBS)
ao tubo e repetiu-se a centrifugacao a fim de se substituir o tampao das proteinas. Ao
término desta etapa, foi feita a adigcdo de 2 ml de PBS contendo 0,5 mM de PMSF, e
o volume de proteinas em micro-tubos e congelou-se o material a-20 °C. A quantidade

de proteinas foi quantificada pelo método do acido bicinconinico (BCA).

43 VERIFICAGAO DE EFEITO CORONA NA SUPERFICIE DAS
NANOPARTICULAS

A fim de se verificar se as proteinas totais de PA14 aderiram a superficie das
nanoparticulas, 1 ml da solugéo contendo as NPs (10 mgq) foi centrifugada a 8600g
por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e as proteinas ressuspendidas em 1
mL de tampao PBS. Em um tubo de 1,5 ml misturou-se 60 uL de NPPI [10 mg/mL] e
20 uL de proteinas totais de P. aeruginosa [3,6 mg/mL]. Como controle misturou-se
em um novo tubo 60 pL de PBS e mais 20 pL de proteinas totais. Em seguida, os
tubos foram levados para incubagao por 5 minutos e entdo centrifugados a 8600g por
15 minutos. O sobrenadante foi coletado para quantificagdo de proteinas por meio do

método do acido bicincrénico (BCA). O procedimento foi realizado em triplicatas
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independentes.

4.4  ENSAIO DE IMUNIZAGAO ANIMAL

A partir da aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA)
da Universidade Federal de Alfenas (protocolo N°: 0034/2021), 31 camundongos
fémeas C57BL/6 com seis a oito semanas de idade foram mantidos com livre acesso
aragao, agua e temperatura adequada. Os animais foram dividos em grupos de forma
aleatdria e imunizados por via nasal nos dias 0, 14 e 30 com 10 uL por narina contendo
100 pg de NPs com Poli I:C mais 50 ug de antigenos de P. aeruginosa (NPPI+Pa;
n=5) ou com 100 ug de NPs vazias mais 50 ug de antigenos de P. aeruginosa
(NPV+Pa; n=3). Os grupos controles foram tratados com solugéo salina tamponada
(PBS; n=6), 100 pg de NPs com Poli I:C (NPPI; n=5), 50 ug de proteinas totais de PA
14 (PBS+Pa; n=5), 100 ug de NPV (NPV; n=4) ou nao passaram por intervengao
(NT/NI; n=3). Durante o periodo de imunizagdo, os animais foram pesados
semanalmente. No 12 ° dia apods a ultima dose do imunizante, retirou-se sangue dos
animais (maximo de 500 pl) a partir da veia submandibular. O material biolégico foi
mantido a 4 °C para coagulagédo do sangue e depois centrifugado a 1100g durante 10
minutos para a separagao do soro. Esse foi coletado e congelado a -20 °C para a
avaliacdo de producdo de anticorpos especificos para as proteinas totais de P.
aeruginosa. Para a imunizagao e retirada do sangue os animais foram anestesiados
com 50 pL da solugéo contendo Cetamina (60 mg/kg) e Xilazina (8 mg/kg) diluidos em
PBS (Agener Unido, Brasil) por meio da via intraperitoneal. O delineamento geral do

experimento esta representado na Figura 6.
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Figura 6 - Delineamento experimental da imunizagéo animal.
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Fonte: O autor (2024).
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4.5 DESAFIO DOS ANIMAIS COM CEPA 14 DE P. AERUGINOSA

Duas semanas apo6s a ultima imunizagdo, os animais foram anestesiados
seguindo o mesmo protocolo a partir de solugao salina PBS contendo Cetamina (60
mg/kg) e Xilazina (8 mg/kg) via intraperitoneal. Em sequéncia, os animais dos grupos
PBS, PBS+Pa, NPPI, NPPI+Pa, PBS e PBS+Pa foram desafiados com uma carga
bacteriana de 10 yL da bactéria em meio LB em cada narina (107 UFC/animal) de uma
cultura de P. aeruginosa crescida por 48 horas (4 x 10° UFC/mL; Densidade dptica a
600nm = 1,253) (Tang; Kays; Prince, 1995; Allewelt et al., 2000; Grassmé et al., 2000;
Cui et al., 2015; Li et al., 2016). Os animais foram pesados e analisados diariamente
em relagcdo a mortalidade em um periodo maximo de 48 horas pos infeccdo, sendo
verificado morte dos animais a partir de 24 horas. Decorrido o tempo, os individuos
remanescentes foram eutanasiados com dose letal de solugéo anestésica contendo
300 mg/Kg de cetamina e 30 mg/Kg de xilazina via intraperitoneal (Favoretto; Di;
Olivato, 2019). Ao término da infec¢do, todos os animais foram processados em fluxo
e tiveram seus pulmoes direitos e macerados em fluxo com pilées estéreis em 500 pL
de PBS para quantificagdo de UFC. Os pulmdes esquerdos foram utilizados para
analise histopatoldgica, sendo conservados em solugao de formaldeido 10% por 48

horas e transferidos, em seguida, para alcool 70% até o devido processamento.

46 ENSAIO DA IMUNOADSORGCAO ENZIMATICA (ELISA) PARA DETECCAO
DE ANTICORPOS IGG ANTI PROTEINAS TOTAIS DE P. AERUGINOSA

Para a realizacdo do ELISA, utilizou-se as amostras de soro individuais dos 31
animais para a busca de anticorpos IgG contra as proteinas de P. aeruginosa.
Inicialmente, sensibilizou-se uma placa de 96 pogos Nunc® 96 Deep Well (Termo
Fischer, USA) adicionando 100 pL por pog¢o de solugdo contendo 20ug/mL das
proteinas totais de P. aeruginosa diluida em tampéao carbonato/bicarbonato (0,1M pH
9,6). A placa foi incubada por 16-24 horas em uma temperatura constante de 4°C. No
dia seguinte, a placa foi lavada trés vezes com solugcéo de PBS contendo 0,05% de
Tween 20 (PBS-T) e em seguida fez o bloqueio da placa adicionando-se 200 uL por
poco de leite em pd desnatado (Molico®, Nestlé) diluido em PBS-T. A placa foi
incubada por mais 2 horas a 37°C. Em sequéncia, a placa foi lavada mais cinco vezes
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com a solucado de PBS-T para completa remoc¢ao do residuo de bloqueio e entéo foi
adicionado 100 pL por poco dos soros dos animais diluidos na proporcéo de 1:50. A
placa foi levada para incubagéo por mais 1 hora a 37°C e entdo lavou-se mais trés
vezes com a solugao de lavagem. Na etapa seguinte foram adicionados 100 uL por
poco de anticorpos anti-lgG de camundongos conjugado com peroxidase
(SigmaAldrich, EUA) diluido em PBS-T em uma concentracdo de 1:5000 e ent&o
incubou-se a placa por mais 1 hora a 37 °C. Apds mais trés lavagens com PBS-T,
adicionou-se 100 pL por po¢o de uma solugao de Tetrametilbenzidina - TMB (Sigma-
Aldrich, EUA) em tampao citrato-fosfato (0,1 M de acido citrico, 0,1 M de fosfato de
sédio, pH 4,5) com 0,08% de H202 e deixou a placa descansando por 15 minutos em
temperatura ambiente e protegido de luz. Em seguida, interrompeu-se a reagao
adicionando 30 pL por pogo de acido sulfurico 2M e a placa foi levada para leitura da
densidade o6tica em leitor de microplacas (Leitor de Elisa AnthosZenyth 200rt) em
comprimento de onda de 450 nm. Para analise da leitura, levou-se em conta o ponto
de corte (cut-off) que foi calculado através da média da densidade 6tica obtida nos
animais do grupo controle (imunizados somente com PBS) somada a duas vezes o
valor do desvio padrao obtido para este grupo. O protocolo foi repetido para busca de
anticorpos anti-IgM e anti-IgA seguindo as mesmas condigdes e adequando-se com

os respectivos anticorpos ha mesma concentracao de 1:5000.

4.7 TITULACAO DE ANTICORPOS IGG ANTI PROTEINAS TOTAIS DE P.
AERUGINOSA

A titulacido de anticorpos IgG para as proteinas totais de P. aeruginosa seguiu
0S mesmos passos para sensibilizagao, bloqueio, incubagao e lavagem do ELISA para
a deteccgao dos anticorpos descritos no item 4.7. Na etapa de adicao das amostras de
soro, foi realizado uma mistura de soros dos animais de cada grupo e em sequéncia,
foram adicionados 200 uL das amostras na primeira linha da placa na diluigao de 1:50.
Nas demais linhas foram adicionados 100 uyL de tampao PBS-T. A fim de aumentar a
diluicdo dos anticorpos nas amostras, sucedeu-se com uma diluicdo seriada
transferindo-se e misturando 100 yL das amostras da primeira linha da placa para as
subsequentes até a ultima, no qual apds a mistura, descartou 100 uL da solugdo. As
etapas seguintes também respeitaram o protocolo de ELISA para identificagédo de IgG.
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4.8 QUANTIFICACAO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA NOS
PULMOES DE ANIMAIS INFECTADOS POR P. AERUGINOSA

Os pulmdes direitos foram coletados, pesados e homogeneizados em PBS
conforme descrito no item 4.6. Apés a homogeneizagao, foram realizadas diluigcbes
seriadas das suspensdes (101 a 10-) e 50 L de cada diluigdo foram plaqueadas em
placas de 6 pogos contendo agar LB. As placas foram incubadas durante 24 horas a

37 °C e ap0os este periodo, realizou-se a determinagédo de UFC/mg de tecido.

4.9 QUANTIFICACAO DE ANTICORPOS IGG EM TECIDOS PULMONARES DE
ANIMAIS INFECTADOS COM P. AERUGINOSA

As amostras de pulmao maceradas conforme descrito no item 4.6 foram
descongeladas e centrifugadas a 1100g por 5 minutos. Os sobrenadantes foram
diluidos 10X em PBS-T e o protocolo de sensibilizacdo e bloqueio da placa de 96
pocos procedeu igual ao descrito no item 4.7. Como controle positivo desse ELISA,
utilizou-se um macerado de pulmdes de animais nao infectados e nao imunizados em

que foi propositalmente adicionado com anticorpos IgG anti-Pseudomonas.

410 HISTOPATOLOGIA

Os pulmdes esquerdos dos camundongos foram extraidos em fluxo laminar e
fixados em temperatura ambiente, utilizando-se uma solugcdo de formaldeido 10%
diluido em PBS. Em sequéncia, os o6rgaos foram desidratados e diafanizados
gradualmente em solugdes crescentes de etanol e xilol e incluidos em parafina
histoldgica. A etapa de secgao dos tecidos foi realizada em micrétomo rotativo no qual
obteve-se cortes sagitais de 5 ym de espessura. Posteriormente, foi realizado o
processo de coloragao do material pela técnica de hematoxilina e eosina (H&E). Os
cortes histolégicos foram examinados em microscopio éptico AxioCam ICc3 (Zeiss,
Alemanha). Cada Iamina histoldgica foi fotografada e analisada, sendo escolhido uma

foto representativa de cada grupo para a montagem de um painel ilustrativo.
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411 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas dos resultados foram realizadas utilizando o software
GraphPadPrism® 8.0. Foi utilizado analise de variancia (ANOVA), seguido de uns pos-
teste de Tukey. A analise estatistica da curva de mortalidade (curva de Kaplan Meier)
foi realizada utilizando o teste de Teste de Log-rank (Mantel-cox). O nivel minimo de

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

A caracterizagcdo das NPs pode ser realizada a partir de diferentes técnicas a
fim de se compreender todos os aspectos morfoldgicos, fisicos e quimicos das NPs.
Tal etapa é essencial para se delinear um sistema de aplicagdo e compreender as
interagdes entre as NPs e os sistemas alvo. Desse modo, a morfologia das NPs, por
sua vez, obtidas a partir de microscopia eletronica de varredura sao representadas
pela Figura 7. Na imagem é 51raticam ver que as NPPI (A, B e C) possuem uma
superficie rugosa e irregular, enquanto que as NPV (D) sdo mais regulares e
apresentam superficie mais lisa. As nanoparticulas possuem tamanhos relativamente
uniformes sem uma variagdo muito discrepante entre as dimensdes. A partir da
técnica de DLS, foi possivel verificar que as NPPI apresentam um didmetro médio de
497 £ 140.4 nm e indice de polidispercéo de 0,38 £ 0,06. Quanto ao potencial de
cargas elétricas, o valor médio obtido foi de -33.66 + 3.93 mV. As nanoparticulas
vazias, por sua vez, apresentaram didmetro médio de 261.7 £ 17.25, indice de
polidispersdo de 0.2864 + 0.080 e potencial elétrico de -32 mV. E possivel verificar
que a maior diferenca entre as formulagdes se deve pelo seu didmetro médio uma vez
que NPPI possui, 51raticamente, o dobro de tamanho da NPV, enquando que as
demais propriedades sao muito proximas. As respectivas informacées sao

organizadas e resumidas no Quadro 1.

Tabela 1- Diametro médio, potencial Zeta e indice de polidispersao das
nanoparticulas (NPs) de albumina sérica bovina (BSA) contendo

acido polinosinico-policiridilico (poli I:C) e NP vazias (NPV).

Tipo de NP Diametro médio Potencial zeta (mV) indice de polidispersao
NPV 261.7 £ 17.25 -32 0.29 + 0.08
NPPI 497 £ 140.4 -33.66 0,38 + 0,06

Fonte: Autor (2024).
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Figura 7 - Caracterizagdo morfoldgica das nanoparticulas de BSA do tipo NPPI

e NPV em microscopia eletronica de varredura.

Fonte: Autor (2024)

Legenda: A imagem contém 4 campos de microscopia eletrénica de varredura das NPs (A, B,
C e D) elaboradas por contratagdo de servigo do Centro de microscopia da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Em A observam-se as nanoparticulas
em um aumento de 50.000x, com um maior campo de visdo; em B mostra-se um
recorte do campo A em aumento de 1000.000x e em C foi aplicado um aumento de
1.000.000x, o que reduziu o campo de visdo, mas trouxe um maior detalhamento da
superficie das NPPIs. Por outro lado, no campo D ¢é possivel verificar a superficie das
NPVs, que estdao em maior quantidade na amostra e em aumento de 4.000x.

O experimento de adesdo das proteinas (Figura 8) mostrou que as proteinas
de P. aeruginosa nao apresentaram nivel significante de adesao na superficie das
NPPIs. O nivel de proteinas presente na média das triplicatas do grupo NPPI+Pa foi
de 0,6833 mg/ml enquanto que em PBS+Pa a concentragao foi de 0,63 mg/ml. Os
valores ndo possuem variagao estatistica entre si indicando que em NPPI+Pa as
proteinas totais de P. aeruginosa adicionadas nao se aderiram as NPs e ficaram

concentradas no sobrenadante.
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Figura 8 - Teste de adesao de proteinas de P. aeruginosa em superficie de

nanoparticulas.
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Fonte: Autor (2024).

Legenda: Os valores obtidos s&o as médias de triplicatas independentes. Nao houve variagao
significativa entre os grupos analisados pois nao houve interagao significativa entre
as proteinas de P. aeruginosa e a superficie das NPs e as médias sao,
estatisticamente, iguais.

ns = nao significativo.

Os ensaios de imunizacéo (Figura 9) demonstraram que ha uma producéo de
anticorpos anti-P. aeruginosa mais significativa nos animais dos grupos PBS+Pa,
NPV+Pa e NPPI+Pa, ou seja, que receberam algum tratamento com associagao das
proteinas das bactérias. Além disso, os animais destes grupos nao apresentaram
variagdes estatisticas entre si ao mesmo tempo que demonstram ser diferentes de
todos os outros grupos controles (PBS PBS, NPV e NPPI). Esses n&o apresentaram
quantidades significativas de anticorpos uma vez que ndo possuem variagoes

significativas em relagdo aos animais nao imunizados.
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Figura 9 - Producao de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa em grupos de animais
tratados com 3 doses de imunizantes via nasal com as diferentes

formulacoes.
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Fonte: Autor (2024).

Legenda: (one-way ANOVA). “a” indica que o grupo em questdo apresenta diferencga estatistica
com os grupos NT/NI (n=3), PBS (n=6), NPV (n=4) e NPPI (n=5), todos com um valor
de p<0,00010s grupos PBS+Pa (n=5), NPV+Pa (n=3) e NPPI+Pa (n=5) sao,
estatisticamente, iguais. Estes 3 grupos apresentaram um valor estatistico de
p<0,0001 em relacéo a todos os demais.

Além da quantificagao de anticorpos IgG no soro dos animais, foi realizada uma
busca por anticorpos IgM e IgA anti-P. aeruginosa e os resultados indicam que esses
nao foram detectados em nenhum dos grupos testados (dados nédo mostrados). Dessa
forma, procede-se, apenas com a titulacdo de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa
(Figura 10). A partir do valor de cut-off (0,74) mensurou-se de o titulo de anticorpos
em cada grupo, que foram os seguintes NPV (1:200), PBS (1:1600), NPPI+Pa
(1:1600), NPPI (1:3200), PBS+Pa (1:6400) e NPV+Pa (=1:6400). Os animais dos
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grupos NPV (1:200), PBS (1:1600) e NPPI+Pa (1:1600) apresentaram titulos mais

baixos de anticorpos 1gG anti-P. aeruginosa.

Figura 10 - Titulacdo dos anticorpos IgG anti P. aeruginosa encontrados em
soros de animais tratados com 3 doses de imunizantes via nasal
com as diferentes formulagdes.

Titulagao de IgG em soro de animais pos tratamento
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- NPPI
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DO (450 nm) /Cut-off

Niveis de titulagao

Fonte: Autor (2024).

Legenda: Os titulos de cada diluicdo correspondem a média de duplicatas do pool de amostras
dos animais de cada grupo. A titulacdo segue uma diluigdo seriada iniciando-se em
1:50 e decrescendo proporcionalmente até 1:6400 seguindo uma razdo. A linha
pontilhada representa a linha de corte do respectivo experimento.

Com o objetivo de verificar se os tratamentos causariam interferéncia no ganho
de peso dos animais ao longo dos dias, foi feita a pesagem dos animais durante os dias
de imunizagao (Figura 11). Ao total foram realizadas 8 pesagens ao longo das 3 doses
de imunizantes, sendo que o dia 0 coincidiu com a 1 dose do tratamento. Ao longo das

pesagens, verificou-se que todos os animais apresentaram tendéncia no ganho de
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peso, mesmo que em diferentes proporgdes. No grupo NPV, o aumento dos pesos foi
menos expressivo adquirindo uma média maxima de 7,65% em relagdo as pesagens
iniciais. Paralelamente, os animais com maior variacado no aumento de pesos foram os
animais do grupo NPV+Pa, com média maxima de 24,20% em relagéo ao inicio das

pesagens. Os demais grupos flutuam entre este intervalo.

Figura 11 - Aumento, em porcentagem, do ganho de pesos dos animais

imunizados e ndo imunizados ao longo dos dias.
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Fonte: Autor (2024).

Legenda: Cada ponto do grafico corresponde a média dos animais presentes em cada grupo
em um periodo de pesagem. Os grupos contam com respectivos numeros de animais:
PBS, n=6; PBS+Pa, n=5; NPV, n=4; NPV+Pa, n=3; NPPI, n=5 e NPPI+Pa, n=5.

A fim de visualizar os efeitos protetivos da imunizagdo, acompanhou-se
diariamente por um intervalo de 48 horas a sobrevivéncia dos animais desafiados com
P. aeruginosa (Figura 12). Nas primeiras 24 horas, foi verificado que a maioria dos
animais, em todos os grupos analisados, morreram ap6s a infecgao. Foi possivel notar

uma baixa taxa de sobrevivéncia em todos os grupos, sendo elas: PBS+Pa (0%), PBS
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(16,6%), NPPI e NPPI+Pa (20%), NPV+Pa (33,3%) e NPV (50)%. Nao houve valores

significativos nas estatisticas de sobrevivéncia dos grupos analisados.

Figura 12 - Curva de sobrevivéncia dos animais desafiados com P. aeruginosa.
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Fonte: Autor (2024).

Legenda: A infecgdo por P. aeruginosa foi realizada pela via nasal (107 UFC/mL) assim como
os tratamentos, seguindo a relagdo dos grupos: somente PBS (n=6), PBS+Pa (n=5),
NPPI (n=5), NPPI+Pa (n=5), NPV (n=4) e NPV+Pa (n=3).

Com o objetivo de mensurar a alteragdo de pesos dos animais pés-infecg¢ao, foi
feito um comparativo, em porcentagem, entre os pesos individuais de cada animal
antes do desafio por P. aeruginosa e no dia da morte/eutanasia do animal (Figura 13).
Como é possivel verificar no grafico, todos os animais de todos os grupos
apresentaram uma reducdo de pesos. Na questdo da distribuicdo dos pesos, os
grupos PBS+Pa e NPPI apresentaram menor dispersao dos dados enquanto que os
demais grupos apresentaram maiores variagdes entre os animais. Contudo, nao

houve diferengas significativas entre os tratamentos.
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Figura 13 - Variagdo em porcentagem nos pesos dos animais desafiados com

P. aeruginosa ao longo de 2 dias.
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Fonte: Autor (2024).

Legenda: Cada ponto do grafico corresponde a um animal no qual comparou-se o peso antes
do desafio e no momento da morte/eutanasia. As médias de perda de peso dos
animais por grupo sédo: PBS+Pa = 4,35%; NPPI = 4,38%; NPPI+Pa = 7,55; PBS =
8,19%; NPV+Pa = 13,45% e NPV = 13,92%.

A quantificacdo de carga bacteriana foi realizada a fim de verificar se o
tratamento influencia na eliminacao das bactérias no pulmao. Apesar de haver alguns
animais com valores de UFC/mg que aumentam a dispersao dos grupos, as médias
de cada tratamento ndo demonstram variagdes significativas entre si. As respectivas
médias, em ordem crescente, de carga bacteriana foram: NPPI+Pa = 1,71 x 106
UFC/mg; PBS+Pa = 2,5 x 108 UFC/mg; NPPI = 3,19 x 108 UFC/mg; NPV = 5,51 x 10’
UFC/mg; NPV+Pa = 2,89 x 10° UFC/mg e PBS = 3,23 x 10° UFC/mg. Os dados séo
apresentados na Figura 14.
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Figura 14 - Unidades Formadoras de Colénia/mg (UFC) em tecido pulmonar de

animais desafiados por P. aeruginosa.

Carga bacteriana em
macerado pulmonar

1012
1010
108 - 28

106 - - % s—

104 ¢

UFC/mg

102- ¢

100

Fonte: Autor (2024).

Legenda: Cada ponto do grafico é correspondente a um animal e devido ao crescimento
exponencial das bactérias, a escala de UFC/mg é representada em ordem
logaritmica.

Os pulmdes dos animais processados também foram utilizados para
quantificacdo de anticorpos IgG, IgM e IgA anti- P. aeruginosa, sendo detectado
apenas IgG (Figura 15). Neste experimento foi verificado que NPV+Pa foi o unico
grupo com uma expressao significativa de anticorpos IgG anti- P. aeruginosa
apresentando uma diferenga estatistica com os demais grupos. Tal como verificado
na Figura 9 e na Figura 10, existe uma tendéncia para que grupos imunizados com as
proteinas de P. aeruginosa pura ou com alguma associagao expressem uma maior
quantidade de anticorpos em relagao aos demais tratamentos. Em todas as variacoes

estatisticas, foi verificado um valor de p <0,0001.
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Figura 15 - Quantificacao de anticorpos IgG em macerado pulmonar de animais

desafiados com P. aeruginosa.
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Fonte: Autor (2024).

Legenda: (one-way ANOVA). (****) p<0,0001.

Cada ponto do grafico corresponde a quantidade de anticorpos 1gG presente no
macerado pulmonar de um animal. Os grupos sdo delineados de acordo com os
demais experimentos: PBS; n=6, PBS+Pa; n=5, NPPI; n=5 e NPPI+Pa; n=5, NPV;
n=4, NPV+Pa; n=3.

Os pulmdes também foram utilizados para anélise histopatoldgica,
representada por meio da Figura 16. As laminas, representadas porA, B, C,D, E,F e
G apresentaram alvéolos mais espessos, presenca de células inflamatdrias, pontos
de hemorragia e vasos congestos. A presencga de edema, por sua vez, foi o elemento

menos verificado em todos os grupos.
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Figura 16 - Analise histopatoldgica dos pulmdbes.
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Fonte: Autor (2024).

Legenda: A figura é dividida pela exibicao dos graficos sendo eles Injuria Pulmonar (1-A) e
Arquitetura Pulmonar (2-B). As laminas representativas dos grupos sdo mostradas
em: NT/NI (2-A), PBS (2-B), NPV (2-C), NPPI (3-D), PBS+Pa (2-E), NPV+Pa (2-F) e
NPPI+Pa (2-G).
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6 DISCUSSAO

As NPs sintetizadas possuem uma morfologia esférica e rugosa, como
demonstrado a partir da anadlise por microscopia de varredura (Figura 5). Essa
morfologia € similar com as morfologias de nanoparticulas de BSA de outros trabalhos
desenvolvidos pelo grupo de pesquisa e por outros estudos (Morais et al., 2018;
Prajapati; Garrido; Somoza, 2021).

Além da morfologia, determinar as dimensdes, cargas elétricas e indices de
polidispersao sao essenciais na caracterizacdo das NPs (Alkie et al., 2019). Em
relagcdo ao diametro, as NPs contendo poli I:C apresentaram uma média de 497 £
140.4 nm, enquanto que as NPV possuem dimensdes consideravelmente menores
em torno de 261.7 £ 17.25. Apesar da discrepancia entre os tamanhos das NPs, as
formulacdes ainda estdo de acordo com os valores obtidos em outros trabalhos do
grupo de pesquisa (Morais et al., 2018).

O didametro das NPs pode apresentar variagdes por conta de fatores como pH,
concentracao de proteinas, a técnica empregada para a sintese entre outros. Em seus
estudos, Paik, a partir do método de solvatagao/coacervacao por etanol, verificou que
ao alterar o pH da solugdo de suspensdo do BSA o tamanho das NPs também é
alterado. Em pH 9, as NPs apresentaram tamanho médio de 100 nm quando o etanol
era adicionado de modo intermitente e que o tamanho variava entre 200-400 nm
quando o etanol era adicionado de modo continuo. Em pH 6, a adicdo intermitente
levou a NPs com 250 nm de diametro e adi¢gdo continua levou a dimensdes de 300
nm (Paik et al., 2013). Srivastana e Prajapati, por sua vez, ao compararem as variaveis
que influenciam nos tamanhos das NPs, trazem um compilado de outros trabalhos
que apontam um espectro de variagao entre 100 a 300 nm (Srivastava; Prajapati,
2020). No caso das formulagdes NPPI e NPV, as alteragdes podem estar relacionadas
a adigdo do Poli I:C na composi¢cao pois toda a metodologia seguiu um mesmo
protocolo.

As dimensdes das NPs implicam em como estes sistemas serao processados
e recebidos como sistemas de entrega pelo sistema imunolégico inato. NPs de
diametro médio em torno deo 20-20 nm possuem dimensdes suficientes para serem
processadas por células dendriticas residentes nos linfonodos a partir do processo de
endocitose por via da clatrina e/ou caveolina. Por outro lado, NPs de dimensdes entre

500-1000 nm podem ser digeridas por células dendriticas migratérias a partir de
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fagocitose e/ou micropinocitose. Independente do processo de processamento das
NPs, uma das grandes dificuldades do delineamento dos sistemas de entrega é
manté-los acumulados nos tecidos por tempo suficiente para indugdo de resposta
imunolégica e nao serem removidos tado rapidamente pelo sistema sanguineo
(Priyanka et al., 2023).

A carga superficial das NPs, por sua vez, é calculada a partir do valor zeta e
para valores de + 30 mV as nanoparticulas demonstram estabilidade e evitam
agregamento entre si (Raj et al., 2015). Assim sendo, com um valor -33.66 mV para
as NPPI e -32 mV para NPV, verifica-se que ambas as formulagdes apresentam um
potencial zeta aceitavel. Quanto ao PDI, este parametro mensura a heterogeneidade
do sistema com base no tamanho das NPs. Segundo a ISO, valores de PDI <0,05 séo
mais comuns em monodispersdes e para valores >0,7 o sistema ja apresenta bastante
heterogeneidade nos tamanhos das NPs (Mudalige et al., 2018). Assim sendo, as
NPPI podem ser caracterizadas com dimensdes homogéneas, uma vez que apresenta
0,38 + 0,06 de PDI e o mesmo € valido para NPV, que possuem valores semelhantes
préximos a 0.29 £ 0.08 de PDI. Portanto, do ponto de vista fisico-quimico (Tabela 1),
as NPs do respectivo trabalho possuem caracteristicas coerentes com os dados
descritos na literatura.

As NPs podem interagir com proteinas presentes no meio em que elas estéo
e, portanto, apresentar as coroas de proteina. Essas sdo camadas proteicas que
revestem a superficie das nanoparticulas. Esta camada extra pode ser explorada na
nanomedicina, uma vez que a coroa de proteina pode ser utilizada para diagndstico
de doencas, aumento da internalizacado celular ou melhorar a biodistribuicdo das
substancias o qual estdo carreando (Mahmoudl et al., 2023). Como o objetivo do
trabalho foi verificar a imunizacdo de animais a partir de diferentes formulagdes de
NPs com ou sem antigenos associados, € necessario avaliar se existe alguma ligagao
das proteinas totais de P. aeruginosa na superficie das NPPI. Ao avaliar-se a adesao
das proteinas totais de P. aeruginosa na superficie das NPs (Figura 4) é possivel ver
que nao houve a formagao de uma coroa de proteinas, uma vez que a quantificacao
indireta das proteinas indica que nao houve ligagao a superficie das nanoparticulas.

Apos as analises gerais das nanoparticulas, foi investigado o potencial de
imunizagao pela via nasal com uma formulagao contendo as NPs produzidas. Existem
deferentes vias de administragdo de uma vacina que levam em conta os aspectos

especificos do patdgeno e o desenvolvimento da doencga. A escolha da via intranasal
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teve como principal fundamento o fato de ser uma abordagem atrativa para doencgas
infeciosas do trato respiratério, podendo induzir respostas imunolégicas de mucosa e
sistémicas (Bouazzaoui; Abdellatif, 2024). A imunizagdo realizada promoveu a
producao de anticorpos séricos IgG nos grupos NPPI+Pa, PBS+Pa e NPV+Pa (Figura
9), porém sem diferencga estatistica entre esses trés grupos. Ao investigar a produgao
de anticorpos IgM e IgA séricos anti-P. aeruginosa o ensaio de ELISA nao revelou
sensibilizagcdo das amostras, revelando uma producao inexpressiva destes tipos de
anticorpos. Ao verificar o efeito protetivo no uso de NPs de BSA em infec¢cédo nasal
por P. aeruginosa, Rodrigues, verificou que camundongos Swiss imunizados via
subcutanea com nanoparticulas contendo proteinas da bactéria apresentaram uma
maior produgédo de subtipos de IgG enquanto que os animais tratados com as NPs
vazias nao apresentaram valores tao elevados (Rodrigues et al., 2013). Em outro
estudo, Morais, também verificou que o uso de nanoparticulas associadas com as
proteinas de P. aeruginosa (ATCC 27853) promoveu uma maior produgao de IgG nas
fémeas Swiss imunizadas subcutaneamente e infectadas com a cepa PA14 em
relacdo aos grupos tratados unicamente com as NPs (Morais et al., 2018).

Existem algumas dificuldades em se formular vacinas contra patégenos que
acometem as mucosas, como a P. aeruginosa, uma vez que pode haver inconsisténcia
na formacdo de uma resposta sistémica eficaz que ative diferentes respostas
integrativas entre os sistemas inato e adaptativo que atuem também na mucosa
infectada (Baker; Mclachlan; Morici, 2020). O uso de vacinagdes intranasais, pode
apresentar algumas vantagens como induzir as respostas sistémica e mucosa além
de que o acesso a cavidade nasal é facil (Birkhoff; Leitz; Marx, 2009). Ao administrar
intraperitonialmente a substancia como um indutor da imunidade inata, Ribes verificou
que somente o uso da substancia foi capaz de reduzir danos associados a infecgao
por Escherichia coli cepa K1 em fémeas C57BL/6 (Ribes et al., 2020).

Em modelos de tratamento para infecgdes virais, o uso adjuvante do poli I:.C é
capaz de induzir niveis mais expressivos de IgG, assim como verificado por Ichinohe.
No referido estudo, o grupo de pesquisa realizou a vacinagao intranasal de fémeas
BALB/c com hemaglutinina associada ao poli I:C e foi capaz de induzir um aumento
da resposta imune nos animais desafiados com o virus da influenza. (ICHINOHE et
al., 2005). A Figura 10 mostra um certo nivel de anticorpos séricos, que foram mais
presentes em animais dos grupos PBS+Pa (1:6400) e NPV+Pa (1:6400) ou seja,

apresentaram titulos de anticorpos maiores que os grupos contendo Poli I:C em sua
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associagao (NPPI+Pa — 1:600 e NPPI — 1:3200). Logo, mesmo com fortes evidéncias
anteriores de que nanoparticulas contendo poli I:C possuam efeito estimulante e
imunogénico, no respectivo trabalho a formulagdo n&o obteve o efeito esperado apos
a imunizacéao pela via nasal.

O quadro de comportamento doentio (sickness behaviour) € uma resposta do
organismo frente a uma infecgdo. Quando os PAMPs ativam uma resposta imune,
citocinas pro-inflamatérias como IL-1qa, IL-13, IL-6 e TNF-a podem ser liberadas e
comunicarem-se com o sistema nervoso, levando a alteragbes comportamentais no
individuo. Entre as possiveis alteragbées no individuo, destacam-se redugao de
motilidade, febre, entre outros aspectos (DANTZER, 2009). Este comportamento pode
ser compreendido como uma estratégia evolutiva a fim de melhorar o combate frente
ainfecgdes, uma vez que o individuo torna-se menos ativo e a febre modula o combate
da infeccao (Kelley; Kent, 2020).

Contudo, uma resposta imune exacerbada pode ser fatal e prejudicar o
combate de uma infecgdo ao ativar compulsivamente diversos mecanismos
autolesivos as células e tecidos condigao também conhecida como tempestade de
citocinas (Fajgenbaum; June, 2020). O poli I:C, por apresentar suas propriedades
miméticas a patdgeno, pode induzir uma resposta inflamatéria e uma resposta
comportamental alterada, como redug¢ao na motilidade e na busca por alimento além
de aspectos fisicos como febre e perda de peso (Zhu et al., 2016). Assim sendo, um
dos aspectos levados em conta para verificar se a imunizagao influencia ou induz um
comportamento doentio, € o acompanhamento do peso desses animais peso dos
individuos (Figura 9). Tal parametro demonstra-se importante uma vez que a
imunizagdo nao pode apresentar maleficios aos individuos tratados. Em um estudo
com poli I:C adjuvante de células CAR-T, Di, também nao verificou relagao entre o
composto e a perda de peso nos animais tratados com o imunogénico tal como n&o
foi verificado efeito toxico da molécula nos camundongos (Di et al., 2019).

Por outro lado, Quinn observou uma reducdo de peso em camundongos
tratados com um mix de adjuvantes contendo poli I:C e complexos
imunoestimulatorios. Neste estudo, o micro-organismo eleito para infecgdo foi o
Listeria monocytogenes e o poli I:C nao foi o Unico adjuvante testado no tratamento.
Mesmo que os camundongos tratados tenham apresentado um pouco de perda de
peso ao longo da imunizagéao, este fator ndo demonstrou ser tdo impactante na saude

dos animais (Quinn et al., 2013). Ao ser administrado com adjuvante via nasal, o poli
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I:C também ndo demonstrou levar a redugdes significativas e prejudiciais aos animais
tratados como evidenciado por Giron ao verificar como o adjuvante poderia melhorar
a resposta imune ativando vias de sinalizagao de células T frente ao virus da influenza
(Girdn et al.,, 2014). De modo geral, estudos com poli I:C como adjuvante vacinal
mostram que o composto ndo leva a perdas significativas de peso dos animais tal
como o uso da albumina, o que também foi verificado em nosso estudo (Figura 11).
Algumas respostas inflamatérias podem ocorrer devido a sensibilizagdo do sistema
imune, mas as respostas sao chegam a induzir comportamento doentio, ainda mais
em baixas concentragdes, que se distanciam dos niveis de toxicidade celular e
sistémica.

Decorrida a imunizagao, desafiou-se os animais com a P. aeruginosa linhagem
PA14, para verificar se a imunizagao foi capaz de induzir efeito protetivo nos animais.
Por meio da curva de mortalidade (Figura 10) é possivel verificar que os grupos
analisados apresentaram uma alta taxa de mortalidade e nas primeiras 24 horas, mais
de 80% do numero de individuos infectados ja havia sucumbido a infecgdo. Ao
desafiar os animais com P. aeruginosa, Morais, realizou um inéculo com a mesma
carga bacteriana, por animal, e obteve taxas de sobrevivéncia maiores (Morais et al.,
2018). No grupo PBS, em ambos os trabalhos, as taxas de mortalidade foram
similares, em ambos os casos apds 24 de experimentagédo, as porcentagens de
mortalidade alcancaram 80%. Contudo, os demais delineamentos de imunizagao
apresentaram melhores taxas de sobrevivéncia, alcangando 50% na melhor situagao.
Apesar das similaridades inclusive no protocolo de infeccao e imunizacdo, a maior
diferenga entre esse trabalho e os anteriores foi na questao da via de imunizagéo pois
Morais, fez uso da via subcutanea, enquanto que para este trabalho a via nasal foi a
escolhida para o tratamento, assim como a infecgao.

Em vacinas intranasais, a mucosa nasal € o primeiro tecido que entra em
contato com os antigenos administrados e este processo induz majoritariamente a
producao de IgA. A secregdo dos anticorpos € facilitada também pela alta
vascularizacdo dos tecidos e isso facilita com que ocorra a integragao do sistema
imune e ativagao de células apresentadoras de antigeno como as DCs e macrofagos.
Este processo visa treinar as demais células e facilitar a resposta de células Be T
além de promover a sinalizagdo de citocinas inflamatdrias (Kehagia;
Papakyriakopoulou; Valsami, 2020). Mesmo com o a prevaléncia de IgA, estudos

mostram que no sitio da imunizacao ha a producgao de IgM e IgG que contribuem com
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a imunidade de mucosa (Holmgren; Czerkinsky, 2005). A realidade é que o efeito
protetivo de uma vacina ndo € algo simples e a eficacia da via de administragao
também é dependente do antigeno, do carreador, do veiculo, adjuvantes escolhidos
para tal finalidade além da prépria biologia do micro-organismo associado a infecgéo
(Su et al., 2016). Assim sendo, acredita-se que a via de administracéo escolhida nao
tenha sido tao satisfatéria, uma vez que que apesar de nao ter sido identificado IgA
no soro, mucosas e pulmao, houve produg¢do de anticorpos IgG séricos e nos pulmdes
contra a bactéria, indicativos de resposta sistémica. Os anticorpos produzidos,
provavelmente, ndo foram protetivos, sendo pouco eficientes para a eliminacéo do
patdégeno.

Como descrito anteriormente, o quadro de comportamento doentio € associado
com alteracbes comportamentais do individuo que podem refletir, inclusive, na busca
por alimentos e agua e perda de peso (Maes et al., 2012). Logo, sob tal perspectiva,
apos a infecgdo, avaliou-se também as alteragdes no peso dos animais (Figura 13)
correlacionando também com a carga bacteriana e os danos evidenciados nos
pulmdes (Figura 14). Analisando-se a perda de pesos dos animais por grupo, nao
foram verificadas diferencas estatisticas, mostrando uma homogeneidade na resposta
dos animais frente ao patdégeno, um indicativo a mais de que talvez os anticorpos
gerados pelos tratamentos ndo tenham sido capazes de neutralizar os micro-
organismos e seus danos. Além disso, os niveis, em UFC, também foram iguais entre
0s grupos, o que releva uma infecgdo também homogénea entre os grupos. Estes
dados sdo coerentes ao evidenciado por Heeckren ao descrever os efeitos da infeccao
por P. aeruginosa em camundongos C57BL/6. No estudo, foi utilizada a cepa M57-15,
um isolado clinico de um paciente com CF. As bactérias foram inoculadas diretamente
no pulmé&o direito a partir de um cateter inserido pela traqueia com os animais
devidamente anestesiados a uma razédo de 6,5 x 10* UFC por animal. Apesar do
in6culo de bactérias ter sido a uma razao de cerca de 1000 vezes menor em relacéo
a infecgao intra-nasal, Heeckren inseriu as bactérias diretamente nos pulmdes,
enquanto que no experimento deste respectivo documento, o inéculo dependeu da
aspiracdo dos animais, o que faz com que as bactérias nao atingissem
obrigatoriamente os pulmdes de imediato. Em ambos os casos, os animais infectados
pelas bactérias apresentaram perda de peso, sendo que Heenckeren verificou um
intervalo entre cerca de 5% a um valor maximo de 13,7 + 1,3%. Em contraponto, nos

dados obtidos neste trabalho, os animais infectados apresentaram uma perda minima
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de 3,3% com perda maxima de 16,9 + 1,8% (Heeckeren et al., 2000). De modo geral,
outros trabalhos também apontam para perdas de peso em animais desafiados com
P. aeruginosa.

A proliferacao bacteriana nos pulmdes junto as perdas de peso e mortalidade
também sdo um indicativo que os animais ndao desenvolveram uma resposta
imunoldgica local tao eficaz ao ponto de conter a infecgdo. A Figura 15 mostra que a
producdo de IgG no tecido pulmonar foi ndo significativa em todos os grupos, com
excegao de NPV+Pa, um grupo cuja imunizagao esta relacionada as proteinas totais
de P. aeruginosa. Contudo, as analises histopatolégicas (Figura 16) revelam que
nenhum dos tratamentos foi capaz de induzir uma resposta satisfatéria na contencao
da infeccéo e dos danos teciduais. Esses dados sao um indicativo de que mesmo que
o tratamento tenha levado a producao de anticorpos, estes ndo foram eficientes em
neutralizar as bactérias. Devido a destruicdo dos alvéolos, as trocas gasosas nos
pulmdes sao prejudicadas podendo levar a insuficiéncia respiratéria, que também é
um agravante na morte dos animais. Em suas analises histopatoldgicas, Rodrigues
obteve melhores efeitos protetivos nos pulmdes, uma vez que seu tratamento com
NPs levou a uma maior preservacdo do tecido. Os animais tratados com
nanoparticulas associadas com proteinas de P. aeruginosa se sobressairam
apresentaram uma pontuagdo de dano tecidual baixa, proxima de 0. (Rodrigues et
al.,, 2013). Em seus tratamentos, por sua vez, Morais verificou um maior grau de
preservagao tecidual nos animais imunizados com NPs vazias e NPPa (Morais et al.,
2018). Apesar das similaridades nos tratamentos e modelo com estes trabalhos, os
resultados obtidos pela administracdo da via nasal dos imunogénicos levou a um
quadro diferente, sem efeito protetivo.

Portanto, as vacinagdes apresentarem a producao de niveis de IgG séricos e
pulmonares, em menor quantidade, sem prejudicar o ganho de peso dos animais.
Apos o desafio com a P. aeruginosa os camundongos apresentaram alta mortalidade,
acentuada perda de peso e grande destruicdo do epitélio pulmonar, o que indica que
os anticorpos produzidos ndo apresentaram efeito protetivo contra o patégeno. Além
disso, a inexpressividade de anticorpos IgA anti-P. aeruginosa, revela que a vacinagao
nao foi capaz de induzir uma imunidade de mucosa como era esperado por meio da
via de administragcdo. Os delineamentos vacinais por via de administracao intra
peritoneal, por sua vez, ja foram mostrados como mais eficientes na indugéo de efeitos

protetivos contra a infec¢do pelo patdogeno, sendo o comparativo deste trabalho.
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7  CONCLUSAO

O tratamento delineado com uso nanoparticulas de BSA com ou sem
associagao do acido polininosinico:policitidilico (poli I:C) ndo apresentou um resultado
satisfatorio na indugdo de resposta imunolégica dos animais desafiados com P.
aeruginosa. A sintese das NPs que interagem com as proteinas de P. aeruginosa,
formando uma camada proteica ndo ocorreu como o esperado. Apesar dos diferentes
tratamentos nao induzirem alteragdes comportamentais, perda de peso dos animais
tratados e promoverem o estimulo na producédo de IgG sérico e minimamente nos
pulmdes, os anticorpos ndo demonstraram uma acéao eficaz no controle da infeccao.
Com base em outros resultados do grupo de pesquisa e em outros dados da literatura,
acredita-se que a via de administragao escolhida ndo tenha sido a mais efetiva para a

inducédo de uma resposta imune protetora contra P. aeruginosa.
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