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RESUMO 

 

GABRILI, J. J. M. O papel da sílica mesoporosa nanoestruturada SBA-15 na ativação do 

inflamassoma nlrp3. 2015. 59 f. Dissertação (Mestrado em Imunologia) – Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015. 

 

A SBA-15 é constituída por partículas de dióxido de silício (SiO2) com estrutura porosa 

altamente organizada, propriedades físico-químicas que apresentam grande potencial de 

aplicação em diferentes áreas, despertando interesse na comunidade científica e segmentos 

tecnológicos.  Apesar de existirem vários estudos utilizando sílicas como veículos para 

diferentes substâncias, não havia ainda nenhum relato sobre a utilização destes materiais 

como adjuvante. Foi então, que se iniciou no Laboratório de Imunoquímica do Instituto 

Butantan, o primeiro estudo sobre a possibilidade da utilização da SBA-15 como adjuvante e 

sobre a sua capacidade de carrear e liberar diferentes antígenos às células imunocompetentes, 

intensificando a resposta imunológica. Embora já tenha sido comprovada a ação adjuvante da 

SBA-15, induzindo aumento nos títulos de anticorpos em imunizações contra antígenos de 

naturezas distintas, em diferentes linhagens de animais, por diferentes vias de administração, 

pouco se sabe sobre o seu mecanismo molecular de ação que leva a modulação positiva da 

resposta imunológica. Trabalhos realizados por diferentes autores apontam a via do 

inflamassoma Nalp3 como responsável pela atividade imunoestimuladora dos adjuvantes de 

alumínio. Outros relatos afirmam que certas partículas de sílica (SiO2) ativam o inflamassoma 

Nalp3. Com o intuito de avaliar essa ativação, foram utilizados macrófagos peritoneais (MP) e 

diferenciados da medula óssea (MDMO) de camundongos C57BL/6, mantidos em cultura 

sobre estímulos da SBA-15 ou agonistas de NLRP3, na presença ou não de LPS e Z-VAD-

FMK. Após 24 horas, os sobrenadantes foram coletados para a análise da produção de IL-1β 

por ELISA. Em MP, a SBA-15 foi capaz de induzir a produção de IL-1β a níveis semelhantes 

quando comparado com o Nano-SiO2, sugerindo a ativação do inflamassoma e 

consequentemente da caspase-1, essencial para a secreção desta citocina. Ainda, foi 

observado que a ativação frente ao estímulo de SBA-15 ocorre de uma forma dependente da 

concentração, sendo possível detectar níveis mais elevados de IL-1β no sobrenadante de 

cultura quando adicionado doses crescentes desta sílica. Também foi detectado IL-1β nos 

sobrenadantes de MDMO, a níveis mais elevados, quando as células recebem o estímulo da 

SBA-15 comparando com o Alum. Para avaliar o envolvimento da caspase-1, nos resultados 

obtidos com a SBA-15, os MDMO foram estimulados com sílica na presença do inibidor de 

caspase-1 Z-VAD-FMK (20 µM), e como esperado, a produção de IL-1β foi restaurada para o 

seu nível basal. Além disso, foi visto que a SBA-15 não induz a produção de IL-6, 

confirmando que essa sílica está envolvida na via do inflamassoma e não em outras vias, 

como por exemplo, NF-κB. A ativação do inflamassoma, por estímulos da SBA-15, parece 

ser parcialmente dependente da fagocitose e da produção das espécies reativas do oxigênio. 

 

Palavras-chave: Adjuvante. SBA-15. Inflamassoma. NLRP3. Caspase-1. Interleucina-1β. 

Macrófagos. 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

GABRILI, J. J. M. The role of nanostructured mesoporous silica SBA-15 in the nlrp3 

inflammasome activation. 2015. 59 p. Masters thesis (Immunology) – Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015. 

 

The SBA-15 is composed by silicon dioxide particles (SiO2) with highly organized porous 

structure, physicochemical properties that have great application potential in different areas, 

arousing interest in the scientific community and technological segments. Despite many 

studies using silica as vehicles for different substances, there was still no report about the use 

of these materials as adjuvant. It was then that began in Immunochemistry Laboratory of the 

Butantan Institute, the first study on the possibility of using SBA-15 as an adjuvant and on 

their ability to deliver and release different antigens to immunocompetent cells, enhancing 

the immune response. Although it has been proven adjuvant action of SBA-15, inducing 

increase in antibody titers in immunizations with antigens of different natures, in different 

strains of animals and by different routes of administration, little is known about its 

molecular mechanism of action it leads to positive modulation of the immune response. 

Work carried out by different authors point out the path of NALP3 inflammasome as 

responsible for the immunostimulatory activity of aluminum adjuvants. Other reports state 

that certain particles of silica (SiO2) activate NALP3 inflammasome. In order to evaluate this 

activation, peritoneal and differentiated bone marrow macrophages from C57BL/6 mice were 

used, maintained in culture for stimulation of SBA-15 or NLRP3 agonists in the presence or 

not of LPS and Z-VAD-FMK. After 24 hours, the supernatants were collected for analysis of 

IL-1β production by ELISA. In peritoneal macrophages, SBA-15 was able to induce the 

production of IL-1β in similar levels as compared with Nano-SiO2, suggesting the 

inflammasome activation and hence caspase-1 that is essential for the secretion of this 

cytokine. Still, it was observed that the activation stimulus by SBA-15 occurs in a 

concentration dependent manner, being possible to detect increased levels of IL-1β in the 

culture supernatant when added increasing doses of this silica. Also IL-1β was detected in the 

supernatants of bone marrow-derived macrophages at higher levels when the cells receive 

stimulation of SBA-15 compared to the alum. To assess the involvement of caspase-1, in the 

results obtained with SBA-15, the bone marrow-derived macrophages were stimulated with 

silica in the presence of the caspase-1 inhibitor Z-VAD-FMK (20 µM), and as expected, the 

production of IL -1β was restored to its baseline level. In addition, it was seen that the SBA-

15 does not induce IL-6 production, confirming that silica is involved in inflammasome 

pathway and not in other ways, for example, in NF-kB pathway. The inflammasoma 

activation, by stimuli of SBA-15, appears to be partly dependent of phagocytosis and reactive 

oxygen species production. 

 

Keywords: Adjuvant. SBA-15. Inflammasome. NLRP3. Caspase-1. Interleukin-1β. 

Macrophages. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Adjuvantes 

 

 Desde as primeiras tentativas para aumentar significativamente as respostas 

imunológicas contra agentes infecciosos, pesquisadores tentam identificar aditivos que sejam 

úteis para melhorar a resposta imune contra os antígenos co-inoculados. Esses aditivos que 

favorecem a resposta são conhecidos como adjuvantes (OTT; NEST, 2007). 

Adjuvantes são utilizados para potencializar a resposta imunológica contra antígenos 

há mais de noventa anos (GUPTA et al., 1993). O termo adjuvante tem origem do latim, da 

palavra adjuvare, que significa ajudar ou melhorar (BRAGA, 2011; COX; COULTER, 1997; 

GUPTA et al., 1993; GUPTA; SIBER, 1995; PETROVSKY; AGUILAR, 2004; 

SCARAMUZZI, 2009). Um dos primeiros relatos de uso de substâncias com potencial 

adjuvante foi feito em 1916, quando Le Moignic e Pinoy utilizaram uma emulsão em água, 

vaselina e Salmonella typhimurium inativada, para imunizar camundongos, e observaram o 

aumento na resposta de anticorpos (AUCOUTURIER; DUPUIS; GANNE, 2001; JANSEN et 

al., 2005; SCARAMUZZI, 2009). 

Qualquer composto natural ou sintético que aumente a resposta imune é considerado 

um adjuvante, e desde o início de sua utilização, diversas substâncias foram testadas; por 

exemplo, observou-se que havia uma melhora na resposta humoral contra a toxina diftérica 

em cavalos imunizados com essa toxina e pus (KAEBERLE, 1986
1
 apud RESENDE et al., 

2004). Na década de 20, Ramon utilizou desde óleo de amido, tapioca, saponinas, lectina, 

agar e até mesmo farinha de rosca (migalhas de pão) como adjuvante e obteve bons resultados 

contra as toxinas diftéricas e tetânicas. Tais fatos mostram que o estudo dos efeitos adjuvantes 

de certas substâncias eram realizados de maneira totalmente empírica (RAMOM, 1926
2
 apud 

OTT; NEST, 2007).  

Os adjuvantes são necessários para tornar vacinas de baixa imunogenicidade mais 

imunogênicas, reduzir o número de imunizações para indução de proteção ou a quantidade de 

antígeno utilizado, liberar lentamente os antígenos no organismo, melhorar a eficácia da 

                                                           
1
 Kaeberle ML. Function of carriers and adjuvants in induction of immune responses. In: Kaeberle ML, Nervig 

RM, Gough PM, eds. Advances in Carries and adjuvants for veterinary biologics. New York: University 

press; 1986. 
2
 Ramon, G. Procédures pour acroite la production des antitoxines. Ann Inst Pasteur Paris, v. 40, p. 1-10, 1926. 
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vacinação em recém-nascidos, idosos ou imunocomprometidos, entre outros (COX; 

COULTER, 1997; PETROVSKY; AGUILAR, 2004; RESENDE et al., 2004).  

Cada substância adjuvante tem seu próprio mecanismo de ação, entretanto, a maioria 

destes mecanismos permanece desconhecida ou controversa. Tais substâncias podem 

estimular a imunidade mediada por células, modulando a resposta imunológica para o tipo 

Th1 ou Th2, induzir inflamação local e aumentar o contato das células com os antígenos e/ou 

formar um depósito de antígenos, liberando-os aos poucos e assim prolongar sua interação 

com células apresentadoras de antígenos (APCs) (COX; COULTER, 1997; RESENDE et al., 

2004). 

As principais limitações para o uso de novos sistemas adjuvantes para vacinas 

humanas giram em torno de questões de segurança. Assim, e diversos adjuvantes já foram 

avaliados em modelos animais, no entanto, muitos não podem ser utilizados em humanos 

devido a sua toxicidade. Considerando que os efeitos adversos dos adjuvantes foram 

reduzidos por meio de pesquisa e desenvolvimento ao longo dos últimos 90 anos, as barreiras 

de segurança apresentadas por questões regulatórias e de responsabilidade continuam a 

aumentar. (OTT; NEST, 2007). 

O Hidróxido de Alumínio (Alum) é o único adjuvante licenciado pela U. S. Food and 

Drug Administration (FDA) para utilização em vacinas humanas desde a década de 20, 

enquanto a Agência Européia de Avaliação de Medicamentos licenciou outros três compostos 

para utilização em humanos nos últimos 20 anos: MF59, uma emulsão de água em óleo à base 

de esqualeno utilizado na vacina contra a gripe (FLUAD) em 1997; AS04, uma junção de um 

análogo de LPS (Monofosforil Lipídio A) e Alum, utilizado na vacina do HBV (Fendrix) em 

2005; e a emulsão AS03 de óleo em água, utilizado na vacina pré-pandêmica contra a gripe 

aviária (Prepandrix) no ano de 2008 (GREGORIO; TRITTO; RAPPUOLI, 2008). 

A investigação e o desenvolvimento de adjuvantes de vacinas têm sido um trabalho 

contínuo por cerca de um século. O desenvolvimento bem sucedido é o resultado do equilíbrio 

entre segurança e imunogenicidade, entrega e imunoestimulação, simplicidade e 

complexidade. O fato de, após este longo período de estudos, tão poucos adjuvantes estarem 

aprovados para vacinas humanas, atesta a dificuldade desta atividade. Parece que estamos no 

início de uma nova era em que uma variedade de novos adjuvantes estão prestes a serem 

aprovados (OTT; NEST, 2007). 

 

 

 



20 
 

1.2 Sílica Mesoporosa Nanoestruturada SBA-15 

  

A SBA-15 é constituída por partículas de dióxido de silício (SiO2) com estrutura 

mesoporosa altamente organizada, propriedades físico-químicas que apresentam grande 

potencial de aplicação em diferentes áreas, despertando interesse na comunidade científica e 

segmentos tecnológicos (CARVALHO, 2007, 2010; KRESGE et al., 1992; SCARAMUZZI, 

2009, 2013; YANG; COOMBS; OZIN, 1997).  

 De acordo com a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), 

materiais mesoporosos são aqueles que apresentem poros com diâmetro entre 2-50 nm. 

Materiais cujo diâmetro dos poros é maior ou menor que estes, são chamados de 

macroporosos e microporosos, respectivamente (EVERETT, 1972).  

Materiais mesoporosos são preferidos devido a sua estrutura altamente ordenada, além 

de uma elevada área superficial, o que permite a difusão e a adsorção de moléculas maiores 

para amplas aplicações, diferentemente de materiais com microestrutura que limita a sua 

utilização apenas para separação e catálise química (FEDEYKO; VLACHOS; LOBO, 2006; 

RAHMAT; ABDULLAH; MOHAMED, 2010). 

Esses materiais são amplamente utilizados como catalisadores (ABDALLA; LI; 

TUFAIL, 2009; TAGUCHI; SCHÜTH, 2005), biossensores (XU et al., 2009), na área de 

biocombustíveis (OOI; BHATIA, 2007), absorção (CHANG et al., 2008), membrana de 

separação (ZORNOZA et al., 2009) e controle de entrega de drogas (PASQUA et al., 2009).  

Sílicas mesoporosas foram sintetizadas pela primeira vez em 1990 por um grupo de 

pesquisadores da Universidade de Waseda, Tokio (YANAGISAWA et al., 1990). Após dois 

anos, foram produzidos pela Mobil Research and Development Corporation, materiais 

mesoporosos compostos de silicatos ou aluminossilicatos, os quais foram denominados 

família M41S (BECK et al., 1992; KRESGE et al.,1992). Nesta família estão inclusos: MCM-

41, que possui estrutura hexagonal; MCM-48, com estrutura cúbica; e MCM-50 apresentando 

uma estrutura lamelar (Figura 1) (TAGUCHI; SCHÜTH, 2005).  
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Figura 1 – Estrutura dos membros da família M41S 

 

 

 

A família de sílicas mesoporosas M41S possui três integrantes com diferentes estruturas: A) MCM-41, estrutura 

hexagonal; B) MCM-48, estrutura cúbica; C) MCM-50, estrutura lamelar. Adaptado de Kresge e Roth, 2013. 

 

 Dentro dessa família o material mais estudado é o MCM-41, no entanto, muitas 

aplicações práticas desse material ainda estão sendo implementadas por causa de sua baixa 

estabilidade hidrotérmica, que pode estar relacionada com a espessura das paredes de seus 

poros, que são relativamente finas, variando de 0,6 e 1,2 nm (GALLIS; LANDRY, 1997; 

KIM; JUN; RYOO, 1999; SOUZA, 2009).  

A SBA-15, descrita por Zhao e colaboradores (1998a) é composta por partículas de 

SiO
2
 com estrutura hexagonal (Figura 2), poros altamente ordenados e interligados (10 nm) 

(Figura 3), com paredes moderadamente espessas (3,1 a 6,4 nm) que lhe confere uma melhor 

estabilidade hidrotérmica quando comparado ao MCM-41, além de sua notável estabilidade 

térmica e mecânica (MATOS et al., 2001; ZHAO et al., 1998a; ZHAO et al., 1998b).  

 

Figura 2 – Estrutura da sílica mesoporosa ordenada SBA-15 

 

 
 

Representação da SBA-15 contendo poros e sua matriz de sílica com estrutura hexagonal. Adaptado de Garcia, 

2015. 
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Figura 3 – Sílica mesoporosa ordenada SBA-15 contendo poros interligados 

 

Microscopia eletrônica de varredura da SBA-15 e um modelo esquemático da sua estrutura hexagonal contendo 

poros interligados. Adaptado de Seftel et al., 2013. 

 

Descoberta na Faculdade da Califórnia em Santa Barbara, de onde origina seu nome, 

“Santa Barbara Amorphous-15”, esse material é sintetizado em meio ácido, utilizando como 

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

de propileno)-poli(óxido de etileno) (PEO20PPO70PEO20), que auto agrega-se com espécies de 

silicatos formando a sílica mesoporosa (ZHAO et al., 1998a; ZHAO et al., 1998b). 

A síntese da SBA-15 é caracterizada por ocorrer em meio ácido (HCl 2M), utilizar 

como surfactante o polímero Pluronic P123 direcionando a sua estrutura hexagonal e o 

tetraetilortosilicato (TEOS) como fonte de silício. O Pluronic P123 é composto por um bloco 

hidrofóbico central formado por 70 unidades de PPO e dois blocos hidrofílicos periféricos 

formados por 20 unidades de PEO. Ao ser solubilizado, os surfactantes se auto-organizam 

tentando minimizar o contato entre as partes hidrofóbicas das moléculas e a água formando 

assim micelas esféricas com uma região hidrofóbica interna e uma região hidrofílica externa. 

Essas micelas se agregam formando estruturas aproximadamente cilíndricas, sobre as quais a 

sílica vai se aglomerar (Figura 4) (GARCIA, 2015; NETO, 2013). 

O próximo passo é a adição da fonte de silício, quando as moléculas de TEOS são 

incorporadas na porção hidrofóbica das micelas, onde são hidrolisadas, gerando SiO2 e 

etanol. O SiO2 se assenta na porção hidrofílica das micelas, dando origem às paredes da SBA-

15. Após esse processo o material é transferido para uma autoclave que acarreta a organização 

final da estrutura hexagonal das micelas e também a densificação das paredes. Por fim, o 

material é calcinado a 540 ◦C, para a remoção do polímero, dando origem aos microporos e 

mesoporos (GARCIA, 2015; NETO, 2013). 

Quanto à formação dos microporos, a hipótese mais aceita é que eventualmente depois 

que as moléculas de sílica hidrolisadas se associam com as micelas, partes do polímero podem 
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se estender para dentro da matriz de sílica. Após a calcinação, o polímero é retirado deixando 

os microporos que se prolongam dos mesoporos para a matriz (POLLOCK et al., 2011). 

 

Figura 4 – Diagrama esquemático demonstrando a síntese da SBA-15 

 

 

Representação esquemática da síntese da SBA-15. Utilizando o surfactante Pluronic P123 em meio ácido, são 

formadas micelas que se auto agregam; a fonte de silício (tetraetilortosilicato - TEOS) se deposita sobre as 

micelas dando origem as paredes da SBA-15; para a remoção do surfactante o material é calcinado a 540 
◦
C, 

resultando na formação dos microporos e mesoporos (GARCIA, 2015). 

 

Apesar de vários estudos utilizarem sílicas como veículos para diferentes substâncias, 

não havia nenhum relato da utilização destes materiais como adjuvante. Foi então, que se 

iniciou no Laboratório de Imunoquímica do Instituto Butantan, o primeiro estudo sobre a 

possibilidade da utilização da SBA-15 como adjuvante e sobre a sua capacidade de carrear e 

liberar diferentes antígenos às células imunocompetentes, intensificando a resposta 

imunológica (CARVALHO, 2007, 2010; SCARAMUZZI, 2009, 2013; SCARAMUZZI et al., 

2009). 

Pode-se dizer que o primeiro resultado obtido com essa sílica, foi quando se juntou um 

volume de SBA-15 com um volume igual de uma proteína, sendo que o resultado não foi dois 

volumes, mas cerca de 1,5, sugerindo assim a ocorrência de adsorção/encapsulação da 

proteína à sílica (dados não publicados). Ainda, estudos realizados por Mercuri et al. (2006) 

demonstraram o potencial da SBA-15 em encapsular/adsorver antígenos de natureza distinta, 

como a Intimina 1β (proteína de Escherichia coli) e veneno total de Micrurus ibiboboca, 

induzindo imunidade efetiva e duradoura em camundongos geneticamente selecionados  para 

a baixa produção de anticorpos (linhagem LIII – SANT’ANNA et al., 1982) e isogênicos 
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(BALB/c), com uma resposta secundária semelhante ou mais elevada quando comparada aos 

animais imunizados com esses antígenos em hidróxido de alumínio ou adjuvante incompleto 

de freund (AIF). 

No dia 12 de setembro de 2005 foi depositada a Patente: COMPLEXO 

IMUNOGÊNICO FORMADO POR ANTÍGENOS VACINAIS ENCAPSULADOS POR SÍLICA 

MESOPOROSA NANOESTRUTURADA, uma parceria com o Laboratório Cristália, 

recebendo o número PI 0503817-0 e, em setembro de 2007, foi encaminhado para o depósito 

internacional. No momento atual, esse estudo está sob a proteção das patentes internacionais: 

WO 07030901, IN 248654, ZA 2008/02277, KR 1089400 e MX 297263.  

Em 2010, foi verificado que camundongos das linhagens LIII e LIVA, maus produtores 

de anticorpos, imunizados com albumina sérica bovina (BSA) adsorvida em SBA-15, pelas 

vias intramuscular e oral, produziam títulos de IgG similares aos animais das linhagens HIII e 

HIVA, bons produtores. Também foi comprovado que essa sílica não era tóxica para 

macrófagos em cultura e para os animais imunizados (CARVALHO et al., 2010). 

O efeito adjuvante da SBA-15 também foi observado em 2011, utilizando 

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

HBsAg do vírus da hepatite B. Neste foi verificado um  aumento nos títulos de anticorpos 

específicos quando utilizada essa partícula nas formulações vacinais (SCARAMUZZI et al., 

2011). 

Apesar de comprovado o efeito adjuvante da SBA-15, pelo aumento dos títulos de 

anticorpos em imunizações contra antígenos de naturezas distintas, em diferentes linhagens de 

camundongos e por diferentes vias de administração, ainda não se sabe como ela atua no 

organismo para aumentar a resposta imunológica.  

 

1.3 Inflamassomas 

  

O desenvolvimento do sistema imunológico foi uma conquista evolutiva fundamental 

que permitiu a sobrevivência de organismos contra injurias externas e internas. A partir dos 

vertebrados mandibulados, a imunidade passou a ser didaticamente separada em inata e 

adaptativa, as quais interagem constantemente. A imunidade inata é filogeneticamente mais 

antiga e é a primeira linha de defesa do organismo, capaz de conduzir uma resposta rápida 

contra um patógeno, mediado por fagócitos, incluindo macrófagos, neutrófilos e células 

dendríticas (DCs); em contraste, a imunidade adaptativa, a qual depende da interação das 

células apresentadoras de antígenos profissionais (APCs) com os linfócitos T e B, e uma 
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resposta mais refinada do sistema imunológico e pode demorar cerca de 4 a 7 dias para se 

desenvolver (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; COOPER; ALDER, 2006; MIYAJI 

et al., 2011). 

 A imunidade inata reconhece microrganismos por meio de receptores codificados na 

linhagem germinativa, denominados receptores de reconhecimento de padrões (PRRs), que 

podem ser expressos na superfície da célula ou em compartimentos intracelulares (Figura 5), 

enquanto o sistema imune adaptativo, utiliza um grande repertório de receptores rearranjados 

aleatoriamente na linhagem somática (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; JANEWAY; 

MEDZHITOV, 2002). 

 

Figura 5 – Receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) 

 

Representação esquemática das principais classes de receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) do 

sistema imune inato. Adaptado de Figdor; Van Kooyk; Adema, 2002; Mogensen, 2009; Miyaji et al., 2011. 
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  Os alvos de reconhecimento dos PRRs são padrões moleculares frequentemente 

associados a patógenos (Pathogen associated molecular pattern – PAMP). Essas estruturas 

moleculares são essenciais para a sobrevivência dos micro-organismos e mutações nessas 

regiões seriam letais para esses organismos. A conservação destas estruturas faz com que elas 

sejam compartilhadas por grandes grupos de patógenos e permite que um número limitado de 

receptores possa reconhecer uma grande variedade de micro-organismos (JANEWAY, 1989; 

MEDZHITOV; JANEWAY, 1997). No entanto, a imunidade inata não é capaz de reconhecer 

apenas PAMPs. Um mecanismo descrito por Matzinger (2002), conhecido como o “modelo 

de perigo” (The DangerModel) sugere a capacidade do sistema imune inato em reconhecer 

sinais de alarme/perigo provenientes de células danificadas, tais como ácido úrico e efluxo de 

potássio que foram denominados padrões moleculares associados ao dano ou perigo 

(DAMPs) (MARTINON; TSCHOPP, 2005; MATZINGER, 2002). 

Atualmente, várias classes de PRRs foram identificadas, incluindo proteínas 

transmembranas, tais como os receptores do tipo Toll (TLRs) e receptores de lectina do tipo C 

(CLRs), proteínas citoplasmáticas, como o ácido retinóico gene induzível I (RIG-I)-like 

receptors (RLRs) e receptor do tipo NOD (NLRs) (TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Neste 

trabalho, abordaremos com mais detalhes os PRRs da classe dos NLRs. 

Cerca de 20 membros da família NLR estão descritos em humanos e, ao menos, 34 

genes em camundongos. Estes receptores são expressos em muitos tipos celulares, como 

células do sistema imunológico e epiteliais (FRANCHI et al., 2009). 

A estrutura dos NLRs é composta por três domínios: uma região C-terminal formada 

por um domínio com repetições ricas em leucina (LRR), podendo ser responsável pelo 

reconhecimento de PAMPs; um domínio central conhecido como domínio de ligação de 

nucleotídeos (NBD ou NACHT), responsável pela auto oligomerização; e a região efetora 

variável N-terminal, que divide os NLRs em subfamílias como os NLRBs contendo o 

domínio BIR (Baculovirus IAP repeat), os NLRCs contendo o domínio CARD (Caspase 

activation and recruitment domain) e NLRPs, que contém o domínio PYD (Pyrin domain) 

(Figura 6) (TING et al., 2008). 
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Figura 6 – Esquema das proteínas da família dos receptores do tipo NOD 

 

Representação dos membros da subfamília dos NLRs, demonstrando seus domínios: C-terminal com repetições 

ricas em leucina, domínio de ligação de nucleotídeos (NACHT) e domínio N-terminal variável responsável pela 

separação dos NLRs em subfamílias. Adaptado de http://www.invivogen.com/review-nlr 

 

No ano de 1999 foi identificado o primeiro membro da família dos NLRs, chamado de 

NOD1 e também conhecido como NLRC1, descrito como um homólogo do regulador de 

apoptose APAF; em 2001 foi descrito NOD2 ou NLRC2, sendo estes dois receptores 

responsáveis por uma resposta pró-inflamatória dependente do fator de transcrição nuclear 

Kappa-B (NF-κB) semelhantes e independentes à resposta dos TLRs (INOHARA et al., 1999; 

INOHARA et al., 2001; OGURA et al., 2001). 

Enquanto NOD1 é expresso ubiquamente, a expressão de NOD2 é restrita a 

monócitos, macrófagos, células dendríticas e células de Paneth do intestino (INOHARA et al. 

2005). NOD1 e NOD2 reconhecem diferentes motivos estruturais derivados de peptidoglicana 

da parede celular de bactérias gram-positivas e gram-negativas. A atividade de NOD1 é 

desencadeada pela presença de γ-D-glutamyl-meso-diaminopimelic acid (meso-DAP) ou (iE-

DAP), um aminoácido presente na peptidioglicana de todas bactérias gram-negativas e 

algumas bactérias gram-positivas, incluindo os gêneros Listeria e Bacillus (CHAMAILLARD 

et al., 2003; GIRARDIN et al, 2003a). NOD2 reconhece muramil dipeptídeo (MDP) existente 

em todos os tipos de peptídeoglicanos (GIRARDIN et al, 2003b) e também há relatos 

sugerindo a interação deste receptor com RNA viral presente no citoplasma de células 

infectadas (DUGAN et al., 2009; LUPFER et al., 2013). 

Outros NLRs podem formar complexos multiproteicos denominados inflamassomas, 

que por sua vez, levam ao recrutamento e ativação de pró-caspase-1, resultando na clivagem e 

liberação das citocinas pró-inflamatórias dependentes de caspase-1, IL-1β e IL-18, além de 
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um tipo de morte celular inflamatória denominada piropitose (BORTOLUCI; MEDZHITOV, 

2010; SUTTERWALA et al., 2006). 

A ativação da caspase-1 envolve o processo autocatalítico da proenzima inativa pró-

caspase-1 de 45kDa, para gerar duas subunidades, p20 (20kDa) e p10 (10kDa) que formam a 

enzima ativa caspase-1, capaz de clivar pró-IL1β e pró-IL-18. Estas subunidades podem ser 

identificadas com anticorpos específicos (anti-p10 ou anti-p20) por meio de western blotting 

(CASSEL et al., 2008). 

Dentre os NLRs, formadores de inflamassomas, podemos citar NLRP1, NLRP3, 

NLRP6, NLRP7, NLRP12, NAIP5 e NLRC4. Outro receptor citosólico formador de 

inflamassoma é o AIM2, esse receptor pertence à família das proteínas PYHIN e não à família 

dos NLRs, e tem sua ativação ligada ao DNA liberado no citosol celular, após a lise de alguns 

patógenos, por exemplo, Francisella tularensis (BURCKSTUMMER et al., 2009; 

FERNANDES-ALNEMRI et al., 2009; FERNANDES-ALNEMRI et al., 2010; HORNUNG 

et al., 2009; RATHINAM et al., 2010; ROBERTS et al., 2009). Cada receptor é ativado por 

diferentes agonistas, sendo que NLRP1 reconhece a toxina letal anthrax (LT) (NOUR et al., 

2009), enquanto NLRP6 não tem seus sinais de ativação completamente elucidados e pode 

estar comprometido com o controle da microbiota intestinal (ELINAV et al., 2011). NLRP7 

está envolvido no reconhecimento de lipopeptídeos acilados bacterianos (acLP) e NLRP12 

reconhece o agente causador da peste bubônica, Yersinia pestis. O inflamassoma 

NAIP5/NLRC4 é ativado principalmente por flagelina citosólica, uma subunidade 

monomérica presente em quase todas as bactérias gram-negativas e gram-positivas que é 

levada ao citosol das células através de sistemas de secreção do tipo III (T3SS) em Salmonella 

typhimurium e tipo IV (T4SS) em Legionella pneumophila (HALFF et al., 2012; 

LIGHTFIELD et al., 2008; LIGHTFIELD et al., 2011). 

O receptor mais estudado dentre os inflamassomas tem sido o 

Nalp3/NLRP3/CIAS1/Criopirina, e uma grande variedade de estímulos já foram descritos 

como seus ativadores, tais como LPS (KANNEGANTI et al., 2007; MARIATHASAN et al., 

2006; SUTTERWALA et al., 2006), ATP e toxinas bacterianas formadoras de poros 

(MARIATHASAN et al., 2006), cristais de urato (MARTINON et al., 2006), DNA e RNA 

bacteriano (KANNEGANTI et al., 2006; MURUVE et al., 2008), muramil dipeptídeo 

bacteriano (MDP) (MARTINON et al., 2004; MARINA-GARCÍA et al., 2008), componentes 

da parede celular de fungos, zimozan e manana (LAMKANFI; MALIREDDI; 

KANNEGANTI, 2009), hemozoína de Plasmodium (DOSTERT et al., 2009; SHIO et al., 
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2009), amianto (CASSEL et al., 2008; DOSTERT et al., 2008) e certos tipos de  sílica (SiO2) 

(CASSEL et al., 2008; DOSTERT et al., 2008; HORNUNG et al., 2008).  

Para a ativação de Nalp3 in vitro são necessários dois sinais, um fornecido por um 

agonista de TLR, para a produção das citocinas inativas pró-IL-1β e pró-IL-18, e outro pelos 

diversos estímulos que podem provocar a perda da integridade das membranas lisossomal ou 

plasmática. Esta perda da integridade da membrana plasmática parece ser detectada por meio 

do efluxo de íons potássio, enquanto o rompimento do lisossomo é detectado pelo 

extravasamento do seu conteúdo, por exemplo, espécies reativas do oxigênio e catepsina B, 

para o citosol (BORTOLUCI; MEDZHITOV, 2010; EISENBARTH et al., 2008). Após 

ativação dos NLRs ocorre a oligomerização das moléculas, através do domínio NATCH, o 

que permite a aproximação das regiões N-terminais e o recrutamento de moléculas 

adaptadoras, quando necessárias (MARTINON; MAYOR; TSCHOPP, 2009; SCHRODER; 

TSCHOPP, 2010).  

O inflamassoma Nalp3 não consegue ativar a caspase-1 diretamente devido ao seu 

domínio N-terminal do tipo PYD (Figura 7); portanto, uma vez ativado, este receptor recruta a 

molécula adaptadora ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD). ASC 

é formado por um domínio C-terminal recrutador e ativador de caspases (CARD) e um 

domínio N-terminal PYD. Por meio de interações homotípicas PYD-PYD, ASC se liga a 

Nalp3 e recruta a pró-caspase-1 via interações CARD-CARD. Diferentemente, inflamassomas 

NLRC4 contém o domínio N-terminal CARD capaz de interagir diretamente com a pró-

caspase-1 ou também recrutar ASC, podendo o complexo inflamassoma NLRC4 conter ou 

não ASC. Estas vias de ativação dos inflamassomas resultam no recrutamento e clivagem 

proteolítica da caspase-1 para a sua forma ativa, que por sua vez, medeia a ativação das 

citocinas IL-1β e IL-18, que foram geradas pela via do NF-κB, induzidas por agonistas de 

TLRs e NODs ou citocinas inflamatórias, que estavam armazenadas nas suas formas inativas 

no citoplasma (MARTINON; TSCHOPP, 2006; MARIATHASAN, 2007; OGURA; 

SUTTERWALA; FLAVELL, 2006). 
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Figura 7 – Representação esquemática de NLRP3, NLRC4, ASC e caspase-1

 

Modelo das proteínas NLRP3 e NLRC4 auto inibidas e ativas, demonstrando seus domínios: LRR, 

NOD/NACHT e PYD em Nlrp3 ou CARD em Nlrc4. ASC com seus domínios PYD e CARD. Pró-caspase-1 

com domínio CARD e subunidades P10 e P20. Caspase-1 ativa formado pelas subunidades P10 e P20. 

 

Trabalhos realizados por diferentes autores (EISENBARTH et al., 2008; HORNUNG 

et al., 2008; KOOL et al., 2008) sugerem a via do inflamassoma Nalp3 como responsável pela 

atividade imunoestimuladora dos adjuvantes de alumínio. Outros relatos afirmam que certas 

partículas de sílica (SiO2) ativam o inflamassoma Nalp3 (CASSEL et al., 2008; DOSTERT et 

al., 2008; HORNUNG et al., 2008), logo, como a SBA-15 é composta por partículas de SiO2, 

é pressuposto que este promissor adjuvante também esteja potencializando a resposta 

imunológica por meio desta via. Desse modo, é de extrema importância avaliar o papel da 

sílica mesoporosa nanoestruturada SBA-15 na ativação do inflamassoma Nalp3, e a partir dos 

resultados obtidos direcionar novos estudos. 
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2 OBJETIVOS 

 

Avaliar o papel da sílica mesoporosa nanoestruturada SBA-15 na ativação do 

inflamassoma Nalp3 em macrófagos peritoneais e derivados da medula óssea. 

 

Investigar os mecanismos de interação dos macrófagos com a SBA-15. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelas comissões de ética para 

utilização de animais do Instituto Butantan, protocolo nº 1219/14, e Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade de São Paulo, registrado como nº 34, fls. 17 do livro 03. 

Camundongos C57BL/6 machos com 6-8 semanas de idade, cedidos pelo Biotério 

Central do Instituto Butantan, foram mantidos em condições convencionais no biotério de 

manutenção do Laboratório de Imunoquímica do Instituto Butantan, em caixas de 

polipropileno medindo 30x20x13cm forradas com maravalha, cinco animais por caixa, com 

água e ração ad libitum até a sua utilização. 

 

3.2 Sílica mesoporosa nanoestruturada – SBA-15 

 

A sílica mesoporosa nanoestruturada SBA–15 foi produzida e fornecida pelo 

laboratório Cristália (Lote: SM_01_00_0002). As amostras de SBA-15 foram sintetizadas 

utilizando um copolímero tribloco, o poli-[óxido de etileno]–poli-[óxido de propileno]-poli-

[óxido de etileno] Pluronic P123, EO20PO70EO20, PM= 5800 – BASF (BASF 

ChemicalCo.,Mount Olive, NJ, EUA), o tetraetil-ortosilicato [TEOS] adquirido da Fluka 

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

Fisher (Fisher Scientific Co.,Pittsburgh, PA, EUA).  Toda a caracterização da síntese e os 

reagentes foram utilizados conforme descrito por Matos et al. (2001). 

O material foi ressuspenso em PBS, na concentração de 5 mg/mL, autoclavado e 

mantido a 4 ºC até sua utilização. 

 

3.3 Obtenção dos macrófagos peritoneais (MP) 

  

 Os animais foram inoculados com 1 mL de Tioglicolato 3% – OXOID (UNIPATH 

LTD., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra), pela via intraperitoneal e, após 4 dias, foram 

eutanasiados por inalação de CO2 em câmara anestésica adequada e por profissional 

qualificado, seguindo as normas vigentes do CONCEA. Após a eutanásia, os animais foram 

embebidos em álcool 70% e transportados até o fluxo laminar onde foi realizado o lavado 
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peritoneal com a inoculação de 5 mL de meio DMEM – LGC Biotecnologia (Labtrade Ltda., 

São Paulo, SP, Brasil) gelado. 

 

3.4 Obtenção de M-CSF do sobrenadante da cultura de células L929 

 

 As células L929 foram gentilmente cedidas pela Dra. Maria Regina D’Império Lima, 

do Departamento de Imunologia - ICB-USP. As células foram colocadas em garrafa de 

cultura de 25 cm
2 

(Corning Inc. - NY, EUA) em 5 mL de meio DMEM completo (10% SFB 

[Cultilab, SP, Brasil], 100 µg/mL de penicilina-estreptomicina [Gibco, Invitrogen Corp., CA, 

EUA]) até confluírem. Após este período, as células foram expandidas para uma garrafa de 75 

cm
2
 contendo 20 mL de meio DMEM completo, até entrarem em confluência novamente, 

então, mantidas por 5 dias para a produção de M-CSF. Após esta etapa, o sobrenadante da 

cultura foi coletado, centrifugado e mantido a -20 ºC até a sua utilização. 

 

3.5 Obtenção dos macrófagos derivados da medula óssea (MDMO) 

 

 Estes procedimentos foram realizados, sempre que possível, com os mesmos animais 

utilizados para a obtenção dos MP. 

Os fêmures dos camundongos foram removidos. Em uma placa de petri os ossos foram 

cortados com auxilio de uma tesoura e, usando uma seringa com agulha de 0,45 milímetros, o 

interior do osso foi lavado com meio DMEM para a retirada das células da medula óssea. O 

material foi homogeneizado e transferido para uma garrafa de cultura de 75 cm
2
 (1 fêmur) ou 

150 cm
2
 (2 fêmures) contendo meio DMEM completo suplementado com 30% do 

sobrenadante de células L929 e mantidos a 37 ºC, em atmosfera umidificada contendo 5% de 

CO2, durante 7 dias. Após 3 dias, foi adicionado mais 10 mL (por fêmur) de meio de cultura 

suplementado com 30% do sobrenadante de L929.  

 

3.6 Tratamento das células peritoneais 

 

 As células obtidas do lavado peritoneal foram centrifugadas a 405×g durante 10 

minutos à 10 ºC, o sobrenadante foi descartado, as células foram ressuspensas em 1 mL de 

meio de cultura, contadas, adicionadas em placas de 96 poços (4 x 10
5 

células em 200 µL de 

meio/poço) e incubadas a 37 °C e 5% CO2 por 2 horas. Após este período, as células não 

aderentes foram retiradas por lavagem com meio de cultura e as células aderentes foram 
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estimuladas com meio DMEM, Nano-SiO2 (InvivoGen., San Diego, USA) (100 µg/mL) e 

SBA-15 (10-500 µg/mL) em triplicata. Após 18-24 horas, os sobrenadantes das culturas 

foram retirados e armazenados a -80 ºC até a utilização. 

 

3.7 Tratamento dos macrófagos derivados da medula óssea 

 

 Após a diferenciação, as culturas de macrófagos foram tripsinizadas, centrifugadas a 

405×g durante 10 minutos a 10 ºC, os sobrenadantes descartados, e as células ressuspensas 

em 1 mL de meio de cultura, contadas, adicionadas em placas de 96 poços (2 x 10
5 

células em 

200 µL de meio/poço) e incubadas a 37 °C e 5% CO2, durante 24 horas. Após este período, as 

células foram estimuladas com meio DMEM, Nano-SiO2 (100-200 µg/mL), Hidróxido de 

Alumínio (Alum) (200 µg/mL) cedido pelo Instituto Butantan (Lote: IB-13/12) e SBA-15 

(100-200 µg/mL), em triplicata na presença ou não de LPS de Escherichia coli 0111:B4 

(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e Z-VAD-FMK (carbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-

[O-methyl] fluoromethylketone) (InvivoGen., San Diego, USA) (20 μM). 24 horas após, os 

sobrenadantes das culturas foram retirados e armazenados a -80 ºC até a utilização. 

 

3.8 Viabilidade celular 

 

A ação da SBA-15 sobre a viabilidade de macrófagos peritoneais foi avaliada pelo 

método de MTT (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-di-phenyltetrazolium bromide) 

(MOSMANN, 1983). Ao término dos estímulos, os sobrenadantes dos poços foram aspirados, 

adicionados 60 µL/poço da solução de MTT (0,83 µg/µL), em meio DMEM sem SFB, e as 

placas incubadas durante 4 h a 37 °C e 5% CO2. Na sequencia, os sobrenadantes foram 

aspirados e adicionados 100 µL/poço de DMSO (Dimetilsulfóxido – Merck -Darmstad, 

Alemanha). As placas permaneceram em repouso, à temperatura ambiente, por cinco minutos 

até a leitura em leitor de placas (Multiskan-EX, Labsystems, Helsinki, Finlândia), nos 

comprimentos de onda de λ 540 e λ 620 nm. A viabilidade celular foi calculada pela seguinte 

fórmula: 

 

[(D.O. amostra (540-620 nm)x 100] 

[(média da D.O. controle (540-620 nm))] 
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3.9 Inibição da fagocitose 

 

Para a inibição da fagocitose os macrófagos peritoneais foram pré-tratados com 

Citocalasina D (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) (10 µM) durante 30 minutos. Após esse 

período, o sobrenadante dos poços foi aspirado e as células estimuladas com meio DMEM, 

SBA-15 (100 µg/mL) e ATP (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) (5 mM). 

 

3.10 Inibição da produção das espécies reativas do oxigênio (EROs) 

 

Para inibir a produção das espécies reativas do oxigênio (EROs), os macrófagos 

peritoneais foram pré-tratados com cloreto de difenileno-iodônio (DPI) (Sigma Aldrich, St. 

Louis, MO, EUA) (10 µM) durante 30 minutos. Após esse período, o sobrenadante dos poços 

foi aspirado e as células estimuladas com meio DMEM e SBA-15 (100 µg/mL).  

 

3.11 Detecção de citocinas nos sobrenadantes das culturas 

  

 A produção das citocinas IL-1β e IL-6 nos sobrenadantes das culturas foi analisada por 

ELISA. As dosagens foram realizadas em duplicata, utilizando sets BD OptEIA
TM

 (Becton 

Dickinson, CA, EUA), seguindo as instruções do fabricante.  

 

3.12 Análises estatísticas 

 

 A análise estatística foi realizada com o auxílio do programa GraphPadPrism, versão 

5.1 para Windows, da GraphPadSoftware. O teste utilizado foi o One Way ANOVA, seguido 

pelo teste de Tukey. As diferenças entre os grupos foram consideradas significantes quando o 

valor p<0.05. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 SBA-15 não é tóxica para macrófagos peritoneais 

 

 A figura 8 mostra que a SBA-15 não é tóxica para macrófagos peritoneais, induzindo 

somente uma redução de 7% e 10% da viabilidade celular nas concentrações de 100 e 200 

µg/mL, respectivamente. Nestas mesmas concentrações, não houve morte celular significativa 

quando comparada com a sílica comercial (Nano-SiO2) ou com o hidróxido de alumínio 

(Alum). 

 

Figura 8 – Viabilidade de macrófagos peritoneais tratados com SBA-15, Nano-SiO2 e 

Hidróxido de Alumínio 
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Macrófagos peritoneais provenientes de camundongos C57BL/6, previamente inoculados com Tioglicolato 3%, 

foram cultivadas em placas de 96 poços (4 x 10
5
 células/poço) e incubados por 2 horas. As células não aderentes 

foram retiradas por lavagem, e as células remanescentes foram estimuladas com meio DMEM, SBA-15 (100 e 

200 µg/mL), Nano-SiO2 (100 e 200 µg/mL) e Alum (100 e 200 µg/mL). A viabilidade celular foi avaliada após 

24 h dos tratamentos, pelo método de MTT, e expressa em porcentagem. Os experimentos foram repetidos ao 

menos três vezes, com o mesmo perfil de resultados e os dados apresentados são provenientes de um 

experimento representativo. 

 

4.2 SBA-15 induz a secreção de IL-1β em macrófagos peritoneais (MP) 

  

 Sabe-se que a ativação dos diferentes inflamassomas, incluindo Nalp3, estão 

envolvidos na ativação da protease caspase-1, culminando na clivagem das citocinas pró-

inflamatórias IL-1β e IL-18 que são produzidas via NF-κB e armazenadas nas suas formas 
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inativas no citosol. Portanto, uma das formas para avaliar a ativação do inflamassoma é pela 

detecção dessas citocinas no sobrenadante das culturas como um indicativo da ativação de 

caspase-1.  Como parâmetro dessa ativação foi avaliada a produção de IL-1β por MP, frente a 

estímulos da SBA-15 (100 µg/mL), comparando com um agonista de Nalp3 (Nano-SiO2– 

InvivoGen) (100 µg/mL) e, como controle negativo, as células foram mantidas apenas com 

meio de cultura (Sem tratamento). 

 Após 18-24 horas de cultura com os estímulos, o sobrenadante dos MP foi coletado 

para a detecção de IL-1β por ELISA. Como observado na Figura 9, a SBA-15 foi capaz de 

induzir a produção de IL-1β a níveis semelhantes aos induzidos pelo Nano-SiO2, sugerindo a 

ativação do inflamassoma e consequentemente da caspase-1, essencial para a secreção desta 

citocina. Também foi observado que a ativação frente ao estímulo de SBA-15 ocorre de uma 

forma dependente da concentração, sendo possível detectar níveis mais elevados de IL-1β nos 

sobrenadantes das culturas, quando adicionado doses crescentes da sílica (10-500 µg/mL) 

(Figura 10). 

 

Figura 9 – Análise da produção de IL-1β por macrófagos peritoneais estimulados com Nano-

SiO2 ou SBA-15 
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Macrófagos peritoneais provenientes de camundongos C57BL/6, previamente inoculados com Tioglicolato 3%, 

foram cultivados em placas de 96 poços (4 x 10
5
 células/poço) e incubados por 2 horas. As células não aderentes 

foram retiradas por lavagem, e as células remanescentes foram estimuladas com meio DMEM, Nano-SiO2 (100 

µg/mL) e SBA-15 (100 µg/mL). Após 24 horas, os sobrenadantes das culturas foram retirados para análise da 

produção de IL-1β por ELISA. Os experimentos foram repetidos ao menos três vezes, com o mesmo perfil de 

resultados e os dados apresentados são provenientes de um experimento representativo. ***p<0.001 em relação 

ao grupo controle (Sem tratamento). 
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Figura 10 – Análise da produção de IL-1β por macrófagos peritoneais estimulados com SBA-

15 

 

Macrófagos peritoneais provenientes de camundongos C57BL/6, previamente inoculados com Tioglicolato 3%, 

foram cultivados em placas de 96 poços (4 x 10
5
 células/poço) e incubados por 2 horas. As células não aderentes 

foram retiradas por lavagem, e as células remanescentes foram estimuladas com meio DMEM e SBA-15 (10-500 

µg/mL). Após 18 horas, os sobrenadantes das culturas foram retirados para análise da produção de IL-1β por 

ELISA. Os experimentos foram repetidos ao menos três vezes, com o mesmo perfil de resultados e os dados 

apresentados são provenientes de um experimento representativo. *p<0.001 em relação ao grupo controle (Sem 

tratamento). 

 

4.3 SBA-15 induz a secreção de IL-1β, dependente de caspase-1, em macrófagos 

derivados da medula óssea (MDMO) 

 

 Para a ativação do inflamassoma in vitro são necessários dois sinais, um proveniente 

de receptores tipo Toll, para a produção das citocinas inativas pró-IL-1β e pró-IL-18 e, um 

agonista para induzir a oligomerização dos NLRs formadores de inflamassoma. Para o 

primeiro sinal, as células receberam 1 µg/mL de LPS durante 4 horas. Como segundo sinal, as 

células foram colocadas frente a estímulos de SBA-15 (200 µg/mL) comparando com Nano-

SiO2 (200 µg/mL) e Alum (200 µg/mL). Os controles negativos utilizados foram apenas os 

estímulos sem a presença do primeiro sinal, só o primeiro sinal ou meio de cultura.  

 Após 24 horas de cultura com os estímulos, os sobrenadantes dos MDMO foram 

coletados para a detecção de IL-1β por ELISA. A Figura 11, mostra que na presença apenas 

do primeiro sinal já houve uma produção basal de IL-1β, sendo essa produção 

significativamente aumentada quando recebido os dois sinais.  Ainda, foi observado que a 

SBA-15 e Nano-SiO2 foram, consideravelmente, melhores agonistas quando comparados com 

o Hidróxido de Alumínio. Também foi confirmado que a presença dos dois sinais é 

imprescindível para a ativação do inflamassoma NLRP3, considerando que as células que 

receberam apenas o segundo sinal não produziram IL-1β. 
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 Como já mencionado, a ativação do inflamassoma culmina na maturação da serino-

protease caspase-1, sendo a secreção de IL-1β dependente de caspase-1. Para avaliarmos o 

envolvimento da caspase-1 nos resultados obtidos com a SBA-15, os macrófagos foram 

estimulados com SBA-15 (100 µg/mL), na presença ou não do inibidor de caspase-1 Z-VAD-

FMK (20 µM), para a análise da secreção de IL-1β nos sobrenadantes das culturas. Como 

esperado, na presença de Z-VAD-FMK, os níveis de IL-1β foram semelhantes à produção 

basal, onde as células foram apenas primadas com LPS (Figura 12). 

  

Figura 11 – Análise da produção de IL-1β por macrófagos derivados da medula óssea 

estimulados com SBA-15, Nano-SiO2 ou Hidróxido de Alumínio 

 

 

MDMO provenientes de camundongos C57BL/6 foram cultivados em placas de 96 poços (2x 10
5
 células/poço) e 

estimulados com meio DMEM, Nano-SiO2 (200 µg/mL), SBA-15 (200 µg/mL) e Alum (200 µg/mL) na 

presença ou não de LPS (1 µg/mL-4h). Após 24 horas, os sobrenadantes das culturas foram retirados para análise 

da produção de IL-1β por ELISA. Os experimentos foram repetidos ao menos três vezes, com o mesmo perfil de 

resultados e os dados apresentados são provenientes de um experimento representativo. ***p<0.001 em relação 

ao grupo controle. ###p<0.001 em relação ao grupo LPS. #p<0,05 em relação ao grupo LPS+Hidróxido de 

Alumínio. 
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Figura 12 – Análise da produção de IL-1β por macrófagos derivados da medula óssea 

estimulados com SBA-15e Z-VAD-FMK 

 

 

MDMO provenientes de camundongos C57BL/6 foram cultivados em placas de 96 poços (2 x 10
5
 células/poço) 

e estimulados com meio DMEM e SBA-15 (100 µg/mL) na presença ou não de LPS (1 µg/mL-4h) e Z-VAD-

FMK (20 μM). Após 24 horas, os sobrenadantes das culturas foram retirados para análise da produção de IL-1β 

por ELISA. Os experimentos foram repetidos ao menos três vezes, com o mesmo perfil de resultados e os dados 

apresentados são provenientes de um experimento representativo. ***p<0.001 em relação ao grupo controle. 

 

4.4 SBA-15 não induz a secreção de IL-6 em macrófagos derivados da medula óssea 

(MDMO) 

 

 Citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α e IL-6, são independentes da ativação de 

inflamassoma, enquanto IL-1β e IL-18 necessitam da ativação do inflamassoma e caspase-1. 

Para comprovar o envolvimento da SBA-15 na ativação de caspase-1 e não de outra via, foi 

analisado a produção das citocinas IL-6 e IL-1β nos sobrenadantes das culturas estimuladas 

com 10 ng/mL de LPS (grupo: LPS), 100 µg/mL de SBA-15 (grupo: SBA-15), na presença ou 

não de 1 µg/mL de LPS, durante 4 horas (grupos: LPS primado; LPS primado+LPS; LPS 

primado+SBA-15) e 20 µM de Z-VAD-FMK (grupo: LPS primado+SBA-15+Z-VAD-FMK). 

 O estímulo com a SBA-15 não induziu a produção de IL-6 (Figura 13A). Quando as 

células foram primadas com 1 µg/mL de LPS durante 4 horas, houve alta produção dessa 

citocina (grupo:LPS primado) e a presença da SBA-15 não interferiu nessa produção (grupo: 

LPS primado+SBA-15), confirmando que este adjuvante não está envolvido na via de 

transcrição da IL-6. Comprovando a ativação do inflamassoma e caspase-1, a SBA-15 induziu 

a produção de IL-1β (grupo: LPS primado+SBA-15), o que não aconteceu quando foi 

adicionado o inibidor de caspase-1 (grupo: LPS primado+SBA-15+Z-VAD-FMK) (Figura 

13B). O estímulo de 10 ng/mL de LPS não elevou consideravelmente a produção de IL-1β 
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(grupo: LPS) e o inibidor de caspase-1 não interferiu na produção de IL-6, confirmando a sua 

especificidade.  

 

4.5 O papel da fagocitose na secreção de IL-1β induzida por SBA-15 

 

Para entender como a SBA-15 estimula a via do inflamassoma para a secreção de IL-

1β, foi testado se a atividade endocítica dos macrófagos era necessária para a produção de IL-

1β, induzida pela SBA-15. Para inibir a fagocitose, as células foram pré-tratadas com 

citocalasina D, um inibidor da polimerização dos microfilamentos de actina e, então, 

estimuladas com SBA-15 e ATP. O uso da citocalasina D diminuiu, consideravelmente, a 

produção de IL-1β sobre o estimulo da SBA-15 (Figura 14), mas não afetou a produção de IL-

1β, em resposta a estímulos de ATP, que utiliza o receptor P2X7, e não necessita da sua 

internalização para ativar o inflamassoma NLRP3, confirmando que os macrófagos estavam 

viáveis e capazes de secretar IL-1β dependente do inflamassoma NLRP3. 

 

4.6 A produção das espécies reativas do oxigênio (EROs) está envolvida na secreção de 

IL-1β induzida por SBA-15 

  

 Com o intuito de esclarecer o mecanismo celular pelo qual a SBA-15 desencadeia a 

ativação do inflamassoma, foi avaliada a exigência da geração de espécies reativas do 

oxigênio para a produção de IL-1β induzida pela SBA-15, uma vez que EROs têm sido 

implicados na ativação do inflamassoma, em resposta a muitos agonistas conhecidos de 

NLRP3. Para inibir a produção das EROs, as células foram pré-tratadas com cloreto de 

difenileno-iodônio (DPI), um inibidor químico da NADPH oxidase e, portanto, da produção 

de EROs, e, estimuladas com SBA-15. Como pode ser observado na figura 15, na presença de 

DPI a secreção de IL-1β, nos sobrenadantes das culturas, foi significativamente diminuída. 
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Figura 13 – Análise da produção das citocinas IL-6 e IL-1β por macrófagos derivados da 

medula óssea estimulados com LPS, SBA-15 e Z-VAD-FMK 
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MDMO provenientes de camundongos C57BL/6 foram cultivados em placas de 96 poços (2 x 10
5
 

células/poço) e estimulados com meio DMEM, LPS (10 ng/mL) e SBA-15 (100 µg/mL) na presença ou não 

de LPS (1 µg/mL-4h) e Z-VAD-FMK (20 μM). Após 24 horas, os sobrenadantes das culturas foram 

retirados para análise da produção de IL-6 (A) e IL-1β (B) por ELISA. Os experimentos foram repetidos ao 

menos três vezes, com o mesmo perfil de resultados e os dados apresentados são provenientes de um 

experimento representativo. ***p<0.001 em relação ao grupo sem tratamento. 
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Figura 14 – Análise da produção de IL-1β por macrófagos peritoneais estimulados com SBA-

15, ATP e citocalasina D 
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Macrófagos peritoneais provenientes de camundongos C57BL/6 previamente inoculados com Tioglicolato 3%, 

foram cultivados em placas de 96 poços (4 x 10
5
 células/poço) e incubados por 2 horas. As células não aderentes 

foram retiradas por lavagem, e as células remanescentes foram estimuladas com meio DMEM, SBA-15 (100 

µg/mL) e ATP (5 mM) na presença ou não de citocalasina D (10 µM). Após 18 horas, os sobrenadantes das 

culturas foram retirados para análise da produção de IL-1β por ELISA. Os experimentos foram repetidos ao 

menos três vezes, com o mesmo perfil de resultados e os dados apresentados são provenientes de um 

experimento representativo. ***p<0.001 em relação ao grupo SBA-15. 

 

Figura 15 – Análise da produção de IL-1β por macrófagos peritoneais estimulados com SBA-

15 e cloreto de difenileno-iodônio (DPI) 
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Macrófagos peritoneais provenientes de camundongos C57BL/6 previamente inoculados com Tioglicolato 3%, 

foram cultivados em placas de 96 poços (4 x 10
5
 células/poço) e incubados por 2 horas. As células não aderentes 

foram retiradas por lavagem, e as células remanescentes foram estimuladas com meio DMEM, SBA-15 (100 

µg/mL) na presença ou não de cloreto de difenileno-iodônio (DPI) (10 µM). Após 18 horas, os sobrenadantes 

das culturas foram retirados para análise da produção de IL-1β por ELISA. Os experimentos foram repetidos ao 

menos três vezes, com o mesmo perfil de resultados e os dados apresentados são provenientes de um 

experimento representativo. ***p<0.001 em relação ao grupo SBA-15. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 A SBA-15, formada por SiO2 com estrutura altamente ordenada, poros interligados de 

aproximadamente 10 nm (ZHAO et al., 1998a, 1998b), tem sido estudada há mais de dez anos 

quanto a sua aplicabilidade como adjuvante para vacinas. Os resultados obtidos nesses 

estudos indicam que essa sílica é promissora para este tipo de aplicação, elevando os níveis de 

anticorpos, contra antígenos de natureza distinta, em camundongos de diferentes linhagens, 

imunizados utilizando SBA-15 na sua formulação. Comparando com o hidróxido de alumínio 

(Alum), um adjuvante utilizado há mais de 90 anos, a SBA-15 obteve níveis semelhantes de 

produção de anticorpos específicos nos testes realizados. (CARVALHO, 2007, 2010; 

CARVALHO et al., 2010; MERCURI et al., 2006; SCARAMUZZI, 2009, 2013; 

SCARAMUZZI, et al., 2009). 

 Embora a SBA-15 demonstre um potencial para ser utilizada como adjuvante de 

vacinas, o modo como o sistema imunológico age na sua presença não está bem 

compreendido. Carvalho e colaboradores observaram em 2010, que a SBA-15 era fagocitada 

e que não induziu alteração na morfologia de macrófagos derivados da medula óssea de 

camundongos das linhagens LIII, LIV e Swiss. Em células dendríticas, derivadas da medula 

óssea de camundongos Balb/c, foi observado aumento na fagocitose da ovalbumina, quando 

essa proteína estava adsorvida em SBA-15 (SCARAMUZZI, 2013). 

 O fato da SBA-15 conter poros sugere que diferentes antígenos possam ficar 

armazenados dentro da sílica, ou formar uma malha contendo diversas partículas interligadas 

de sílica, protegendo o antígeno contido neste agregado molecular. A hipótese é que estes 

antígenos encontrados nos poros ou entre as partículas de sílica, são processados pelas células 

apresentadoras de antígeno que ocasionalmente fagocitam a SBA-15. 

 No entanto, ainda não foi realizado nenhum experimento onde seja possível ver o 

antígeno dentro do poro. Os testes de encapsulação executados até o momento se baseiam na 

dosagem de proteínas, sendo que os resultados obtidos com a produção de anticorpos contra 

os antígenos imunizados sugerem a encapsulação (CARVALHO et al., 2010). Outro modo de 

ação pode ser o efeito de depósito, um fenômeno importante para o desenvolvimento de 

vacinas uma vez que ocorre a liberação lenta do antígeno no local da inoculação, resultando 

na estimulação persistente do sistema imune, um mecanismo compartilhado com o hidróxido 

de alumínio (KUPFERSCHMIDT et al., 2014).  

 O Alum, como já citado, é utilizado desde a década de 20 e os seus mecanismos de 

ação ainda permanecem obscuros (GREGORIO; TRITTO; RAPPUOLI, 2008). 
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Recentemente, foi descrito que a via do inflamassoma Nalp3, que resulta na ativação de 

caspase-1 e secreção de IL-1β é desencadeada in vitro, quando culturas de células recebem o 

estimulo de Alum (EISENBARTH et al., 2008; HORNUNG et al., 2008; KOLL et al., 2008). 

Mas o envolvimento de Nalp3, na atividade imunoestimuladora dos sais de alumínio, é 

controverso.  Li et al. (2008) relataram maior produção de anticorpos IgE total e IgG1 

específico, em animais selvagens imunizados com ovalbumina adsorvida em Alum, quando 

comparados com animais deficientes em Nalp3. Outros autores (FRANCHI; NÚÑES, 2008) 

não observaram diferenças nos níveis de IgG, contra albumina do soro humano, em 

camundongos C57B/6 selvagens e deficientes de Nalp3, na presença de Alum nas 

formulações. 

 Outras partículas de sílica (SiO2) já foram confirmadas como ativadores do 

inflamassoma Nalp3 (CASSEL et al., 2008; DOSTERT et al., 2008; HORNUNG et al., 2008), 

inclusive existem agonistas comercializados deste receptor, como no caso do Nano-SiO2 

(InvivoGen), sintetizado com nanopartículas de dióxido de silício. No entanto, ainda não há 

relatos na literatura sobre a utilização da SBA-15 como adjuvante e o envolvimento do 

inflamassoma em sua possível atividade imunoestimuladora. 

 O mecanismo de ativação de inflamassomas, especificamente NLRP3, pode ser 

desencadeado por diversos estímulos, dentre eles Alum e sílicas. Não parece provável que 

este receptor reconheça especificamente cada uma das partículas. Ao invés disso, alguns 

autores acreditam que ocorra desestabilização fagossomal e geração de espécies reativas do 

oxigênio, o que é sentido por este receptor como um sinal de perigo (CASSEL et al., 2008; 

DOSTERT et al., 2008; HORNUNG et al., 2008). Isso sugere que a SBA-15 fagocitada pelos 

macrófagos provoca a geração de sinais de perigo. Para avaliar essa hipótese, primeiramente 

foi testado se a capacidade endocítica dos macrófagos era necessária para a secreção de IL-1β, 

e conforme observado na figura 14, a inibição da polimerização dos filamentos de actina e 

consequentemente da fagocitose, diminuiu drasticamente, mas não anulou a produção dessa 

citocina. Esse pequeno nível de IL-1β, ainda encontrado nas culturas, pode estar relacionado 

ao fato de que os fagócitos podem endocitar pequenas partículas de SBA-15, enquanto que 

porções maiores dessa sílica são passíveis de fagocitose “frustrada” gerando a produção de 

espécies reativas do oxigênio (DOSTERT et al., 2008). A endocitose de partículas de sílica 

pode estar ocorrendo pelo reconhecimento dessas partículas por meio do receptor pertencente 

à classe A de receptores scavenger (SR-A), denominado MARCO (macrophage receptor with 

collagenous structure) (HAMILTON et al., 2006).  
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 Outro passo importante para compreender a interação dos macrófagos com a SBA-15 

foi analisar se a produção de EROs estava envolvida na ativação do inflamassoma, por 

estímulos de SBA-15, e como visto na figura 15, a inibição da geração de EROs também 

diminuiu, mas não anulou, a produção de IL-1β. Estudos adicionais devem ser realizados, 

onde possam ser inibidas simultaneamente a fagocitose e a formação de espécies reativas do 

oxigênio, além de outros conteúdos lisossomais, também ativadores de NLRP3, como por 

exemplo, catepsina B, que pode ser inibida quimicamente com CA-074 ME. 

 Ainda sobre os possíveis ativadores de NLRP3, sabe-se que ATP e MSU liberados 

para o meio extracelular, por células mortas ou danificadas podem ativar o inflamassoma 

NLRP3 (MARTINON et al., 2006; MARIATHASAN et al., 2006; SHI; EVANS; ROCK, 

2003). Apesar dos experimentos sobre viabilidade celular (Figura 8) não demonstrarem uma 

morte celular significativa, com as concentrações de SBA-15 utilizadas, cerca de 7% de 

células mortas com 100 µg/mL de sílica, pode ser que essa pequena quantidade de células 

mortas liberem esses sinais de perigo, ATP e MSU, e assim ativem o inflamassoma NLRP3. 

Para descartar a hipótese do ATP é necessária a utilização de animais deficientes do receptor 

responsável pelo seu reconhecimento extracelular, denominado P2X7, ou um antagonista 

seletivo de P2X7 (A-740003) e observar se os níveis de IL-1β secretada, após estímulos com 

SBA-15, continuam os mesmos. Quanto ao MSU é preciso adicionar uricase nas culturas de 

macrófagos, para degradar os cristais de ácido úrico, e verificar se as culturas continuam com 

o mesmo padrão de secreção de IL-1β. Todavia, Cassel e colaboradores, (2008) 

demonstraram que apesar de sílicas induzirem certa citotoxicidade, a liberação de IL-1β não 

era uma consequência da lise celular. 

Finalizando os possíveis ativadores endógenos do inflamassoma NLRP3, o efluxo de 

íons potássio é descrito como um ativador deste receptor (PETRILLI et al., 2007). Dostert et 

al. (2008) comprovaram que algumas partículas de amianto e sílica não são internalizadas, 

ficam presas a superfície das células, que pode levar ao rompimento da membrana plasmática 

e liberação do potássio intracelular, resultando na ativação do inflamassoma NLRP3. Para 

certificar se o efluxo de potássio estava envolvido na liberação de IL-1β por estímulos de 

SBA-15, foram realizados alguns experimentos utilizando um tampão rico em potássio (150 

mM KCl) (CASSEL et al., 2008; JIN et al., 2011), porém, não foi obtido êxito nesses 

experimentos, pois nas mesmas concentrações (100-200 µg/mL) e períodos de estímulos (18-

24 h) utilizados neste trabalho, as células não permaneceram viáveis, com cerca de 100% de 

morte em pelo menos 3 ensaios realizados (dados não mostrados). 
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 Como visto na figura 10, os níveis de IL-1β secretada no sobrenadante da cultura de 

macrófagos peritoneais estimulados com SBA-15, indicam a ativação do inflamassoma de 

forma dependente da concentração. Essa ativação também acontece em macrófagos derivados 

da medula óssea de uma forma dependente de caspase-1, sendo os níveis dessa citocina 

restaurados na presença do inibidor de caspase-1 Z-VAD-FMK (Figura 12). Ainda assim, 

seria necessário a utilização de animais deficientes de caspase-1 para confirmar de outro 

modo essa dependência.  

Também é importante a observação das proteínas pró-caspase-1, caspase-1, pró-IL-1β 

e IL-1β no sobrenadante e lisado das células por meio de western blotting, o que ainda é 

preciso ser padronizado, pois não foi obtido êxito nos experimentos realizados até o momento. 

 A SBA-15 demonstrou uma maior eficácia na ativação do inflamassoma quando 

comparado com o Hidróxido de Alumínio (IB-13/12) (Figura 11), uma vez que foi detectado 

mais citocina no sobrenadante da cultura que recebeu o segundo estímulo com sílica. No 

entanto, ainda é preciso analisar o quanto a maior produção de IL-1β pode ser benéfica para 

um adjuvante. 

 Os resultados da figura 13 demonstram que a SBA-15 não é reconhecida por TLRs, o 

que já era esperado por se tratar de um composto inorgânico. A família de receptores do tipo 

Toll reconhece padrões moleculares associados a patógenos, e sua identificação se iniciou 

com a descoberta do gene Toll de Drosophila, cuja função está relacionada no 

estabelecimento da polaridade dorso-ventral embrionária (HASHIMOTO; HUDSON; 

ANDERSON, 1988). Mais tarde, foi revelado que Toll também é essencial na defesa desses 

insetos contra fungos (LEMAITRE et al., 1996). Pelo menos 11 homológos de Toll já foram 

descritos em humanos e 13 em camundongos (KAWAI; AKIRA, 2006). 

 Os TLRs são glicoproteínas de membrana compostas por dois domínios, um 

extracelular com seqüências repetidas ricas em leucina (LRR – Leucine-richrepeat) 

resposnsável pelo reconhecimento de PAMPs e outro citoplasmático, com grande homologia 

com a região intracelular dos receptores de IL-1 (IL-1R) chamado TIR (domínio Toll/IL-1R) 

(AKIRA; TAKEDA, 2004). Após o reconhecimento de agonistas, a ativação dos TLRs 

impulsiona o recrutamento de proteínas adaptadoras como MyD88 (Myeloid Differentiation 

factor 88), MAL/TIRAP (MyD88-adaptor like/TIR-associated protein), TRIF (Toll-receptor-

associated activator of interferon), TRAM (Toll-receptor-associated molecule) ou SARM 

(Sterile α- andarmadillo-motif containing protein) que podem ativar quinases e fatores de 

transcrição como IRFs (IFN-responsive factors) e NF-κB (Nuclear fator kappa enhancer 

binding protein) (CARTY et al., 2006; TAKEDA; AKIRA, 2005). O NF-κB desempenha um 
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papel na expressão de genes de algumas citocinas, tais como IL-6 (LENARDO; 

BALTIMORE, 1989). Portanto, como a SBA-15 não induziu a produção desta citocina, mas 

induziu IL-1β, é possível sugerir que este adjuvante atua pela via do inflamassoma e não pela 

via do NF-κB. 

 Todos os processos de ativação dos inflamassomas citados, até o momento, são 

conhecidos como convencionais ou canônicos, mas também existem relatos de ativação não 

canônica de inflamassomas dependentes de caspase-11, uma caspase pró-inflamatória ainda 

pouco estudada (AACHOUI et al., 2013; BROZ; MONACK, 2013; HAGAR et al., 2013; 

KAGAN, 2013; KAYAGAKI et al., 2013). Hagar et al. e também  Kayagaki et al., ambos em 

2013, demonstraram que essa ativação não canônica é desencadeada pelo estímulo de LPS 

presente no citosol das células, independentemente de TLR4. No entanto, como essa ativação 

não convencional ocorre ainda não é completamente compreendido. 

Em experimentos de dose letal mediana (DL50), realizados utilizando duas toxinas 

diferentes: LPS e Toxina Diftérica, encapsulados com SBA-15, demonstraram efeitos 

distintos da SBA-15 em cada uma delas. Observou-se que a sílica aumentou a toxicidade do 

LPS e diminuiu da toxina difitérica (SANT’ANNA et al., 2013 - dados não publicados). 

Naquele momento não havia uma explicação obvia para o acontecido, apenas foi concluído 

que exotoxinas e endotoxinas agem diferentemente quando encapsuladas à SBA-15.  

Agora, sabendo do reconhecimento do LPS citosólico e ativação do inflamassoma via 

caspase-11, podemos sugerir que o LPS presente nos poros ou entre a malha de partículas de 

sílica, consegue alcançar o citoplasma da célula e também ativar caspase-11, além da caspase-

1 ativada pela SBA-15, e isso resultaria na mortalidade de todos os animais utilizados. 

Podendo ser realizado os mesmos experimentos de DL50 com LPS/SBA-15 em animais 

deficientes para caspase-1/11 e observar se há um retardamento ou diminuição na mortalidade 

desses animais. Caso isso aconteça, supostamente o LPS estaria utilizando a SBA-15 para 

chegar ao citosol. Outra forma de demonstrar que a sílica pode transportar antígenos para o 

citoplasma seria a realização de experimentos semelhantes aos executados pelo grupo da Dra. 

Karina Bortoluci, com a utilização da flagelina purificada inserida em vesículas lipídicas 

catiônicas DOTAP (dioleoyl trimethylammonium propane). Este grupo demonstrou que a 

flagelina inserida em DOTAP é levada para o citosol ativando Naip5/Ipaf (LAGE et al., 

2013). 

Apesar de demonstrar a ativação de inflamassoma sobre o estímulo da SBA-15, 

mesmo confirmando que outros tipos de sílica ativam NLRP3, ainda não é possível afirmar 

que a SBA-15 ativa especificamente NLRP3. Para isso, seria imprescindível a utilização de 
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animais deficientes deste receptor e também da molécula adaptadora ASC, e observar se os 

níveis de IL-1β secretada serão restaurados para o basal.  

No presente trabalho, para a obtenção dos macrófagos peritoneais foi inoculado 

previamente, 1 mL de Tioglicolato 3% na cavidade peritoneal dos animais, após quatro dias 

foi feito o lavado peritoneal e as células foram plaqueadas para a utilização apenas das células 

aderentes. Sabe-se que na cavidade peritoneal, além de macrófagos, também estão presentes 

muitos linfócitos B, células dendríticas, eosinófilos, mastócitos, neutrófilos, linfócitos T, 

células NK e células NKT invariantes (CASSADO et al., 2011; GHOSN et al., 2010; 

SCHLEICHER; HESSE; BOGDAN, 2005). Sobre o estímulo prévio de Tioglicolato, Ghosn e 

colaboradores, (2010) demonstraram que a população da cavidade peritoneal de animais 

BALB/c é de aproximadamente 50% macrófagos, 20% linfócitos B, 10% neutrófilos, 10% 

monócitos, 7% eosinófilos e cerca de 2% linfócitos T. Trabalho realizado por Schleicher; 

Hesse; Bogdan (2005), concluiu que em cultura de macrófagos derivados da medula óssea 

também existe uma pequena população de células linfóides. No entanto, nos experimentos de 

obtenção de MP e MDMO não foram incluídos testes para observar a porcentagem de 

macrófagos em cada partida de células. 

Embora não analisada a porcentagem exata de macrófagos utilizados em cada 

experimento, os resultados obtidos, principalmente, com MDMO não podem ser 

subestimados. Visto que: a SBA-15 induziu níveis mais elevados de IL-1β quando comparado 

com o hidróxido de alumínio; a secreção desta citocina por estímulos da SBA-15 é 

dependente de caspase-1; e esta sílica atua pela via do inflamassoma e não está envolvida em 

outras vias de produção de citocinas, como por exemplo, IL-6.  
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6 CONCLUSÃO 

 

- A SBA-15 é capaz de ativar o inflamassoma de uma forma dependente da concentração; 

 

- A SBA-15 induz níveis mais elevados de IL-1β quando comparada com o hidróxido de 

alumínio; 

 

- A secreção de IL-1β por estímulos da SBA-15 é dependente de caspase-1; 

 

- A SBA-15 atua pela via do inflamassoma e não está envolvida na via de produção de IL-6; 

 

- A secreção de IL-1β, por estímulos da SBA-15, é parcialmente dependente da fagocitose e 

da produção de Espécies Reativas do Oxigênio. 

 

Figura 16 – Mecanismo de interação da SBA-15 com macrófagos 

 

 
A secreção de IL-1β por estímulos de SBA-15 é demonstrada. Após receber o 1º sinal, com LPS (MDMO) ou 

Tioglicolato (MP), os macrófagos produzem a forma inativa de IL-1β (pró-IL-1β), que fica armazenada no 

citoplasma da célula. O 2º sinal, com estímulo de SBA-15, é adicionado na cultura. A célula internaliza a SBA-

15 e o lisossomo se rompe liberando seu conteúdo, dentre eles, EROs, que inicia a ativação do inflamassoma 

NLRP3 e consequentemente da caspase-1. A caspase-1 cliva a pró-IL-1β, para ser liberada na sua forma ativa. 

As inibições da fagocitose, com citocalasina D, e das espécies reativas do oxigênio, com DPI, diminuíram 

consideravelmente a secreção de IL-1β. A inibição da caspase-1, com Z-VAD-FMK, restaurou a secreção de IL-

1β para o seu estado basal. 
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