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RESUMO

SCARAMUZZI, K. Efeito adjuvante da silica mesoporosa nanoestruturada SBA-
15 na imunizacgao pela via oral. 2009. 74 f. Tese Mestrado (Imunologia) - Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Sao Paulo, 2009.

A silica nanoestruturada SBA-15 & um polimero que devido a suas propriedades
fisico-quimicas apresenta grande potencial como adjuvante de mucosas. A
imunizagao pela via oral de camundongos com a vacina contra Hepatite A ou gama
globulina humana adsorvida a SBA-15 revelou aumento nos titulos de anticorpos
especificos IgG e IgA, comprovando que a silica ndo interfere na polarizagdo da
resposta imunolégica dos tipos Tyl ou Ty2. Ensaios por citometria de fluxo
indicaram que a SBA-15 atuou no recrutamento de fagdécitos e no aumento dos
numeros de linfocitos B e T nas placas de Peyer e linfonodos mesentéricos de
animais imunizados, sugerindo a proliferacdo de células imunocompetentes. A
administragdo subcutdnea de SBA-15 em camundongos geneticamente
selecionados para maxima (AlRuwax) ou minima (AIRuwn) resposta inflamatdria aguda
confirmou o baixo potencial inflamatério e a ndo toxicidade dessa nanoparticula. Os
resultados comprovam que a SBA-15 é um adjuvante seguro e eficiente,

especialmente nas imunizagdes pela via oral.

Palavras-chave: Imunizacao oral. Inflamacgao. Adjuvantes. Nanoparticulas.



ABSTRACT

SCARAMUZZI, K. The adjuvant effect of the mesoporous nanostructurated
SBA-15 silica in immunizations by the oral route. 2009. 74 p. Master thesis
(Immunology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Sao Paulo, 2009.

The nanostructured SBA-15 silica is a polymer that due to its physicochemical
properties shows great potential as a mucosal adjuvant. Immunization by the oral
route of mice with Hepatitis A vaccine or human gama globulin adsorbed in SBA-15
revealed increases in IgG and IgA specific antibody titers and showed that this silica
does not interfere in the polarization of Ty1 or T2 immune responses. Flow
cytometry assays demonstrated that SBA-15 was efficient in the recruitment of
phagocytes and in increasing the numbers of B and T lymphocytes in Peyer’'s
patches and mesenteric lymph nodes of immunized mice, promoting the proliferation
of immunocompetent cells. Subcutaneous administration of SBA-15 in genetically
selected mice for high (AIRyax) or low (AlIRun) acute inflammatory responses
indicated the low inflammatory potential and the non-toxicity of this nanoparticle.
Results ascertain that SBA-15 silica is an effective and safe adjuvant especially in

immunizations by the oral route.

Keywords: Oral immunization. Inflammation. Adjuvants. Nanoparticles.
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1 INTRODUGAO

1.1 Reagao inflamatéria e desenvolvimento da resposta imune

O processo inflamatério é fundamental para o inicio da resposta imunoldgica
atuando como elo entre a imunidade inata e adquirida; nesse periodo observa-se o
aumento da produgdo de células pela medula 6ssea que leva ao acumulo e a
ativagdo de fagocitos que contribuem diretamente para a eliminagdo de patégenos
e/ou injuria. Sinais diretos (moleculares) e indiretos (injuria tecidual e/ou infecg¢ao)
mantém a resposta inflamatéria por ativacdo de células epiteliais e endoteliais,
mastocitos, macrofagos, plaquetas e neutréfilos, estimulando o influxo de
polimorfonucleares (PMN) e de células apresentadoras de antigenos (APC) para o
foco inflamatdrio. Produtos bacterianos, células em necrose, citocinas e a ligagéo
CD40/CD40L ativam as APC e, conseqlentemente, aumentam a expressao de
moléculas estimuladoras e a producédo de citocinas primordiais na ativagdo dos
linfcitos T e desenvolvimento da imunidade adquirida (NATHAN, 2006).

A resposta imune adquirida engloba as fases iniciais de contato com o
imundgeno e ativagao de linfocitos e a fase efetora que culmina na eliminagéo
antigénica e retorno a homeostasia do sistema imune.

Linfécitos B, precursores de plasmdcitos secretores de anticorpos, podem
responder a antigenos, como polissacarideos e lipopolissacarideos, de maneira T-
independente a partir da ligagdo direta as imunoglobulinas expressas na sua
superficie, levando a uma rapida resposta de anticorpos; ou de modo dependente de
linfécitos T auxiliares (Ty) através da interagdo CD40/CD40L e da influéncia de
citocinas (VOS et al., 2000).

Através dos seus receptores (TCR), os linfécitos T reconhecem antigenos
processados e ligados as moléculas codificadas pelos genes do Complexo Principal
de Histocompatibilidade (MHC), expressas nas superficies celulares. As moléculas
de MHC classes | e Il associadas a peptideos antigénicos estimulam, através da
interacdo com os co-receptores CD8 e CD4, linfocitos T citotdéxicos (CTL) e T
auxiliares (Ty), respectivamente. Apos ativagao, expanséo clonal e diferenciagdo, os
linfécitos T assumem fungdes efetoras diferenciadas dependendo dos estimulos que

recebem e do micro-ambiente em que se encontram (LEBIEN e TEDDER, 2008).
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Linfécitos T citotdxicos contribuem principalmente para a eliminagcao de
patdgenos intracelulares e células tumorais, enquanto linfécitos T auxiliares atuam
na proliferacao e diferenciagao de linfocitos B e T, macrofagos e células dendriticas.
Linfécitos Ty dividem-se em células do tipo Ty1, responsaveis pela protecdo contra
patdgenos intracelulares caracterizada pela expressdo de interferon-y (IFN-y),
reacoes de hipersensibilidade do tipo tardia e doencas autoimunes; linfocitos T2
participam de doencas alérgicas e da protegdo contra patdégenos extracelulares,
exotoxinas bacterianas e helmintos, desenvolvendo uma resposta mediada por
anticorpos e expressao de citocinas como IL-3, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13; linfocitos
Tw3, responsaveis pela secregédo de TGF-$ e pela regulagéo da resposta imune ao
nivel das mucosas; a subpopulacao Ty17, que secreta a citocina pro-inflamatoria IL-
17, atua na protegéo contra patdégenos extracelulares e fungos, além de interceder
em processos autoimunes; e os T reguladores (Treg) que apresentam funcgéo
supressora controlando doengas autoimunes, alergias, infecgdes e cancer (FARIA e
WEINER, 2005; COFFMAN, 2006; ROMAGNANI, 2006; AFZALI et al., 2007;
OUKKA, 2008; AKDIS, 2009; HOGQUIST e MORAN, 2009).

A defesa contra infeccdes ndo se deve apenas a ativagao de linfécitos Be T
antigeno-especificos, mas também a estimulagédo da resposta imune inata. O uso de
adjuvantes nos processos de vacinagdo, método mais eficiente na protegcédo contra
patdgenos, pode gerar reagado inflamatdria local e levar ao desenvolvimento da
resposta imune adquirida. Os processos imunolégicos desencadeados pela
imunidade adquirida permitem a troca de classes de imunoglobulinas, maturagao de
afinidade dos anticorpos e a formagao de memoria imunoldgica, fundamental na
protecdo do organismo contra exposi¢gdes subsequentes ao mesmo antigeno
(FOGED et al., 2002; JONSDOTTIR et al., 2008).

1.2 Adjuvantes

Adjuvantes, do latim adjuvare (ajudar a), sdo compostos que potencializam a
imunogenicidade de um dado antigeno amplificando e/ou melhorando a duragéo da
resposta imune especifica (EDELMAN e TACKET, 1990). Uma das primeiras
descrigoes de substancias com potencial adjuvante ocorreu em 1916; Le Moignic e
Pinoy imunizaram camundongos com uma emulsao de agua, vaselina e Salmonella
typhimurium inativada e verificaram o aumento da resposta imune especifica contra
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o microorganismo (JANSEN et al., 2005 apud PINOY e LE MOIGNIC, 1916). Entre
os adjuvantes ja descritos encontram-se as emulsdes de agua em 6leo, surfactantes
naturais e sintéticos, géis minerais e produtos bacterianos (BREWER, 2006).

A utilizacdo dos adjuvantes resulta na modulacdo da resposta imune
adquirida, alterando os padrées de citocinas que a regulam, aumentando ou
facilitando a apresentacdo de epitopos a células efetoras do sistema imunoldgico,
influenciando a magnitude da resposta e a produgao de is6tipos de imunoglobulinas,
além de preservar a integridade do imundgeno, prolongando o periodo de estimulo e
o tempo de apresentagdo antigénica (COX e COULTER, 1997; BANCHEREAU e
STEINMAN, 1998; SCHIJNS e DEGEN, 2007).

Atualmente, entre os adjuvantes licenciados para uso em humanos,
encontram-se os derivados de hidroxido e fosfato de aluminio que compdem
quimicamente a maioria das vacinas bacterianas e virais para as quais a protecao
relaciona-se a geragdo de anticorpos neutralizantes. Os mecanismos de agao
desses adjuvantes incluem a liberagao lenta do imundgeno, inducéo de inflamacéao e
consequente recrutamento e ativagdo de APC e a conversédo de antigenos soluveis
para a forma particulada, facilitando a fagocitose por macrofagos, células dendriticas
e linfécitos B (LAMBRECHT et al., 2009). Entretanto, o hidroxido de aluminio ndo
induz resposta imunologica elevada, além de direcionar a resposta para a imunidade
do tipo T2 com estimulo predominante a produgao de citocinas como IL-4 e IL-5.
Ainda, gera baixa resposta imune mediada por células (CMI), incluindo a resposta de
linfécitos T citotdxicos (CTL); ressalte-se que a polarizagdo da resposta ndo €
adequada para a protegao contra determinadas infeccbes e para vacinas em
desenvolvimento contra AIDS, tuberculose e malaria que, a principio, requerem
predominantemente resposta imune do tipo Ty1. Os Adjuvantes Incompleto (AIF) e
Completo de Freund (ACF) sao eficientes na geragcéo de resposta do tipo Ty,
entretanto, provocam forte reagao inflamatoria local, com formag¢&o de granuloma e
necrose tecidual.

Assim, ha interesse crescente de investigar estratégias de imunizagdo e
desenvolvimento de adjuvantes que, de um lado n&o interfiram na polarizagdo da
resposta imunoldgica, e por outro sejam seguros, economicamente viaveis e que
possibilitem a melhoria da resposta em individuos constitutivamente maus
respondedores (COX e COULTER, 1997; BREWER, 2006).
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1.2.1 Silicas mesoporosas altamente ordenadas

As silicas mesoporosas sao particulas de 6xido de silicio (SiO3) com estrutura
altamente organizada que, devido as suas propriedades fisico-quimicas, apresentam
potencial de aplicagdo em diferentes areas, e que vém despertando grande
interesse da comunidade cientifica. Esses materiais sdo capazes de interagir com
atomos, ions e moléculas, ndo apenas em sua superficie, como também em seu
interior (KRESGE et al., 1992; YANG et al., 1997).

Descrita em 1998, a silica mesoporosa SBA-15 apresenta estrutura
hexagonal com poros (3,1 — 6,4 nm) altamente ordenados e interligados, paredes
relativamente espessas e notavel estabilidade térmica, hidrotérmica e mecanica
(Figura 1) (ZHAO et al., 1998; MATOS et al., 2001). A SBA-15 é sintetizada em meio
acido, utilizando como agente direcionador de estrutura um copolimero tribloco, o
poli(dxido de etileno)-poli(6xido de propileno)-poli(dxido de etileno) (EO20PO70EOy),
que pode auto agregar-se com espécies de silicatos formando a silica mesoporosa
(ZHAOQO et al., 1998).

Apesar dos varios estudos voltados para a utilizacdo de silicas como veiculo
para diferentes substancias, essas nao haviam sido testadas quanto a capacidade
de ativar eficientemente as APC, carrear € liberar imundgenos.

O primeiro estudo sobre a viabilidade de emprego desse material
nanoestruturado como adjuvante da imunidade realizou-se no Laboratério de
Imunoquimica do Instituto Butantan, empregando-se a silica mesoporosa SBA-15.
Verificou-se que camundongos isogénicos BALB/c e geneticamente selecionados
para a baixa produg¢ao de anticorpos (L;;) imunizados com Intimina 18 (proteina de
E. coli) ou veneno total da serpente Micrurus ibiboboca encapsulado/adsorvido a
SBA-15 apresentaram aumento significativo dos titulos de anticorpos especificos
para a proteina e para o veneno da serpente, sendo a resposta secundaria
semelhante ou mais elevada comparativamente aos animais imunizados com esses
imunoégenos em AIF ou Al(OH); (MERCURI et al., 2006). Ainda, verificou-se que a
silica SBA-15 foi capaz de modular positivamente a resposta imune humoral de
camundongos maus respondedores (Ly;; Liva), 0s quais apds imunizagdes com soro
albumina bovina (BSA) pelas vias oral e intramuscular passaram a produzir titulos de
IgG semelhantes aos bons respondedores (Hy; Hya) (CARVALHO, 2007). Esses
dados em conjunto indicam a participagdo da SBA-15 na ativagdo do sistema
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imunoldgico e na indugdo de memoria, mecanismo essencial para a protegcao
induzida por processos de vacinagao.

Em 12 de setembro de 2005 foi depositada a Patente COMPLEXO
IMUNOGENICO FORMADO POR ANTIGENOS VACINAIS ENCAPSULADOS POR
SILICA MESOPOROSA NANOESTRUTURADA, em parceria com o Laboratério
Cristalia, que recebeu o numero Pl 0503817-0 e, em setembro de 2007, foi

encaminhado seu depdsito internacional.

Figura 1- Microscopia eletronica de transmissdao (TEM) da silica mesoporosa
nanoestruturada SBA-15. (A) Estrutura de poros arranjados hexagonalmente.
(B) Interior dos poros interconectados. Tamanho médio da particula: 30 pm.
Tamanho dos poros: 3,1 - 6,4 nm (Laboratério Nacional de Luz Sincrotron -
LNLS).

1.3 Administragao de vacinas pela via oral

O método de imunizagdo mais conveniente no ambito socio-econbmico é a
vacinacao oral. A facilidade de aplicagdo, o fato de ser pouco invasiva e de
apresentar reduzidos efeitos colaterais, como os comumente observados apds
imunizagdes parenterais, sdo algumas das suas vantagens frente a outras vias de
inoculagao. Inicialmente acreditava-se que a geragdo da imunidade de mucosas
ocorria através de imunizacdo topica, contudo vacinas intramusculares ou
subcutaneas induzem baixa prote¢do ao organismo comparando-se as imunizagdes
pelas vias nasal ou oral, especialmente quando a porta de entrada do agente

infeccioso é o trato gastrointestinal. Sdo poucas as vacinas licenciadas para a
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aplicacao oral, entre elas estdo as vacinas contra a poliomielite e rotavirus, ambas
contém os virus atenuados e apresentam alta imunogenicidade (CERUTT]I, 2008).

Entretanto, existem limitagdes para a imunizacdo oral, como as alteragdes
causadas nos epitopos durante o trafego pelo trato gastrointestinal, e variagdes no
tempo de exposi¢cdo e captura dos mesmos. Fatores ambientais como a acidez
elevada e a agao de proteases podem levar a alteragbes e denaturagbes dos
epitopos, com subsequente precipitagdo do antigeno na luz intestinal, diminuicdo da
afinidade com a superficie das células M e ocupagado das placas de Peyer por
peptideos-epitopos inativos, prejudicando o desenvolvimento da resposta
imunoldgica. Ainda, as imunizagbes pela via oral sdo eficientes por um curto
periodo, sendo necessarias varias doses para estimular e manter a resposta imune.
Obviamente, ha possibilidade de inducdo de tolerdncia dependendo das
concentragdes, das doses administradas, dos intervalos entre imunizagdes e do uso
de adjuvantes (SHALABY, 1995; CERUTT]I, 2008).

Nesse contexto, o desenvolvimento de vacinas administradas pela via oral
visa facilitar a captura dos antigenos pelas células M, aumentar a capacidade
fagocitica das APC, modular a proliferacéo de linfocitos B e T antigeno-especificos e
proteger o antigeno contra a degradacdao enzimatica, aumentando sua

imunogenicidade e garantindo imunidade prolongada e sistémica (SHALABY, 1995).

1.4 Tecido linféide associado ao trato gastrointestinal (GALT)

O trato gastrointestinal dos mamiferos apresenta barreiras morfolégicas e
fisioldgicas que limitam a digestao e absorgao, criando um ambiente seletivo entre o
meio externo e a circulagdo sistémica. A estrutura gastrointestinal € similar do
estdbmago ao anus, constituida por epitélio cilindrico simples e células especializadas
na secregcao de muco e captura de antigenos. Quantitativamente, o intestino € o
orgao efetor mais importante da imunidade humoral, mostrando-se responsavel por
cerca de 80% da produgéao total de imunoglobulinas, sendo que desse total, 80 a
90% pertencem a classe IgA, imunoglobulinas geradas principalmente por
plasmécitos presentes nas placas de Peyer, aglomerados de nddulos linféides bem
definidos localizados ao longo do intestino delgado, e linfonodos mesentéricos
(JEPSON et al., 1996; SMITH et al., 1998; BRANDTZAEG et al., 1999; KELSALL e
JOHANSSON, 2005).
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Locais importantes na indugdo da imunidade de mucosas compdem o tecido
linféide associado ao trato gastrointestinal - GALT (Gut-associated lymphoid tissues)
- e compreendem estruturas como as placas de Peyer no intestino delgado, foliculos
linféides isolados no ceco e apéndice e linfonodos mesentéricos.

Como referido acima, as placas de Peyer sdo conjuntos de foliculos linféides;
acham-se separados da luz intestinal por uma unica camada de células do FAE
(Follicle Associated Epithelium), atuando principalmente na captura de bactérias e
virus patogénicos. Pouco se sabe sobre a ligacdo desses microorganismos com as
células M encontradas no FAE, portas de entrada para antigenos presentes na luz
intestinal, mas acredita-se que a captura ocorra de modo seletivo, baseado nas
propriedades fisico-quimicas das particulas capturadas (SMITH et al., 1998).

A localizagdo das placas de Peyer varia conforme a espécie; em
camundongos essas estruturas sdo maiores € mais numerosas na regido distal do
intestino delgado ocupando principalmente o ileo. O tamanho pode variar de 1,5 a
3,0 mm de didmetro dependendo do numero de agregados de foliculos linféides. As
placas menores sao formadas por cerca de 2 foliculos, ja as maiores chegam a ter
até 8 foliculos linféides. Essas placas podem ser observadas logo no inicio da vida
fetal, aproximadamente apdés a 11 semana de gestagdo, entretanto, o
desenvolvimento do centro germinativo s6 € observado apds o nascimento, o que
reflete a dependéncia do ambiente para a hiperplasia folicular. Assim, essas
estruturas aumentam de tamanho e numero conforme a idade, atingindo seu apice
na puberdade e decaindo na idade adulta (BRANDTZAEG e JOHANSEN, 2005).
Nas placas de Peyer se inicia a resposta imune contra patégenos a fim de que a
microbiota local se mantenha e o organismo proteja-se contra infec¢gdes. Em seus
centros germinativos ocorre a interagao entre linfécitos B e T além da mudanga de
isétipo de imunoglobulinas, sintese e secre¢cdo de anticorpos da classe IgA devido
ao microambiente rico em citocinas como IL-4, IL-6, IL-10 e TGF-B que auxiliam a
expansao clonal de plasmocitos produtores desses anticorpos. Ainda, dados
recentes indicam que o acido retindico (RA) e a enzima éxido nitrico sintase induzida
(iNOS) participam da mudanga de classe, estimulando a migragao de células B e a
diferenciagdo em plasmocitos, aumentando os niveis de IgA secretada. A principal
protecdo ao individuo é oferecida pela IgA secretada (s-IgA) para a luz intestinal
produzida, inclusive, no contexto ndo inflamatério e independente de linfocitos T

(MORA et al., 2006; CERUTTI e RESCIGNO, 2008).
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As células M, responsaveis pela captura de antigenos da luz intestinal,
permitem o encontro do mesmo com as APC. Esse processo, conhecido por
transcitose, é passivo e nao resulta na digestdo antigénica; apesar de expressarem
MHC classe Il, ndo se comprovou a capacidade dessas células de processar e
apresentar antigenos (SHALABY, 1995).

As células dendriticas (DC) das mucosas iniciam a resposta imune contra
patdgenos e controlam a atividade de células T reguladoras bem como a tolerancia
oral, participando ativamente na indugdo, manutengdo e regulacdo negativa das
inflamag¢des da mucosa induzidas por alergias e processos cronicos (KELSALL e
JOHANSSON, 2005; IWASAKI e KELSALL, 2008). Nas placas de Peyer existem
sub-populacgdes distintas de DC, todas apresentam como marcador de superficie o

HISH & mostram-se fundamentais na captura de antigenos protéicos e

receptor CD11c
apresentagao antigénica; esses grupos de leucécitos tém meia vida de 3 a 5 dias e
sao provenientes de precursores independentes.

Os diferentes subtipos de DC apresentam fungdes bem delimitadas
dependendo da sua localizagdo e possibilidade de contato com antigenos e com
linfocitos B e T. Duas sub-populagdes sao classicamente identificadas, as DC
imaturas e maduras; a primeira delas compreende células eficientes na fagocitose
de imundgenos, e localizadas na regiao do domo sub-epitelial das placas de Peyer.
Apds o contato com os antigenos, as DC migram para a regido inter-folicular das
placas, tornando-se maduras e capazes de ativar linfocitos T, sendo que essa
migragao ocorre devido as quimiocinas, em especial a CCR7, expressas na zona de
linfocitos T. Na auséncia de infecgéo, as DC produzem citocinas como IL-10 e TGF-
B, mantendo o perfil de resposta do tipo Ty3 e a supressao de resposta Ty2.

Quando de um processo infeccioso, especialmente devido a expressao de
antigenos protéicos, o microambiente das mucosas tende a induzir resposta Ty2
devido a produgao predominante de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-10 (KELSALL e
JOHANSSON, 2005).

1.5 Modelos experimentais

Os caracteres quantitativos, que constituem a maioria dos fenétipos das mais
diversas espécies, exibem variagdes continuas e sdo controlados por mais de um
gene com interagdes aditivas. Esse tipo de variagdo deve—se a sobreposi¢cado de
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segregacdes simultaneas dos diferentes genes que determinam a caracteristica,
somada a variagao também continua de fatores nao genéticos ou ambientais. Assim,
quando uma populagao apresenta distribuicdo continua ou unimodal para uma dada
caracteristica, sugere-se um controle poligénico do carater, que esta ou nao
associado a polimorfismo ao nivel de um ou mais loci que o regulam. Para as
estimativas dos genes envolvidos na regulagdo de um carater quantitativo, foram
desenvolvidos métodos estatisticos que tém por base: 1 — a segregagao
independente dos diferentes loci que contribuem para o fendtipo; 2 — a contribuicao
de cada locus para a caracteristica é equivalente; 3 — existem apenas dois alelos por
locus. Saliente-se que esses preceitos sdo assumidos mas ndo correspondem ao
que ocorre na pratica.

As diferencas individuais quantitativas possibilitam a atuagdo da selegao
natural e direcionam seu acumulo durante a evolugdo. Assim, o valor adaptativo de
uma dada caracteristica tem significancia evolutiva ao nivel de uma populacao
constituida de individuos geneticamente heterogéneos. As observagbes da
acumulagdo progressiva na escala filogenética da complexidade das estruturas e
mecanismos imunoldgicos sdo fortemente indicativas de seus valores adaptativos na
protecédo de populagdes a patdogenos diversos presentes em seus habitats. A génese
dessa conservacao poderia ser atribuida a fixacdo de alelos favoraveis que regulam
0s mecanismos protetores basicos, o que resultaria na homogeneidade genética dos
individuos de uma espécie relativamente as fungdes imunobiolégicas. Entretanto, ha
grande variabilidade fenotipica individual para os principais parametros
imunoldgicos. Essa grande diversidade pode resultar de polimorfismo alélico em um
locus unico (caso dos genes de reconhecimento) ou pode advir do efeito aditivo de
alelos relevantes em varios loci, ou ainda da associacao de ambos.

Em 1968, Guido Biozzi e colaboradores iniciavam uma linha de pesquisa
essencial para a geragédo de conhecimentos em Imunogenética. Assim, os controles
genéticos independentes das principais fungdes imunobiolégicas foram
demonstrados através de estudos com linhagens selecionadas para os diferentes
segmentos que compdem a imunidade, como a sintese de anticorpos, resposta
inflamatéria aguda e tolerancia imunoldgica (BIOZZ! et al., 1979; IBANEZ et al.,
1992; DA SILVA et al., 1998).

A caracterizagdo de mecanismos genéticos que atuam na série complexa de

fendbmenos imunobioldgicos, inclui estudos experimentais sobre a regulagao
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quantitativa da resposta imune desenvolvidos através de selegdes genéticas de
linhagens apresentando fenétipos extremos para a caracteristica de interesse. Como
mencionado, esses trabalhos iniciaram—se tendo por base a genética da produgao
quantitativa de anticorpos em resposta a doses 6timas imunizantes de imunogenos
naturais com multi-determinantes antigénicos. Nessas condigbes experimentais, a
fase de reconhecimento especifico dos varios epitopos € sobrepassada,
evidenciando-se a variabilidade do carater sintese quantitativa de anticorpos, cujo
controle se faz poligenicamente. Esse sistema difere substancialmente dos controles
genéticos exercidos qualitativa e especificamente pelos genes ligados ao MHC ou
dos albtipos e genes de cadeias variaveis das imunoglobulinas.

Assim, a demonstragao da regulagao poligénica multi—especifica da resposta
imune se fez através de cruzamentos seletivos bidirecionais, evitando—se a
consanguinidade, a partir de populagbes geneticamente heterogéneas de
camundongos cruzados ao acaso, onde o carater fenotipico considerado foi a
produgdo maxima (Linhagem H) ou minima (Linhagem L) de anticorpos a

imunogenos naturais complexos (BIOZZI et al., 1979).

1.5.1 Linhagens AlIRyax € AIRun

O controle poligénico do processo inflamatério agudo foi claramente
demonstrado através da selecdo de linhagens de camundongos capazes de
desenvolver resposta inflamatéria maxima (AIRyax) ou minima (AIRuN) apos
estimulo com particulas de poliacrilamida, substédncia n&o antigénica.
Diferentemente das selec¢bes para produgéo de anticorpos que teve como populagéo
inicial camundongos Swiss cruzados ao acaso, a selegao para resposta inflamatéria
teve como populagéo de origem os descendentes de cruzamentos entre 8 linhagens

isogénicas distintas, fato que possibilita a eventual reprodugao da selegao:

23



A DBA/2 P SWR SJL CBA BALB/c C57BL/6

Fo

Como ocorreu nos experimentos de sele¢cao para a resposta humoral, houve
divergéncia progressiva interlinhagens AIRyax — AIRuin para os fenétipos analisados
numero de células e concentragcdo de proteinas no exsudato local inflamatério. Um
fendbmeno marcante foi a assimetria do processo seletivo; durante 18 geracdes, a
resposta de selecdo foi praticamente nula para a linhagem AlIRyn, indicando a
importancia do valor adaptativo desse fenétipo: para sobreviver € necessario que
haja um minimo de inflamacgao. Fato relevante é a similaridade das porcentagens de
monocitos e a diferenga significativa de PMN das linhagens AlIRyax € AIRwmN.
Estima—se que 7 a 11 genes controlem a resposta inflamatéria aguda (IBANEZ et al.,
1992). Apds 20 geragdes de acasalamentos seletivos, as linhagens atingiram o limite
de selegdo e os alelos de resposta para o influxo celular e exsudato protéico
encontram-se em homozigose nas linhagens AlRuax € AlRun (BIOZZI et al.,1998;
IBANEZ et al., 1992).

Estas linhagens divergem também para outros agentes inflamatorios néao
relacionados entre si ou com o Biogel (agente selecionador), como a carragenina, o
zimosan e o0 veneno de Bothrops jararaca. A resisténcia e suscetibilidade destas
linhagens a doengas tumorais, autoimunidades, infecgbes e transplantes também
sofreram alteragcdes genéticas no decorrer do processo seletivo (VASQUES-BRAVO
et al., 1996; CARNEIRO et al.,, 2002; BIOZZI et al., 1998; MARIA et al., 2003;
RIBEIRO et al., 2005; VIGAR et al., 2000; PETERS et al., 2007; ARAUJO et al.,
1998; BORREGO et al., 2006; LAROCCA et al., 2008).

O uso das linhagens geneticamente selecionadas AlRyax € AIRuin possibilitou
o melhor entendimento do processo inflamatério induzido pela administracéao

subcutanea da silica SBA-15.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos desse estudo basearam-se na eficacia da silica nanoestruturada
SBA-15 como adjuvante em processos de imunizagdo pela via oral e a resposta
inflamatéria aguda induzida ap6s administragdo subcutanea da nanoparticula.

Entre os parametros avaliados encontra-se a resposta humoral ao nivel de
mucosas e a caracterizacdo morfoldgica e celular das placas de Peyer e linfonodos
mesentéricos em camundongos BALB/c imunizados com a vacina contra Hepatite A
ou gama globulina humana adsorvida a SBA-15, comparativamente aos antigenos
nao adsorvidos.

Além disso, a analise quantitativa e qualitativa das células do exsudato
inflamatorio das linhagens geneticamente selecionadas para maxima e minima
resposta inflamatéria aguda (AlIRuyax € AIRunN) serviu como parametro para
comparagao com a resposta inflamatéria no nivel das mucosas para melhor definir o

potencial adjuvante da SBA-15.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Potencial de encapsulagao/adsorgdao da gama globulina humana a SBA-15

O potencial de encapsulagéo/adsorgdo da proteina de 150 kDa gama
globulina humana (HGG) (Sigma-Aldrich Biotechnology Co., St. Louis, MO, EUA) a
silica SBA-15 foi determinado através de ensaios in vitro utilizando-se diferentes
proporgdes (1:5, 1:10, 1:25, 1:30) de HGG:SBA-15 (v/v) diluida em tampéao fosfato
pH 7,4 (PBS) em volume final de 1 mL. As proteinas ndao encapsuladas/adsorvidas
foram removidas por centrifugacdo a 400 x g por 5 minutos. Determinou-se a
concentracdo em mg/mL de HGG no sobrenadante por leitura a A 280 nm em
espectrofotdbmetro. Como controle, utilizou-se solu¢do de HGG (50 pg/mL) em

volume final de 1 mL de PBS.

3.2 Animais

O efeito adjuvante da silica SBA-15 pela via oral foi estudado em fémeas de
camundongos isogénicos BALB/c, entre 8 e 12 semanas de idade criados e
fornecidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan. Estes camundongos tém perfil
genético conhecido, apresentando uniformidade fenotipica. Para avaliagdo da
resposta inflamatéria aguda induzida pela silica SBA-15 foram utilizados fémeas de
camundongos, entre 8 e 12 semanas de idade, das linhagens AlIRuax € AlIRuN
obtidas por selegdo genética segundo a alta ou baixa reatividade inflamatéria aguda,
respectivamente, contra o Biogel P-100 (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, Franca),
substancia de poliacrilamida, ndo-antigénica e quimicamente inerte (IBANEZ et al.,
1992; CARNEIRO et al., 2002). Esses animais foram gentilmente cedidos pelo Dr.

Orlando Garcia Ribeiro do Laboratério de Imunogenética do Instituto Butantan.

Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados pelas
Comissdes de Etica em Experimentacdo Animal do Instituto Butantan e do Instituto

de Ciéncias Biomédicas da USP.
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3.3 Silicas mesoporosas altamente ordenadas

A silica mesoporosa SBA-15 foi fornecida pelo Dr. Jivaldo R. Matos do
Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo e pela Dra. Marcia C. A. Fantini
do Laboratério de Cristalografia do Instituto de Fisica da USP. As amostras de SBA-
15 foram sintetizadas utilizando um copolimero tribloco, o poli-(6xido de etileno)—
poli-(6xido de propileno)-poli-(6xido de etileno) (Pluronic P123, EO2,PO70EO2y, PM=
5800 — BASF Chemical Co., Mount Olive, NJ, EUA), o tetraetil-ortosilicato (TEOS) foi
adquirido da Fluka/Sigma Chemical Co. (Milwaukee, WI, EUA). O 4&cido
hidrocloridrico foi adquirido da Fisher Scientific Co. (Pittsburgh, PA, EUA). Todos os
reagentes foram utilizados segundo protocolo de instrugdo. A caracterizagdo da
sintese e a adsor¢cao das amostras foram seguidas conforme descrito por Matos et
al. (2001).

3.4 Imunizagao via oral (VO)

Para avaliacdo do efeito adjuvante da SBA-15, camundongos BALB/c (n =
3/grupo) foram imunizados por gavagem com vacina contra Hepatite A EPAXAL®
(Berna Biotech Ltda., Berna, Suiga) (0,48 pg/animal) adsorvida ou ndo em SBA-15
(12 pg/animal) ou PBS (grupo controle), num volume final de 0,2 mL. A vacina contra
Hepatite A em concentragao final desejada de 0,48 ug/animal foi diluida em PBS.
Para a adsorgéo a silica, a vacina foi misturada a SBA-15 (12 pg de SBA-15/animal)

na proporgao 1:25 de antigeno:SBA-15 (v/v).

Os estudos ampliaram-se utilizando HGG nas imunizag¢des pela via oral. Para
determinar a melhor dose antigeno:silica a ser utilizada, BALB/c (n = 4/grupo) foram
imunizados por gavagem com diferentes concentragdes de HGG (5, 10, 50 ou 100
pg/animal) adsorvida em SBA-15 (125, 250, 1250 ou 2500 pg/animal), seguindo a
proporgao 1:25 de antigeno:SBA-15 (v/v), ou somente com HGG diluida em PBS (50
Mg/animal) num volume final de 0,2 mL. Optou-se por utilizar nas imunizagées 10
Mg/animal de HGG adsorvida ou ndo a SBA-15 (250 pg/animal), seguindo a
proporcdo 1:25 de antigeno:SBA-15 (v/v). Para a avaliagdo da resposta imune

secundaria, dose reforgo foi administrada 45 dias apds a primeira imunizagéo.
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A proporcao de silica para a concentragéo de vacina e HGG teve por base
estudos preliminares com proteinas de diferentes pesos moleculares. A relagao
escolhida para os imundgenos foi aquela cujo maior volume de proteina de peso

molecular mais elevado adsorveu-se a SBA-15.

3.5 Coleta das fezes

Para coleta das fezes apds a imunizagéo, os animais dos diferentes grupos
experimentais foram colocados em gaiolas sem maravalha por 30 minutos. Os
pellets fecais foram ressuspendidos em PBS contendo 1 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF — Boehringer Mannheim Co., Indianapolis, IN, EUA) e 1% de
soro albumina bovina (BSA - Fisher Scientific Co., Fair Lawn, NJ, EUA) na
proporcdo de um grama de fezes para 5 mL da solugdo. Apds repouso de 15
minutos em gelo, foram agitados vigorosamente em agitador vortex e depois de mais
15 minutos em repouso, as amostras foram novamente agitadas e centrifugadas a
22000 x g durante 10 minutos. Os sobrenadantes foram removidos, distribuidos em
aliquotas e estocados a -80 °C para posterior analise de producéo de anticorpos por
ELISA.

3.6 Determinacgao dos titulos de anticorpos IgA e IgG anti—-Hepatite A e anti-

gama globulina humana por ELISA

Os titulos de anticorpos séricos (IgG total, IgG1, IgG2a e IgA) e IgA secretada
nas fezes anti-Hepatite A e anti-HGG foram determinados pelo teste de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (ENGVALL e PERLMAN, 1971). As
dosagens foram realizadas em microplacas de 96 pog¢os com propriedade de alta
ligacdo Maxisorp (Nalgene Nunc International, Rochester, NY, EUA) sensibilizadas
com 1 ng/mL dos antigenos diluidos em tampao Carbonato-Bicarbonato pH 9,6 (0,05
M Na,CO3; e 0,05 M NaHCO3) por 16 horas a 4 °C. Apds este periodo inicial de
incubagao, as placas foram lavadas 3 vezes com tampao PBS contendo Tween a
0,05% (PBS-T). Apds a lavagem, as placas foram bloqueadas com 0,5% de gelatina
em PBS-Tween (PBS-T/gelatina) por 2 horas a 37 °C. As amostras foram

distribuidas e diluidas em série no diluente PBS-T/Gelatina 0,5%, incubadas durante
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1 hora a 37 °C para dosagem de IgG e seus isotipos e por 18 horas para IgA sérica
e secretada. As placas foram lavadas e 100 pL dos anticorpos anti-IgG (diluidos 1:
2000), anti-IgG1, anti-lgG2a (diluidos 1: 1000) ou anti-IgA (diluido 1: 500) marcados
com peroxidase (Promega Co., Madison, WI, EUA) foram adicionados e as placas
incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente. Seguiu-se lavagem 3 vezes em
PBS-T e 100 ul do tampéo substrato (20 mg OPD diluido em 40 mL tampé&o Citrato-
Fosfato pH 5,0 — 0,1 M acido citrico; fosfato de sédio bifasico 0,2 M/H,0, 0,3%) foi
adicionado; as placas foram mantidas no escuro até a reacao ser revelada. A reacao
foi interrompida com 50 ulL/pogo de acido citrico a 0,2 M. A leitura foi feita em A 450
nm utilizando-se leitor de ELISA (Multiskan — Labsystems, Helsinki, Finlandia). Os
titulos foram calculados desprezando—se 20% do valor da absorbancia da diluicao

de saturagao e expressos em logs.

3.7 Analise morfolégica e histolégica das placas de Peyer

Os camundongos dos diferentes grupos experimentais foram sacrificados 1, 3
e 7 dias apés tratamentos para remogao e analise morfolégica das placas de Peyer.
Seguindo-se de suas localizagdes no intestino delgado, as placas de Peyer foram
retiradas e lavadas com agua destilada para remover residuos de fezes. Os tecidos
foram fixados em formaldeido 10% e, ap6s 24 horas, incluidos em parafina para
obtengdo dos cortes histolégicos. As laminas foram coradas por hematoxilina-
eosina. Os estudos sobre a morfologia das placas de Peyer foram realizados em
colaboragdo com as Dras. Solange Barros Carbonare e Milene Tino de Franco,

ambas do Laboratério de Imunogenética do Instituto Butantan.

3.8 Imunofenotipagem das células das placas de Peyer e linfonodos

mesentéricos

3.8.1 Obtencao das células

Placas de Peyer (4-6 placas/animal) e linfonodos mesentéricos de
camundongos BALB/c dos diferentes grupos experimentais foram retiradas do

intestino delgado e lavadas com agua destilada para remocdo das fezes. Em
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seguida, foram colocadas em tubos de 15 mL contendo 3 mL de meio RPMI 1640
(Cultilab Ltda., Sao Paulo, SP, Brasil) e 5% de soro fetal bovino (SFB - Cultilab Ltda.,
Sao Paulo, SP, Brasil). As placas foram vertidas em placas de Petri estéreis (60 x 15
mm) cobertas por um tecido de nylon estéril e maceradas. O tecido foi lavado com 1
mL de meio RPMI para recuperacdo das células. A suspensao celular obtida foi
transferida para tubos de 15 mL e, em seguida, centrifugada a 300 x g por 8 minutos
a 4 °C. Os pellets obtidos foram ressuspendidos em 1 mL de meio RPMI. As células
foram lavadas e centrifugadas novamente e os pellets novamente dispersos em 1
mL de tampdo FACS (PBS - BSA 1% - Azida Sddica 0,01%). As células foram
contadas em camara de Neubauer e a viabilidade determinada com Azul de Trypan.

As amostras foram mantidas a 4 °C durante todo o procedimento.

3.8.2 Analise por citometria de fluxo

Células das placas de Peyer e linfonodos mesentéricos de animais tratados
foram caracterizadas por citometria de fluxo quanto as moléculas expressas em sua
superficie. Em placas de 96 pogos (Corning-Costar Corp., Cambridge, MA, EUA),
100 pL da suspensao celular (2-5 x 10° células/mL) foram adicionados por pogo e as
placas centrifugadas a 300 x g por 8 minutos a 4 °C. Anticorpos monoclonais
conjugados (BD Bioscience, San Jose, CA, EUA) com fluorocromo fluoresceina
(FITC) ou ficoeritrina (PE) anti-CD4 (Clone RM4-5; FITC), anti-CD8a (Clone 53-6.7;
PE), anti-CD45R/B220 (Clone RA3-6B2; FITC), anti-CD11b (Clone M1/70; FITC),
anti-CD11c (Clone HL3; FITC) e anti-CD25 (Clone 3C7; PE) foram adicionados (1
ML/poco); as placas foram incubadas no escuro por 30 minutos a 4 °C. Passado o
periodo de incubacéao, procedeu-se a lavagem por duas vezes com tampao FACS e
centrifugadas novamente. As células foram ressuspendidas em 250 pyL de tampéo
FACS acrescido de 1% paraformaldeido para aquisicdo no citdmetro de fluxo
(FacScalibur — BD Bioscience, San Jose, CA, EUA). A operacao do citdmetro e a
analise dos resultados foram realizadas em colaboragdo com o Dr. Jorge Mario da

Costa Ferreira Junior do Laboratério de Imunoquimica do Instituto Butantan.
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3.9 Indugao da reagao inflamatoéria e caracterizagao dos tipos celulares

O processo inflamatério foi induzido em camundongos (n = 4/grupo) das
linhagens AIRyax € AlIRuin, fémeas com 8 a 12 semanas de idade, seguindo o
modelo de bolsa de ar para desenvolvimento da inflamagdo (IBANEZ et al., 1992). A
partir da inducdo de bolsa de ar simultaneamente produzida subcutaneamente no
dorso, os animais receberam diferentes doses da silica SBA-15 (250 ug/animal; 500
Mg/animal; 2500 ug/animal) ou 250 pg/animal de AI(OH)3; em volume final de 0,2 mL
de PBS estéril. No grupo controle, animais receberam somente PBS estéril. O
exsudato inflamatdrio dos grupos experimentais foi recolhido em diferentes periodos
(24; 72; 96 horas) procedendo-se a 3 inoculagbes/aspiragées consecutivas na bolsa
de ar com 1 mL de PBS acrescido de 20 unidades (U) de heparina. Para a
quantificagcao das células, 10 uL do exsudato total recolhido foram diluidos em 10 uL
de corante azul de metileno e a contagem do numero total de células efetuada em
camara hemocitométrica de Neubauer. Em seguida, 5 x 10* células/mL em volume
final de 0,2 mL foram aplicados em laminas de vidro, centrifugadas a 400 x g por 5
minutos e coradas com Instant Prov (Newprov, Pinhais, PR, Brasil). Para a analise
da resposta empregou-se a técnica de Citospin (Shandon Cytospin 4 -
Shandon/Thermo Electron Co., Waltham, MA, EUA), determinando-se o influxo de

mondacitos e polimorfonucleares nos trés tempos, através de contagem diferencial.
3.10 Analises estatisticas

Os resultados sédo expressos como: média (x) e desvio padrdo (SD) e
estatisticamente analisados pelo teste paramétrico t de Student e considerados

significativos quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise do potencial de encapsulagao/adsorgiao da gama globulina humana

a silica nanoestruturada SBA-15

Demonstrou-se através de ensaio de encapsulagao/adsor¢cao que proteinas
como a Intimina 18 (16,5 kDa) e BSA (66 kDa) sao facilmente encapsuladas a
SBA-15, fato que potencializa a resposta imune devido a protecdo e liberacéo
controlada desses antigenos nos processos de imunizagao (CARVALHO, 2007).

A analise in vitro do potencial de encapsulacédo/adsorcao da proteina de 150
kDa gama globulina humana (HGG) a SBA-15 mostrou que aproximadamente 20%
da HGG encontrava-se livre no sobrenadante e ~80% adsorvida a SBA-15 nas
proporgdes de 1:5, 1:10, 1:25 e 1:30 (antigeno:SBA-15) (Tabela 1).

Tabela 1- Potencial de adsor¢cao da gama globulina humana a silica nanoestruturada

SBA-15.
Proporgao Porcentagem Porcentagem
HGG:SBA-15 HGG livre HGG adsorvida

HGG 100% 0%

1:5 15,5% 84,5%
1:10 29,1% 70,9%
1:25 12,6% 87,4%
1:30 26,9% 73,1%

Porcentagem de gama globulina humana livre no sobrenadante e adsorvida em SBA-15.
Resultados expressos em porcentagem e representativos de dois experimentos
independentes.

Esses dados indicam que a HGG provavelmente nao fica retida nos poros
dessa nanoparticula. Ressalte-se que a SBA-15 apresenta poros de 3 a 6 nm.
Assim, sugere-se que ocorra a adsorgao e nao a encapsulagado da HGG a SBA-15, o
que pode facilitar a captura dos antigenos pelas APC presentes nas placas de Peyer
e proteger alguns epitopos contra degradagdo enzimatica ao passarem pelo trato
gastrointestinal. O mesmo deve acontecer com a vacina contra Hepatite A que
contém o virus (cepa RG-SB) inativado da Hepatite A, cuja particula apresenta
didmetro aproximado de 28 nm (MELNICK, 1992; MARTIN e LEMON, 2006;

BOVIER, 2008).
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4.2 Estudo do potencial adjuvante da silica nanoestruturada SBA-15 em

imunizagoes pela via oral

Como referido, estudos anteriores demonstraram a capacidade da SBA-15 em
potencializar e modular positivamente a resposta de anticorpos de animais
isogénicos (BALB/c) e geneticamente selecionados (Hy; Liyi; Hva € Liva) para alta ou
baixa produgcdo de anticorpos imunizados por diferentes vias (subcutanea,
intraperitoneal, intramuscular e oral) com antigenos de naturezas diversas (Intimina
18; veneno de M. ibiboboca e BSA) encapsulados/adsorvidos a SBA-15 (MERCURI
et al., 2006; CARVALHO, 2007). Este fato nos motivou a dar continuidade aos
estudos do efeito adjuvante da SBA-15 em imunizagbes pela via oral com outros
antigenos, ressaltando o potencial dessa nanoparticula como adjuvante de
mucosas. Por ser sintetizada em meio acido, sugere-se que a SBA-15 apresente-se
estavel nas diversas condigdes do trato gastrointestinal e que atue na preservagao
do antigeno a ela encapsulado ou adsorvido, mantendo sua imunogenicidade e

ativando efetivamente o sistema imune.

4.2.1 Efeito da SBA-15 na producgao de anticorpos IgA secretada (s-IlgA) em

imunizagdes com vacina contra Hepatite A pela via oral

A analise da produgao de anticorpos iniciou-se em camundongos isogénicos
BALB/c (n = 3 animais/grupo) que receberam pela via oral a vacina contra Hepatite A
adsorvida a SBA-15 ou diluida em PBS; o grupo controle recebeu apenas PBS. Dez
dias apds imunizacao, as fezes foram coletadas para determinacao dos titulos de s-
IgA.

A Figura 2 evidencia diferenca nos titulos de anticorpos s-IgA anti-Hepatite A
produzidos apds administracdo da vacina contra Hepatte A em SBA-15
comparativamente ao grupo imunizado somente com a vacina ou PBS. Os niveis
aumentados de anticorpos no grupo imunizado com a vacina adsorvida a SBA-15
mostram que a silica potencializou a resposta imune, exercendo seu efeito

adjuvante.
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Figura 2- Titulos de s-lgA anti-Hepatite A produzidos por camundongos BALB/c
imunizados pela via oral. Anticorpos dosados pelo método de ELISA no 10°
dia apés administragao da vacina; n = 3 animais/grupo.

Micro-organismos comensais € antigenos provenientes da alimentagao
estimulam constantemente o sistema imunologico culminando na produgdo de
anticorpos por mecanismos dependentes ou independentes de linfécitos T. A
presenca desses anticorpos, especialmente os da classe IgA, auxilia na manutengao
do equilibrio da flora intestinal, impedindo que patdgenos penetrem na mucosa e
facilitando a captura dos mesmos pelas células M (KRAEHENBUHL e CORBETT,
2004; CERUTTI e RESCIGNO, 2008). Dessa forma, espera-se que 0s processos de
vacinacgao pela via oral resultem no estimulo a produg¢ao de anticorpos protetores da
mucosa intestinal e, sobretudo, na indugdo de memoaria imunoldgica especifica.

Tanto em camundongos quanto em humanos, as secregbes das mucosas
contém dimeros de imunoglobulina A (IgA), originados da interacdo entre
mondmeros de IgA e a cadeia J, um peptideo sintetizado por plasmacitos. A ligagcéao
desses componentes ao receptor polimérico de imunoglobulinas (plgR), expresso
nas células epiteliais da mucosa em suas superficies basal e lateral, e ao
componente secretor originado da clivagem do plgR permite a passagem da IgA
para a luz intestinal por transcitose e confere a IgA secretada (s-IgA) propriedades
mucofilicas importantes para a protecdo do organismo contra patégenos
(PHALIPON et al., 2002; CERUTTI, 2008).
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4.2.2 Efeito da SBA-15 na producao de anticorpos séricos e secretados em

imunizagdées com gama globulina humana pela via oral

4.2.21 Efeito dose-resposta e padronizagcdo da imunizagdo com gama

globulina humana

Com a finalidade de determinar a melhor dose de HGG a ser utilizada nas
imunizagdes pela via oral, camundongos BALB/c (n = 4 animais/grupo) receberam,
seguindo a propor¢ao 1:25 de HGG:SBA-15; 5, 10, 50 ou 100 pug de HGG adsorvida
a SBA-15 em volume final de 0,2 mL por animal. Animais do grupo controle
receberam 50 pg/animal de HGG diluida em PBS. Para a analise da cinética da
producao de anticorpos especificos séricos e secretados, sangrias e coletas das
fezes foram realizadas no 7° e 21° dias da resposta primaria e 10 dias apds dose
reforco, administrada 45 dias apds a primeira imunizacéo.

N&o se observaram diferencas nos titulos de s-IgA e IgG sérica nas respostas
primaria e secundaria entre os grupos de camundongos imunizados com diferentes
doses de HGG em SBA-15 (Figura 3). Entretanto, no 7° dia da resposta primaria, os
grupos que receberam HGG adsorvida a SBA-15 apresentaram niveis de IgG sérica
aproximadamente 6 vezes superiores ao grupo imunizado somente com HGG
(Figura 3B).

Diante desses resultados, optou-se por utilizar nas imunizagées 10 ug de
HGG: 250 pg de SBA-15 em volume final de 0,2 mL por animal.
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Figura 3- Titulos de s-IgA e IgG sérica anti-HGG produzidos por camundongos BALB/c
imunizados pela via oral. Producdo de anticorpos s-IgA (A) e IgG (B) apds
imunizagdo com 50 ug HGG; 5 pg HGG:SBA-15; 10 ug HGG:SBA-15; 50 ug
HGG:SBA-15 ou 100 ug HGG:SBA-15. Dosagem realizada pelo método de ELISA
no 7° e 21° dias da resposta primaria e no 10° dia da resposta secundaria.
Resultados expressos em média = SD; n = 4 animais/grupo; grupo de animais
imunizados com 50 yg HGG foi utilizado como referéncia para analise do teste t
de Student, 'p <0,01, "p < 0,001.

4.2.2.2 Andlise da produgdo de anticorpos séricos e secretados das classes

IgA e IgG anti-HGG apés imunizagao com a silica SBA-15

Para ampliar os estudos sobre a utilizacdo da SBA-15 como adjuvante de
mucosas, avaliou-se a cinética de produgao de anticorpos especificos séricos (IgA,

IgG, 1gG1 e IgG2a) e secretados (s-IgA) nas respostas primaria e secundaria de
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camundongos BALB/c (n = 5 animais/grupo) imunizados pela via oral com 10 ug de
HGG adsorvida ou ndo a SBA-15.

No 7° dia da resposta primaria, os titulos de IgG anti-HGG no soro de animais
imunizados com o antigeno adsorvido a silica mostraram-se 6 vezes superiores aos
produzidos nos animais imunizados com o antigeno em PBS. Esses niveis
mantiveram-se elevados apés 21 dias da imunizacao e dose reforgo (Figura 4A).

Em relagao a IgA sérica, nos camundongos imunizados com HGG:SBA-15, os
niveis de anticorpos especificos encontraram-se ~6,5 vezes aumentados aos 7 dias
da imunizacdo e cerca de 1,5 vezes maiores no 10° dia apdés dose reforco
comparativamente aos imunizados com HGG (Figura 4B). Analisando a s-IgA, a
diferenca entre os titulos de anticorpos dos grupos experimentais foi de 6 vezes no
7° dia da resposta primaria (Figura 4C).

Em camundongos, a IgA circulante compdéem cerca de % do total de
imunoglobulinas do soro; encontra-se principalmente na forma polimérica e nao
existem subclasses como o relatado em humanos. A IgA sistémica liga-se a diversos
receptores, expressos em granulécitos, mondcitos, macréfagos, células dendriticas,
eosindfilos, células dendriticas foliculares e hepatdcitos, facilitando a internalizacao
de bactérias opsonizadas. Pouco se sabe sobre esses receptores, mas acredita-se
gue atuem num contexto nao-inflamatério na defesa contra bactérias intestinais. Por
outro lado, a s-IgA das secregbes mucosas tém o papel fundamental de ligar-se a
microorganismos e toxinas presentes na luz intestinal, neutralizando-as e
bloqueando a entrada de patdgenos no hospedeiro. Na vacinagao oral, a produgao
desses anticorpos € o principal mecanismo de indugdo de imunidade protetora
(CERUTTI, 2008).
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Figura 4- Titulos de anticorpos anti-HGG produzidos por camundongos BALB/c
imunizados pela via oral. Titulos de IgG (A) e IgA (B) sérica e s-IgA (C) apds
imunizacdo com HGG ou HGG:SBA-15. Dosagem realizada pelo método de
ELISA no 7° e 21° dias da resposta primaria € no 10° dia da resposta
secundaria. Resultados de dois experimentos independentes expressos em
média = SD; n = 5 animais/grupo; grupo de animais imunizados com HGG foi
utilizado como referéncia para analise do teste t de Student, p < 0,01, " p <
0,001.

Esses resultados promissores comprovam o papel adjuvante da silica
nanoestrurada SBA-15 nas imunizacdes pela via oral. Acredita-se que a adsorgao do
antigeno a SBA-15 seja importante na protecdo de epitopos contra a degradagao
enzimatica promovida pelo trato gastrointestinal e na facilitacdo da sua captura pelas
APC das placas de Peyer, potencializando a resposta imune através da

apresentacao de epitopos preservados as células imunocompetentes.

Estudos anteriores demonstraram que a SBA-15 nao influencia
qualitativamente a resposta imune quanto a determinada classe de linfocitos Ty em
imunizagbes pelas vias intraperitoneal e subcutanea, com antigenos como BSA e
Intimina 1B, observando-se a produgédo tanto de IgG1 quanto de I1gG2a

38



(CARVALHO, 2007). Baseando-se nesses dados, avaliou-se a produgdo dos
isétipos de 1gG, IgG1 e IgG2a, durante as respostas primaria e secundaria de
camundongos BALB/c (n = 5 animais/grupo) imunizados com HGG ou HGG
adsorvida a SBA-15 pela via oral. Os resultados obtidos comprovaram a nao
influéncia da SBA-15 no direcionamento da resposta imune, observando-se a
inducado de resposta do tipo Ty1 com predominancia na producédo de IgG2a tanto
nos camundongos BALB/c imunizados com HGG quanto nos imunizados com HGG
em SBA-15. No 21° dia da resposta primaria e no 10° dia da resposta secundaria, o0s
titulos de 1gG2a nos animais imunizados com HGG adsorvida a silica foram

discretamente superiores aos dos imunizados sem o adjuvante (Figura 5).
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Figura 5- Titulos de anticorpos anti-HGG produzidos por camundongos BALB/c
imunizados pela via oral. Titulos dos isétipos 1gG1 e IgG2a, apds imunizacéo
com HGG ou HGG:SBA-15. Dosagem realizada pelo método de ELISA no 7° e
21° dias da resposta primaria e no 10° dia da resposta secundaria. Resultados
de dois experimentos independentes expressos em média + SD; n = 5
animais/grupo; grupo de animais imunizados com HGG foi utilizado como
referéncia para analise do teste t de Student.

A diferenciagdo de linfécitos Ty em subpopulagbes distintas de células
efetoras depende dos estimulos presentes no inicio da resposta imune, como a
presenca de citocinas, a natureza do antigeno, a via de infecgéo, ativagdo ou ndo de
células da imunidade inata e o uso de imunoestimuladores ou adjuvantes. No que se

refere a imunizagao, a procura por um adjuvante que nao interfira na polarizagcéo da
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resposta imunolégica é de grande interesse; os resultados obtidos ao longo dos
estudos sobre o efeito adjuvante da SBA-15 comprovam o alto potencial de
aplicacdo dessa nanoparticula em processos de vacinagao, especialmente pela via
oral (COX e COULTER, 1997; BREWER, 2006).

4.3 Efeito da SBA-15 na morfologia das placas de Peyer

Para verificar possiveis alteragdes morfolégicas nas placas de Peyer apos
imunizacao pela via oral, grupos de camundongos BALB/c (n = 3 animais/grupo)
receberam a vacina contra Hepatite A adsorvida ou ndo a SBA-15; como controles,
grupos de animais receberam apenas SBA-15 ou PBS. Apés 1, 3 e 7 dias, os
animais foram sacrificados e tiveram suas placas de Peyer retiradas e analisadas

morfologicamente (Figura 6).

A,

Figura 6— Aspectos morfoldgicos das placas de Peyer de camundongos BALB/c. (A)
Animal imunizado com vacina contra Hepatite A adsorvida em SBA-15. (B)
Animal imunizado com vacina contra Hepatite A em PBS. (C) Animal tratado com
PBS. (D) Animal tratado com SBA-15. Placas de Peyer retiradas 1 dia apos os
diferentes tratamentos. Figura representativa da analise macroscoépica observada
apés 3 e 7 dias dos tratamentos. Placas de Peyer com cerca de 2 mm de
didmetro.
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Nao se verificou alteragdes significativas na morfologia das placas de Peyer
apos analise macroscopica das estruturas apds 1, 3 e 7 dias dos tratamentos.
Embora tenha-se observado leve hipertrofia nas placas dos camundongos que
receberam a vacina em SBA-15, essa caracteristica ndo se manteve ao longo dos
experimentos, observando-se, inclusive, hipertrofia das placas de animais nao
imunizados. Obviamente, fatores ambientais como condicbes do biotério e
alimentagcdo podem interferir diretamente nessas andlises. Deve-se ressaltar que a
zona de linfécitos B das placas de Peyer ndo gera numeros significativos de
plasmécitos em relagdo a outros centros germinativos, o que pode justificar a
auséncia de alteragdes morfolégicas dessas estruturas quando comparados os
diferentes dias e tratamentos (SHALABY, 1995).

Ainda, particulas com tamanhos entre 2-5 uym sao facilmente capturadas
pelas células M das placas de Peyer, enquanto as menores do que 2 ym e
superiores a 10 ym sao rapidamente drenadas para os linfonodos mesentéricos
(SHALABY, 1995; SMITH, 1998). Devido ao tamanho das particulas micronizadas
de SBA-15 apresentarem cerca de 30 pm, sugere-se que essas hao sejam
capturadas pelas placas e néo interfiram diretamente na sua morfologia servindo
apenas de veiculo carreador de antigenos.

No entanto, sete dias apds imunizagdo, o numero total de células contidas
nas placas retiradas encontrava-se aumentado nos animais que receberam a vacina
e, em especial, nos que receberam a vacina adsorvida em SBA-15 (Tabela 2). Essa
observacao pode estar diretamente relacionada a proliferacdo celular devido ao
desenvolvimento da resposta imune comprovada pelos niveis aumentados de s-IgA
verificados nos camundongos imunizados com a vacina em SBA-15 (Figura 2).
Durante o periodo avaliado, ndo foram observadas alteragdes significativas no

numero total de células dos animais que receberam SBA-15 e dos ndo imunizados.
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Tabela 2- Numero total de células das placas de Peyer de camundongos BALB/c
imunizados com vacina contra Hepatite A pela via oral.

Placas de Peyer

3 dias 7 dias

HEP-A 3,99+5.2 8,33 +2,1

HEP-A:SBA-15 7,48+1,9 10,19 + 3,7

Placas de Peyer retiradas apés 3 e 7 dias dos diferentes tratamentos; n = 3 animais/grupo; 4
placas por animal — pool de células; (células x 10%/mL). Resultados de dois experimentos
independentes expressos em média + SD; grupo de animais imunizados com a vacina
contra Hepatite A foi utilizado como referéncia para analise do teste t de Student.

Anadlises histolégicas das placas de Peyer um dia apds imunizagédo pela via
oral de camundongos com a vacina contra Hepatite A adsorvida ou ndo a SBA-15 ou
inoculagao de SBA-15 ou PBS mostraram-se semelhantes entre si, observando-se a

presenga majoritaria de linfécitos nos foliculos linféides (Figura 7).

Figura 7- Analises histolégicas das placas de Peyer de camundongos BALBI/c.
Camundongo BALB/c imunizado com vacina contra Hepatite A em PBS (A);
com vacina contra Hepatite A adsorvida em SBA-15 (B); tratado com SBA-15
(C); tratado com PBS (D). Placas de Peyer retiradas apés 1 dia dos diferentes
tratamentos. Microscopia de luz; aumento de 10x; HE.
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De modo semelhante observou-se, apos 1, 3 e 7 dias, aumento do numero
total de células tanto das placas de Peyer quanto dos linfonodos mesentéricos de
animais imunizados com HGG:SBA-15 comparando-se ao grupo imunizado somente
com HGG, fato que sugere proliferagdo de células imunocompetentes e indica a
eficiéncia da silica em potencializar a resposta imune. Nos linfonodos mesentéricos,
o grupo de camundongos imunizados com HGG em silica apresentou numero total
de células aproximadamente 35 vezes maior, 1 e 3 dias apds imunizagdo, em

relacdo ao grupo imunizado com HGG em PBS nesse mesmo periodo (Tabela 3).

Tabela 3- Numero total de células das placas de Peyer e linfonodos mesentéricos de
camundongos BALB/c imunizados com gama globulina humana pela via

oral.
Placas de Peyer Linfonodos Mesentéricos
1 dia 3 dias 7 dias 1 dia 3 dias 7 dias
HGG 65+22 59+21 134+31(397+258 320+149  1254+488
HGG:SBA-15 76+28 8,0+24 144+11| 73,3+12,3 66,6 + 2,8 171,6 +78,3

Placas de Peyer e linfonodos mesentéricos retirados apdés 1, 3 e 7 dias dos diferentes
tratamentos; n = 3 animais/grupo; n = 6 placas por animal — pool de células; (células x
10%/mL). Resultados de dois experimentos independentes expressos em média + SD; grupo
de animais imunizados com HGG foi utilizado como referéncia para analise do teste t de
Student,” p < 0,05, "p < 0,001.

4.4 Analises imunofenotipicas das células das placas de Peyer e linfonodos
mesentéricos por citometria de fluxo apés imunizagao pela via oral utilizando a

silica nanoestruturada SBA-15 como adjuvante

4.4.1 Imunofenotipagem das células das placas de Peyer

4.4.1.1 Imunizagao com vacina contra Hepatite A

Para a avaliagcado qualitativa e quantitativa dos tipos celulares encontrados nas
placas de Peyer, camundongos BALB/c (n = 3 animais/grupo) foram imunizados pela

via oral com vacina contra Hepatite A adsorvida ou ndo a SBA-15. As placas de
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Peyer foram coletadas apd6s 3 e 7 dias da imunizagdo e suas células avaliadas
quanto a distribuicdo fenotipica com os marcadores de superficie celular CD4,
CD8a, CD45R/B220, CD11b e CD11c por citometria de fluxo.

Comparando a distribuigao fenotipica das células das placas de Peyer apos 3
e 7 dias da imunizagao, observaram-se diferengas significativas nas populagdes de
células CD4", CD8" e B220" (Figura 8).

Trés dias apds a imunizagdo, a avaliacdo da freqiéncia de células CD4"
indicou porcentagem 6 vezes maior desses tipos celulares no grupo de animais
imunizados com a vacina em silica comparativamente ao grupo imunizado com a
vacina em PBS (Figura 8A). Em relacao ao numero total de células, observou-se que
o grupo vacina:SBA-15 apresentou numero relativamente maior de células durante
todo o periodo analisado (Figura 8B).

Em relacdo as células CD8", observou-se no 3° dia apds imunizacéo,
frequéncia aumentada no grupo imunizado com a vacina em silica. A analise dos
dados em numero total de células, indicou aumento em ~1,5 vezes na quantidade de
células CD8" de animais imunizados com a vacina adsorvida a silica, fato indicativo
da proliferacdo de linfocitos T CD8*. Apdés 7 dias ndo houve diferenca na
porcentagem e numero total de células entre os grupos experimentais (Figuras 8C e
8D).

As placas de Peyer, ao contrario dos linfonodos, possuem populagdo de
linfocitos B aproximadamente 5 vezes maior comparativamente a populacdo de
linfécitos T (CERUTTI e RESCIGNO, 2008). A analise desses tipos celulares nos
camundongos imunizados indicou que mais de 50% da populagao total de células
das placas é B220". Apés 3 dias da imunizacdo, os grupos experimentais
apresentaram a mesma freqiiéncia de células B220"; entretanto, no 7° dia da
imunizagdo, houve aumento de ~6,5 vezes na frequéncia celular de animais
imunizados com a vacina adsorvida a SBA-15 (Figura 8E). Corroborando esses
dados, o nimero de células B220" no 7° dia da imunizacao foi 5,6 vezes maior no
grupo imunizado com antigeno adsorvido a silica (Figura 8F).

A presencga majoritaria de linfécitos B nas placas de Peyer é importante para o
desenvolvimento de resposta protetora e correlaciona-se diretamente aos niveis
aumentados de anticorpos s-IgA anti-Hepatite A detectados apos imunizagédo com a
vacina em SBA-15 (Figura 2), comprovando sua eficacia como adjuvante de

mucosas. Ainda, o aumento dos numeros de linfocitos B e T apds imunizagdo com a
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silica pode refletir a captura eficiente de epitopos preservados devido a protegao
fisica gerada pela SBA-15, culminando no maior recrutamento e proliferacdo de
células imunocompetentes.

A presenca de macrofagos e células dendriticas nos primeiros trés dias pos-
imunizagdo em camundongos imunizados com a vacina em SBA-15 indica que
houve recrutamento de APC para as placas de Peyer (Figuras 8G, 8H, 8| e 8J).
Apés 7 dias, observou-se a redugdo na freqiéncia e no numero total de células
CD11b* e CD11c", provavelmente devido & migracdo desses macréfagos e células
dendriticas para os linfonodos mesentéricos, que ocorre entre 3 e 4 dias apds
contato com o antigeno (KELSALL et al., 2005).

Os resultados obtidos corroboram com os achados da literatura que mostram
que as placas contém poucas APC e muitos linfécitos B e T, especialmente de
memoria. Ainda, contém diferentes subpopulacdes de células dendriticas, com
funcdes especificas dependendo do grau de ativagdo. Todas essas subpopulagbes

HIGH

apresentam como marcador de superficie o CD11c e niveis semelhantes de

MHC classe |l e moléculas estimuladoras (BRANDTZAEG et al., 1999).
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Distribuicao fenotipica das células das placas de Peyer de camundongos
BALB/c imunizados pela via oral. Camundongos imunizados com vacina
contra Hepatite A ou vacina contra Hepatite A adsorvida em SBA-15. Freqliéncia
(%) de células CD4" (A), CD8" (C), B220" (E), CD11b* (G) e CD11c" (I) e niumero
total (células x 10°/mL) de células CD4" (B), CD8" (D), B220* (F), CD11b* (H) e
CD11c" (J) apos 3 e 7 dias da imunizagdo analisadas por citometria de fluxo.
Resultados de dois experimentos independentes expressos em média + SD; n =
3 animais/grupo; grupo de animais imunizados com a vacina foi utilizado como
referéncia para analise do teste t de Student, p < 0,05; "p < 0,01.
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4.4.1.2 Imunizagdao com gama globulina humana

Para comprovar a potencializagdo da resposta imune ao nivel das mucosas
através da analise qualitativa e quantitativa das células das placas de Peyer e
linfonodos mesentéricos de camundongos BALB/c (n = 3 animais/grupo) imunizados
pela via oral com HGG adsorvida ou ndo a SBA-15 apos 1, 3 e 7 dias, realizou-se
ensaio de citometria de fluxo. Os marcadores de superficie celular utilizados para a
analise da distribuicdo fenotipica foram CD4, CD8a, CD45R/B220, CD11b e CD11c.

A frequéncia de células CD4" nas placas de Peyer de animais imunizados
com HGG adsorvida a SBA-15 mostrou-se 3,6 vezes superior a observada no grupo
imunizado com HGG diluida em PBS, no primeiro dia apds imunizagao. Sete dias
apos, a frequéncia desses tipos celulares foi 2 vezes superior no grupo HGG
comparando-se ao grupo HGG:SBA-15 (Figura 9A). A analise do numero total de
células CD4" nos dois grupos experimentais ndo evidenciou nenhuma diferenca
significativa entre eles (Figura 9B). No entanto, fica evidente que, tanto a frequéncia
quanto o nimero total de células CD4" aumentam do 1° ao 7° dia da imunizacao,
indicando a proliferagéo de linfécitos Ty nas placas de Peyer.

Os dados obtidos referentes a freqiiéncia de células CD8" ndo indicaram
diferencas relevantes entre os grupos experimentais (Figura 9C). Quando
comparados o numero total desses tipos celulares apoés 1 e 3 dias, verificou-se
aumento no grupo HGG:SBA-15; entretanto, 7 dias apds a imunizagdo houve
aumento de 2 vezes no numero de células CD8" de animais imunizados com HGG
em PBS (Figura 9D).
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Figura 9- Distribuicao fenotipica das células das placas de Peyer de camundongos
BALB/c imunizados pela via oral. Camundongos imunizados com HGG ou
HGG adsorvida em SBA-15. Freqiiéncia (%) de células CD4" (A), CD8" (C),
B220" (E), CD11b" (G) e CD11c" (I) e nimero total (células x 10°/mL) de células
CD4" (B), CD8" (D), B220" (F), CD11b* (H) e CD11c" (J) apds 1, 3 e 7 dias da
imunizacao analisadas por citometria de fluxo. Resultados de dois experimentos
independentes expressos em média + SD; n = 3 animais/grupo; grupo de
animais imunizados com HGG foi utilizado como referéncia para analise do teste
t de Student, p < 0,05; "p < 0,01.
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Os resultados referentes a células B220" merecem ser destacados; mostrou-
se que a frequéncia de células B220" aumentou no grupo de animais imunizados
com HGG:SBA-15 em ~24 vezes ap6s 1 dia da imunizacdo, e 11 vezes apo6s 3 dias
comparativamente ao grupo imunizado com HGG em PBS (Figura 9E). De modo
semelhante, observou-se aumento constante no numero total dessas células ao
longo do periodo analisado, indicando proliferacdo celular desencadeada pela
resposta imune. Ainda, o grupo imunizado com HGG:SBA-15 apresentou numero
total de células B220" superior em relacdo aos imunizados com HGG nos trés
periodos analisados (Figura 9F). Esses resultados corroboram com os dados de
producgao de anticorpos (Figura 4), indicando que a SBA-15 potencializou a resposta
humoral desses animais, evidenciada pela produgao elevada de anticorpos séricos e
secretados e pela proliferacdo de linfocitos B produtores de anticorpos.

Com relagdo aos macréfagos e as células dendriticas, observou-se o
aumento desses tipos celulares ao longo do periodo analisado, sugerindo que houve
o recrutamento constante dessas APC para as placas até 7 dias apdés a imunizagao.
O mesmo néo foi observado nos ensaios com a vacina contra Hepatite A que indicou
queda significativa na frequéncia e no numero dessas APC apds 3 dias da
imunizacao, provavelmente devido a migracao desses fagocitos para os linfonodos
mesentéricos (Figuras 9G, 9H, 9l e 9J). A analise da frequéncia e numero total de
células CD11b" nos trés periodos avaliados indicou niumeros semelhantes entre os
grupos imunizados com HGG e com HGG em SBA-15 (Figuras 9G e 9H). Em
contrapartida, células CD11¢c” do grupo que recebeu HGG:SBA-15, 3 dias apds a
imunizacao, apresentou frequéncia 2 vezes superior e numero total de células ~1,5
vezes maior comparativamente ao grupo HGG. Apds 7 dias, esse quadro se
reverteu e os animais imunizados com HGG em PBS apresentaram freqiéncia e
numero total de células CD11¢c" discretamente superiores aos dos imunizados com
HGG em SBA-15 (Figuras 9l e 9J).

Nas placas de Peyer e linfonodos mesentéricos, células CD11b", tipicamente
detectadas como macréfagos, também identificam subpopulagbes de células
dendriticas cuja fungdo € capturar e apresentar antigenos. Essas células sao
produtoras de IL-10 e induzem a produgéo de IL-4 e IL-10 por linfocitos T CD4" além
de estimularem células endoteliais a produzir TGF-3, gerando a resposta do tipo Ty3
tipica de mucosas e supressdo da resposta Ty1, tipicamente desencadeada por

microorganismos como S. typhimurium e T. gondii. Células dendriticas das mucosas
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tém propensao a induzir resposta do tipo T2 apds infecgao, principalmente, contra
antigenos protéicos devido ao microambiente rico em IL-4, IL-5 e IL-10 e supressao
da resposta Ty1 (KRAEHENBUHL e CORBETT, 2004; KELSALL e JOHANSSON,
2005; IWASAKI e KELSALL, 2008).

Os ensaios de citometria de fluxo evidenciaram presencga de subpopulacado de
células com intensidade de fluorescéncia intermediaria para o marcador de
superficie celular B220, especialmente no 7° dia apdés imunizagao (Figuras 10B e
10C). Essa subpopulagéo poderia corresponder a células dendriticas plasmocitoides
(B220"CD8a") ou, mais provavelmente, indicar a presenga de linfécitos B em
diferentes estagios de ativacdo e expressao de B220. Vale ressaltar que os
camundongos imunizados com HGG em SBA-15 apresentaram subpopulagao
B220"°" mais intensa (Figura 10E) que os imunizados com HGG em PBS (Figura
10D). A partir desse perfil celular, utilizou-se os marcadores de superficie CD8a e
CD45R/B220 para a analise da distribuicdo fenotipica da populacdo de células
dendriticas plasmocitéides (pDC).

Nas placas de Peyer observou-se aumento até o 7° dia apds imunizagao de
células B220"CD8a" nos grupos HGG e HGG:SBA-15 (Figuras 11A e 11B). Ap6s 3
dias, o numero de pDC foi 3 vezes maior no grupo de camundongos imunizados
com HGG adsorvida em SBA-15 (Figura 11B). Células dendriticas plasmocitéides
sdo encontradas no timo e em todos os 6rgaos linféides secundarios e consideradas
importantes para a ligagdo entre a resposta imune inata e a adquirida. As pDC
secretam grandes quantidades de IFN-a contribuindo para a geragdo de resposta
especifica de linfocitos T CD8" contra virus ou na indugcdo da diferenciacdo de
linfécitos T reguladores produtores de IL-10 e indutores de supressao imunoldgica
comum nas mucosas intestinais (KELSALL et al., 2005; COOMBES e POWRIE,
2008; VILLADANGOS, 2008; BROWN et al., 2009).
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Figura 10— Figura representativa dos resultados obtidos por citometria de fluxo.
Grafico de pontos representativo da morfologia da populacédo de células das
placas de Peyer separadas por volume relativo (FSC-volume) e complexidade
(SSC-granulosity) (A). Células de camundongos imunizados com HGG em PBS
(B) e HGG em SBA-15 (C) apds 7 dias da imunizagdo, separadas por volume
relativo (FSC-volume) e intensidade de marcacgao por CD45R/B220 FITC (FL1).
Células de camundongos imunizados com HGG em PBS (D) e HGG em SBA-
15 (E) apés 7 dias da imunizagéo, separadas por intensidade de marcagao por
CD45R/B220 FITC (FL1) e CD8a PE (FL2). Resultados de dois experimentos
independentes expressos em média = SD; n = 3 animais/grupo.
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Figura 11— Distribui¢cdo fenotipica das células das placas de Peyer de camundongos
BALB/c imunizados pela via oral. Camundongos imunizados com HGG ou
HGG adsorvida em SBA-15. Freqiéncia (%) de células B220" CD8a" (A) e
ndmero total (células x 10°/mL) de células B220* CD8a" (B) ap6s 1, 3 e 7 dias
da imunizagdo analisadas por citometria de fluxo. Resultados de dois
experimentos independentes expressos em média + SD; n = 3 animais/grupo;
grupo de animais imunizados com HGG foi utilizado como referéncia para
analise do teste t de Student, p < 0,05.

4.4.2 Imunofenotipagem das células dos linfonodos mesentéricos

4.4.2.1 Imunizagdao com gama globulina humana

Analises por citometria de fluxo utilizando os marcadores de superficie celular
CD4, CD8a, CD45R/B220, CD11b e CD11c foram realizadas para a avaliagao da
distribuicao fenotipica das células dos linfonodos mesentéricos de camundongos
BALB/c (n = 3 animais/grupo) imunizados pela via oral com HGG adsorvida ou nao a
SBA-15 apés 1, 3 e 7 dias.
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Distribuicido fenotipica das células dos linfonodos mesentéricos de
camundongos BALB/c imunizados pela via oral. Camundongos imunizados
com HGG ou HGG adsorvida em SBA-15. Frequiéncia (%) de células CD4"
(A), CD8" (C), B220" (E), CD11b" (G) e CD11c" (l) e numero total (células x
10°/mL) de células CD4" (B), CD8" (D), B220" (F), CD11b* (H) e CD11c" (J)
apés 1, 3 e 7 dias da imunizagdo analisadas por citometria de fluxo.
Resultados de dois experimentos independentes expressos em média = SD; n
= 3 animais/grupo; grupo de animais imunizados com HGG foi utilizado como
referéncia para analise do teste t de Student, *p < 0,05.
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Os resultados indicaram que as células CD4" mantiveram sua freqiiéncia
constante durante os periodos analisados e ndo houve diferengas entre os grupos
imunizados com HGG ou HGG adsorvida a SBA-15 (Figura 12A). Comparando o
numero total de células CD4" notou-se que os animais imunizados com HGG:SBA-
15 apresentaram numero de células superior aos imunizados com HGG em PBS nos
trés periodos analisados e, apos 3 dias da imunizacéo, a diferenga foi ~40 vezes
maior nesse grupo, sugerindo a potencializagdo da resposta imune e da proliferacéo
de linfécitos Tw nos linfonodos (Figura 12B).

De modo semelhante, células CD8" mantiveram sua freqiiéncia constante até
o 7° dia da imunizagao (Figura 12C). Comparando-se o numero total de células 3
dias apos a imunizagao, observou-se aumento de ~18 vezes no grupo de animais
imunizados com HGG em SBA-15 comparativamente ao grupo HGG. No 7° dia,
animais que receberam a HGG:SBA-15 apresentaram numero maior de células
CD8" em relagéo aos animais imunizados com HGG (Figura 12D). Esses dados
sugerem que a SBA-15 é capaz de induzir boa resposta de linfécitos T citotdxicos
apo6s imunizagao pela via oral.

A andlise de células B220" indicou que houve aumento crescente na
frequéncia e numero total dessas células nos linfonodos mesentéricos durante os
periodos estudados, sugerindo proliferacdo celular devido ao desenvolvimento da
resposta imune. No grupo imunizado com a HGG adsorvida a SBA-15, evidenciou-
se aumento na frequéncia e no numero total dessas células nos linfonodos até o 7°
dia da resposta imune (Figuras 12E e 12F). Sendo, no 3° dia apds imunizag&o, o
nimero total de células B220" do grupo HGG:SBA-15 cerca de 24 vezes maior
relativamente ao grupo imunizado com HGG em PBS (Figura 12F). Mais uma vez,
esses resultados comprovam a potencializacdo da resposta imune induzida pela
silica nanoestruturada SBA-15 na ativacéo e proliferacdo de linfécitos B. Como as
placas de Peyer, os linfonodos mesentéricos sao importantes sitios de produgao de
IgA protetora (CERUTTI, 2008). Os resultados da citometria de fluxo aliados aos
elevados titulos de anticorpos especificos observados nos animais imunizados com
HGG:SBA-15 reforgam o potencial adjuvante da silica SBA-15 na imunizagéo oral.

Células CD11b" e CD11¢c” aumentaram em numero e freqiiéncia durante os
periodos analisados nos dois grupos de animais imunizados. Entretanto, foram
superiores no grupo imunizado com o antigeno em silica em relagdo ao grupo

imunizado com o antigeno em PBS, especialmente apds 3 dias (Figuras 12G, 12H,
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121 e 12J). Nesse periodo, a andlise referente ao numero total de células CD11b
indicou que o grupo HGG:SBA-15 tem ~3 vezes mais células que o grupo HGG
(Figura 12H). Esses resultados sugerem a migragao de fagoécitos de outros tecidos
do intestino, como lamina propria e placas de Peyer, para os linfonodos
mesentéricos. Acredita-se ainda que a silica tenha potencializado a captura de
antigenos, provavelmente devido a protecao fisica conferida pela SBA-15,
recrutando maior numero de APC e potencializado o desenvolvimento da resposta
de linfocitos Be T.

Como observado nas placas de Peyer, evidenciou-se uma subpopulagédo de
células B220°" nos linfonodos mesentéricos de camundongos imunizados (Figura
13B e 13C). A avaliagcdo da populacdo de células dendriticas plasmocitoides
B220*CD8a" (pDC) indicou aumento constante na freqiiéncia e no numero total
dessas células do 1° ao 7° dia apds a imunizagao (Figura 14A e 14B). Durante todo
o0 periodo analisado, o grupo de animais imunizados com o antigeno em silica
apresentou maior quantidade de pDC relativamente ao grupo imunizado com HGG

em PBS. Na Figura 13E essa populagao duplo marcada é claramente observada.
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Figura 13— Figura representativa dos resultados obtidos por citometria de fluxo.
Grafico de pontos representativo da morfologia da populacdo de células dos
linfonodos mesentéricos separadas por volume relativo (FSC-volume) e
complexidade (SSC-granulosity) (A). Células de camundongos imunizados com
HGG em PBS (B) e HGG em SBA-15 (C) apés 7 dias da imunizagao,
separadas por volume relativo (FSC-volume) e intensidade de marcacgao por
CD45R/B220 FITC (FL1). Células de camundongos imunizados com HGG em
PBS (D) e HGG em SBA-15 (E) apos 7 dias da imunizagido, separadas por
intensidade de marcacado por CD45R/B220 FITC (FL1) e CD8a PE (FL2).
Resultados de dois experimentos independentes expressos em média = SD; n
= 3 animais/grupo.
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Figura 14— Distribuicido fenotipica das células dos linfonodos mesentéricos de
camundongos BALB/c imunizados pela via oral. Camundongos
imunizados com HGG ou HGG adsorvida em SBA-15. Frequéncia (%) de
células B220* CD8a* (A) e nlimero total (células x 10°/mL) de células B220*
CD8a" (B) apos 1, 3 e 7 dias da imunizagdo analisadas por citometria de
fluxo. Resultados de dois experimentos independentes expressos em média +
SD; n = 3 animais/grupo; grupo de animais imunizados com HGG foi utilizado
como referéncia para analise do teste t de Student.

As pDC séao produzidas e desenvolvem-se na medula éssea; dificiimente sao
detectadas nos tecidos periféricos e na linfa e acredita-se que essas células migrem,
no caso de uma infecgao, para os 6rgaos linféides secundarios através da corrente
sanguinea. Essas células sdo capazes de reconhecer moléculas associadas a
patdgenos e secretar citocinas, sendo importantes componentes da defesa inata.
Ainda, sdo capazes de ativar linfocitos T CD8" e induzir a proliferacdo de linfocitos T
CD4", além de participarem do desenvolvimento de linfocitos T reguladores
(McPHERSON et al., 2006; COOMBES e POWRIE, 2008; VILLADANGOS, 2008).

4.5 Reacgdo inflamatéria aguda induzida ap6és administragdo subcutanea da
silica SBA-15

4.5.1 Perfil celular do exsudato inflamatorio

Demonstrada a eficiéncia da SBA-15 em potencializar a resposta de
anticorpos em camundongos BALB/c e nos geneticamente selecionados para a
baixa e alta produgao de anticorpos (Hy; Ly; Hva © Liva) imunizados por diferentes
vias com antigenos variados, iniciaram-se estudos sobre o efeito local das
aplicagcdes dessa nanoparticula, sem adicdo de imundgenos, apds inducdo do
processo inflamatorio subcutaneo. Analisou-se quantitativamente o influxo de células
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no exsudato inflamatério de camundongos AlIRyax € AIRuyn 24 horas apds a
administragdo de SBA-15 (250 pjg/animal) ou PBS (0,2 mL/animal) pela via
subcutanea. O recrutamento celular induzido pela silica SBA-15 mostrou-se,
aproximadamente, 3 vezes maior na linhagem AlIRyax € 2 vezes maior em AlRuin
quando comparado ao PBS (Tabela 4). O baixo potencial inflamatorio dessa
nanoparticula torna-se evidente quando os resultados obtidos sdo comparados aos
dados descritos por Ribeiro et al. (2003), que utilizou como agente indutor de
inflamacéo o Biogel P-100. Esse estudo indicou, apos 24 horas, a presenga de 75 x
10° células/mL de exsudato inflamatério na linhagem AlRyax, niimero 37 vezes maior
ao obtido apds a administragdo da SBA-15; enquanto animais AlRyN apresentaram
um numero 23 vezes maior ao observado apods tratamento com a silica,

aproximadamente 4,6 x 10° células/mL.

Tabela 4- Numero total de células no exsudato inflamatério de camundongos AlIRyax ©

AIRy.
SBA-15 PBS
* oo
AlIRyAx 2,0+0,5 0,7+04
ARy 0,2 + 0,04 01+0,07"

Exsudato (células x 10%/mL) analisado 24 horas apds inoculagdo de PBS (0,2 plL/animal) ou
SBA-15 (250 pg/animal). “p < 0,01 AlRyax versus AlRyn; “p < 0,05 PBS versus SBA-15; ™p
< 0,01 PBS versus SBA-15 (teste t de Student); n = 4 animais/grupo. Resultados de dois
experimentos independentes expressos em média £ SD.

Verificou-se também que n&o ha relagdo direta entre a concentracdo de
SBA-15 administrada e o numero de células totais encontradas no exsudato
inflamatério, apds 24 a 96 horas do tratamento (Tabela 5). Apos 24 horas, AlIRyax €
AIRmin inoculados com 250 pg/animal de SBA-15 apresentaram maior numero de
células no infiltrado em relagcdo aos grupos que receberam doses maiores de
SBA-15, provavelmente devido a diferengas individuais. Na linhagem AlRyax, O total
de células encontrado nos animais que receberam 250 pg/animal de SBA-15 foi 3
vezes maior comparativamente ao grupo que recebeu 500 ug/animal e 5 vezes
maior comparando-se ao grupo 2500 ug/animal de SBA-15. Ja na linhagem AIRy,

o grupo 250 ug/animal de SBA-15 apresentou numero de células 2 vezes maior em
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relacdo aos animais inoculados com 500 ou 2500 ug/animal de silica, conclui-se que
a administracao de altas doses dessa nanoparticula ndo induz maior recrutamento
celular. No periodo de 72 horas, observou-se diferengca de 10 vezes no numero de
células infiltradas em camundongos AIRyN inoculados com alta dose de SBA-15
(2500 pg/animal) comparativamente ao grupo que recebeu 250 pg/animal. Apds 96
horas, o numero total de células no infiltrado ndo apresentou diferencgas significativas

entre as doses e entre as linhagens.

Tabela 5- Niumero total de células no exsudato inflamatério de camundongos AlIRyax €
AIRy.

SBA-15

24 horas 72 horas 96 horas

250ug 20+05 0,4 +0,05 0,1+0,02
AIRyax 500ug 0,6+ 0’3** 04 +0,3 0,2+0,1

2500pg 04 +0,2° 0501 0,1+0,02

250ug 0,2+0,04 0,03+0,01 0,02+ 0,007
ARyy  500ug 009+008 05+04  0,1+0,04

250049 01 +0,07 03+0,1 0,03+0,007

Exsudato (células x 10%mL) analisado 24, 72 e 96 horas apds inoculagdo de PBS (0,2
uL/animal) ou SBA-15 (250 a 2500 pg/animal). ‘p < 0,05 250 ug SBA-15 versus 500 ug
SBA-15; "p < 0,01 250 pg SBA-15 versus 500 yg SBA-15; °p < 0,05 250 ug SBA-15 versus
2500 ug SBA-15; p < 0,01 250 ug SBA-15 versus 2500 ug SBA-15; **p < 0,001 250 ug
SBA-15 versus 2500 ug SBA-15 (teste t de Student); n = 4 animais/grupo. Resultados de
dois experimentos independentes expressos em média = SD.

De modo geral, nas primeiras 24 horas, observou-se aumento de 3 vezes no
numero de células no infiltrado de animais AlRuax, linhagem geneticamente
selecionada para alta resposta inflamatéria aguda, comparativamente a
camundongos AIRun (Tabela 6). Diante destes resultados, avaliou-se o perfil
qualitativo das células infiltradas, destacando as diferengas entre as linhagens.
Tabela 6- Numero total de células no exsudato inflamatério de camundongos AlIRyax €

AIRy\.
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SBA-15
250 a 2500 pg/animal

AlIRyax 03+02

AIRyin 0,1+0,06

Exsudato (células x 10°/mL) analisado 24 horas apés inoculagdo de 250 a 2500 ug de
SBA-15 por animal. *p < 0,05 AlIRpax versus AIRy (teste t de Student); n = 4 animais/grupo.
Resultados de dois experimentos independentes expressos em média + SD.

Um dia apdés a administracdo de SBA-15, observou-se predominancia de
neutréfilos em ambas as linhagens, o que corrobora os dados originais frente a
inoculagdo de Biogel P-100; ainda observou-se que o0s animais AlRyax
apresentaram maior numero de neutrofilos no infiltrado do que os AlIRun. Sabe-se
que essas células sdo rapidamente recrutadas para o foco inflamatério, cerca de 15
a 45 minutos apos lesdo e/ou inicio de um processo infeccioso, e geram sinais
quimiotaticos capazes de atrair mondcitos e células dendriticas influenciando na
diferenciacdo de macréfagos para um estado pré ou antiinflamatério. Em
contrapartida, podem causar danos teciduais destruindo células nucleadas,
anucleadas e células do tecido conectivo na tentativa de eliminar patdégenos
(NATHAN, 2006; HOGG et al., 2003). Apds 72 horas, o perfil celular no local altera-
se, ocorrendo afluxo de macréfagos, sendo esses de grande importancia na eficacia
da resposta imune por participarem da apresentagao antigénica (BILLACK, 2006).

A Figura 13 mostra a cinética da reagao inflamatéria das linhagens, 24, 72 e 96
horas apds inoculacdo de 250 pg/animal de SBA-15. Observou-se a presenga
majoritaria de polimorfonucleares nas primeiras 24 horas e, passado este periodo,
aumento no numero de macréfagos. Na linhagem AlRyax, tem-se a presenga de
PMN por mais de 24 horas, e esse fato converge com uma das caracteristicas
fenotipicas desses animais, qual seja, a alta producéo de neutréfilos e eosindfilos
pela medula 6ssea quando de um estimulo inflamatério. Além disso, os neutrdéfilos
dessa linhagem sdo menos propensos a apoptose espontanea, tendo assim maior
sobrevida que os neutrofilos dos AIRyn (RIBEIRO et al., 2003).
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Figura 13- Porcentagem dos tipos celulares no exsudato inflamatério de
camundongos AIRyax (A) e AIRyn (B). Exsudato analisado 24, 72 e 96
horas apdés inoculacdo de 250 pg/animal SBA-15. Resultados de dois
experimentos independentes expressos em média + SD.

A Figura 14 mostra células obtidas do exsudato inflamatério de animais AIRyax
e AIRyn apds 24 horas do tratamento com alta concentracdo de silica (2500
ug/animal). E observado grande nimero de vacutolos nos macréfagos que seguem
viaveis durante o periodo avaliado, o que indica possivel estado de ativagao.
Sugere-se que a ativagao dos macréfagos observada especialmente em AlIRyn,
aliada aos dados apresentados na Figura 13 que mostram que a frequéncia de
macrofagos nessa linhagem permanece alta apos 96 horas da inoculagao de silica,
sejam indicios da potencializagdo da capacidade fagocitica dessas células induzida
pela SBA-15 nessa linhagem.
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Figura 14— Macrofagos e neutréfilos de camundongos AIRyax € AIRyn. Células do
exsudato inflamatério de camundongos AlRyax (A) e AIRyn (B). Exsudato
avaliado 24 horas apos tratamento com alta dose de silica (2500 pg/animal).
Microscopia de luz; aumento de 100x; corante Instant Prov (Newprov).

Estudos anteriores demonstraram que particulas de silica coloidal fagocitadas
por macrofagos promovem intoxicagdo ou prejudicam muitas de suas fungdes
catabolicas (VOGEL et al., 1982; GENNARI et al., 1987). A época, todos os
resultados apontavam para o bloqueio dessas fungdes, fato que facilitaria a atuagao
de outras células do sistema imune, explicando a modulacdo positiva da resposta
humoral efetiva de camundongos constitutivamente maus respondedores. Ha
descrigcbes de que silicas coloidais agravam processos patologicos em doencgas
autoimunes (BROWN et al., 2004; BROWN et al., 2003; PFAU et al., 2004) e, ainda,
induzem inflamacéao crénica de pulmao em roedores (MIGGLIACCIO et al., 2005;
KANJ et al., 2005; KAEWAMATAWONG et al., 2005). Um estudo in vitro demonstrou
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que um tipo de silica cristalina estimula a produgédo de IL-13, TNF-a € NO por
macrofagos, induzindo a apoptose dessas células (SRIVASTAVA et al., 2002).
Estudos sobre o efeito in vitro da SBA-15 sobre macrofagos derivados de
precursores da medula o6ssea das linhagens de camundongos geneticamente
selecionadas para baixa resposta de anticorpos (L;; e Liya) € heterogéneos Swiss
foram realizados. Apos 96 horas da administracao de diferentes doses de SBA-15
(20 a 1000 pg/mL), macréfagos mantiveram sua capacidade fagocitica e ndo se
observaram alteracées morfoldgicas e/ou morte celular. Estes estudos confirmaram
a nao toxicidade da SBA-15 para esses tipos celulares, favorecendo a utilizagao
desta nanoparticula como adjuvante (CARVALHO, 2009, manuscrito em

preparacao).’

4.6 Analise comparativa da resposta inflamatéria aguda induzida pela SBA-15 e

pelo hidréxido de aluminio - Al(OH);

Os principais adjuvantes licenciados para uso em humanos, considerados
seguros e eficientes, sdo o hidréxido e fosfato de aluminio. Esses adjuvantes atuam
na inducao de inflamagao local, com o estimulo a produgédo de citocinas, quimiocinas
e moléculas de adesdo além do recrutamento rapido, nas primeiras 6 horas apos a
administragdo intramuscular ou subcutanea, de neutrdfilos, eosindfilos e células
inflamatérias CD11b*F4/80", mondcitos precursores de células dendriticas
(HOGENESCH et al., 2002; LAMBRECHT et al., 2009; MOSCA et al., 2008; KOOL
et al., 2008).

O estudo comparativo entre a resposta inflamatéria aguda induzida apos
administragdo subcutanea de SBA-15 ou AI(OH); em camundongos das linhagens
AIRyax € AIRyn indicou que os mesmos tipos celulares sido recrutados para o foco
inflamatério, mantendo-se o padrdo previamente observado para SBA-15 (Figuras
13 e 15), com predominio de neutrdfilos nas primeiras 24 horas (Figura 15). Estudos
recentes demonstraram que, 12 a 24 horas apds a inoculacdo de AI(OH)s;, ha
recrutamento de neutrdfilos e eosindfilos para o foco inflamatdrio, confirmando
nossos resultados (LAMBRECHT et al.,, 2009; MOSCA et al., 2008; KOOL et al.,
2008).

' CARVALHO, L.V. S&o Paulo, 2009.
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Figura 15- Tipos celulares e dosagem de proteinas no exsudato inflamatério de
camundongos das linhagens AIRyax € AIRyn tratados com SBA-15 ou
AI(OH);. Porcentagem dos tipos celulares encontrados no exsudato
inflamatério 24 horas apés inoculagdo de SBA-15 ou AlI(OH); (250 pg/animal)
em animais AlRyax (A) e AIRyn (B). n = 4 animais/grupo. Resultados de dois
experimentos independentes expressos em média + SD (células x 10%/mL).

Em relag&o aos tipos celulares, observou-se discreto aumento no numero de
macrofagos apdés a inoculagcdo de SBA-15 nos camundongos AlRuyn quando
comparado ao tratamento com AlI(OH); (Figura 15B). Como visto nas Figuras 13 e 14,

AIRyin tendem a recrutar esses tipos celulares de maneira eficiente, fato que parece
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favoravel ao desenvolvimento da resposta imune a partir do tratamento com SBA-15
por potencializar a apresentagéo antigénica em individuos maus respondedores.

A analise do numero absoluto de células recuperadas do exsudato
inflamatério desses camundongos mostrou que os AlRyax tratados com SBA-15
apresentaram cerca de 2 vezes mais células comparativamente aos animais que
receberam Al(OH);. Na Tabela 7, evidencia-se, em contrapartida, que camundongos
AIRyn tratados com SBA-15 mostraram numero reduzido de células em cerca de 1,5

vezes comparativamente aos tratados com Al(OH)s.

Tabela 7- Numero absoluto de células no exsudato inflamatério de camundongos

AIRMAX e AIRM|N.
SBA-15 Al(OH);
AIRyax 2,0 + 0,5*** 0,7+0,2
AIRyin 0,2+ 0,04** 03+0,1

Exsudato (células x 10°/mL) inflamatério analisado 24 horas ap6s inoculagdo de SBA-15
(250 pg/animal) ou Al(OH); (250 pg/animal). “p < 0,01; ~p < 0,001 SBA-15 versus Al(OH);
(teste t de Student); n = 4 animais/grupo; Resultados de dois experimentos independentes
expressos em média = SD.

Deve-se ressaltar que, ao longo dos nossos estudos, n&do se observou a
formagao de eritemas ou lesdes nos animais tratados com SBA-15, efeitos colaterais
comumente observados apés administracdo de AI(OH)s; durante processos de
imunizagéo. A formagao de lesdes ou granuloma nesses casos pode ocorrer devido
ao efeito citotoxico do Al(OH); sobre macréfagos e células dendriticas que, quando
acumulado no local da inje¢cdo, pode levar a ativagao indireta e constante dessas
APC através do estimulo a producédo de fatores enddégenos e TNF-a (BREWER,
2006).

Em relagdo ao processo inflamatério, esses dados em conjunto indicam a
segurancga e eficacia da silica SBA-15 como possivel adjuvante em processos de

imunizacgao.
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5 CONCLUSOES

A analise dos resultados obtidos a partir das imunizacdes pela via oral com a
vacina contra Hepatite A e gama globulina humana adsorvidas em SBA-15
comprovam a aplicabilidade dessa silica como suporte para antigenos e evidenciam
sua eficacia enquanto adjuvante de mucosas.

Os niveis aumentados de anticorpos especificos séricos e secretores das
classes IgA e IgG indicam que a SBA-15 é eficiente na inducdo de resposta de
anticorpos sem polarizar a resposta imunologica a determinada classe de linfocitos
Th. Corroborado pelos titulos de anticorpos protetores, os elevados numeros de
linfocitos T e, especialmente de linfécitos B observados nas placas de Peyer e
linfonodos mesentéricos de camundongos imunizados com os antigenos em silica
indicam que houve proliferacdo de células imunocompetentes e a potencializacédo da
resposta imune apds o uso dessa nanoparticula como adjuvante. Ainda, a SBA-15
mostrou-se eficiente no recrutamento de macréfagos e células dendriticas apos
imunizacao oral e inoculagao subcutanea.

O uso das linhagens AIRuyax e AIRwn, geneticamente selecionadas,
possibilitou 0 melhor entendimento do processo inflamatério local induzido apés
administragdo subcutanea da SBA-15. Conclui-se que, em ambas as linhagens, a
silica mostrou-se nao-téxica e com baixo potencial inflamatério, ndo evidenciando

reacoes locais como eritema e/ou formacgao de nddulos subcutaneos.
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