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Resumo
Introdução: Pseudomonas aeruginosa é uma das principais bactérias associadas a infecções nosocomiais e à resistência aos antimicrobianos. 
Diante disso, novas abordagens, além do uso de antibióticos, vêm sendo desenvolvidas para o combate a esse patógeno. A nanotecnologia 
tem se expandido substancialmente nos últimos anos em termos de pesquisa e aplicações. As nanopartículas podem ser utilizadas como 
sistemas de liberação de fármacos e para aumentar a imunogenicidade e a estabilidade de determinados antígenos. Nanopartículas de 
albumina sérica bovina que contêm o Poli (I:C) (NPPI) apresentam atividade adjuvante e são candidatas à utilização na composição de 
várias vacinas. Objetivo: avaliar se nanopartículas de albumina sérica bovina com ácido polininosínico policitidílico, associadas a proteínas 
totais de P. aeruginosa, são capazes de proteger camundongos imunizados por via intranasal. Metodologia: As NPs foram sintetizadas 
pelo método de coacervação e analisadas quanto a tamanho, morfologia, potencial zeta e índice de polidispersão. Camundongos C57BL/6 
foram imunizados pela via intranasal com as proteínas totais de P. aeruginosa, na presença das NPPI, em protocolo de dose-reforço. Os 
animais imunizados foram desafiados com a cepa virulenta P. aeruginosa PA14 e foram encaminhados para determinação da perda de 
peso, taxa de mortalidade e alterações pulmonares. Resultados: as NPPI apresentaram morfologia, índice de polidispersão e potencial zeta 
semelhantes às nanopartículas vazias produzidas apenas com albumina (NPV). As imunizações não induziram perda de peso nos animais e 
estimularam a produção de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa séricos. Os animais imunizados com a formulação vacinal (NPPI e antígenos 
totais de P. aeruginosa) apresentaram perda de peso, taxa de mortalidade e carga bacteriana semelhantes às dos grupos de controle 
após a infecção P. aeruginosa. Conclusão: a via de imunização intranasal com a formulação vacinal não promoveu efeito protetivo contra 
a infecção por P. aeruginosa, sendo necessários estudos que possam melhorar a imunogenicidade desse adjuvante pela via intranasal.
Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa; nanotecnologia; albumina sérica bovina; imunoadjuvantes.

Abstract
Introduction: Pseudomonas aeruginosa is among the primary bacteria associated with nosocomial infections and antimicrobial resistance. 
Considering this, new approaches beyond the use of antibiotics are being developed to combat this pathogen. Nanotechnology has expanded 
substantially in recent years in terms of research and applications. Nanoparticles can be used as drug delivery systems and to improve 
the immunogenicity and stability of specific antigens. Bovine serum albumin nanoparticles loaded with Poly (I:C) (NPPI) exhibit adjuvant 
properties and are promising candidates for inclusion in the formulation of various vaccines. Objective: to evaluate whether bovine serum 
albumin nanoparticles containing polyinosinic polycytidylic acid, associated with total proteins of P. aeruginosa, are capable of protecting mice 
immunized via the intranasal Route. Methodology: the nanoparticles (NPs) were synthesized by the coacervation method and analyzed for 
size, morphology, zeta potential, and polydispersity index. C57BL/6 mice were immunized intranasally with total P. aeruginosa proteins in the 
presence of NPPI using a prime-boost protocol. Immunized animals were challenged with the virulent P. aeruginosa PA14 strain, and weight 
loss, mortality rate, and lung alterations were assessed. Results: The NPPI exhibited morphology, polydispersity index, and zeta potential 
similar to empty nanoparticles produced only albumin (NPV). The immunizations did not induce weight loss in the animals and stimulated 
the production of serum anti-P. aeruginosa IgG antibodies. Animals immunized with the vaccine formulation (NPPI and total P. aeruginosa 
antigens) showed weight loss, mortality rate, and bacterial load similar to the control groups after P. aeruginosa infection. Conclusion: 

Intranasal immunization route with the vaccine formulation did not 
provide protective effect against P. aeruginosa infection, indicating 
the need for studies to improve the immunogenicity of this adjuvant 
via the intranasal route.
Keywords: Pseudomonas aeruginosa. Nanotechnology. Bovine 
serum albumin. Immunoadjuvant.
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INTRODUÇÃO
A Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria per-

tencente à família Pseudomonadaceae, gram-negativa 
ubíqua, podendo ser isolada de diversas amostras 
ambientais (exemplos: solo e água) e de pacientes 
hospitalizados, além de superfícies inertes, como cate-
teres e equipamentos médicos1,2. Esse microrganismo é 
amplamente reconhecido por se tratar de uma bactéria 
oportunista, capaz de causar infecções hospitalares em 
seres humanos, principalmente em indivíduos imuno-
comprometidos e (ou) portadores de doenças crônicas 
como a fibrose cística (FC)1-4. Essa espécie possui grande 
relevância clínica, devido à possibilidade de expressar 
fatores de virulência, tais como a produção de toxinas, 
sistemas de secreção de toxinas e produção de pig-
mentos como a piocianina e a pioverdina. Além disso, 
as células bacterianas podem trocar material genético, 
principalmente através de plasmídeos, que codificam 
genes responsáveis por gerar fenótipos de resistência 
aos antibióticos. Essa bactéria também possui uma 
ampla capacidade de produzir biofilmes, aumentando 
ainda mais sua capacidade de resistência aos inúmeros 
fatores de estresse celular, como, por exemplo, os 
antibióticos1-5.

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), há 
necessidade urgente de desenvolver novas tecnologias e 
tratamentos contra patógenos de importância mundial, 
tal como a P. aeruginosa. Em 2017, a bactéria foi classi-
ficada como de prioridade crítica na lista de patógenos 
prioritários da OMS. Porém em 2024, a P. aeruginosa 
foi reclassificada para a categoria de prioridade alta6,7. 
Apesar da reclassificação, o patógeno permanece com 
altos índices de morbidade e mortalidade, podendo 
causar infecções em múltiplos órgãos, tais como em 
rins, bexiga, pele e pulmões, sendo essas últimas as 
mais graves e recorrentes3-5.

Entre as diferentes estratégias que vêm sendo 
adotadas no tratamento de P. aeruginosa, destaca-se 
o desenvolvimento de vacinas. O objetivo dessa abor-
dagem é sensibilizar o sistema imunológico para que 
reconheça e elimine eficazmente o patógeno. Esse 
procedimento exige a seleção de antígenos e epítopos 
da bactéria, como, por exemplo, o LPS e outras pro-
teínas de membrana3,5,8. Atualmente, não há vacinas 
licenciadas contra P. aeruginosa, principalmente devido 
a sua elevada plasticidade genômica, o que permite o 
surgimento de cepas resistentes. No entanto, estudos 
recentes têm apontado formulações promissoras, com 
potencial para avançar em fases clínicas5,8.

As nanopartículas (NPs) são tecnologias promis-
soras, pois podem atuar como um sistema de entrega 
ou podem ser associadas com as formulações vacinais, 
a fim de favorecer o reconhecimento de um epítopo-
-alvo pelas células do sistema imune e, dessa forma, 
otimizar a produção de uma resposta imune robusta 
ao patógeno5,9,10. Nesse contexto, nanopartículas de 

albumina sérica bovina (BSA) com antígenos totais de 
P. aeruginosa têm demonstrado potencial vacinal em 
modelos pré-clínicos. Rodrigues et al.11 (2013) e Morais 
et al.12 (2018) relataram um aumento de anticorpos IgG 
protetivos contra o patógeno a partir da associação de 
proteínas de P. aeruginosa em formulações de NPs de 
BSA. Adicionalmente, foi descrito um novo adjuvante 
nanoparticulado, formado por NPs de BSA, que con-
tém, em sua matriz, o ácido poliinosínico-policitidílico 
(poli I:C), um adjuvante análogo de RNA viral. Essas 
NPs, ao serem adicionadas a uma formulação vacinal 
composta pelo domínio III da proteína do envelope 
do Orthoflavivirus zikaense (ZIKV), foram capazes de 
induzir uma resposta de anticorpos neutralizantes. 
Através de transferência passiva desses anticorpos para 
camundongos C57Bl/6 neonatos, infectados pelo ZIKV, 
foi possível demonstrar que esses anticorpos fornecem 
proteção, mitigando a perda de peso e sinais clínicos 
ou neurológicos induzidos pela infecção, bem como 
aumentam significativamente a taxa de sobrevida dos 
animais infectados13.

Até o momento, há evidências da aplicabilidade 
no uso de NPs de BSA e de Poli I:C na elaboração de 
sistemas vacinais, mas não há relatos, na literatura, a 
respeito do uso de nanopartículas de BSA carregadas 
com Poli I:C em plataformas vacinais para P. aerugi-
nosa. Diante disso, este estudo se propõe a avaliar a 
aplicação desse novo adjuvante nanoparticulado em 
uma formulação vacinal com proteínas totais de P. ae-
ruginosa, administrada pela via intranasal, em modelo 
pré-clínico de infecção.

METODOLOGIA

Síntese e caracterização das NPs
As NPs compostas apenas de BSA (NPV) foram 

sintetizadas, seguindo-se o método de coacervação14. 
Elas foram sintetizadas a partir de uma solução de 2% 
(massa/volume) de BSA dissolvido em água destilada. 
A solução foi filtrada por filtro de 0,22 µm, e 2 ml dela 
foi levada para agitação magnética em temperatura 
ambiente, por um período de 30 minutos. Na etapa de 
solvatação, foi adicionado um volume de 2 mL de álcool 
etílico absoluto, gota a gota, até ocorrer a formação de 
uma suspensão opalescente. Em sequência, foi adiciona-
do, ao sistema, 25 µL de glutaraldeído a 25%, e a solução 
ficou sob agitação magnética por mais duas horas. Para 
o processo de purificação, centrifugou-se a solução com 
as nanopartículas por 15 minutos a 8600 g, a 25 ºC. O 
sobrenadante foi descartado e os sedimentos com as 
NPs foram ressuspendidos em PBS, a uma concentração 
de 10 mg/mL. Para a síntese das nanopartículas de BSA 
com o poli I:C (NPPI) em sua composição, seguiu-se o 
mesmo protocolo, com o diferencial de que, na etapa 
inicial, junto à solução de BSA foram adicionados 200 
µL de solução aquosa estéril com poli I:C (Sigma Aldri-
ch), na concentração de 5 mg/mL. A caracterização da 
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morfologia das NPs foi realizada a partir de microscópio 
eletrônico de varredura (JEOL JSM – 6360LV) pelo centro 
de microscopia da Universidade Federal de Minas Gerais 
(UFMG). O tamanho, a carga e o índice de polidispersão 
(PDI) foram determinados por meio da técnica de disper-
são dinâmica de luz (DLS), utilizando-se o equipamento 
Zetasizer (Malvern Zetasizer Nano SZ, Reino Unido).

Obtenção das proteínas totais de P. aeruginosa
Para o crescimento bacteriano da P. aeruginosa, 

isolado PA14, 1mL da cultura congelada a -80 ºC do 
microrganismo foi inoculado em 50 mL de caldo Luria 
Bertani, e a cultura ficou em agitação a 180 rotações por 
minuto, por 48 horas, a 37oC. Em seguida, a cultura foi 
centrifugada a 3000 g por 15 minutos. O sobrenadante 
foi descartado, o sedimento ressuspendido em tampão 
de lise (Guanidina 6 M pH 8,0; 0,5 mM de fluoreto de 
fenilmetilsulfonil, PMSF) e deixado em agitação magné-
tica por 1 hora, à temperatura ambiente. O lisado foi 
centrifugado por 30 minutos a 9800 g e o sobrenadante 
coletado para a etapa de diálise e concentração em so-
lução salina tamponada (PBS), utilizando-se coluna de 
diálise Amicon® Ultra-15 (Milipore), conforme recomen-
dação do fabricante. A quantidade de proteínas totais 
de P. aeruginosa (PTPa) foi determinada pelo método 
do ácido bicinconínico (BCA)15.

Ensaios de imunização animal
Camundongos C57BL – 6 fêmeas com 6 a 8 semanas 

de idade – foram mantidos com acesso livre a água e 
ração, em condições ambientais controladas. A imuniza-
ção foi realizada por via intranasal, em três doses (dias 
0, 14 e 30), sendo que cada dose consistia em 10 µL da 
formulação vacinal. Ao total foram estabelecidos sete 
grupos experimentais cujas formulações vacinais estão 
descritas a seguir. O grupo NPPI+Pa (n=5) foi constituído 
por animais imunizados com 100 µg de NPPI e 50 µg de 
PTPa. No grupo NPPI (n=5), os animais foram imunizados 
apenas com 100 µg de NPs vazias. O NPV+Pa (n=3) foi 
constituído de animais imunizados com 100 µg de NPs 
vazias e 50 µg de PTPa. Animais imunizados com 100 µg 
de NPV formaram o grupo NPV (n=4). Como controle 
positivo, animais foram imunizados com 50 µg de PTPa 
(grupo PBS+Pa = n=5), e como controle negativo, alguns 
animais foram imunizados apenas com solução salina 
tamponada estéril (grupo PBS - n=6). Animais não imu-
nizados e não infectados constituíram o grupo NT/NI (n 
= 3). Os animais foram pesados semanalmente até o fim 
do processo de imunização. Duas semanas após a última 
dose de imunização dos animais, o sangue foi coletado a 
partir da veia submandibular, e o soro foi separado para a 
avaliação de produção de anticorpos anti-P. aeruginosa. 
Todos os procedimentos envolvendo os animais só foram 
realizados mediante a aprovação do Comitê de Ética em 
Experimentação Animal (CEUA) da Universidade Federal 
de Alfenas (protocolo Nº: 0034/2021).

Desafio dos animais com a cepa PA14 de P. 
aeruginosa

Duas semanas após a imunização, os animais foram 
anestesiados, conforme foi descrito anteriormente16, e 
desafiados com 10 µL por narina de P. aeruginosa (4 × 
10⁹ UFC/mL)17,18. A avaliação clínica incluiu mortalidade, 
sinais clínicos e variação de peso por até 48 horas após a 
infecção. Os animais sobreviventes foram eutanasiados 
com dose letal de anestésico (300 mg/kg cetamina + 
30 mg/kg xilazina)16. Os pulmões direitos dos animais 
foram coletados e macerados em 500 µL de PBS para 
quantificação de unidades formadoras de colônias por 
grama de tecido (UFC/g). Os pulmões esquerdos foram 
fixados em formaldeído 10% em solução salina (NaCl 
0,9%), para posterior análise histopatológica por he-
matoxilina e eosina.

Ensaio de imunoadsorção enzimática (ELISA) para 
detecção de anticorpos anti proteínas totais de P. 
aeruginosa

A detecção de anticorpos IgG, IgM e IgA foi rea-
lizada por ELISA. Placas de 96 poços (Nunc®) foram 
sensibilizadas com 100 µL/poço de solução com 20 µg/
mL de proteínas totais de P. aeruginosa em tampão 
carbonato/bicarbonato (0,1 M, pH 9,6), e incubadas 
por 16 a 24 horas a 4 ºC. Após lavagem com PBS-T (PBS 
+ 0,05% Tween 20), os poços foram bloqueados com 
leite desnatado em PBS-T e incubados por 2 horas, a 
37 ºC. Em sequência, a placa foi lavada três vezes com 
PBS-T para completa remoção do resíduo de bloqueio, 
e então foram adicionados 100 μL por poço dos soros 
dos animais diluídos na proporção de 1:50. A placa foi 
incubada por mais 1 hora, a 37 ºC, e lavada com PBS-T. 
Em seguida, foram adicionados 100 µL por poço de 
anticorpos anti-IgG de camundongos, conjugados com 
peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA) diluído em PBS-T, em 
uma concentração de 1:5000, e, então, incubou-se a 
placa por mais 1 hora, a 37 ºC. A placa foi lavada em 
seguida, e, então, foram adicionados 100 µL por poço 
de uma solução de Tetrametilbenzidina, TMB (Sigma-
-Aldrich, EUA), em tampão citrato-fosfato (ácido cítrico 
[0,1M] e fosfato de sódio [0,1M], pH 4,5) com 0,08% de 
peróxido de hidrogênio. A reação foi incubada por 15 
minutos em temperatura ambiente e protegida da luz. A 
reação foi interrompida com a adição de 30 μL por poço 
de ácido sulfúrico 2M, e a placa foi levada para leitura 
da densidade ótica em leitor de microplacas (Leitor de 
Elisa Anthos Zenyth 200rt) em comprimento de onda 
de 450 nm. O ponto de corte foi definido pela média 
das absorbâncias do grupo de controle (PBS), somada 
a duas vezes o desvio padrão. O protocolo foi repetido 
para quantificação de anticorpos anti-IgM e anti-IgA, 
mantendo-se as mesmas condições e adequando-se 
com os respectivos anticorpos secundários (anti-IgM e 
anti-IgA) na concentração de 1:5000.
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Quantificação de unidades formadoras de colônias 
(UFC) em tecido pulmonar de animais desafiados com 
P. aeruginosa

Os pulmões direitos macerados foram diluídos em 
série (10⁻¹ a 10⁻⁸) em PBS. Alíquotas de 50 µL de cada 
diluição foram plaqueadas em ágar LB (placas de 6 poços) 
e incubadas a 37 ºC por 24 horas. A contagem de colônias 
foi expressa como UFC/mg de tecido.

Quantificação de anticorpos em tecido pulmonar de 
animais infectados com P. aeruginosa

As amostras de pulmões direitos foram desconge-
ladas e centrifugadas a 1100g por 5 minutos, e, então, 
os sobrenadantes foram diluídos 1:10 em PBS-T para 
detecção de anticorpos IgG, IgM e IgA por ELISA, con-
forme metodologia estabelecida para quantificação de 
anticorpos no soro.

Análise histopatológica
Os pulmões esquerdos foram fixados em formaldeído 

10% em PBS, desidratados em etanol, diafanizados em 
xilol e incluídos em parafina. Foram obtidos cortes sagitais 
de 5 µm em micrótomo rotativo, corados por hemato-
xilina e eosina (HE)19. As lâminas foram analisadas em 
microscópio óptico (AxioCam ICc3, Zeiss, Alemanha), com 
avaliação duplo-cega (aumento de 20×), considerando-se 
inflamação, hemorragia, congestão vascular e edema.

Analises estatísticas
As análises estatísticas dos resultados foram rea-

lizadas utilizando-se o software GraphPad Prism® 8.0. 

Foi utilizada a análise de variância (ANOVA), seguida 
de pós-teste de Tukey. A análise estatística da curva de 
mortalidade (curva de Kaplan Meier) foi realizada utili-
zando-se o teste de Teste de Log-rank (Mantel-cox). O 
nível mínimo de significância aceito foi de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

Caracterização das nanopartículas
Apesar da pequena diferença entre os protocolos 

de síntese das nanopartículas vazias (NPV) e das que 
continham poli I:C (NPPI), observou-se variação nos 
parâmetros físico-químicos entre ambas as formulações 
(Tabela 1). Pela técnica de dispersão dinâmica de luz (DLS), 
verificou-se que as NPPI apresentaram diâmetro médio 
de 497 ± 140,4 nm e índice de polidispersão (PDI) de 0,38 
± 0,06. O potencial zeta médio foi de -33,66 ± 3,93 mV. 
Por sua vez, as NPV apresentaram diâmetro médio de 
261,7 ± 17,25 nm, PDI de 0,29 ± 0,08 e potencial zeta de 
-32 mV. A análise morfológica por microscopia eletrônica 
de varredura (Figura 1) revelou que as NPPI possuem su-
perfície mais rugosa e formato menos regular, enquanto 
as NPV apresentaram maior esfericidade e superfície lisa.

Tabela 1 – Aspectos físico-químicos caracterizados das 
formulações NPV e NPPI

Tipo de NP Diâmetro 
médio (nm)

Potencial zeta 
(mV)

Índice de 
polidispersão

NPV 261,7 ± 17,25 -32 0,29 ± 0,08

NPPI 497 ± 140,4 -33,66 ± 3,93 0,38 ± 0,06

Fonte: os autores, 2024.

Figura 1 – Microscopia eletrônica de varredura das nanopartículas produzidas. Nos quadros, são comparadas as morfologias de 
cada formulação de nanopartícula utilizada a partir de fotomicrografia eletrônica. As imagens são referidas como: nanopartículas 
vazias (NPV), as quais apresentam superfície lisa e regular; nanopartículas com poli I:C (NPPI), as quais apresentam superfície 
mais rugosa e formato mais irregular.

Fonte: os autores, 2024.
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Ensaios de imunização e titulação de anticorpos IgG 
séricos anti-P. aeruginosa

Os ensaios de imunização (Figura 2A) revelaram que 
houve uma produção de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa 
mais significativa nos animais dos grupos PBS+Pa, NPV+Pa 
e NPPI+Pa, em comparação com os grupos de controle 

(NT/NI e PBS). Entretanto, em nenhum dos grupos experi-
mentais, foi possível identificar a produção de anticorpos 
IgM e IgA anti-P. aeruginosa nos soros dos animais imuni-
zados. A titulação dos anticorpos (Figura 2B) evidenciou 
que os grupos com associação às proteínas totais da 
bactéria (PTPa) apresentaram os maiores títulos de IgG.

Figura 2 – Avaliação de produção de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa séricos. A figura apresenta a quantificação dos níveis de 
anticorpos séricos no sangue dos camundongos imunizados ou não com as formulações de NPs ou PTPa. A) Os maiores índices 
de anticorpos foram evidenciados em PBS+Pa, NPV+Pa e NPPI+Pa, sendo que esses grupos não foram diferentes estatisticamente 
e diferentes dos demais (a). B) Titulação dos anticorpos séricos, mostrando maiores níveis em animais sensibilizados com PTPa 
com ou sem associação de NP.

Fonte: os autores, 2024.

Taxa de mortalidade dos animais desafiados com P. 
aeruginosa

Após a imunização dos animais, procedeu-se com 
o desafio deles com a P. aeruginosa PA14. Logo nas 
primeiras 24 horas, foi verificado que a maior parte dos 
animais, de todos os grupos, não resistiram à infecção 
(Figura 3). As taxas de sobrevivência, após o período má-
ximo estipulado de 48 horas, foram, respectivamente: 

PBS+Pa 0%, PBS 16,6%, NPPI e NPPI+Pa 20%, NPV+Pa 
33,3% e NPV 50%, sendo esses valores não significativos 
nas estatísticas de sobrevivência dos grupos por meio 
da análise Log-rank. A análise da variação de pesos dos 
animais após o desafio (Figura 4) demonstrou que todos 
os animais apresentaram redução de peso pós-infecção, 
sem diferenças estatísticas entre todos os grupos.

Figura 3 – Curva de mortalidade de animais desafiados por P. aeruginosa. Na figura, são representadas as taxas de sobrevivência 
dos grupos de animais submetidos ao desafio com P. aeruginosa no intervalo de dois dias. Após o período do experimento, os 
animais sobreviventes foram submetidos ao processo de eutanásia, e o material biológico devidamente processado.

Fonte: os autores, 2024.
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Análise da variação de peso dos animais após o 
desafio por P. aeruginosa

Além da curva de mortalidade, a variação de pesos 
dos animais após o desafio (Figura 4) foi realizada como 
um meio de mensurar o efeito da infecção. Todos os ani-
mais apresentaram redução de peso depois da infecção, 
sendo as reduções percentuais médias por grupo: PBS = 
8,19%; PBS+Pa = 4,35%; NPV = 13,92%; NPV+Pa =13,45%; 
NPPI = 4,38%; e NPPI+Pa = 7,55%.

Figura 4 – Redução de peso dos animais, em porcentagem, 
ao longo do desafio por P. aeruginosa. A figura compara as 
variações individuais dos animais desafiados por P. aeruginosa. 
Todos os indivíduos apresentaram alguma redução de peso, e 
não houve variação significativa entre os grupos.

Fonte: os autores, 2024.

Quantificação de UFC/mg em macerado pulmonar de 
animais desafiados com P. aeruginosa

A quantificação de carga bacteriana (Figura 5) foi 
realizada a partir do macerado pulmonar direito dos 
animais, com o propósito de avaliar a presença de P. ae-
ruginosa nos órgãos. Os dados demonstram que não há 
diferenças estatísticas entre os grupos, pois não houve 
redução significativa de carga bacteriana nos pulmões 
dos animais desafiados.

Ensaios de imunização de anticorpos IgG anti-P. 
aeruginosa em macerado pulmonar

Os pulmões direitos macerados também foram 
utilizados com o propósito de verificar a presença de 
anticorpos IgG, IgM e IgA anti-P. aeruginosa. Nos mace-
rados pulmonares, foi detectada a presença de IgG anti-P. 
aeruginosa, mas não de IgM ou IgA. O grupo NPV+Pa 
apresentou os níveis mais elevados de IgG, com diferença 
estatisticamente significativa (p < 0,0001), conforme é 
mostrado na Figura 6.

Figura 5 – Quantificação de UFC/mL em pulmões de animais 
desafiados por P. aeruginosa. A figura mostra as cargas bacterianas 
individuais nos animais sem variação estatística entre grupos.

Fonte: os autores, 2024.

Figura 6 – Avaliação de produção de anticorpos IgG anti-P. 
aeruginosa em tecido pulmonar. As quantidades de anticorpos 
IgG foram mais expressivas em NPV+Pa, havendo variações 
estatísticas entre os demais grupos (****).

Fonte: os autores, 2024.

Análise histopatológica
Os pulmões esquerdos foram utilizados para análise 

histopatológica (Figura 7), a fim de verificar danos na 
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estrutura do tecido decorrentes da infecção. As imagens 
histológicas dos pulmões (Figura 7) revelaram espes-
samento alveolar, presença de infiltrado inflamatório, 
hemorragia e congestão vascular, principalmente nos 
grupos NPPI, NPPI+Pa e NPV.

Figura 7 – Análise histopatológica de animais desafiados por 
P. aeruginosa. O grupo NT/NI apresenta uma arquitetura 
pulmonar preservada, enquanto os demais grupos possuem 
danos teciduais expressivos. São comuns, nos grupos NPPI, 
NPPI+Pa, NPV, NPV+Pa, PBS e PBS+Pa, a presença de pontos 
inflamatórios e de hemorragia, além de vasos congestos e 
perda da arquitetura pulmonar, com espessamento dos septos 
alveolares.

Fonte: os autores, 2024.

DISCUSSÃO
No delineamento das NPs como sistema de entre-

ga, devem ser levadas em conta as propriedades dos 
materiais utilizados, assim como as propriedades físicas 
do sistema após o processo de síntese. Os sistemas de 
entrega constituídos por proteínas apresentam diver-
sas vantagens e aplicações no transporte de fármacos 
antitumorais, fatores de crescimento e nucleotídeos, 

por exemplo20. Quanto aos aspectos físicos, NPV e NPPI 
apresentaram morfologia esférica (Figura 1), conforme 
é descrito em outros trabalhos com NPs de BSA11-13,21. 
Além da morfologia, a determinação das dimensões, das 
cargas elétricas e do PDI é essencial para a caracteriza-
ção e a avaliação das NPs como sistemas de entrega (Ta-
bela 1). Em relação ao diâmetro, as NPPI apresentaram 
média de 497 ± 140,4 nm, enquanto as NPV mostraram 
dimensões consideravelmente menores, em torno de 
261,7 ± 17,25 nm. Apesar da divergência entre os ta-
manhos das NPs, as formulações ainda estão dentro do 
espectro descrito em outros estudos11-13,21. As dimensões 
finais das NPs podem variar em função de fatores como 
pH da solução, temperatura do sistema, concentração 
de proteínas na amostra, método de síntese, entre ou-
tros. Em uma revisão compilando diferentes métodos 
de síntese de NPs de albumina, Srivastava, Prajapati21 
(2020) relataram intervalo de dimensões entre 100 e 
300 nm. O encapsulamento de moléculas é outro fator 
que pode aumentar o tamanho das NPs, o que pode 
explicar o aumento significativo do diâmetro das NPPI 
em relação às NPV, considerando que a única diferença 
entre os protocolos de síntese foi a adição de poli I:C.

As dimensões de uma nanopartícula influenciam 
como ela será apresentada e processada pelo sistema 
imune. NPs com dimensões entre 20 e 200 nm são 
internalizadas por células dendríticas residentes nos 
linfonodos por endocitose mediada por clatrina e (ou) 
caveolina. Por outro lado, NPs com dimensões entre 
500 e 1000 nm podem ser processadas por células 
dendríticas migratórias por fagocitose e (ou) macro-
pinocitose22. Ainda que existam diferentes formas de 
recepção pelo sistema imune, um dos principais desafios 
no delineamento de sistemas de entrega é garantir sua 
permanência nos tecidos por tempo suficiente para 
induzir a resposta imunológica, evitando sua eliminação 
precoce pela corrente sanguínea22.

A diferença de potencial elétrico das NPs, por sua 
vez, é determinada pelo valor de potencial zeta. Para 
valores de ±30 mV, as nanopartículas apresentam boa 
estabilidade e menor tendência à agregação23. Assim, 
com NPPI apresentando -33,66 mV e NPV -32 mV, ob-
serva-se que ambas se encontram dentro da faixa de 
estabilidade aceitável. O PDI é um parâmetro que mede 
a homogeneidade do tamanho das NPs. Para valores 
entre 0,1 e 0,25, a distribuição de tamanhos é conside-
rada estreita, enquanto valores acima de 0,5 indicam 
ampla dispersão24. Ambas as formulações podem ser 
consideradas de distribuição parcialmente homogênea, 
com NPPI = 0,38 ± 0,06 e NPV = 0,29 ± 0,08.

A caracterização das NPs é importante para o 
delineamento do sistema como adjuvante, pois pode 
resultar em efeito sinérgico com as PTPa, aumentando o 
potencial de imunização. Após a finalização do protocolo 
de imunização, o sangue dos animais foi coletado para 
análise da produção de anticorpos. A via de imunização 
escolhida foi a nasal, por se tratar de uma região vascu-
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larizada, com boa absorção e baixa atividade enzimá-
tica, sendo essas características favoráveis à indução 
de resposta imune. Em camundongos, existe o tecido 
linfoide associado à mucosa nasal (NALT), sítio primá-
rio de indução de imunidade contra antígenos. Nessa 
região do trato respiratório, encontram-se estruturas 
especializadas, como macrófagos, células dendríticas e 
linfócitos, que promovem a ativação da imunidade local. 
Em termos de produção de imunoglobulinas, o epitélio 
nasal está associado, principalmente, à produção de IgA 
e IgG, com menor produção de IgM e IgE25-27. Conforme 
foi verificado nos ensaios de ELISA (Figura 2), houve 
produção de IgG sérico, especialmente nos grupos 
PBS+Pa, NPPI+Pa e NPV+Pa, os quais tiveram contato 
direto com os antígenos bacterianos. Em contraste, 
as NPs isoladas não apresentaram efeito imunogênico 
relevante. No entanto, a quantificação de IgA e IgM 
não indicou sensibilização, sugerindo que a imunização 
não estimulou efetivamente uma resposta de mucosa, 
como era esperado. Morais et al.12 (2018), ao investigar 
a imunização subcutânea com NPs de BSA, também 
observou maior produção de IgG em formulações que 
continham proteínas da bactéria, enquanto o uso de 
NPs isoladas gerou níveis mais baixos. Rodrigues et 
al.11 (2013) observou comportamento semelhante com 
fêmeas imunizadas por via subcutânea com NPs de BSA.

O poli I:C é um adjuvante que pode aumentar a 
resposta imune, mas também pode induzir inflamação e 
sintomas compatíveis com sickness behavior, dependen-
do da dosagem28. Isso se deve a seu caráter de análogo 
de RNA de fita dupla, que ativa componentes do sistema 
imune, simulando uma infecção viral28. Nessa condição, 
os animais podem apresentar diminuição da locomoção, 
aumento da temperatura corporal e redução da ingestão 
alimentar, o que pode se refletir em perda de peso28. 
Durante as três doses de imunização, os animais não 
apresentaram tendência à perda de peso, sugerindo 
que a formulação não induziu inflamação exacerbada.

Após a verificação da produção de anticorpos, os 
animais foram desafiados com P. aeruginosa para avalia-
ção da eficácia protetora dos imunizantes. Em pacientes 
com fibrose cística ou infecções pulmonares agudas, é 
comum observar perda de peso associada à inflamação 
pulmonar e à dificuldade de combate ao patógeno. Esse 
comportamento também é observado em modelos ani-
mais29. Ao investigar os efeitos crônicos da infecção por 
P. aeruginosa, Van Heeckeren et al.29 (2000) utilizou inó-
culo de 6,5 × 10⁴ UFC em esferas de agarose implantadas 
diretamente no pulmão direito dos animais. Embora o 
número de bactérias tenha sido 1000 vezes menor do 
que neste estudo, o fato de o inóculo ser depositado 
diretamente no pulmão elimina a necessidade de co-
lonização inicial do trato respiratório. Van Heeckeren 
observou perda de peso máxima de 13,7 ± 1,3%  
após três dias, enquanto, neste trabalho, as médias 

variaram entre 4,35% e 13,45% em apenas dois dias 
(Figura 4). Em relação à mortalidade, observou-se taxa 
geral acima de 80% nas primeiras 24 horas (Figura 3), 
ao passo que Morais et al.12 (2018), utilizando proto-
colo semelhante, obteve 50% de sobrevivência em 48 
horas, com a formulação NP+PTPa. Esses dados suge-
rem que os animais imunizados neste trabalho foram 
sensíveis à infecção e apresentaram baixa resistência. 
Comparativamente, Morais obteve melhores taxas de 
sobrevivência com formulação semelhante, sendo a 
via de administração (intranasal versus subcutânea) o 
principal fator diferencial12.

As análises pulmonares confirmaram os danos 
decorrentes da infecção. A quantificação de UFC nos 
pulmões (Figura 5) não revelou diferenças estatísticas 
entre os grupos, indicando que nenhum imunizante foi 
eficaz na redução da carga bacteriana. Essa hipótese 
é reforçada pelos dados de produção de IgG anti-P. 
aeruginosa nos pulmões (Figura 6), os quais mostram 
que, mesmo com expressão de anticorpos nos tecidos, 
os grupos com maiores níveis (como NPV+Pa) também 
apresentaram alta carga bacteriana e perda de peso. A 
análise histopatológica (Figura 7) confirmou a ocorrên-
cia de danos pulmonares severos, como destruição do 
epitélio, hemorragia, infiltrado inflamatório e edema, 
semelhantes aos descritos por Zhu et al.30 (2021), que 
avaliou o dano induzido por oito cepas de P. aerugino-
sa em infecção unilateral. As cepas mais virulentas se 
disseminaram para o pulmão não inoculado, induzindo 
mortalidade em menos de 24 horas. As lesões obser-
vadas incluíram hemorragia, edema e infiltração de 
neutrófilos30. Em contraponto, Rodrigues et al.11 (2013) 
e Morais et al.12 (2018) relataram melhor preservação 
do epitélio pulmonar em animais imunizados por via 
subcutânea com NPs associadas a epítopos bacterianos.

Em síntese, os resultados obtidos demonstram 
que, embora as nanopartículas de albumina contendo 
ou não poli I:C tenham apresentado características 
físico-químicas compatíveis com sistemas vacinais e 
induzido a produção de anticorpos IgG específicos con-
tra P. aeruginosa, a imunização intranasal não foi eficaz 
em conferir proteção aos animais desafiados. A elevada 
taxa de mortalidade, a manutenção da carga bacteriana 
nos pulmões e os extensos danos teciduais observados 
indicam que, apesar da imunogenicidade das formula-
ções, a via de administração foi um fator limitante para 
o sucesso da resposta protetora nesse modelo agudo de 
infecção. Esses achados reforçam a importância da esco-
lha adequada da via de imunização no desenvolvimento 
de vacinas baseadas em nanopartículas para doenças 
respiratórias. Além disso, reforça-se o fato de que, até 
o momento, não há relatos de formulações do tipo NPPI 
em modelo de vacinação contra P. aeruginosa, o que 
faz com que os protocolos de síntese e administração 
sejam ajustados, a fim de se continuar uma investigação 
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da eficácia do adjuvante nanoparticulado.

CONCLUSÃO
Os imunoestimulantes baseados em nanopartículas 

de albumina sérica bovina (BSA), com ou sem a associação 
do ácido polininosínico:policitidílico (poli I:C), apresen-
taram boa estabilidade química, além de características 
morfológicas e físico-químicas compatíveis com sistemas 
vacinais descritos na literatura. As formulações também 
foram capazes de induzir a produção de anticorpos IgG 
específicos contra Pseudomonas aeruginosa, tanto no 
soro quanto no tecido pulmonar dos animais imuniza-
dos, sem provocar perda de peso durante o protocolo 
de imunização.

Contudo, apesar da resposta humoral induzida, os 
anticorpos gerados não conferiram proteção efetiva fren-
te ao desafio com P. aeruginosa. Os animais imunizados 
apresentaram alta taxa de mortalidade, perda de peso 
significativa, elevada carga bacteriana nos pulmões e 
importantes alterações histopatológicas. Em comparação 
com estudos anteriores realizados pelo grupo de pes-
quisa, que demonstraram taxas superiores de proteção 
e sobrevida com formulações vacinais semelhantes, a 
principal diferença observada foi a via de administração 
utilizada. Logo, há uma necessidade de se estudar novas 
formas para síntese e imunização, uma vez que ainda 
não há relatos de aplicação de formulações de NPS de 
BSA associadas com Poli I:C para esse tipo de infecção.

Dessa forma, conclui-se que, embora as formulações 
baseadas em NPs tenham se mostrado imunogênicas, 
a imunização pela via intranasal não promoveu efeito 
protetivo significativo contra a infecção pulmonar por P. 
aeruginosa neste modelo agudo. Assim, a escolha da via 
de administração se destaca como fator determinante 
no desempenho de vacinas experimentais baseadas em 
nanopartículas, especialmente para o enfrentamento de 
patógenos respiratórios.
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