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RESUMO

Tiyo BT. Nanoparticulas como estratégia de delivery de antigenos de HIV para o pulso de
células dendriticas derivadas de monocitos: potencial aplicagdo na imunoterapia anti-HIV
[tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2023.

A imunoterapia baseada em células dendriticas (DC) constitui uma ferramenta potencial para
aperfeigoar o tratamento da infec¢ao pelo HIV, cujo intuito ¢ estimular e direcionar uma
resposta imune especifica contra a infec¢do viral. O protocolo mais utilizado para a obtenc¢ao
de DCs envolve a cultura de monocitos na presenga de IL-4 e GM-CSF e posterior ativagao das
DCs imaturas com citocinas pro-inflamatorias. As aDC1, diferentemente das DCs derivadas de
mondacitos convencionais, exibem uma capacidade superior de induzir uma resposta de linfécito
T CD8+, capaz de eliminar células infectadas pelo HIV-1. Além da importancia da qualidade
da DC, agentes carreadores t€ém ganhado notoriedade por melhorarem a entrega do antigeno
para célula ou tecido de interesse. A nanoparticula de quitosana (QS) tem sido utilizada por ter
origem de um polimero natural, ndo-tdxico, biocompativel e biodegradavel, enquanto a
nanoparticula de silica tem sido amplamente aplicada no contexto de delivery de farmacos e
antigenos por conta de sua estabilidade e possibilidade de diferentes formulacdes. Dessa forma,
o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do uso de nanoparticulas para o delivery de antigenos
de HIV em células dendriticas do tipo aDC1. Nos ensaios iniciais, a avaliacdo da viabilidade
das células de linhagem RAW 264.7, estimuladas com nanoparticulas de QS e silica, foi
avaliada por MTT. Entretanto, desafios como a instabilidade e a reprodutibilidade na produgao
das nanoparticulas de QS foram decisivos para encerrarmos os ensaios com a QS. Dessa forma,
optamos por dar continuidade somente com as nanoparticulas de silica. A propor¢ao calculada
para conjugacdo de nanoparticulas de silica aos peptideos de HIV foi de 10:1. A avalia¢do da
viabilidade e andlise fenotipica de aDC1, pulsadas com nanoparticulas de silica, foi realizada
por citometria de fluxo, assim como a avaliacao dos diferentes tempos de internalizagao das
particulas pelas células. Diferentemente, as nanoparticulas de silica, na concentra¢dao de 10
png/ml, conjugadas a 1 ug/ml do peptideo Gag.27 do HIV, parecem nao interferir na viabilidade
das aDCI1, quando comparadas as nanoparticulas sem conjuga¢do a antigenos. Em relagdo a
avaliacdo do perfil fenotipico das aDC1, na qual foram utilizados os marcadores de ativacao e
maturacdo CD40, CCR7, CD80, CD83 e HLA-DR, nenhuma diferenga significativa foi
observada entre as células que receberam as nanoparticulas dos controles. Um achado
inesperado foi o aumento na expressdo da molécula CD14 nas aDCI1 pulsadas com as
nanoparticulas de silica, principalmente quando ndo associadas aos peptideos, fato que pode
estar relacionado a apoptose celular. Por fim, o tempo de 8 horas parece ser o suficiente para a
internalizacao das nanoparticulas de silica conjugadas aos peptideos de HIV por aDC1, achado
demonstrado por citometria e microscopia de fluorescéncia. Em suma, reiteramos o potencial
uso das nanoparticulas de silica conjugadas a peptideos de HIV para culturas de células com
aDCl.

Palavras-chave: HIV. Células dendriticas. Imunoterapia. Nanoparticulas. Dioxido de silicio.
Citometria de fluxo.



ABSTRACT

Tiyo BT. Nanoparticles as a delivery strategy for HIV antigens to pulse monocyte-derived
dendritic cells: potential application in anti-HIV immunotherapy [thesis]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sdao 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 pg/ml, conjugated to 1 png/ml of the HIV
Gag.27 peptide, did not seem to interfere with the viability of aDCI, 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, CDS83,
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 aDCI1 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. INTRODUCAO

A infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é um grave problema de saude
publica mundial que acomete mais de 39 milhdes de pessoas, de acordo com a Organizacao
Mundial da Satde. Em 2022, foram notificados 1,3 milhdo de novos casos € 630 mil mortes
relacionadas a esta doenca (1). No Brasil, entre 2007 e junho de 2022, foram notificados
434.803 casos de infecgao pelo HIV, sendo a regido Sudeste a mais prevalente, com 183.901
casos (42,3%) (2). A principal caracteristica desta doenga ¢ o grave comprometimento do
sistema imune do hospedeiro, levando a um quadro de imunossupressdo, o que caracteriza a

sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids) (3).

Na tentativa de encontrar o agente causador da aids, o HIV foi descrito em 1983
diferenciando-o, assim, do até entdo suspeito virus linfotropico de célula T humana (HTLV).
Com os avancos nas técnicas moleculares, no final de 1984, foi possivel comprovar que o HIV
pertence a familia Retroviridae, subfamilia Lentivirinae, género Lentivirus (4). Este virus ¢
composto por: um genoma com duas copias de RNA de fita simples, envoltos por uma camada
proteica (ou nucleocapsideo); um capsideo; um envelope externo composto por uma bicamada

fosfolipidica; além de vérias proteinas estruturais e enzimas virais (5) (Figura 1).

Figura 1. Estrutura do HIV-1
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A infec¢do acontece quando a glicoproteina gp120 do HIV se liga a molécula CD4
presente na superficie da célula hospedeira, principalmente linfocitos, mas também macrofagos
e células dendriticas (DCs) (6)(LEVY, 1989). Apos esta interagdo inicial, ha a exposi¢ao de
uma outra molécula na superficie 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 fusdo do virus a célula

hospedeira (7).

A principal causa da imunossupressao € consequente progressao para aids em pacientes
infectados pelo HIV ¢ o declinio no niimero de linfocitos T CD4+, visto que estas células sdo
as responsaveis por mediar tanto a resposta imune celular quanto a humoral. Considerando a
continua deplecdo destes linfocitos, o hospedeiro se torna suscetivel as doengas oportunistas,
podendo progredir ao dbito (3). Assim, a ativacao de linfocitos T CD8+ citotoxicos (CTL), bem
como a produgdo de anticorpos especificos, sdo importantes no controle da replicagdo viral,
tendo sido observado que os niveis de CTL sdo inversamente relacionados a carga viral

plasmatica (8).

Na tentativa de controlar a progressdo da doenga, as terapias antirretrovirais (ART)
melhoraram a qualidade e expectativa de vida das pessoas que vivem com HIV ou aids (PVHA),
além de reduzir a transmissao do virus. Com o avanco da ART, as complica¢des deixaram de
ser decorrentes da infeccdo em si, mas sim do uso prolongado dos antirretrovirais, de modo que
a infeccao pelo HIV passou a ser considerada uma doenga cronica (9). Por outro lado, embora
a ART intervenha na replicac¢do do virus em diferentes pontos do ciclo e consiga manter a carga
viral a niveis indetectaveis, ela ndo ¢ capaz de promover a cura da infec¢do. Este fato acontece
visto que ndo € possivel erradicar os persistentes reservatdrios de HIV, onde os medicamentos
nao agem, de modo que ao suspender a ART, a carga viral do paciente volta a ser detectavel

(10).

Assim, considerando que a ART nao restaura por completo o sistema imune do paciente,
a imunoterapia para o tratamento da infeccdo 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 comeco dos anos 2000, as
vacinas terapéuticas surgiram inicialmente como uma alternativa para a ART, como as derivadas
de Poxvirus ou Adenovirus, vacinas com particulas de HIV inativado, de DNA, ou ainda, com

DC (14).
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A escolha de DCs para uso em vacina terapéutica ¢ devida a sua importancia no
reconhecimento, processamento e apresentagdo antigénica para as células T especificas. As DCs
sao c¢lulas apresentadoras de antigeno (APCs) que exercem uma importante ponte entre a
imunidade inata e adquirida e sdo as unicas capazes de estimular linfocitos T naive, para iniciar
novas respostas imunes (15,16). DCs imaturas possuem alta capacidade na captura de
antigenos, enquanto que uma resposta celular ¢ estimulada quando a DCs estd totalmente
madura. Esta ultima expressa altos niveis de moléculas do complexo principal de

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

Um outro aspecto relevante relacionado a fun¢do da DCs € o conjunto de evidéncias de
que as DCs sao capazes de ativar reservatorios de HIV (17). Estes reservatorios, localizados
principalmente nos tecidos linfoides, se estabelecem muito precocemente no curso da infecgao,
através da integracdo do DNA viral ao genoma do hospedeiro, podendo permanecer por longos
periodos de laténcia, sendo que o quanto antes se iniciar o tratamento, menores eles serdo (18—
23). Além disso, a dificuldade em se quantificar estes reservatorios € um obstaculo para alcancar
a cura para esta infec¢do. Alguns dos métodos atualmente utilizados sdo a avaliagdo da
quantidade de DNA de HIV integrado as células infectadas, ou ainda, pela replica¢do viral em

células em estado de repouso (24).

Considerando que a quantidade de DCs circulantes em relagdo aos leucdcitos ¢ de
apenas 0,2% (15), a obtencdo destas células em quantidade necessaria para protocolos de
imunoterapia torna-se um desafio complexo. Neste sentido, com o desenvolvimento na década
de 1990 de técnicas de obtengdo de DCs a partir de precursores captados do sangue periférico
(25), foi possivel a aplicagdo das DC em protocolos de imunoterapia. As DCs mais comumente
utilizadas para a producdo da vacina terapéutica sdo derivadas de mondcitos, tendo sido
descritos até o presente varios protocolos para sua diferenciacdo, resultando em DCs com

diferentes caracteristicas fenotipicas.

O protocolo mais utilizado para a obtengdao de DCs envolve a cultura de monocitos na
presenca de IL-4 e GM-CSF e posterior ativagdo das DCs imaturas com citocinas pro-
inflamatorias. Alternativamente, com base na plasticidade das DCs e seus precursores, métodos
diferentes para a obtencdo destas células tém sido propostos, no sentido de polarizar a resposta
imune para o padrdo mais adequado contra o patdégeno. Particularmente, no caso de infecgao
por virus, o estimulo de uma resposta polarizada para Thl ¢ desejavel a fim de eliminar as

células infectadas.
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Caracteristicas criticas para as DCs induzirem um padrdo Thl de resposta incluem:
status de ativacdo completo, capacidade de resposta as quimiocinas de orgdos linfoides
secundarios e habilidade em produzir altos niveis de IL-12p70. Tal resultado pode ser induzido
por DCs ativadas em condigdes distintas as convencionalmente obtidas, através do estimulo
com a combinagdo de citocinas pro-inflamatorias e interferons (IFN) tipo I e II, sendo
denominadas aDC1. Tais células apresentam uma exuberante capacidade de induzir a produgao
de IL-12p70 e expressar altos niveis de CCR7, receptor de quimiocina responsavel pela
migracao das DCs aos 6rgdos linfoides secundarios (26). Ainda, foi constatado em ensaios in
vitro que a aDC1 exibe uma capacidade superior de induzir uma resposta de linfocito T CD8+,

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

Para a aplicacdo das DCs em protocolos de imunoterapia, o candidato ao tratamento ¢
submetido a uma leucoaférese para obtengdo de células mononucleares de sangue periférico
(PBMC). A partir desta populagdo, os monocitos sdo isolados e posteriormente estimulados in
vitro com citocinas especificas para diferenciacdo em DCs imaturas. Em seguida, estas células
sdo pulsadas com antigenos de HIV e submetidas a estimulos inflamatdrios para a completa
maturagdo. Por fim, as células maduras capazes de realizar apresentacdo antigénica sao
reinoculadas no paciente (Figura 2) (16). O intuito € estimular e direcionar a resposta imune

especifica do paciente contra uma infecgao viral (28,29).
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Figura 2. Esquema de imunoterapia baseada em células dendriticas derivadas de mondcitos
para pacientes com HIV.
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Assim, a qualidade do produto vacinal ¢ decisiva para o sucesso da imunoterapia. Além
da importancia da qualidade da DCs a ser inoculada no paciente, o tipo de antigeno utilizado
para pulsar as DCs ¢ igualmente relevante. Adicionalmente, o modo de pulso destes antigenos

pelas DCs também interfere diretamente na qualidade do produto.

Em relagdo aos antigenos de HIV utilizados para pulsar as aDC1, a literatura apresenta
diversos protocolos clinicos (29), tendo sido utilizados peptideos virais (30,31) ¢ mRNA
codificando proteinas do HIV (32-34). Para utilizagdo do virus inteiro faz-se necessario sua
inativagao, que pode ser pelo calor (35,36) ou por compostos quimicos (37). Estes antigenos de
HIV podem ou nao estar em um veiculo que auxilie sua entrada para as DCs. Recentemente,
peptideos do HIV tem ganhado notoriedade, uma vez que em detrimento ao repertdrio viral
completo oferecido pelo virus inteiro, a imunizagao com peptideos permitiria estimular uma
resposta imune mais direcionada a um padrdo de resposta imune desejavel na infec¢do pelo
HIV, por exemplo, utilizando ferramentas de bioinformatica capazes de realizar a predi¢ao de

peptideos relevantes para a resposta imune desejada.

Agentes carreadores tém ganhado notoriedade por melhorarem a entrega do antigeno
para a célula ou tecido de interesse. Estes veiculos podem transportar diversos compostos, como
antigenos e farmacos, diferindo em tamanho, composi¢ao e estrutura (38). Logo, a utilizacao
de nanoparticulas tem promovido avangos nos protocolos de imunoterapia por mediarem a
modulagdo do sistema imune (38,39), principalmente contra doencas infecciosas (38,40) e

cancer (38,41,42).

Tendo em vista os veiculos utilizados para pulso de antigenos de HIV, estudos pré-
clinicos com particulas semelhantes ao virus (VLP) (43,44), nanoparticulas de ouro (GNP) (45),
nanoparticulas de acido polilatico (PLA-NP) e acido poli(acido latico-co-acido glicélico)
(PGLA) (46) tém sido desenvolvidos. Ainda, hé os veiculos associados aos lipideos, como os
lipossomos (44,47), nanocapsulas lipidicas (48) e lipopeptideos (49). Estes veiculos tém
mostrado bons resultados na indugdo de uma resposta imune celular especifica, constituindo

ferramentas promissoras para melhorar as vacinas anti-HIV.

O uso das nanoparticulas pode representar uma nova forma de se comunicar com o
sistema imune, ja que elas podem ser reconhecidas pelas células imunes e gerar uma modulagao
na resposta. Este fato pode melhorar as chances de controle de uma doenca infecciosa que nao
tem respondido bem as vacinas tradicionais (39). Um polimero natural que tem sido

amplamente estudado como modulador do sistema imune ¢ a quitosana (QS) (38,39,50). Este
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polissacarideo  possui  vantagens como ndo-toxicidade, biocompatibilidade e
biodegradabilidade (50). A nanoparticula de QS tem sido utilizada em estudos pré-clinicos
como veiculo de antigenos em vacinas de mucosas, com aplicagdes através de sprays nasais,
por exemplo, devido a suas propriedades mucoadesivas (51,52). Por ser um sistema livre de
agulhas, pesquisadores tém defendido que estas vacinas possuem facilidade na administragdo e
maior adesdo de pacientes (53). Além disso, a nanoparticula de QS tem sido utilizada em
estudos de terapia génica (54,55), de vacinas contra a tuberculose (56) e cancer (44,57), e como
carreador de antirretrovirais (58,59). No que se refere a silica, esta nanoparticula ¢ amplamente
utilizada em pesquisas biomédicas devido a sua biodegradabilidade, alta capacidade de

modificag¢des por conta dos poros ou da superficie, versatilidade e estabilidade (60,61).

Estudos clinicos utilizando DCs para imunoterapia t€ém sido conduzidos desde o final
da década de 90 (62) e desde entdo muitos estudos tém 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 clinico de
imunoterapia anti-HIV baseada em DCs. Os resultados obtidos até o presente por nosso grupo,
e também por outros, tém demonstrado que os pacientes apresentam variadas intensidades de
resposta as vacinas terapéuticas baseadas em DCs. Este fato pode estar relacionado tanto ao
tipo de DC quanto ao antigeno utilizado para a sua formulagdo, que interferem diretamente na
qualidade do produto vacinal e, consequentemente, na qualidade da resposta ao tratamento.
Deste modo, a otimizacgao na entrega de antigenos de HIV as aDC1 pode melhorar a resposta a

este tipo de imunoterapia.

Diante disso, pesquisas por estratégias inovadoras para conter a infec¢ao pelo HIV sdo
de grande relevancia, ndo somente por buscar novas alternativas de tratamento, mas também
aprimorar estratégias ja em uso. Atualmente, nosso grupo de pesquisa vem estudando as DCs
do tipo aDCI, desenvolvidas pela equipe do Prof. Robbie B. Maillard, que sdo nossos
colaboradores. Neste contexto torna-se pertinente estudar estratégias de otimizacdo da
imunoterapia. Assim, estudar outras formas de pulso antigénico 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 nanoparticulas para o delivery de antigenos de HIV em células

dendriticas do tipo aDC1.

2.2.  Objetivos especificos

e Produzir nanoparticulas de quitosana para delivery de antigenos HIV;

e Avaliar o efeito das nanoparticulas de quitosana e silica sobre a viabilidade celular;

e Analisar o efeito do pulso de antigenos de HIV associados as nanoparticulas, sobre a
expressdao de moléculas de superficie por aDCl em comparacdo a antigenos ndo
associados as nanoparticulas;

e Avaliar a capacidade das aDC1 pulsadas com nanoparticulas associadas a antigenos de
HIV, em induzir resposta imune especifica por linfécitos autdlogos;

e Avaliar a capacidade das aDC1 em internalizar as nanoparticulas associadas a antigenos

de HIV.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Producio e conjugacio das nanoparticulas
3.1.1. Nanoparticulas de quitosana (QS)
Para a preparagdo das nanoparticulas de QS foi utilizada QS de baixo peso molecular
(Sigma — Aldrich), com grau de desacetilagdo de 75 a 85%, tripolifosfato (TPP) de sddio 85%
(Sigma — Aldrich), acido acético glacial (Synth), cloreto de sédio (Synth) e hidroxido de so6dio

IM (Synth). Em todos os experimentos foi utilizada agua ultrapura para o preparo das solugdes.

Inicialmente, preparamos a solucdo de QS, procedendo a diluicdo da QS em éacido
acético glacial 1% e solugdo de cloreto de sodio 0,9% (massa/volume), para uma concentragao
final de 2000 pg/ml. Em seguida, a solucdo de QS teve seu valor de pH ajustado em 5,5. Apds
completa diluicdo com auxilio de um agitador magnético, a solucdo resultante foi
primeiramente filtrada em filtro 0,45 pm (Millipore) para eliminar todo e qualquer tipo de
particula e a QS ndo solubilizada. Logo apos, a solugdo de QS foi filtrada em filtro 0,22 um

(Millipore) para retencao de possiveis contaminantes microbiologicos.

Paralelamente, preparamos uma segunda solug@o, composta por TPP com concentragao
de 1000 pg/ml, em solucdo de cloreto de s6dio 0,9% (massa/volume). Apos, a solugdo de TPP
teve seu valor de pH ajustado para 9,0. Ainda, igualmente a solug¢do de QS, esta solu¢ao também

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

Em seguida, prosseguimos para a forma¢do das nanoparticulas de QS. O processo de
geleificacdo i0nica ocorreu a partir da adi¢do de 4 ml de solugdo de TPP, por gotejamento, em
6 ml de solugdo de QS, em uma proporg¢ao de 3:1 QS/TPP (massa/massa). O gotejamento foi
realizado a uma velocidade aproximada de 1 ml/minuto, com auxilio de uma seringa estéril de
10 ml e agulha hipodérmica de 32x0,7 mm (22 G1%). A solugdo de TPP foi gotejada sobre a
solugdo de QS, previamente contida em um pogo (placa para cultivo de células com 6 pogos),
de fundo reto e estéril. A velocidade de agitagdo magnética foi aumentada gradualmente de 450

rpm até 750 rpm.

Apos gotejamento total da solugdo de TPP sobre a solucdo de QS, a suspensdo foi
mantida sob agitacao a 750 rpm, durante 60 minutos. Como esperado, a solugao final apresentou
um aspecto visual levemente turvo, com coloragdo azulada. Este processo foi realizado em
temperatura ambiente, dentro de um fluxo laminar. Passados os 60 minutos, a solu¢do foi

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

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

Nos ensaios iniciais foram elaboradas somente nanoparticulas de QS nao-modificadas
e, posteriormente, nanoparticulas de QS modificadas com 132 pg/ml de albumina bovina sérica
(BSA) ou 3,2 ng/ml de peptideos de hemopressina. Para modificagdo das nanoparticulas de QS,
durante o preparo da solu¢ao de TPP, foram adicionados o BSA ou o peptideo de hemopressina.
Ap0s juncao da solucao de TPP, contendo o BSA ou o peptideo, com a solugao de QS, teve-se

a formacdo das nanoparticulas modificadas com os respectivos antigenos.

3.1.2. Nanoparticulas de silica
As nanoparticulas de silica, de composi¢do quimica SiO2, possuem de 17 a 18 nm de
diametro, com estrutura rigida e compacta (ndo-porosas). Sua carga (potencial zeta), quando
nao modificada, ¢ de aproximadamente -27,7 mV. No desenvolvimento deste trabalho foram
utilizadas nanoparticulas de silica de mesma composi¢do, tamanho e carga, com diferencas
somente no marcador: 1) corante rodamina, cujo pico de excitagdo estd em 525 nm e 548 nm
de emissao; 2) corante fluoresceina (FITC), com excitagao e emissao em aproximadamente 495

nm/521 nm; 3) nanoparticula sem corante.

Estas particulas foram desenvolvidas pelo Método de Stober no Laboratorio de Quimica
Supramolecular e Nanotecnologia, no Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo (I1Q-
USP). As defini¢cdes de suas caracteristicas fisico-quimicas foram baseadas em trabalhos

anteriormente publicados (64,65).

A proporgao calculada entre as nanoparticulas de silica e os peptideos de HIV foi de
10:1, sendo considerada a quantidade de proteina compativel com a quantidade de silica
(massa/massa). Os calculos foram realizados por nossos colaboradores do Laboratorio de
Quimica Supramolecular e Nanotecnologia, no Instituto de Quimica da Universidade de Sdo
Paulo (IQ-USP). As conjugagdes foram realizadas em temperatura ambiente, dentro de um
fluxo laminar. Em um microtubo estéril de 1,5 mL foi adicionada uma solugdo (agua, salina ou
PBS), seguido dos peptideos e, por fim, as nanoparticulas. Entre cada reagente adicionado, o
microtubo foi agitado por 10 segundos com auxilio de um voértex. Ainda, as conjugac¢des das
nanoparticulas foram realizadas com, no minimo, 24 horas antes de seu uso, seja para

caracteriza¢do ou pulso em cultura celular.
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3.2. Avaliacao da viabilidade celular através de teste colorimétrico de MTT

Para avaliar se as nanoparticulas 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 redugao de sais de tetrazolio (MTT) a formazan, devido
a atividade das enzimas desidrogenases. O produto desta reagdo metabolica deixa de ter uma
coloracdo amarela e passa a ter uma coloragdo roxa, que pode ser solubilizada e quantificada
por espectrofotometria. Estes testes foram realizados no Laboratério de Imunobiologicos e
Biofarmacos, na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (FCF-

USP).

Para os testes foram utilizadas as células de macrofagos de camundongos da linhagem
RAW 264.7, previamente obtidas da Colecio Americana de Cultura de Células (ATCC
American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA), gentilmente cedidas pelo
Laboratério de Lipides, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo
(FCF-USP). Estas células foram criopreservadas em solucdo de congelamento composta por
90% de soro fetal bovino (SFB) e 10% de dimetilsulfoxido (DMSO). Para os ensaios in vitro,
as células foram acondicionadas em frascos para cultura celular de 25 e 75 cm?, tampas com
filtro, em meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com
10% de SFB, em estufa a 37°C e 5% de CO». Apds atingir confluéncia superior a 80%, as células
foram descoladas dos frascos com auxilio de espalhadores de células (cell scrapers) de 240 mm
de largura (TPP, Trasadingen, Suica), transferidas para tubo conico do tipo Falcon estéril de 15
ml, submetidas a lavagem (1200 rpm por 5 minutos) e contagem em camara de Neubauer com

azul de Trypan.

Os testes de MTT foram realizados em placas para cultura celular de 24 pocos, € a
quantidade de células plaqueadas variou entre 7,5x10° células/ml (4,5x10° células/pogo) e
1,6x10° células/ml (1x10° células/poco) durante o processo de padroniza¢do. O plaqueamento
das células foi realizado em meio de cultura DMEM suplementado com 10% de SFB. As células
foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO», durante 24 horas. No dia seguinte, as células

receberam os respectivos estimulos:

a. Dodecil sulfato de sodio (SDS): controle negativo para viabilidade celular;
b. Lipopolissacarideo (LPS) (Sigma): controle positivo, induz ativagao celular;
c. Nanoparticula de silica: ndo-modificada ou modificada (com BSA ou peptideos de

hemopressina);
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d. Nanoparticula de quitosana (QS): ndo-modificada ou modificada (com BSA ou
peptideos de hemopressina);

e. Basal: pogos que continham somente células e nao receberam nenhum estimulo.

Foram testadas quatro concentragdes diferentes (exceto o basal) para cada uma das
variaveis acima citadas, em diluicdo seriada 1:2, especificadas nos resultados em seus
respectivos graficos. Os estimulos foram adicionados 24 horas antes do encerramento do teste,

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

No terceiro e ultimo dia de cada teste, 2 horas antes do encerramento, foram adicionados
10 uL de MTT para cada 100 pL de volume total por poco (0,5 mg/ml), seguida de incubagao
de 2 horas, em estufa a 37°C e 5% de COs. Posteriormente, foi removido todo o volume do
meio de cultura de cada pogo 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

espectrofotometro a 570 nm.
O célculo de viabilidade celular (%) foi realizado de acordo com a féormula descrita a
seguir:

Viabilidade (%) = (absorbancia da amostra — absorbancia branco) % 100
tabticade 7)) = (absorbancia meédia do basal — absorbancia branco)

3.3. Casuistica
Foram incluidos no estudo um grupo controle sem infeccdo pelo HIV e nenhuma
comorbidade. Este grupo foi composto por 8 doadores voluntérios. A selecdo dos doadores foi
realizada no Laboratdrio de Investigacdo Médica em Dermatologia e Imunodeficiéncias (LIM-
56) da Faculdade de Medicina da USP ou no Banco de Sangue do Hospital Alemao Oswaldo

Cruz.

Além do grupo controle, foram incluidos 4 individuos cronicamente infectados pelo
HIV, em uso de terapia antirretroviral ¢ com contagem de células T CD4+ a partir de 200
células/mm?. Eles foram selecionados a partir da coorte acompanhada no Ambulatorio ADEE-

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

) Idade Contagem de células Tempo de CV
Paciente Género T CD4+ indetectavel
(em anos) (células/mm?) (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 exclusdo foram considerados a contagem de células T CD4+ inferior a
200 células/mm?, individuos menores de 18 anos, gravidez, patologia capaz de promover

alteragdes na resposta imunologica (coinfecgdes, cancer, etc).

A participacao de todos os individuos foi voluntaria, com assinatura de termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE), de acordo com a resolugdo n°. 466/12 do Ministério

da Saude, sobre pesquisa envolvendo seres humanos.

O projeto esta aprovado junto a Comissio de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa
do HCFMUSP (CAPPesq), sob parecer de numero 3.586.539 e Certificado de Apresentagdo de
Apreciagdo Etica (CAAE) de namero 19929019.0.0000.0068.

3.4. Obtencido de amostras e fluxo de ensaios
Os voluntarios doaram 70 ml de sangue periférico, em tubos contendo heparina ou, no
caso do grupo controle, algumas amostras foram oriundas de camaras de leucoaférese reducao
(LRS). As células mononucleares de sangue periférico (PBMC), tanto dos individuos 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 serdo descritas a

seguir.
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Figura 3. Fluxograma dos ensaios para obtencao de células dendriticas derivadas de monocitos
(aDC1) e cocultivo de aDC1 com linfocitos autdlogos.

. aDC1 .
' : Cocultivo .
I 1
DIA DIA DIA DIA DIA DIA
0 5 6 7 10 11
Inicio do protocolo de obtengio de DC Obtengido de aDC1 maduras
polarizadas para o tipo a1 (aDC1) (mDC) e inicio do cocultivo
Coleta de sangue periférico; Encerramento do protocolo
Separagao das PBMCs em: de aDC1 e cocultivo das
1) CD14+ e CD14- por beads magnéticas e/ou mDC com linfocitos;
2) Monécitos por aderéncia ao plastico; Marcagdo de citometria
Congelamento das células CD14-; das mDC.
Estimulo das CD14+ com IL-4 ¢ GM-CSF, v v
Obtencdo de aDC1 imaturas (iDC) Brefeldina A (BFA) e
controle positivo (C+)
Pulso das iDC com os antigenos de interesse
(nanoparticulas e peptideos); 18 horas antes do encerramento:
Estimulo das iDC com TNFa, [L-1§, Adigdo de BFA em todos os pogos
IFNa, IFNy e Poly L1:C; (bloqueador do Complexo de Golgi),
Marcagdo de citometria das iDC. Estimulo do C+ com PMA ¢ ionomicina.
v v
Descongelamento das células CD14- (linfocitos) Encerramento do cocultivo
As CD14- obtidas no dia 0, que serdo utilizadas no cocultivo, Marcagio de citometria
sido descongeladas 24 horas antes do inicio do ensaio. dos linfocitos.

3.5. Obtencdo de células dendriticas derivadas de mondcitos polarizadas para o
tipo a1 (aDC1)

Ap6s obtengdo das PBMC conforme citado no tdpico anterior, as células foram
ressuspendidas em meio de cultura RPMI (Gibco, Life Technologies), transferidas para placas
de cultura de células em uma concentracio de 5,0x10° PBMC/mL, e incubadas em estufa a
37°C e 5% de COa, durante 1h30. Apos, as células em suspensdo (predominantemente
linfocitos) foram descartadas, juntamente com o meio de cultura RPMI. Com as células aderidas
(predominantemente mondcitos) mantidas, um novo meio de cultura foi adicionado, AIM-V

(Gibco, Life Technologies).

Ou entdo, alternativamente, uma vez obtidas as PBMCs, foi realizada a purificagao de
células CD14+ (mondcitos) por meio de selecao positiva utilizando beads magnéticas (Miltenyi

Biotec). Apos esta etapa, os mondcitos foram quantificados e diferenciados em DCs. As células
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CD14- (predominantemente linfocitos) foram ressuspendidas em SFB (Gibco, Life
Technologies) contendo 10% de DMSO, e posteriormente congeladas em nitrogénio liquido.
Neste caso, para o cultivo de aDC1 foram utilizadas placas de baixa adesao (Corning), conforme
preconizado pelo grupo de pesquisa que desenvolveu este protocolo (26). Foram cultivados
mondcitos a uma concentragio de 10x10° células/ml em meio de cultura AIM-V (Gibco, Life

Technologies).

Em ambos protocolos, sobre os monocitos (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 obtencao das aDC1 imaturas.

Apds 5 dias, os mondcitos se diferenciam em aDC1 imaturas. Parte destas células
imaturas foram pulsadas com nanoparticulas (associadas ou ndo a peptideos) por diferentes
tempos, de 2 a 24 horas, de acordo com as variaveis testadas. Em seguida, as aDC1 imaturas
foram estimuladas com um coquetel proé-inflamatorio contendo: 25 ng/ml de TNF-a
(PeproTech), 10 ng/ml de IL-1B (PeproTech), 20 pg/ml de Poly-I:C (Sigma), 1000 Ul/ml de
IFN-a e 1000 Ul/ml de IFN-y (Miltenyi Biotec). As células foram mantidas sob incubagao por
mais 48 horas (salvo em condigdo especifica, quando indicado no texto) para obtencao de aDC1

maduras.

3.6. Peptideos de HIV

Os peptideos de HIV utilizados inicialmente para estimular as culturas de aDCl,
associadas ou ndo as nanoparticulas de silica, foram provenientes do NIH AIDS Reagent
Program. Foram selecionados seis peptideos dentre os 123 vials contemplados no HIV-1
Consensus B Gag Peptide Set. A selecao dos peptideos foi realizada levando em consideragao:
a solubilidade em agua, o ponto isoelétrico (pH) acima de 9,0 e os resultados preliminares de
outros trabalhos do nosso grupo (dados nao apresentados). As sequéncias dos peptideos
selecionados fazem parte da regido Gag do HIV-1, responséavel por codificar proteinas do
nucleocapsideo e do core viral (Tabela 2). Para os ensaios, os seis peptideos foram organizados
em dois pools, com trés peptideos em cada: o primeiro, contemplando os peptideos Gag.15,

Gag.34 e Gag.35; e o segundo com os trés peptideos da regido Gag.27.
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Tabela 2. Caracteristicas dos peptideos de HIV obtidos pelo NIH AIDS Reagent Program,
utilizados para pulso das aDCI1.

. ~ o Peso Ponto
Ident;ﬁ:;:fe? do Sequéncia do peptideo Solubilidade ri\in d(::z)s molecular isoelétrico

pep (g/mol) (pH)

1 Gag.15 PRTLNAWVKVVEEKA Agua 15 1740,01 10,29
2 Gag.27 IRQGPKEPFRDY VDR Agua 15 1876,08 9,74
3 Gag.27 PKEPFRDYVDRFYKT Agua 15 1961,18 9,75
4 Gag.27 FRDYVDRFYKTLRAE Agua 15 1979,20 9,35
5 Gag.34 GHKARVLAEAMSQVT Agua 15 1597,84 10,11

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

N°: nimero

Em um segundo momento, considerando resultados obtidos com os peptideos anteriores
e tendo havido a oportunidade de se testar peptideos relevantes, selecionados através de
programa preditor em colaboragdo com a Universidade de Pittsburgh (Pittsburgh, Pensilvania,
Estados Unidos), os peptideos inicialmente utilizados foram substituidos pelos peptideos
descritos na Tabela 3. Dessa forma, os peptideos 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 trés peptideos da regido Gag do HIV-1: Gag.27,
Gag.34 e Gag.35. Também consideramos para a sele¢do dos peptideos a solubilidade e ponto

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

Tabela 3. Caracteristicas dos peptideos de HIV sintetizados pela GenScript Biotech, utilizados
para pulso das aDCI1.

. ~ o Peso Ponto
Ident;ﬁ:iz:ig:ezz)o do Sequéncia do peptideo Solubilidade ri\sli d?:;s molecular isoelétrico
pep (g/mol) (pH)
1 Gag27  QGPKEPFRDYVDRFYKTLRAE Agua 21 261589 928
2 Gag34 AEAMSQAQHANIMMQRGNFKG a‘zg;dc‘; 21 2320,64 10,18
3  Gag35 IMMQRGNFKGQKRIKCFNCGK a‘zgﬁ; 21 2488,05 11,07

N°: nimero
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3.7.  Caracterizacio das nanoparticulas de silica conjugadas aos peptideos de HIV

As caracteristicas das nanoparticulas de silica conjugadas aos peptideos de HIV, como
o tamanho, indice de polidispersdo (Pdl) e potencial zeta, foram determinadas com auxilio do
equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Panalytical), disponivel no Laboratorio de
Quimica Supramolecular e Nanotecnologia, no Instituto de Quimica da Universidade de Sao

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

3.8. Determinacio do perfil fenotipico das aDC1

As células aDC1 foram analisadas com relag@o a expressao de moléculas de superficie
por citometria de fluxo, utilizando anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos,
especificos para a molécula de interesse. Elas foram caracterizadas pelo fenétipo CD1lc+
(marcador de DCs mielodides). A expressao de moléculas de superficie foi avaliada por meio de
anticorpos monoclonais especificos 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 minimo, 10.000 eventos, utilizando o
citometro de fluxo LRS Fortessa (BD Biosciences). A anélise do perfil fenotipico foi realizada
segundo caracteristicas de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), excluindo-se a regido de
linfocitos e células mortas, seguindo as estratégias de gate ilustradas na Figura 4. Foi utilizado

o software FlowJo™ v10 para a anlise.
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Tabela 4. Relacdo de anticorpos monoclonais utilizados para caracterizagdo fenotipica das
aDC1.

Anti Marcador/ Fluorocromo Clone Fabricante Objetivo
nticorpo monoclonal
V450 . ~
Anti-CCR7 150503 _ BD Marcador de migragdo
Biosciences das DCs para linfonodos.
PE-Cy7
Anti-CD11c PE-CF594  B-LY6 _BD Marcador de DCs
Biosciences mieloides.
Anti-CD14 PE M5E2 _BD Marcador de linhagem
Biosciences monocitica
BD Molécula coestimuladora
Anti-CD40 FITC 5C3 . expressa em DCs
Biosciences .
maduras/ativadas.
Anti-CD83 APC HB15¢ _ BD Marcador de DCs
Biosciences maduras.
BD Molécula coestimuladora
Anti-CD86 PE-Cy7 FUN-1 L expressa em altos niveis
Biosciences
em DCs maduras.
BD Molécula coestimuladora
Anti-CD80 V450 L307.4 L expressa em altos niveis
Biosciences
em DCs maduras.
Molécula responsavel
. Alexa Fluor BD pela ligagdo do antigeno e
Anti-HLA-DR 700 G46-6 Biosciences apresentacio ao TCR do
linfocito T.
. ) Invitrogen™/
™
Live/Dead leqble . V500 - ThermoFisher Viabilidade celular.
Aqua Dead Cell Stain Kit .
Scientific

TCR: receptor de linfocito T
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Figura 4. Representacdo da estratégia de analise de dados adquiridos por citometria de fluxo,
utilizada para caracterizagao fenotipica de aDCI1, por meio da expressdo de moléculas de
superficie.
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Nota: Primeiramente seguiu-se o critério de tamanho versus granulosidade (FSC-A x SSC-A) para definir a
populagdo 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 populagao CD11c+ (C). A partir do gate das células CD11c+,
os demais marcadores de superficie foram estudados. As cores dos graficos se referem a densidade celular, sendo
a area em vermelho a mais densa. As células foram marcadas com anticorpos monoclonais especificos para cada
molécula, seguida de aquisi¢@o por meio do citometro de fluxo BD LRS Fortessa. A analise dos dados foi realizada
utilizando o software FlowJo.

3.9. Ensaio de cocultivo de aDC1 e linfocitos autologos

O objetivo deste ensaio de cocultivo autologo foi avaliar a capacidade das aDCI em
induzir uma resposta celular especifica de linfocitos in vitro, por meio da producdo de IFN-y
por células T CD4+ e T CD8+. Neste caso, as células CD14- autdlogas, predominantemente
linfécitos, conservadas por congelamento em nitrogénio (etapa 3.13), foram descongeladas 24
horas antes do inicio do ensaio e cocultivadas com as aDC1 autdlogas, obtidas pelo protocolo

anteriormente descrito.

As células CD14- foram cultivadas na propor¢do 1:5, uma aDC1 (4x10* células/pogo)
para cinco linfécitos (20x10* células/pogo), em placa de 96 pogos (volume total de 200pul),
fundo em “U”, por 96 horas, em meio de cultura AIM-V suplementado com 10% de soro AB

humano (SAB).

Nas tultimas 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 pogos de
controle positivo (composto somente por linfocitos), além de 20 pg/ml de brefeldina A (Sigma-

Aldrich) em todos os pogos, atuando como bloqueador de complexo de Golgi.
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3.10. Marcacao extracelular e intracelular de linfécitos (cocultivo)

Ao término do cocultivo, as células foram coletadas das placas de cultura e transferidas
para tubos de citometria, para inicio da marcagao extracelular. Apds, foi adicionado tampao de
marcagdo (PBS contendo 0,2% de BSA) em todos os tubos, seguido de centrifugacdo a 1500
rpm por 5 minutos (lavagem 1). Para a marcacdo extracelular, foram utilizados anticorpos
monoclonais especificos para as moléculas CD3, CD4 e CDS (Tabela 5) e, como marcador de
viabilidade celular, o Live/Dead™ Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (Invitrogen™). Durante a
incubacgdo, as células foram mantidas sob refrigeracao a 4°C por 30 minutos, sempre protegidas
da luz. Apos centrifugagdo a 1500 rpm por 5 minutos (lavagem 2), foi adicionada a solugdo de
fixacdo (BD Cytofix/Cytoperm® Fixation/Permeabilization Kit), seguida de incubacdo por 20
minutos a 4°C. Apds a terceira lavagem com tampdo de marcacdo, as células foram
ressuspendidas em  solugdo BD  Perm/Wash 11X (BD  Cytofix/Cytoperm
Fixation/Permeabilization Kit) e submetidas a quarta lavagem. Em seguida, foram incubadas
com o anticorpo monoclonal especifico para IFN-y (Tabela 5) a 4°C por 30 minutos (marcagao
intracelular). Posteriormente, os linfocitos foram submetidos a duas centrifugagdes, novamente
com a solugdo BD Perm/Wash 1X (BD Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization Kit)
(lavagens 5 e 6). Por fim, as células foram ressuspendidas em solu¢ao isotonica BD FACS Flow
(BD Biosciences) e adquiridas no citdmetro de fluxo LRS Fortessa (BD Biosciences) em at¢ 24
horas. A estratégia de andlise utilizada para avaliacdo da producao de IFN-y por linfocitos T

esta ilustrada na Figura 5.
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Tabela 5. Relagao de anticorpos monoclonais utilizados para avaliagdo da producao de IFN-y

por linfocitos T.

. Marcador/ Fluorocromo Clone Fabricante Objetivo
Anticorpo monoclonal
Invitrogen™/
Anti-CD3 PE-Cy5.5 UCHTI1 ThermoFisher Marcador de células T
Scientific
Anti-CD4 PE RPA-T4  BD Biosciences 0ro0dor d¢ celulas T
Anti-CD8 APC-H7 SKI  BD Biosciences " 1c0d0r de celulas T
Marcador intracelular
Anti-IFN-y V450 B27 BD Biosciences de células que
expressam [FN-y
Live/Dead™ Fixable Invitrogen™/
Aqua Dead Cell Stain V500 - ThermoFisher Viabilidade celular
Kit Scientific
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Figura 5. Representacdo da estratégia de analise de dados adquiridos por citometria de fluxo,
utilizada para avaliar a produgao de IFN-y por linfocitos T.
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Nota: Primeiramente seguiu-se o critério de tamanho versus granulosidade (FSC-A x SSC-A) para definir a
populacdo de linfocitos (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 populagdo CD3+ (C). A partir das células CD3+,
foram definidos os gates referentes as células CD4+ (D) e CD8+ (F) e, por fim, a produ¢ao de IFNy oriunda de
cada uma dessas populacdes: IFNy produzido por CD4+ (E) e IFNy produzido por CD8+ (G). As cores dos graficos
se referem a densidade celular, sendo a area em vermelho a mais densa. As células foram marcadas com anticorpos
monoclonais especificos para cada molécula, seguida de aquisi¢do por meio do citometro de fluxo BD LRS
Fortessa. A analise dos dados foi realizada utilizando o software FlowJo.
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3.11. Imunofluorescéncia

As aDCI1 foram cultivadas em placas de cultura celular de 24 pogos, sobre laminulas de
vidro (coverslips) de 12 mm de didmetro, em uma concentracio de 1,25x10° por poco (2,5x10°
células/ml). Os tempos e as concentragdes de estimulos e nanoparticulas adicionados a cultura
de células seguem o protocolo de obtengdo de aDC1. Obtidas as células, ainda na placa, as
laminulas foram cuidadosamente lavadas em PBS 1X, seguidas pela etapa de fixagdo (tampao
de fixacdo com 3,7% de formaldeido) por 15 minutos, sob abrigo da luz. Apds fixacdo, as
laminulas foram lavadas com tampao de lavagem (PBS + 0,05% de saponina). Em seguida, as
células receberam o tampao de bloqueio (PBS + 2,5% BSA + 0,1% de saponina) por 1 hora, a
temperatura ambiente, protegidas da luz. Apos etapa de bloqueio, as laminulas foram lavadas
com o tampao de lavagem antes de receberem 1 pg/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 laminulas foram lavadas antes de prosseguirem para a montagem das
laminas. Com auxilio de uma ping¢a de ponta fina, as laminulas foram dispostas sob 4 ul 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 lamina. Todas as etapas
de marcagao para imunofluorescéncia foram realizadas no Laboratorio de Imunogenética, no
Instituto de Ciéncias Biomédicas IV (ICB-IV) da Universidade de Sao Paulo (USP). As ldminas
foram analisadas no microscépio invertido de fluorescéncia Axio Vert Al (Zeiss), equipado
com a camera AxioCam ICml (Zeiss), localizado no Centro de Facilidades para a Pesquisa
(CEFAP), no campus da Universidade de Sao Paulo (USP). As imagens adquiridas foram

analisadas com auxilio do software ImagelJ (v.1.54f, National Institutes of Health).

3.12. Teste de apoptose

Com o intuito de avaliar o possivel efeito das nanoparticulas de silica conjugadas aos
peptideos de HIV em relag@o ao processo de apoptose das aDC1, realizamos o teste de apoptose
utilizando Anexina-V marcada com FITC (BD Biosciences), € o corante 7-Aminoactinomicina
D (7-AAD) (BD Biosciences). A Anexina-V foi utilizada para monitorar células apoptoticas
devido a sua capacidade de se ligar a fosfatidilserina, presente na bicamada lipidica da
membrana celular. A fosfatidilserina, em uma célula integra 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 possivel sua marcag¢do pela Anexina-V. Ja o 7-AAD
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¢ um corante de acidos nucleicos, sendo utilizado para marcar células ndo-viaveis (necréticas),
uma vez que estas células ndo possuem uma membrana celular integra. Ap6s a marcagdo, as
células foram adquiridas no citometro de fluxo LRS Fortessa (BD Biosciences) em até 1 hora.

A estratégia de analise utilizada para avaliacao da apoptose das aDC1 esté ilustrada na Figura

6.

Figura 6. Representagdo da estratégia de analise de dados adquiridos por citometria de fluxo
para avaliag¢ao da apoptose de aDC1 pulsadas com nanoparticulas de silica.
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Nota: Primeiramente seguiu-se o critério de tamanho versus granulosidade (FSC-A x SSC-A) para selegdo da
populagdo de DCs (A). Em seguida, definimos um gate para as células CD11c+, utilizando a estratégia SSC-A x
CDllc (B). A partir das células CD11c+ foram definidos os quadrantes referentes as células vivas, em apoptose e
em necrose (C), e também as células CD11c+ que expressaram CD14 em sua superficie (D). As cores dos graficos
se referem a densidade celular, sendo a area em vermelho a mais densa. As células foram marcadas com anticorpos
monoclonais especificos, seguida de aquisi¢do por meio do citometro de fluxo BD LRS Fortessa. A analise 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 concentracdo fosse de 2x107 células/ml. Em seguida, uma
solucao de congelamento (SFB contendo 20% de DMSO) foi gotejado a suspensao celular, sob
banho de gelo. A concentragdo final de DMSO deve ser de 10%. O material foi transferido para
tubos de criopreservagao e os tubos foram acondicionados em dispositivo para congelamento

com reducdo gradual de temperatura, -1°C/minuto (Mr. Frosty™ Freezing Container, Thermo
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Fisher). Apds, a caixa foi transferida para freezer —80°C e, ap6s 24 horas, os tubos foram

transferidos para container de nitrogénio liquido.

Para descongelamento, o tubo criogénico contendo as células foi parcialmente
descongelado em banho-maria a 37°C. Em seguida, seu conteudo foi transferido para tubo
contendo solucdo fisioldgica de cloreto de sodio 0,9% estéril. As células foram lavadas duas
vezes para remocdo completa do DMSO, ressuspendidas em meio de cultura RPMI
suplementado com 10% de SAB, e mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO; até o momento

do uso.

3.14. Analise de resultados

A andlise estatistica e a elaboragdo dos graficos foram realizadas no software Prism 8.3.0
(GraphPad Software, Inc). As variaveis numéricas foram avaliadas quanto as diferencas pelo
teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn. Quando aplicavel, os resultados foram expressos

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

4.1. Avaliacdo do efeito de nanoparticulas de quitosana (QS) e silica sobre a

viabilidade em células de linhagem

4.1.1. Nanoparticulas de quitosana (QS) e silica

Para fins de padronizacao e na tentativa de definir concentracdes de nanoparticulas que
ndo interferissem na viabilidade celular, inicialmente testamos o efeito de nanoparticulas de QS
e silica sobre a viabilidade de macrdéfagos de camundongos da linhagem RAW 264.7, por meio
do ensaio de MTT. Os controles do ensaio foram compostos por células na presenca de SDS

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

Tanto as nanoparticulas de QS quanto as de silica foram testadas seguindo a dilui¢ao
1:2, sendo que a concentracdo inicial variou entre 2000 e 250 pg/ml para as nanoparticulas de
QS, enquanto que a nanoparticula de silica foi de 250 a 31,25 pg/ml. Salientamos que neste

ensaio as nanoparticulas ainda ndo estavam associadas a antigenos.

A Figura 7 representa os resultados obtidos. Com relacdo a nanoparticula de QS,
observamos um leve declinio nos percentuais de viabilidade celular a medida que as
nanoparticulas sdo diluidas, ao contrario das nanoparticulas de silica, que promoveram menores
niveis de viabilidade nas maiores concentragdes. Ainda assim, mesmo na menor dilui¢ao
observamos que esta nanoparticula ainda apresenta toxicidade, levando a percentuais de

viabilidade de aproximadamente 60%, considerados baixos para uma cultura celular.
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Figura 7. Avaliacdo do efeito de nanoparticulas de quitosana ou silica sobre a viabilidade em
células de linhagem.
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Nota: Células de macréfagos de camundongos da linhagem RAW 264.7 foram submetidas ao teste de viabilidade
celular (MTT) apds tratamento com nanoparticulas de silica ou quitosana. Neste ensaio, as nanoparticulas
utilizadas ndo estavam modificadas com antigenos. Dodecil sulfato de sodio (SDS) foi utilizado como controle
negativo para viabilidade e o lipopolissacarideo (LPS) como indutor de ativagdo celular. Diluigdes: SDS (1) 5%,
(2) 2,5%, (3) 1,25%, (4) 0,625%; Nanoparticula de silica (1) 250 pg/ml, (2) 125 pg/ml, (3) 62,5 pg/ml, (4) 31,25
pg/ml; Nanoparticula de quitosana (1) 2000 pg/ml, (2) 1000 pg/ml, (3) 500 pg/ml, (4) 250 pug/ml; LPS (1) 1 pg/ml,
(2) 0,5 pg/ml, (3) 0,25 pg/ml, (4) 0,125 pg/ml. Foram plaqueadas 1x10° células RAW 264.7 por pogo (1,6x10°
células/ml), em placas de cultura de 24 pogos. O tempo de contato entre os estimulos e as células em cultura foi
de 24 horas.
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4.1.2. Nanoparticulas de QS e silica conjugadas a proteina

Em seguida, associamos as nanoparticulas a proteina BSA, no intuito de simular a

conjugacao antigé€nica, para estudar o efeito do produto sobre a viabilidade celular.

Este teste preliminar seguiu um protocolo ja estabelecido no Laboratorio de
Imunobiologicos e Biofarmacos, na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de
Sao Paulo (FCF-USP), com nanoparticulas de QS associadas ao BSA. Para a formagdo das
nanoparticulas de QS associadas ao BSA, a solu¢ao de TPP a 1 mg/ml foi associada a 500 pg/ml
de BSA, assim como para as nanoparticulas de silica, no qual a propor¢ao foi de 1 mg/ml para

500 pg/ml da proteina, de acordo com calculos previamente realizados.

Diferentemente dos testes anteriores, a nanoparticula de silica associada ao BSA
apresentou uma viabilidade celular superior quando comparada aos resultados da nanoparticula
de QS. As duas ultimas diluicdes de nanoparticulas de silica, 25 e 12,5 pg/ml, apresentaram
59,4% e 68,7% de viabilidade celular, respectivamente. Embora os resultados da nanoparticula
de QS acompanhem a tendéncia da outra nanoparticula, todos as diluicdes para QS

apresentaram viabilidade celular inferior a 50% (Figura 8).
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Figura 8. Avaliacdo do efeito de nanoparticulas de quitosana ou silica, associadas a albumina
sérica bovina (BSA), sobre a viabilidade em células de linhagem.
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Nota: Células de macréfagos de camundongos da linhagem RAW 264.7 foram submetidas ao teste de viabilidade
celular (MTT) apds tratamento com nanoparticulas de silica ou quitosana. Neste ensaio, as nanoparticulas
utilizadas estavam modificadas com BSA. Dodecil sulfato de s6dio (SDS) foi utilizado como controle negativo
para viabilidade celular. Dilui¢des: SDS (1) 5%, (2) 2,5%, (3) 1,25%, (4) 0,625%; Nanoparticula de silica com
BSA (1) 100 pg/ml, (2) 50 pg/ml, (3) 25 pg/ml, (4) 12,5 ug/ml; Nanoparticula de quitosana com BSA (1) 2000
pg/ml, (2) 1000 pg/ml, (3) 500 pg/ml, (4) 250 pg/ml. Foram plaqueadas 1x10° células RAW 264.7 por pogo
(1,6x10° células/ml), em placas de cultura de 24 pogos. O tempo de contato entre os estimulos e células em cultura
foi de 24 horas.

Cabe ressaltar que, inicialmente, tanto as nanoparticulas de QS quanto as de silica
seriam conjugadas as particulas de HIV-1 inativadas por Aldrithiol-2 (2,2'-Dipyridyldisulfide,
AT-2), que seria o antigeno para pulso de DCs, até entdo utilizado por nosso grupo. Entretanto,
devido a questdes de biosseguranca e infraestrutura, o antigeno acabou por ser substituido,
posteriormente, por peptideos da regido Gag do HIV-1 (Tabela 2). Esta decisao 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 laboratério de nivel de
biosseguranga 3 (NB3), necessario para a realizagdao de culturas de expansao viral. Por essa
razao, optamos por ndo dar segmento a expansdo e inativacdo do HIV e propusemos a troca da

particula viral por peptideos do HIV.
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4.1.3. Nanoparticulas de QS e silica conjugadas a peptideo

Uma vez definido que trocariamos as particulas virais inativadas por peptideos de HIV,
para fins de padronizagao, simulamos a condicao de associar nanoparticulas a peptideos de
hemopressina (1088,25 g/mol), gentilmente cedidos pelo Laboratério de Imunobioldgicos e
Biofarmacos, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo (FCF-
USP). Para a formacao das nanoparticulas de QS associadas aos peptideos de hemopressina, a
solucao de TPP a 1 mg/ml foi associada a 3,2 pg/ml de peptideos de hemopressina. Ja para as

nanoparticulas de silica, a propor¢ao foi de 1 mg/ml para 2,4 ng/ml de peptideos.

Neste teste foram avaliados diferentes tempos de incubacdo: 2, 4, 18 e 24 horas (Figura
9). As concentracdes de nanoparticulas para cada variavel se mantiveram idénticas ao teste
anterior (Figura 8), sendo alterada somente a quantidade de células de 1x10° células por pogo
(1,6x10% células/ml) para 4,5x10° células por pogo (7,5x10° células/ml), uma vez que
desconfiamos que a confluéncia de células na superficie de cada poco da placa de cultura
pudesse estar interferindo no desempenho do teste. Sendo assim, optamos por reduzir a
densidade celular. Cabe ressaltar que as concentragdes descritas se referem as nanoparticulas e

ndo a somatoria delas com BSA ou peptideos.

Para este ensaio, de modo geral, observamos valores de viabilidade acima de 75%,
superiores aos observados nos ensaios anteriores, fato possivelmente atribuido a uma
concentracdo mais ajustada de células e a associacdo das particulas ao peptideo. Observamos
que tanto as nanoparticulas de QS quanto as de silica promoveram perfis similares de

viabilidade celular em cada tempo testado.



45

Figura 9. Avaliagdo do efeito de nanoparticulas de quitosana ou silica, associadas ao peptideo
de hemopressina, em diferentes tempos de estimulo, sobre a viabilidade de células de linhagem.
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Nota: Neste ensaio, foram testados 4 diferentes tempos de contato entre os estimulos e células em cultura: 2, 4, 18
e 24 horas (A, B, C e D, respectivamente). Células de macrofagos de camundongos da linhagem RAW 264.7 foram
submetidas ao teste de viabilidade celular (MTT) apos tratamento com nanoparticulas de silica e quitosana. As
nanoparticulas utilizadas estavam modificadas com peptideos de hemopressina. Dodecil sulfato de sédio (SDS)
foi utilizado como controle negativo para viabilidade e lipopolissacarideo (LPS) como indutor de ativagao celular.
Diluigdes: SDS (1) 5%, (2) 2,5%, (3) 1,25%, (4) 0,625%; Nanoparticula de silica com peptideos de hemopressina
(1) 100 pg/ml, (2) 50 pg/ml, (3) 25 ug/ml, (4) 12,5 pg/ml; Nanoparticula de quitosana com peptideos de
hemopressina (1) 2000 pg/ml, (2) 1000 pg/ml, (3) 500 pg/ml, (4) 250 ng/ml; LPS (1) 1 pg/ml, (2) 0,5 pg/ml, (3)
0,25 pg/ml, (4) 0,125 pg/ml. Foram plaqueadas 4,5x10° células RAW 264.7 por pogo (7,5x10° células/ml), em
placas de cultura de 24 pogos.
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Além disso, analisamos as nanoparticulas separadamente em relagao as suas respectivas
dilui¢des e tempos de estimulo (Figura 10). A viabilidade celular em ambos os graficos foi
satisfatoria, os resultados obtidos, tanto com a nanoparticula de silica (Figura 10A) quanto a de
QS (Figura 10B), ficaram acima de 80%, independentemente das concentracdes de particulas

testadas.

Figura 10. Cinética do efeito de diferentes concentragcdes de nanoparticulas de quitosana ou
silica, associadas ao peptideo de hemopressina sobre a viabilidade de células de linhagem.
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Nota: Dados referentes ao teste de viabilidade celular por MTT, no qual foram testados 4 diferentes tempos de
contato entre os estimulos e células em cultura: 2, 4, 18 e 24 horas. Células de macrofagos de camundongos da
linhagem RAW 264.7 foram submetidas ao teste de viabilidade apos tratamento com nanoparticulas de silica (A)
ou quitosana (B). As concentragdes descritas se referem as nanoparticulas e ndo a somatéria delas aos peptideos.
Foram plaqueadas 4,5x103 células RAW 264.7 por pogo (7,5x10° células/ml), em placas de cultura de 24 pogos.
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Devido as dificuldades na reprodutibilidade das nanoparticulas de QS, bem como a
impossibilidade de sua producdo em condig@o estéril, tornou-se invidvel a continuidade dos
trabalhos com esta nanoparticula. Dentre os principais motivos esta a instabilidade em meio
neutro, uma vez que sua produgdo ¢ realizada em meio acido (pH=5,5) para que a particula
tenha carga positiva (pKa=6,5). Neste caso, mesmo apoOs centrifugacdo e suspensdo das
particulas, o meio acido ¢ danoso a 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 liofilizacdo, mas além do alto rigor técnico e tempo
necessario para o desenvolvimento de um protocolo, a solubilizacdo do material liofilizado se
daria em meio acido. Diante disso, na auséncia de constancia e reprodutibilidade na produgao
das nanoparticulas de QS, optamos por dar continuidade aos ensaios somente com as
nanoparticulas de silica, tornando-se, assim, nossa particula de estudo. Desta forma, os ensaios
subsequentes foram realizados avaliando somente as nanoparticulas de silica. Além disso,
considerando que células humanas diferenciadas in vitro podem apresentar atividade biologica
diferente de linhagens celulares imortalizadas, os ensaios passaram a ser realizados com as

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

4.2. Avaliacio do efeito de nanoparticulas de silica sobre a viabilidade celular e

perfil fenotipico de células dendriticas aDC1

Para fins de padronizacdo, avaliamos o efeito de diferentes concentragdes das
nanoparticulas de silica, quais sejam 1000 pg/ml, 100 pg/ml, 10 pg/ml e 1 pg/ml, sobre a
viabilidade das aDCI1. 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 condigdes testadas, concentragdes crescentes de
nanoparticulas de silica promoveram reducao na viabilidade celular (Figura 11). Isto ¢, quando
observamos as aDC1 que receberam as concentragdes de 1 e 10 pg/ml de nanoparticulas de
silica, notamos a similaridade destes achados aos controles (DCs imaturas ¢ maduras,
respectivamente, iDC e mDC), que correspondem as células que nao receberam as
nanoparticulas. Diferentemente, nas concentragdes de 100 e 1000 pg/ml de nanoparticulas de
silica, percebemos a redugdo na viabilidade celular quando comparadas as menores

concentracgdes de pulso e aos controles.
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Figura 11. Avaliagdo da viabilidade das aDC1 pulsadas com diferentes concentracdes de
nanoparticulas de silica ndo associadas a antigenos (1, 10, 100 e 1000 png/ml).
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Nota: As células foram avaliadas pelo marcador Live/Dead™ Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (Invitrogen™),
por citometria de fluxo. iDC: células dendriticas imaturas sem pulso de nanoparticula de silica; mDC: células
dendriticas maduras sem pulso de nanoparticula de silica. O grafico representa as medianas de cada variavel. N=3.

Para a caracterizacao do perfil fenotipico das aDC1, cultivadas na presenca de diferentes
concentragoes de nanoparticulas de silica e ativadas com citocinas pré inflamatorias, a analise
dos marcadores de superficie CD14, CD40, CCR7, CD86 e HLA-DR foi realizada dentre a
populacdo de células vivas expressando a molécula CD11c (Figura 4). Neste sentido, vale
ressaltar que a viabilidade das culturas na presenga de 100 e 1000 pg/mL de nanoparticulas de
silica apresentaram-se muito baixas (Figura 11). Assim, embora a analise tenha sido realizada
levando em conta somente a populagdo de células vivas, o nimero pequeno de eventos obtidos
na aquisicao de dados de citometria pode comprometer os resultados apresentados, que deste

modo devem ser considerados com cautela.

Chama a atencdo o perfil observado para a expressdo da molécula CD14. Trata-se de
uma molécula expressa por mondcitos e que ¢ perdida a medida que os monodcitos sdao
diferenciados em DCs, como observado pelos baixos niveis de expressao pelas iDC e mDC.
Por outro lado, observamos que a presenca de nanoparticulas de silica levou a um aumento na
expressdo de CD14 nas concentragdes a partir de 10 pg/mL, o que foi um achado inesperado,

considerando que os monocitos ja tinham se diferenciado em DCs (Figura 12A).



49

Por sua vez, com relagdo as demais moléculas analisadas, quais sejam CD40 e CD86
(moléculas coestimuladoras), CCR7 (molécula relacionada a migragdo celular) e HLA-DR
(molécula relacionada a apresentagdo antigénica), ndo observamos diferengas relevantes entre
as culturas de aDC1 maduras na presenga ou nao de nanoparticulas de silica, nas concentragdes
testadas, sugerindo que as nanoparticulas ndo interferem na expressao destas moléculas nestas

condi¢des (Figura 12).
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Figura 12. Andlise fenotipica de aDCI incubadas com concentracdes diferentes de
nanoparticulas de silica, ndo associadas a antigenos (1, 10, 100 ¢ 1000 pg/ml).
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Nota: Os controles foram compostos por aDC1 imaturas e aDC1 maduras ndo incubadas com nanoparticulas. As
células foram marcadas com anticorpos monoclonais especificos para moléculas de superficie ¢ 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 estdo representados em porcentagem de células vivas que expressam cada marcador
(graficos a esquerda), e a intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) de cada marcador na superficie das células
(graficos a direita). iDC: células dendriticas imaturas sem pulso de nanoparticula de silica, somente citocinas para
diferenciac@o (de mondcitos para DCs); mDC: células dendriticas maduras sem pulso de nanoparticula de silica,
somente citocinas de ativagdo (de iDC para mDC). O grafico representa as medianas de cada variavel. N=3.

Em conjunto, os resultados obtidos mostram que a presenga de nanoparticulas de silica
em concentragdo igual ou superior a 100 pg/ml compromete a viabilidade das aDCI1. Por sua
vez, as concentragdes de 1 e 10 pg/mL ndo alteraram a viabilidade celular nem interferiram na
expressdo das moléculas CD40, CCR7, CD86 e HLA-DR, entretanto, inesperadamente, a

expressao de CD14 foi aumentada pela presenga das nanoparticulas.
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4.3. Avaliacio do efeito de nanoparticulas de silica associadas a peptideos de HIV

sobre a viabilidade celular e perfil fenotipico de células dendriticas aDC1

Uma vez que a proporcao calculada entre as nanoparticulas e os peptideos foi de 10:1,
duas concentragdes de nanoparticulas foram testadas: 1 e 10 pg/ml, associadas a 0,1 e 1 pg/ml

de pool de peptideos, respectivamente.

Desta forma, nas Figuras 13 e 14 estdo representados os achados referentes
respectivamente a viabilidade celular e a andlise fenotipica de aDC1 imaturas e maduras,
pulsadas com duas concentragdes de nanoparticula de silica (1 e 10 pg/ml), conjugadas a dois
pools de peptideos de HIV (pool 1 e pool 2). A viabilidade celular observada para todas as
variaveis testadas foi considerada satisfatoria (> 75%), embora tenhamos observado que as
culturas pulsadas com a concentragdo de 10 pg/ml de silica apresentaram valores de mediana
inferiores, comparada as culturas pulsadas com 1 pg/ml. Por sua vez, observamos que ndo
houve diferenga nos niveis de viabilidade celular entre os dois pools testados, que apresentaram

resultados bastante similares (Figura 13).
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Figura 13. Avaliagdo da viabilidade das aDC1 imaturas e maduras, pulsadas com duas
concentragdes de nanoparticula de silica (1 e 10 pg/ml) e dois pools de peptideos de HIV (pool
1 e pool 2).

Pool 1 Pool 2

#B
o

100
®

‘rt+ 28

y
° v

®

¢
&le

Viabilidade celular

I 1
> S Q“b\ < q“n\ J
& A A% N AT A% A% N
S TS TS
M A I e
x R x N
A ~ S N
> & N &
& 0) & O)
\0%\ K4 \\\”é K

Nota: Para conjugacdo das nanoparticulas aos pools de peptideos, a propor¢do utilizada foi de 10:1, no qual 1
pg/ml de nanoparticula de silica foi associada a 0,1 pg/ml de pool de peptideos, e 10 pg/ml de nanoparticulas
receberam 1 pg/ml de pool de peptideos. Os controles foram constituidos por aDC1 imaturas (iDC); aDC1 maduras
(mDC); aDC1 pulsadas por nanoparticulas ndo-associadas a poo! de peptideos; e por fim, aDC1 pulsadas por pool
de peptideos ndo-associados a nanoparticulas. As células foram avaliadas pelo marcador Live/Dead™ Fixable
Aqua Dead Cell Stain Kit (Invitrogen™), por citometria de fluxo. iDC: células dendriticas imaturas; mDC: células
dendriticas maduras; NP: nanoparticula. O grafico representa as medianas de cada variavel. N=2.

Em relagdo perfil fenotipico, da mesma forma que observado com relacdo a viabilidade,
ndo notamos diferencas relevantes entre os pools testados com relagdo ao percentual de células

nem com relacdo a intensidade de expressdao (MFI) de cada marcador (Figura 14).

Por outro lado, diferentemente dos ensaios anteriores, neste teste foi possivel avaliar a
acdo dos pools de peptideos no pulso das aDC1, associados ou ndo as nanoparticulas. Tendo
como exemplo o marcador CD14, as variaveis que receberam as nanoparticulas na concentragao
de 10 pg/ml, independentemente da conjugacao ao pool, expressaram muito mais este marcador
quando comparadas aos controles (iDC e mDC), aquelas aDC1 que nao receberam as

nanoparticulas (Figura 14A).

Entretanto, considerando a proporg¢ao 10:1 silica:peptideo, uma menor concentragao de
nanoparticula implica em uma concentracdo de apenas 0,1 pg/ml de pool de peptideos
conjugados a silica. Diante deste cendrio, indagamos se esta quantidade de peptideos seria capaz

de desencadear uma resposta imune especifica ao HIV.
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Figura 14. Analise fenotipica de aDC1 imaturas e maduras, pulsadas com duas concentra¢des
de nanoparticula de silica (1 e 10 pg/ml) e dois pools de peptideos de HIV (pool 1 e pool 2).
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Nota: Para conjugagdo das nanoparticulas aos pools de peptideos, a proporgdo utilizada foi de 10:1, no qual 1
pg/ml de nanoparticula de silica foi associada a 0,1 pg/ml de pool de peptideos, e 10 pg/ml de nanoparticulas
receberam 1 pg/ml de pool de peptideos. Os controles foram constituidos por aDC1 imaturas (iDC); aDC1 maduras
(mDC); aDC1 pulsadas por nanoparticulas ndo-associadas a poo! de peptideos; e por fim, aDC1 pulsadas por pool
de peptideos ndo-associados a nanoparticulas. As células foram marcadas com anticorpos monoclonais especificos
para moléculas de superficie 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 estio representados em porcentagem de
células vivas que expressam cada marcador (graficos a esquerda), e a intensidade mediana de fluorescéncia (MFI)
de cada marcador na superficie das células (graficos a direita). Cada pool de peptideos foi composto por trés
peptideos de HIV, todos da regido Gag do virus. NP: nanoparticula. O grafico representa as medianas de cada
variavel. N=2.
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4.4. Avaliacio do efeito de nanoparticulas de silica associadas a peptideos de HIV
sobre a viabilidade celular, perfil fenotipico e funcional de células dendriticas

aDC1 derivadas de individuos infectados pelo HIV

Analisar isoladamente somente o fendtipo das aDC1 nao ¢ suficiente para definirmos a
concentracdo final de uso das nanoparticulas de silica, muito menos se a concentragdo de pool
de peptideos a elas associadas seria capaz de gerar uma resposta imune especifica. Em razao
disso, diferentemente dos ensaios anteriores, convidamos individuos cronicamente infectados
pelo HIV para participarem do estudo, visto que nosso objetivo € padronizar um protocolo que
seja capaz de induzir resposta especifica anti-HIV ao estimulo. Dessa forma, direcionamos os
ensaios para a analise fenotipica das aDC1, e na sequéncia, analise funcional por meio do ensaio
de cocultivo entre as aDC1 e os linfocitos autélogos. Cabe ressaltar que, para estes ensaios,
utilizamos duas concentracdes de nanoparticulas de silica (1 e 10 pg/ml), ambas associadas

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

Conforme descrito na Figura 3, as aDC1 foram estimuladas no dia 5 da cultura celular
com nanoparticulas de silica, associadas ou ndo ao pool 1. No dia 7, parte das aDC1 foram
marcadas com anticorpos monoclonais especificos para superficie, ¢ as demais foram
cocultivadas com os linfocitos autdlogos, dando continuidade ao ensaio. O resultado da

marcacao de superficie das aDCI1 esta representado na Figura 15.

Analisando separadamente, embora ndo seja estatisticamente significativo, na Figura 15
podemos observar que as aDCI1, pulsadas somente com o pool/ de peptideos, tiveram
aparentemente uma baixa expressao 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 ¢ HLA-DR, nenhuma diferenca entre as variaveis ¢ observada.
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Figura 15. Analise fenotipica de aDC1 imaturas e maduras, pulsadas com duas concentragdes
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de nanoparticula de silica (1 e 10 pg/ml), associadas ao pool 1 de peptideos de HIV (Gag.15,
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Nota: Para conjugacdo das nanoparticulas ao pool de peptideos, a proporgéo utilizada foi de 10:1, no qual 1 pg/ml
de nanoparticula de silica foi associada a 0,1 pg/ml de pool de peptideos, e 10 pg/ml de nanoparticulas receberam
1 pg/ml de pool de peptideos. Os controles foram constituidos por aDC1 imaturas (iDC); aDC1 maduras (mDC);
aDC1 pulsadas por nanoparticulas ndo-associadas a pool de peptideos; e por fim, aDC1 pulsadas por pool de
peptideos ndo-associados a nanoparticulas. As células foram marcadas com anticorpos monoclonais especificos
para moléculas de superficie 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 estao representados em
porcentagem de células vivas que expressam cada marcador (colunas 1 e 3), e a intensidade mediana de
fluorescéncia (MFI) de cada marcador na superficie das células (colunas 2 e 4). NP: nanoparticula. O grafico
representa as medianas de cada varidvel. N=2.
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Para a analise funcional, parte das aDC1 pulsadas ou ndo com nanoparticulas associadas
a peptideos foram cocultivadas com os linfécitos autélogos de seus respectivos doadores. Ao
final do cocultivo, os linfocitos foram marcados intracelularmente com anticorpos especificos
para IFNy, a fim de avaliar se as aDC1 pulsadas seriam capazes de promover uma resposta aos
antigenos virais. O IFNy tem importante papel na resposta antiviral e o ensaio de cocultivo teve
por objetivo avaliar o desfecho do uso das nanoparticulas de silica associadas aos peptideos, no

contexto para potencial aplicagdo na imunoterapia anti-HIV.

Os resultados dos ensaios de cocultivo estdo apresentados na Figura 16, na qual
percebemos uma baixa producdo de IFNy pelas células T, sem diferencas significativas das
demais variaveis com relagdo a variavel mDC, constituido por linfocitos que receberam aDCl1
sem pulso antigénico. A principio, 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 pg/ml de nanoparticula de silica. Porém, estatisticamente, esta diferenca nao ¢
visualizada quando comparada as demais variaveis. De forma geral, ndo houve producdo de

IFNy em resposta a um estimulo especifico, uma vez que os valores sao similares.
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Figura 16. Producdo de IFNy por linfocitos autdlogos de individuos cronicamente infectados
pelo HIV estimulados por aDCI.
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Nota: As aDC1 foram pulsadas com duas concentra¢des de nanoparticulas de silica (1 e 10 pg/ml), associadas ao
pool 1 de peptideos de HIV (Gag.15, Gag.34 e Gag.35). Para conjugacdo das nanoparticulas ao pool de peptideos,
a proporg¢do utilizada foi de 10:1, no qual 1 pg/ml de nanoparticula de silica foi associada a 0,1 pg/ml de pool de
peptideos, e 10 pg/ml de nanoparticulas receberam 1 pg/ml de pool de peptideos. Os controles foram constituidos
por linfocitos cultivados na presenga de: aDC1 maduras (mDC); aDC1 pulsadas por nanoparticulas ndo-associadas
a pool de peptideos; e por fim, aDC1 pulsadas por poo! de peptideos ndo-associados a nanoparticulas. Por meio da
técnica de citometria de fluxo, a analise dos marcadores foi realizada a partir da populagdo de células vivas e,
sequencialmente, de células CD3 positivas. Em seguida, os linfocitos T foram selecionados mediante marcadores
CD4+ IFNy+ (A) e CD8+ IFNy+ (B). As porcentagens apresentadas estdo subtraidas pelo basal (linfocitos que ndo
receberam nenhum estimulo). O controle positivo, que foi estimulado por phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA)
e ionomicina nas ultimas 18 horas de cocultivo, apresentou média de expressdo em 6,95% e 30,44% em células T
CD4+ e T CD8+, respectivamente. NP: nanoparticula. O grafico representa as medianas de cada variavel. N=4.



61

4.5. Caracterizacio das nanoparticulas conjugadas aos peptideos de HIV

Até esta ocasido, os resultados obtidos ndo tinham nos dado clareza quanto a melhor
concentragdo de nanoparticulas de silica para pulso das aDC1, ou se a nanoparticula de silica
seria uma boa escolha para potencial uso na imunoterapia anti-HIV. Nossos achados indicaram
que a produgdo de IFNy por linfocitos T se deu de maneira inespecifica, uma vez que nao
tivemos diferencas significativas das demais varidveis com relag@o a varidvel mDC, constituido
por linfécitos que receberam aDC1 sem pulso antigénico. Considerando que em nosso grupo
de pesquisa a concentragdo padronizada de 1 pg/ml de peptideos € capaz de gerar uma resposta
celular especifica por linfocitos T, nos ensaios subsequentes mantivemos somente uma
concentracdo de nanoparticulas de silica. Dessa forma, mantendo a propor¢ao calculada de 10:1
entre as nanoparticulas e os peptideos, a concentragdo a ser testada ficou de 10 pg/ml de

nanoparticulas de silica associadas a 1 pg/ml de peptideos.

Cabe ressaltar que durante o desenvolvimento desta tese, a colaboragdo estabelecida
com o grupo de pesquisa do Prof. Robbie B. Mailliard, da Universidade de Pittsburgh
(Pittsburgh, Pensilvania, Estados Unidos), permitiu o uso de peptideos relevantes de HIV,
selecionados através de métodos preditivos para otimizar a resposta especifica. Deste modo,
considerando que nao conseguimos detectar a producao especifica de IFNy no ensaio anterior
e buscando melhorar a resposta ao HIV, passamos a utilizar tais peptideos em substitui¢do aos
anteriormente testados. Uma vez que ficaram definidos os peptideos de HIV que seriam
utilizados pelo grupo, para esta tese os peptideos anteriormente utilizados (Tabela 2) foram

substituidos pelos peptideos descritos na Tabela 3.

Dessa forma, antes de dar segmento aos ensaios com as nanoparticulas de silica
associadas aos novos peptideos de HIV, uma etapa imprescindivel foi realizada: a
caracterizacdo das particulas modificadas. Ou seja, a analise do tamanho e da carga das
nanoparticulas de silica associadas aos novos peptideos de HIV. Nas Figuras 17, 18 e 19 estao
representados os resultados obtidos com auxilio do equipamento Zetasizer Nano ZS90
(Malvern Panalytical). Cabe ressaltar que embora a caracterizagdo das particulas seja bastante
importante e informativa, para os ensaios anteriores esta etapa nao foi executada, fato que pode

ter limitado nossos achados preliminares.

Na Figura 17 estdo representados os resultados obtidos da conjugacdo da nanoparticula
de silica ao peptideo Gag.27 do HIV. Na Figura 17A, na qual a conjugacao foi realizada em

salina, percebe-se que houve uma agregacdo das particulas, gerando um diametro médio
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superior a 1000 nm. Diferentemente da salina, as particulas conjugadas em agua (Figura 17B)
e PBS 1X (Figura 17C) nao sofreram agregacdo, tendo o pico médio do didmetro superior a 17
nm. Ainda, quanto ao indice de polidispersividade (PdI), quando abaixo de 0,25, indica que a
populacdo das particulas possuia baixa polidispersidade. Isso significa que hd uma

homogeneidade na distribui¢do dos tamanhos das particulas analisadas.
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Figura 17. Analise de tamanho e carga das nanoparticulas de silica associadas ao peptideo
Gag.27 da regido Gag do HIV-1.
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Nota: As nanoparticulas de silica foram associadas aos peptideos na propor¢ao 10:1, sendo 100 pg/ml da
nanoparticula de silica para 10 pg/ml do peptideo Gag.27. A conjugacao foi testada em trés solugdes: salina (A),
agua (B) e PBS 1X (C). As leituras foram realizadas, no minimo, em triplicata, pelo equipamento Zetasizer Nano
7590 (Malvern Panalytical). Os graficos para distribui¢do do tamanho foram analisados pelo parametro de nimero.
Para as amostras estaveis (B) e (C), foram inseridas nas figuras o valor de potencial Zeta. PdI: indice de

polidispersividade.
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Na Figura 18 estdo representados os resultados obtidos da conjuga¢do da nanoparticula
de silica ao peptideo Gag.34 (Figuras 18A e B) e Gag.35 do HIV (Figuras 18C e D).
Diferentemente do peptideo Gag.27, que € solivel em agua, os peptideos Gag.34 e Gag.35 sdo
soluveis em acido acético 0,1M. Dessa forma, a solu¢do de conjugagdo necessariamente
precisaria ser tamponante. Sendo assim, para a conjugacao foram utilizados PBS 0,1X (Figuras
18A e C) e PBS 1X (Figuras 18B e D). As particulas inclinaram-se a uma polidispersdo de
média a alta, com PdI variando entre 0,4 ¢ 0,6, indicando uma heterogeneidade na distribui¢ao
dos tamanhos das particulas analisadas, exceto a nanoparticula de silica conjugada ao peptideo
Gag.34 em solucao de PBS 1X (Figura 18B), no qual formaram-se agregados com tamanho

superior a 1600 nm.



66

Figura 18. Analise de tamanho e carga das nanoparticulas de silica associadas aos peptideos
Gag.34 e Gag.35 da regiao Gag do HIV-1.
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Nota: As nanoparticulas de silica foram associadas aos peptideos na propor¢ao 10:1, sendo 100 pg/ml da
nanoparticula de silica para 10 pg/ml do peptideo Gag.34 (A)(B) ou Gag.35 (C)(D). A conjugacao foi testada em
duas solugdes: PBS 0,1X (A)(C) e PBS 1X (B)(D). As leituras foram realizadas, no minimo, em triplicata, pelo
equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Panalytical). Os graficos para distribuicdo do tamanho foram
analisados pelo pardmetro de nimero. Para as amostras estaveis (A), (C) e (D), foram inseridas nas figuras o valor
de potencial Zeta PdI: indice de polidispersividade.
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Por fim, na Figura 19 estdo representados os resultados obtidos da conjugagdo da
nanoparticula de silica ao pool dos peptideos da regido Gag do HIV (Gag.27, Gag.34 e Gag.35).
As conjugacdes foram testadas em trés solucdes: salina (Figura 19A), PBS 0,1X (Figura 19B)
e PBS 1X (Figura 19C). Assim como para a conjugacao com o peptideo Gag.27 (Figura 17), as
nanoparticulas conjugadas ao pool de peptideos em salina (Figura 19A) levaram a uma
agregacao das particulas, gerando um didmetro médio superior a 1000 nm, o que ndo se observa

nas particulas em PBS (Figuras 19B e C).
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Figura 19. Analise de tamanho e carga das nanoparticulas de silica associadas ao pool de
peptideos da regido Gag do HIV-1 (Gag.27, Gag.34 e Gag.35).
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Nota: As nanoparticulas de silica foram associadas aos peptideos na propor¢ao 10:1, sendo 100 pg/ml da
nanoparticula de silica para 10 pg/ml do pool de peptideos (Gag.27, Gag.34 e Gag.35). A conjugacdo foi testada
em trés solucdes: salina (A), PBS 0,1X (B) e PBS 1X (C). As leituras foram realizadas, no minimo, em triplicata,
pelo equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Panalytical). Os graficos para distribuicdo do tamanho foram
analisados pelo parametro de numero. Foram inseridas nas figuras as medi¢des do potencial Zeta. PdI: indice de
polidispersividade.
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4.6. Avaliacdo da internalizacio das nanoparticulas de silica, associadas aos

peptideos de HIV, pelas aDC1

Uma vez estabelecida a concentragdo de nanoparticulas para o pulso das aDCI,
passamos a avaliar as condi¢des referentes ao tempo necessario para a internalizacdo das
particulas pelas células. Até entdo as aDC1 eram incubadas por 2 horas com as nanoparticulas,
com base em protocolos de pulso antigénico utilizados em nosso laboratorio. Por sugestao de
nossos colaboradores, resolvemos testar se a incubagao por um periodo mais extenso poderia

influenciar a dinamica de internalizagao.

A concentra¢do da nanoparticula de silica ficou estabelecida em 10 pg/ml para 1 pg/ml
do peptideo Gag.27. Preliminarmente, mantivemos somente o peptideo Gag.27 da regido do
HIV em nossos ensaios, uma vez que nesta etapa de padronizagdo optamos por seguir com o
peptideo que apresentou melhores resultados na caracterizacao das particulas (Figura 17), bem
como para otimizar a quantidade de variaveis em teste. Além disso, para facilitar o
monitoramento do pulso antigénico pelas aDC1, utilizamos nanoparticulas de silica coradas

com fluoresceina (FITC), o que permitiu avaliar sua internalizacdo por citometria de fluxo.

Deste modo, analisamos as aDC1 em diferentes tempos de incubagdo com as
nanoparticulas, quais sejam: 2, 6 e 24 horas (Figura 20 e 21). Observamos que houve
internalizacao das nanoparticulas em todos os tempos avaliados, em comparagdo as aDCI1 sem
nanoparticulas. Além disso, a intensidade de fluorescéncia aumenta a medida em que se
aumenta o tempo de incubag¢do, sendo possivel visualizar maior internalizagdo no periodo de

24 horas de incubacao (Figura 20).

Tais achados sdo corroborados pela andlise de dotplot, no qual € possivel visualizar um
deslocamento da populagdo positiva para a marca¢do com FITC nas culturas incubadas com

nanoparticulas por 24 horas (Figura 21).
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Figura 20. Internalizacdo das nanoparticulas de silica conjugadas aos peptideos Gag.27 do HIV
pelas aDCI1 apos 2, 6 e 24 horas de pulso, analisadas por histograma.
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Nota: As células ficaram em contato com as nanoparticulas durante 2 (azul), 6 (laranja) e 24 horas (verde). A
direita da linha vermelha tém-se as células que internalizaram as nanoparticulas coradas com fluoresceina (FITC).
A esquerda da linha vermelha, proxima ao fim da emissio das aDCI que ndo receberam as nanoparticulas
(vermelho), estdo as células que ndo emitiram a fluorescéncia para FITC. Este ensaio foi realizado por citometria
de fluxo.

Figura 21. Internalizagao das nanoparticulas de silica conjugadas aos peptideos Gag.27 do HIV
pelas aDC1 apds 24 horas de contato, analisadas em graficos pseudocolor plot (smooth).
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Nota: A esquerda tem-se a anélise para as aDC1 que ndo receberam as nanoparticulas, enquanto a direita segue
analise das aDC1 que ficaram 24 horas em contato com as nanoparticulas coradas com fluoresceina (FITC). Para
este resultado, seguiu-se a seguinte estratégia de analise: no primeiro gate foram selecionadas as células dendriticas
(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 apds foi definido o gate para selegao
de células positivas para a molécula CD11c e, por fim, o gate contendo a porcentagem de emissdo de fluorescéncia
para FITC pelas células dendriticas (CD11c+). Este ensaio foi realizado por citometria de fluxo.
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Embora o tempo de 24 horas de incuba¢do tenha mostrado melhor internalizacdo das
nanoparticulas em comparacdo ao tempo de 2 horas, que foi o tempo de pulso anteriormente
padronizado para internalizagdao de peptideos por aDC1 em nosso grupo de pesquisa, tal fato
implicaria em um aumento de 24 horas no tempo total do protocolo para obten¢ao de aDC1. Ou
seja, a duracdo passaria de 7 para 8 dias de cultura celular, o que pode ndo ser conveniente para
adogdo em protocolo clinico, além da possibilidade de interferir na viabilidade celular. Neste
sentido, com o intuito de buscar um tempo de incubagdo conveniente ¢ capaz de promover a
internalizacao de nanoparticulas de forma otimizada, além do tempo de 24 horas de incubagao,

também avaliamos o tempo de 8 horas.

Dessa forma, a Figura 22 mostra os resultados observados referentes a comparagao do
pulso das aDC1 com as nanoparticulas por 8 e 24 horas. Observamos que o perfil de
deslocamento da expressdo de FITC ¢ 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 incubacdo a internaliza¢do das nanoparticulas parece
atingir um platdé que ¢ mantido por pelo menos até 24 horas de incubagdo. Deste modo, a

incubagao por 8 horas parece ser suficiente para a internaliza¢ao das nanoparticulas pelas aDC1.
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Figura 22. Internalizacdo das nanoparticulas de silica conjugadas aos peptideos Gag.27 do HIV
pelas aDC1 apos 8 e 24 horas de pulso em histograma.
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Nota: As células ficaram em contato com as nanoparticulas durante 8 (laranja) e 24 horas (verde). A direita da
linha vermelha tém-se as células que internalizaram as nanoparticulas coradas com fluoresceina (FITC). A
esquerda da linha vermelha, proxima ao fim da emissdo das aDC1 que ndo receberam as nanoparticulas (azul),

estdo as células que ndo emitiram a fluorescéncia para FITC. Este ensaio foi realizado por citometria de fluxo.

Figura 23. Internalizagao das nanoparticulas de silica conjugadas aos peptideos Gag.27 do HIV
pelas aDC1 apds 8 e 24 horas de pulso, analisadas em graficos pseudocolor plot (smooth).
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Nota: A esquerda tem-se a andlise para as aDC1 que ndo receberam as nanoparticulas; ao centro, a analise das
aDC1 apo6s pulso das nanoparticulas por 8 horas; e a direita segue analise das aDC1 ap6s pulso de 24 horas. As
nanoparticulas de silica utilizadas estavam conjugadas a fluoresceina (FITC). Para este resultado, seguiu-se a
seguinte estratégia de analise: no primeiro gate foram selecionadas as células dendriticas (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 apds foi definido o gate para selecdo de células positivas
para a molécula CDl1c e, por fim, o gate contendo a porcentagem de emissdo de fluorescéncia para FITC pelas
células dendriticas (CD11c+). Este ensaio foi realizado por citometria de fluxo.
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Ao dar continuidade as comparacgdes dos tempos de pulso das nanoparticulas entre 8 e
24 horas, alguns pontos foram considerados. O primeiro deles era, de fato, encontrar o melhor
tempo de internalizagdo das nanoparticulas de silica, periodo este que ¢ compreendido entre o
pulso das particulas na cultura de aDC1 (dia 5) e a adi¢do do coquetel de citocinas para ativagao
das células. O segundo ponto considerado € o periodo pelo qual as aDC1 estariam sob estimulo
do coquetel de ativacado, ou seja, por quanto tempo ap6s a adicao 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
peptideos, sem associacdo as nanoparticulas, ¢ de 2 horas. Além disso, o tempo padronizado
para ativagdo das aDC1 ¢ de 48 horas (Figura 24A). Dessa forma, na tentativa de encontrar a
melhor opcao para o tempo de pulso das nanoparticulas, sem comprometer a ativagao das aDC1,

propusemos as varidveis descritas na Figura 24.

Figura 24. Esquematizacdo das etapas para obten¢do de aDC1 considerando os tempos de 8 e
24 horas de pulso das nanoparticulas associadas aos peptideos de HIV e a duracao total dos
protocolos.

DIA 0 pIas 2 48 DIA7
A Iniciodo 4 Pulsode horas Coquetel | roras y Encerramento do
protocolo peptideos de ativagéo protocolo
DIA 0 pias 8 A8 DIA7
B Iniciodo | Pulso de Loras Coquetel roras y Encerramento do
protocolo nanoparticulas de ativagio protocolo
DIA 0 DIAS 24 DIA 6 24 )
C Inicio do Pulso de horas Coquetel horas Encerramento do
| E— -
protacolo nanoparticulas de ativagao protocolo
DIAO DIA S 24 DIA 6 48 DIA 8
D Inicio do ;  Pulso de horas Coquetel | horas , Encerramento do
protocolo nanoparticulas de ativagdo ) protocolo

Nota: Em (A) tem-se o esquema do protocolo previamente padronizado em nosso grupo, com tempo de pulso de
2 horas dos peptideos, além das 48 horas de ativacdo das aDC1, com duragdo total de 7 dias. Em (B),
diferentemente do protocolo padrio, tem-se pulso de 8 horas das nanoparticulas, conjugadas ao peptideo de HIV.
Em (C), além do tempo de pulso de 24 horas, tem-se somente 24 horas de ativa¢ao das aDC1, porém com protocolo
com duragdo total de 7 dias. Por fim, em (D), tem-se o pulso de 24 horas das nanoparticulas, conjugadas ao peptideo
de HIV, além das 48 horas de ativacdo, encerrando o protocolo apos 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 ativacdo previamente padronizadas, as aDCl1
com 24 horas de pulso teriam um protocolo total com 8 dias de duragdo (Figura 24D),
diferentemente da duracao de 7 dias ja definida. Assim sendo, testamos também a variavel com
pulso de 24 horas somado as 24 horas de ativa¢do, mantendo a duragdo do protocolo

padronizado (Figura 24C).

Portanto, considerando as varidveis propostas na Figura 24, avaliamos a viabilidade das

aDCl1 (Figura 25) bem como a andlise fenotipica destas células (Figuras 26 e 27).

Figura 25. Avaliagdo da viabilidade das aDC1 pulsadas com nanoparticulas de silica
conjugadas ao peptideo Gag.27 do HIV apo6s pulso de 8 e 24 horas.
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Nota: Para conjuga¢do da nanoparticula ao peptideo Gag.27 do HIV, a proporgédo utilizada foi de 10:1, no qual
10pg/ml de nanoparticulas de silica foram associadas a 1pg/ml de peptideos. As variaveis foram constituidas por
aDC1 imaturas (iDC); aDC1 maduras (mDC); aDC1 pulsadas com nanoparticulas por 8 horas; e por fim, aDCI
pulsadas com nanoparticulas por 24 horas, mais 24 ou 48 horas de ativagdo. As células foram avaliadas pelo
marcador Live/Dead™ Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (Invitrogen™), por citometria de fluxo. O grafico
representa as medianas de cada variavel. N=2-4.
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Figura 26. Avaliacdo da internalizagcdo de nanoparticulas de silica por aDC1 através de

citometria de fluxo.
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Nota: Para conjugacdo da nanoparticula ao peptideo Gag.27 do HIV, a proporcao utilizada foi de 10:1, no qual
10pg/ml de nanoparticulas de silica foram associadas a 1pug/ml de peptideos. As variaveis foram constituidas por
aDCl1 imaturas (iDC); aDC1 maduras (mDC); aDC1 pulsadas com nanoparticulas por 8 horas; e por fim, aDC1
pulsadas com nanoparticulas por 24 horas, mais 24 ou 48 horas de ativacdo. A expressao do fluorocromo FITC foi
avaliada dentro da populagdo de células CD11c¢ positivas por citometria de fluxo. Os resultados estdo representados
em porcentagem de células vivas que expressam este fluorocromo (A), ¢ a intensidade mediana de fluorescéncia
(MFT) do marcador na célula (B). O grafico representa as medianas de cada variavel. N=2-4,
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Figura 27. Andlise fenotipica de aDC1 pulsadas com nanoparticulas de silica conjugadas ao
peptideo Gag.27 do HIV, apos pulso de 8 e 24 horas.
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Nota: Para conjugacdo da nanoparticula ao peptideo Gag.27 do HIV, a proporgdo utilizada foi de 10:1, no qual
10pg/ml de nanoparticulas de silica foram associadas a 1ug/ml de peptideos. As células foram marcadas com
anticorpos monoclonais especificos para moléculas de superficie 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 estido
representados em porcentagem de células vivas que expressam cada marcador (graficos a esquerda), e a
intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) de cada marcador na superficie das células (graficos a direita). As
variaveis foram constituidas por aDC1 imaturas (iDC); aDC1 maduras (mDC); aDC1 pulsadas com nanoparticulas
por 8 horas; e por fim, aDC1 pulsadas com nanoparticulas por 24 horas, mais 24 ou 48 horas de ativagdo. O grafico
representa as medianas de cada variavel. N=2-4.
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Na tentativa de aprimorar o protocolo de obten¢do de aDCI1 aliado a internalizag¢do das
nanoparticulas de silica, no ultimo ensaio de analise fenotipica adicionamos o tempo de pulso
de 8 horas, comparativamente ao tempo de 24 horas (Figura 27). Como resultado, ndo foram
observadas diferencas significativas em nenhum dos marcadores, seja comparando os tempos
de pulso entre 8 e 24 horas, tal como diferentes tempos de ativa¢ao. Entretanto, € possivel notar
que no tempo de 8 horas a expressao da molécula CD14 ¢ ligeiramente reduzida (Figura 27A),
muito similar aos controles sem pulso de nanoparticulas. Em relacao a expressao dos demais
marcadores, com exce¢do do CCR7 no tempo de 8 horas (Figura 27C), encontram-se

semelhancas nas variaveis que receberam as nanoparticulas.

Sendo assim, optamos por considerar o tempo de 8 horas para o pulso das nanoparticulas
de silica associadas aos peptideos de HIV, mantendo a duragdo total do protocolo em 7 dias,
sob o tempo previamente padronizado para completa matura¢do, conforme demonstra a Figura
3. Além disso, ¢ possivel manter todas as etapas de execuc¢do do protocolo em paralelo, da
variavel que recebe o pulso de 8 horas com a varidvel controle (mDC), de forma que nao seria

possivel no protocolo com pulso das nanoparticulas por 24 horas.

Com o objetivo de comprovar os dados de internaliza¢do das nanoparticulas obtidos por
citometria de fluxo, procedemos a aquisicao de imagens de aDC1 incubadas com nanoparticulas
por meio da técnica de imunofluorescéncia, ressaltando que as particulas se apresentam
conjugadas a FITC. As imagens obtidas estdo representadas na Figura 28. Observamos a
presenca das nanoparticulas ao redor do nucleo da célula, demonstrando que elas foram
internalizadas pelas aDC1 (Figura 28B), diferente de culturas de aDCI1 na auséncia de

nanoparticulas, nas quais visualizamos apenas o nucleo da célula, corado com DAPI (Figura

28A).
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Figura 28. Analise da internalizacdo da nanoparticula de silica associada ao peptideo Gag.27
por imunofluorescéncia.

A

Nota: Nanoparticulas previamente coradas com FITC, conjugadas ao peptideo Gag.27, na proporg¢do de 10:1 (10
pg/ml de nanoparticulas de silica associadas a 1 pg/ml de peptideos) foram incubadas por 8 horas com aDC1, que
em seguida foram ativadas. As células foram marcadas com o corante de nicleo (DAPI) e. As imagens foram
obtidas em microscopio de fluorescéncia, no aumento de 63X. Em (A) temos aDC1 sem pulso de nanoparticulas,
somente com marca¢do do micleo (em azul, DAPI). Em (B) temos aDC1 com pulso de nanoparticulas de silica
conjugadas ao peptideo Gag.27 do HIV (em verde, FITC), além da marcagao do nucleo (em azul, DAPI). N=1.
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4.7.  Avaliacido da apoptose das aDC1 pulsadas com nanoparticulas conjugadas a

peptideo de HIV

Adicionalmente, avaliamos a apoptose de aDC1 pulsadas com nanoparticulas de silica
conjugadas ao peptideo Gag.27 do HIV (Figura 29). Neste ensaio analisamos as aDC1 no que
se refere a viabilidade (Figura 29A), apoptose (Figura 29B) e necrose (Figura 29C) celular,
tanto nas varidveis controle quanto nas variaveis que receberam as nanoparticulas. Embora
tenha sido um ensaio Unico, sendo passivel de trazer resultados imprecisos, as aDC1 pulsadas
somente com as nanoparticulas de silica, sem conjugacao a peptideo, parecem se manter menos
viaveis quando comparadas ao controle e, consequentemente, apresentando uma maior
porcentagem de células em necrose. Ainda, considerando o aumento da expressdo da molécula
CD14 nos ensaios iniciais desta tese, adicionamos esse marcador ao teste de apoptose (Figura
29D e 29E). Embora mais testes sejam necessarios para fundamentar os achados, foi possivel
observar que a nanoparticula de silica, utilizada em sua forma pura, sem associacao aos

peptideos de HIV, tém impacto direto na viabilidade celular € na expressao de CD14.
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Figura 29. Avaliagdo da apoptose de aDC1 pulsadas com nanoparticulas de silica conjugadas
ao peptideo Gag.27 do HIV.
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Nota: As células foram marcadas com anticorpos monoclonais especificos para avaliar a viabilidade (A), apoptose
(B) e necrose (C) celular, além da molécula de superficie CD14 (D)(E). As células foram avaliadas por citometria
de fluxo. Os resultados representam a porcentagem de células CDIllct+ que expressam cada marcador
(A)B)(C)(D), com excec¢do da intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) referente a molécula de superficie
CD14 (E). Controle: células dendriticas maduras sem pulso de nanoparticula de silica; NP+peptideos: células
dendriticas maduras com pulso de nanoparticulas de silica conjugadas aos peptideos de HIV; NP: células
dendriticas maduras com pulso de nanoparticulas de silica ndo-modificadas (sem conjugacdo aos peptideos). N=1.
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5. DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver protocolos usando nanoparticulas compostas
por QS e silica. Quanto a escolha destas particulas, levamos em consideragdao o seu uso em
pesquisas biomédicas, a capacidade de modificagcdo (conjugacgdo a antigenos) e principalmente
a compatibilidade para ensaios celulares in vitro. Diante disso, tanto a nanoparticula de QS

quanto a de silica, de inicio, conferiam os atributos requeridos (50,54,55,60,61).

Dessa forma, nosso primeiro questionamento foi avaliar o efeito dessas particulas sobre
a viabilidade celular, na tentativa de definir as melhores concentragdes de uso in vitro, sem
ocasionar efeito toxico indesejado. No que se refere a toxicidade, o uso da QS ¢ bastante
defendido por se tratar de um polimero natural, pouco toxico, biocompativel e biodegradavel
(67,68). Quanto ao uso das nanoparticulas de QS em cultura celular, as concentracdes foram
definidas seguindo os protocolos do Laboratorio de Imunobiolégicos e Biofarmacos, na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (FCF-USP).
Diferentemente, em relagdo as nanoparticulas de silica os trabalhos sdo divergentes, visto que
além das diferentes formulagdes, existem variagdes nos métodos de avaliacdo da toxicidade.
Kwon e colaboradores (2014) ndo encontraram resultados que sugerissem uma genotoxicidade,
tanto in vitro quanto in vivo, de nanoparticulas de silica de 20 e 100 nm (69). Ainda, um recente
artigo de revisdo propds a silica mesoporosa como uma importante ferramenta para
imunoterapias contra o cancer, defendendo o uso da nanotecnologia para melhorar a eficcia do
tratamento de pacientes oncologicos (70). Em contrapartida, outros trabalhos apontaram o perfil
toxicoldgico das nanoparticulas de silica, ndo s6 considerando os achados in vitro, mas também
questionando a exposi¢do ambiental do individuo (71-73). Além disso, um recente artigo de
revisdo compilou varios achados mostrando os efeitos que diferentes formulagdes de
nanoparticula de silica desencadearam em ensaios in vitro € in vivo, como aumento do estresse
oxidativo, disfun¢do mitocondrial, apoptose e morte celular em cultura de células, bem como

disfuncao e fibrose hepatica em animais (74).

Durante os testes de padronizagdo, tivemos bastante dificuldade na execucdo do
protocolo de producao das nanoparticulas de QS. Devido aos desafios inerentes da propria QS
e das etapas do protocolo, como exemplo a viscosidade do composto, solubilidade somente em
meio 4cido e o curto tempo de prateleira, ndo foi possivel garantir um produto estéril,
reprodutivel e estavel em meio neutro. Embora os resultados preliminares com esta particula

pudessem ser promissores, devido aos impasses em sua produgao, optamos por ndo avangar nos



84

ensaios com a nanoparticula de QS. Em relacdo a nanoparticula de silica, no que se refere a sua
producdo, as particulas utilizadas em todos os nossos ensaios foram produzidas por nossos
colaboradores do Laboratério de Quimica Supramolecular ¢ Nanotecnologia, do Instituto de
Quimica da Universidade de Sao Paulo (IQ-USP). Dessa forma, as nanoparticulas de silica
possuem todas as suas caracteristicas fisico-quimicas bem descritas, além de atenderem as
expectativas quanto ao meio neutro, estabilidade e esterilidade. Sendo assim, decididos sobre a
continuidade dos ensaios somente com as nanoparticulas de silica, as trouxemos para o contexto

do nosso grupo de pesquisa.

O uso das nanoparticulas de silica no contexto do HIV ¢ bastante amplo, sendo em parte
relacionado ao delivery de drogas antirretrovirais (75,76), bioimaging (77), € também para o
desenvolvimento de métodos soroldgicos mais sensiveis (78). Ainda, ha trabalhos que mostram
resultados promissores na modificagcdo de nanoparticulas de silica com de trimeros de proteinas
do envelope do HIV-1, como candidatos para uma futura plataforma vacinal (79,80). Embora
existam trabalhos associando a nanoparticula de silica a diversos contextos, como HIV,
imunoterapia para cancer (70,81,82) e alergias (83), até onde temos conhecimento, ndo existem
trabalhos relacionando esta nanoparticula a protocolos de imunoterapia com uso de aDC1. Além
disso, ha uma infinidade de tamanhos, formulagdes e outras caracteristicas imprescindiveis a

serem consideradas quando, genericamente, falamos sobre as nanoparticulas de silica.

Nossos resultados iniciais mostraram que as concentragdes testadas das nanoparticulas
de silica tiveram menos impacto sobre a viabilidade celular quando comparado ao fato dessas
particulas estarem associadas ou ndo a peptideos. De fato, as concentragdes mais altas da
nanoparticula de silica, superiores a 100 pg/ml, quando utilizadas sem associagao aos peptideos,
declinaram drasticamente a viabilidade celular, ndo somente nas culturas com células de
linhagem (Figuras 7 e 8) como também nas com aDCI1 (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, tém-se resultados concordantes.
Outro ponto importante a ser considerado no que diz respeito a melhora nos achados de
viabilidade celular é a concentracao de células em cultura nos ensaios de MTT. Diferentemente
dos resultados com o peptideo de hemopressina (Figura 9), as nanoparticulas associadas ao BSA
ndo obtiveram o mesmo feito na viabilidade (Figura 8), o que ndo se era esperado, uma vez que
as nanoparticulas também estavam associadas a um antigeno. Entretanto, cabe destacar que

além do tipo de antigeno utilizado, tem-se a diferenga na concentragcdo de células de linhagem

utilizada em cada ensaio, e podemos especular que devido a alta confluéncia celular sobre os
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pogos, a viabilidade das células pulsadas com BSA pode ter ficado comprometida. Dito isso,
Winter e colaboradores (2011), que a principio utilizaram nanoparticulas de silica sem
associacdes a antigenos, afirmaram que as particulas ativaram o inflamassoma, levando ao
aumento da secrecdo de IL-1PB, além de induzirem a apoptose de células dendriticas de
camundongos (84). Dessa forma, além de considerar a qual antigeno as nanoparticulas estdo
conjugadas, fatores inerentes ao protocolo sdo igualmente relevantes na assertividade dos

resultados.

Diante disso, apds considerarmos o efeito das nanoparticulas de silica associadas a
peptideos de HIV sobre a viabilidade celular, avaliamos também o perfil fenotipico das células
aDC1. No que diz respeito a analise do fendtipo das aDC1, selecionamos algumas moléculas
presentes na superficie das células para avaliar seu processo de diferenciagdo, maturacao e
ativacdo celular. Em relagdo a molécula de superficie CD14, esperdvamos utiliza-la como
controle para selecdo da populacdo das aDCI1. Isto é, o marcador CD14 ¢ utilizado para
diferenciar células de linhagem monocitica, tal qual utilizamos beads magnéticas deste mesmo
marcador para separar as células CD14+ das PBMCs. Em seguida, durante o processo de
diferenciagdo destas células precursoras, as aDC1 reduzem a expressdo de CD14. Assim, o
marcador CD14 ¢ comumente utilizado como critério de sele¢do negativa dentro de uma
estratégia de andlise para definir a populag¢do de aDC1, tendo como caracteristica células CD14-
/CD11c+. No entanto, no primeiro resultado relativo a andlise fenotipica das aDC1, notamos
que as cé€lulas modificadas com nanoparticulas de silica estavam voltando a expressar o
marcador CD14 na superficie celular, quando comparadas as variaveis controle, iDC e mDC,
que receberam somente as citocinas de diferenciagdo e ativacao e ndo foram pulsadas com as
nanoparticulas (Figura 12A). E valido ressaltar que as DCs presentes no sangue humano podem
ser distinguidas fenotipicamente em trés tipos: as plasmocitoides (pDC), e as mieloides
CD141"DC e as CD1¢'DC. As aDC1 que utilizamos em nosso grupo de pesquisa € também
neste trabalho possuem similaridade com as DCs de origem mieloide. Dito isso, Heger e
colaboradores (2020) revisaram a existéncia de subgrupos de CD1¢"DC que expressam CD14
na superficie e, neste caso, compartilham caracteristicas com os mondcitos, como alta expressao
de CD69, CD115 e CD163. Neste caso, houve entdo a distingdo das CD1¢"DC em CD1¢"CD14"
das CD1¢"CD14". Uma das diferencgas notadas entre essas células foi que, as CD1¢"DC que
expressam a molécula CD14 nao produzem IFNy como as células que ndo a expressa. Diante
disso, os autores sugerem que as CD1¢'CDI14" impedem a proliferagdo das células T ¢ a

diferenciagdo delas na linhagem Thl, fato que esta aliado a baixa capacidade de apresentagao
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antigénica. Estes autores concluem que a razao pela qual essas DCs apresentam caracteristicas
de monocitos permanece incerta, € uma das suposicdes ¢ de que essas células sejam derivadas
de mondcitos maduros, assim como sao as aDC1, diferenciadas em culturas in vitro (85). Cabe
ressaltar que o aumento na expressao da molécula CD14 em aDCI1 ja diferenciadas foi um
achado inesperado, que nos levou a correlacionar, despretensiosamente, o processo de apoptose
celular ao aumento da expressdo deste marcador. Contudo, reforcamos que mais ensaios sao

necessarios para sustentar tal hipotese.

No que diz respeito a molécula de superficie CD40, ela se expressa em altos niveis
quando as DCs migram da periferia para os 6rgaos linfoides secundarios. Assim, espera-se que
sua expressao esteja aumentada nas aDC1 que receberam o coquetel de ativacdo e maturagao,
quando comparada a expressdo em aDC1 imaturas (iDC). Outro aspecto a ser pontuado em
relacdo ao marcador CD40 ¢ a sua importancia em estimular a expressdo de outras moléculas
coestimuladoras, no qual todo este conjunto de interagdes € bastante significativo para ativagao
de células T. A partir desta ativagdo, tem-se a liberacdo de citocinas pelas DCs, como por
exemplo a IL-12. Esta citocina ¢ capaz de direcionar a resposta imune para o tipo Thl,
acarretando na inducdo de uma potente resposta de linfocitos T citotoxicos (CTL) e
consequentemente, na produgdo de IFNy, tendo papel fundamental no controle de uma infec¢ao
viral. Assim como o marcador CD40, o CCR7 ¢ um marcador que indica potencial de migrag¢ao
das DCs para os 6rgaos linfoides secundarios, no qual as células maduras tendem a expressar
mais significativamente este marcador quando comparadas as imaturas. Os marcadores CD80
e CD86 sao moléculas coestimuladoras e estdo expressas em altos niveis em DCs maduras
quando comparado as imaturas, assim com a molécula CD83, que ¢ um marcador de maturacao
de DCs. Por fim, o HLA-DR (MHC de classe II) ¢ uma molécula necessaria para apresentagao

antigénica as cé€lulas T, e espera-se que seja mais expressa nas aDC1 em sua forma madura.

Dessa forma, das andlises fenotipicas realizadas, esperdvamos que a expressdo dos
marcadores de maturagdo e ativagdo das aDCI1 estivesse relativamente aumentada quando
comparada a expressao dos mesmos em sua forma imatura. Embora para alguns marcadores as
medianas apresentadas tendem a mostrar essas diferengas, nenhuma significancia estatistica foi
observada. Além disso, um achado inesperado foi a expressao da molécula CD14 em aDC1 ja

diferenciadas de mondcitos.

Ainda que a andlise fenotipica seja de suma importancia nas etapas de padronizagao,
avaliar isoladamente estes resultados ndo ¢ o suficiente para validar a capacidade das aDCI1,

pulsadas com as nanoparticulas associadas a peptideos de HIV, em gerar uma resposta imune
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especifica. Desse modo, somado a analise fenotipica, faz-se necessaria a andlise funcional
destas células que, neste caso, envolveu o cocultivo das aDC1 com linfocitos autélogos de
pacientes cronicamente infectados pelo HIV. E valido destacar que, neste ensaio, a produgio de
IFNy foi inespecifica para os estimulos testados, ndo sendo possivel observar diferencas
significativas entre os linfocitos que receberam as aDC1 pulsadas com as nanoparticulas dos

controles.

Diante deste cendrio, no qual ndo observamos uma resposta celular esperada no ensaio
de cocultivo de aDC1 com linfocitos, avaliamos possiveis pontos de melhoria nos protocolos
testados. Nossa primeira consideragdo nesta reestruturacdo dos ensaios foi selecionar novos
peptideos de HIV, isto porque nossos colaboradores da Universidade de Pittsburgh (Pittsburgh,
Pensilvania, Estados Unidos) realizaram um trabalho para definir peptideos relevantes de HIV,
de regides imunogénicas, com potencial para promover uma resposta especifica. Dessa forma,
a selecdo de peptideos para os nossos ensaios foi baseada no trabalho de Garcia-Bates e
colaboradores (2021), cujo objetivo foi selecionar peptideos que representassem epitopos
altamente conservados e topologicamente restritos ao HIV-1, capazes de induzirem uma
resposta especifica por CTL, para aplicacdo terapéutica em protocolo clinico (66). Logo,
baseando-se nestes resultados publicados, selecionamos alguns dos peptideos que foram
capazes de gerar resposta em um maior numero de individuos estudados, e também
consideramos a amplitude dessa resposta. Somado a este fato, ainda avaliamos a solubilidade
dos peptideos em agua, a similaridade no nimero de residuos e peso molecular, e também o
ponto isoelétrico (pH), que deveria ser acima de 9,0. Em relacdo ao ultimo critério, o intuito foi
garantir que os peptideos tivessem cargas positivas quando adicionados as solucdes e reagentes
de uso (pH=£7,0), tornando possivel a ligacdo as nanoparticulas de silica que possuem carga
negativa. Todas as caracteristicas acima mencionadas foram cautelosamente analisadas para se
obter uma desejavel conjugacao dos peptideos as nanoparticulas. Ou seja, nosso intuito foi
selecionar peptideos de HIV capazes de gerar uma boa resposta celular, mas que também
tivessem boa conjugacdo as nanoparticulas de silica. Uma vez decidido que manteriamos a
concentracdo de nanoparticulas em 10 pg/ml, a concentracdo de peptideos a elas associadas
ficou em 1 pg/ml, mantendo a propor¢do de 10:1 previamente calculada. Lembrando que a
escolha por essa concentracao foi pautada na concentracao de 1 pug/ml de peptideos padronizada
em nosso grupo como sendo o suficiente para induzir uma resposta celular especifica por
linfocitos T. Cabe ressaltar que um trabalho na 4rea de dermatite de contato, ao utilizar uma

nanoparticula de silica 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 pg/ml) a menor concentragdo nao-citotoxica desta particula,

para uso em culturas de células dendriticas derivadas de medula 6ssea (BMDC) (86).

Dessa forma, tendo as concentragdes de nanoparticulas e peptideos definidas, bem como
os novos peptideos de HIV que seriam utilizados, realizamos a caracterizagdo das
nanoparticulas conjugadas aos peptideos de HIV em relagdo ao tamanho e a carga. Ou seja,
comparadas as nanoparticulas vazias, as nanoparticulas conjugadas aos peptideos tiveram suas
cargas modificadas, reforcando que houve a associacdo. Esta caracterizacdo se faz importante
para garantir que a modificagdo das particulas prosseguiu da forma desejada, e evitar, por
exemplo, as agregacdes observadas nas particulas conjugadas sob as solugdes nao apropriadas
(Figura 17A, 18B e 19A). Dito isso, talvez possamos especular que a expressao aumentada da
molécula CD14 na variavel “10 pg/ml NP + 1 pg/ml pool”, seja para “Pool 1” quanto para
“Pool 2” (Figura 14A) possa ser decorrente de problemas na conjugacao das nanoparticulas aos
peptideos. Neste exemplo em questdo foram utilizados os primeiros peptideos selecionados
(Tabela 2) e ndo foi realizada a caracterizagdo das particulas ap6s conjugacdo. A auséncia desta
etapa pode ter prejudicado nossos achados, uma vez que os resultados para estas varidveis se
encontram muito similares a variavel controle que recebeu somente a nanoparticula, sem

conjugacao aos pools.

Em seguida a caracterizagdo das nanoparticulas de silica, conjugadas aos novos
peptideos de HIV selecionados, avaliamos a capacidade das aDC1 em internalizar estas
particulas modificadas. Para tal, utilizamos as nanoparticulas de silica coradas com FITC, um
fluorocromo amplamente utilizado em nosso laboratério e que sabidamente ndo teria
interferéncia sobre a fluorescéncia dos marcadores celulares. Cabe ressaltar que diferentemente
do ensaio com os pools de peptideos, neste momento foi utilizado somente o peptideo Gag.27
para conjugacao as nanoparticulas, para minimizar as chances de agregacao das particulas e
otimizar a quantidade de varidveis. Dessa forma, para avaliar o melhor tempo para
internalizacdo das nanoparticulas de silica, conjugadas ao peptideo Gag.27, diferentes tempos
de pulso foram testados por citometria de fluxo. Consideramos que a internalizagao das
nanoparticulas nas varidveis de 8 e 24 horas foi satisfatoria, principalmente quando
comparamos as 2 horas de pulso anteriormente utilizadas. Diante disso, se levarmos em
consideracdo que nos ensaios anteriores aos testes de internalizagdo o pulso das nanoparticulas,
associadas ou nao a peptideos, tiveram somente 2 horas de pulso, os achados podem estar
subestimados, tendo tido uma menor internalizacao das particulas 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 duracao total das aDC1 em cultura ficaria em 7 dias, da mesma
forma que o controle, conforme j4 mencionamos em sec¢des anteriores. Complementando a
avaliacdo da internalizagao das particulas pelas aDC1 por citometria de fluxo, prosseguimos na
tentativa de visualizar esta internalizacdo por microscopia. Dito isso, a padronizagdo do
protocolo para marcagdo de imunofluorescéncia foi realizada em colabora¢do ao Laboratério
de Imunogenética, do Instituto de Ciéncias Biomédicas IV (ICB-IV) da Universidade de Sao
Paulo (USP). Embora tenha sido realizado um tnico ensaio, foi possivel constatar a presenca
das nanoparticulas ao redor do ntcleo das aDC1, corroborando dados obtidos anteriormente,
confirmando a internalizagdo das nanoparticulas de silica pelas aDC1. Devido a escassez de
tempo ndo foi possivel a realizacdo de mais ensaios, sendo importante considerar que ajustes
no protocolo sdo necessarios para aprimorar as imagens adquiridas, como a adicdo de um
marcador para a superficie das células, etapas de lavagem para reduzir o background, e também
optar pela aquisicdo das imagens por microscopia confocal, o que ofertaria mais detalhes do

processo de internalizagdo.

Cabe ressaltar que ap6s todas as etapas realizadas nesta tese, esperava-se o ensaio de
cocultivo de linfocitos autélogos de individuos cronicamente infectados pelo HIV com as aDC1
pulsadas com nanoparticulas de silica associadas aos novos peptideos selecionados. De fato, a
auséncia destes dados alimenta os questionamentos referentes, por exemplo, ao potencial dos
peptideos selecionados em induzir uma resposta especifica por linfocitos T. Ainda, nos indaga
sobre a eficiéncia das nanoparticulas de silica no melhoramento do delivery antigénico para as
aDC1. Outro ponto passivel de testes ¢ quanto ao pulso dos peptideos sobre as aDC1, em se
dando de forma individual ou em pool, e o impacto sobre a produ¢do de uma resposta
linfocitica. 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 nanoparticulas de silica conjugadas a peptideos de HIV para culturas de
células com aDC1. Embora a nanoparticula de QS e sua manipulagdo em meio &cido nao
favorega a viabilidade de culturas celulares, um dos detalhes que nos fez optar por deixa-la,
obtivemos resultados satisfatorios no que diz respeito a viabilidade com a nanoparticula de
silica quando conjugadas aos peptideos de HIV. Além disso, estas nanoparticulas de silica,
conjugadas aos peptideos de HIV, até a concentragcdo de 10 pg/ml, parecem nao interferir na
viabilidade das aDC1. Quanto a anélise fenotipica das aDC1 pulsadas com as nanoparticulas de

silica, foi observado um aumento na expressdao 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 internaliza¢ao

das nanoparticulas de silica conjugadas aos peptideos de Gag.27 do HIV por aDCI1.
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6. CONCLUSAO

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito do uso de nanoparticulas para o
delivery de antigenos de HIV em células dendriticas do tipo aDC1. Em sintese, obtivemos as

seguintes conclusoes:

e Nao foi possivel a produgao de nanoparticulas de quitosana para delivery de antigenos
de HIV dentro dos critérios estabelecidos.

e Embora a nanoparticula de quitosana tenha sido descontinuada de nossos ensaios, no
que diz respeito a viabilidade das aDC1, quando pulsadas com a nanoparticula de silica,
os resultados foram satisfatorios. Até a concentracdo de 10 pg/ml de nanoparticulas de
silica, conjugadas a 1 pg/ml de peptideos de HIV, parece ndo interferir na viabilidade
das aDCI.

e Nenhuma diferenca significativa foi observada quanto a expressdo de moléculas de
ativagdo e maturacgao sobre a superficie de aDC1, quando pulsadas com nanoparticulas
associadas a peptideos. Entretanto, foi observado um aumento na expressao da molécula
CD14, o que pode estar relacionado com a apoptose celular.

e As aDCl, pulsadas com as nanoparticulas de silica conjugadas aos peptideos de HIV
inicialmente testados, ndo foram capazes de induzir uma resposta imune especifica por
linfécitos autdlogos. Mais ensaios, preferencialmente com os novos peptideos
selecionados, sdo necessarios.

e O tempo de 8 horas parece ser o suficiente para a internalizagdo das nanoparticulas de

silica conjugadas aos peptideos de HIV por aDCI.
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ANEXO A - Aprovacio do Comité de Etica

= _ USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE ngm“o:l ma
A MEDICINA DA UNIVERSIDADE

DE SAO PAULO - HCFMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Nanoparticulas como estratégia de delivery de antigenos de HIV para o pulso de
células dendriticas derivadas de mondcitos: potencial aplicagdo na imunoterapia anti-
HIV

Pesquisador: Telma Miyuki Oshiro Sumida

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 19929019.0.0000.0068

Instituigcdao Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.586.539

Apresentacgao do Projeto:

Trata-se de projeto de pesquisa que visa avaliar se células dendriticas pulsadas com HIV inativado carreado
por nanoparticulas é capaz de potencializar in vitro a resposta imune de individuos infectados pelo HIV,
constituindo potencial produto vacinal para imunoterapia anti-HIV.

Objetivo da Pesquisa:
O presente projeto, visa avaliar o efeito do uso de nanoparticulas de quitosana para o delivery de HIV
inativado em células dendriticas derivadas de mondcitos de individuos infectados pelo HIV-1.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Risco baixo, correspondente a coleta de sangue para realizagdo dos ensaios laboratoriais. Os beneficios
estdo relacionados a contribuicdo do participante para o desenvolvimento de uma nova estratégia de
tratamento anti-HIV, que podera trazer muitos beneficios futuramente.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de projeto de pesquisa factivel, que visa avaliar a capacidade das nanoparticulas em melhorar a
internalizagdo do HIV pelas células dendriticas, constituindo potencial produto vacinal para imunoterapia anti
-HIV.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Os TCLEs encontram-se em anexo e redigidos de maneira clara. As adequagdes solicitadas foram

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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CLINICAS DA FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE

DE SAO PAULO - HCFMUSP

Continuacéo do Parecer: 3.586.539

prontamente atendidas

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

o

mo

O projeto podera contribuir para melhor caracterizagao in vitro da resposta imune de individuos infectados

pelo HIV, constituindo potencial produto para imunoterapia anti-HIV.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugdo CNS n°® 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto

conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo

CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas

individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para

publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do

projeto; f) justificar perante ao CEP interrupgéo do projeto ou a ndo publicagdo dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 11/09/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1393421 .pdf 16:27:58
Outros cartarespostaplataformabrasil.pdf 11/09/2019 |Bruna Tiaki Tiyo Aceito
16:24:21

QOutros tclegrupocontrole.pdf 11/09/2019 |Bruna Tiaki Tiyo Aceito
16:17:10

Folha de Rosto folhaderostoassinada.pdf 28/08/2019 |Bruna Tiaki Tiyo Aceito
14:26:12

Projeto Detalhado / |projetobruna.pdf 16/08/2019 | Bruna Tiaki Tiyo Aceito

Brochura 16:53:47

Investigador

Qutros aprovacaoconselho.pdf 16/08/2019 |Bruna Tiaki Tiyo Aceito
16:26:10

TCLE / Termos de |tclecorrigido.pdf 16/08/2019 |Bruna Tiaki Tiyo Aceito

Assentimento / 16:21:27

Justificativa de

Auséncia

Recurso Anexado declaracaorecursos.pdf 11/07/2019 |Bruna Tiaki Tiyo Aceito

pelo Pesquisador 16:35:46

Cronograma cronograma.pdf 11/07/2019 |Bruna Tiaki Tiyo Aceito
16:30:23

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar

CEP: 05.403-010

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)2661-7585

Fax: (11)2661-7585 E-mail:

cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para pacientes

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO - HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

Titulo da pesquisa: Nanoparticulas como estratégia de delivery de antigenos de
HIV para o pulso de células dendriticas derivadas de mondcitos: potencial aplicacao
na imunoterapia anti-HIV

Pesquisadora principal: Dra. Telma Miyuki Oshiro Sumida

Departamento/Instituto: Laboratério de Investigacdo Médica em Dermatologia e
Imunodeficiéncias — LIM56

Convidamos o(a) senhor(a) para participar de uma pesquisa que futuramente podera
contribuir para o tratamento da infec¢éo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Os
resultados obtidos com este trabalho poderdo melhorar a qualidade de vida de pessoas
vivendo com HIV/aids.

O Laboratdrio de Investigacdo Médica — LIM-56, do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da USP estd desenvolvendo uma pesquisa relacionada ao tratamento da
infeccdo pelo HIV. Este estudo consiste em retirar alguns glébulos brancos do sangue e
testar em laboratério algumas estratégias para melhorar a imunidade do paciente.

Para participar do estudo, serdo solicitadas algumas informacdes de identificacdo
pessoal (nome, sobrenome, data de nascimento, local de nascimento, endereco, entre
outros) e sera solicitado que o(a) senhor(a) assine um documento autorizando a utilizagéo
de seus dados e material coletado, que seréao identificados por cédigos para preservar seu
sigilo e sua identidade.

Apos esta etapa, serdo coletados cerca de 70mL (aproximadamente 5 colheres de sopa)
de sangue. A coleta nédo trara nenhum risco grave a sua saude, somente podera causar um
desconforto devido a picada para introducdo da agulha no seu antebraco, idéntico ao
processo comum de coleta de sangue. O sangue coletado sera utilizado para realizacdo de
exames em um laboratério especializado.

Este estudo ndo prevé beneficios diretos para o(a) senhor(a), mas podera ajudar no
desenvolvimento de métodos para melhorar a qualidade de vida de pessoas vivendo com
HIV/aids. Participar do estudo € um ato inteiramente voluntario. O(a) senhor(a) tem direito
de recusar fazer parte do estudo ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem
penalizacdo alguma, podendo continuar com o tratamento na rede publica de saude sem
nenhum problema. Uma vez aceitando fazer parte do estudo, o(a) senhor(a) fica com uma
via deste termo de consentimento, assinado também pelo pesquisador responsavel.

As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com as informacdes de outros
participantes, e o(a) senhor(a) ndo sera identificado. Ndo havera nenhum resultado direto
para ser entregue ao(a) senhor(a), mas se o(a) senhor(a) desejar podera solicitar
informacgdes sobre o andamento do estudo e ter acesso aos resultados dos seus exames.
No6s Ihe comunicaremos sobre novas informacdes deste ou de outros estudos que possam
afetar sua saude, bem-estar ou vontade de continuar participando deste estudo.



[}

N&o ha compensacéo financeira relacionada a sua participacdo. Se for necessario, o
orcamento da pesquisa disponibilizara uma ajuda de custo de R$20,00 por participante para
custear o transporte. Todo material sera utilizado durante e exclusivamente para o projeto.

Aceitando participar deste estudo, o(a) senhor(a) estara autorizando a utilizacéo da sua
amostra neste estudo, sendo que essas informacgdes receberao um codigo e a identidade
do(a) senhor(a) ndo sera revelada. Somente as pessoas envolvidas diretamente no estudo
poderéo ter acesso as suas informacdes, e elas se comprometem a n&o divulga-las. Os
dados gerados nesta pesquisa somente seréo utilizados pela equipe deste projeto.

O(A) senhor(a) autoriza a equipe deste projeto acessar seus prontuarios para coletar
dados que sejam relevantes para esta pesquisa? _
( )SIM ( )NAO

Em qualquer etapa do estudo, o(a) senhor(a) tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de duvidas. A principal investigadora € a Dra. Telma M.
Oshiro Sumida, que pode ser encontrada no endereco Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar,
470, prédio IMT 2, 3° andar, Cerqueira César, Sao Paulo/SP; telefone (11) 3061-7499, e-
mail: tmoshiro@yahoo.com. Se o(a) senhor(a) tiver alguma consideracéo ou duvida sobre a
ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio
Pires de Campos, 225, 5° andar; Cerqueira César, Sao Paulo/SP; telefone: (11) 2661-7585,
(11) 2661-1548, (11) 2661-1549; e-mail: cappesg.adm@hc.fm.usp.br.

Caso, em algum momento, deseje que seu material e/ou informagdes ndo sejam mais
utilizados para futuras pesquisas, devera fazer essa solicitacédo por escrito e entrega-la para
a equipe de pesquisa. A partir da data de entrega da sua carta de desisténcia, seu material
e/ou informacgdes ndo serdo mais utilizados para pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado(a) a respeito do estudo “Nanoparticulas
como estratégia de delivery de antigenos de HIV para o pulso de células dendriticas
derivadas de mondcitos: potencial aplicacdo na imunoterapia anti-HIV”. Eu discuti as
informacgdes acima com a pesquisadora responsavel (Dra. Telma M. Oshiro Sumida) ou a
pessoa por ela delegada (Bruna Tiaki Tiyo) sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros, para mim, os objetivos, os procedimentos, os potenciais
desconfortos, riscos e as garantias. Concordo voluntariamente em participar deste estudo,
assino este termo de consentimento e recebo uma via rubricada pela pesquisadora.

Assinatura do participante da pesquisa/representante legal
Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo
Data / /

Rubrica do participante da pesquisa ou responsavel
Rubrica do pesquisador
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DADOS DE IDENTIFICAGAO (OU ETIQUETA INSTITUCIONAL DE IDENTIFICAGAO) DO
PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

sssansSEXO MO FO

................................. CIDADE:

CEP:oooooooeooooeoeoorrr. TELEFONE: DDD (o) oo

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador, etC.):.........ccooeeoeeienieeeeeie et
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°.......cccoeerirrerserriresennnen. SEXO: MO F O

DATA NASCIMENTO: .../
ENDERECO................ cereeereerese s senesneees N APTO
BAIRRO: ...ttt et e CIDADKE:......cooi et

CEPoo o TELEFONE: DDD (o) oo

Rubrica do participante da pesquisa ou responsavel
Rubrica do pesquisador
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ANEXO C — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para grupo controle

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO - HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Grupo Controle

DADOS DA PESQUISA

Titulo da pesquisa: Nanoparticulas como estratégia de delivery de antigenos de
HIV para o pulso de células dendriticas derivadas de mondcitos: potencial aplicacao
na imunoterapia anti-HIV

Pesquisadora principal: Dra. Telma Miyuki Oshiro Sumida

Departamento/Instituto: Laboratério de Investigacdo Médica em Dermatologia e
Imunodeficiéncias — LIM56

Convidamos o(a) senhor(a) para participar de uma pesquisa que futuramente podera
contribuir para o tratamento da infeccéo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Os
resultados obtidos com este trabalho poderdo melhorar a qualidade de vida de pessoas
vivendo com HIV/aids.

O Laboratdrio de Investigagdo Médica — LIM-56, do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da USP estd desenvolvendo uma pesquisa relacionada ao tratamento da
infeccao pelo HIV. Este estudo consiste em retirar alguns gldébulos brancos do sangue e
testar em laboratério algumas estratégias para avaliar a imunidade. Devido a necessidade
de comparacéo de amostras de pessoas vivendo com HIV/aids com amostras de individuos
sadios, o(a) senhor(a) foi convidado(a) para participar desta pesquisa para compor o grupo
de individuos néo afetados pela doenca, que chamamos de grupo controle.

Para participar do estudo, serdo solicitadas algumas informacdes de identificacédo
pessoal (nome, sobrenome, data de nascimento, local de nascimento, endereco, entre
outros) e sera solicitado que o(a) senhor(a) assine um documento autorizando a utilizagéao
de seus dados e material coletado, que seréo identificados por codigos para preservar seu
sigilo e sua identidade.

Apds esta etapa, serdo coletados cerca de 70mL (aproximadamente 5 colheres de sopa)
de sangue. A coleta nao trard nenhum risco grave a sua salde, somente podera causar um
desconforto devido a picada para introducdo da agulha no seu antebraco, idéntico ao
processo comum de coleta de sangue. O sangue coletado sera utilizado para realizacéo de
exames em um laboratério especializado, e posteriormente comparado com os exames das
pessoas vivendo com HIV/aids.

Este estudo ndo prevé beneficios diretos para o(a) senhor(a), mas podera ajudar no
desenvolvimento de métodos para melhorar a qualidade de vida de pessoas vivendo com
HIV/aids. Participar do estudo € um ato inteiramente voluntario. O(a) senhor(a) tem direito
de recusar fazer parte do estudo ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem
penalizacdo alguma. Uma vez aceitando fazer parte do estudo, o(a) senhor(a) fica com uma
via deste termo de consentimento, assinado também pelo pesquisador responsavel.

As informacgdes obtidas serdo analisadas em conjunto com as informagdes de outros
participantes, e o(a) senhor(a) ndo sera identificado. N&do havera nenhum resultado direto
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para ser entregue ao(a) senhor(a), mas se o(a) senhor(a) desejar podera solicitar
informacdes sobre o andamento do estudo e ter acesso aos resultados dos seus exames.

N&o ha compensacéo financeira relacionada a sua participagdo. Se for necessario, o
orcamento da pesquisa disponibilizara uma ajuda de custo de R$20,00 por participante para
custear o transporte. Todo material sera utilizado durante e exclusivamente para o projeto.

Aceitando participar deste estudo, o(a) senhor(a) estara autorizando a utilizac&o da sua
amostra neste estudo, sendo que essas informacgdes receberdo um cédigo e a identidade
do(a) senhor(a) ndo sera revelada. Somente as pessoas envolvidas diretamente no estudo
poderdo ter acesso as suas informacgoes, e elas se comprometem a ndo divulga-las. Os
dados gerados nesta pesquisa somente serdo utilizados pela equipe deste projeto.

Em qualquer etapa do estudo, o(a) senhor(a) teré acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de duvidas. A principal investigadora € a Dra. Telma M.
Oshiro Sumida, que pode ser encontrada no endereco Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar,
470, prédio IMT 2, 3° andar, Cerqueira César, Sao Paulo/SP; telefone (11) 3061-7499, e-
mail: tmoshiro@yahoo.com. Se o(a) senhor(a) tiver alguma consideragéo ou duvida sobre a
ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio
Pires de Campos, 225, 5° andar; Cerqueira César, Sdo Paulo/SP; telefone: (11) 2661-7585,
(11) 2661-1548, (11) 2661-1549; e-mail. cappesq.adm@hc.fm.usp.br.

Caso, em algum momento, deseje que seu material e/ou informagdes ndo sejam mais
utilizados para futuras pesquisas, devera fazer essa solicitagéo por escrito e entrega-la para
a equipe de pesquisa. A partir da data de entrega da sua carta de desisténcia, seu material
e/ou informacgées n&o serdo mais utilizados para pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado(a) a respeito do estudo “Nanoparticulas
como estratégia de delivery de antigenos de HIV para o pulso de células dendriticas
derivadas de mondcitos: potencial aplicacdo na imunoterapia anti-HIV”. Eu discuti as
informagdes acima com a pesquisadora responsavel (Dra. Telma M. Oshiro Sumida) ou a
pessoa por ela delegada (Bruna Tiaki Tiyo) sobre a minha decisdo em participar deste
estudo. Ficaram claros, para mim, os objetivos, os procedimentos, os potenciais
desconfortos, riscos e as garantias. Concordo voluntariamente em participar deste estudo,
assino este termo de consentimento e recebo uma via rubricada pela pesquisadora.

Assinatura do participante da pesquisa/representante legal
Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo
Data / /

Rubrica do participante da pesquisa ou responsavel
Rubrica do pesquisador
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DADOS DE IDENTIFICAGAO (OU ETIQUETA INSTITUCIONAL DE IDENTIFICAGAO) DO
PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

coevernemeneee. SEXO M O F O

................................. CIDADE:

CEPooo o TELEFONE: DDD (o) oo

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador, etC.):.........ccooeeceeieniieeeiiceee et
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°.........ccccceevreererrrireeenene. SEXO M O F O
DATA NASCIMENTO: .../

ENDERECO................ cereeereirsee s senesneees N APTO
BAIRRO: ...t e CIDADE:......cooiiiieie e

CEP:ooooooooooo TELEFONE: DDD (o) oo

Rubrica do participante da pesquisa ou responsavel
Rubrica do pesquisador
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ORIGINAL ARTICLE

http://doi.org/10.1590/S1678-9946202062091

Prevalence of anti-SARS-CoV-2 antibodies in outpatients of a
large public university hospital in Sao Paulo, Brazil

Luanda Mara da Silva Oliveira ', Bruna Tiaki Tiyo ', Lais Teodoro da Silva " ',
Luiz Augusto Marcondes Fonseca ', Rosana Coura Rocha" ', Vera

Aparecida dos Santos 2, Carina Ceneviva 2, Anderson Aparecido Bedin" 2,
Alexandre de Almeida’, Alberto José da Silva Duarte'2, Telma Miyuki Oshiro'"

ABSTRACT

Coronavirus disease 19 (COVID-19) is caused by SARS-Cov-2 and the manifestations
of this infection range from an absence of symptoms all the way up to severe disease
leading to death. To estimate the prevalence of past infection in a population, the most
readily available method is the detection of antibodies against the virus. This study has
investigated the prevalence of anti-SARS-CoV-2 antibodies in outpatients of the Hospital
das Clinicas, in Sao Paulo city (Brazil), which is a large university hospital belonging to
the public health system that cares for patients with complex diseases who need tertiary or
quaternary medical care. Our serological inquiry was carried out for 6 weeks, with once-a-
week blood sampling and included 439 patients from several outpatient services. Overall,
61 patients tested positive for anti-SARS-CoV-21gG (13.9%); 56.1 % of the patients live in
Sao Paulo city, with the remaining living in other towns of the metropolitan area; 32.8% of
the patients testing positive for [gG antibodies to SARS-CoV-2 were asymptomatic, 55.7%
developed mild or moderate disease and 11.5% had to be hospitalized. The prevalence of
SARS-CoV-2 positive serology was lower among patients who had received the seasonal
influenza vaccine compared to the ones who did not. These findings may indicate that those
individuals care more about health issues, and/or that they have a better access to health
care and/or a better quality of health care service. The large proportion of patients who
were unaware of having had contact with SARS-CoV-2 deserves attention, reflecting the
scarcity of tests performed in the population.

KEYWORDS: COVID-19. Anti-SARS-CoV-2 antibodies. Serological inquiry.

INTRODUCTION

Severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2) is the causative
agent of the ongoing outbreak of coronavirus disease 2019 (COVID-19), that started
in Wuhan, China at the end of 2019, and had already killed about 917,000 people
worldwide'. SARS-CoV-2 are enveloped non-segmented positive-sense RNA viruses
belonging to the Coronaviridae family?®. Clinical manifestations include a variety
of respiratorysymptoms, varying from mild to severe, which are associated with
high mortality**.

In Brazil, up to September 12 2020, more than 4 million cases had been
registered, including more than 130 thousand deaths®. The community transmission
of SARS-CoV-2 is widespread in Brazil, with the city of Sao Paulo as the first
epicenter of the disease. The city is surrounded by several neighboring towns,

Page 1 of 8

e @ @ This is an open-access article distributed under the
Famrr terme of the Creative Commonc Attribution Lioense.

108



) CLINICS

SARS-CoV-2 recombinant proteins stimulate distinct
cellular and humoral immune response profiles in
samples from COVID-19 convalescent patients

Lais Teodoro da Silva(),"* Marina Mazzilli Ortega(,' Bruna Tiaki Tiyo(),' Isabelle Freire Tabosa Viana(f),"
Tayna Evily de Lima(®)," Tania Regina Tozetto-Mendoza(f)," Luanda Mara da Silva Oliveira(f}),' Franciane
Mouradian Emidio Teixeira(f),' Roberto Dias Lins({," Alexandre de Almeidaf),' Maria Cassia
Mendes-Correa(," Alberto Jose da Silva Duarte(f),""V Telma Miyuki Oshiro@®'

'Laboratorio de Investigacao Medica em Dermatologia e Imunodeficiencias (LIM 56), Hospital das Clinicas HCFMUSP, Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo, Sao Paulo, SP, BR. "Laboratorio de Virologia (LIM-52), Hospital das Clinicas HCFMUSP, Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, SP, BR. " Departamento de Virologia, Instituto Aggeu Magalhaes, Fundacao Oswaldo Cruz, Recife, PE, BR. 'V Divisao de Laboratorio Central,
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OBJECTIVES: In this preliminary study we investigated cellular and humoral immune responses to severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) antigens in blood samples from 14 recovered coronavirus
disease 2019 (COVID-19) patients and compared them to those in samples from 12 uninfected/unvaccinated
volunteers.

METHODS: Cellular immunity was assessed by intracellular detection of IFN-y in CD3+ T lymphocytes after
stimulation with SARS-CoV-2 spike (S1), nucleocapsid (NC), or receptor-binding domain (RBD) recombinant
proteins or overlapping peptide pools covering the sequence of SARS-CoV-2 spike, membrane and nucleocapsid
regions. The humoral response was examined by ELISAs and/or chemiluminescence assays for the presence of
serum IgG antibodies directed to SARS-CoV-2 proteins.

RESULTS: We observed differences between humoral and cellular immune profiles in response to stimulation
with the same proteins. Assays of IgG antibodies directed to SARS-CoV-2 NC, RBD and S$1/S2 recombinant
proteins were able to differentiate convalescent from uninfected/unvaccinated groups. Cellular immune
responses to SARS-CoV-2 protein stimuli did not exhibit a specific response, as T cells from both individuals with
no history of contact with SARS-CoV-2 and from recovered donors were able to produce IFN-v.
CONCLUSIONS: Determination of the cellular immune response to stimulation with a pool of SARS-CoV-2
peptides but not with SARS-CoV-2 proteins is able to distinguish convalescent individuals from unexposed
individuals. Regarding the humoral immune response, the screening for serum IgG antibodies directed to SARS-
CoV-2 proteins has been shown to be specific for the response of recovered individuals.

KEYWORDS: SARS-CoV-2; COVID-19; Antigens; Immune Response.

H INTRODUCTION already known highly pathogenic viruses severe acute
. . respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV) and Middle
Coronavirus disease 2019 (COVID-19) emerged as a  East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV). These
pandemic in March 2020 once severe acute respiratory  yiruses are enveloped and composed of a positive-sense
syndron_'\e coronavirus 2 (SARS—COV—2) became widespr_ead single-stranded RNA (+ssRNA) genome (1) and phosphory-
wor!dw1de. SARS-COV—Z. is a membgr of the Coronaylrldae lated nucleocapsid protein. The spike (S), membrane (M) and
family and betacoronavirus subfamily, as along with the  onyelope (E) proteins are located on the phospholipid bilayer
membrane surrounding the viral particle (2).

Knowledge of the immune status of a population is
Copyright © 2021 CLINICS - This is an Open Access article distributed under the ~ essential in estimating the number of people who have had
%’/‘;‘5 0;2‘: C’ear;if’; C°':“e";':’f‘cst::e"::(':j‘.‘::?écae,:z"e;g;“"::"Zg’%”%:”?:”:’r)\'/ contact with the virus and evaluating the effectiveness of
rﬁediuvr‘:1 'or fopren‘rtati pr:vi;iedn|he onygin'al \I/worrlk‘;s'prt;perly cn:crl. peton ! Y vacglnes. _Ad‘dmonally, the emergencei of new SAR_S'COV'Z

variants indicates the need to continuously monitor the
population’s immune status. Moreover, even after the begin-
Received for publication on October 3, 2021. Accepted for publi- ning of massive vaccination in some countries, aspects
cation on October 27, 2021 related to the definition of correlates of protection against
DOI: 10.6061/clinics/2021/e3548 SARS-CoV-2 infection remain unclear. In this context, it is
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Abstract: Due to its leading role in fighting infections, the human immune system has been the focus
of many studies in the context of Coronavirus disease 2019 (COVID-19). In a worldwide effort, the
scientific community has transitioned from reporting about the effects of the novel coronavirus on the
human body in the early days of the pandemic to exploring the body’s many immunopathological and
immunoprotecting properties that have improved disease treatment and enabled the development of
vaccines. The aim of this review is to explain what happens to the immune system after recovery
from COVID-19 and/or vaccination against SARS-CoV-2, the virus that causes the disease. We
detail the way in which the immune system responds to a SARS-CoV-2 infection, including innate
and adaptive measures. Then, we describe the role of vaccination, the main types of COVID-19
vaccines and how they protect us. Further, we explain the reason why immunity after COVID-19
infection plus a vaccination appears to induce a stronger response compared with virus exposure
alone. Additionally, this review reports some correlates of protection from SARS-CoV-2 infection. In
conclusion, we reinforce that vaccination is safe and important in achieving herd immunity.

Keywords: COVID-19; cellular response; humoral response; vaccines; recovered patients; transmis-
sion; correlates of protection; herd immunity

1. Introduction

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) forced the world scientific community to find
answers to limitless questions about a disease incomprehensible until a short time ago.
In recent months, the understanding of severe acute respiratory syndrome coronavirus-2
(SARS-CoV-2) immunopathogenesis has improved, making possible important advances
in patient management to reduce mortality. Likewise, the rapid progress in vaccine de-
velopment and mass vaccination have had a profound impact on reducing the number of
infections, hospitalizations and deaths. The emergence of new variants of concern (VOCs),
which have increased viral transmissibility, is posing new challenges due to the possibility
of immune evasion and a reduction in the effectiveness of vaccines currently in use.

In this context, the immune system plays an important role not only in the evolution
and resolution of the infection but also in protection against the virus. Despite the large
amount of knowledge and data already accumulated about COVID-19, questions remain.
Therefore, our intention was to review how the immune system handles contact with
SARS-CoV-2 by infection or vaccination, mainly if protective immunity is induced and
to what degree. Additionally, a description of different types of vaccines and their roles,
along with immune correlates of protection from COVID-19 were the gaps we explored.
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Salivary, serological, and cellular
immune response to the CoronaVac
vaccine in health care workers

with or without previous COVID-19
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We investigated the anti-SARS-CoV-2 post-vaccine response through serum and salivary antibodies,
serum antibody neutralizing activity and cellular immune response in samples from health care
workers who were immunized with two doses of an inactivated virus-based vaccine (CoronaVac)
who had or did not have COVID-19 previously. IgA and IgG antibodies directed at the spike protein
were analysed in samples of saliva and/or serum by ELISA and/or chemiluminescence assays; the
neutralizing activity of serum antibodies against reference strain B, Gamma and Delta SARS-CoV-2
variants were evaluated using a virus neutralization test and SARS-CoV-2 reactive interferon-gamma
T-cell were analysed by flow cytometry.CoronaVac was able to induce serum and salivary IgG anti-
spike antibodies and IFN-y producing T cells in most individuals who had recovered from COVID-19
and/or were vaccinated. Virus neutralizing activity was observed against the ancestral strain, with a
reduced response against the variants. Vaccinated individuals who had previous COVID-19 presented
higher responses than vaccinated individuals for all variables analysed.Our study provides evidence
thatthe CoronaVac vaccine was able toinduce the production of specific serum and saliva antibodies,
serum virus neutralizing activity and cellularimmune response, which were increased in previously
COVID-19-infected individuals compared to uninfected individuals.

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) caused by severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) was first described in the city of Wuhan, Hubei Province, China, from which it spread widely, gaining
pandemic status and changing the global lifestyle'. The genomic organization of SARS-CoV-2 is composed of
an enveloped single positive-stranded RNA genome that encodes four structural proteins: a spike (composed of
S1and S2 portions), membrane (M), envelope (E) and nucleocapsid (N)**.

As SARS-CoV-2 continues to circulate in the human population, potentially more infectious and transmis-
sible variants may emerge that harbour mutations in the viral S protein, which is considered the major target of
neutralizing antibodies (reviewed by Hirabara etal.)*. In fact, some mutants have been a matter of concern, such
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