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RESUMO 

 
Tiyo BT. Nanopartículas como estratégia de delivery de antígenos de HIV para o pulso de 

células dendríticas derivadas de monócitos: potencial aplicação na imunoterapia anti-HIV 

[tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2023. 

 

A imunoterapia baseada em células dendríticas (DC) constitui uma ferramenta potencial para 

aperfeiçoar o tratamento da infecção pelo HIV, cujo intuito é estimular e direcionar uma 

resposta imune específica contra a infecção viral. O protocolo mais utilizado para a obtenção 

de DCs envolve a cultura de monócitos na presença de IL-4 e GM-CSF e posterior ativação das 

DCs imaturas com citocinas pró-inflamatórias. As aDC1, diferentemente das DCs derivadas de 

monócitos convencionais, exibem uma capacidade superior de induzir uma resposta de linfócito 

T CD8+, capaz de eliminar células infectadas pelo HIV-1. Além da importância da qualidade 

da DC, agentes carreadores têm ganhado notoriedade por melhorarem a entrega do antígeno 

para célula ou tecido de interesse. A nanopartícula de quitosana (QS) tem sido utilizada por ter 

origem de um polímero natural, não-tóxico, biocompatível e biodegradável, enquanto a 

nanopartícula de sílica tem sido amplamente aplicada no contexto de delivery de fármacos e 

antígenos por conta de sua estabilidade e possibilidade de diferentes formulações. Dessa forma, 

o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do uso de nanopartículas para o delivery de antígenos 

de HIV em células dendríticas do tipo aDC1. Nos ensaios iniciais, a avaliação da viabilidade 

das células de linhagem RAW 264.7, estimuladas com nanopartículas de QS e sílica, foi 

avaliada por MTT. Entretanto, desafios como a instabilidade e a reprodutibilidade na produção 

das nanopartículas de QS foram decisivos para encerrarmos os ensaios com a QS. Dessa forma, 

optamos por dar continuidade somente com as nanopartículas de sílica. A proporção calculada 

para conjugação de nanopartículas de sílica aos peptídeos de HIV foi de 10:1. A avaliação da 

viabilidade e análise fenotípica de aDC1, pulsadas com nanopartículas de sílica, foi realizada 

por citometria de fluxo, assim como a avaliação dos diferentes tempos de internalização das 

partículas pelas células. Diferentemente, as nanopartículas de sílica, na concentração de 10 

µg/ml, conjugadas a 1 µg/ml do peptídeo Gag.27 do HIV, parecem não interferir na viabilidade 

das aDC1, quando comparadas às nanopartículas sem conjugação à antígenos. Em relação à 

avaliação do perfil fenotípico das aDC1, na qual foram utilizados os marcadores de ativação e 

maturação CD40, CCR7, CD80, CD83 e HLA-DR, nenhuma diferença significativa foi 

observada entre as células que receberam as nanopartículas dos controles. Um achado 

inesperado foi o aumento na expressão da molécula CD14 nas aDC1 pulsadas com as 

nanopartículas de sílica, principalmente quando não associadas aos peptídeos, fato que pode 

estar relacionado à apoptose celular. Por fim, o tempo de 8 horas parece ser o suficiente para a 

internalização das nanopartículas de sílica conjugadas aos peptídeos de HIV por aDC1, achado 

demonstrado por citometria e microscopia de fluorescência. Em suma, reiteramos o potencial 

uso das nanopartículas de sílica conjugadas a peptídeos de HIV para culturas de células com 

aDC1.  

 

Palavras-chave: HIV. Células dendríticas. Imunoterapia. Nanopartículas. Dióxido de silício. 

Citometria de fluxo. 
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ABSTRACT 
 

Tiyo BT. Nanoparticles as a delivery strategy for HIV antigens to pulse monocyte-derived 

dendritic cells: potential application in anti-HIV immunotherapy [thesis]. São Paulo: 

“Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2023. 

 

Immunotherapy based on dendritic cells (DC) is a potential tool for improving the treatment of 

HIV infection, whose aim is to stimulate a direct and specific immune response against viral 

infection. The most commonly used protocol for obtaining DCs involves culturing monocytes 

in the presence of IL-4 and GM-CSF and subsequent activation of immature DCs with pro-

inflammatory cytokines. aDC1, unlike conventional monocyte-derived DCs, exhibits a superior 

ability to induce a CD8+ T lymphocyte response capable of eliminating HIV-1-infected cells. 

In addition to the importance of DC quality, carrier agents have gained notoriety for improving 

antigen delivery to the cells or tissues of interest. Chitosan nanoparticles (QS) have been used 

because they are from a natural source, non-toxic, biocompatible, and biodegradable polymer, 

while silica nanoparticles have been widely applied in the context of drug and antigen delivery 

owing to their stability and the possibility of different formulations. Therefore, the objective of 

this study was to evaluate the effect of nanoparticles on delivery of HIV antigens to aDC1-type 

dendritic cells. In the initial tests, the viability of RAW 264.7 cells, stimulated with QS and 

silica nanoparticles was evaluated by MTT. However, challenges, such as instability and 

reproducibility in the production of QS nanoparticles, were decisive in ending QS trials. 

Therefore, we chose to continue using only silica nanoparticles. The ratio calculated for the 

conjugation of silica nanoparticles to HIV peptides was 10:1. Evaluation of the viability and 

phenotypic analysis of aDC1 pulsed with silica nanoparticles was carried out by flow cytometry, 

as well as evaluation of the different internalization times of the particles by the cells. In 

contrast, silica nanoparticles, at a concentration of 10 µg/ml, conjugated to 1 µg/ml of the HIV 

Gag.27 peptide, did not seem to interfere with the viability of aDC1, when compared to 

nanoparticles without conjugation to antigens. Regarding the evaluation of the phenotypic 

profile of aDC1, in which the activation and maturation markers CD40, CCR7, CD80, CD83, 

and HLA-DR were used, no significant difference was observed between the cells that received 

nanoparticles and the controls. An unexpected finding was the increase in the expression of the 

CD14 molecule in aDC1 pulsed with silica nanoparticles, especially when not associated with 

peptides, which may be related to cell apoptosis. Finally, 8 h seemed to be sufficient for the 

internalization of silica nanoparticles conjugated to HIV peptides by aDC1, as demonstrated by 

cytometry and fluorescence microscopy. In summary, we reiterated the potential use of silica 

nanoparticles conjugated to HIV peptides in aDC1 cell cultures. 

 

Keywords: HIV. Dendritic cells. Immunotherapy. Nanoparticles. Silicon dioxide. Flow 

cytometry.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

A infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) é um grave problema de saúde 

pública mundial que acomete mais de 39 milhões de pessoas, de acordo com a Organização 

Mundial da Saúde. Em 2022, foram notificados 1,3 milhão de novos casos e 630 mil mortes 

relacionadas a esta doença (1). No Brasil, entre 2007 e junho de 2022, foram notificados 

434.803 casos de infecção pelo HIV, sendo a região Sudeste a mais prevalente, com 183.901 

casos (42,3%) (2). A principal característica desta doença é o grave comprometimento do 

sistema imune do hospedeiro, levando a um quadro de imunossupressão, o que caracteriza a 

síndrome da imunodeficiência adquirida (aids) (3). 

Na tentativa de encontrar o agente causador da aids, o HIV foi descrito em 1983 

diferenciando-o, assim, do até então suspeito vírus linfotrópico de célula T humana (HTLV). 

Com os avanços nas técnicas moleculares, no final de 1984, foi possível comprovar que o HIV 

pertence à família Retroviridae, subfamília Lentivirinae, gênero Lentivírus (4). Este vírus é 

composto por: um genoma com duas cópias de RNA de fita simples, envoltos por uma camada 

proteica (ou nucleocapsídeo); um capsídeo; um envelope externo composto por uma bicamada 

fosfolipídica; além de várias proteínas estruturais e enzimas virais (5) (Figura 1).  

 

Figura 1. Estrutura do HIV-1 

 

Fonte: Ministério da Saúde, 2013 
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A infecção acontece quando a glicoproteína gp120 do HIV se liga à molécula CD4 

presente na superfície da célula hospedeira, principalmente linfócitos, mas também macrófagos 

e células dendríticas (DCs) (6)(LEVY, 1989). Após esta interação inicial, há a exposição de 

uma outra molécula na superfície da célula, o receptor C-C de quimiocina do tipo 5 (CCR5) ou 

receptor C-X-C de quimiocina do tipo 4 (CXCR4), permitindo a fusão do vírus à célula 

hospedeira (7).  

A principal causa da imunossupressão e consequente progressão para aids em pacientes 

infectados pelo HIV é o declínio no número de linfócitos T CD4+, visto que estas células são 

as responsáveis por mediar tanto a resposta imune celular quanto a humoral. Considerando a 

contínua depleção destes linfócitos, o hospedeiro se torna suscetível às doenças oportunistas, 

podendo progredir ao óbito (3). Assim, a ativação de linfócitos T CD8+ citotóxicos (CTL), bem 

como a produção de anticorpos específicos, são importantes no controle da replicação viral, 

tendo sido observado que os níveis de CTL são inversamente relacionados à carga viral 

plasmática (8).  

Na tentativa de controlar a progressão da doença, as terapias antirretrovirais (ART) 

melhoraram a qualidade e expectativa de vida das pessoas que vivem com HIV ou aids (PVHA), 

além de reduzir a transmissão do vírus. Com o avanço da ART, as complicações deixaram de 

ser decorrentes da infecção em si, mas sim do uso prolongado dos antirretrovirais, de modo que 

a infecção pelo HIV passou a ser considerada uma doença crônica (9). Por outro lado, embora 

a ART intervenha na replicação do vírus em diferentes pontos do ciclo e consiga manter a carga 

viral a níveis indetectáveis, ela não é capaz de promover a cura da infecção. Este fato acontece 

visto que não é possível erradicar os persistentes reservatórios de HIV, onde os medicamentos 

não agem, de modo que ao suspender a ART, a carga viral do paciente volta a ser detectável 

(10).  

Assim, considerando que a ART não restaura por completo o sistema imune do paciente, 

a imunoterapia para o tratamento da infecção por HIV tem se mostrado uma estratégia 

complementar altamente promissora (11–13). Diante disso, a imunoterapia com citocinas, a 

partir do final dos anos 90, buscou restabelecer esse sistema comprometido, com uso de 

interleucina-2 (IL-2) e IL-7, por exemplo. Pouco tempo depois, no começo dos anos 2000, as 

vacinas terapêuticas surgiram inicialmente como uma alternativa para a ART, como as derivadas 

de Poxvirus ou Adenovirus, vacinas com partículas de HIV inativado, de DNA, ou ainda, com 

DC (14). 
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A escolha de DCs para uso em vacina terapêutica é devida à sua importância no 

reconhecimento, processamento e apresentação antigênica para as células T específicas. As DCs 

são células apresentadoras de antígeno (APCs) que exercem uma importante ponte entre a 

imunidade inata e adquirida e são as únicas capazes de estimular linfócitos T naive, para iniciar 

novas respostas imunes (15,16). DCs imaturas possuem alta capacidade na captura de 

antígenos, enquanto que uma resposta celular é estimulada quando a DCs está totalmente 

madura. Esta última expressa altos níveis de moléculas do complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC) e de moléculas coestimuladoras em sua superfície (15). 

Um outro aspecto relevante relacionado à função da DCs é o conjunto de evidências de 

que as DCs são capazes de ativar reservatórios de HIV (17). Estes reservatórios, localizados 

principalmente nos tecidos linfoides, se estabelecem muito precocemente no curso da infecção, 

através da integração do DNA viral ao genoma do hospedeiro, podendo permanecer por longos 

períodos de latência, sendo que o quanto antes se iniciar o tratamento, menores eles serão (18–

23). Além disso, a dificuldade em se quantificar estes reservatórios é um obstáculo para alcançar 

a cura para esta infecção. Alguns dos métodos atualmente utilizados são a avaliação da 

quantidade de DNA de HIV integrado às células infectadas, ou ainda, pela replicação viral em 

células em estado de repouso (24).  

Considerando que a quantidade de DCs circulantes em relação aos leucócitos é de 

apenas 0,2% (15), a obtenção destas células em quantidade necessária para protocolos de 

imunoterapia torna-se um desafio complexo. Neste sentido, com o desenvolvimento na década 

de 1990 de técnicas de obtenção de DCs a partir de precursores captados do sangue periférico 

(25), foi possível a aplicação das DC em protocolos de imunoterapia. As DCs mais comumente 

utilizadas para a produção da vacina terapêutica são derivadas de monócitos, tendo sido 

descritos até o presente vários protocolos para sua diferenciação, resultando em DCs com 

diferentes características fenotípicas. 

O protocolo mais utilizado para a obtenção de DCs envolve a cultura de monócitos na 

presença de IL-4 e GM-CSF e posterior ativação das DCs imaturas com citocinas pró-

inflamatórias. Alternativamente, com base na plasticidade das DCs e seus precursores, métodos 

diferentes para a obtenção destas células têm sido propostos, no sentido de polarizar a resposta 

imune para o padrão mais adequado contra o patógeno. Particularmente, no caso de infecção 

por vírus, o estímulo de uma resposta polarizada para Th1 é desejável a fim de eliminar as 

células infectadas. 
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Características críticas para as DCs induzirem um padrão Th1 de resposta incluem: 

status de ativação completo, capacidade de resposta às quimiocinas de órgãos linfoides 

secundários e habilidade em produzir altos níveis de IL-12p70. Tal resultado pode ser induzido 

por DCs ativadas em condições distintas às convencionalmente obtidas, através do estímulo 

com a combinação de citocinas pró-inflamatórias e interferons (IFN) tipo I e II, sendo 

denominadas aDC1. Tais células apresentam uma exuberante capacidade de induzir a produção 

de IL-12p70 e expressar altos níveis de CCR7, receptor de quimiocina responsável pela 

migração das DCs aos órgãos linfoides secundários (26). Ainda, foi constatado em ensaios in 

vitro que a aDC1 exibe uma capacidade superior de induzir uma resposta de linfócito T CD8+, 

capaz de eliminar células infectadas pelo HIV-1 (27). 

Para a aplicação das DCs em protocolos de imunoterapia, o candidato ao tratamento é 

submetido a uma leucoaférese para obtenção de células mononucleares de sangue periférico 

(PBMC). A partir desta população, os monócitos são isolados e posteriormente estimulados in 

vitro com citocinas específicas para diferenciação em DCs imaturas. Em seguida, estas células 

são pulsadas com antígenos de HIV e submetidas a estímulos inflamatórios para a completa 

maturação. Por fim, as células maduras capazes de realizar apresentação antigênica são 

reinoculadas no paciente (Figura 2) (16). O intuito é estimular e direcionar a resposta imune 

específica do paciente contra uma infecção viral (28,29). 
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Figura 2. Esquema de imunoterapia baseada em células dendríticas derivadas de monócitos 

para pacientes com HIV. 

 

Adaptado de: Oshiro; de Almeida; da Silva Duarte, 2009.  
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Assim, a qualidade do produto vacinal é decisiva para o sucesso da imunoterapia. Além 

da importância da qualidade da DCs a ser inoculada no paciente, o tipo de antígeno utilizado 

para pulsar as DCs é igualmente relevante. Adicionalmente, o modo de pulso destes antígenos 

pelas DCs também interfere diretamente na qualidade do produto. 

Em relação aos antígenos de HIV utilizados para pulsar as aDC1, a literatura apresenta 

diversos protocolos clínicos (29), tendo sido utilizados peptídeos virais (30,31) e mRNA 

codificando proteínas do HIV (32–34). Para utilização do vírus inteiro faz-se necessário sua 

inativação, que pode ser pelo calor (35,36) ou por compostos químicos (37). Estes antígenos de 

HIV podem ou não estar em um veículo que auxilie sua entrada para as DCs. Recentemente, 

peptídeos do HIV tem ganhado notoriedade, uma vez que em detrimento ao repertório viral 

completo oferecido pelo vírus inteiro, a imunização com peptídeos permitiria estimular uma 

resposta imune mais direcionada a um padrão de resposta imune desejável na infecção pelo 

HIV, por exemplo, utilizando ferramentas de bioinformática capazes de realizar a predição de 

peptídeos relevantes para a resposta imune desejada. 

Agentes carreadores têm ganhado notoriedade por melhorarem a entrega do antígeno 

para a célula ou tecido de interesse. Estes veículos podem transportar diversos compostos, como 

antígenos e fármacos, diferindo em tamanho, composição e estrutura (38). Logo, a utilização 

de nanopartículas tem promovido avanços nos protocolos de imunoterapia por mediarem a 

modulação do sistema imune (38,39), principalmente contra doenças infecciosas (38,40) e 

câncer (38,41,42). 

Tendo em vista os veículos utilizados para pulso de antígenos de HIV, estudos pré-

clínicos com partículas semelhantes ao vírus (VLP) (43,44), nanopartículas de ouro (GNP) (45), 

nanopartículas de ácido polilático (PLA-NP) e ácido poli(ácido lático-co-ácido glicólico) 

(PGLA) (46) têm sido desenvolvidos. Ainda, há os veículos associados aos lipídeos, como os 

lipossomos (44,47), nanocápsulas lipídicas (48) e lipopeptídeos (49). Estes veículos têm 

mostrado bons resultados na indução de uma resposta imune celular específica, constituindo 

ferramentas promissoras para melhorar as vacinas anti-HIV. 

O uso das nanopartículas pode representar uma nova forma de se comunicar com o 

sistema imune, já que elas podem ser reconhecidas pelas células imunes e gerar uma modulação 

na resposta. Este fato pode melhorar as chances de controle de uma doença infecciosa que não 

tem respondido bem às vacinas tradicionais (39). Um polímero natural que tem sido 

amplamente estudado como modulador do sistema imune é a quitosana (QS) (38,39,50). Este 
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polissacarídeo possui vantagens como não-toxicidade, biocompatibilidade e 

biodegradabilidade (50). A nanopartícula de QS tem sido utilizada em estudos pré-clínicos 

como veículo de antígenos em vacinas de mucosas, com aplicações através de sprays nasais, 

por exemplo, devido a suas propriedades mucoadesivas (51,52). Por ser um sistema livre de 

agulhas, pesquisadores têm defendido que estas vacinas possuem facilidade na administração e 

maior adesão de pacientes (53). Além disso, a nanopartícula de QS tem sido utilizada em 

estudos de terapia gênica (54,55), de vacinas contra a tuberculose (56) e câncer (44,57), e como 

carreador de antirretrovirais (58,59). No que se refere à sílica, esta nanopartícula é amplamente 

utilizada em pesquisas biomédicas devido à sua biodegradabilidade, alta capacidade de 

modificações por conta dos poros ou da superfície, versatilidade e estabilidade (60,61). 

Estudos clínicos utilizando DCs para imunoterapia têm sido conduzidos desde o final 

da década de 90 (62) e desde então muitos estudos têm sido realizados (63). Neste contexto, 

desde 2006 nosso grupo de pesquisa vem atuando em projetos que visam avaliar e aprimorar 

protocolos de imunoterapia anti-HIV baseada em DCs e também em protocolo clínico de 

imunoterapia anti-HIV baseada em DCs. Os resultados obtidos até o presente por nosso grupo, 

e também por outros, têm demonstrado que os pacientes apresentam variadas intensidades de 

resposta às vacinas terapêuticas baseadas em DCs. Este fato pode estar relacionado tanto ao 

tipo de DC quanto ao antígeno utilizado para a sua formulação, que interferem diretamente na 

qualidade do produto vacinal e, consequentemente, na qualidade da resposta ao tratamento. 

Deste modo, a otimização na entrega de antígenos de HIV às aDC1 pode melhorar a resposta a 

este tipo de imunoterapia. 

Diante disso, pesquisas por estratégias inovadoras para conter a infecção pelo HIV são 

de grande relevância, não somente por buscar novas alternativas de tratamento, mas também 

aprimorar estratégias já em uso. Atualmente, nosso grupo de pesquisa vem estudando as DCs 

do tipo aDC1, desenvolvidas pela equipe do Prof. Robbie B. Maillard, que são nossos 

colaboradores. Neste contexto torna-se pertinente estudar estratégias de otimização da 

imunoterapia. Assim, estudar outras formas de pulso antigênico pelas DC poderia aprimorar a 

qualidade do produto vacinal. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar o efeito do uso de nanopartículas para o delivery de antígenos de HIV em células 

dendríticas do tipo aDC1.  

 

2.2. Objetivos específicos 

• Produzir nanopartículas de quitosana para delivery de antígenos HIV; 

• Avaliar o efeito das nanopartículas de quitosana e sílica sobre a viabilidade celular; 

• Analisar o efeito do pulso de antígenos de HIV associados às nanopartículas, sobre a 

expressão de moléculas de superfície por aDC1 em comparação a antígenos não 

associados às nanopartículas;  

• Avaliar a capacidade das aDC1 pulsadas com nanopartículas associadas a antígenos de 

HIV, em induzir resposta imune específica por linfócitos autólogos; 

• Avaliar a capacidade das aDC1 em internalizar as nanopartículas associadas a antígenos 

de HIV. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Produção e conjugação das nanopartículas 

3.1.1. Nanopartículas de quitosana (QS) 

Para a preparação das nanopartículas de QS foi utilizada QS de baixo peso molecular 

(Sigma – Aldrich), com grau de desacetilação de 75 a 85%, tripolifosfato (TPP) de sódio 85% 

(Sigma – Aldrich), ácido acético glacial (Synth), cloreto de sódio (Synth) e hidróxido de sódio 

1M (Synth). Em todos os experimentos foi utilizada água ultrapura para o preparo das soluções.  

Inicialmente, preparamos a solução de QS, procedendo à diluição da QS em ácido 

acético glacial 1% e solução de cloreto de sódio 0,9% (massa/volume), para uma concentração 

final de 2000 µg/ml. Em seguida, a solução de QS teve seu valor de pH ajustado em 5,5. Após 

completa diluição com auxílio de um agitador magnético, a solução resultante foi 

primeiramente filtrada em filtro 0,45 µm (Millipore) para eliminar todo e qualquer tipo de 

partícula e a QS não solubilizada. Logo após, a solução de QS foi filtrada em filtro 0,22 µm 

(Millipore) para retenção de possíveis contaminantes microbiológicos.  

Paralelamente, preparamos uma segunda solução, composta por TPP com concentração 

de 1000 µg/ml, em solução de cloreto de sódio 0,9% (massa/volume). Após, a solução de TPP 

teve seu valor de pH ajustado para 9,0. Ainda, igualmente à solução de QS, esta solução também 

foi filtrada em filtro 0,22 µm (Millipore). 

Em seguida, prosseguimos para a formação das nanopartículas de QS. O processo de 

geleificação iônica ocorreu a partir da adição de 4 ml de solução de TPP, por gotejamento, em 

6 ml de solução de QS, em uma proporção de 3:1 QS/TPP (massa/massa). O gotejamento foi 

realizado a uma velocidade aproximada de 1 ml/minuto, com auxílio de uma seringa estéril de 

10 ml e agulha hipodérmica de 32x0,7 mm (22 G1¼). A solução de TPP foi gotejada sobre a 

solução de QS, previamente contida em um poço (placa para cultivo de células com 6 poços), 

de fundo reto e estéril. A velocidade de agitação magnética foi aumentada gradualmente de 450 

rpm até 750 rpm.  

Após gotejamento total da solução de TPP sobre a solução de QS, a suspensão foi 

mantida sob agitação a 750 rpm, durante 60 minutos. Como esperado, a solução final apresentou 

um aspecto visual levemente turvo, com coloração azulada. Este processo foi realizado em 

temperatura ambiente, dentro de um fluxo laminar. Passados os 60 minutos, a solução foi 

transferida para um tubo cônico do tipo Falcon de 15 ml, estéril, e armazenada a 4ºC até o 
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momento do uso. Testou-se também uma etapa de centrifugação a 13.000 g, a 25ºC, durante 30 

minutos, sendo posteriormente suspendidas em meio de cultura AIM-V.  

Nos ensaios iniciais foram elaboradas somente nanopartículas de QS não-modificadas 

e, posteriormente, nanopartículas de QS modificadas com 132 µg/ml de albumina bovina sérica 

(BSA) ou 3,2 µg/ml de peptídeos de hemopressina. Para modificação das nanopartículas de QS, 

durante o preparo da solução de TPP, foram adicionados o BSA ou o peptídeo de hemopressina. 

Após junção da solução de TPP, contendo o BSA ou o peptídeo, com a solução de QS, teve-se 

a formação das nanopartículas modificadas com os respectivos antígenos. 

 

3.1.2. Nanopartículas de sílica  

As nanopartículas de sílica, de composição química SiO2, possuem de 17 a 18 nm de 

diâmetro, com estrutura rígida e compacta (não-porosas). Sua carga (potencial zeta), quando 

não modificada, é de aproximadamente -27,7 mV. No desenvolvimento deste trabalho foram 

utilizadas nanopartículas de sílica de mesma composição, tamanho e carga, com diferenças 

somente no marcador: 1) corante rodamina, cujo pico de excitação está em 525 nm e 548 nm 

de emissão; 2) corante fluoresceína (FITC), com excitação e emissão em aproximadamente 495 

nm/521 nm; 3) nanopartícula sem corante. 

Estas partículas foram desenvolvidas pelo Método de Stöber no Laboratório de Química 

Supramolecular e Nanotecnologia, no Instituto de Química da Universidade de São Paulo (IQ-

USP). As definições de suas características físico-químicas foram baseadas em trabalhos 

anteriormente publicados (64,65).  

A proporção calculada entre as nanopartículas de sílica e os peptídeos de HIV foi de 

10:1, sendo considerada a quantidade de proteína compatível com a quantidade de sílica 

(massa/massa). Os cálculos foram realizados por nossos colaboradores do Laboratório de 

Química Supramolecular e Nanotecnologia, no Instituto de Química da Universidade de São 

Paulo (IQ-USP). As conjugações foram realizadas em temperatura ambiente, dentro de um 

fluxo laminar. Em um microtubo estéril de 1,5 mL foi adicionada uma solução (água, salina ou 

PBS), seguido dos peptídeos e, por fim, as nanopartículas. Entre cada reagente adicionado, o 

microtubo foi agitado por 10 segundos com auxílio de um vórtex. Ainda, as conjugações das 

nanopartículas foram realizadas com, no mínimo, 24 horas antes de seu uso, seja para 

caracterização ou pulso em cultura celular. 
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3.2. Avaliação da viabilidade celular através de teste colorimétrico de MTT 

Para avaliar se as nanopartículas interferem na viabilidade celular foram realizados 

testes de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina]. Nestes ensaios, a 

viabilidade celular foi quantificada pela redução de sais de tetrazólio (MTT) a formazan, devido 

à atividade das enzimas desidrogenases. O produto desta reação metabólica deixa de ter uma 

coloração amarela e passa a ter uma coloração roxa, que pode ser solubilizada e quantificada 

por espectrofotometria. Estes testes foram realizados no Laboratório de Imunobiológicos e 

Biofármacos, na Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo (FCF-

USP). 

Para os testes foram utilizadas as células de macrófagos de camundongos da linhagem 

RAW 264.7, previamente obtidas da Coleção Americana de Cultura de Células (ATCC 

American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA), gentilmente cedidas pelo 

Laboratório de Lípides, da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo 

(FCF-USP). Estas células foram criopreservadas em solução de congelamento composta por 

90% de soro fetal bovino (SFB) e 10% de dimetilsulfóxido (DMSO). Para os ensaios in vitro, 

as células foram acondicionadas em frascos para cultura celular de 25 e 75 cm², tampas com 

filtro, em meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 

10% de SFB, em estufa a 37ºC e 5% de CO2. Após atingir confluência superior a 80%, as células 

foram descoladas dos frascos com auxílio de espalhadores de células (cell scrapers) de 240 mm 

de largura (TPP, Trasadingen, Suíça), transferidas para tubo cônico do tipo Falcon estéril de 15 

ml, submetidas à lavagem (1200 rpm por 5 minutos) e contagem em câmara de Neubauer com 

azul de Trypan.  

Os testes de MTT foram realizados em placas para cultura celular de 24 poços, e a 

quantidade de células plaqueadas variou entre 7,5x105 células/ml (4,5x105 células/poço) e 

1,6x106 células/ml (1x106 células/poço) durante o processo de padronização. O plaqueamento 

das células foi realizado em meio de cultura DMEM suplementado com 10% de SFB. As células 

foram mantidas em estufa a 37ºC e 5% de CO2, durante 24 horas. No dia seguinte, as células 

receberam os respectivos estímulos:  

a. Dodecil sulfato de sódio (SDS): controle negativo para viabilidade celular; 

b. Lipopolissacarídeo (LPS) (Sigma): controle positivo, induz ativação celular; 

c. Nanopartícula de sílica: não-modificada ou modificada (com BSA ou peptídeos de 

hemopressina); 
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d. Nanopartícula de quitosana (QS): não-modificada ou modificada (com BSA ou 

peptídeos de hemopressina); 

e. Basal: poços que continham somente células e não receberam nenhum estímulo. 

 

Foram testadas quatro concentrações diferentes (exceto o basal) para cada uma das 

variáveis acima citadas, em diluição seriada 1:2, especificadas nos resultados em seus 

respectivos gráficos. Os estímulos foram adicionados 24 horas antes do encerramento do teste, 

sendo este o período de contato dos mesmos com as células em cultura. 

No terceiro e último dia de cada teste, 2 horas antes do encerramento, foram adicionados 

10 µL de MTT para cada 100 µL de volume total por poço (0,5 mg/ml), seguida de incubação 

de 2 horas, em estufa a 37ºC e 5% de CO2. Posteriormente, foi removido todo o volume do 

meio de cultura de cada poço e adicionado a mesma quantidade de DMSO. A placa foi mantida 

por 10 minutos em ambiente escuro antes da leitura. A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro a 570 nm.  

O cálculo de viabilidade celular (%) foi realizado de acordo com a fórmula descrita a 

seguir: 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 (%) =
(𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜)

(𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑏𝑎𝑠𝑎𝑙 − 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜) 
 × 100 

 

3.3. Casuística 

Foram incluídos no estudo um grupo controle sem infecção pelo HIV e nenhuma 

comorbidade. Este grupo foi composto por 8 doadores voluntários. A seleção dos doadores foi 

realizada no Laboratório de Investigação Médica em Dermatologia e Imunodeficiências (LIM-

56) da Faculdade de Medicina da USP ou no Banco de Sangue do Hospital Alemão Oswaldo 

Cruz. 

Além do grupo controle, foram incluídos 4 indivíduos cronicamente infectados pelo 

HIV, em uso de terapia antirretroviral e com contagem de células T CD4+ a partir de 200 

células/mm³. Eles foram selecionados a partir da coorte acompanhada no Ambulatório ADEE-

3002, do Departamento de Dermatologia do Hospital das Clínicas da FMUSP (Tabela 1). 
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Tabela 1. Características dos pacientes que participaram do estudo. 

Paciente Gênero 
Idade 

(em anos) 

Contagem de células 

T CD4+ 

(células/mm3) 

Tempo de CV 

indetectável 

(em anos) 

P1 Masculino 57 237 10 

P2 Masculino 38 266 9 

P3 Masculino 57 628 8 

P4 Masculino 58 301 16 
CV: carga viral 

 

Como fatores de exclusão foram considerados a contagem de células T CD4+ inferior a 

200 células/mm³, indivíduos menores de 18 anos, gravidez, patologia capaz de promover 

alterações na resposta imunológica (coinfecções, câncer, etc).  

A participação de todos os indivíduos foi voluntária, com assinatura de termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE), de acordo com a resolução n°. 466/12 do Ministério 

da Saúde, sobre pesquisa envolvendo seres humanos.  

O projeto está aprovado junto à Comissão de Ética para Análise de Projetos de Pesquisa 

do HCFMUSP (CAPPesq), sob parecer de número 3.586.539 e Certificado de Apresentação de 

Apreciação Ética (CAAE) de número 19929019.0.0000.0068. 

 

3.4. Obtenção de amostras e fluxo de ensaios  

Os voluntários doaram 70 ml de sangue periférico, em tubos contendo heparina ou, no 

caso do grupo controle, algumas amostras foram oriundas de câmaras de leucoaférese redução 

(LRS). As células mononucleares de sangue periférico (PBMC), tanto dos indivíduos controles 

quanto dos pacientes HIV, foram obtidas por meio do gradiente de densidade Ficoll/Hypaque 

(GE Healthcare). A Figura 3 ilustra um fluxograma das demais etapas que serão descritas a 

seguir. 
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Figura 3. Fluxograma dos ensaios para obtenção de células dendríticas derivadas de monócitos 

(aDC1) e cocultivo de aDC1 com linfócitos autólogos. 

 

 

3.5. Obtenção de células dendríticas derivadas de monócitos polarizadas para o 

tipo α1 (aDC1)  

Após obtenção das PBMC conforme citado no tópico anterior, as células foram 

ressuspendidas em meio de cultura RPMI (Gibco, Life Technologies), transferidas para placas 

de cultura de células em uma concentração de 5,0x106 PBMC/mL, e incubadas em estufa a 

37ºC e 5% de CO2, durante 1h30. Após, as células em suspensão (predominantemente 

linfócitos) foram descartadas, juntamente com o meio de cultura RPMI. Com as células aderidas 

(predominantemente monócitos) mantidas, um novo meio de cultura foi adicionado, AIM-V 

(Gibco, Life Technologies).  

Ou então, alternativamente, uma vez obtidas as PBMCs, foi realizada a purificação de 

células CD14+ (monócitos) por meio de seleção positiva utilizando beads magnéticas (Miltenyi 

Biotec). Após esta etapa, os monócitos foram quantificados e diferenciados em DCs. As células 
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CD14- (predominantemente linfócitos) foram ressuspendidas em SFB (Gibco, Life 

Technologies) contendo 10% de DMSO, e posteriormente congeladas em nitrogênio líquido. 

Neste caso, para o cultivo de aDC1 foram utilizadas placas de baixa adesão (Corning), conforme 

preconizado pelo grupo de pesquisa que desenvolveu este protocolo (26). Foram cultivados 

monócitos a uma concentração de 10x105 células/ml em meio de cultura AIM-V (Gibco, Life 

Technologies).  

Em ambos protocolos, sobre os monócitos (CD14+) foram adicionados, juntamente ao 

meio de cultura AIM-V (Gibco, Life Technologies), 100 ng/ml de GM-CSF e 200 ng/ml de IL-

4 (PeproTech), durante 5 dias, para obtenção das aDC1 imaturas. 

Após 5 dias, os monócitos se diferenciam em aDC1 imaturas. Parte destas células 

imaturas foram pulsadas com nanopartículas (associadas ou não à peptídeos) por diferentes 

tempos, de 2 a 24 horas, de acordo com as variáveis testadas. Em seguida, as aDC1 imaturas 

foram estimuladas com um coquetel pró-inflamatório contendo: 25 ng/ml de TNF-α 

(PeproTech), 10 ng/ml de IL-1β (PeproTech), 20 µg/ml de Poly-I:C (Sigma), 1000 UI/ml de 

IFN-α e 1000 UI/ml de IFN-γ (Miltenyi Biotec). As células foram mantidas sob incubação por 

mais 48 horas (salvo em condição específica, quando indicado no texto) para obtenção de aDC1 

maduras. 

 

3.6. Peptídeos de HIV 

Os peptídeos de HIV utilizados inicialmente para estimular as culturas de aDC1, 

associadas ou não às nanopartículas de sílica, foram provenientes do NIH AIDS Reagent 

Program. Foram selecionados seis peptídeos dentre os 123 vials contemplados no HIV-1 

Consensus B Gag Peptide Set. A seleção dos peptídeos foi realizada levando em consideração: 

a solubilidade em água, o ponto isoelétrico (pH) acima de 9,0 e os resultados preliminares de 

outros trabalhos do nosso grupo (dados não apresentados). As sequências dos peptídeos 

selecionados fazem parte da região Gag do HIV-1, responsável por codificar proteínas do 

nucleocapsídeo e do core viral (Tabela 2). Para os ensaios, os seis peptídeos foram organizados 

em dois pools, com três peptídeos em cada: o primeiro, contemplando os peptídeos Gag.15, 

Gag.34 e Gag.35; e o segundo com os três peptídeos da região Gag.27. 
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Tabela 2. Características dos peptídeos de HIV obtidos pelo NIH AIDS Reagent Program, 

utilizados para pulso das aDC1. 

Identificação do 

peptídeo 
Sequência do peptídeo Solubilidade 

Nº de 

resíduos 

Peso 

molecular 

(g/mol) 

Ponto 

isoelétrico 

(pH) 

1 Gag.15 PRTLNAWVKVVEEKA Água 15 1740,01 10,29 

2 Gag.27 IRQGPKEPFRDYVDR Água 15 1876,08 9,74 

3 Gag.27 PKEPFRDYVDRFYKT Água 15 1961,18 9,75 

4 Gag.27 FRDYVDRFYKTLRAE Água 15 1979,20 9,35 

5 Gag.34 GHKARVLAEAMSQVT Água 15 1597,84 10,11 

6 Gag.35 SATIMMQRGNFRNQR Água 15 1810,08 12,40 

Nº: número 

 

Em um segundo momento, considerando resultados obtidos com os peptídeos anteriores 

e tendo havido a oportunidade de se testar peptídeos relevantes, selecionados através de 

programa preditor em colaboração com a Universidade de Pittsburgh (Pittsburgh, Pensilvânia, 

Estados Unidos), os peptídeos inicialmente utilizados foram substituídos pelos peptídeos 

descritos na Tabela 3. Dessa forma, os peptídeos de HIV que estariam sendo utilizados 

paralelamente por todo nosso grupo teriam como base o trabalho de Garcia-Bates e 

colaboradores (2021) (66). Foram utilizados três peptídeos da região Gag do HIV-1: Gag.27, 

Gag.34 e Gag.35. Também consideramos para a seleção dos peptídeos a solubilidade e ponto 

isoelétrico (pH) acima de 9,0. Os peptídeos foram sintetizados pela empresa GenScript Biotech. 

 

Tabela 3. Características dos peptídeos de HIV sintetizados pela GenScript Biotech, utilizados 

para pulso das aDC1. 

Identificação do 

peptídeo 
Sequência do peptídeo Solubilidade 

Nº de 

resíduos 

Peso 

molecular 

(g/mol) 

Ponto 

isoelétrico 

(pH) 

1 Gag.27 QGPKEPFRDYVDRFYKTLRAE Água 21 2615,89 9,28 

2 Gag.34 AEAMSQAQHANIMMQRGNFKG 
Ácido 

acético 
21 2320,64 10,18 

3 Gag.35 IMMQRGNFKGQKRIKCFNCGK 
Ácido 

acético 
21 2488,05 11,07 

Nº: número 
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3.7. Caracterização das nanopartículas de sílica conjugadas aos peptídeos de HIV 

As características das nanopartículas de sílica conjugadas aos peptídeos de HIV, como 

o tamanho, índice de polidispersão (PdI) e potencial zeta, foram determinadas com auxílio do 

equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Panalytical), disponível no Laboratório de 

Química Supramolecular e Nanotecnologia, no Instituto de Química da Universidade de São 

Paulo (IQ-USP). Cada leitura foi realizada, no mínimo, em triplicata. 

 

3.8. Determinação do perfil fenotípico das aDC1 

As células aDC1 foram analisadas com relação à expressão de moléculas de superfície 

por citometria de fluxo, utilizando anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos, 

específicos para a molécula de interesse. Elas foram caracterizadas pelo fenótipo CD11c+ 

(marcador de DCs mielóides). A expressão de moléculas de superfície foi avaliada por meio de 

anticorpos monoclonais específicos para: HLA-DR, CD86, CD83, CD80, CD40, CCR7 e CD14 

(Tabela 4). Como marcador de viabilidade celular foi utilizado o Live/Dead™ Fixable Aqua 

Dead Cell Stain Kit (Invitrogen™). Adquiriu-se, no mínimo, 10.000 eventos, utilizando o 

citômetro de fluxo LRS Fortessa (BD Biosciences). A análise do perfil fenotípico foi realizada 

segundo características de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), excluindo-se a região de 

linfócitos e células mortas, seguindo as estratégias de gate ilustradas na Figura 4. Foi utilizado 

o software FlowJo™ v10 para a análise. 
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Tabela 4. Relação de anticorpos monoclonais utilizados para caracterização fenotípica das 

aDC1. 

Marcador/ 

Anticorpo monoclonal 
Fluorocromo Clone Fabricante Objetivo 

Anti-CCR7 

V450 

150503 
BD  

Biosciences 

Marcador de migração 

das DCs para linfonodos. 
PE-Cy7 

     

Anti-CD11c PE-CF594 B-LY6 
BD  

Biosciences 

Marcador de DCs 

mieloides. 

     

Anti-CD14 PE M5E2 
BD  

Biosciences 

Marcador de linhagem 

monocítica 

     

Anti-CD40 FITC 5C3 
BD  

Biosciences 

Molécula coestimuladora 

expressa em DCs 

maduras/ativadas. 

     

Anti-CD83 APC HB15e 
BD  

Biosciences 

Marcador de DCs 

maduras. 

     

Anti-CD86 PE-Cy7 FUN-1 
BD  

Biosciences 

Molécula coestimuladora 

expressa em altos níveis 

em DCs maduras. 

     

Anti-CD80 V450 L307.4 
BD  

Biosciences 

Molécula coestimuladora 

expressa em altos níveis 

em DCs maduras. 

     

Anti-HLA-DR 
Alexa Fluor 

700 
G46-6 

BD  

Biosciences 

Molécula responsável 

pela ligação do antígeno e 

apresentação ao TCR do 

linfócito T. 

     

Live/Dead™ Fixable 

Aqua Dead Cell Stain Kit 
V500 - 

Invitrogen™/ 

ThermoFisher 

Scientific 

Viabilidade celular. 

TCR: receptor de linfócito T 



33 

 

 

Figura 4. Representação da estratégia de análise de dados adquiridos por citometria de fluxo, 

utilizada para caracterização fenotípica de aDC1, por meio da expressão de moléculas de 

superfície. 

 

Nota: Primeiramente seguiu-se o critério de tamanho versus granulosidade (FSC-A x SSC-A) para definir a 

população de aDC1 (A). Em seguida, definimos um gate para as células vivas, utilizando a estratégia SSC-A x 

Live & Dead (B) e, por fim, um gate para selecionar a população CD11c+ (C). A partir do gate das células CD11c+, 

os demais marcadores de superfície foram estudados. As cores dos gráficos se referem à densidade celular, sendo 

a área em vermelho a mais densa. As células foram marcadas com anticorpos monoclonais específicos para cada 

molécula, seguida de aquisição por meio do citômetro de fluxo BD LRS Fortessa. A análise dos dados foi realizada 

utilizando o software FlowJo.  

 

3.9. Ensaio de cocultivo de aDC1 e linfócitos autólogos 

O objetivo deste ensaio de cocultivo autólogo foi avaliar a capacidade das aDC1 em 

induzir uma resposta celular específica de linfócitos in vitro, por meio da produção de IFN-γ 

por células T CD4+ e T CD8+. Neste caso, as células CD14- autólogas, predominantemente 

linfócitos, conservadas por congelamento em nitrogênio (etapa 3.13), foram descongeladas 24 

horas antes do início do ensaio e cocultivadas com as aDC1 autólogas, obtidas pelo protocolo 

anteriormente descrito.  

As células CD14- foram cultivadas na proporção 1:5, uma aDC1 (4x104 células/poço) 

para cinco linfócitos (20x104 células/poço), em placa de 96 poços (volume total de 200µl), 

fundo em “U”, por 96 horas, em meio de cultura AIM-V suplementado com 10% de soro AB 

humano (SAB). 

Nas últimas 18 horas do ensaio de cocultivo, foram adicionados 30 ng/mL de phorbol 

12-myristate 13-acetate (PMA) e 300 ng/mL de ionomicina (Sigma-Aldrich) aos poços de 

controle positivo (composto somente por linfócitos), além de 20 µg/ml de brefeldina A (Sigma-

Aldrich) em todos os poços, atuando como bloqueador de complexo de Golgi. 
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3.10. Marcação extracelular e intracelular de linfócitos (cocultivo) 

Ao término do cocultivo, as células foram coletadas das placas de cultura e transferidas 

para tubos de citometria, para início da marcação extracelular. Após, foi adicionado tampão de 

marcação (PBS contendo 0,2% de BSA) em todos os tubos, seguido de centrifugação a 1500 

rpm por 5 minutos (lavagem 1). Para a marcação extracelular, foram utilizados anticorpos 

monoclonais específicos para as moléculas CD3, CD4 e CD8 (Tabela 5) e, como marcador de 

viabilidade celular, o Live/Dead™ Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (Invitrogen™). Durante a 

incubação, as células foram mantidas sob refrigeração a 4°C por 30 minutos, sempre protegidas 

da luz. Após centrifugação a 1500 rpm por 5 minutos (lavagem 2), foi adicionada a solução de 

fixação (BD Cytofix/Cytoperm® Fixation/Permeabilization Kit), seguida de incubação por 20 

minutos a 4ºC. Após a terceira lavagem com tampão de marcação, as células foram 

ressuspendidas em solução BD Perm/Wash 1X (BD Cytofix/Cytoperm 

Fixation/Permeabilization Kit) e submetidas à quarta lavagem. Em seguida, foram incubadas 

com o anticorpo monoclonal específico para IFN-γ (Tabela 5) a 4°C por 30 minutos (marcação 

intracelular). Posteriormente, os linfócitos foram submetidos a duas centrifugações, novamente 

com a solução BD Perm/Wash 1X (BD Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization Kit) 

(lavagens 5 e 6). Por fim, as células foram ressuspendidas em solução isotônica BD FACS Flow 

(BD Biosciences) e adquiridas no citômetro de fluxo LRS Fortessa (BD Biosciences) em até 24 

horas. A estratégia de análise utilizada para avaliação da produção de IFN-γ por linfócitos T 

está ilustrada na Figura 5. 
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Tabela 5. Relação de anticorpos monoclonais utilizados para avaliação da produção de IFN-γ 

por linfócitos T. 

Marcador/ 

Anticorpo monoclonal 
Fluorocromo Clone Fabricante Objetivo 

Anti-CD3 PE-Cy5.5 UCHT1 

Invitrogen™/ 

ThermoFisher 

Scientific 

Marcador de células T 

     

Anti-CD4 PE RPA-T4 BD Biosciences 
Marcador de células T 

CD4 

     

Anti-CD8 APC-H7 SK1 BD Biosciences 
Marcador de células T 

CD8 

     

Anti-IFN-γ V450 B27 BD Biosciences 

Marcador intracelular 

de células que 

expressam IFN-γ 

     

Live/Dead™ Fixable 

Aqua Dead Cell Stain 

Kit 

V500 - 

Invitrogen™/ 

ThermoFisher 

Scientific 

Viabilidade celular 
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Figura 5. Representação da estratégia de análise de dados adquiridos por citometria de fluxo, 

utilizada para avaliar a produção de IFN-γ por linfócitos T. 

 

Nota: Primeiramente seguiu-se o critério de tamanho versus granulosidade (FSC-A x SSC-A) para definir a 

população de linfócitos (A). Em seguida, definimos um gate para as células vivas, utilizando a estratégia SSC-A 

versus Live & Dead (B) e um posterior gate para selecionar a população CD3+ (C). A partir das células CD3+, 

foram definidos os gates referentes às células CD4+ (D) e CD8+ (F) e, por fim, a produção de IFNγ oriunda de 

cada uma dessas populações: IFNγ produzido por CD4+ (E) e IFNγ produzido por CD8+ (G). As cores dos gráficos 

se referem à densidade celular, sendo a área em vermelho a mais densa. As células foram marcadas com anticorpos 

monoclonais específicos para cada molécula, seguida de aquisição por meio do citômetro de fluxo BD LRS 

Fortessa. A análise dos dados foi realizada utilizando o software FlowJo. 
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3.11. Imunofluorescência 

As aDC1 foram cultivadas em placas de cultura celular de 24 poços, sobre lamínulas de 

vidro (coverslips) de 12 mm de diâmetro, em uma concentração de 1,25x105 por poço (2,5x105 

células/ml). Os tempos e as concentrações de estímulos e nanopartículas adicionados à cultura 

de células seguem o protocolo de obtenção de aDC1. Obtidas as células, ainda na placa, as 

lamínulas foram cuidadosamente lavadas em PBS 1X, seguidas pela etapa de fixação (tampão 

de fixação com 3,7% de formaldeído) por 15 minutos, sob abrigo da luz. Após fixação, as 

lamínulas foram lavadas com tampão de lavagem (PBS + 0,05% de saponina). Em seguida, as 

células receberam o tampão de bloqueio (PBS + 2,5% BSA + 0,1% de saponina) por 1 hora, à 

temperatura ambiente, protegidas da luz. Após etapa de bloqueio, as lamínulas foram lavadas 

com o tampão de lavagem antes de receberem 1 µg/ml do marcador nuclear, DAPI (4',6'-

diamino-2-fenil-indol, Biolegend), por 5 minutos, também em temperatura ambiente e no 

escuro. Em seguida, as lamínulas foram lavadas antes de prosseguirem para a montagem das 

lâminas. Com auxílio de uma pinça de ponta fina, as lamínulas foram dispostas sob 4 µl do 

meio de montagem (ProLong™ Diamond Antifade Mountant, Thermo Fisher), no qual o lado 

contendo as aDC1 ficassem em contato com o meio de montagem e a lâmina. Todas as etapas 

de marcação para imunofluorescência foram realizadas no Laboratório de Imunogenética, no 

Instituto de Ciências Biomédicas IV (ICB-IV) da Universidade de São Paulo (USP). As lâminas 

foram analisadas no microscópio invertido de fluorescência Axio Vert A1 (Zeiss), equipado 

com a câmera AxioCam ICm1 (Zeiss), localizado no Centro de Facilidades para a Pesquisa 

(CEFAP), no campus da Universidade de São Paulo (USP). As imagens adquiridas foram 

analisadas com auxílio do software ImageJ (v.1.54f, National Institutes of Health). 

 

3.12. Teste de apoptose 

Com o intuito de avaliar o possível efeito das nanopartículas de sílica conjugadas aos 

peptídeos de HIV em relação ao processo de apoptose das aDC1, realizamos o teste de apoptose 

utilizando Anexina-V marcada com FITC (BD Biosciences), e o corante 7-Aminoactinomicina 

D (7-AAD) (BD Biosciences). A Anexina-V foi utilizada para monitorar células apoptóticas 

devido à sua capacidade de se ligar à fosfatidilserina, presente na bicamada lipídica da 

membrana celular. A fosfatidilserina, em uma célula íntegra e sadia, encontra-se do lado interno 

da célula. Uma vez que a célula entra em processo de apoptose, a fosfatidilserina passa a se 

localizar do lado externo da célula, sendo possível sua marcação pela Anexina-V. Já o 7-AAD 
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é um corante de ácidos nucleicos, sendo utilizado para marcar células não-viáveis (necróticas), 

uma vez que estas células não possuem uma membrana celular íntegra. Após a marcação, as 

células foram adquiridas no citômetro de fluxo LRS Fortessa (BD Biosciences) em até 1 hora. 

A estratégia de análise utilizada para avaliação da apoptose das aDC1 está ilustrada na Figura 

6. 

 

Figura 6. Representação da estratégia de análise de dados adquiridos por citometria de fluxo 

para avaliação da apoptose de aDC1 pulsadas com nanopartículas de sílica. 

 

Nota: Primeiramente seguiu-se o critério de tamanho versus granulosidade (FSC-A x SSC-A) para seleção da 

população de DCs (A). Em seguida, definimos um gate para as células CD11c+, utilizando a estratégia SSC-A x 

CD11c (B). A partir das células CD11c+ foram definidos os quadrantes referentes às células vivas, em apoptose e 

em necrose (C), e também as células CD11c+ que expressaram CD14 em sua superfície (D). As cores dos gráficos 

se referem à densidade celular, sendo a área em vermelho a mais densa. As células foram marcadas com anticorpos 

monoclonais específicos, seguida de aquisição por meio do citômetro de fluxo BD LRS Fortessa. A análise dos 

dados foi realizada utilizando o software FlowJo. 

 

3.13. Congelamento e descongelamento de células 

Para congelamento, as células CD14- foram centrifugadas e o pellet foi ressuspendido 

em quantidade de SFB para que a concentração fosse de 2x107 células/ml. Em seguida, uma 

solução de congelamento (SFB contendo 20% de DMSO) foi gotejado à suspensão celular, sob 

banho de gelo. A concentração final de DMSO deve ser de 10%. O material foi transferido para 

tubos de criopreservação e os tubos foram acondicionados em dispositivo para congelamento 

com redução gradual de temperatura, -1ºC/minuto (Mr. Frosty™ Freezing Container, Thermo 
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Fisher). Após, a caixa foi transferida para freezer –80ºC e, após 24 horas, os tubos foram 

transferidos para container de nitrogênio líquido.  

Para descongelamento, o tubo criogênico contendo as células foi parcialmente 

descongelado em banho-maria a 37ºC. Em seguida, seu conteúdo foi transferido para tubo 

contendo solução fisiológica de cloreto de sódio 0,9% estéril. As células foram lavadas duas 

vezes para remoção completa do DMSO, ressuspendidas em meio de cultura RPMI 

suplementado com 10% de SAB, e mantidas em estufa a 37ºC com 5% de CO2 até o momento 

do uso. 

 

3.14. Análise de resultados 

A análise estatística e a elaboração dos gráficos foram realizadas no software Prism 8.3.0 

(GraphPad Software, Inc). As variáveis numéricas foram avaliadas quanto às diferenças pelo 

teste de Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn. Quando aplicável, os resultados foram expressos 

pela mediana. Foi considerado um p-valor inferior a 0,05 para significância estatística. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Avaliação do efeito de nanopartículas de quitosana (QS) e sílica sobre a 

viabilidade em células de linhagem 

 

4.1.1. Nanopartículas de quitosana (QS) e sílica 

Para fins de padronização e na tentativa de definir concentrações de nanopartículas que 

não interferissem na viabilidade celular, inicialmente testamos o efeito de nanopartículas de QS 

e sílica sobre a viabilidade de macrófagos de camundongos da linhagem RAW 264.7, por meio 

do ensaio de MTT. Os controles do ensaio foram compostos por células na presença de SDS 

(controle negativo da viabilidade celular) e LPS (controle positivo, indutor de ativação celular).  

Tanto as nanopartículas de QS quanto as de sílica foram testadas seguindo a diluição 

1:2, sendo que a concentração inicial variou entre 2000 e 250 µg/ml para as nanopartículas de 

QS, enquanto que a nanopartícula de sílica foi de 250 a 31,25 µg/ml. Salientamos que neste 

ensaio as nanopartículas ainda não estavam associadas a antígenos. 

A Figura 7 representa os resultados obtidos. Com relação à nanopartícula de QS, 

observamos um leve declínio nos percentuais de viabilidade celular à medida que as 

nanopartículas são diluídas, ao contrário das nanopartículas de sílica, que promoveram menores 

níveis de viabilidade nas maiores concentrações. Ainda assim, mesmo na menor diluição 

observamos que esta nanopartícula ainda apresenta toxicidade, levando a percentuais de 

viabilidade de aproximadamente 60%, considerados baixos para uma cultura celular. 
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Figura 7. Avaliação do efeito de nanopartículas de quitosana ou sílica sobre a viabilidade em 

células de linhagem. 

 

Nota: Células de macrófagos de camundongos da linhagem RAW 264.7 foram submetidas ao teste de viabilidade 

celular (MTT) após tratamento com nanopartículas de sílica ou quitosana. Neste ensaio, as nanopartículas 

utilizadas não estavam modificadas com antígenos. Dodecil sulfato de sódio (SDS) foi utilizado como controle 

negativo para viabilidade e o lipopolissacarídeo (LPS) como indutor de ativação celular. Diluições: SDS (1) 5%, 

(2) 2,5%, (3) 1,25%, (4) 0,625%; Nanopartícula de sílica (1) 250 µg/ml, (2) 125 µg/ml, (3) 62,5 µg/ml, (4) 31,25 

µg/ml; Nanopartícula de quitosana (1) 2000 µg/ml, (2) 1000 µg/ml, (3) 500 µg/ml, (4) 250 µg/ml; LPS (1) 1 µg/ml, 

(2) 0,5 µg/ml, (3) 0,25 µg/ml, (4) 0,125 µg/ml. Foram plaqueadas 1x106 células RAW 264.7 por poço (1,6x106 

células/ml), em placas de cultura de 24 poços. O tempo de contato entre os estímulos e as células em cultura foi 

de 24 horas. 
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4.1.2. Nanopartículas de QS e sílica conjugadas à proteína 

Em seguida, associamos as nanopartículas à proteína BSA, no intuito de simular a 

conjugação antigênica, para estudar o efeito do produto sobre a viabilidade celular.  

Este teste preliminar seguiu um protocolo já estabelecido no Laboratório de 

Imunobiológicos e Biofármacos, na Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de 

São Paulo (FCF-USP), com nanopartículas de QS associadas ao BSA. Para a formação das 

nanopartículas de QS associadas ao BSA, a solução de TPP a 1 mg/ml foi associada a 500 µg/ml 

de BSA, assim como para as nanopartículas de sílica, no qual a proporção foi de 1 mg/ml para 

500 µg/ml da proteína, de acordo com cálculos previamente realizados.  

Diferentemente dos testes anteriores, a nanopartícula de sílica associada ao BSA 

apresentou uma viabilidade celular superior quando comparada aos resultados da nanopartícula 

de QS. As duas últimas diluições de nanopartículas de sílica, 25 e 12,5 µg/ml, apresentaram 

59,4% e 68,7% de viabilidade celular, respectivamente. Embora os resultados da nanopartícula 

de QS acompanhem a tendência da outra nanopartícula, todos as diluições para QS 

apresentaram viabilidade celular inferior a 50% (Figura 8). 
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Figura 8. Avaliação do efeito de nanopartículas de quitosana ou sílica, associadas à albumina 

sérica bovina (BSA), sobre a viabilidade em células de linhagem. 

 

Nota: Células de macrófagos de camundongos da linhagem RAW 264.7 foram submetidas ao teste de viabilidade 

celular (MTT) após tratamento com nanopartículas de sílica ou quitosana. Neste ensaio, as nanopartículas 

utilizadas estavam modificadas com BSA. Dodecil sulfato de sódio (SDS) foi utilizado como controle negativo 

para viabilidade celular. Diluições: SDS (1) 5%, (2) 2,5%, (3) 1,25%, (4) 0,625%; Nanopartícula de sílica com 

BSA (1) 100 µg/ml, (2) 50 µg/ml, (3) 25 µg/ml, (4) 12,5 µg/ml; Nanopartícula de quitosana com BSA (1) 2000 

µg/ml, (2) 1000 µg/ml, (3) 500 µg/ml, (4) 250 µg/ml. Foram plaqueadas 1x106 células RAW 264.7 por poço 

(1,6x106 células/ml), em placas de cultura de 24 poços. O tempo de contato entre os estímulos e células em cultura 

foi de 24 horas. 

 

Cabe ressaltar que, inicialmente, tanto as nanopartículas de QS quanto as de sílica 

seriam conjugadas às partículas de HIV-1 inativadas por Aldrithiol-2 (2,2'-Dipyridyldisulfide, 

AT-2), que seria o antígeno para pulso de DCs, até então utilizado por nosso grupo. Entretanto, 

devido a questões de biossegurança e infraestrutura, o antígeno acabou por ser substituído, 

posteriormente, por peptídeos da região Gag do HIV-1 (Tabela 2). Esta decisão foi decorrente 

da pandemia da COVID-19, no qual muitos trabalhos relacionados ao SARS-CoV-2 estavam 

em pleno desenvolvimento e, devido a isso, perdemos o acesso ao laboratório de nível de 

biossegurança 3 (NB3), necessário para a realização de culturas de expansão viral. Por essa 

razão, optamos por não dar segmento à expansão e inativação do HIV e propusemos a troca da 

partícula viral por peptídeos do HIV. 
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4.1.3. Nanopartículas de QS e sílica conjugadas à peptídeo 

Uma vez definido que trocaríamos as partículas virais inativadas por peptídeos de HIV, 

para fins de padronização, simulamos a condição de associar nanopartículas a peptídeos de 

hemopressina (1088,25 g/mol), gentilmente cedidos pelo Laboratório de Imunobiológicos e 

Biofármacos, da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo (FCF-

USP). Para a formação das nanopartículas de QS associadas aos peptídeos de hemopressina, a 

solução de TPP a 1 mg/ml foi associada a 3,2 µg/ml de peptídeos de hemopressina. Já para as 

nanopartículas de sílica, a proporção foi de 1 mg/ml para 2,4 µg/ml de peptídeos.  

Neste teste foram avaliados diferentes tempos de incubação: 2, 4, 18 e 24 horas (Figura 

9). As concentrações de nanopartículas para cada variável se mantiveram idênticas ao teste 

anterior (Figura 8), sendo alterada somente a quantidade de células de 1x106 células por poço 

(1,6x106 células/ml) para 4,5x105 células por poço (7,5x105 células/ml), uma vez que 

desconfiamos que a confluência de células na superfície de cada poço da placa de cultura 

pudesse estar interferindo no desempenho do teste. Sendo assim, optamos por reduzir a 

densidade celular. Cabe ressaltar que as concentrações descritas se referem às nanopartículas e 

não à somatória delas com BSA ou peptídeos.  

Para este ensaio, de modo geral, observamos valores de viabilidade acima de 75%, 

superiores aos observados nos ensaios anteriores, fato possivelmente atribuído a uma 

concentração mais ajustada de células e a associação das partículas ao peptídeo. Observamos 

que tanto as nanopartículas de QS quanto as de sílica promoveram perfis similares de 

viabilidade celular em cada tempo testado. 
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Figura 9. Avaliação do efeito de nanopartículas de quitosana ou sílica, associadas ao peptídeo 

de hemopressina, em diferentes tempos de estímulo, sobre a viabilidade de células de linhagem. 

 

 

Nota: Neste ensaio, foram testados 4 diferentes tempos de contato entre os estímulos e células em cultura: 2, 4, 18 

e 24 horas (A, B, C e D, respectivamente). Células de macrófagos de camundongos da linhagem RAW 264.7 foram 

submetidas ao teste de viabilidade celular (MTT) após tratamento com nanopartículas de sílica e quitosana. As 

nanopartículas utilizadas estavam modificadas com peptídeos de hemopressina. Dodecil sulfato de sódio (SDS) 

foi utilizado como controle negativo para viabilidade e lipopolissacarídeo (LPS) como indutor de ativação celular. 

Diluições: SDS (1) 5%, (2) 2,5%, (3) 1,25%, (4) 0,625%; Nanopartícula de sílica com peptídeos de hemopressina 

(1) 100 µg/ml, (2) 50 µg/ml, (3) 25 µg/ml, (4) 12,5 µg/ml; Nanopartícula de quitosana com peptídeos de 

hemopressina (1) 2000 µg/ml, (2) 1000 µg/ml, (3) 500 µg/ml, (4) 250 µg/ml; LPS (1) 1 µg/ml, (2) 0,5 µg/ml, (3) 

0,25 µg/ml, (4) 0,125 µg/ml. Foram plaqueadas 4,5x105 células RAW 264.7 por poço (7,5x105 células/ml), em 

placas de cultura de 24 poços. 
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Além disso, analisamos as nanopartículas separadamente em relação às suas respectivas 

diluições e tempos de estímulo (Figura 10). A viabilidade celular em ambos os gráficos foi 

satisfatória, os resultados obtidos, tanto com a nanopartícula de sílica (Figura 10A) quanto a de 

QS (Figura 10B), ficaram acima de 80%, independentemente das concentrações de partículas 

testadas. 

 

Figura 10. Cinética do efeito de diferentes concentrações de nanopartículas de quitosana ou 

sílica, associadas ao peptídeo de hemopressina sobre a viabilidade de células de linhagem. 

 

Nota: Dados referentes ao teste de viabilidade celular por MTT, no qual foram testados 4 diferentes tempos de 

contato entre os estímulos e células em cultura: 2, 4, 18 e 24 horas. Células de macrófagos de camundongos da 

linhagem RAW 264.7 foram submetidas ao teste de viabilidade após tratamento com nanopartículas de sílica (A) 

ou quitosana (B). As concentrações descritas se referem às nanopartículas e não à somatória delas aos peptídeos. 

Foram plaqueadas 4,5x105 células RAW 264.7 por poço (7,5x105 células/ml), em placas de cultura de 24 poços. 
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Devido às dificuldades na reprodutibilidade das nanopartículas de QS, bem como a 

impossibilidade de sua produção em condição estéril, tornou-se inviável a continuidade dos 

trabalhos com esta nanopartícula. Dentre os principais motivos está a instabilidade em meio 

neutro, uma vez que sua produção é realizada em meio ácido (pH=5,5) para que a partícula 

tenha carga positiva (pKa=6,5). Neste caso, mesmo após centrifugação e suspensão das 

partículas, o meio ácido é danoso à viabilidade celular. Ainda, esta instabilidade acarreta em 

um curto prazo de validade (inferior a 7 dias), inviabilizando o uso de um mesmo lote em 

diferentes ensaios. Cogitou-se o processo de liofilização, mas além do alto rigor técnico e tempo 

necessário para o desenvolvimento de um protocolo, a solubilização do material liofilizado se 

daria em meio ácido. Diante disso, na ausência de constância e reprodutibilidade na produção 

das nanopartículas de QS, optamos por dar continuidade aos ensaios somente com as 

nanopartículas de sílica, tornando-se, assim, nossa partícula de estudo. Desta forma, os ensaios 

subsequentes foram realizados avaliando somente as nanopartículas de sílica. Além disso, 

considerando que células humanas diferenciadas in vitro podem apresentar atividade biológica 

diferente de linhagens celulares imortalizadas, os ensaios passaram a ser realizados com as 

aDC1, que são as células de interesse de nosso estudo. 

 

4.2. Avaliação do efeito de nanopartículas de sílica sobre a viabilidade celular e 

perfil fenotípico de células dendríticas aDC1 

Para fins de padronização, avaliamos o efeito de diferentes concentrações das 

nanopartículas de sílica, quais sejam 1000 µg/ml, 100 µg/ml, 10 µg/ml e 1 µg/ml, sobre a 

viabilidade das aDC1. Para este ensaio passamos a monitorar a viabilidade utilizando corantes 

vitais e analisando as amostras por meio da citometria de fluxo. 

Os resultados indicaram que nas condições testadas, concentrações crescentes de 

nanopartículas de sílica promoveram redução na viabilidade celular (Figura 11). Isto é, quando 

observamos as aDC1 que receberam as concentrações de 1 e 10 µg/ml de nanopartículas de 

sílica, notamos a similaridade destes achados aos controles (DCs imaturas e maduras, 

respectivamente, iDC e mDC), que correspondem às células que não receberam as 

nanopartículas. Diferentemente, nas concentrações de 100 e 1000 µg/ml de nanopartículas de 

sílica, percebemos a redução na viabilidade celular quando comparadas às menores 

concentrações de pulso e aos controles. 
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Figura 11. Avaliação da viabilidade das aDC1 pulsadas com diferentes concentrações de 

nanopartículas de sílica não associadas a antígenos (1, 10, 100 e 1000 µg/ml). 

 

Nota: As células foram avaliadas pelo marcador Live/Dead™ Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (Invitrogen™), 

por citometria de fluxo. iDC: células dendríticas imaturas sem pulso de nanopartícula de sílica; mDC: células 

dendríticas maduras sem pulso de nanopartícula de sílica. O gráfico representa as medianas de cada variável. N=3. 

 

Para a caracterização do perfil fenotípico das aDC1, cultivadas na presença de diferentes 

concentrações de nanopartículas de sílica e ativadas com citocinas pró inflamatórias, a análise 

dos marcadores de superfície CD14, CD40, CCR7, CD86 e HLA-DR foi realizada dentre a 

população de células vivas expressando a molécula CD11c (Figura 4). Neste sentido, vale 

ressaltar que a viabilidade das culturas na presença de 100 e 1000 µg/mL de nanopartículas de 

sílica apresentaram-se muito baixas (Figura 11). Assim, embora a análise tenha sido realizada 

levando em conta somente a população de células vivas, o número pequeno de eventos obtidos 

na aquisição de dados de citometria pode comprometer os resultados apresentados, que deste 

modo devem ser considerados com cautela. 

Chama a atenção o perfil observado para a expressão da molécula CD14. Trata-se de 

uma molécula expressa por monócitos e que é perdida à medida que os monócitos são 

diferenciados em DCs, como observado pelos baixos níveis de expressão pelas iDC e mDC. 

Por outro lado, observamos que a presença de nanopartículas de sílica levou a um aumento na 

expressão de CD14 nas concentrações a partir de 10 µg/mL, o que foi um achado inesperado, 

considerando que os monócitos já tinham se diferenciado em DCs (Figura 12A). 
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Por sua vez, com relação às demais moléculas analisadas, quais sejam CD40 e CD86 

(moléculas coestimuladoras), CCR7 (molécula relacionada à migração celular) e HLA-DR 

(molécula relacionada à apresentação antigênica), não observamos diferenças relevantes entre 

as culturas de aDC1 maduras na presença ou não de nanopartículas de sílica, nas concentrações 

testadas, sugerindo que as nanopartículas não interferem na expressão destas moléculas nestas 

condições (Figura 12). 
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Figura 12. Análise fenotípica de aDC1 incubadas com concentrações diferentes de 

nanopartículas de sílica, não associadas a antígenos (1, 10, 100 e 1000 µg/ml). 
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Nota: Os controles foram compostos por aDC1 imaturas e aDC1 maduras não incubadas com nanopartículas. As 

células foram marcadas com anticorpos monoclonais específicos para moléculas de superfície e avaliadas por 

citometria de fluxo. As moléculas analisadas foram: CD14 (A)(B); CD40 (C)(D); CCR7 (E)(F); CD86 (G)(H); 

HLA-DR (I)(J). Os resultados estão representados em porcentagem de células vivas que expressam cada marcador 

(gráficos à esquerda), e a intensidade mediana de fluorescência (MFI) de cada marcador na superfície das células 

(gráficos à direita). iDC: células dendríticas imaturas sem pulso de nanopartícula de sílica, somente citocinas para 

diferenciação (de monócitos para DCs); mDC: células dendríticas maduras sem pulso de nanopartícula de sílica, 

somente citocinas de ativação (de iDC para mDC). O gráfico representa as medianas de cada variável. N=3. 

 

Em conjunto, os resultados obtidos mostram que a presença de nanopartículas de sílica 

em concentração igual ou superior a 100 µg/ml compromete a viabilidade das aDC1. Por sua 

vez, as concentrações de 1 e 10 µg/mL não alteraram a viabilidade celular nem interferiram na 

expressão das moléculas CD40, CCR7, CD86 e HLA-DR, entretanto, inesperadamente, a 

expressão de CD14 foi aumentada pela presença das nanopartículas. 
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4.3. Avaliação do efeito de nanopartículas de sílica associadas a peptídeos de HIV 

sobre a viabilidade celular e perfil fenotípico de células dendríticas aDC1 

Uma vez que a proporção calculada entre as nanopartículas e os peptídeos foi de 10:1, 

duas concentrações de nanopartículas foram testadas: 1 e 10 µg/ml, associadas a 0,1 e 1 µg/ml 

de pool de peptídeos, respectivamente. 

Desta forma, nas Figuras 13 e 14 estão representados os achados referentes 

respectivamente à viabilidade celular e à análise fenotípica de aDC1 imaturas e maduras, 

pulsadas com duas concentrações de nanopartícula de sílica (1 e 10 µg/ml), conjugadas a dois 

pools de peptídeos de HIV (pool 1 e pool 2). A viabilidade celular observada para todas as 

variáveis testadas foi considerada satisfatória (> 75%), embora tenhamos observado que as 

culturas pulsadas com a concentração de 10 µg/ml de sílica apresentaram valores de mediana 

inferiores, comparada às culturas pulsadas com 1 µg/ml. Por sua vez, observamos que não 

houve diferença nos níveis de viabilidade celular entre os dois pools testados, que apresentaram 

resultados bastante similares (Figura 13). 
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Figura 13. Avaliação da viabilidade das aDC1 imaturas e maduras, pulsadas com duas 

concentrações de nanopartícula de sílica (1 e 10 µg/ml) e dois pools de peptídeos de HIV (pool 

1 e pool 2). 

 

Nota: Para conjugação das nanopartículas aos pools de peptídeos, a proporção utilizada foi de 10:1, no qual 1 

µg/ml de nanopartícula de sílica foi associada à 0,1 µg/ml de pool de peptídeos, e 10 µg/ml de nanopartículas 

receberam 1 µg/ml de pool de peptídeos. Os controles foram constituídos por aDC1 imaturas (iDC); aDC1 maduras 

(mDC); aDC1 pulsadas por nanopartículas não-associadas a pool de peptídeos; e por fim, aDC1 pulsadas por pool 

de peptídeos não-associados a nanopartículas. As células foram avaliadas pelo marcador Live/Dead™ Fixable 

Aqua Dead Cell Stain Kit (Invitrogen™), por citometria de fluxo. iDC: células dendríticas imaturas; mDC: células 

dendríticas maduras; NP: nanopartícula. O gráfico representa as medianas de cada variável. N=2. 

 

Em relação perfil fenotípico, da mesma forma que observado com relação a viabilidade, 

não notamos diferenças relevantes entre os pools testados com relação ao percentual de células 

nem com relação à intensidade de expressão (MFI) de cada marcador (Figura 14).  

Por outro lado, diferentemente dos ensaios anteriores, neste teste foi possível avaliar a 

ação dos pools de peptídeos no pulso das aDC1, associados ou não às nanopartículas. Tendo 

como exemplo o marcador CD14, as variáveis que receberam as nanopartículas na concentração 

de 10 µg/ml, independentemente da conjugação ao pool, expressaram muito mais este marcador 

quando comparadas aos controles (iDC e mDC), àquelas aDC1 que não receberam as 

nanopartículas (Figura 14A). 

Entretanto, considerando a proporção 10:1 sílica:peptídeo, uma menor concentração de 

nanopartícula implica em uma concentração de apenas 0,1 µg/ml de pool de peptídeos 

conjugados à sílica. Diante deste cenário, indagamos se esta quantidade de peptídeos seria capaz 

de desencadear uma resposta imune específica ao HIV.  
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Figura 14. Análise fenotípica de aDC1 imaturas e maduras, pulsadas com duas concentrações 

de nanopartícula de sílica (1 e 10 µg/ml) e dois pools de peptídeos de HIV (pool 1 e pool 2). 
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Nota: Para conjugação das nanopartículas aos pools de peptídeos, a proporção utilizada foi de 10:1, no qual 1 

µg/ml de nanopartícula de sílica foi associada à 0,1 µg/ml de pool de peptídeos, e 10 µg/ml de nanopartículas 

receberam 1 µg/ml de pool de peptídeos. Os controles foram constituídos por aDC1 imaturas (iDC); aDC1 maduras 

(mDC); aDC1 pulsadas por nanopartículas não-associadas a pool de peptídeos; e por fim, aDC1 pulsadas por pool 

de peptídeos não-associados a nanopartículas. As células foram marcadas com anticorpos monoclonais específicos 

para moléculas de superfície e avaliadas por citometria de fluxo. As moléculas analisadas foram: CD14 (A)(B); 

CD40 (C)(D); CCR7 (E)(F); CD86 (G)(H); HLA-DR (I)(J). Os resultados estão representados em porcentagem de 

células vivas que expressam cada marcador (gráficos à esquerda), e a intensidade mediana de fluorescência (MFI) 

de cada marcador na superfície das células (gráficos à direita). Cada pool de peptídeos foi composto por três 

peptídeos de HIV, todos da região Gag do vírus. NP: nanopartícula. O gráfico representa as medianas de cada 

variável. N=2. 
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4.4. Avaliação do efeito de nanopartículas de sílica associadas a peptídeos de HIV 

sobre a viabilidade celular, perfil fenotípico e funcional de células dendríticas 

aDC1 derivadas de indivíduos infectados pelo HIV 

Analisar isoladamente somente o fenótipo das aDC1 não é suficiente para definirmos a 

concentração final de uso das nanopartículas de sílica, muito menos se a concentração de pool 

de peptídeos a elas associadas seria capaz de gerar uma resposta imune específica. Em razão 

disso, diferentemente dos ensaios anteriores, convidamos indivíduos cronicamente infectados 

pelo HIV para participarem do estudo, visto que nosso objetivo é padronizar um protocolo que 

seja capaz de induzir resposta específica anti-HIV ao estímulo. Dessa forma, direcionamos os 

ensaios para a análise fenotípica das aDC1, e na sequência, análise funcional por meio do ensaio 

de cocultivo entre as aDC1 e os linfócitos autólogos. Cabe ressaltar que, para estes ensaios, 

utilizamos duas concentrações de nanopartículas de sílica (1 e 10 µg/ml), ambas associadas 

somente ao pool 1 (Gag.15, Gag.34, Gag.35), devido à quantidade restrita de células. 

Conforme descrito na Figura 3, as aDC1 foram estimuladas no dia 5 da cultura celular 

com nanopartículas de sílica, associadas ou não ao pool 1. No dia 7, parte das aDC1 foram 

marcadas com anticorpos monoclonais específicos para superfície, e as demais foram 

cocultivadas com os linfócitos autólogos, dando continuidade ao ensaio. O resultado da 

marcação de superfície das aDC1 está representado na Figura 15.  

Analisando separadamente, embora não seja estatisticamente significativo, na Figura 15 

podemos observar que as aDC1, pulsadas somente com o pool de peptídeos, tiveram 

aparentemente uma baixa expressão dos marcadores CD14 e CD40 (Figuras 15A e C), similar 

aos resultados encontrados para os controles. Ao observar os demais marcadores deste ensaio, 

CCR7, CD83, CD86 e HLA-DR, nenhuma diferença entre as variáveis é observada.
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Figura 15. Análise fenotípica de aDC1 imaturas e maduras, pulsadas com duas concentrações 

de nanopartícula de sílica (1 e 10 µg/ml), associadas ao pool 1 de peptídeos de HIV (Gag.15, 

Gag.34 e Gag.35). 
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Nota: Para conjugação das nanopartículas ao pool de peptídeos, a proporção utilizada foi de 10:1, no qual 1 µg/ml 

de nanopartícula de sílica foi associada à 0,1 µg/ml de pool de peptídeos, e 10 µg/ml de nanopartículas receberam 

1 µg/ml de pool de peptídeos. Os controles foram constituídos por aDC1 imaturas (iDC); aDC1 maduras (mDC); 

aDC1 pulsadas por nanopartículas não-associadas a pool de peptídeos; e por fim, aDC1 pulsadas por pool de 

peptídeos não-associados a nanopartículas. As células foram marcadas com anticorpos monoclonais específicos 

para moléculas de superfície e avaliadas por citometria de fluxo. As moléculas analisadas foram: CD14 (A)(B); 

CD40 (C)(D); CCR7 (E)(F), CD83 (G)(H); CD86 (I)(J); HLA-DR (K)(L) Os resultados estão representados em 

porcentagem de células vivas que expressam cada marcador (colunas 1 e 3), e a intensidade mediana de 

fluorescência (MFI) de cada marcador na superfície das células (colunas 2 e 4). NP: nanopartícula. O gráfico 

representa as medianas de cada variável. N=2.  
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Para a análise funcional, parte das aDC1 pulsadas ou não com nanopartículas associadas 

a peptídeos foram cocultivadas com os linfócitos autólogos de seus respectivos doadores. Ao 

final do cocultivo, os linfócitos foram marcados intracelularmente com anticorpos específicos 

para IFNγ, a fim de avaliar se as aDC1 pulsadas seriam capazes de promover uma resposta aos 

antígenos virais. O IFNγ tem importante papel na resposta antiviral e o ensaio de cocultivo teve 

por objetivo avaliar o desfecho do uso das nanopartículas de sílica associadas aos peptídeos, no 

contexto para potencial aplicação na imunoterapia anti-HIV. 

Os resultados dos ensaios de cocultivo estão apresentados na Figura 16, na qual 

percebemos uma baixa produção de IFNγ pelas células T, sem diferenças significativas das 

demais variáveis com relação à variável mDC, constituído por linfócitos que receberam aDC1 

sem pulso antigênico. À princípio, as maiores medianas encontradas, sejam em células CD4 

(Figura 16A) ou CD8 (Figura 16B), parecem ter sido das culturas estimuladas por aDC1 

pulsadas com 1 µg/ml de nanopartícula de sílica. Porém, estatisticamente, esta diferença não é 

visualizada quando comparada às demais variáveis. De forma geral, não houve produção de 

IFNγ em resposta a um estímulo específico, uma vez que os valores são similares. 
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Figura 16. Produção de IFNγ por linfócitos autólogos de indivíduos cronicamente infectados 

pelo HIV estimulados por aDC1. 

 

Nota: As aDC1 foram pulsadas com duas concentrações de nanopartículas de sílica (1 e 10 µg/ml), associadas ao 

pool 1 de peptídeos de HIV (Gag.15, Gag.34 e Gag.35). Para conjugação das nanopartículas ao pool de peptídeos, 

a proporção utilizada foi de 10:1, no qual 1 µg/ml de nanopartícula de sílica foi associada à 0,1 µg/ml de pool de 

peptídeos, e 10 µg/ml de nanopartículas receberam 1 µg/ml de pool de peptídeos. Os controles foram constituídos 

por linfócitos cultivados na presença de: aDC1 maduras (mDC); aDC1 pulsadas por nanopartículas não-associadas 

a pool de peptídeos; e por fim, aDC1 pulsadas por pool de peptídeos não-associados a nanopartículas. Por meio da 

técnica de citometria de fluxo, a análise dos marcadores foi realizada a partir da população de células vivas e, 

sequencialmente, de células CD3 positivas. Em seguida, os linfócitos T foram selecionados mediante marcadores 

CD4+ IFNγ+ (A) e CD8+ IFNγ+ (B). As porcentagens apresentadas estão subtraídas pelo basal (linfócitos que não 

receberam nenhum estímulo). O controle positivo, que foi estimulado por phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) 

e ionomicina nas últimas 18 horas de cocultivo, apresentou média de expressão em 6,95% e 30,44% em células T 

CD4+ e T CD8+, respectivamente. NP: nanopartícula. O gráfico representa as medianas de cada variável. N=4. 
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4.5. Caracterização das nanopartículas conjugadas aos peptídeos de HIV 

Até esta ocasião, os resultados obtidos não tinham nos dado clareza quanto à melhor 

concentração de nanopartículas de sílica para pulso das aDC1, ou se a nanopartícula de sílica 

seria uma boa escolha para potencial uso na imunoterapia anti-HIV. Nossos achados indicaram 

que a produção de IFNγ por linfócitos T se deu de maneira inespecífica, uma vez que não 

tivemos diferenças significativas das demais variáveis com relação à variável mDC, constituído 

por linfócitos que receberam aDC1 sem pulso antigênico. Considerando que em nosso grupo 

de pesquisa a concentração padronizada de 1 µg/ml de peptídeos é capaz de gerar uma resposta 

celular específica por linfócitos T, nos ensaios subsequentes mantivemos somente uma 

concentração de nanopartículas de sílica. Dessa forma, mantendo a proporção calculada de 10:1 

entre as nanopartículas e os peptídeos, a concentração a ser testada ficou de 10 µg/ml de 

nanopartículas de sílica associadas a 1 µg/ml de peptídeos. 

Cabe ressaltar que durante o desenvolvimento desta tese, a colaboração estabelecida 

com o grupo de pesquisa do Prof. Robbie B. Mailliard, da Universidade de Pittsburgh 

(Pittsburgh, Pensilvânia, Estados Unidos), permitiu o uso de peptídeos relevantes de HIV, 

selecionados através de métodos preditivos para otimizar a resposta específica. Deste modo, 

considerando que não conseguimos detectar a produção específica de IFNγ no ensaio anterior 

e buscando melhorar a resposta ao HIV, passamos a utilizar tais peptídeos em substituição aos 

anteriormente testados. Uma vez que ficaram definidos os peptídeos de HIV que seriam 

utilizados pelo grupo, para esta tese os peptídeos anteriormente utilizados (Tabela 2) foram 

substituídos pelos peptídeos descritos na Tabela 3. 

Dessa forma, antes de dar segmento aos ensaios com as nanopartículas de sílica 

associadas aos novos peptídeos de HIV, uma etapa imprescindível foi realizada: a 

caracterização das partículas modificadas. Ou seja, a análise do tamanho e da carga das 

nanopartículas de sílica associadas aos novos peptídeos de HIV. Nas Figuras 17, 18 e 19 estão 

representados os resultados obtidos com auxílio do equipamento Zetasizer Nano ZS90 

(Malvern Panalytical). Cabe ressaltar que embora a caracterização das partículas seja bastante 

importante e informativa, para os ensaios anteriores esta etapa não foi executada, fato que pode 

ter limitado nossos achados preliminares. 

Na Figura 17 estão representados os resultados obtidos da conjugação da nanopartícula 

de sílica ao peptídeo Gag.27 do HIV. Na Figura 17A, na qual a conjugação foi realizada em 

salina, percebe-se que houve uma agregação das partículas, gerando um diâmetro médio 
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superior a 1000 nm. Diferentemente da salina, as partículas conjugadas em água (Figura 17B) 

e PBS 1X (Figura 17C) não sofreram agregação, tendo o pico médio do diâmetro superior a 17 

nm. Ainda, quanto ao índice de polidispersividade (PdI), quando abaixo de 0,25, indica que a 

população das partículas possuía baixa polidispersidade. Isso significa que há uma 

homogeneidade na distribuição dos tamanhos das partículas analisadas. 
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Figura 17. Análise de tamanho e carga das nanopartículas de sílica associadas ao peptídeo 

Gag.27 da região Gag do HIV-1. 
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Nota: As nanopartículas de sílica foram associadas aos peptídeos na proporção 10:1, sendo 100 µg/ml da 

nanopartícula de sílica para 10 µg/ml do peptídeo Gag.27. A conjugação foi testada em três soluções: salina (A), 

água (B) e PBS 1X (C). As leituras foram realizadas, no mínimo, em triplicata, pelo equipamento Zetasizer Nano 

ZS90 (Malvern Panalytical). Os gráficos para distribuição do tamanho foram analisados pelo parâmetro de número. 

Para as amostras estáveis (B) e (C), foram inseridas nas figuras o valor de potencial Zeta. PdI: índice de 

polidispersividade. 
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Na Figura 18 estão representados os resultados obtidos da conjugação da nanopartícula 

de sílica ao peptídeo Gag.34 (Figuras 18A e B) e Gag.35 do HIV (Figuras 18C e D). 

Diferentemente do peptídeo Gag.27, que é solúvel em água, os peptídeos Gag.34 e Gag.35 são 

solúveis em ácido acético 0,1M. Dessa forma, a solução de conjugação necessariamente 

precisaria ser tamponante. Sendo assim, para a conjugação foram utilizados PBS 0,1X (Figuras 

18A e C) e PBS 1X (Figuras 18B e D). As partículas inclinaram-se a uma polidispersão de 

média a alta, com PdI variando entre 0,4 e 0,6, indicando uma heterogeneidade na distribuição 

dos tamanhos das partículas analisadas, exceto a nanopartícula de sílica conjugada ao peptídeo 

Gag.34 em solução de PBS 1X (Figura 18B), no qual formaram-se agregados com tamanho 

superior a 1600 nm. 
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Figura 18. Análise de tamanho e carga das nanopartículas de sílica associadas aos peptídeos 

Gag.34 e Gag.35 da região Gag do HIV-1. 
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Nota: As nanopartículas de sílica foram associadas aos peptídeos na proporção 10:1, sendo 100 µg/ml da 

nanopartícula de sílica para 10 µg/ml do peptídeo Gag.34 (A)(B) ou Gag.35 (C)(D). A conjugação foi testada em 

duas soluções: PBS 0,1X (A)(C) e PBS 1X (B)(D). As leituras foram realizadas, no mínimo, em triplicata, pelo 

equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Panalytical). Os gráficos para distribuição do tamanho foram 

analisados pelo parâmetro de número. Para as amostras estáveis (A), (C) e (D), foram inseridas nas figuras o valor 

de potencial Zeta PdI: Índice de polidispersividade.  
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Por fim, na Figura 19 estão representados os resultados obtidos da conjugação da 

nanopartícula de sílica ao pool dos peptídeos da região Gag do HIV (Gag.27, Gag.34 e Gag.35). 

As conjugações foram testadas em três soluções: salina (Figura 19A), PBS 0,1X (Figura 19B) 

e PBS 1X (Figura 19C). Assim como para a conjugação com o peptídeo Gag.27 (Figura 17), as 

nanopartículas conjugadas ao pool de peptídeos em salina (Figura 19A) levaram a uma 

agregação das partículas, gerando um diâmetro médio superior a 1000 nm, o que não se observa 

nas partículas em PBS (Figuras 19B e C). 
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Figura 19. Análise de tamanho e carga das nanopartículas de sílica associadas ao pool de 

peptídeos da região Gag do HIV-1 (Gag.27, Gag.34 e Gag.35). 
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Nota: As nanopartículas de sílica foram associadas aos peptídeos na proporção 10:1, sendo 100 µg/ml da 

nanopartícula de sílica para 10 µg/ml do pool de peptídeos (Gag.27, Gag.34 e Gag.35). A conjugação foi testada 

em três soluções: salina (A), PBS 0,1X (B) e PBS 1X (C). As leituras foram realizadas, no mínimo, em triplicata, 

pelo equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Panalytical). Os gráficos para distribuição do tamanho foram 

analisados pelo parâmetro de número. Foram inseridas nas figuras as medições do potencial Zeta. PdI: Índice de 

polidispersividade. 
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4.6. Avaliação da internalização das nanopartículas de sílica, associadas aos 

peptídeos de HIV, pelas aDC1 

Uma vez estabelecida a concentração de nanopartículas para o pulso das aDC1, 

passamos a avaliar as condições referentes ao tempo necessário para a internalização das 

partículas pelas células. Até então as aDC1 eram incubadas por 2 horas com as nanopartículas, 

com base em protocolos de pulso antigênico utilizados em nosso laboratório. Por sugestão de 

nossos colaboradores, resolvemos testar se a incubação por um período mais extenso poderia 

influenciar a dinâmica de internalização.  

A concentração da nanopartícula de sílica ficou estabelecida em 10 µg/ml para 1 µg/ml 

do peptídeo Gag.27. Preliminarmente, mantivemos somente o peptídeo Gag.27 da região do 

HIV em nossos ensaios, uma vez que nesta etapa de padronização optamos por seguir com o 

peptídeo que apresentou melhores resultados na caracterização das partículas (Figura 17), bem 

como para otimizar a quantidade de variáveis em teste. Além disso, para facilitar o 

monitoramento do pulso antigênico pelas aDC1, utilizamos nanopartículas de sílica coradas 

com fluoresceína (FITC), o que permitiu avaliar sua internalização por citometria de fluxo.  

Deste modo, analisamos as aDC1 em diferentes tempos de incubação com as 

nanopartículas, quais sejam: 2, 6 e 24 horas (Figura 20 e 21). Observamos que houve 

internalização das nanopartículas em todos os tempos avaliados, em comparação às aDC1 sem 

nanopartículas. Além disso, a intensidade de fluorescência aumenta à medida em que se 

aumenta o tempo de incubação, sendo possível visualizar maior internalização no período de 

24 horas de incubação (Figura 20).  

Tais achados são corroborados pela análise de dotplot, no qual é possível visualizar um 

deslocamento da população positiva para a marcação com FITC nas culturas incubadas com 

nanopartículas por 24 horas (Figura 21). 
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Figura 20. Internalização das nanopartículas de sílica conjugadas aos peptídeos Gag.27 do HIV 

pelas aDC1 após 2, 6 e 24 horas de pulso, analisadas por histograma. 

 

Nota: As células ficaram em contato com as nanopartículas durante 2 (azul), 6 (laranja) e 24 horas (verde). À 

direita da linha vermelha têm-se as células que internalizaram as nanopartículas coradas com fluoresceína (FITC). 

À esquerda da linha vermelha, próxima ao fim da emissão das aDC1 que não receberam as nanopartículas 

(vermelho), estão as células que não emitiram a fluorescência para FITC. Este ensaio foi realizado por citometria 

de fluxo. 

 

Figura 21. Internalização das nanopartículas de sílica conjugadas aos peptídeos Gag.27 do HIV 

pelas aDC1 após 24 horas de contato, analisadas em gráficos pseudocolor plot (smooth). 

 

Nota: À esquerda tem-se a análise para as aDC1 que não receberam as nanopartículas, enquanto à direita segue 

análise das aDC1 que ficaram 24 horas em contato com as nanopartículas coradas com fluoresceína (FITC). Para 

este resultado, seguiu-se a seguinte estratégia de análise: no primeiro gate foram selecionadas as células dendríticas 

(DC) com base em seu tamanho (FSC) e complexidade (SSC), seguido da viabilidade celular, avaliadas pelo 

marcador Live/Dead™ Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (Invitrogen™), logo após foi definido o gate para seleção 

de células positivas para a molécula CD11c e, por fim, o gate contendo a porcentagem de emissão de fluorescência 

para FITC pelas células dendríticas (CD11c+). Este ensaio foi realizado por citometria de fluxo.  
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Embora o tempo de 24 horas de incubação tenha mostrado melhor internalização das 

nanopartículas em comparação ao tempo de 2 horas, que foi o tempo de pulso anteriormente 

padronizado para internalização de peptídeos por aDC1 em nosso grupo de pesquisa, tal fato 

implicaria em um aumento de 24 horas no tempo total do protocolo para obtenção de aDC1. Ou 

seja, a duração passaria de 7 para 8 dias de cultura celular, o que pode não ser conveniente para 

adoção em protocolo clínico, além da possibilidade de interferir na viabilidade celular. Neste 

sentido, com o intuito de buscar um tempo de incubação conveniente e capaz de promover a 

internalização de nanopartículas de forma otimizada, além do tempo de 24 horas de incubação, 

também avaliamos o tempo de 8 horas. 

Dessa forma, a Figura 22 mostra os resultados observados referentes à comparação do 

pulso das aDC1 com as nanopartículas por 8 e 24 horas. Observamos que o perfil de 

deslocamento da expressão de FITC é similar entre ambas as culturas mantidas por 8 e 24 horas, 

inclusive com percentual de positividade ligeiramente superior para o tempo de 8 horas (Figura 

23). Tal fato sugere que em 8 horas de incubação a internalização das nanopartículas parece 

atingir um platô que é mantido por pelo menos até 24 horas de incubação. Deste modo, a 

incubação por 8 horas parece ser suficiente para a internalização das nanopartículas pelas aDC1. 
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Figura 22. Internalização das nanopartículas de sílica conjugadas aos peptídeos Gag.27 do HIV 

pelas aDC1 após 8 e 24 horas de pulso em histograma. 

 

Nota: As células ficaram em contato com as nanopartículas durante 8 (laranja) e 24 horas (verde). À direita da 

linha vermelha têm-se as células que internalizaram as nanopartículas coradas com fluoresceína (FITC). À 

esquerda da linha vermelha, próxima ao fim da emissão das aDC1 que não receberam as nanopartículas (azul), 

estão as células que não emitiram a fluorescência para FITC. Este ensaio foi realizado por citometria de fluxo. 

 

Figura 23. Internalização das nanopartículas de sílica conjugadas aos peptídeos Gag.27 do HIV 

pelas aDC1 após 8 e 24 horas de pulso, analisadas em gráficos pseudocolor plot (smooth). 

 

Nota: À esquerda tem-se a análise para as aDC1 que não receberam as nanopartículas; ao centro, a análise das 

aDC1 após pulso das nanopartículas por 8 horas; e à direita segue análise das aDC1 após pulso de 24 horas. As 

nanopartículas de sílica utilizadas estavam conjugadas à fluoresceína (FITC). Para este resultado, seguiu-se a 

seguinte estratégia de análise: no primeiro gate foram selecionadas as células dendríticas (DC) com base em seu 

tamanho (FSC) e complexidade (SSC), seguido da viabilidade celular, avaliadas pelo marcador Live/Dead™ 

Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (Invitrogen™), logo após foi definido o gate para seleção de células positivas 

para a molécula CD11c e, por fim, o gate contendo a porcentagem de emissão de fluorescência para FITC pelas 

células dendríticas (CD11c+). Este ensaio foi realizado por citometria de fluxo. 
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Ao dar continuidade às comparações dos tempos de pulso das nanopartículas entre 8 e 

24 horas, alguns pontos foram considerados. O primeiro deles era, de fato, encontrar o melhor 

tempo de internalização das nanopartículas de sílica, período este que é compreendido entre o 

pulso das partículas na cultura de aDC1 (dia 5) e a adição do coquetel de citocinas para ativação 

das células. O segundo ponto considerado é o período pelo qual as aDC1 estariam sob estímulo 

do coquetel de ativação, ou seja, por quanto tempo após a adição das citocinas as aDC1 ficariam 

mantidas em cultura, até o encerramento do protocolo. Dito isso, conforme anteriormente 

mencionado, nos protocolos padronizados em nosso grupo de pesquisa, o tempo de pulso para 

peptídeos, sem associação às nanopartículas, é de 2 horas. Além disso, o tempo padronizado 

para ativação das aDC1 é de 48 horas (Figura 24A). Dessa forma, na tentativa de encontrar a 

melhor opção para o tempo de pulso das nanopartículas, sem comprometer a ativação das aDC1, 

propusemos as variáveis descritas na Figura 24.  

 

Figura 24. Esquematização das etapas para obtenção de aDC1 considerando os tempos de 8 e 

24 horas de pulso das nanopartículas associadas aos peptídeos de HIV e a duração total dos 

protocolos. 

 

Nota: Em (A) tem-se o esquema do protocolo previamente padronizado em nosso grupo, com tempo de pulso de 

2 horas dos peptídeos, além das 48 horas de ativação das aDC1, com duração total de 7 dias. Em (B), 

diferentemente do protocolo padrão, tem-se pulso de 8 horas das nanopartículas, conjugadas ao peptídeo de HIV. 

Em (C), além do tempo de pulso de 24 horas, tem-se somente 24 horas de ativação das aDC1, porém com protocolo 

com duração total de 7 dias. Por fim, em (D), tem-se o pulso de 24 horas das nanopartículas, conjugadas ao peptídeo 

de HIV, além das 48 horas de ativação, encerrando o protocolo após 8 dias. 
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Reiterando, uma vez que os tempos de pulso escolhidos até o momento estavam entre 8 

e 24 horas, caso mantivéssemos as 48 horas de ativação previamente padronizadas, as aDC1 

com 24 horas de pulso teriam um protocolo total com 8 dias de duração (Figura 24D), 

diferentemente da duração de 7 dias já definida. Assim sendo, testamos também a variável com 

pulso de 24 horas somado as 24 horas de ativação, mantendo a duração do protocolo 

padronizado (Figura 24C).  

Portanto, considerando as variáveis propostas na Figura 24, avaliamos a viabilidade das 

aDC1 (Figura 25) bem como a análise fenotípica destas células (Figuras 26 e 27). 

 

Figura 25. Avaliação da viabilidade das aDC1 pulsadas com nanopartículas de sílica 

conjugadas ao peptídeo Gag.27 do HIV após pulso de 8 e 24 horas. 

 

Nota: Para conjugação da nanopartícula ao peptídeo Gag.27 do HIV, a proporção utilizada foi de 10:1, no qual 

10µg/ml de nanopartículas de sílica foram associadas à 1µg/ml de peptídeos. As variáveis foram constituídas por 

aDC1 imaturas (iDC); aDC1 maduras (mDC); aDC1 pulsadas com nanopartículas por 8 horas; e por fim, aDC1 

pulsadas com nanopartículas por 24 horas, mais 24 ou 48 horas de ativação. As células foram avaliadas pelo 

marcador Live/Dead™ Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (Invitrogen™), por citometria de fluxo. O gráfico 

representa as medianas de cada variável. N=2-4. 
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Figura 26. Avaliação da internalização de nanopartículas de sílica por aDC1 através de 

citometria de fluxo. 

 

Nota: Para conjugação da nanopartícula ao peptídeo Gag.27 do HIV, a proporção utilizada foi de 10:1, no qual 

10µg/ml de nanopartículas de sílica foram associadas à 1µg/ml de peptídeos. As variáveis foram constituídas por 

aDC1 imaturas (iDC); aDC1 maduras (mDC); aDC1 pulsadas com nanopartículas por 8 horas; e por fim, aDC1 

pulsadas com nanopartículas por 24 horas, mais 24 ou 48 horas de ativação. A expressão do fluorocromo FITC foi 

avaliada dentro da população de células CD11c positivas por citometria de fluxo. Os resultados estão representados 

em porcentagem de células vivas que expressam este fluorocromo (A), e a intensidade mediana de fluorescência 

(MFI) do marcador na célula (B). O gráfico representa as medianas de cada variável. N=2-4. 
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Figura 27. Análise fenotípica de aDC1 pulsadas com nanopartículas de sílica conjugadas ao 

peptídeo Gag.27 do HIV, após pulso de 8 e 24 horas. 

 

Nota: Para conjugação da nanopartícula ao peptídeo Gag.27 do HIV, a proporção utilizada foi de 10:1, no qual 

10µg/ml de nanopartículas de sílica foram associadas à 1µg/ml de peptídeos. As células foram marcadas com 

anticorpos monoclonais específicos para moléculas de superfície e avaliadas por citometria de fluxo. As moléculas 

analisadas foram: CD14 (A)(B); CCR7 (C)(D); CD80 (E)(F); CD83 (G)(H); HLA-DR (I)(J). Os resultados estão 

representados em porcentagem de células vivas que expressam cada marcador (gráficos à esquerda), e a 

intensidade mediana de fluorescência (MFI) de cada marcador na superfície das células (gráficos à direita). As 

variáveis foram constituídas por aDC1 imaturas (iDC); aDC1 maduras (mDC); aDC1 pulsadas com nanopartículas 

por 8 horas; e por fim, aDC1 pulsadas com nanopartículas por 24 horas, mais 24 ou 48 horas de ativação. O gráfico 

representa as medianas de cada variável. N=2-4.  
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Na tentativa de aprimorar o protocolo de obtenção de aDC1 aliado à internalização das 

nanopartículas de sílica, no último ensaio de análise fenotípica adicionamos o tempo de pulso 

de 8 horas, comparativamente ao tempo de 24 horas (Figura 27). Como resultado, não foram 

observadas diferenças significativas em nenhum dos marcadores, seja comparando os tempos 

de pulso entre 8 e 24 horas, tal como diferentes tempos de ativação. Entretanto, é possível notar 

que no tempo de 8 horas a expressão da molécula CD14 é ligeiramente reduzida (Figura 27A), 

muito similar aos controles sem pulso de nanopartículas. Em relação à expressão dos demais 

marcadores, com exceção do CCR7 no tempo de 8 horas (Figura 27C), encontram-se 

semelhanças nas variáveis que receberam as nanopartículas.  

Sendo assim, optamos por considerar o tempo de 8 horas para o pulso das nanopartículas 

de sílica associadas aos peptídeos de HIV, mantendo a duração total do protocolo em 7 dias, 

sob o tempo previamente padronizado para completa maturação, conforme demonstra a Figura 

3. Além disso, é possível manter todas as etapas de execução do protocolo em paralelo, da 

variável que recebe o pulso de 8 horas com a variável controle (mDC), de forma que não seria 

possível no protocolo com pulso das nanopartículas por 24 horas. 

Com o objetivo de comprovar os dados de internalização das nanopartículas obtidos por 

citometria de fluxo, procedemos à aquisição de imagens de aDC1 incubadas com nanopartículas 

por meio da técnica de imunofluorescência, ressaltando que as partículas se apresentam 

conjugadas a FITC. As imagens obtidas estão representadas na Figura 28. Observamos a 

presença das nanopartículas ao redor do núcleo da célula, demonstrando que elas foram 

internalizadas pelas aDC1 (Figura 28B), diferente de culturas de aDC1 na ausência de 

nanopartículas, nas quais visualizamos apenas o núcleo da célula, corado com DAPI (Figura 

28A).  

 



80 

 

 

Figura 28. Análise da internalização da nanopartícula de sílica associada ao peptídeo Gag.27 

por imunofluorescência. 

 

Nota: Nanopartículas previamente coradas com FITC, conjugadas ao peptídeo Gag.27, na proporção de 10:1 (10 

µg/ml de nanopartículas de sílica associadas a 1 µg/ml de peptídeos) foram incubadas por 8 horas com aDC1, que 

em seguida foram ativadas. As células foram marcadas com o corante de núcleo (DAPI) e. As imagens foram 

obtidas em microscópio de fluorescência, no aumento de 63X. Em (A) temos aDC1 sem pulso de nanopartículas, 

somente com marcação do núcleo (em azul, DAPI). Em (B) temos aDC1 com pulso de nanopartículas de sílica 

conjugadas ao peptídeo Gag.27 do HIV (em verde, FITC), além da marcação do núcleo (em azul, DAPI). N=1. 
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4.7. Avaliação da apoptose das aDC1 pulsadas com nanopartículas conjugadas a 

peptídeo de HIV 

Adicionalmente, avaliamos a apoptose de aDC1 pulsadas com nanopartículas de sílica 

conjugadas ao peptídeo Gag.27 do HIV (Figura 29). Neste ensaio analisamos as aDC1 no que 

se refere à viabilidade (Figura 29A), apoptose (Figura 29B) e necrose (Figura 29C) celular, 

tanto nas variáveis controle quanto nas variáveis que receberam as nanopartículas. Embora 

tenha sido um ensaio único, sendo passível de trazer resultados imprecisos, as aDC1 pulsadas 

somente com as nanopartículas de sílica, sem conjugação a peptídeo, parecem se manter menos 

viáveis quando comparadas ao controle e, consequentemente, apresentando uma maior 

porcentagem de células em necrose. Ainda, considerando o aumento da expressão da molécula 

CD14 nos ensaios iniciais desta tese, adicionamos esse marcador ao teste de apoptose (Figura 

29D e 29E). Embora mais testes sejam necessários para fundamentar os achados, foi possível 

observar que a nanopartícula de sílica, utilizada em sua forma pura, sem associação aos 

peptídeos de HIV, têm impacto direto na viabilidade celular e na expressão de CD14. 
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Figura 29. Avaliação da apoptose de aDC1 pulsadas com nanopartículas de sílica conjugadas 

ao peptídeo Gag.27 do HIV. 

 

Nota: As células foram marcadas com anticorpos monoclonais específicos para avaliar a viabilidade (A), apoptose 

(B) e necrose (C) celular, além da molécula de superfície CD14 (D)(E). As células foram avaliadas por citometria 

de fluxo. Os resultados representam a porcentagem de células CD11c+ que expressam cada marcador 

(A)(B)(C)(D), com exceção da intensidade mediana de fluorescência (MFI) referente à molécula de superfície 

CD14 (E). Controle: células dendríticas maduras sem pulso de nanopartícula de sílica; NP+peptídeos: células 

dendríticas maduras com pulso de nanopartículas de sílica conjugadas aos peptídeos de HIV; NP: células 

dendríticas maduras com pulso de nanopartículas de sílica não-modificadas (sem conjugação aos peptídeos). N=1. 
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5. DISCUSSÃO 

O objetivo deste trabalho foi desenvolver protocolos usando nanopartículas compostas 

por QS e sílica. Quanto à escolha destas partículas, levamos em consideração o seu uso em 

pesquisas biomédicas, a capacidade de modificação (conjugação à antígenos) e principalmente 

a compatibilidade para ensaios celulares in vitro. Diante disso, tanto a nanopartícula de QS 

quanto a de sílica, de início, conferiam os atributos requeridos (50,54,55,60,61).  

Dessa forma, nosso primeiro questionamento foi avaliar o efeito dessas partículas sobre 

a viabilidade celular, na tentativa de definir as melhores concentrações de uso in vitro, sem 

ocasionar efeito tóxico indesejado. No que se refere à toxicidade, o uso da QS é bastante 

defendido por se tratar de um polímero natural, pouco tóxico, biocompatível e biodegradável 

(67,68). Quanto ao uso das nanopartículas de QS em cultura celular, as concentrações foram 

definidas seguindo os protocolos do Laboratório de Imunobiológicos e Biofármacos, na 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo (FCF-USP). 

Diferentemente, em relação às nanopartículas de sílica os trabalhos são divergentes, visto que 

além das diferentes formulações, existem variações nos métodos de avaliação da toxicidade. 

Kwon e colaboradores (2014) não encontraram resultados que sugerissem uma genotoxicidade, 

tanto in vitro quanto in vivo, de nanopartículas de sílica de 20 e 100 nm (69). Ainda, um recente 

artigo de revisão propôs a sílica mesoporosa como uma importante ferramenta para 

imunoterapias contra o câncer, defendendo o uso da nanotecnologia para melhorar a eficácia do 

tratamento de pacientes oncológicos (70). Em contrapartida, outros trabalhos apontaram o perfil 

toxicológico das nanopartículas de sílica, não só considerando os achados in vitro, mas também 

questionando a exposição ambiental do indivíduo (71–73). Além disso, um recente artigo de 

revisão compilou vários achados mostrando os efeitos que diferentes formulações de 

nanopartícula de sílica desencadearam em ensaios in vitro e in vivo, como aumento do estresse 

oxidativo, disfunção mitocondrial, apoptose e morte celular em cultura de células, bem como 

disfunção e fibrose hepática em animais (74). 

Durante os testes de padronização, tivemos bastante dificuldade na execução do 

protocolo de produção das nanopartículas de QS. Devido aos desafios inerentes da própria QS 

e das etapas do protocolo, como exemplo a viscosidade do composto, solubilidade somente em 

meio ácido e o curto tempo de prateleira, não foi possível garantir um produto estéril, 

reprodutível e estável em meio neutro. Embora os resultados preliminares com esta partícula 

pudessem ser promissores, devido aos impasses em sua produção, optamos por não avançar nos 
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ensaios com a nanopartícula de QS. Em relação à nanopartícula de sílica, no que se refere a sua 

produção, as partículas utilizadas em todos os nossos ensaios foram produzidas por nossos 

colaboradores do Laboratório de Química Supramolecular e Nanotecnologia, do Instituto de 

Química da Universidade de São Paulo (IQ-USP). Dessa forma, as nanopartículas de sílica 

possuem todas as suas características físico-químicas bem descritas, além de atenderem às 

expectativas quanto ao meio neutro, estabilidade e esterilidade. Sendo assim, decididos sobre a 

continuidade dos ensaios somente com as nanopartículas de sílica, as trouxemos para o contexto 

do nosso grupo de pesquisa. 

O uso das nanopartículas de sílica no contexto do HIV é bastante amplo, sendo em parte 

relacionado ao delivery de drogas antirretrovirais (75,76), bioimaging (77), e também para o 

desenvolvimento de métodos sorológicos mais sensíveis (78). Ainda, há trabalhos que mostram 

resultados promissores na modificação de nanopartículas de sílica com de trímeros de proteínas 

do envelope do HIV-1, como candidatos para uma futura plataforma vacinal (79,80). Embora 

existam trabalhos associando a nanopartícula de sílica a diversos contextos, como HIV, 

imunoterapia para câncer (70,81,82) e alergias (83), até onde temos conhecimento, não existem 

trabalhos relacionando esta nanopartícula à protocolos de imunoterapia com uso de aDC1. Além 

disso, há uma infinidade de tamanhos, formulações e outras características imprescindíveis a 

serem consideradas quando, genericamente, falamos sobre as nanopartículas de sílica. 

Nossos resultados iniciais mostraram que as concentrações testadas das nanopartículas 

de sílica tiveram menos impacto sobre a viabilidade celular quando comparado ao fato dessas 

partículas estarem associadas ou não a peptídeos. De fato, as concentrações mais altas da 

nanopartícula de sílica, superiores a 100 µg/ml, quando utilizadas sem associação aos peptídeos, 

declinaram drasticamente a viabilidade celular, não somente nas culturas com células de 

linhagem (Figuras 7 e 8) como também nas com aDC1 (Figura 11). Os achados para aDC1 por 

citometria de fluxo, quando comparados aos encontrados pelos ensaios de MTT com células de 

linhagem, embora sejam metodologias e células diferentes, têm-se resultados concordantes. 

Outro ponto importante a ser considerado no que diz respeito à melhora nos achados de 

viabilidade celular é a concentração de células em cultura nos ensaios de MTT. Diferentemente 

dos resultados com o peptídeo de hemopressina (Figura 9), as nanopartículas associadas ao BSA 

não obtiveram o mesmo feito na viabilidade (Figura 8), o que não se era esperado, uma vez que 

as nanopartículas também estavam associadas a um antígeno. Entretanto, cabe destacar que 

além do tipo de antígeno utilizado, tem-se a diferença na concentração de células de linhagem 

utilizada em cada ensaio, e podemos especular que devido à alta confluência celular sobre os 
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poços, a viabilidade das células pulsadas com BSA pode ter ficado comprometida. Dito isso, 

Winter e colaboradores (2011), que à princípio utilizaram nanopartículas de sílica sem 

associações à antígenos, afirmaram que as partículas ativaram o inflamassoma, levando ao 

aumento da secreção de IL-1β, além de induzirem a apoptose de células dendríticas de 

camundongos (84). Dessa forma, além de considerar a qual antígeno as nanopartículas estão 

conjugadas, fatores inerentes ao protocolo são igualmente relevantes na assertividade dos 

resultados.  

Diante disso, após considerarmos o efeito das nanopartículas de sílica associadas a 

peptídeos de HIV sobre a viabilidade celular, avaliamos também o perfil fenotípico das células 

aDC1. No que diz respeito à análise do fenótipo das aDC1, selecionamos algumas moléculas 

presentes na superfície das células para avaliar seu processo de diferenciação, maturação e 

ativação celular. Em relação à molécula de superfície CD14, esperávamos utilizá-la como 

controle para seleção da população das aDC1. Isto é, o marcador CD14 é utilizado para 

diferenciar células de linhagem monocítica, tal qual utilizamos beads magnéticas deste mesmo 

marcador para separar as células CD14+ das PBMCs. Em seguida, durante o processo de 

diferenciação destas células precursoras, as aDC1 reduzem a expressão de CD14. Assim, o 

marcador CD14 é comumente utilizado como critério de seleção negativa dentro de uma 

estratégia de análise para definir a população de aDC1, tendo como característica células CD14-

/CD11c+. No entanto, no primeiro resultado relativo à análise fenotípica das aDC1, notamos 

que as células modificadas com nanopartículas de sílica estavam voltando a expressar o 

marcador CD14 na superfície celular, quando comparadas às variáveis controle, iDC e mDC, 

que receberam somente as citocinas de diferenciação e ativação e não foram pulsadas com as 

nanopartículas (Figura 12A). É válido ressaltar que as DCs presentes no sangue humano podem 

ser distinguidas fenotipicamente em três tipos: as plasmocitoides (pDC), e as mieloides 

CD141+DC e as CD1c+DC. As aDC1 que utilizamos em nosso grupo de pesquisa e também 

neste trabalho possuem similaridade com as DCs de origem mieloide. Dito isso, Heger e 

colaboradores (2020) revisaram a existência de subgrupos de CD1c+DC que expressam CD14 

na superfície e, neste caso, compartilham características com os monócitos, como alta expressão 

de CD69, CD115 e CD163. Neste caso, houve então a distinção das CD1c+DC em CD1c+CD14+ 

das CD1c+CD14–. Uma das diferenças notadas entre essas células foi que, as CD1c+DC que 

expressam a molécula CD14 não produzem IFNγ como as células que não a expressa. Diante 

disso, os autores sugerem que as CD1c+CD14+ impedem a proliferação das células T e a 

diferenciação delas na linhagem Th1, fato que está aliado à baixa capacidade de apresentação 
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antigênica. Estes autores concluem que a razão pela qual essas DCs apresentam características 

de monócitos permanece incerta, e uma das suposições é de que essas células sejam derivadas 

de monócitos maduros, assim como são as aDC1, diferenciadas em culturas in vitro (85). Cabe 

ressaltar que o aumento na expressão da molécula CD14 em aDC1 já diferenciadas foi um 

achado inesperado, que nos levou a correlacionar, despretensiosamente, o processo de apoptose 

celular ao aumento da expressão deste marcador. Contudo, reforçamos que mais ensaios são 

necessários para sustentar tal hipótese. 

No que diz respeito à molécula de superfície CD40, ela se expressa em altos níveis 

quando as DCs migram da periferia para os órgãos linfoides secundários. Assim, espera-se que 

sua expressão esteja aumentada nas aDC1 que receberam o coquetel de ativação e maturação, 

quando comparada à expressão em aDC1 imaturas (iDC). Outro aspecto a ser pontuado em 

relação ao marcador CD40 é a sua importância em estimular a expressão de outras moléculas 

coestimuladoras, no qual todo este conjunto de interações é bastante significativo para ativação 

de células T. A partir desta ativação, tem-se a liberação de citocinas pelas DCs, como por 

exemplo a IL-12. Esta citocina é capaz de direcionar a resposta imune para o tipo Th1, 

acarretando na indução de uma potente resposta de linfócitos T citotóxicos (CTL) e 

consequentemente, na produção de IFNγ, tendo papel fundamental no controle de uma infecção 

viral. Assim como o marcador CD40, o CCR7 é um marcador que indica potencial de migração 

das DCs para os órgãos linfoides secundários, no qual as células maduras tendem a expressar 

mais significativamente este marcador quando comparadas às imaturas. Os marcadores CD80 

e CD86 são moléculas coestimuladoras e estão expressas em altos níveis em DCs maduras 

quando comparado às imaturas, assim com a molécula CD83, que é um marcador de maturação 

de DCs. Por fim, o HLA-DR (MHC de classe II) é uma molécula necessária para apresentação 

antigênica às células T, e espera-se que seja mais expressa nas aDC1 em sua forma madura. 

Dessa forma, das análises fenotípicas realizadas, esperávamos que a expressão dos 

marcadores de maturação e ativação das aDC1 estivesse relativamente aumentada quando 

comparada à expressão dos mesmos em sua forma imatura. Embora para alguns marcadores as 

medianas apresentadas tendem a mostrar essas diferenças, nenhuma significância estatística foi 

observada. Além disso, um achado inesperado foi a expressão da molécula CD14 em aDC1 já 

diferenciadas de monócitos. 

Ainda que a análise fenotípica seja de suma importância nas etapas de padronização, 

avaliar isoladamente estes resultados não é o suficiente para validar a capacidade das aDC1, 

pulsadas com as nanopartículas associadas a peptídeos de HIV, em gerar uma resposta imune 
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específica. Desse modo, somado à análise fenotípica, faz-se necessária a análise funcional 

destas células que, neste caso, envolveu o cocultivo das aDC1 com linfócitos autólogos de 

pacientes cronicamente infectados pelo HIV. É válido destacar que, neste ensaio, a produção de 

IFNγ foi inespecífica para os estímulos testados, não sendo possível observar diferenças 

significativas entre os linfócitos que receberam as aDC1 pulsadas com as nanopartículas dos 

controles. 

Diante deste cenário, no qual não observamos uma resposta celular esperada no ensaio 

de cocultivo de aDC1 com linfócitos, avaliamos possíveis pontos de melhoria nos protocolos 

testados. Nossa primeira consideração nesta reestruturação dos ensaios foi selecionar novos 

peptídeos de HIV, isto porque nossos colaboradores da Universidade de Pittsburgh (Pittsburgh, 

Pensilvânia, Estados Unidos) realizaram um trabalho para definir peptídeos relevantes de HIV, 

de regiões imunogênicas, com potencial para promover uma resposta específica. Dessa forma, 

a seleção de peptídeos para os nossos ensaios foi baseada no trabalho de Garcia-Bates e 

colaboradores (2021), cujo objetivo foi selecionar peptídeos que representassem epítopos 

altamente conservados e topologicamente restritos ao HIV-1, capazes de induzirem uma 

resposta específica por CTL, para aplicação terapêutica em protocolo clínico (66). Logo, 

baseando-se nestes resultados publicados, selecionamos alguns dos peptídeos que foram 

capazes de gerar resposta em um maior número de indivíduos estudados, e também 

consideramos a amplitude dessa resposta. Somado a este fato, ainda avaliamos a solubilidade 

dos peptídeos em água, a similaridade no número de resíduos e peso molecular, e também o 

ponto isoelétrico (pH), que deveria ser acima de 9,0. Em relação ao último critério, o intuito foi 

garantir que os peptídeos tivessem cargas positivas quando adicionados às soluções e reagentes 

de uso (pH±7,0), tornando possível a ligação às nanopartículas de sílica que possuem carga 

negativa. Todas as características acima mencionadas foram cautelosamente analisadas para se 

obter uma desejável conjugação dos peptídeos às nanopartículas. Ou seja, nosso intuito foi 

selecionar peptídeos de HIV capazes de gerar uma boa resposta celular, mas que também 

tivessem boa conjugação às nanopartículas de sílica. Uma vez decidido que manteríamos a 

concentração de nanopartículas em 10 µg/ml, a concentração de peptídeos a elas associadas 

ficou em 1 µg/ml, mantendo a proporção de 10:1 previamente calculada. Lembrando que a 

escolha por essa concentração foi pautada na concentração de 1 µg/ml de peptídeos padronizada 

em nosso grupo como sendo o suficiente para induzir uma resposta celular específica por 

linfócitos T. Cabe ressaltar que um trabalho na área de dermatite de contato, ao utilizar uma 

nanopartícula de sílica de tamanho aproximado de 20 nm e carga negativa (-21,9 mV), definiu 
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como sendo de 0,01 mg/ml (10 µg/ml) a menor concentração não-citotóxica desta partícula, 

para uso em culturas de células dendríticas derivadas de medula óssea (BMDC) (86). 

Dessa forma, tendo as concentrações de nanopartículas e peptídeos definidas, bem como 

os novos peptídeos de HIV que seriam utilizados, realizamos a caracterização das 

nanopartículas conjugadas aos peptídeos de HIV em relação ao tamanho e a carga. Ou seja, 

comparadas às nanopartículas vazias, as nanopartículas conjugadas aos peptídeos tiveram suas 

cargas modificadas, reforçando que houve a associação. Esta caracterização se faz importante 

para garantir que a modificação das partículas prosseguiu da forma desejada, e evitar, por 

exemplo, as agregações observadas nas partículas conjugadas sob as soluções não apropriadas 

(Figura 17A, 18B e 19A). Dito isso, talvez possamos especular que a expressão aumentada da 

molécula CD14 na variável “10 µg/ml NP + 1 µg/ml pool”, seja para “Pool 1” quanto para 

“Pool 2” (Figura 14A) possa ser decorrente de problemas na conjugação das nanopartículas aos 

peptídeos. Neste exemplo em questão foram utilizados os primeiros peptídeos selecionados 

(Tabela 2) e não foi realizada a caracterização das partículas após conjugação. A ausência desta 

etapa pode ter prejudicado nossos achados, uma vez que os resultados para estas variáveis se 

encontram muito similares à variável controle que recebeu somente a nanopartícula, sem 

conjugação aos pools. 

Em seguida à caracterização das nanopartículas de sílica, conjugadas aos novos 

peptídeos de HIV selecionados, avaliamos a capacidade das aDC1 em internalizar estas 

partículas modificadas. Para tal, utilizamos as nanopartículas de sílica coradas com FITC, um 

fluorocromo amplamente utilizado em nosso laboratório e que sabidamente não teria 

interferência sobre a fluorescência dos marcadores celulares. Cabe ressaltar que diferentemente 

do ensaio com os pools de peptídeos, neste momento foi utilizado somente o peptídeo Gag.27 

para conjugação às nanopartículas, para minimizar as chances de agregação das partículas e 

otimizar a quantidade de variáveis. Dessa forma, para avaliar o melhor tempo para 

internalização das nanopartículas de sílica, conjugadas ao peptídeo Gag.27, diferentes tempos 

de pulso foram testados por citometria de fluxo. Consideramos que a internalização das 

nanopartículas nas variáveis de 8 e 24 horas foi satisfatória, principalmente quando 

comparamos às 2 horas de pulso anteriormente utilizadas. Diante disso, se levarmos em 

consideração que nos ensaios anteriores aos testes de internalização o pulso das nanopartículas, 

associadas ou não a peptídeos, tiveram somente 2 horas de pulso, os achados podem estar 

subestimados, tendo tido uma menor internalização das partículas pelas células. Tendo em vista 

os resultados obtidos com os tempos de 8 e 24 horas, optamos por dar segmento com o tempo 
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de 8 horas de pulso, visto que a duração total das aDC1 em cultura ficaria em 7 dias, da mesma 

forma que o controle, conforme já mencionamos em seções anteriores. Complementando a 

avaliação da internalização das partículas pelas aDC1 por citometria de fluxo, prosseguimos na 

tentativa de visualizar esta internalização por microscopia. Dito isso, a padronização do 

protocolo para marcação de imunofluorescência foi realizada em colaboração ao Laboratório 

de Imunogenética, do Instituto de Ciências Biomédicas IV (ICB-IV) da Universidade de São 

Paulo (USP). Embora tenha sido realizado um único ensaio, foi possível constatar a presença 

das nanopartículas ao redor do núcleo das aDC1, corroborando dados obtidos anteriormente, 

confirmando a internalização das nanopartículas de sílica pelas aDC1. Devido à escassez de 

tempo não foi possível a realização de mais ensaios, sendo importante considerar que ajustes 

no protocolo são necessários para aprimorar as imagens adquiridas, como a adição de um 

marcador para a superfície das células, etapas de lavagem para reduzir o background, e também 

optar pela aquisição das imagens por microscopia confocal, o que ofertaria mais detalhes do 

processo de internalização. 

Cabe ressaltar que após todas as etapas realizadas nesta tese, esperava-se o ensaio de 

cocultivo de linfócitos autólogos de indivíduos cronicamente infectados pelo HIV com as aDC1 

pulsadas com nanopartículas de sílica associadas aos novos peptídeos selecionados. De fato, a 

ausência destes dados alimenta os questionamentos referentes, por exemplo, ao potencial dos 

peptídeos selecionados em induzir uma resposta específica por linfócitos T. Ainda, nos indaga 

sobre a eficiência das nanopartículas de sílica no melhoramento do delivery antigênico para as 

aDC1. Outro ponto passível de testes é quanto ao pulso dos peptídeos sobre as aDC1, em se 

dando de forma individual ou em pool, e o impacto sobre a produção de uma resposta 

linfocítica. Além disso, reconhecemos que a amostragem de nossos ensaios foi restrita e os 

achados contam com vieses por ora imprecisas. 

Em suma, até o momento, diante dos resultados apresentados nesta tese, reiteramos o 

potencial uso das nanopartículas de sílica conjugadas a peptídeos de HIV para culturas de 

células com aDC1. Embora a nanopartícula de QS e sua manipulação em meio ácido não 

favoreça a viabilidade de culturas celulares, um dos detalhes que nos fez optar por deixá-la, 

obtivemos resultados satisfatórios no que diz respeito à viabilidade com a nanopartícula de 

sílica quando conjugadas aos peptídeos de HIV. Além disso, estas nanopartículas de sílica, 

conjugadas aos peptídeos de HIV, até a concentração de 10 µg/ml, parecem não interferir na 

viabilidade das aDC1. Quanto à análise fenotípica das aDC1 pulsadas com as nanopartículas de 

sílica, foi observado um aumento na expressão da molécula CD14, o que pode estar relacionado 
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com a apoptose celular. Por fim, o tempo de 8 horas parece ser o suficiente para a internalização 

das nanopartículas de sílica conjugadas aos peptídeos de Gag.27 do HIV por aDC1. 
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6. CONCLUSÃO 

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito do uso de nanopartículas para o 

delivery de antígenos de HIV em células dendríticas do tipo aDC1. Em síntese, obtivemos as 

seguintes conclusões: 

• Não foi possível a produção de nanopartículas de quitosana para delivery de antígenos 

de HIV dentro dos critérios estabelecidos. 

• Embora a nanopartícula de quitosana tenha sido descontinuada de nossos ensaios, no 

que diz respeito à viabilidade das aDC1, quando pulsadas com a nanopartícula de sílica, 

os resultados foram satisfatórios. Até a concentração de 10 µg/ml de nanopartículas de 

sílica, conjugadas a 1 µg/ml de peptídeos de HIV, parece não interferir na viabilidade 

das aDC1. 

• Nenhuma diferença significativa foi observada quanto à expressão de moléculas de 

ativação e maturação sobre a superfície de aDC1, quando pulsadas com nanopartículas 

associadas à peptídeos. Entretanto, foi observado um aumento na expressão da molécula 

CD14, o que pode estar relacionado com a apoptose celular. 

• As aDC1, pulsadas com as nanopartículas de sílica conjugadas aos peptídeos de HIV 

inicialmente testados, não foram capazes de induzir uma resposta imune específica por 

linfócitos autólogos. Mais ensaios, preferencialmente com os novos peptídeos 

selecionados, são necessários. 

• O tempo de 8 horas parece ser o suficiente para a internalização das nanopartículas de 

sílica conjugadas aos peptídeos de HIV por aDC1. 
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