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RESUMO 
 

SCARAMUZZI, K. Investigação dos mecanismos de ação da sílica mesoporosa 
nanoestruturada SBA-15 como adjuvante. 2013. 161 f. Tese (Doutorado em 
Imunologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2013.  

 

Sílicas mesoporosas, como a SBA-15, constituem-se de partículas de óxido de 
silício que, devido às suas propriedades físico-químicas apresentam potencial 
adjuvante. Para entender os mecanismos de ação da SBA-15, camundongos foram 
imunizados, pelas vias oral e/ou subcutânea (s.c.), com a proteína recombinante 
HBsAg ou ovalbumina (OVA) e apresentaram aumento significativo nos títulos de 
anticorpos específicos após imunização s.c. com ambos os antígenos em sílica; 
entretanto, somente a administração de HBsAg: SBA-15 induziu a produção de 
anticorpos pela via oral. O efeito da sílica na ativação de células dendríticas foi 
verificado após incubação com diferentes concentrações de SBA-15, indicando 
aumento na produção de IL-6, na proliferação e produção de IFN-γ por linfócitos T 
após a apresentação de OVA ou seus peptídeos. A resposta de linfócitos T in vivo 
mostrou aumento na resposta imune celular de animais que receberam a sílica, mas 
não indicou a indução da resposta de linfócitos T citotóxicos. Esses resultados 
confirmam o efeito adjuvante da SBA-15, principalmente para a resposta de 
anticorpos, e indicam que a sílica pode aumentar a disponibilidade dos antígenos às 
APC, potencializando a apresentação antigênica. 
 
Palavras-chave: Partículas nanoestruturadas. Adjuvante. Células dendríticas. 
Linfócitos T. Anticorpos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

SCARAMUZZI, K. Investigation of the adjuvant properties of the mesoporous 
nanostructurated SBA-15 silica. 2013. 161 p. Ph. D. thesis (Immunology) - Instituto 
de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013.  

 
Amorphous silicon oxide particles named SBA-15 are promising adjuvant vectors due 
to its physicochemical properties and the aim of this study is to explore how they 
might act in promoting immune responses. Mice were orally and/or subcutaneously 
(s.c) immunised with the recombinant protein HBsAg or ovalbumin (OVA), showing a 
significant increase in the antibody titers after s.c. immunisation with both antigens in 
silica; however, only the administration of HBsAg: SBA-15 induced antibody 
production after oral immunisations. The activation of dendritic cell by silica was 
assessed by pulsing those cells with different concentrations of the particles, 
suggesting the interference of SBA-15 in the production of IL -6 and in T cell 
proliferation as well as IFN-γ production by T lymphocytes after presentation of this 
protein or its peptides in vitro. SBA-15 was able to enhance T cell responses in vivo 
but did not allow OVA to induce specific cytotoxic T lymphocyte activity. These 
preliminary data confirm that SBA-15 acts as an adjuvant for antibody responses and 
suggest that its effects may reflect enhanced availability of antigen, rather than direct 
effects on antigen presenting cells such as DC. 
 
Keywords: Nanostructured particles. Adjuvant. Dendritic cells. T lymphocytes. 
Antibodies. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

1.1  Vacinação e indução da resposta imune 

 

1.1.1  Inflamação e imunidade inata 

 

 A vacinação é o processo mais eficiente no controle de doenças infecciosas e 

grande é o interesse no desenvolvimento de vacinas eficazes, economicamente 

viáveis, que induzam boa resposta, garantindo memória imunológica duradoura e 

proteção contra infecções.  

Após a vacinação, inicia-se o processo inflamatório, caracterizado pelo 

extravasamento de proteínas e migração de leucócitos do sangue para o tecido alvo; 

atua como elo entre a imunidade inata e adquirida frente aos danos teciduais e 

infecção, visando à eliminação dos patógenos e regeneração tecidual. Esses 

eventos iniciais da inflamação são protagonizados por mediadores como 

prostaglandinas (PGs), leucotrienos (LTs), citocinas e quimiocinas, que regulam a 

permeabilidade vascular e o infiltrado leucocitário (ISOBE; KATO; ARITA, 2012; 

NATHAN, 2006; SOEHNLEIN; LINDBOM, 2010).  

Sinais moleculares diretos e indiretos (dano tecidual e/ou infecção) mantêm a 

resposta inflamatória pela ativação de células epiteliais, endoteliais e mastócitos, 

estimulando o influxo de polimorfonucleares (PMN) e monócitos para o foco 

inflamatório. Produtos bacterianos, células em necrose e citocinas ativam as células 

apresentadoras de antígenos (APC) e, consequentemente, aumentam a expressão 

de moléculas coestimuladoras e a produção de citocinas primordiais na ativação dos 

linfócitos T e desenvolvimento da imunidade adquirida. O término da inflamação é 

um processo ativo, controlado por mediadores endógenos que cessam a migração 

dos leucócitos para o foco inflamatório, alterando a vasodilatação e a 

permeabilidade vascular, eliminando células inflamatórias e debris de tecidos, 

restaurando a homeostasia no tecido inflamado (ISOBE; KATO; ARITA, 2012; 

NATHAN, 2006; SCHMIDT; NINO-CASTRO; SCHULTZE, 2012; SOEHNLEIN; 

LINDBOM, 2010). 

Em camundongos, como em humanos, existem duas subpopulações de 

monócitos fenotipica e funcionalmente distintas: a população de monócitos 

“inflamatórios” GR1+, que expressa níveis elevados do receptor de quimiocina CCR2 

e do ligante de CD62 (CD62L), e a população “residente” GR1-, que apresenta alta 
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expressão de CX3CR1, mas não expressa CCR2 e CD62L. Diferenças nas 

expressões dos receptores de quimiocinas e das moléculas de adesão influenciam 

diretamente o processo de migração dos monócitos para o foco inflamatório; 

acredita-se que, cada uma destas populações, utilize diferentes moléculas de 

adesão e receptores de quimiocinas nessa migração. A população GR1+ migra do 

sangue para os tecidos através do ligante P-selectina glicoproteína 1 (PSGL1) e dos 

receptores CCR2 e CCR6 e são as células envolvidas nas atividades inflamatórias. 

Já monócitos GR1- dependem de CX3CR1 e são os responsáveis pela cicatrização 

tecidual e angiogênese. Após a migração, os monócitos diferenciam-se em células 

dendríticas (DC) ou macrófagos, células fundamentais na apresentação antigênica e 

desenvolvimento da imunidade adquirida (SCHMIDT; NINO-CASTRO; SCHULTZE, 

2012; SOEHNLEIN; LINDBOM, 2010). 

Componentes da imunidade humoral, produtos da cascata do sistema 

complemento, como C3b e C4b, e anticorpos IgG podem facilitar o processo da 

fagocitose através da opsonização do antígeno e da ligação com receptores CR1 e 

Fc.  Ainda, macrófagos e DC utilizam receptores específicos, como os receptores de 

manose (CD206), capazes de reconhecer motivos conservados encontrados 

exclusivamente nos patógenos, discriminando agentes infecciosos de antígenos 

próprios. Todos esses receptores induzem o rearranjo do citoesqueleto de actina e, 

consequentemente, a internalização do antígeno. Entretanto, a ativação de cada tipo 

de receptor leva a diferentes mecanismos como alteração do citoesqueleto, 

maturação dos vacúolos e produção de citocinas (ADEREM; UNDERHILL, 1999; 

GAZI; MARTINEZ-POMARES, 2009).  

O material fagocitado pelas APC é processado pela via endolítica, composta 

por endossomos e lisossomos. Além do meio ácido contido nesses compartimentos, 

enzimas hidrolíticas contribuem para a degradação desse material a pequenos 

peptídeos que serão reconhecidos por moléculas do Complexo Principal de 

Histocompatibilidade (MHC) classe II. Proteínas endógenas e antígenos 

intracelulares seguem a via citosólica. Depois do processamento, os peptídeos 

derivados de antígenos endógenos são transportados para o retículo 

endoplasmático e associam-se a moléculas de MHC classe I. Em alguns casos, 

pode ocorrer o que conhecemos como apresentação cruzada do antígeno. Nessa 

situação, antígenos extracelulares estimulam linfócitos CD8+ via MHC I. Embora não 

se conheça completamente esse processo, acredita-se que o antígeno escape da 
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degradação no lisossomo e migre para o retículo endoplasmático, ligando-se ao 

MHC I (GAZI; MARTINEZ-POMARES, 2009). 

Após a infecção, há um número extremamente reduzido de linfócitos T naive 

capazes de reconhecer os peptídeos derivados de determinado antígeno 

(aproximadamente 200 linfócitos T CD4+ em camundongos). Por isso, os peptídeos 

devem ficar expostos por tempo suficiente na superfície das APC a fim de promover 

o encontro com linfócitos T naive específicos. As moléculas de MHC II, por exemplo, 

podem apresentar o mesmo antígeno por longos períodos de tempo, de dias a 

semanas, devido à alta afinidade entre peptídeos-moléculas MHC II (POS; SETHI; 

WUCHERPFENNIG, 2013). 

Conclui-se, portanto, que uma das fases mais importantes para a ativação do 

sistema imune é a apresentação de antígenos processados e expressos por 

moléculas do MHC, auxiliada por moléculas coestimuladoras, para linfócitos T nos 

órgãos linfoides secundários. A expressão, na superfície celular das APC, do              

MHC-peptídeo, é acompanhada do aumento na expressão das moléculas 

coestimuladoras CD40, CD80, CD86 e da produção de citocinas pró-inflamatórias, 

como IL-12, necessária para a diferenciação de linfócitos T naive em diferentes 

subpopulações de linfócitos T auxiliares (TH) (SCHMIDT; NINO-CASTRO; 

SCHULTZE, 2012).  

Nas DC, por exemplo, o primeiro sinal de ativação é a interação entre o 

complexo MHC-peptídeo e o receptor de células T (TCR), seguido da ligação das 

moléculas de adesão ICAM-1, presentes nas DC, com LFA-1 encontrada na 

superfície dos linfócitos T, fortalecendo o contato entre essas duas células. 

Estabelece-se, então, o segundo sinal de ativação: ligação entre as moléculas 

coestimuladoras das DC maduras, CD80 e CD86, com a molécula CD28 dos 

linfócitos T. Ainda, ocorrem interações entre as moléculas CD40 das DC com as 

CD40L dos linfócitos T, levando ao aumento na produção de citocinas pró-

inflamatórias como IL-1β, TNF-α, IL-6 e IL-12 pelas DC (FRICK; GRUNEBACH; 

AUTENRIETH, 2010). Os altos níveis de IL-12, por exemplo, induzem a polarização 

para a resposta do tipo TH1 e produção de IFN-γ, necessárias para o recrutamento 

de macrófagos e linfócitos T citotóxicos (CTL) (SCHMIDT; NINO-CASTRO; 

SCHULTZE, 2012).  
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1.1.2  Resposta imune humoral 

 

 A resposta humoral engloba diferentes mecanismos de defesa que, além da 

presença de anticorpos neutralizantes; englobam as atividades do sistema 

complemento, das moléculas de reconhecimento associadas a células (PRM), como 

a proteína C reativa, e dos anticorpos naturais, que visam o controle e a eliminação 

dos patógenos.  

 A cascata proteolítica do sistema complemento, composta por 

aproximadamente 35 proteínas solúveis ou ligadas às membranas celulares é 

constituinte central da imunidade inata. O sistema complemento atua através da 

proteólise e de mudanças conformacionais nas proteínas envolvidas na ativação das 

vias clássica, alternativa e das lectinas. Todas as vias convergem para as mesmas 

funções efetoras, como lise celular, aglutinação, opsonização e regulação da 

inflamação (BOTAZZI et al., 2010; DEGN; THIEL, 2013). 

 As PRM, que incluem, além da proteína C reativa, as colectinas, ficolinas e 

pentraxinas, localizam-se estrategicamente em diferentes compartimentos celulares 

como membrana plasmática, endossomos e citoplasma e se ligam a diversas 

espécies de bactérias e fungos. Em resposta a infecções e/ou danos teciduais, 

neutrófilos, macrófagos e DC produzem essas moléculas que, apesar da 

diversidade, conservam suas funções efetoras, atuando na ativação do sistema 

complemento, aglutinação, neutralização e opsonização. As PRM são conhecidas 

como ancestrais dos anticorpos (ante-anticorpos) (BOTAZZI et al., 2010).  

Anticorpos naturais encontram-se em níveis relativamente baixos no soro, 

sem que haja prévia imunização do indivíduo. Um exemplo clássico são os 

anticorpos contra os grupos sanguíneos AB e H em humanos (SHILOVA et al., 

2013).  Esses anticorpos são produzidos especialmente por linfócitos B-1 CD5+ de 

longa vida, que representam de 20-35% do total de linfócitos B. Linfócitos B-1 

amadurecem antes dos B-2, durante a vida fetal e algumas semanas após o 

nascimento e persistem até a morte do indivíduo. Linfócitos B-1 respondem a 

imunização de forma restrita por não sofrerem hipermutação somática e maturação 

de afinidade, como ocorre em linfócitos B-2. O repertório e reatividade dos 

anticorpos naturais são conservados na espécie e entre as espécies. Os segmentos 

gênicos VJC das cadeias leves de imunoglobulinas (Ig) surgiram há 
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aproximadamente 430 milhões de anos e executam funções importantes como 

bloqueio e indução da fagocitose de patógenos (BOVIN, 2013). 

A indução da resposta imune com produção de anticorpos específicos e 

neutralizantes sempre foi um dos principais objetivos das imunizações 

(BUONAGURO; TORNESELLO; BUONAGURO, 2011; SWANSON; PELANDA; 

TORRES, 2012). Linfócitos B, também APC e precursores de plasmócitos secretores 

de anticorpos, podem responder a antígenos, como polissacarídeos, 

independentemente de células T (TI), a partir da ligação direta às imunoglobulinas 

expressas na sua superfície, levando a uma rápida resposta de anticorpos; ou de 

modo dependente de linfócitos TH (TD), através da interação CD40/CD40L e da 

influência de citocinas (PAPE et al., 2007; SWANSON; PELANDA; TORRES, 2012; 

VOS et al., 2000).   

Linfócitos B naive migram para os linfonodos através das vênulas 

especializadas do endotélio alto (HEV) e permanecem nos folículos por 

aproximadamente 24 horas antes de retornarem à circulação pelo vaso linfático 

eferente. Após encontro com o antígeno, os que expressam moléculas de 

imunoglobulina (Ig) antígeno-específica aumentam a expressão do receptor de 

quimiocina CCR7 e migram para o limite entre o folículo e a área de linfócitos T, 

onde ocorre apresentação do antígeno via MHCII-peptídeo para linfócitos TH. Após 

ativação, os linfócitos B proliferam e sofrem mudança de isótipo de imunoglobulina, 

através do processo de recombinação gênica. A síntese e secreção de anticorpos 

em resposta a antígenos proteicos são estimuladas por sinais mediados pelo CD40 

e influenciadas por citocinas como IL-2, IL-4 e IL-6. Alguns clones dessas células 

tornam-se plasmócitos, enquanto outros migram para os centros germinativos e 

sofrem hipermutação somática, gerando células de memória de alta afinidade e 

plasmócitos de vida longa (PAPE et al., 2007; SWANSON; PELANDA; TORRES, 

2012). 

Os níveis de anticorpos específicos produzidos durante a resposta humoral 

contra antígenos TD são detectáveis uma semana após a imunização; entretanto, 

anticorpos de alta afinidade são encontrados principalmente passadas 2 a 3 

semanas. A resposta TD é caracterizada pela produção de isótipos de IgG, sendo 

que a prevalência de determinada subclasse depende do tipo de adjuvante 

administrado e/ou das citocinas produzidas após estímulo dos patógenos 

(SWANSON; PELANDA; TORRES, 2012).  
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1.1.3  Resposta imune celular 

   

 Inicialmente, as vacinações tinham como objetivo a produção de anticorpos 

protetores, sendo importante a indução da resposta de linfócitos B. A maioria das 

vacinas em uso como poliomielite, varíola e influenza, foram desenvolvidas sem 

estudo prévio sobre a resposta imune específica de linfócitos T. Vacinas compostas 

por antígenos TI, como polissacarídeos presentes nos pneumococos, são 

imunogênicas e oferecem proteção ao organismo; entretanto, questiona-se a 

geração de memória imunológica (DEFRANCE; TAILLARDET; GENESTIER, 2011). 

Estudos demonstraram ausência de anticorpos específicos circulantes após dose 

reforço com tais antígenos, não havendo indução de maturação de afinidade e sim a 

produção de anticorpos da classe IgM. Em contrapartida, polissacarídeos 

administrados com adjuvantes ou carreadores, levaram a uma resposta TD, com 

geração de memória imunológica (ROMEU et al., 2012). Acredita-se que linfócitos  

B-1b sejam fonte desses linfócitos de memória e dos plasmócitos específicos para a 

resposta contra polissacarídeos (DEFRANCE; TAILLARDET; GENESTIER, 2011). 

De qualquer forma, quando se analisa imunizações com antígenos proteicos, é 

consenso que a participação de linfócitos TH é importante para a formação de 

linfócitos B de memória. 

Através dos seus receptores (TCR), os linfócitos T reconhecem antígenos 

processados e ligados às moléculas codificadas pelos genes do MHC, expressas 

nas superfícies celulares. As moléculas MHC de classes I e II associadas a 

peptídeos antigênicos estimulam, através da interação com os co-receptores CD8 e 

CD4, linfócitos T citotóxicos (CTL) e T auxiliares (TH), respectivamente. Após 

ativação, expansão clonal e diferenciação, essas células assumem funções efetoras 

diferenciadas que dependem dos estímulos recebidos e do microambiente em que 

se encontram (LEBIEN; TEDDER, 2008). CTL contribuem principalmente para a 

eliminação de patógenos intracelulares e células tumorais, enquanto TH atuam na 

proliferação e diferenciação de linfócitos B e T, macrófagos e células dendríticas.     

CTL participam ativamente da imunidade adquirida através da secreção de 

IFN-γ, TNF-α e IL-2 e da morte de células-alvo, mediada pelo receptor Fas e 

liberação de grânulos contendo perforina e granzimas. A exocitose dos grânulos é a 

via mais eficiente para eliminação de células tumorais ou infectadas por vírus. Esses 
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grânulos e suas proteínas citolíticas são gerados durante a maturação dos linfócitos 

T CD8+ após a ligação MHCI-peptídeo (RUSSEL; LEY, 2002; SHEN et al., 2006). 

  Linfócitos TH dividem-se em diferentes subpopulações. Células do tipo TH1 

participam nos processo de proteção contra patógenos intracelulares, reações de 

hipersensibilidade do tipo tardia e doenças autoimunes; produzem IL-2, IFN-γ,          

TNF-α e são responsáveis pela ativação de CTL, macrófagos, células natural killer 

(NK) e linfócitos B. Linfócitos TH2 atuam em doenças alérgicas e na proteção contra 

patógenos extracelulares, exotoxinas bacterianas e helmintos, desenvolvendo uma 

resposta mediada por anticorpos e expressão de citocinas como IL-4, IL-5, IL-10 e 

IL-13. Linfócitos TH3 são responsáveis pela secreção de TGF-β e regulação da 

resposta imune das mucosas. A subpopulação TH17, que secreta a citocina pró-

inflamatória IL-17, atua na proteção contra patógenos extracelulares e fungos, e em 

processos autoimunes. Os linfócitos T reguladores (TREG) apresentam função 

supressora em doenças autoimunes, alergias, infecções e câncer (AFZALI et al., 

2007; AKDIS; OZDEMIR; AKDIS, 2009; COFFMAN, 2006; FARIA; WEINER, 2005; 

HOGQUIST; MORAN, 2009; MATZINGER; KAMALA, 2011; OUKKA, 2008; 

ROMAGNANI, 2006).  

 

1.2  Novas estratégias na imunização contra hepatite B 

 

Apesar da disponibilidade de eficientes vacinas profiláticas contra hepatite B, 

as infecções pelo vírus da hepatite B humana (HBV) e suas doenças associadas 

permanecem como um grande problema de saúde pública. Dados da Organização 

Mundial de Saúde (OMS) comprovaram que cerca de 2 bilhões de pessoas, em todo 

mundo, estão ou foram infectadas pelo HBV. Estima-se que ocorram 1 a 1,5 milhões 

de mortes por ano decorrentes dessa infecção, principalmente devido a doenças 

secundárias como cirrose e câncer hepático (BRUSS, 2007; MAKIDON et al., 2008; 

SCHMELTZER; SHERMAN, 2010; THOELEN; DE CLERQ; TORNIEPORTH, 2001; 

WEST; CALANDRA, 1996). 

O HBV é um vírus de DNA envelopado que pertence à família 

Hepadnaviridae. O DNA circular dessa partícula infecciosa encontra-se envolvido 

por um envelope de bicamadas lipídicas em um nucleocapsídeo icosahedral. Dentro 

do envelope encontram-se as proteínas large (L), medium (M) e small (S). Além das 

partículas virais, as células infectadas pelo HBV produzem grandes quantidades de 
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partículas subvirais esféricas ou filamentosas de 22 nm de diâmetro (GERLICH et 

al., 2010; GLEBE, 2007). 

A vacinação é a única estratégia eficiente para evitar a doença. As vacinas 

contra essa doença são produzidas com a tecnologia do DNA recombinante para 

expressar a proteína S do HBV (HBsAg) em leveduras. O Instituto Butantan iniciou a 

produção da vacina recombinante contra hepatite B em 1996. A vacina, Butang®, 

contém partículas purificadas da proteína S recombinante adsorvida em hidróxido de 

alumínio (Al(OH)3). A Butang® tem a mesma eficácia e segurança que vacinas 

importadas que também utilizam técnicas de engenharia genética com leveduras 

Hansenulla polymorpha como vetores biológicos. O sistema utilizado pelo Instituto 

Butantan aumentou 10 vezes a expressão da proteína, além de diminuir 

significativamente os custos finais da produção da vacina (IOSHIMOTO et al., 1999). 

Apesar de eficiente, o adjuvante da Butang®, Al(OH)3, pode levar a efeitos 

adversos como exacerbada inflamação local, granuloma e até mesmo necrose 

tecidual. Ainda, direciona uma resposta do tipo TH2 que é menos eficiente no 

combate a infecções virais (BREWER, 2006; COX; COULTER, 1997). 

Há, portanto, o interesse crescente em investigar novas estratégias de 

imunização e, principalmente, de novos adjuvantes, que não interfiram na 

polarização da resposta imune e seja, ao mesmo tempo, seguro, economicamente 

viável, com estabilidade química e que modulem positivamente a resposta de 

indivíduos mal respondedores, como idosos e imunossuprimidos (BREWER, 2006; 

COX; COULTER, 1997). 

 

1.3  Adjuvantes  

 

Adjuvantes, do latim adjuvare (ajudar a), são compostos que potencializam a 

imunogenicidade de determinado antígeno, amplificando e/ou melhorando a duração 

da resposta imune específica. Atualmente, são fatores primordiais nas formulações 

vacinais, utilizados para potencializar a resposta contra peptídeos, proteínas 

recombinantes e vacinas de DNA (ALVING et al., 2012; BUONAGURO; 

TORNESELLO; BUONAGURO, 2011; EDELMAN; TACKET, 1990; LEROUX-

ROELS, 2010). Uma das primeiras descrições de substâncias com potencial 

adjuvante ocorreu em 1916; Le Moignic e Pinoy imunizaram camundongos com uma 

emulsão de água, vaselina e Salmonella typhimurium inativada e verificaram o 
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aumento da resposta imune específica contra o microorganismo (JANSEN et al., 

2005 apud PINOY; LE MOIGNIC, 1916). Entre os adjuvantes já descritos encontram-

se as emulsões de água em óleo, surfactantes naturais e sintéticos, géis minerais e 

produtos bacterianos (BREWER, 2006). A utilização dos adjuvantes resulta na 

modulação da resposta imune adquirida, alterando os padrões de citocinas que a 

regulam, aumentando ou facilitando a apresentação de epítopos a células efetoras 

do sistema imunológico, influenciando a magnitude da resposta e a produção de 

isótipos de imunoglobulinas, além de preservar a integridade do imunógeno, 

prolongando o período de estímulo e o tempo de apresentação antigênica (ALVING 

et al., 2012; BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; BUONAGURO; TORNESELLO; 

BUONAGURO, 2011; COX; COULTER, 1997; LEROUX-ROELS, 2010; SCHIJNS; 

DEGEN, 2007). 

Entre os adjuvantes licenciados para uso em humanos, encontram-se os 

derivados de hidróxido e fosfato de alumínio que compõem quimicamente, há mais 

de 70 anos, a maioria das vacinas bacterianas e virais para as quais a proteção 

relaciona-se à geração de anticorpos neutralizantes (GLENNY, 1930). Apesar de 

amplamente utilizados, os mecanismos de ação desses adjuvantes ainda são alvo 

de estudos e não há consenso acerca de como os compostos de alumínio 

potencializam a resposta imune (KOOL et al., 2008; LAMBRECHT et al., 2009).  

Desde a descoberta de que o Nlrp3 inflamassoma era ativado por partículas 

como cristais de urato monosódico, sílica e Al(OH)3, acreditou-se ter desvendado o 

mecanismo de ação desse adjuvante (PELKA; LATZ, 2011). Kool et al. (2008) 

descreveu que sais de alumínio induziam morte celular e, subsequente liberação de 

ácido úrico e ativação indireta do Nlrp3. Após ativação, a proteína adaptadora ASC 

liga-se e ativa a procaspase-1. A caspase-1 ativa, catalisa a clivagem de moléculas 

da citocina pro-IL-1β, tornando-a ativa (MARTINON et al., 2006). A liberação de              

IL-1β por macrófagos e DC leva ao recrutamento de monócitos e DC e a ativação e 

migração dessas células para os linfonodos drenantes (KOOL et al., 2008). 

Recentemente, Flach et al. (2011) mostrou que, ao contrário do que se 

acreditava, o hidróxido de alumínio não influencia na liberação lenta e controlada 

dos antígenos e que sua eficiência independe da ativação do inflamassoma, via 

Nlrp3, e da liberação de ácido úrico, pois não causa lesões teciduais ou morte 

celular; não há um receptor específico para o hidróxido de alumínio nas DC, e 

acredita-se que esse adjuvante interaja fortemente com os lipídeos presentes nas 
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membranas celulares, permitindo a fagocitose dos antígenos. O hidróxido de 

alumínio não é fagocitado pelas APC, assim o antígeno administrado não é 

apresentado como particulado e sim na forma solúvel, impossibilitando a 

apresentação cruzada a linfócitos T CD8+ e a geração da resposta de CTL. 

Entretanto, esse adjuvante é um forte indutor da resposta humoral e direcionador 

para a resposta do tipo TH2, com estímulo predominante à produção de IgG1, IgE e 

citocinas como IL-4 e IL-5 (BREWER, 2006; COX; COULTER, 1997; KOOL et al., 

2008; PELKA; LATZ, 2011).  

Ressalte-se que a polarização da resposta não é adequada para a proteção 

contra determinadas infecções e para vacinas em desenvolvimento contra AIDS, 

tuberculose e malária que, a princípio, requerem predominantemente resposta 

imune do tipo TH1. Os Adjuvantes Incompleto (AIF) e Completo de Freund (CFA) são 

eficientes na geração de resposta do tipo TH1, contudo, provocam forte reação 

inflamatória local, com formação de granuloma e necrose tecidual e não são 

licenciados para uso em humanos (BREWER, 2006; COX; COULTER, 1997; 

SEUBERT et al., 2011). 

Outra emulsão de óleo em água, o MF59, é licenciado na Europa e utilizado 

nas vacinas contra gripe sazonal desde 1997. Como todos os adjuvantes, seus 

mecanismos de ação são pouco conhecidos. Estudos in vitro indicaram que, assim 

como Al(OH)3, o MF59 não ativa DC mas induz a secreção de quimiocinas por 

granulócitos, macrófagos e monócitos, além de promover a diferenciação de 

monócitos em DC (SEUBERT et al., 2008). Análises do efeito adjuvante do MF59 in 

vivo indicaram o aumento da fagocitose por DC de camundongos e a regulação 

positiva de citocinas, quimiocinas e genes da resposta inata após injeção 

intramuscular. Observou-se o recrutamento de monócitos, granulócitos e DC 

(CALABRO et al., 2011; DUPUIS et al., 1998; MOSCA et al., 2008; SEUBERT et al., 

2008; SEUBERT et al., 2011). Seubert et al. (2011) relatou que o efeito adjuvante do 

CFA e do MF59 independe da ativação do Nlrp3 e da caspase 1, mas depende da 

proteína adaptadora MyD88. 

Assim, há interesse crescente de investigar estratégias de imunização e 

desenvolvimento de adjuvantes que não interfiram na polarização da resposta 

imunológica e sejam seguros, economicamente viáveis e possibilitem a melhoria da 

resposta em indivíduos constitutivamente maus respondedores.   
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1.4  Sílicas mesoporosas nanoestruturadas altamente ordenadas 

 

As sílicas mesoporosas nanoestruturadas são partículas de óxido de silício 

(SiO2) com estrutura altamente organizada que, devido às suas propriedades físico-

químicas, apresentam potencial de aplicação em diferentes áreas, despertando 

grande interesse na comunidade científica. Esses materiais são capazes de interagir 

com átomos, íons e moléculas, não apenas em sua superfície, como também em 

seu interior (KRESGE et al., 1992; YANG; COOMBS; OZIN, 1997). 

Descrita em 1998, a SBA-15 apresenta estrutura hexagonal com poros  

altamente ordenados e interligados (10 nm), paredes relativamente espessas e 

notável estabilidade térmica, hidrotérmica e mecânica (Figura 1) (MATOS et al., 

2001; ZHAO et al., 1998). A SBA-15 é sintetizada em meio ácido, utilizando como 

agente direcionador de estrutura um copolímero tribloco, o poli(óxido de etileno)-

poli(óxido de propileno)-poli(óxido de etileno) (EO20PO70EO20), que pode auto 

agregar-se com espécies de silicatos formando a sílica mesoporosa (ZHAO et al., 

1998).  

 

Figura 1- Sílica mesoporosa nanoestruturada SBA-15. 

 

 

 

(A) Microscopia eletrônica de transmissão (TEM) da estrutura de poros arranjados 
hexagonalmente dentro dos tubos cilíndricos de comprimento ~ 2 µm. (B) Microscopia de 
escaneamento eletrônico (SEM) do interior de uma partícula mostrando a macro-porosidade 
e os tubos cilíndricos da sílica. Tamanho médio da partícula: 30 μm. Diâmetro dos poros: 
~10 nm (Laboratório Nacional de Luz Síncrotron – LNLS e Poli-USP).  

 A B
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Apesar dos vários estudos voltados para a utilização de sílicas como veículo 

para diferentes substâncias, essas não haviam sido testadas quanto à capacidade 

de ativar eficientemente as APC, carrear e liberar imunógenos.  

O primeiro estudo sobre a viabilidade de emprego desse material 

nanoestruturado como adjuvante da imunidade realizou-se no Laboratório de 

Imunoquímica do Instituto Butantan. Camundongos isogênicos BALB/c, e 

geneticamente selecionados para a baixa produção de anticorpos (linhagem LIII) 

(SANT´ANNA et al., 1982), imunizados com Intimina 1β (proteína de E. coli), soro 

albumina bovina (BSA) ou veneno total da serpente Micrurus ibiboboca, 

encapsulados à SBA-15, apresentaram aumento significativo dos títulos de 

anticorpos específicos para a proteína e para o veneno da serpente, sendo a 

resposta secundária semelhante ou mais elevada comparativamente aos animais 

imunizados com esses imunógenos em AIF ou Al(OH)3 (MERCURI et al., 2006).  

Em 12 de setembro de 2005 foi depositada a Patente: COMPLEXO 

IMUNOGÊNICO FORMADO POR ANTÍGENOS VACINAIS ENCAPSULADOS POR 

SÍLICA MESOPOROSA NANOESTRUTURADA, em parceria com o Laboratório 

Cristália, que recebeu o número PI 0503817-0 e, em setembro de 2007, foi 

encaminhado seu depósito internacional. Atualmente, esse estudo está sob a 

proteção das patentes internacionais: WO 07030901, IN 248654, ZA 2008/02277, 

KR 1089400 e MX 297263. 

Em 2010, verificou-se que a sílica SBA-15 foi capaz de modular positivamente 

a resposta humoral de camundongos maus respondedores das linhagens 

geneticamente selecionadas LIII e LIVA, os quais após imunizações com BSA pelas 

vias oral e intramuscular passaram a produzir títulos de IgG semelhantes aos das 

linhagens de animais bons respondedores (HIII e HIVA); ainda, comprovou-se a não 

toxicidade da sílica para os animais imunizados e para macrófagos em cultura 

(CARVALHO et al., 2010). Em 2011, o efeito adjuvante da SBA-15 foi verificado em 

camundongos BALB/c imunizados pelas vias subcutânea e oral com a proteína 

recombinante HBsAg do vírus da hepatite B, principal componente da vacina 

Butang® produzida pelo Instituto Butantan, indicando o aumento nos títulos de 

anticorpos específicos após o uso dessa partícula nas formulações vacinais 

(SCARAMUZZI et al., 2011).  

De maneira geral, as pesquisas sobre o efeito adjuvante da sílica 

nanoestruturada SBA-15, comprovaram o aumento nos títulos de anticorpos 
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específicos em imunizações contra antígenos de naturezas distintas, em diferentes 

espécies de animais, e por diferentes vias de administração. Sabe-se do seu efeito 

modulador na resposta humoral, do seu potencial de encapsular proteínas, e da sua 

não toxicidade para animais e macrófagos em cultura (CARVALHO et al., 2010; 

MERCURI et al., 2006; SCARAMUZZI et al., 2011). Entretanto, os efeitos da SBA-15 

nas APC e sobre a resposta imune celular não haviam sido totalmente estudados. 

Certamente, desvendar esses mecanismos é de importância para a continuidade de                                

nossos estudos e para a efetiva aplicação da sílica nanoestruturada.
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2 OBJETIVOS 

 

Esse projeto visa definir os mecanismos de ação da SBA-15 como adjuvante, 

através de análises in vitro e in vivo sobre o potencial de ativação do sistema imune, 

que incluem*: 

 

 Comprovar o efeito adjuvante da sílica na resposta de anticorpos; 

 

 Determinar o potencial de encapsulação de antígenos pelas partículas de 

sílica; 

 

 Caracterizar o recrutamento de células do sistema imune para o linfonodo 

drenante após aplicação subcutânea da SBA-15, na ausência de antígenos; 

 

 Avaliar o efeito da sílica na ativação de células dendríticas, através da 

expressão de MHC classe II, moléculas coestimuladoras e produção de IL-6; 

 

 Estudar a fagocitose da SBA-15 pelas células do sistema imune inato, 

especialmente pelas DC; 

 

 Determinar o papel da sílica na apresentação antigênica e na ativação de 

linfócitos T CD4+ e CD8+ in vitro e in vivo; 

 

 Estabelecer o efeito da SBA-15 na ativação de linfócitos T. 

 

 

 

*Muitos dos resultados aqui apresentados referem-se aos experimentos realizados sob 
orientação do Prof. Dr. Allan Mowat da Universidade de Glasgow, no Glasgow Biomedical 
Research Centre, Division of Immunology, Infection and Inflammation, Reino Unido. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

3.1  Animais  

 

O efeito adjuvante da sílica SBA-15 nas imunizações com HBsAg foi estudado 

em fêmeas isogênicas de BALB/c, entre 8 e 12 semanas de idade, fornecidos pelo 

Biotério Central do Instituto Butantan e mantidos no biotério do Laboratório de 

Imunoquímica deste mesmo Instituto. 

Para os estudos dos mecanismos de ação da SBA-15 utilizou-se 

camundongos isogênicos C57BL/6 e transgênicos das linhagens OT-I (TCR 

específico para peptídeo OVA257-264) e OT-II (TCR específico para peptídeo           

OVA323-339), machos e fêmeas, entre 8 e 12 semanas de idade, criados e fornecidos 

pelo laboratório Harlan Olac (Bicester, UK) e mantidos sob condições controladas no 

biotério da Universidade de Glasgow.  

Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados pelas 

Comissões de Ética em Experimentação Animal do Instituto Butantan (672/09), do 

Instituto de Ciências Biomédicas da USP (151, fls. 78, livro 2) e da Universidade de 

Glasgow (60/13257). 

 

3.2   Sílicas mesoporosas altamente ordenadas  
 

A sílica mesoporosa SBA-15 foi fornecida pela Dra. Márcia C. A. Fantini do 

Laboratório de Cristalografia do Instituto de Física da USP. As amostras de SBA-15 

foram sintetizadas utilizando um copolímero tribloco, o poli-(óxido de etileno)-poli-

(óxido de propileno)-poli-(óxido de etileno) (Pluronic P123, EO20PO70EO20, PM= 5800 

- BASF Chemical Co., Mount Olive, NJ, EUA), o tetraetil-ortosilicato (TEOS) foi 

adquirido da Fluka/Sigma Chemical Co. (Milwaukee, WI, EUA). O ácido 

hidroclorídrico foi adquirido da Fisher Scientific Co. (Pittsburgh, PA, EUA). Todos os 

reagentes foram utilizados segundo protocolo de instrução. A caracterização da 

síntese e a adsorção das amostras foram seguidas conforme descrito por Matos et 

al. (2001).  
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3.3  Efeito adjuvante da SBA-15 em imunizações com HBsAg 

 

O efeito adjuvante da SBA-15 nas imunizações contra hepatite B foi analisado 

em camundongos isogênicos BALB/c (n= 5 por grupo). Grupos de camundongos 

foram imunizados pela via subcutânea (s.c.) ou por gavagem com 0,5 µg de HBsAg: 

PBS ou 0,5 µg de HBsAg: 5 µg SBA-15, em volume final de 250 µL. As preparações 

foram deixadas a 4 °C por 24 horas antes das imunizações. Como controle, avaliou-

se a presença de anticorpos específicos em animais não imunizados ou imunizados 

com 0,5 µg de HBsAg: 6,25 µg de Al(OH)3, em volume final de 250 µL (s.c.).  

No primeiro protocolo utilizado, ESQUEMA 1, passados 30 dias da primeira 

imunização s.c. ou v.o., todos os grupos receberam dose reforço pela via 

subcutânea com o antígeno em SBA-15 ou Al(OH)3 para verificar se houve estímulo 

do sistema imunológico após imunização oral. 

Em outro protocolo, ESQUEMA 2, foram administradas duas doses da 

HBsAg, tanto em SBA-15 quanto em Al(OH)3, com intervalo de 30 dias entre as 

imunizações, pelas vias oral ou subcutânea para efeito comparativo das vias de 

administração. 

Amostras individuais, sangria pelo plexo retro orbital e fezes, foram colhidas 

periodicamente para detecção de anticorpos específicos por ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay).  

 

3.4  Efeito adjuvante da SBA-15 em imunizações subcutâneas com 

ovalbumina 

 

O efeito adjuvante da SBA-15 in vivo foi avaliado através da imunização de 

camundongos C57BL/6 (n= 4 por grupo) com 10 µg de OVA ou                                           

10 µg de OVA: 250 µg SBA-15 no coxim plantar, via subcutânea, em volume final de 

50 µL. Uma dose reforço foi administrada 30 dias após a primeira imunização. Após 

10 dias das imunizações, os animais foram sangrados pela base da cauda para 

obtenção de soro. Os títulos de IgG sérica anti-OVA foram determinados pelo teste 

de ELISA e expressos pelas densidades óticas (D.O.) nas diferentes diluições dos 

soros. 
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3.5  Efeito adjuvante da SBA-15 em imunizações pela via oral com 

ovalbumina 

 

Para a avaliação do efeito adjuvante da SBA-15 nas imunizações orais, 

camundongos C57BL/6 (n= 4 por grupo) foram imunizados por gavagem com 100 µg 

de OVA, 100 µg de OVA: 2500 µg SBA-15 e, como controle, receberam PBS, em 

volume final de 100 µL. O soro e extrato de fezes de animais imunizados com 10000 

µg de OVA: 10 µg de toxina colérica (CT) foram utilizados como controle positivo do 

experimento. Três doses reforço foram administradas em intervalos de 30 dias entre 

elas. Os animais foram sangrados pela base da cauda e tiveram suas fezes 

coletadas para a dosagem de anticorpos específicos IgG sérica e IgA secretada, 7 

dias após cada imunização. Os camundongos foram desafiados, 20 dias após a 

terceira dose, com 10 µg de OVA: 2000 µg hidróxido de alumínio administrados 

intraperitonealmente, em volume final de 100 µL. Sete dias após desafio, os animais 

foram sangrados para obtenção de soro e titulação de IgG sérica. 

 

3.6 Coleta das fezes 

 

Para a coleta das fezes, após as imunizações, os animais dos diferentes 

grupos experimentais foram colocados em gaiolas sem maravalha por 30 minutos. 

Os pellets fecais foram ressuspendidos em solução contendo inibidores de protease 

Complete Mini (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, EUA) 50 mM EDTA na 

proporção de um grama de fezes para 5 mL da solução, sendo novamente agitadas 

e centrifugadas a 14000 x g, 4 °C durante 10 minutos. Os sobrenadantes foram 

recolhidos, adicionando-se 10 µL de solução de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF - 

Boehringer Mannheim Co., Indianapolis, IN, EUA) 100 mM em etanol. Após nova 

centrifugação a 14000 x g, a 4 °C, 10 minutos, recuperou-se o sobrenadante em 

novos tubos contendo 10 µL de PMSF, 10 µL de NaN3 1% e 50 µL de soro fetal 

bovino (SFB). As amostras foram estocadas a -20 °C para posterior análise de 

produção de anticorpos por ELISA.  
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3.7  Determinação dos títulos de anticorpos específicos produzidos em 

camundongos por ELISA 

  

 A produção de anticorpos específicos para os antígenos foi determinada pelo 

teste de ELISA. As dosagens foram realizadas em microplacas de 96 poços com 

propriedade de alta ligação Immunolon-4 (Corning, Amsterdam, Holanda) 

sensibilizadas com 100 L por poço de solução de HBsAg 1,5 g/mL ou 50 L por 

poço de solução de OVA 10 g/mL diluída em tampão Carbonato-Bicarbonato pH 

9,6 (0,05 M Na2CO3 e 0,05 M NaHCO3) por 16 horas a 4 ºC. Após este período 

inicial de incubação, as placas foram lavadas 3 vezes com tampão PBS contendo 

Tween a 0,05% (PBS-T). Após as lavagens, as placas foram bloqueadas com 3% de 

soro albumina bovina (BSA) em PBS por 1 hora a 37 ºC. As amostras foram diluídas 

em série em PBS-3% BSA e incubadas durante 1 hora a 37 ºC. As placas foram 

lavadas e adicionados 50 L por poço dos anticorpos anti-IgG (1: 200000),                     

anti-IgG1 e anti-IgG2a (1: 1000) e anti-IgA (1:500) conjugados com biotina (BD 

Bioscience, San Jose, CA, EUA). As amostras foram incubadas durante 1 hora a             

37 ºC e, após novas lavagens, adicionou-se extravidina-peroxidase na diluição de 

1:1000 em PBS-3% BSA, por 1 hora a 37 ºC. Seguiu-se lavagem 3 vezes em PBS-T 

e 100 L do substrato TMB (KPL, Wembley, Middlesex, UK) foi adicionado; as 

placas foram mantidas no escuro até a reação ser revelada. A reação foi 

interrompida com 50 L/poço de ácido cítrico 0,2 M. A leitura foi realizada a 450 nm 

utilizando o leitor de microplacas MRX II (Dynex, Worthing, West Sussex, UK).  

Os títulos de anticorpos foram calculados como a maior diluição dos soros, 

cujas densidades óticas a 450 nm, foram 2 vezes superior àquelas determinadas 

para a reação com soros de animais não imunizados, diluídos na mesma proporção 

e expressos pelas densidades óticas (D.O.), títulos ou log2 nas diferentes diluições 

dos soros. 

 

3.8   Potencial de encapsulação da ovalbumina a SBA-15  

 

O potencial de encapsulação da proteína ovalbumina (OVA) (Sigma-Aldrich 

Biotechnology Co., St. Louis, MO, EUA) a sílica SBA-15 foi determinado através de 

ensaios in vitro utilizando diferentes proporções (1: 1, 1: 2, 1: 5, 1: 10, 1: 25, 1: 30 e 
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1: 50) de OVA:SBA-15 (v/v) diluída em tampão fosfato (PBS) pH 7,4 (Gibco 

Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), na concentração de 1000 μg/mL, em volume final de 

1 mL. Após 24 horas de incubação, as proteínas não encapsuladas, foram 

recuperadas por centrifugação a 400 x g por 5 minutos. Determinou-se a 

concentração de OVA no sobrenadante utilizando o kit de dosagem de proteínas 

BCA (Thermo Scientific Pierce, Rockford, IL, EUA) e a leitura realizada a 562 nm em 

espectrofotômetro. Como controle, soluções de OVA (1000 μg/mL) e SBA-15 (25000 

μg/mL) em volume final de 1 mL de PBS foram analisadas. Os resultados foram 

expressos em concentração (µg/mL) e porcentagem de proteína livre no 

sobrenadante. 

 

3.9   Avaliação da encapsulação de citocinas a SBA-15  

 

A capacidade de encapsulação das citocinas IFN-γ e IL-6 pela sílica foi feita 

utilizando padrões de IFN-γ (100 ng/mL) e IL-6 (20 ng/mL) recombinantes (BD 

Bioscience, San Jose, CA, EUA) e diferentes quantidades de SBA-15 (10, 125, 500, 

875 e 1250 µg/mL) (v/v), em volume final de 200 µL de PBS; a concentração de 

sílica utilizada nessas análises baseou-se nos ensaios realizados in vitro. Misturou-

se 100 µL dos padrões de citocinas a 100 µL das diferentes concentrações de             

SBA-15 e, como controle, utilizou-se 100 µL dos padrões em 100 µL de PBS. Após 

24 horas da adição das citocinas a SBA-15, as amostras foram centrifugadas                

(400 x g, 10 minutos), recuperando o sobrenadante e avaliando a quantidade de 

proteínas não encapsuladas por ELISA.  

Microplacas de 96 poços com propriedade de alta ligação Immunolon-4 

(Corning, Amsterdam, Holanda) foram sensibilizadas 50 L por poço com os 

anticorpos de captura purificados anti-IFN-γ e anti-IL-6 (BD Bioscience, San Jose, 

CA, EUA) diluídos 1:500 em tampão Carbonato-Bicarbonato pH 9,6 (0,05 M Na2CO3 

e 0,05 M NaHCO3) por 16 horas a 4 ºC. Após incubação, as placas foram lavadas 

três vezes com tampão PBS contendo Tween a 0,05% (PBS-T) e bloqueadas com 

3% de BSA em PBS por 1 hora a 37 ºC. Após lavagens, as amostras foram 

distribuídas em triplicatas e sem diluição nas placas, em volume final de 50 L por 

poço, e incubadas por 1 hora a 37 ºC. Os padrões de citocinas recombinantes IFN-γ 

(100 ng/mL) e IL-6 (20 ng/mL), utilizados para obtenção das curvas-padrão, foram 

adicionados em duplicata às placas e diluídos em série em PBS-3% BSA. Após 
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incubação de 1 hora a 37 ºC, as placas foram lavadas e adicionados 50 L por poço 

dos anticorpos de detecção biotinilados, anti-IFN-γ (1: 500) e anti-IL-6 (1: 500)              

(BD Bioscience, San Jose, CA, EUA). Após nova incubação e lavagens, adicionou-

se extravidina-peroxidase (Sigma-Aldrich Biotechnology Co., St. Louis, MO, EUA)  

na diluição de 1:1000 em PBS-3% BSA, por 1 hora a 37 ºC. Seguiu-se lavagem três 

vezes com PBS-T e adicionados 100 L do substrato TMB (KPL, Wembley, 

Middlesex, UK); as placas foram mantidas no escuro para revelação. A reação foi 

interrompida com 50 L/poço de ácido sulfúrico (H2SO4) 0,2 M e a leitura realizada a 

450 nm utilizando o leitor de microplacas MRX II (Dynex, Worthing, West Sussex, 

UK). Os resultados foram expressos em pg/mL. 

 

3.10 Recrutamento de células do sistema imune para os linfonodos drenantes 

após administração subcutânea da sílica 

 

 A caracterização dos tipos celulares presentes nos linfonodos drenantes após 

administração de SBA-15 foi realizada por citometria de fluxo (Figura suplementar 

1). Camundongos C57BL/6 machos (n= 3 por grupo) receberam, no coxim plantar 

traseiro direito (s.c.), 1000 µg de SBA-15 em 50 µL de PBS ou PBS como controle e, 

após 24 e 72 horas, os linfonodos poplíteos foram retirados e digeridos em 1 mg/mL 

de colagenase D (Sigma-Aldrich Biotechnology Co., St. Louis, MO, EUA) em meio 

HBSS (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) para o isolamento das células. As 

células foram devidamente marcadas com os anticorpos específicos para CD19, 

CD4, CD8, CD11b, CD11c, F4/80 e MHCII para posterior analise fenotípica, 

seguindo o protocolo descrito no item 3.11 – Citometria de fluxo. 

Determinou-se, nesses períodos, o número total de células, os tipos celulares 

presentes nos linfonodos (porcentagem e número total) e a espessura da pata 

inoculada, calculada a partir da diferença entre as espessuras da pata injetada 

(direita traseira) e a pata contra lateral (esquerda traseira), expressa em milímetros. 

 

3.11 Citometria de fluxo 

 

 Células recuperadas de cultura ou tecidos linfoides foram analisadas por 

citometria de fluxo quanto às moléculas expressas em sua superfície e a produção 
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de citocinas. Inicialmente, as células foram lavadas em tampão FACS (PBS com 

Ca2+Mg2+; 4% SFB) (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), centrifugou-se as 

amostras a 400 x g por 5 minutos a 4° C e ressuspendeu-se a 1-5 x106 células por 

tubo. Tubos de poliestireno de 5 mL de fundo redondo foram utilizados para as 

marcações (BD Bioscience, San Jose, CA, EUA). As células receberam anti-

CD16/CD32 (BD Bioscience, San Jose, CA, EUA) na diluição 1: 200 em tampão 

FACS, volume final de 200 µL, por 20 minutos a 4 °C, para bloqueio de ligações não-

específicas. Em seguida, as células foram lavadas e marcadas (30 minutos, a 4 °C, 

no escuro) com anticorpos conjugados específicos para os diferentes marcadores 

celulares e de citocinas, bem como os isótipos controle apropriados, na diluição             

1: 200 em 200 µL de tampão FACS (Quadro 1). Depois de lavar, centrifugar e 

descartar o sobrenadante adicionou-se, a cada tubo, 10 µL do marcador de morte 

celular 7- aminoactinomicina D (7-AAD-PerCP) (BD Bioscience, San Jose, CA, EUA)  

5 minutos antes da aquisição no citômetro de fluxo. As aquisições procederam-se 

nos citômetros LSRII (BD Bioscience, San Jose, CA, EUA) ou CyAn (Beckman 

Coulter Inc., Brea, CA, EUA) e os dados gerados foram analisados com o software 

FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, OR, EUA).   

 

Quadro 1-   Anticorpos monoclonais utilizados nos experimentos de Citometria 

de fluxo. 

 

Anticorpo Fluorocromo Clone Isótipo Fabricante 

CD3 PE, APC-Cy7 17A2 Rat IgG2b BD Bioscience 

CD4 PE GK1.5 Rat IgG2a BD Bioscience 

CD8α PE, Qdot Bv605 53-6.7 Rat IgG2a BD Bioscience 

CD11b AF700 M1/70 Rat IgG2b BD Bioscience 

CD11c PE-Cy7 N418 Hamster IgG1 eBioscience 

CD16/32 - 2.4G2 Rat IgG2b BD Bioscience 

CD19 PE, V450 1D3 Rat IgG2a BD Bioscience 

CD40 APC 3/23 Rat IgG2a BD Bioscience 

CD45.1 APC 30-F11 Rat IgG2b eBioscience 

CD80 FITC 16-10A1 Arm Hamster IgG2 BD Bioscience 

CD86 PE GL1 Rat IgG2a BD Bioscience 

F4/80 APC BM8 Rat IgG2a eBioscience 

MHCII (I-A/I-E) V450, PerCP-Cy5.5 M5/114.15.2 Rat IgG2b eBioscience 

IL-6 PE MP5-20F3 Rat IgG1 BD Bioscience 

IFN-γ APC XMG1.2 Rat IgG1 BD Bioscience 
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3.12  Análise da produção de citocinas intracelulares 

 

 A análise intracelular das citocinas IFN-γ e IL-6 procedeu-se com o tratamento 

das células de interesse (5 x 106 células) com monensina (1 µM) e Brefeldina A            

(10 µg/mL) (Sigma-Aldrich Biotechnology Co., St. Louis, MO, EUA) por 4,5 horas a 

37 °C, para impedir a secreção das citocinas produzidas através do bloqueio do 

Complexo de Golgi. As células foram recuperadas, lavadas em PBS e centrifugadas 

(400 x g, 5 minutos, 4 °C) adicionando-se, em seguida, o marcador de morte celular 

Aquadye fluorocromo V500 (Invitrogen, Eugene, OR, EUA) na diluição 1:1000 e 

incubando por 30 minutos, 4 °C, no escuro. Prosseguiu-se com lavagens em PBS, 

seguidas de centrifugação (400 x g, 5 minutos, 4 °C) e da adição de anti-CD16/CD32 

(BD Bioscience, San Jose, CA, EUA), diluído 1:200 em PBS. As amostras foram 

incubadas por 20 minutos, 4 °C, no escuro e novamente lavadas em PBS. 

Procedeu-se a marcação das moléculas de superfície celular utilizando anticorpos 

específicos, por 30 minutos, 4 °C, no escuro. Após lavagem em PBS, as células 

foram fixadas em formaldeído 4% (Thermo Scientific Pierce, Rockford, IL, EUA) por 

5 minutos a temperatura ambiente, lavadas em tampão FACS e, em seguida, em 

tampão Perm Wash (PBS, 0,1% NaN3, 0,1% BSA, 1% SFB, 0,1% saponina). 

Adicionou-se, novamente, anti-CD16/CD32 nas amostras e, passados 20 minutos de 

incubação, procedeu-se a marcação das citocinas intracelulares, utilizando os 

anticorpos específicos para as citocinas de interesse (Quadro 1).  

       Como controle, foram usados isótipos dos fluorocromos presentes no painel de 

marcação intracelular. Após 1 hora de incubação, 4 °C, no escuro, as células foram 

lavadas em Perm Wash e em tampão FACS. As aquisições procederam-se nos 

citômetros LSRII (BD Bioscience, San Jose, CA, EUA) ou CyAn (Beckman Coulter 

Inc., Brea, CA, EUA) e os dados gerados foram analisados com o software FlowJo 

(Tree Star Inc., Ashland, OR, EUA).   
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3.13  Avaliação in vitro do efeito da SBA-15 na ativação de células dendríticas 

diferenciadas da medula óssea de camundongos C57BL/6 

 

3.13.1 Obtenção e geração das DC 

 

Células da medula óssea foram extraídas dos fêmures e tíbias de 

camundongos isogênicos da linhagem C57BL/6, através de consecutivas lavagens 

utilizando-se seringa, agulha hipodérmica e meio RPMI completo (10% SFB, 2 mM 

de L-glutamina, 100 µg/mL de penicilina, 100 µg/mL estreptomicina, 1,25 µg/mL de 

fungizona e 1 µL/mL de β-mercaptoetanol 50 µM) (Gibco, Grand Island, NY, EUA). 

Após centrifugação a 400 x g por 5 minutos, as células (5 x 106) foram cultivadas em 

placas de Petri por sete dias em volume total de 10 mL de meio completo contendo 

1 µL de GM-CSF (100 µg/mL) (Peprotech, Rocky Hill, NJ, EUA) a 37 °C, 5% CO2. 

Após três dias de cultura, adicionou-se 10 mL de meio RPMI completo e 1 µL de 

GM-CSF. Após o período de incubação, as células dendríticas diferenciadas da 

medula óssea (BMDC) foram utilizadas nos ensaios. 

 

3.13.2 Ativação in vitro das BMDC pela SBA-15 

  

 Para avaliar o efeito da SBA-15 nas BMDC, células (1x106) foram cultivadas, 

em placas de 24 poços de baixa aderência (Costar 3473, Ultra Low Cluster Plate, 

Corning Incorporated, New York, NY, EUA), contendo 1 mL dos diferentes 

tratamentos: meio RPMI completo; 100 ng/mL de LPS (Sigma–Aldrich Biotechnology 

Co., St. Louis, MO, EUA) em meio RPMI completo; 50, 250, 500, 1000 e 5000 µg/mL 

de SBA-15 em meio RPMI completo. Após 6 horas, as células foram recuperadas e 

avaliadas por citometria de fluxo quanto a expressão das moléculas de superfície 

CD11c (PE-Cy7), MHCII (V450), CD40 (APC), CD80 (FITC), CD86 (PE), além do 

marcador de morte celular 7-AAD (PerCP) e IL-6 intracelular (PE). Os isótipos 

referentes a cada fluorocromo foram utilizados como controle. Células 

CD11c+MHCIIhigh foram selecionadas para a análise, após excluir-se doublets e 

células mortas (Figura suplementar 2). 

Para observar a fagocitose e o efeito da SBA-15 na morfologia celular, 

lâminas de vidro contendo 5 x 104 BMDC oriundas dos diferentes tratamentos, em 
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volume final de 200 µL de PBS, foram obtidas por citocentrifugação (400 x g por 5 

minutos, velocidade média) e posteriormente coradas com hematoxilina-eosina (HE). 

 

3.14  Ensaio de fagocitose com BMDC e OVA marcada com isotiocianato de 

fluoresceína (FITC) 

          

 Para avaliar a capacidade da SBA-15 de facilitar a fagocitose de proteínas 

solúveis, como a OVA, cultivou-se 5 x 105 BMDC de camundongos C57BL/6, com           

5 µg/mL de OVA marcada com FITC (Invitrogen, Eugene, OR, EUA), na presença ou 

não de SBA-15 (125 µg/mL) em volume final de 1 mL de meio RPMI completo, por 2 

horas a 37 °C, 5% CO2. Após incubação, procederam-se lavagens consecutivas 

para eliminar a proteína e sílica excedentes. Em seguida, as células foram marcadas 

com anti-CD11c (APC), anti-MHCII (V450) e com o marcador de morte celular 7-AAD 

(PerCP), conforme descrito no item 3.6 -  Citometria de fluxo. A expressão de                

OVA-FITC foi avaliada nos diferentes tratamentos por citometria de fluxo. 

 Para visualizar a fagocitose da OVA-FITC, lâminas de vidro contendo 5 x 104 

células em 200 µL de PBS, oriundas dos diferentes tratamentos, foram obtidas por 

citocentrifugação (400 x g por 5 minutos, velocidade média). Após secagem a 

temperatura ambiente, as lâminas foram mergulhadas em acetona gelada por 10 

minutos e mantidas no escuro. Em seguida, mergulhadas em PBS por 10 minutos e, 

após secagem, uma gota de Vectashield mounting media com DAPI (Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, EUA), para coloração dos núcleos celulares, foi 

adicionada em cada amostra. As lâminas foram visualizadas em microscópio 

confocal Apotome Imager.ZI e as imagens adquiridas pela câmera digital Carl Zeiss 

AxioCam MRm e visualizadas com o  software Axiovision versão 4.7.2. 

 

3.15  SBA-15 na apresentação antigênica in vitro  

 

 Para avaliar o papel da SBA-15 na apresentação antigênica e ativação in vitro 

de linfócitos T CD4+ e CD8+, foram realizados experimentos de cocultura com BMDC 

tratadas por 2 horas com OVA (20 µg/mL), OVA: SBA-15 (20 µg/mL: 500 µg/mL), 

peptídeos OVA257-264 ou OVA323-339 (1 µg/mL) encapsulados ou não a SBA-15                  

(1 µg/mL dos peptídeos: 25 µg/mL da sílica) (Genway Biotech, San Diego, CA, 

EUA), e linfócitos de camundongos das linhagens OT-I ou OT-II. Em microplacas de 
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96 poços, 5 x 104 BMDC previamente tratadas foram adicionadas aos primeiros 

poços e, em seguida,  diluídas em série. Adicionou-se, em todos os poços, 10 x 104 

células isoladas dos linfonodos periféricos de animais OT-I ou OT-II e timidina 

([3H]TdR-1µCi/poço) (West of Scotland Radionucleotide Dispensary, Glasgow, Reino 

Unido), em volume final de 200 µL de meio RPMI completo por poço.  

 O protocolo inicial consistia na marcação dos linfócitos OT-I ou OT-II com          

5 µM/mL de 5,6-carboxifluoresceína diacetato succinimidil éster (CFSE - 5 µM; 1 x 

107 células/mL; 8 minutos, escuro, temperatura ambiente) (Invitrogen, Eugene, OR, 

EUA), incubação por 3 dias de BMDC e linfócitos T nas proporções 1: 2, 1: 5 e 1: 10 

respectivamente, e posterior análise da diluição do CFSE por citometria de fluxo, 

conforme visto em alguns resultados. Entretanto, após padronização, optou-se pelo 

uso da timidina e da diluição seriada de DC para a maioria dos experimentos. 

Avaliou-se, após três dias, a proliferação de linfócitos por absorção de timidina bem 

como a produção de IFN-γ por essas células, através de marcação intracelular 

dessa citocina por citometria de fluxo (conforme item 3.7 - Análise da produção de 

citocinas intracelulares). Para quantificação de IFN-γ (APC), utilizou-se os 

marcadores de superfície celular anti-CD4 ou anti-CD8 (ambos em PE), excluindo-se 

doublets e células mortas com o uso do marcador de viabilidade celular, Aquadye 

fluorocromo V500 (Figura suplementar 3). 

 

3.16  A SBA-15 na apresentação antigênica in vivo 

 

Linfonodos e baços de camundongos das linhagens OT-I e OT-II foram 

coletados e as células isoladas. Após lise das hemácias com tampão específico (BD 

Bioscience, San Jose, CA, EUA), as células foram marcadas com CFSE. Essas 

células expressavam CD45.1 (Ly5.1) em sua superfície, permitindo sua identificação 

após transferência para camundongos WT C57BL/6 CD45.2 (Ly5.2). Após marcação 

com CFSE, 5 x 106 células foram injetadas (i.v.) nos camundongos recipientes (n= 4 

por grupo). Um dia após a transferência, os recipientes foram imunizados no coxim 

plantar direito (s.c.) com 10 µg/mL OVA, 10 µg/mL OVA: 250 µg/mL SBA-15 ou 

injetados com PBS, em volume final de 50 µL por animal. Após quatro dias, os 

linfonodos poplíteos foram retirados e foi avaliada a proliferação dos linfócitos T 

CD4+ e CD8+ (PE) OVA-específicos, através da diluição de CFSE por citometria de 

fluxo (Figura suplementar 4). Ainda, determinou-se o número total de células nos 
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linfonodos após imunização, a porcentagem de células provenientes dos animais 

doadores utilizando o marcador anti-CD45.1+ (APC) e a porcentagem de células 

CD45.1+ em divisão. 

 

3.17  SBA-15 na ativação de linfócitos CTL in vivo 

 

O desempenho da sílica na ativação de linfócitos CTL foi analisado por ensaio 

de citotoxicidade, avaliando-se a morte de células-alvo do baço de camundongos 

C57BL/6 marcadas CFSElow (0,5 µM) e CFSEhigh (5 µM) (Figura suplementar 5), 

essas últimas, tratadas por 2 horas a 37 °C, 5% CO2 com o peptídeo OVA257-264                    

(3 µM). As células marcadas foram injetadas na proporção 1:1 (5 x 106 de cada, i.v.) 

em camundongos recipientes WT C57BL/6 (n= 3 por grupo) imunizados 7 dias 

antes, no coxim plantar (s.c.), com 100 µg de OVA, 100 µg de OVA: 2500 µg                 

SBA-15, 100 µg de OVA: 2000 µg CFA e, como grupo controle, em animais não 

imunizados. Após 24 horas, baço e linfonodos periféricos dos animais tratados foram 

retirados e a morte de células CFSEhigh por CTL foi avaliada nos diferentes grupos, 

por citometria de fluxo, através da análise da perda de CFSE.  

 

3.18  Análise estatísticas 

 

Os resultados foram expressos como: média (x) e desvio padrão (SD) e 

estatisticamente analisados pelo teste paramétrico t de Student ou Two-way ANOVA 

e pós-teste de Bonferroni, calculados pelo software GraphPad Prism 5 (GraphPad, 

San Diego, CA, EUA) e considerados significativos quando p < 0,05.  
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4      RESULTADOS  

 

4.1  Estudo do potencial adjuvante da sílica SBA-15 em imunizações com a 

vacina contra hepatite B 

 

Demonstrou-se a aplicabilidade da sílica do tipo SBA-15 como adjuvante nas 

imunizações com a proteína recombinante HBsAg do vírus da hepatite B, principal 

componente da vacina Butang®, produzida pelo Instituto Butantan (Figura 2). 

Camundongos BALB/c receberam, pelas vias oral ou subcutânea, 0,5 µg de HBsAg 

em sílica ou adsorvida ao Al(OH)3.  

 

Figura 2– Proteína recombinante do vírus HBV e a sílica mesoporosa      

nanoestruturada SBA-15. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Partículas da proteína recombinante HBsAg. Microscopia eletrônica de transmissão 
(TEM) das Virus Like Particles na ausência de sílica. (B) Proteína recombinante HBsAg 
ligada à SBA-15. Microscopia eletrônica de transmissão (TEM) das Virus Like Particles na 
presença de sílica. Imagens cedidas pela Seção de Hepatite do Instituto Butantan.  

 

O primeiro protocolo avaliado (Esquema 1) visava estimar a resposta imune 

secundária de camundongos imunizados com HBsAg em sílica ou Al(OH)3, pelas 

vias oral ou subcutânea. Especialmente, verificar se houve o desenvolvimento de 

resposta imune após uma única dose oral. Para isso, uma dose reforço foi 

administrada subcutaneamente, 30 dias após a primeira imunização. Utilizou-se, no 

reforço, HBsAg em sílica ou Al(OH)3, mantendo os adjuvantes referentes aos grupos 

da primeira imunização (Figura 3A).  

 

A B 
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Em outro experimento (Esquema 2), foi administrado o antígeno pelas vias 

oral ou subcutânea e dose reforço 30 dias após a primeira administração, mantendo-

se as vias da imunização primária. Esse estudo teve como objetivo principal 

comparar a resposta imune gerada após administração pelas vias parenteral ou oral 

(Figura 3B). 

Amostras individuais de soro e fezes foram coletadas periodicamente para 

titulação de anticorpos específicos por ELISA. 
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 Figura 3-  Esquema das imunizações com HBsAg. 

 

 

 

(A) Camundongos BALB/c foram imunizados com 0,5 µg de HBsAg, 0,5 µg de HBsAg: 5 µg 
SBA-15 ou 0,5 µg de HBsAg: 6,25 µg Al(OH)3 pelas vias subcutânea ou oral. Uma dose 
reforço foi administrada, após 30 dias, exclusivamente pela via subcutânea com a mesma 
dose do antígeno em sílica ou Al(OH)3. (B) Camundongos BALB/c  foram imunizados com 
0,5 µg de HBsAg, 0,5 µg de HBsAg: 5 µg SBA-15 ou 0,5 µg de HBsAg: 6,25 µg Al(OH)3 
pelas vias subcutânea ou oral. Uma dose reforço foi administrada, após 30 dias, pelas 
mesmas vias e com a mesma dose do antígeno em sílica ou Al(OH)3. Passados 7, 14 e 30 
dias das imunizações, amostras de sangue e fezes foram coletadas para detecção de 
anticorpos anti-HBsAg por ELISA. n= 5 animais por grupo. 
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Resposta imune primária
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4.1.1 Efeito da SBA-15 na produção de anticorpos séricos (IgA, IgG, IgG1 e    

IgG2a) e secretados (s-IgA) anti-HBsAg nas imunizações parenteral e oral 

 

Para análise da produção de anticorpos específicos séricos e secretados, 

sangrias e coleta de fezes foram realizadas periodicamente para obtenção de 

amostras dos camundongos testados. Tanto no Esquema 1 quanto no Esquema 2, 

passados 7, 14 e 30 dias da primeira imunização não foi detectada a produção de 

anticorpos específicos em nenhum dos grupos experimentais (dados não 

mostrados).  

No Esquema 1, após imunização oral ou subcutânea, e dose reforço 

exclusivamente s.c., os níveis de IgG sérica anti-HBsAg foram elevados, passados 

7, 14 e 30 dias, tanto nos grupos imunizados com SBA-15 (5,2 log2, 7,8 log2 e 9 log2) 

quanto com Al(OH)3 (11 log2, 11log2 e 9,6 log2). Detectou-se diferença estatística               

(p < 0,05) no 7º. dia após reforço, evidenciando a maior produção de anticorpos no 

grupo imunizado s.c. com Al(OH)3 (Figura 4A).  

A análise dos isótipos IgG1 e IgG2a, na resposta secundária, indicou 

diferença nos níveis de IgG1 entre os grupos HBsAg: Al(OH)3 (10,2 log2, 12,5 log2 e 

12 log2) e HBsAg: SBA-15 (7,4 log2, 10,4 log2 e 9 log2). Novamente, 7 dias após a 

segunda imunização subcutânea, o grupo imunizado com Al(OH)3 apresentou maior 

produção desse isótipo (p < 0,05) comparativamente ao grupo imunizado com              

SBA-15 (Figuras 4B e 5). Os títulos de IgG2a mostraram-se semelhantes entre os 

grupos HBsAg: Al(OH)3   (8 log2, 8,5 log2 e 7,8 log2) e HBsAg: SBA-15 (5,8 log2, 6,6 

log2 e 6,8 log2) (Figuras 4C e 5). 

Para avaliar o uso da SBA-15 como adjuvante nas imunizações pela via oral 

nesse esquema, imunizamos camundongos BALB/c com HBsAg em PBS ou HBsAg: 

SBA-15 por gavagem. Após a primeira dose não se detectou a produção de 

anticorpos séricos ou secretados específicos nos grupos experimentais (dados não 

mostrados). 

O soro coletado 7, 14 e 30 dias após dose reforço, pela via subcutânea, 

indicou que os camundongos imunizados sem a sílica não produziram anticorpos 

específicos; o contrário foi observado no grupo HBsAg: SBA-15. O grupo apresentou 

títulos de IgG de 9,2 log2, 10,6 log2 e 10 log2, nos dias 7, 14 e 30 após reforço, 

respectivamente. Houve diferença estatística no 30º. dia comparativamente ao            

7º. dia (p < 0,05) (Figura 4A). Os níveis de IgG1 anti-HBsAg detectados foram de 9 
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log2, 10,2 log2 e 10 log2; e os de IgG2a sérica foram de 6 log2, 6,2 log2 e 7,4 log2 no 

grupo imunizado com a sílica (Figura 6). 

 Anticorpos IgA séricos específicos foram detectados somente no grupo 

HBsAg: SBA-15, 10 dias após reforço subcutâneo (4,5 log2) (Figura 7A).  

 As análises de IgA secretada (s-IgA) nas fezes, mostraram que os títulos de 

anticorpos do grupo primado pela via oral com HBsAg em SBA-15 foram maiores 

comparativamente ao grupo imunizado sem a sílica. Dez dias após a primeira 

imunização oral, os títulos de s-IgA foram 3 log2 no grupo HBsAg:SBA-15 e 

mantiveram-se estáveis após reforço subcutâneo (Figura 7B). 

No Esquema 2, cujo objetivo era comparar as vias de imunização parenteral 

e oral, não detectou-se diferença na produção de anticorpos da classe IgG após               

14 dias da imunização subcutânea com Al(OH)3 (> 11 log2 em todos os animais do 

grupo) ou SBA-15 (> 11 log2, 8 log2, 6 log2, 6 log2 e 11 log2) indicando que os dois 

adjuvantes foram igualmente eficientes (Figura 8). 

Ainda, após imunização oral, a sílica mostrou-se um bom adjuvante para a 

resposta de anticorpos. Os títulos de IgG (> 11 log2, 9 log2, 11 log2, 11 log2 e              

13 log2), IgG1 (13 log2, 9 log2, 9 log2, 11 log2 e 9 log2) e IgG2a (9 log2, 2 log2, 5 log2,           

6 log2 e 7 log2) foram significativamente maiores (p < 0,001) no grupo imunizado com 

HBsAg:SBA-15. No grupo imunizado com HBsAg em PBS não foram detectados 

anticorpos específicos para a proteína (Figura 8). 

Surpreendentemente, os títulos obtidos por camundongos imunizados pela via 

subcutânea, com o antígeno em sílica ou Al(OH)3, mostraram-se semelhantes aos 

dos animais imunizados pela via oral com a sílica (Figuras 4, 6 e 8). 

Verificou-se que camundongos imunizados pela via subcutânea com HBsAg 

em PBS apresentaram altos títulos de anticorpos. Entretanto, o mesmo não ocorreu 

pela via oral, indicando o potencial adjuvante da sílica, especialmente por essa via 

(Figuras 4, 6 e 8). 
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Figura 4-  Produção de anticorpos anti-HBsAg em camundongos BALB/c 

imunizados pelas vias subcutânea ou oral (Esquema 1). 

 

 

 

 

Níveis séricos de (A) IgG, (B) IgG1, (C) IgG2a anti-HBsAg. Níveis de anticorpos medidos 
por ELISA 7, 14 e 30 dias após dose reforço, administrada pela via subcutânea 30 dias após 
a primeira dose (oral ou s.c.). Análises estatísticas feitas pelo teste paramétrico t de Student, 
*p < 0,05 (7d versus 30d), ° p < 0,05 (HBsAg: Al(OH)3 versus HBsAg: SBA-15 – s.c.),               
•••p < 0,001 (HBsAg: Al(OH)3 versus HBsAg: SBA-15 – v.o.).  n= 5 animais por grupo. 
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Figura 5-  Produção de IgG1 e IgG2a anti-HBsAg em camundongos BALB/c 

imunizados pela via subcutânea, seguindo o esquema 1 de 

imunização. 

 

 

 

 

 

Níveis séricos de IgG1 e IgG2a anti-HBsAg. Níveis de anticorpos medidos por ELISA 7, 14 e 
30 dias após dose reforço, administrada pela via subcutânea 30 dias após a primeira dose. 
Os títulos de IgG1 e IgG2a entre os grupos foram usados como referência para o teste 
paramétrico t de Student, *p < 0,05. n= 5 animais por grupo. 
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Figura 6-  Produção de IgG1 e IgG2a anti-HBsAg em camundongos BALB/c 

imunizados pela via oral (Esquema 1). 

 

 

 

 

Níveis séricos de IgG1 e IgG2a anti-HBsAg. Níveis de anticorpos medidos por ELISA 7, 14 e 
30 dias após dose reforço, administrada pela via subcutânea 30 dias após a primeira dose 
oral. Os títulos de IgG1 e IgG2a entre os grupos foram usados como referência para o teste 
paramétrico t de Student, ***p < 0,001. n= 5 animais por grupo. 
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Figura 7-  Produção de IgA sérica e secretada (s-IgA) anti-HBsAg em 

camundongos BALB/c imunizados pela via oral (Esquema 1). 

 

 

 

 
(A) Níveis séricos e (B) secretados de IgA anti-HBsAg. Níveis de anticorpos medidos por 
ELISA 10 dias (dRP) após imunização pela via oral e 10 dias (dRS) após reforço subcutâneo 
administrada 30 dias após a primeira dose. O grupo de animais imunizado com a HBsAg em 
PBS pela via oral foi usado como referência para as análises estatísticas feitas pelo teste 
paramétrico t de Student. n= 5 animais por grupo. 
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Figura 8-  Produção de IgG, IgG1 e IgG2a anti-HBsAg em camundongos 

BALB/c imunizados pelas vias subcutânea ou oral (Esquema 2). 

 

 

 

 

Camundongos BALB/c imunizados com 0,5 µg de HBsAg, 0,5 µg de HBsAg: 5 µg SBA-15 
ou 0,5 µg de HBsAg: 6,25 Al(OH)3 pelas vias subcutânea ou oral. Dose reforço administrada 
após 30 dias pelas vias subcutânea ou oral com a mesma dose do antígeno em PBS, sílica 
ou Al(OH)3. Passados 14 dias da segunda imunização, amostras de sangue foram coletadas 
para detecção de anticorpos anti-HBsAg por ELISA. (A) Títulos de IgG, (B) IgG1 e (C) 
IgG2a. Análises estatísticas feitas pelo teste Two-way ANOVA e Bonferroni pós-teste,                    
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. n= 5 animais por grupo; nd = não detectado. 
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4.2 Estudo do potencial adjuvante da sílica SBA-15 em imunizações 

parenteral e oral com ovalbumina 

 

4.2.1 Efeito da SBA-15 na produção de anticorpos séricos IgG anti-OVA em 

imunizações subcutâneas  

 

Avaliou-se o desenvolvimento da resposta humoral em camundongos 

C57BL/6 imunizados pela via subcutânea utilizando a sílica SBA-15 como adjuvante. 

Os animais foram imunizados, por duas vezes, com intervalos de 30 dias, com 10 µg 

de OVA ou 10 µg de OVA: 250 µg SBA-15. A presença de IgG sérica anti-OVA foi 

avaliada 10 dias após as imunizações (Figura 9). 

 

Figura 9-  Esquema das imunizações com SBA-15 pela via subcutânea. 

 

 

Camundongos C57BL/6 (n= 4 por grupo) foram imunizados com 10 µg de OVA ou 10 µg de 
OVA: 250 µg SBA-15 por duas vezes, com intervalos de 30 dias entre as imunizações. Dez 
dias após as inoculações, os animais foram sangrados pela base da cauda para a obtenção 
de soro. A presença de anticorpos IgG anti-OVA foi avaliada por ELISA. 
 

 

Os resultados das imunizações subcutâneas revelaram aumento nos títulos 

de anticorpos séricos IgG anti-OVA no grupo imunizado com a sílica, tanto na 

resposta primária quanto na secundária (Figura 10). Na resposta primária, o grupo 

imunizado com SBA-15 apresentou título 1: 6000 contra 1: 2250 do grupo imunizado 

sem o adjuvante (p < 0,05) (Figuras 10A e 10C).  
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Os títulos aumentaram após a dose reforço e o grupo OVA apresentou título 

1: 40000, já o grupo OVA: SBA-15 teve título 1: 147500 (p < 0,01) (Figuras 10B e  

10C). Esses resultados comprovam o potencial adjuvante da sílica e sua eficiência 

na indução de memória imunológica devido ao aumento nos níveis de anticorpos na 

resposta secundária.  
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Figura 10-  Títulos de IgG anti-OVA produzidos por camundongos C57BL/6 

imunizados pela via subcutânea. 

 

Animais imunizados pelo coxim plantar (s.c.) com 10 µg de OVA ou 10 µg de OVA: 250 µg 
SBA-15 em duas doses com intervalo de 30 dias. Dez dias após as inoculações, os animais 
foram sangrados pela base da cauda para a obtenção de soro. A presença de anticorpos 
IgG anti-OVA foi avaliada por ELISA. (A) Produção de anticorpos na resposta primária e (B) 
secundária em densidade ótica (D.O.) e (C) em títulos de anticorpos. Leitura a 450 nm; D.O. 
e títulos de anticorpos expressos em média ± SD e estatisticamente analisados pelo teste 
paramétrico t de Student: *p < 0,05, **p < 0,01 OVA versus OVA:SBA-15; #p < 0,05 OVA 
versus não imunizados; §p < 0,05, §§p < 0,01 OVA:SBA-15 versus não imunizados. n= 4 
animais por grupo. 
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4.2.2 Efeito da SBA-15 na produção de anticorpos séricos IgG e IgA secretada anti-

OVA em imunizações orais  

 

 Devido a suas propriedades físico-químicas, acredita-se que a SBA-15 seja 

um candidato a adjuvante de mucosas. Para verificar esse potencial, camundongos 

C57BL/6 receberam por gavagem 100µg de OVA, 100µg OVA: 2500µg SBA-15, ou 

PBS. O soro e extrato de fezes de camundongos imunizados com 10000µg OVA: 

10µg toxina colérica (CT) foram utilizados como controle positivo. Os animais 

receberam três doses do antígeno pela via oral, com intervalos de 30 dias entre as 

imunizações e, 20 dias após a última dose, foram desafiados com 10 µg de OVA em 

Al(OH)3, pela via intraperitoneal, para verificar a ativação do sistema pelas 

imunizações anteriores (Figura 11). 

 

 

Figura 11-  Esquema das imunizações com SBA-15 pela via oral. 

 

 

 
 
 
 

Camundongos C57BL/6 foram imunizados três vezes consecutivas por gavagem com 100 
µg de OVA ou 100 µg de OVA: 2500 µg SBA-15, com intervalos de 30 dias entre as 
imunizações. Passados 20 dias da última dose, os grupos experimentais foram imunizados 
pela via intraperitoneal com 10 µg de OVA em Al(OH)3. Dez a sete dias após as inoculações, 
os animais foram sangrados pela base da cauda para a obtenção de soro e tiveram suas 
fezes colhidas para dosagem de IgA secretada. A presença de anticorpos IgG e IgA anti-
OVA foi avaliada por ELISA. 
 

 

 

 

 

 

PRIMEIRA
DOSE

10 dias 7 dias 

Resposta imune primária
Elisa

DESAFIO
i.p.

10 µg OVA:Alum/animal

(Após 20 dias)

Resposta imune secundária
Elisa

Resposta imune terciária
Elisa

Elisa

7 dias 7 dias 

SEGUNDA
DOSE

(Após 30 dias)

TERCEIRA
DOSE

(Após 30 dias)



65 

 

As imunizações pela via oral não induziram a produção local de anticorpos 

específicos da classe IgA, sendo indetectáveis nas fezes dos animais imunizados. 

Da mesma forma, não se verificou a presença de anticorpos da classe IgG no soro 

desses animais nas respostas primária e secundária (dados não mostrados). Após 

receberem três doses reforço, os níveis de anticorpos IgG específico foram iguais 

nos grupos OVA, OVA:SBA-15 e não imunizados, indicando o não desenvolvimento 

da resposta imune humoral (Figura 12). Somente o soro controle de animais 

imunizados com OVA :CT apresentaram níveis elevados de IgG circulante           

(Figura 12A).  

Após o desafio intraperitoneal, os grupos de camundongos imunizados 

anteriormente com OVA ou OVA: SBA-15 e o grupo imunizado uma única vez com 

OVA em Al(OH)3, apresentaram níveis semelhantes de IgG sérica anti-OVA, com 

títulos em torno de 1:4000, indicando que os animais não foram sensibilizados pelas 

imunizações orais com esse antígeno (Figura 12B). 
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Figura 12-  Níveis de IgG sérica anti-OVA produzidos por camundongos 

C57BL/6 imunizados pela via oral. 

 

 

 

Os animais foram imunizados por gavagem com 100 µg de OVA ou 100 µg de                  
OVA: 2500 µg SBA-15 em três doses com intervalos de 30 dias. Para o desafio pela via 
intraperitoneal, utilizou-se 10 µg de OVA: 2000 µg de Al(OH)3. Os animais do grupo controle 
correspondem a camundongos imunizados com uma dose de 10 µg de OVA: 2000 µg de 
Al(OH)3. (A) Produção de anticorpos sete dias após terceira dose e (B) sete dias após 
desafio intraperitoneal com Al(OH)3. Dosagem realizada pelo método de ELISA. Leitura a 
450 nm, Resultados D.O., expressos em média ± SD e estatisticamente analisados pelo 
teste paramétrico t de Student: *p < 0,05 OVA versus OVA: SBA-15; #p < 0,05 OVA versus 
não imunizados. n= 4 animais por grupo. 
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4.3 Análise do potencial de encapsulação de proteínas a sílica 

nanoestruturada SBA-15 

 

4.3.1 Encapsulação de ovalbumina 

 

A análise in vitro da encapsulação da ovalbumina (uma proteína com 385 

aminoácidos e 45 kDa) (NISBET et al., 1980) a SBA-15 confirmou o potencial de 

ligação dessa partícula (Quadro 2). Observou-se que, quanto maior a proporção de 

SBA-15, maior a quantidade de proteína encapsulada. Na proporção 1: 50                     

(1000 µg/mL de OVA: 50000 µg/mL de SBA-15), por exemplo, aproximadamente 

85% da OVA ficou retida a sílica (Figura 13). Após essa análise, adotou-se a 

proporção OVA: SBA-15 de 1: 25 para os ensaios in vitro e in vivo com esse 

antígeno. 

 

Quadro 2- Potencial de encapsulação da ovalbumina a sílica        

nanoestruturada SBA-15. 

 

 
              

Proporção OVA:SBA-15 D.O. (562 nm) 
Concentração OVA 

(µg/mL) 

OVA (1000 µg/mL) 1,139 883,25 

1:1 1,12 867,4166667 

1:2 1,099 849,9166667 

1:5 1,014 779,0833333 

1:10 0,823 619,9166667 

1:25 0,458 315,75 

1:30 0,347 223,25 

1:50 0,239 133,25 

SBA-15 (25000 µg/mL) 0,012 0 

                
Concentração de ovalbumina livre no sobrenadante. Resultados expressos em densidade 
ótica (562 nm) e em µg/mL e representativos de três experimentos independentes. 
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Figura 13- Porcentagem de encapsulação de ovalbumina a SBA-15. 
 
 

 

 

Resultado expresso em porcentagem de proteína encapsulada conforme a razão OVA: 
SBA-15 e representativo de três experimentos independentes.  

 

 

4.3.2 Encapsulação de citocinas 

 

Após tentativas frustradas de dosar citocinas, como IL-6 e IFN-γ, do 

sobrenadante de culturas de DC e linfócitos T que receberam tratamento com             

SBA-15, percebeu-se que a sílica excedente poderia ligar-se a essas proteínas, 

impossibilitando a quantificação precisa das citocinas produzidas por essas células. 

Para nos certificarmos disso, incubamos concentrações conhecidas de IL-6            

(20 ng/mL) e IFN-γ (100 ng/mL) com diferentes concentrações de SBA-15 (10, 125, 

500, 875 e 1250 µg/mL) por 24 horas, a 4 °C. Após o período de incubação, a 

mistura foi centrifugada e o sobrenadante recolhido para dosagem por ELISA das 

citocinas não encapsuladas. Como esperado, comprovou-se que as citocinas 

presentes nas culturas foram encapsuladas pela SBA-15, sendo essa encapsulação 

dose dependente (Figura 14). Por esse motivo, utilizou-se a análise intracelular da 

produção de citocinas por citometria de fluxo para a dosagem de IL-6 e IFN-γ das 

culturas celulares.  
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Figura 14-     Encapsulação de citocinas a SBA-15. 

 

 
 

As proteínas em concentrações conhecidas, (A) IL-6 (20 ng/mL) e (B) IFN-γ (100 ng/mL), 
foram incubadas com diferentes quantidades de SBA-15 (10, 125, 500, 875 e 1250 µg/mL) 
por 24 horas. As proteínas no sobrenadante foram dosadas por ELISA e os resultados foram 
expressos em concentração (pg/mL) de IL-6 e IFN-γ nos diferentes tratamentos. Resultados 
representativos de dois experimentos independentes.  
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4.4 Recrutamento de células para o linfonodo drenante após a 

administração subcutânea de SBA-15 

 

Camundongos C57BL/6 receberam, no coxim plantar direito (s.c.), 1000 µg de 

SBA-15 em 50 µL de PBS para caracterizar os tipos celulares presentes no linfonodo 

poplíteo, 24 e 72 horas após sua administração. Determinou-se, ainda, o número 

total de células e o espessamento das patas que receberam as partículas. 

Observou-se o crescente aumento no número total de células no linfonodo 

drenante (p < 0,01), comparativamente ao controle com PBS, após 24 e 72 horas da 

inoculação de sílica (Figura 15A); entretanto, a espessura da pata do grupo de 

animais que recebeu SBA-15 foi maior nas primeiras 24 horas (p < 0,01), e reduzido 

pela metade após 72 horas da injeção (p < 0,05) (Figura 15B). 

Não se verificou alterações na porcentagem de linfócitos B CD19+ e T CD4+ e 

CD8+ durante os períodos analisados (Figura 15C). Porém, comparando o número 

total dessas células, foi evidente o aumento crescente de linfócitos por até 72 horas 

pós-inoculação (Figura 15D). Mais importante, comprovou-se o recrutamento de 

células da imunidade inata, como macrófagos (CD11b+F4/80+) e DC maduras 

(CD11c+MHCIIhigh) para o linfonodo drenante. A porcentagem e número total                   

(p < 0,01) de macrófagos nos linfonodos de animais que receberam a SBA-15 

mostraram-se aumentados principalmente após 24 horas (Figuras 15C e 15D). 

Quando analisadas as DC, houve aumento constante desses tipos celulares ao 

longo do período analisado (p < 0,001) (Figuras 15C e 15D). 
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Figura 15– Recrutamento de células para o linfonodo drenante 24 e 72  

 horas após a administração subcutânea de SBA-15. 

 

 

 

 

Camundongos C57BL/6 foram inoculados no coxim plantar traseiro direito (s.c.) com 1000 
µg de SBA-15 em 50 µL de PBS. Como controle, os animais receberam apenas PBS. Após 
24 e 72 horas, avaliou-se o (A) número total de células (x105), (B) a espessura da pata 
inoculada (mm), e os tipos celulares encontrados no linfonodo poplíteo, em (C) porcentagem 
e (D) número total (x105). Os resultados foram expressos em média ± SD e representativos 
de dois experimentos independentes. Análise feita pelo teste paramétrico t de Student,        
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. n= 3 por grupo. 
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4.5 Efeito da sílica SBA-15 na ativação de BMDC de camundongos C57BL/6 

 

4.5.1 Efeito da SBA-15 na expressão de MHCII e moléculas coestimuladoras CD40, 

CD80 e CD86 nas BMDC 

 

 Avaliou-se o papel da SBA-15 na ativação de DC diferenciadas in vitro, 

verificando, por citometria de fluxo, a expressão das moléculas de MHCII, CD40, 

CD80 e CD86 após incubação, por 6 horas, dessas células com diferentes 

concentrações de sílica (50, 250, 500, 1000 e 5000 µg/mL). Comparativamente aos 

controles negativo (meio RPMI) e positivo (100 ng/mL de LPS), não se observou o 

aumento na expressão dessas moléculas nos tratamentos com SBA-15, indicando 

que a sílica não influencia na maturação das DC após esse período de incubação 

(Figura 16).  

 Lâminas obtidas por citocentrifugação indicam que a sílica é fagocitada pelas 

DC (Figura 17), confirmando o descrito por Vallhov et al. (2012) em BMDC 

humanas. Nas concentrações de 50 µg/mL e 250 µg/mL, nota-se a presença de 

partículas de sílica no interior das células (Figuras 17C e 17D); contudo, nas 

concentrações acima de 500 µg/mL, aparentemente, há saturação do meio devido 

ao excesso de partículas (Figuras 17E e 17F). Porém, através do uso do marcador 

de morte celular 7-AAD nos ensaios de citometria de fluxo, verificou-se que, mesmo 

em altas concentrações de SBA-15, não há o comprometimento da viabilidade 

celular (Figura 18). 

 Para verificar se a sílica auxilia na fagocitose de proteínas solúveis, utilizou-se 

OVA marcada com FITC, previamente incubada ou não com SBA-15, para 

quantificar e visualizar a fagocitose pelas DC in vitro. Dados obtidos por microscopia 

confocal (Figura 19) e citometria de fluxo (Figura 20) evidenciaram aumento da 

porcentagem total e média de intensidade de fluorescência de células CD11c+          

OVA-FITC+ no grupo com SBA-15. Como controle negativo do experimento, células 

incubadas a 4 °C foram avaliadas  (Figura suplementar 7). 
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Figura 16-  Expressão das moléculas de MHCII, CD40, CD80 e CD86 em BMDC 

de camundongos C57BL/6 estimuladas por 6 horas com SBA-15. 
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BMDC estimuladas com diferentes concentrações de SBA-15 (50-5000 µg/mL) ou LPS (100 
ng/mL de LPS) e meio RPMI como controle. Expressão das moléculas analisadas nas 
células CD11c+MHCIIhigh; (A) MHCII, (B) CD40, (C) CD80, (D) CD86. Resultados expressos 
em histogramas e gráficos de barras com a média de intensidade de fluorescência (MIF) das 
diferentes moléculas e representativos de cinco experimentos independentes. 
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Figura 17-  BMDC de camundongos C57BL/6 após tratamento com SBA-15. 

 
 

 

 

BMDC estimuladas por 6 horas com (A) meio RPMI, (B) 100 ng/mL de LPS, (C) 50 µg/mL, 
(D) 250 µg/mL, (E) 500 µg/mL e (F) 1000 µg/mL de SBA-15. Lâminas obtidas por 
citocentrifugação (5 x 104 células em 200 µL de PBS) e coradas com HE. Aumento de 40x. 
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Figura 18-  Viabilidade das BMDC de camundongos C57BL/6 em cultura com 

SBA-15. 

 

 

 

BMDC estimuladas, por 6 horas, com diferentes concentrações de SBA-15 (50-5000 µg/mL) 
ou LPS (100 ng/mL de LPS) e meio RPMI como controle. Expressão do marcador de morte 
celular 7-AAD (PerCP) em células CD11c+MHCIIhigh. Resultados expressos em (A) dotplots e 
(B) gráficos de barras com a porcentagem média ± SD de células vivas e representativo de 
cinco experimentos independentes. Teste t de Student *p < 0,05, 50 µg/mL versus                       
250 µg/mL. 
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Figura 19- Efeito da sílica SBA-15 na fagocitose de ovalbumina marcada com 

fluoresceína (FITC) por BMDC, analisado por microscopia confocal. 

 

 

 
 
BMDC (5 x 105 células) foram cultivadas com (A) meio RPMI, (B) 125 µg/mL de    SBA-15,  
(C) 5 µg/mL de OVA marcada com FITC ou (C) 5 µg/mL de OVA: 125 µg/mL de SBA-15 em 
1 mL de meio RPMI completo, por 2 horas a 37° C, 5% CO2. Lâminas obtidas por 
citocentrifugação (5 x 104 células em 200 µL de PBS), coradas com DAPI para visualização 
dos núcleos e visualizadas em microscópio confocal Apotome Imager.ZI. Aumento de 40x. 
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Figura 20- Efeito da sílica SBA-15 na fagocitose de ovalbumina marcada com 

fluoresceína (FITC) por BMDC, analisado por citometria de fluxo. 
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BMDC (5 x 105 células) foram cultivadas com 5 µg/mL de OVA marcada com FITC ou com 5 
µg/mL de OVA: 125 µg/mL de SBA-15 em 1 mL de meio RPMI completo, por 2 horas a                     
37 °C, 5% CO2. Como controle, utilizaram-se BMDC sem tratamento e BMDC incubadas 
com 125 µg/mL de SBA-15. Células marcadas com anti-CD11c (APC), anti-MHCII (V450) e                  
7-AAD (PerCP) e adquiridas no citômetro de fluxo CyAN. População de células vivas e 
CD11c+MHCIIhigh foram selecionadas para as análises. Resultados expressos em                         
(A) dotplots e (B) histogramas com média de intensidade de fluorescência (MIF) de cada 
grupo. Dados representativos de cinco experimentos independentes.  
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4.5.2   Efeito da SBA-15 na produção de IL-6 por BMDC 

 

 A quantidade de IL-6 produzida pelas BMDC após incubação de 6 horas com 

a sílica também foi analisada, indicando aumento na produção dessa citocina                

pró-inflamatória na presença de diferentes concentrações de SBA-15, 

comparativamente ao controle negativo (meio RPMI) e positivo (LPS). Contudo, a 

dosagem de 5000 µg/mL de SBA-15 não evidenciou aumento na produção de IL-6 

(Figura 21). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



81 

 

Figura 21-  Produção de IL-6 por BMDC estimuladas com diferentes 

concentrações de SBA-15.  

 

 

Marcação de IL-6 intracelular em BMDC CD11c+MHCIIhigh de camundongos C57BL/6. BMDC 
estimuladas com diferentes concentrações de SBA-15 (50-5000 µg/mL) ou LPS (100 ng/mL 
de LPS) e meio RPMI como controle. (A) Histograma e (B) gráfico de barras com a média 
de intensidade de fluorescência (MIF) e representativos de três experimentos 
independentes. 
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4.6  SBA-15 na apresentação antigênica in vitro 

 

O efeito da sílica SBA-15 na apresentação antigênica in vitro foi avaliado 

utilizando o modelo de cocultura, incubando por três dias BMDC de camundongos 

C57BL/6 com linfócitos provenientes de camundongos das linhagens OT-I ou OT-II. 

Padronizou-se a melhor dose de OVA e SBA-15 a ser utilizada nesses experimentos 

(Figura 22), bem como a melhor proporção DC: linfócitos T (dados não mostrados). 

A Figura 22 indica a maior proliferação de linfócitos CD8+ e CD4+, com DC: linfócitos 

T na proporção 1: 5, quando utilizada a sílica como adjuvante em diferentes 

concentrações. 

Após padronizar a dose em 20 µg/mL de OVA e 500 µg/mL de SBA-15 

decidiu-se utilizar as DC como fator limitante da cocultura. Dessa forma, adicionou-

se 5 x 104 BMDC, previamente tratadas por duas horas com antígenos e controles 

(Meio RPMI; 20 µg/mL de OVA; 20 µg/mL de OVA: 500 µg/mL SBA-15; 1 µg/mL de 

peptídeos OVA257-264 ou OVA323-339; 1 µg/mL de peptídeos OVA257-264 ou OVA323-339: 

25 µg/mL de SBA-15; 500 µg/mL SBA-15), diluídas em série em placas de 96 poços 

e linfócitos T isolados de camundongos OT-I ou OT-II no total de 10 x 104 células por 

poço. Após o período de incubação de 3 dias, verificou-se a proliferação e ativação 

desses linfócitos T através da absorção de timidina, diluição de CFSE e produção de 

IFN-γ.  

Analisando a resposta dos linfócitos T CD8+, sugere-se que a SBA-15 seja 

capaz de induzir a apresentação cruzada de OVA e seus peptídeos pelas DC e, 

consequentemente, ativar esses tipos celulares. A proliferação de linfócitos T CD8+ 

foi estatisticamente significante na presença de 781,25 DC (p < 0,05) tratadas com 

OVA:SBA-15 e com 390,62 DC pulsadas com OVA257-264:SBA-15 :SBA-15 (p < 0,05) 

(Figura 23). Da mesma forma, embora estatisticamente não significante, houve 

maior produção de IFN-γ após tratamento com a sílica (Figura 24). 
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Quando analisada a proliferação de linfócitos T CD4+, verificou-se diferença 

estatística (p < 0,05) na expansão de células após cocultura com 3125 BMDC 

tratadas com OVA ou OVA: SBA-15 (Figura 25B). A apresentação do peptídeo 

OVA323-339 por 12500 DC (p < 0,01) e 3125 DC (p < 0,05) mostrou-se mais eficiente 

após tratamento com SBA-15, fato comprovado pela maior proliferação desses 

linfócitos (Figura 25C). A produção de IFN-γ por linfócitos T CD4+ em cultura foi 

aumentada nos grupos OVA: SBA-15 (p < 0,05) e OVA323-339:SBA-15 (p < 0,05), 

indicando que a sílica tem papel na ativação de linfócitos T auxiliares (Figura 26). 
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Figura 22-  Efeito da SBA-15 na proliferação de linfócitos T in vitro. 

 

BMDC de camundongos C57BL/6 foram incubadas por 2 horas com diferentes tratamentos 
(Controles positivo e negativo, OVA, OVA: SBA-15 em diferentes concentrações, mantendo 
a proporção antígeno:SBA-15 em 1:25) e colocadas em cultura com linfócitos provenientes 
de camundongos das linhagens  (A) OT-I ou (B) OT-II por três dias. A proliferação dos 
linfócitos T foi avaliada pela absorção de timidina. Resultados expressos em média ± SD e 
representativos de três experimentos independentes; o tratamento com OVA sem sílica foi 
usado como referência para análise do teste paramétrico t de Student, *p < 0,05; **p < 0,01. 
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Figura 23-  Efeito da SBA-15 na proliferação de linfócitos T CD8+ in vitro. 
 

 

BMDC de camundongos C57BL/6 foram incubadas por 2 horas com diferentes tratamentos 
(Meio RPMI; 20 µg/mL de OVA; 20 µg/mL de OVA: 500 µg/mL SBA-15; 1 µg/mL de peptídeo 
OVA257-264; 1 µg/mL de peptídeo OVA257-264: 25 µg/mL de SBA-15 e 500 µg/mL SBA-15) e 
colocadas em cultura com linfócitos provenientes de camundongos da linhagem OT-I por 
três dias. A proliferação dos T CD8+ foi avaliada pela absorção de timidina e expressa em 
contagem por minuto (cpm). Efeito na proliferação de T CD8+ com (A) todos os tratamentos, 
(B) OVA e OVA:SBA-15 e (C) peptídeo OVA257-264 e OVA257-264:SBA-15. Foram usados como 
controle, células em meio RPMI completo, 500 µg/mL de SBA-15 ou anti-CD3 e anti-CD28 
em meio RPMI completo. Resultados expressos em média ± SD e representativos de três 
experimentos independentes; tratamentos com OVA ou peptídeo sem sílica foram usados 
como referência para análise do teste paramétrico t de Student, *p < 0,05. 
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Figura 24-  Produção de IFN-γ por linfócitos T CD8+ em cocultura. 

 

 

 

 

BMDC de camundongos C57BL/6 foram incubadas por 2 horas com diferentes tratamentos 
(Meio RPMI; 20 µg/mL de OVA; 20 µg/mL de OVA: 500 µg/mL SBA-15; 1 µg/mL de peptídeo 
OVA257-264; 1 µg/mL de peptídeo OVA257-264: 25 µg/mL de SBA-15 e 500 µg/mL SBA-15) e 
colocadas em cultura com linfócitos provenientes de camundongos da linhagem OT-I por 
três dias. A produção de IFN-γ por T CD8+ foi avaliada por marcação intracelular e expressa 
em porcentagem de células CD8+ IFN-γ+ em (A) dotplot e (B) gráfico de barras. Foram 
usados como controle, células em meio RPMI completo, 500 µg/mL de SBA-15 ou anti-CD3 
e anti-CD28 em meio RPMI completo. Resultados expressos em média ± SD e 
representativos de três experimentos independentes; tratamentos com OVA ou peptídeo 
sem sílica foram usados como referência para análise do teste paramétrico t de Student.      
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Figura 25-  Efeito da SBA-15 na proliferação de linfócitos T CD4+ in vitro. 
 

 

BMDC de camundongos C57BL/6 foram incubadas por 2 horas com diferentes tratamentos 
(Meio RPMI; 20 µg/mL de OVA; 20 µg/mL de OVA: 500 µg/mL SBA-15; 1 µg/mL de peptídeo 
OVA323-339; 1 µg/mL de peptídeo OVA323-339: 25 µg/mL de SBA-15 e 500 µg/mL SBA-15) e 
colocadas em cultura com linfócitos provenientes de camundongos da linhagem OT-II por 
três dias. A proliferação dos T CD4+ foi avaliada pela absorção de timidina e expressa em 
contagem por minuto (cpm). Efeito na proliferação de T CD4+ com (A) todos os tratamentos, 
(B) OVA e OVA:SBA-15 e (C) peptídeo OVA323-339 e OVA323-339:SBA-15. Foram usados como 
controle, células em meio RPMI completo, 500 µg/mL de SBA-15 ou anti-CD3 e anti-CD28 
em meio RPMI completo. Resultados expressos em média ± SD e representativos de três 
experimentos independentes; tratamentos com OVA ou peptídeo sem sílica foram usados 
como referência para análise do teste paramétrico t de Student, *p < 0,05, **p < 0,01. 
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Figura 26-  Produção de IFN-γ por linfócitos T CD4+ em cocultura. 
 
 
 

 

 

 

BMDC de camundongos C57BL/6 foram incubadas por 2 horas com diferentes tratamentos 
(Meio RPMI; 20 µg/mL de OVA; 20 µg/mL de OVA: 500 µg/mL SBA-15; 1 µg/mL de peptídeo 
OVA323-339; 1 µg/mL de peptídeo OVA323-339: 25 µg/mL de SBA-15 e 500 µg/mL SBA-15) e 
colocadas em cultura com linfócitos provenientes de camundongos da linhagem OT-II por 
três dias. A produção de IFN-γ por T CD4+ foi avaliada por marcação intracelular e expressa 
em porcentagem de células CD4+ IFN-γ+ em (A) dotplot e gráfico de barras (B). Foram 
usados como controle, células em meio RPMI completo, 500 µg/mL de SBA-15 ou anti-CD3 
e anti-CD28 em meio RPMI completo. Resultados expressos em média ± SD e 
representativos de três experimentos independentes; tratamentos com OVA ou peptídeo 
sem sílica foram usados como referência para análise do teste paramétrico t de Student,             
*p < 0,05. 
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4.7 SBA-15 na apresentação antigênica in vivo 

 

Para verificar o papel da sílica na apresentação antigênica in vivo, utilizou-se 

o sistema de transferência adotiva de linfócitos responsivos à OVA. Linfonodos 

periféricos de camundongos OT-I ou OT-II (CD45.1) foram retirados para obtenção 

de células posteriormente marcadas com CFSE. Injetou-se, via intravenosa, 5 x 106 

células marcadas em camundongos recipientes C57BL/6 (CD45.2). Passadas 24 

horas, os recipientes foram imunizados com 10 µg de OVA, 10 µg de OVA: 250 µg 

de SBA-15 ou PBS no coxim plantar em volume final de 50 µL e, após 4 dias, os 

linfonodos poplíteos foram isolados e suas células avaliadas quanto à porcentagem 

de linfócitos T CD4+ e CD8+ provenientes dos camundongos doadores, porcentagem 

de linfócitos em divisão  e número total de células por linfonodo (Figuras 27 a 30).  

Os experimentos de transferência adotiva revelaram que não houve diferença 

no número total de células nos linfonodos após imunização com OVA ou               

OVA:SBA-15, diferindo apenas em relação ao grupo controle (Figura 28A e 30A).  

O número de células provenientes dos animais OT-I e OT-II (CD8+CD45.1+ ou 

CD4+CD45.1+), não foi diferente nos grupos imunizados com ou sem SBA-15, 

diferindo apenas comparativamente ao grupo que recebeu PBS (Figura 28B e 30B).  

Comparando a porcentagem de células dos doadores em divisão, notou-se 

maior proliferação de linfócitos no grupo imunizado com a sílica, sendo significativa 

apenas em linfócitos T CD8+ (Figuras 28C e 30C).  
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Figura 27-  SBA-15 na apresentação antigênica a linfócitos T CD8+ in vivo. 

 

 

Camundongos C57BL/6 (CD45.2) receberam pela via intravenosa 5 x 106 células isoladas e 
marcadas com CFSE dos linfonodos periféricos de camundongos OT-I (CD45.1.2). Após 24 
horas, os animais recipientes foram imunizados com 10 µg de OVA ou 10 µg de OVA:                      
250 µg de SBA-15 no coxim plantar em volume final de 50 µL. Como controle, camundongos 
receberam 50 µL de PBS. Passados quatro dias, retirou-se os linfonodos poplíteos dos 
animais imunizados e avaliou-se a (A) porcentagem de células CD8+ provenientes dos 
camundongos doadores (CD45.1+) e a (B) porcentagem de células CD45.1+CD8+CFSE+ em 
divisão através da diluição de CFSE. Resultados representativos de três experimentos 
independentes; n= 3 animais por grupo. 
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Figura 28-  SBA-15 na proliferação de linfócitos T CD8+ in vivo. 

 

 

Camundongos C57BL/6 (CD45.2) receberam pela via intravenosa 5 x 106 células isoladas e 
marcadas com CFSE dos linfonodos periféricos de camundongos OT-I (CD45.1.2). Após 24 
horas, os animais recipientes foram imunizados com 10 µg de OVA ou 10 µg de OVA:                 
250 µg de SBA-15 no coxim plantar em volume final de 50 µL. Como controle, camundongos 
receberam 50 µL de PBS. Passados quatro dias, retiraram-se os linfonodos poplíteos dos 
animais imunizados e avaliou-se (A) o número total de células no linfonodo, (B) a 
porcentagem de células CD8+ provenientes dos camundongos doadores (CD45.1+) e (C) a 
porcentagem de células CD45.1+CD8+CFSE+ em divisão através da diluição de CFSE. 
Resultados expressos em média ± SD e estatisticamente analisados pelo teste paramétrico t 
de Student *p < 0,05, ***p < 0,001; e representativos de três experimentos independentes;    
n= 3 animais por grupo. 
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Figura 29-  SBA-15 na apresentação antigênica a linfócitos T CD4+ in vivo. 

 

 
 

Camundongos C57BL/6 (CD45.2) receberam pela via intravenosa 5 x 106 células isoladas e 
marcadas com CFSE dos linfonodos periféricos de camundongos OT-II (CD45.1.2). Após 24 
horas, os animais recipientes foram imunizados com 10 µg de OVA ou 10 µg de OVA:          
250 µg de SBA-15 no coxim plantar em volume final de 50 µL. Como controle, camundongos 
receberam 50 µL de PBS. Passados quatro dias, retiraram-se os linfonodos poplíteos dos 
animais imunizados e avaliou-se a (A) porcentagem de células CD4+ provenientes dos 
camundongos doadores (CD45.1+) e a (B) porcentagem de células CD45.1+CD4+CFSE+ em 
divisão através da diluição de CFSE. Resultados representativos de três experimentos 
independentes; n= 3 animais por grupo. 
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Figura 30-  SBA-15 na proliferação de linfócitos T CD4+ in vivo. 

 

 

Camundongos C57BL/6 (CD45.2) receberam pela via intravenosa 5 x 106 células isoladas e 
marcadas com CFSE dos linfonodos periféricos de camundongos OT-II (CD45.1.2). Após 24 
horas, os animais recipientes foram imunizados com 10 µg de OVA ou 10 µg de OVA:      
250 µg de SBA-15 no coxim plantar em volume final de 50 µL. Como controle, camundongos 
receberam 50 µL de PBS. Passados quatro dias, retiraram-se os linfonodos poplíteos dos 
animais imunizados e avaliou-se (A) o número total de células no linfonodo, (B) a 
porcentagem de células CD4+ provenientes dos camundongos doadores (CD45.1+) e (C) a 
porcentagem de células CD45.1+CD4+CFSE+ em divisão através da diluição de CFSE. 
Resultados expressos em média ± SD e estatisticamente analisados pelo teste paramétrico t 
de Student *p < 0,05, ***p < 0,001; e representativos de três experimentos independentes;             
n= 3 animais por grupo. 
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4.8 Ativação de linfócitos T citotóxicos pela SBA-15 

 

A ativação de linfócitos T citotóxicos pela sílica foi avaliada in vivo utilizando-

se esplenócitos de camundongos C57BL/6 marcados na razão 1: 1 CFSEhigh: 

CFSElow, incubando as células CFSEhigh  por duas horas com o peptídeo OVA257-264, 

e injetando-as (1: 1, 5 x 106 células, i.v.) em camundongos C57BL/6 previamente 

imunizados com 100 µg de OVA, 100 µg de OVA: 2500 µg de SBA-15 ou 100 µg de 

OVA: 2000 µg de CFA em volume final de 50 µL no coxim plantar. A porcentagem de 

células-alvo marcadas CFSEhigh nos linfonodos periféricos e baços foi analisada nos 

diferentes grupos e sua redução corresponde à morte celular por citotoxicidade.  

Podemos concluir que a SBA-15 não é capaz de induzir a resposta de 

linfócitos T citotóxicos, não havendo diferença na porcentagem de células CFSEhigh 

quando se compara os grupos imunizados com OVA e OVA:SBA-15 (Figura 31).  

Animais imunizados com OVA: CFA foram utilizados como controle positivo, e 

apresentaram a maior redução na porcentagem da população de células-alvo 

CFSEhigh, indicando que houve ativação de T citotóxicos após imunização com esse 

antígeno (Figura 31). 
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Figura 31-  SBA-15 na ativação de linfócitos T citotóxicos in vivo. 
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Camundongos C57BL/6 foram inoculados com 100 µg de OVA, 100 µg de OVA: 2500 µg de 
SBA-15 ou 100 µg de OVA: 2000 µg de CFA em volume final de 50 µL no coxim plantar. 
Animais não imunizados foram utilizados como controle. Esplenócitos de C57BL/6 foram 
isolados e marcados na proporção 1:1 com CFSE 5 µM (CFSEhigh): 0,5 µM (CFSElow). As 
células CFSEhigh foram incubadas com 3 µM do peptídeo OVA257-264 por duas horas a 37 °C. 
Os esplenócitos CFSEhigh (5 x 106 células) e CFSElow (5 x 106 células) foram injetados (i.v.) 
1:1 nos camundongos previamente imunizados. Passadas 24 horas, os linfonodos 
periféricos e baços dos animais recipientes foram retirados e a população CFSEhigh 
analisada por citometria de fluxo. Resultados expressos em média ± SD da porcentagem de 
células CFSEhigh e CFSElow em (A) histogramas e (B) gráficos de barras e estatisticamente 
analisados pelo teste paramétrico t de Student *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001; resultados 
representativos de dois experimentos independentes; n= 3 animais por grupo. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Como demonstrado anteriormente, em diversos estudos, incluindo diferentes 

vias de imunização e antígenos de natureza distinta, o uso da SBA-15 como 

adjuvante nas imunizações parenterais foi, mais uma vez comprovado (CARVALHO 

et al., 2010; SCARAMUZZI, 2009; SCARAMUZZI et al., 2011). Camundongos 

imunizados pela via subcutânea com HBsAg ou OVA aumentaram significativamente 

a resposta de anticorpos específicos na presença de sílica. Os níveis séricos de IgG 

e IgG2a anti-HBsAg foram semelhantes nos grupos imunizados com SBA-15 e 

Al(OH)3, confirmando que a sílica é tão eficiente quanto o Al(OH)3 nas imunizações 

parenterais (Figuras 4 e 5). Entretanto, o grupo imunizado com Al(OH)3 apresentou 

aumento significativo na produção de IgG1, comparativamente a produção de IgG2a, 

resultado não observado nas imunizações com SBA-15. Esse dado corrobora 

estudos anteriores que demonstraram a não influência da SBA-15 no 

direcionamento da resposta imune para TH2 ou TH1, ao contrário do Al(OH)3, 

havendo a produção de ambos isótipos IgG1 e IgG2a, após imunizações com BSA, 

gama globulina humana, as vacinas contra hepatite A e B, pelas vias subcutânea, 

intramuscular e oral em animais isogênicos da linhagem BALB/c e heterogêneos 

SWISS (CARVALHO et al., 2010; SCARAMUZZI, 2009; SCARAMUZZI et al., 2011). 

Nas imunizações com OVA, os títulos de IgG foram maiores nos animais imunizados 

pela via subcutânea tendo a sílica como adjuvante, tanto na resposta primária 

quanto na secundária. Os altos níveis de anticorpos produzidos após dose reforço 

indicam o sucesso da SBA-15 na promoção de memória imunológica efetiva, o 

principal objetivo das imunizações (Figura 10).  

Numa determinada população natural, a variação fenotípica VP inclui 

componentes genéticos VG e ambientais VE (BIOZZI et al., 1979), sendo que apenas 

esse último é passível de ser modulado; os adjuvantes são compostos capazes de 

atuar nesse segmento da VP. No caso da produção de anticorpos, VG ≤ 50% e                 

VE ≥ 50%; daí a relevância de estudos na busca de adjuvantes, determinações das 

melhores concentrações de antígenos e intervalos de tempos entre doses, idade de 

aplicação e vias de imunizações.  

Pensando na melhoria dos protocolos de vacinação, o emprego da SBA-15 

nas imunizações pela via oral tornou-se alvo principal de nossos estudos, por ser 

próxima das condições naturais de imunização, além de trazer vantagens sócio-
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econômicas devido à facilidade de administração, diminuição dos custos 

operacionais e ser pouco invasiva, reduzindo os efeitos colaterais, como os 

comumente observados quando das imunizações parenterais. Entretanto, devido ao 

ambiente gastrointestinal, o desenvolvimento da resposta imune local e sistêmica é 

prejudicado (BRANDTZAEG et al., 1999; FARIA; WEINER, 2005; JEPSON et al., 

1996; KRAEHENBUHL; CORBETT, 2004; SHALABY, 1995; YEH; ELLENS; SMITH, 

1998). 

Devido às propriedades físico-químicas da SBA-15, acredita-se que os 

antígenos a ela encapsulados sejam protegidos das desnaturações/alterações dos 

epítopos causadas durante o tráfego pelo trato gastrointestinal, e influencie 

positivamente, neutralizando os fatores ambientais na geração de resposta 

imunológica eficiente pelo aumento do tempo de exposição, captura e proteção dos 

antígenos pelas células imunocompetentes. O efeito dos fatores ambientais se 

reflete na precipitação do antígeno na luz intestinal, diminuição da afinidade com a 

superfície das células M e ocupação das placas de Peyer por peptídeos-epítopos 

inativos, prejudicando o desenvolvimento da resposta imunológica (CERUTTI, 2008; 

SHALABY, 1995). São poucas as vacinas licenciadas para a aplicação oral em 

humanos, entre elas estão vacinas para a poliomielite e os rotavírus, ambas 

contendo vírus atenuados e apresentando alta imunogenicidade (CERUTTI, 2008).  

Nesse contexto, como no presente estudo, o desenvolvimento de vacinas 

administradas pela via oral visa facilitar a captura dos antígenos pelas células M, 

aumentar a capacidade fagocítica das APC, modular as respostas de linfócitos B e T 

a antígeno-específicos, além de proteger o antígeno contra a degradação 

enzimática, aumentando sua imunogenicidade e garantindo memória eficaz e 

duradoura. 

Diferentes protocolos de imunização com HBsAg indicaram a eficiência da 

sílica na indução da produção de anticorpos específicos após imunização oral. 

Camundongos primados pela via oral com SBA-15 e desafiados pela via subcutânea 

(Esquema 1) apresentaram títulos de anticorpos séricos tão elevados quanto dos 

animais imunizados com duas doses do antígeno pela via parenteral (Figuras 4, 6 e 

7). Contudo, a produção de anticorpos IgA sérico e secretado não indicou 

diferenças, comparando-se grupos imunizados com ou sem a sílica (Figura 7). Após 

duas imunizações, exclusivamente pela via oral com a sílica (Esquema 2), os níveis 
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de anticorpos séricos IgG, IgG1 e IgG2a nesse grupo foram semelhantes ao grupo 

que recebeu imunizações com   SBA-15 ou Al(OH)3 pela via subcutânea (Figura 8). 

Frente a esses resultados, como descrito por Scaramuzzi et al. (2011), o uso 

da SBA-15 como adjuvante oral torna-se extremamente promissor nas imunizações 

contra hepatite B. 

Ao contrário do observado em experimentos prévios administrando BSA, as 

proteínas recombinantes HBsAg, BfpA e Intimina de E. coli encapsuladas à SBA-15 

pela via oral (CARVALHO et al., 2010; SCARAMUZZI et al., 2011;  

VASCONCELLOS et al., 2012), na imunização com OVA não foram detectados 

anticorpos específicos das classes IgG no soro (Figura 12), e IgA secretada nas 

fezes dos animais (dados não mostrados). Essa ineficiência da sílica em ativar o 

sistema imune nas administrações orais de OVA foi comprovada após desafio 

intraperitoneal com esse imunógeno em hidróxido de alumínio. Todos os grupos de 

animais previamente imunizados responderam de forma semelhante ao grupo 

controle que recebeu somente uma vez OVA: Al(OH)3  pela via intraperitoneal 

(Figura 12B), indicando que não houve indução de memória pela via oral; esse fato 

pode ser devido à dose de OVA administrada, 100µg, sendo necessário confirmar se 

o mesmo ocorre para outras concentrações; como exposto, utilizou-se, como 

controle positivo do experimento, o soro e extrato de fezes de animais previamente 

imunizados com 1mg de OVA: 10µg de CT, qual seja concentração 100 vezes maior 

do antígeno e estabelecer-se-á um outro protocolo de imunização oral para 

verificarmos o real efeito da sílica nesse caso. Outra possibilidade é que a resposta 

dependa da natureza do antígeno. As proteínas BfpA e Intimina sozinhas já 

apresentam certa imunogenicidade e o uso da sílica, acredita-se, que potencialize 

ainda mais a resposta imune. 

Demonstrou-se através de ensaios de encapsulação que proteínas como 

Intimina 1β (16,5 kDa), soro albumina bovina (66 kDa), gama globulina humana (150 

kDa) e ovalbumina (45 kDa) (Quadro 2 e Figura 13) são facilmente encapsuladas a 

SBA-15 (CARVALHO et al., 2010; SCARAMUZZI, 2009; SCARAMUZZI et al., 2011). 

Acredita-se que o potencial de retenção de moléculas orgânicas deve-se aos grupos 

silanóis (Si-OH), presentes na sílica, que interagem com as moléculas através de 

pontes de hidrogênio. Esses grupos OH localizam-se, principalmente, na superfície 

interna da SBA-15 e constituem a maior parte da área total de superfície desse 

material poroso (COTEA et al., 2012). A SBA-15 é preparada com o polímero 
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orgânico P123 (EO20PO70EO20) e TEOS; este, depois de hidrolisado, permite a 

ligação dos grupos silanóis à porção hidrofílica do polímero (EO20) através de 

ligações de hidrogênio. Dessa forma, ao remover o polímero, os grupos silanóis 

ficam na superfície interna dos poros e são os responsáveis pela alta área superficial 

destes materiais. A capacidade da sílica de encapsular e ligar-se a proteínas de 

natureza distinta, comprovada por nossos resultados, é importante para o sucesso 

nas imunizações. A proteção de antígenos pela SBA-15 permite a apresentação de 

epítopos íntegros às células efetoras do sistema imunológico, podendo influenciar, 

inclusive, no período de estímulo e no tempo de apresentação antigênica. Essa 

propriedade é especialmente importante nas imunizações pela via oral, devido aos 

fatores desfavoráveis do trato gastrointestinal como acidez elevada e a intensa ação 

de proteases (CERUTTI, 2008; SHALABY, 1995).  

Quando avaliada a população de células recrutadas para os linfonodos, após 

inoculação subcutânea de sílica e na ausência de antígenos, verificou-se aumento 

no número total de células por até 72 horas, sinalizando que, após indução de um 

processo inflamatório local, houve o desenvolvimento da resposta inata, 

potencializado pelo adjuvante, caracterizado pela presença de macrófagos e DC 

(Figura 15C e 15D).  

A população de macrófagos CD11b+F4/80+, aumentada nas primeiras                     

24 horas, aliada ao espessamento da pata nesse período, são indicativos de que a 

SBA-15 é capaz de induzir migração de células da imunidade inata para o local da 

injeção e, consequentemente, a migração de monócitos e DC para o linfonodo 

drenante (Figura 15D); tal fato é comprovado pelo aumento da população de células 

dendríticas maduras CD11c+MHCIIhigh, crescente até 72 horas após injeção de             

SBA-15 (Figura 15D). Experimentos realizados com a sílica e antígenos como OVA 

e LPS indicaram que a resposta imune é efetiva somente quando os antígenos são 

administrados encapsulados/ligados a  SBA-15; e que a administração da sílica 24 

ou 72 horas antes da imunização subcutânea com os antígenos não induz a 

produção de anticorpos específicos. Ou seja, a ligação antígeno-sílica é fundamental 

para a indução de um ambiente inflamatório e para o desenvolvimento da resposta 

de anticorpos (dados não mostrados). O recrutamento de monócitos do sangue e de 

DC ativadas com fenótipo CD11c+MHCIIhigh, que carregam antígenos e expressam 

as moléculas coestimuladoras necessárias para a ativação de linfócitos T é 
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fundamental para o sucesso do desenvolvimento da resposta imune adquirida e é 

uma importante propriedade dos adjuvantes (KOOL et al. 2008).  

O hidróxido de alumínio é um dos mais utilizados e um dos poucos adjuvantes 

licenciados para uso em humanos; considerado seguro e eficiente, atua na indução 

de inflamação local, estimulando a produção de citocinas, quimiocinas e moléculas 

de adesão, além do recrutamento rápido de monócitos, neutrófilos e eosinófilos nas 

primeiras 6 horas após administração intramuscular, subcutânea ou intraperitoneal 

(HOGENESCH et al., 2002; KOOL et al., 2008; LAMBRECHT et al., 2009; MOSCA 

et al., 2008). Um estudo comparativo entre a resposta inflamatória aguda induzida 

após administração subcutânea de SBA-15 ou Al(OH)3 em camundongos 

geneticamente selecionados segundo a alta ou baixa reatividade inflamatória aguda  

(linhagens AIRMAX e AIRMIN, respectivamente) (IBAÑEZ et al., 1992) indicou que os 

mesmos tipos celulares são recrutados para o foco inflamatório após a aplicação 

desses dois adjuvantes, com predomínio de monócitos e neutrófilos nas primeiras 24 

horas (SCARAMUZZI, 2009).  

Da mesma forma que o hidróxido de alumínio, a SBA-15 não interfere na 

ativação das DC ou na modulação da expressão de MHCII e das moléculas 

coestimuladoras CD40, CD80 e CD86 in vitro, após 6 horas de estímulo (Figura 16). 

Porém, a análise de diferentes períodos de estímulo é necessária para melhor 

caracterizar esse processo. De qualquer forma, assim como o descrito para o 

hidróxido de alumínio, a ação da SBA-15 in vivo é efetiva; nesse caso, a ativação de 

células da imunidade inata pode ser induzida devido ao microambiente inflamatório, 

o qual inclui a liberação de sinais por células degeneradas ou por DC indiretamente 

ativadas (KOOL et al. 2008; SCHMIDT; NINO-CASTRO; SCHULTZE, 2012; 

SIMMONS et al., 2012). É importante destacar que a sílica não foi tóxica às BMDC, 

mesmo em altas concentrações, fato que assegura a segurança na aplicação 

dessas partículas, conforme previamente demonstrado por CARVALHO et al., 2010 

em macrófagos, e torna o uso da sílica em imunizações ainda mais promissor 

(Figura 18). 

Ainda in vitro, observou-se aumento na produção da citocina pró-inflamatória 

IL-6 após estímulo das BMDC com concentrações distintas de SBA-15 (Figura 21). 

Essa é uma citocina pleiotrópica e que influencia o crescimento e migração de 

células durante a resposta imune, hematopoese e inflamação, interferindo, inclusive, 

na diferenciação de macrófagos e DC. A IL-6 estimula linfócitos T a produzir IL-4 e, 
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em contrapartida, inibe a secreção de IFN-γ, promovendo, portanto, a polarização 

para resposta do tipo TH2 in vivo (FRICK; GRUNEBACH; AUTENRIETH, 2010).  

Verificou-se que partículas de SBA-15 são fagocitadas; por BMDC 

CD11c+MHCIIhigh in vitro (Figuras 19 e 20); comprovando que o uso da sílica pode 

facilitar a fagocitose de antígenos a ela encapsulados, aumentando a quantidade 

dos imunógenos capturados e apresentados aos linfócitos T (Figuras 19 e 20). 

Demonstrou-se, recentemente, que partículas de SBA-15 carregadas com albumina 

humana marcada com FITC foram eficientemente fagocitadas por células dendríticas 

humanas derivadas de monócitos (MDDC). A fagocitose foi comprovada por 

microscopia eletrônica de transmissão, indicando que as partículas localizavam-se 

em vesículas e não no citosol (VALLHOV et al., 2012). Assim, conclui-se que um dos 

mecanismos de ação desse adjuvante é a conversão de antígenos solúveis para a 

forma particulada, o que facilita a fagocitose por macrófagos, células dendríticas e 

linfócitos B (LAMBRECHT et al., 2009).  

Quando analisado o papel da SBA-15 na apresentação antigênica in vitro e in 

vivo, verificou-se influência das partículas na ativação dos linfócitos T. Os 

experimentos in vitro com células de animais OT-I e OT-II indicaram, de modo geral, 

que a sílica potencializa a proliferação de linfócitos T CD4+ e CD8+  incubados por 

três dias com BMDC previamente tratadas com OVA,  OVA:SBA-15 ou seus 

peptídeo encapsulado ou não à SBA-15 (Figuras 22). Essas diferenças foram 

significativas na ativação de linfócitos T CD4+, utilizando o protocolo de diluição 

seriada das BMDC pulsadas com os diferentes tratamentos em cultura. Verificou-se 

que, BMDC incubadas com OVA323-339: SBA-15 foram eficientes na apresentação 

desse peptídeo aos linfócitos, culminando na maior proliferação dessas células 

quando se compara BMDC tratadas apenas com o peptídeo (Figura 25C). Além 

disso, comprovou-se a maior produção de IFN-γ por essas células, tanto nos 

tratamentos com OVA: SBA-15 quanto com OVA323-339: SBA-15 (Figura 26), 

indicando efeito adjuvante da SBA-15 na ativação de linfócitos T CD4+. 

Os experimentos in vivo seguiram os mesmos padrões observados nos 

experimentos in vitro (Figuras 27 e 29); entretanto, detectou-se diferença 

significativa apenas na proliferação de linfócitos T CD8+ (Figura 28C), fato que pode 

refletir a sensibilidade e/ou limitações do sistema utilizado. Destaca-se o aumento no 

número total de células no linfonodo poplíteo após imunização com a SBA-15 

(Figuras 28A e 30A); esse acréscimo constatado sempre que se imunizou com 



103 

 

antígeno em SBA-15, deve-se, provavelmente, à migração de células da resposta 

imune inata, especialmente DC, para o linfonodo drenante, e pode ser indicativo de 

que a sílica desempenhe algum efeito sob esses tipos celulares, exercendo papel 

importante para o desenvolvimento eficiente da imunidade.  

Um fato importante encontrado nos experimentos de proliferação de linfócitos 

in vitro foi à capacidade da sílica em potencializar a expansão clonal de linfócitos 

com TCR específicos para OVA. Análises indicaram que essas células apresentaram 

maior número de ciclos de divisão comparativamente ao tratamento com OVA sem o 

adjuvante (dados não mostrados). 

O ensaio específico de citotoxicidade in vivo comprovou que a utilização da 

SBA-15 como adjuvante em imunização subcutânea não foi capaz de induzir a 

apresentação cruzada da OVA a linfócitos T CD8+; contudo, após imunização com 

OVA em CFA, adjuvante indutor de CTL e utilizado como controle positivo do 

experimento, houve a morte das células-alvo CFSEhigh pulsadas com o peptídeo 

OVA257-264, comprovando que houve a ativação de linfócitos T CD8+ nesse caso 

(Figura 31). Embora as diferenças não sejam significantes, quando comparados 

todos os tratamentos, o grupo imunizado com OVA:SBA-15 pareceu inibir a ação de 

CTL. Comprovou-se, portanto, que a sílica não interfere na apresentação cruzada de 

antígenos, como o observado em adjuvantes como CFA e os complexos 

imunoestimuladores (ISCOMS) (ROBSON; DONACHIE; MOWAT, 2008). Talvez por 

tornar antígenos solúveis em particulados, a apresentação via MHCII seja 

privilegiada no caso da SBA-15; entretanto, são necessários estudos mais 

aprofundados para investigar a captura, processamento e apresentação dos 

antígenos ligados à sílica.  

A OVA emulsificada em CFA é fagocitada pelas APC, processada e 

apresentada via MHCI; linfócitos T CD8+ são ativados e produzem TNF-α e IFN-γ. 

Estudos indicam que a resposta de CTL em camundongos imunizados com CFA é 

induzida devido à combinação óleo e micobactéria, componentes da formulação 

desse adjuvante (TIGNO-ARANJUEZ; LEHMANN; TARY-LEHMANN, 2009; Y; Y; 

KAPP, 1995); entretanto ainda não foram desvendados os mecanismos envolvidos 

nesse processo. A indução de resposta de linfócitos T CD8+ representa um dos 

principais desafios para o desenvolvimento de vacinas protetoras contra vírus e 

outros patógenos intracelulares, sendo grande o interesse pelo desenvolvimento de 
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adjuvantes que sejam capazes de induzir a resposta imune mediada por esses 

linfócitos.  

As DC, especialmente aquelas com fenótipo CD8α+ e CD103+, são capazes 

de exercer o processo conhecido como apresentação cruzada dos antígenos. Neste 

processo, antígenos exógenos são fagocitados e direcionados para a via de 

apresentação do MHCI, ativando linfócitos T CD8+. Acredita-se que esses tipos 

celulares possuam características únicas, como a expressão de receptores 

específicos para a captura de antígenos, baixa atividade de proteases nos 

endossomas e expressão exacerbada de moléculas de MHCI e coestimuladoras 

(NEEFJES e SADAKA, 2012). Alguns adjuvantes, como os complexos 

imunoestimuladores (ISCOMS), têm alta capacidade de induzir a apresentação 

cruzada de antígenos proteicos (ROBSON; DONACHIE; MOWAT, 2008); essa 

propriedade adjuvante é importante para auxiliar o estímulo de CTL e induzir a 

proteção contra patógenos intracelulares e vírus, especialmente em formulações 

vacinais baseadas em proteínas isoladas ou recombinantes desses patógenos.   
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6 CONCLUSÃO 

 

A defesa contra infecções não se deve apenas à ativação de linfócitos B e T 

antígeno-específicos, mas também à estimulação da resposta imune inata. Os 

resultados apresentados indicam o potencial da sílica SBA-15 em ativar esse 

processo inicial da resposta imune, comprovado pelo aumento no número total de 

células no linfonodo drenante e pelo perfil celular observado após inoculação 

subcutânea da micropartícula. 

Apesar de não se observar o efeito direto da SBA-15 nas células 

apresentadoras de antígenos, demonstrado pela não influência da sílica na 

expressão de moléculas de MHCII e coestimuladoras em BMDC de camundongos 

tratadas com SBA-15 in vitro, os resultados preliminares indicam que, devido ao seu 

potencial de encapsulação de proteínas, a sílica pode auxiliar na proteção e 

fagocitose dos antígenos, aumentando a disponibilidade dos imunógenos às APC in 

vivo. Ainda, observou-se a interferência da SBA-15 na resposta imune de linfócitos 

T, tanto in vitro quanto in vivo, fenômeno diretamente relacionado à melhor captura e 

apresentação dos antígenos. 

Destaca-se seu efeito adjuvante principalmente para a resposta de 

anticorpos, com o desenvolvimento de memória imunológica após consecutivas  

imunizações.  

De maneira geral, o modo de ação da sílica inclui a indução de processo 

inflamatório no local da aplicação que culmina no recrutamento e ativação de APC e 

a conversão de antígenos solúveis em particulados, facilitando a fagocitose. Assim 

como o descrito para o hidróxido de alumínio, observou-se predominância da 

resposta imune humoral; entretanto, um diferencial da    SBA-15 é a não polarização 

para TH2. Do mesmo modo que o hidróxido de alumínio, a resposta imune de CTL, 

não é induzida, não ocorrendo influência da SBA-15 na apresentação cruzada de 

antígenos extracelulares pelas DC. 

A sílica mostrou-se segura para aplicação in vivo e, frente aos resultados 

encontrados, é um adjuvante eficiente e que apresenta potencial como adjuvante de 

mucosas. 
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7 FIGURAS SUPLEMENTARES 

 

Figura 1-  Gates utilizados para avaliar o recrutamento de células para o 

linfonodo drenante após inoculação subcutânea de SBA-15. 

 

 
 

Camundongos C57BL/6 (n=3 por grupo) receberam 1000 µg de SBA-15 em 50 µL de PBS 
ou PBS como controle, no coxim plantar traseiro direito (s.c.) e, após 24 e 72 horas, os 
linfonodos poplíteos foram retirados para avaliar a população de células, adquiridas no 
citômetro de fluxo LSRII. (A) P1 - População total de células do linfonodo, forward scatter 
por side scatter - área. (B) P2- Exclusão dos doublets, forward scatter - altura por forward 
scatter - área; gate a partir da P1. (C) Células CD3+CD4+, CD3 (APC-Cy7) por CD4 (PE), 
gate a partir da P2. (D) Células CD3+CD8+, CD3 (APC-Cy7) por CD8 (Qdot Bv605-
estreptavidina), gate a partir da P2. (E) Células CD3-CD19+, CD3 (APC-Cy7) por CD19 
(V450), e gate na população P3 – não linfócitos, para análise de DC e macrófagos, gate a 
partir da P2. (F) Células CD11c+MHCIIhigh, CD11c (PE-Cy7) por MHCII (PerCP-Cy5.5), gate 
a partir da P3. (G) Células CD11b+F4/80+, CD11b (AF700) por F4/80 (APC), gate a partir da 
P3. 
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Figura 2-  Gates utilizados para avaliar a população de células dendríticas por 

citometria de fluxo. 

 
 

 
 

 

BMDC de camundongos C57BL/6 adquiridas no citômetro de fluxo LSRII. (A) P1- População 
total de células em cultura, forward scatter por side scatter - área. (B) P2 - Exclusão dos 
doublets, forward scatter - altura por forward scatter - área; gate a partir da P1.                     
(C) P3 – Células vivas, 7-AAD (PerCP) por forward scatter  - área, gate a partir da P2 e               
(D) P4 - células CD11c+MHCIIhigh, CD11c (PE-Cy7) por MHCII (V450), gate a partir da P3.  
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Figura 3-   Gates utilizados para avaliar a população de células CD4+ e  

 CD8+ produtoras de IFN-γ por citometria de fluxo. 

 

 

 
 

 

Células CD4+ e CD8+ de camundongos das linhagens OT-I ou OT-II em cocultura com 
BMDC, cultivadas por três dias e adquiridas no citômetro de fluxo CyAN. (A) P1- População 
total de células em cultura, forward scatter por side scatter - área. (B) P2 - Exclusão dos 
doublets, forward scatter - altura por forward scatter - área; gate a partir da P1.                        
(C) P3 – Células vivas, Viability Dye (V506) por forward scatter - área, gate a partir a P2 e 
(D) P4 - células CD4+ ou CD8+ (PE) por IFN-γ+ (APC), gate a partir da P3.  
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Figura 4-  Gates utilizados para avaliar a proliferação de células CD4+ e CD8+ 

específicas para OVA por citometria de fluxo. 

 

 

 
 

Células CD4+ e CD8+ de camundongos das linhagens OT-I ou OT-II CD45.1 (Ly5.1) 
transferidas para camundongos C57BL/6 CD45.2 (Ly5.2) posteriormente imunizados com 
OVA ou OVA:SBA-15. Células do linfonodo poplíteo, quatro dias após imunização s.c. 
adquiridas no citômetro de fluxo CyAN. (A) P1- População total de células do linfonodo, 
forward scatter por side scatter - área. (B) P2 - Exclusão dos doublets, forward scatter - 
altura por forward scatter - área; gate a partir da P1. (C) P3 – Células dos camundongos 
doadores CD45.1+ (APC) por CD4+ ou CD8+ (PE), gate a partir a P2 e (D) P4 - células CD4+ 

ou CD8+ (PE) por CFSE+, gate a partir da P3.  
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Figura 5-  Dotplots, histograma e gates utilizados para avaliar a marcação de 

células do baço de camundongos C57BL/6 com CFSE. 

 

 
 

 

Células marcadas com CFSE 0,5 µM (CFSElow) e 5 µM (CFSEhigh), seguindo a proporção 
1:1. (A) População total de células do baço, forward scatter por side scatter - área.                      
(B) Células marcadas com CFSE, side scatter - área por CFSE (FITC). (C) Histograma com 
as células CFSE high e low, gate a partir da população CFSE+.  
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Figura 6-  Papel da SBA-15 na fagocitose da proteína OVA marcada com FITC. 

 

 
 

BMDC (5 x 105 células) foram cultivadas com 5 µg/mL de OVA marcada com FITC,                
5 µg/mL de OVA: 125 µg/mL de SBA-15 em 1 mL de meio RPMI completo, por 2 horas a                    
37 °C, 5% CO2. Como controle, utilizaram-se DC sem tratamento, DC incubadas com 125 
µg/mL de SBA-15, inclusive a 4° C para inibição da fagocitose. Células marcadas com anti-
CD11c (APC), anti-MHCII (V450) e 7-AAD (PerCP) e adquiridas no citômetro de fluxo CyAN. 
População de células vivas e CD11c+MHCIIhigh foi selecionada para as análises. Resultados 
expressos em dotplots CD11c+ (APC) por OVA (FITC). Dados representativos de três 
experimentos independentes.  
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