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RESUMO 
 

A aplicação da nanotecnologia na pesquisa é considerada interdisciplinar, uma 

vez que engloba diversas áreas do conhecimento científico e em materiais, 

como nanopartículas, nanotubos e nanofibrilas. As nanopartículas metálicas 

como a de ouro são amplamente aplicadas na área da saúde, por sua 

preparação simples e por suas propriedades imunológicas. Já nanopartículas 

lipídicas, como lipossomas também são utilizados na área da saúde, sendo 

empregadas principalmente como biotransportadores na entrega do fármaco 

diminuindo a toxicidade dele. Sendo assim, o presente estudo tem como 

objetivo avaliar a produção de anticorpos em camundongos quando imunizados 

com proteína hipotética da leishmania (LiHyA) associado às nanopartículas de 

ouro (NPAu) e lipossomas. Iniciamos os experimentos realizando a síntese dos 

nanomaterias seguido de sua caracterização, após adicionamos proteína LiHyA 

e imunizamos os animais uma vez por semana durante 6 semanas, sendo que 

avaliamos mensalmente durante o tempo de 5 meses após a última 

imunização. Após todas as imunizações foi realizado dosagens bioquímicas e 

título de anticorpos IgG. Nossos resultados demonstraram que nanomateriais a 

curto prazo são capazes de produzir nível de anticorpos igual a adjuvante a 

base de alumínio, sem nenhum efeito tóxico celular. Além disso, nanomateriais 

conseguem manter níveis mais altos de anticorpos durante um período mais 

longo, em comparação com adjuvante a base de alumínio. Tais resultados 

demonstram que os nanomateriais podem estar induzindo uma produção de 

anticorpos por longo período e sem efeitos tóxicos celulares em relação com 

adjuvantes a base de alumínio. 

 

Palavras Chaves: NPAu; Imunização; Lipossoma; anticorpos, ELISA. 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The application of nanotechnology in research is considered interdisciplinary, 

since it encompasses several areas of scientific knowledge and materials, such 

as nanoparticles, nanotubes and nanofibrils. Metallic nanoparticles such as gold 

are widely applied in the health area, due to their simple preparation and 

immunological properties. Lipid nanoparticles, such as liposomes, are also used 

in the health area, being mainly used as a biocarrier in drug delivery, reducing 

its toxicity. Therefore, the present study aims to evaluate the production of 

antibodies in mice when immunized with LiHyA associated with NPAu and 

liposomes. We started the experiments by performing the synthesis of 

nanomaterials followed by their characterization, after adding LiHyA protein and 

immunizing the animals once a week for 6 weeks, being evaluated monthly 

during the time 5 months after the last immunization. After performing all 

immunizations, biochemical measurements and IgG antibody titers were 

performed. Our results demonstrated that short-term nanomaterials are capable 

of producing antibody titers equal to aluminum-based adjuvants, without any 

cellular toxic effects. In addition, nanomaterials are able to maintain higher 

levels of antibodies for a longer period, compared to aluminum-based 

adjuvants. Such results demonstrate that such nanomaterials can be inducing a 

production of antibodies for a long period and without cellular toxic effects in 

relation to aluminum-based adjuvants. 

 

Keywords: Gold nanoparticles; Immunization; Peptide; Liposome; antibodies, 

ELISA.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 IMUNOLOGIA  

 

A imunologia é uma ciência relativamente nova e sua origem costuma ser 

atribuída a Edward Jenner. No fim do século XVIII, ele observou que a doença da 

varíola bovina, prevê potenciais efeitos protetores contra a varíola humana, que 

normalmente apresentava alto índice de mortalidade. Em 1796, foi demonstrado por 

ele que a inoculação da varíola bovina poderia causar uma proteção contra a varíola 

humana, sendo este termo nomeado de vacinação, e que até hoje em dia é 

conhecido (Murphy; Travers; Walport, 2007). 

Apenas no século XIX, Robert Koch comprovou que microrganismos 

patogênicos causavam doenças infecciosas. Atualmente, são conhecidas quatro 

grandes categorias de patógenos, sendo eles, os vírus, as bactérias, os fungos e os 

parasitas. O sistema imunológico é responsável pela defesa contra essas infecções, 

através do reconhecimento de antígenos potencialmente patogênicos, seguindo a 

resposta por duas linhas de defesa, imunidade inata e imunidade adaptativa 

(Murphy; Travers; Walport, 2007).  

A imunidade inata representa a primeira resposta do corpo humano contra um 

antígeno ou substância estranha, mediada por células fagocitárias, sistema 

complemento e barreiras naturais (Turvey & Broide, 2010). A resposta imune 

adaptativa é mais lenta quando comparada com a imunidade inata, e é mediada por 

linfócitos-B e T. Além disso, tem memória contra antígeno e nesta resposta ocorre 

produção de anticorpos (Bonilla & Oettgen, 2010).  

Na imunologia moderna, Paul Ehrlich investigou a formação de anticorpos, 

que foram posteriormente reconhecidos como proteínas capazes de inativar agentes 

infecciosos. Vários pesquisadores seguiram os estudos sobre anticorpos, como Karl 

Landsteiner, Felix Haurowitz, Niels Jerne entre outros. O pesquisador MacFarlane 

Burnett propôs a "teoria da seleção clonal". Nesta teoria afirma que cada célula-B 

produz um tipo de anticorpo e, uma vez ativada, expande e produz células de 

memória (Taylor, 2014). 

A produção de anticorpos contra determinado patógeno ocorre após a 

identificação do antígeno pelas células do sistema imune. O sistema imunológico 

humano possui receptores padrões de reconhecimento, que são capazes de 
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detectar e reconhecer patógenos invasores. Tais receptores são expressos em 

células apresentadores de antígeno, como células dendríticas e macrófagos 

(Skwarczynski, 2018). 

Conforme demonstrado na figura 1, as células detectam os antígenos via 

fagocitose ou endocitose medicada por receptor. O antígeno após ser fagocitado é 

digerido no endossomo e os fragmentos peptídicos do antígeno são apresentados 

aos linfócitos-T via Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) Classe I e II. 

A apresentação nos complexos desencadeia uma cascata sinalizatória para as 

respostas humoral e celular, sendo que na humoral ocorre a produção de anticorpos 

e no celular, a ativação de célula-T citotóxica (Institute of Medicine and National 

Research Council, 1985; Nevagi; Toth; Skwarczynski, 2018). 

 

Figura 1 - Ilustração da apresentação do antígeno e resposta imunológica. Após o antígeno 

ultrapassar a primeira linha de defesa, células apresentadoras de antígeno realizam a fagocitose deste 
antígeno, fragmentando em pequenos peptídeos que serão expressos via complexo MHC. Nesta interação 
do complexo com fragmento peptídico do antígeno, a interação com célula CD8, irá estimular resposta 
celular via linfócitos-T citotóxicos, e/ou interação com células CD4, que podem gerar tanto uma 
estimulação de células Th1 via liberação de interleucina-12, bem como geram estimulação células Th2, via 
liberação de interleucina-4, estimulando a resposta humoral e a produção de anticorpos. 

Fonte: Produção do próprio autor. 

 

A ativação da resposta imune celular ocorre via estimulação das células Th1, 

que vão liberar citocinas que impulsionam respostas mediadas por células, ativando 

fagócitos mononucleares, natural killer, linfócito-T citotóxico, para neutralizar o 

antígeno/patógeno. Os linfócitos-T citotóxicos neutralizam as células alvo do 

hospedeiro pelo reconhecimento peptídeos citosólicos estranhos da célula alvo no 
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contexto do hospedeiro MHC classe I. Após reconhecimento a ativação da morte 

celular por apoptose, sendo este processo mediado pela liberação de grânulos que 

tem como conteúdo granzimas e perforina.  

Diferente da resposta imune celular a resposta humoral ocorre via 

estimulação das células Th2, que vão liberar citocinas que ativam a resposta 

mediada por linfócitos-B, aumentando a produção de anticorpos. Após ativação dos 

linfócitos-B, teremos 2 vias, primeira na qual se tornam plasmócitos secretando 

anticorpos de baixa afinidade, ou entram na segunda em um folicular para 

estabelecer centro germinativo. 

A intensa investigação de mecanismos imunológicos nos coloca a 

compreender os processos envolvidos na identificação e eliminação de patógenos 

do corpo humano e no estabelecimento de memória imune para responder a futuras 

exposições. Tais informações têm implicações no desenvolvimento de estratégias de 

imunização, permitindo a identificação de imunógenos específicos capazes de 

estimular respostas imunes que levam à proteção (Di Pasquale et al., 2015).  

 

 

1.2 IMUNIZAÇÃO 

 

A imunização é o processo pelo qual uma pessoa se torna imune ou 

resistente a uma doença infecciosa, geralmente pela administração de uma vacina. 

As vacinas estimulam o próprio sistema imunológico do corpo para proteger a 

pessoa contra infecções ou doenças subsequentes (WHO, 2019). 

O reconhecimento de um patógeno desencadeia uma série e complexa 

cadeia de eventos, os quais incluem a fagocitose, liberação de mediadores 

inflamatórios, incluindo quimiocinas e citocinas, ativação do sistema complemento e 

recrutamento celular. Estes eventos imunológicos geram sinais e sintomas de 

inflamação no indivíduo. O antígeno captado pelas células apresentadoras de 

antígeno, como as células dendríticas, é processado, e migram para a região das 

células-T do linfonodo, onde ocorre a ligação entre a resposta imune inata e 

adaptativa (Di Pasquale et al., 2015). 

A resposta imune adaptativa é mediada por células-T e células-B, sendo que 

estes determinam o tipo de resposta imune gerada em resposta à infecção. Ao 

reconhecer um antígeno específico, as células-B se diferenciam em células 
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plasmáticas e produzem e liberam anticorpos específicos na circulação. Este 

reconhecimento ocorre com auxílio das células-T CD4+. As células-T auxiliares 

ativadas liberam mediadores inflamatórios que são específicos a uma subpopulação 

de células T-auxiliares (Garlapati, 2012; Luckheeram et al., 2012).  

Grande parte dos antígenos oferece diversos epítopos que induzem a 

diferenciação das células-B, sendo que cada linhagem de clones derivados de uma 

célula-B reconhece um determinado epítopo específico. Cada linhagem irá produzir 

anticorpo gerando uma mistura heterógena de anticorpos, sendo uma específica 

para um determinado epítopo do antígeno. A produção de anticorpos policlonais tem 

vantagens para organismo in vivo, pois facilita a neutralização do antígeno (Bonilha 

et al., 2010). 

A produção de anticorpos policlonais ocorre também imunizando o animal 

com antígeno neutralizado ou amenizado, em condições de pesquisa ou fabricação 

controlada. Os animais utilizados podem variar de espécies entre camundongos, 

ratos, porquinhos-da-índia, coelhos, cabras e cavalos. A avaliação para a escolha do 

animal a ser utilizado depende de alguns fatores, como a disponibilidade do animal, 

custo e volume de soro que se necessita obter (Bean, 2000). Após a escolha da 

espécie do animal, o procedimento de imunização deve ser realizado. Passado o 

período da imunização, é realizado a coleta do sangue e separação do soro, onde 

está a fração de anticorpos policlonais (Bean, 2000; Leenaars; Hendriksen, 2005). 

Ainda teremos as células-T citotóxicas CD8+ ativadas, que podem matar 

células diretamente ou através da liberação de citotoxinas. Atualmente, sugere-se 

que as células apresentadoras de antígeno desempenham um papel intermediário 

chave entre as respostas inatas e adaptativas e determinam a direção da resposta 

imune adaptativa (Moser; Leo, 2010).  

A imunização ideal, portanto, iniciaria uma resposta imune inata capaz de 

direcionar a resposta imune adaptativa à inativação eficiente, no caso de uma 

posterior exposição ao patógeno, e à remoção deste patógeno específico, seguida 

pelo desenvolvimento da memória imune. A capacidade limitada de vacinas 

altamente purificadas para induzir imunidade protetora parece estar relacionada ao 

seu fracasso em induzir a maturação das células apresentadoras de antígeno 

(Moser; Leo, 2010).  

Tais respostas imunológicas são derivadas de epítopos encontrados nos 

patógenos. Os epitopos são fragmento do antígeno que tem potencial de gerar 
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resposta imune, e após o reconhecimento e fagocitose, são fragmentados e 

expressos.   

1.3 ADJUVANTE 

 

 Os adjuvantes são substâncias que melhoram a potência e qualidade da 

resposta imunológica contra o antígeno e são usadas em associação, com intuito de 

ativar sistema imune (Hackett; Ham, 2006). A descoberta do efeito do adjuvante foi 

casual, quando o veterinário Gaston Ramon observou que o rendimento de um 

antissoro produzido em cavalo contra patógenos de tétano e difteria era maior em 

animais que tinham um abcesso no local da injeção.  

Adjuvantes tendem a melhorar a resposta imunológicas, em alguns casos, tal 

melhoria pode ocorrer devido: (1) recrutamento de células imunes; (2) facilitar a 

absorção dos antígenos pelas células apresentadoras; (3) ativação das células 

imunes inatas. Tais aspectos geram liberação de citocinas e quimiocinas, provendo 

o recrutamento de linfócitos-T especializados, como Th1 e Th2, com apresentação 

dos antígenos MHC-I e ou MHC-II, resultando em uma resposta humoral e celular 

melhor contra o patógeno (Di Pasquale et al., 2015). 

Os adjuvantes a base de sais de alumínio foram usados em humanos pela 

primeira vez em 1932 e foram os únicos adjuvantes aprovados para uso e licenciado 

por aproximadamente 70 anos (Di Pasquale et al., 2015). Atualmente já está bem 

estabelecido os adjuvantes a base de alumínio, como o Alúmen (KAl(SO₄)₂·12H₂O) 

e seus derivados, entre muitos outros em fase de teste clínico para uso em 

humanos.  

As interações dos adjuvantes a base de alumínio já são descritas, Rimaniol et 

al., investigou tais interações e observaram que macrófagos com hidróxido de 

alumínio exibiam mudanças em seu fenótipo e função. As alterações de fenótipo 

observadas são semelhantes à de células dendríticas, eles também podem induzir 

respostas imunológicas de memória específica de antígeno tipo MHC de classe II. 

Tais resultados mostram que os macrófagos são sensíveis às vacinas com 

adjuvantes a base de alumínio (Rimaniol et al., 2004). 

Os adjuvantes de sais de alumínio ligam-se a antígeno por meio de forças 

eletrostáticas, proporcionando um efeito de vida relativamente curta com títulos de 

anticorpos de pico em 3 a 4 semanas após a injeção (Altman e Dixon, 1989). Os 

adjuvantes de alumínio também exibem algumas propriedades imunomoduladoras, 
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induzindo a secreção de quimiocinas por monócitos e macrófagos humanos 

(Seubert et al., 2008; Kool et al., 2008) em camundongos.  

A ação dos adjuvantes de alumínio tende a promover uma resposta quase 

que exclusiva do tipo Th2, sendo que a ativação da via imune Th1 e 

consequentemente de linfócitos-T citotóxicos é baixa ou nula. (Lindblad, 2004; Reed 

et al., 2009). Embora continuem sendo utilizados extensivamente em vacinas 

profiláticas, os adjuvantes de alumínio são pouco utilizados para imunizações com 

fins experimentais de produção de anticorpos policlonais (Stills, 1994). 

As emulsões, micropartículas, saponinas, citocinas, componentes ou 

fragmentos microbianos e lipossomas também foram avaliados como adjuvantes 

(Apostólico et al., 2016). Tais adjuvantes ativam a imunidade inata e aumentam o 

recrutamento de células inatas. Os adjuvantes não inflamatórios referem-se a 

qualquer adjuvante que não induza as citocinas pró-inflamatórias clássicas. As 

respostas não inflamatórias referem-se a outros efeitos dos adjuvantes, além de sua 

capacidade de induzir essas citocinas inflamatórias específicas (Wilson; Xiang; 

Plebanski, 2017). Além disso podemos ativar sistema imune utilizando adjuvantes 

inflamatórios, como por exemplo adjuvante de freund (Broderson, 1989). 

O Adjuvante de Freund tem uma composição de óleo mineral leve, 

monooleato de manídeo e fragmentos micobacterianos inativados (Stills, 1991). O 

adjuvante completo de Freund continua sendo o adjuvante mais amplamente 

utilizado e mais eficaz para a produção de anticorpos monoclonais, mas seu uso 

também demonstra diversos efeitos colaterais, incluindo granuloma no local da 

imunização e em diversos tecidos distantes do local da injeção, dermatite 

necrosante, entre outros (Stills, 1994, 2004; Broderson, 1989). Os graves efeitos 

colaterais produzidos pelo adjuvante de Freund impedem o licenciamento deste 

adjuvante na medicina humana ou veterinária para vacinações profiláticas (Canadian 

Council on Animal Care, 2002). Para a utilização deste adjuvante no uso para a 

produção experimental de anticorpos policlonais em animais foi liberado com 

algumas recomendações de cuidados (Stills, 2007). 

Alguns adjuvantes não inflamatórios que foram identificados incluem certos 

materiais nanoparticulados. Os materiais nanoparticulados exibem propriedades 

físico-químicas únicas, que podem ser utilizados para a liberação de fármacos e que 

estão se expandindo a pesquisa para a liberação de vacinas, denominadas 

nanovacinas (Wilson; Xiang; Plebanski, 2017). 
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1.4 NANOTECNOLOGIA  

 

A nanotecnologia é altamente interdisciplinar e tem uma ampla gama de 

aplicações em física, engenharia química, elétrica, biofísica, ciência dos materiais, 

bioquímica e biotecnologia. A principal aplicação da nanotecnologia na ciência 

biomédica envolve a síntese de novas fármacos, entrega de fármacos, imagem, 

terapia genética, entre outras (Duran et al.,2006; Kesavan & Venkatraman, 2014). 

Partículas em escala nanométrica apresentam uma grande área superficial, além de 

exibirem propriedades ópticas, magnéticas, mecânicas e/ou químicas que são 

diferentes das partículas macroscópicas (Quina, 2004).  

A pesquisa com material nanométrico como a síntese e estabilização do 

mesmo pode antecipar a fabricação de estrutura da matéria em nível molecular e 

leva ao início de uma área de atuação, com novas propriedades físico-químicas, 

ação biológica diversificada e a introdução de uma tecnologia avançada (Nikalje, 

2015). A nanotecnologia lida com materiais com tamanhos variando de 0,1 a 100 

nm, portanto, devido ao seu pequeno tamanho, é inerente a esses materiais 

diferentes propriedades como: reatividade química, condutância elétrica, 

magnetismo, efeitos ópticos e resistência física (Nikalje, 2015). 

O estudo desta área do conhecimento é dividido em dois tipos básicos de 

ferramentas, nanomateriais e nanodispositivos. Estes materiais podem ser 

subclassificados em nanocristalinos e nanoestruturados. A nanoestrutura consiste 

em dendrímeros, micelas, conjugados de drogas, nanopartículas metálicas, entre 

outros, como demonstrado na Figura 2 (Nikalje, 2015). 
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Figura 2 - Fluxograma demonstrativo dos tipos de nanomateriais. 

Fonte: Adaptada de Nikalje, 2015. 

 

 Durante as últimas décadas, nanopartículas inorgânicas cujas estruturas 

exibem funcionalidade e propriedades biológicas devido ao seu tamanho, tem 

despertado muito interesse de diferentes grupos e áreas de pesquisa (Bhattacharya; 

Mukherjee, 2008; Nikalje, 2015).  

Nanopartículas metálicas têm sido usadas na entrega de drogas, 

especialmente no tratamento de câncer e em biossensores. Entre os vários metais, 

as nanopartículas de prata e ouro são de primordial circulação, entrega controlada 

de material bioativo, entrega dirigida de partículas bioativas aos macrófagos e 

entrega dirigida ao fígado (Nikalje, 2015).  Dentre elas, destacam-se as NPAu, que 

recebem atenção especial devido às propriedades ópticas, eletrônicas, redox e 

catalítica (Daniel; Astruc, 2004).  

 

1.4.1 NANOPARTÍCULAS DE OURO 

 

As aplicações biomédicas de nanopartículas metálicas começaram na 

década de 1970 com o uso de nano biconjugados após a descoberta da rotulagem 

imunológica por Faulk e Taylor (1971). As técnicas tradicionais de imagem 
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permanecem cruciais no diagnóstico, e as NPAu provam ser superiores aos 

produtos químicos clássicos. Posteriormente, nanoestruturas foram introduzidas em 

uma ampla gama de aplicações biológicas (Whitesides, 2003). 

Em 1857, Faraday relatou o primeiro artigo científico sobre NPAu, 

atribuindo a coloração vermelha à natureza coloidal da mesma (Faraday, 1857). As 

NPAu estão disponíveis na faixa de 1 nm a mais de 100 nm, e sua banda visível de 

plasmons pode ser observada acima de 3 nm. Estudos divulgam aplicações 

consideráveis em óptica, catálise, ciência de materiais e nanotecnologia, incluindo 

também biologia e nanomedicina. Há muitas maneiras de sintetizar NPAu na maioria 

das vezes a partir de ácido tetracloroáurico (HAu3Cl4) comercial (Daniel; Astruc, 

2004). 

 A síntese de NPAu em água foi introduzida por Turkevitch et al., em 1951 

(Turkevich et al.,1951), um método que ainda é usado atualmente para substituir o 

ligante citrato dessas NPAu por ligantes apropriados de interesse biológico. 

Modificações recentes do método de Turkevitch permitiram melhor distribuição de 

tamanho e controle de tamanho dentro da faixa de 9-120 nm (Kimling et al.,2006). 

As NPAu são excelentes para a pesquisa na área da saúde, por serem de 

síntese simples e de fácil caracterização do material. Outra característica marcante 

das NPAu se dá pelo fato de serem ácido mole é conhecido por se ligar fortemente 

às bases moles, como os grupamentos tióis (Hainfeld et al., 2006; Mukherjee et al., 

2005). As NPAu podem modular o estado redox da célula, alterando o 

funcionamento normal e alterando vias de sinalização apoptótica de acordo com o 

tamanho da partícula a ser testada (Gao, 2011). Uma das principais indicações 

clínicas dos compostos de ouro é para tratamento de doenças reumáticas, por 

exemplo o uso de aurotiomalato de sódio 100mg/mL intramuscular (Felson et 

al.,1990; Shaw, 1999; Mota et al., 2013). 

Outras aplicações das NPAu são em biossensores, imunoensaios, 

química clínica, detecção e controle de microorganismos, fototermólise de células 

cancerígenas, direcionamento de drogas e/ou outras substâncias e monitorização de 

células e tecidos biológicos (Boisselier; Astruc, 2009; Dreaden et al.2012). 

Em particular, as NPAu servem como carreadores para a entrega de 

fármacos ou outras substâncias paras os tecidos. Já é visto também que o ouro não 

é bioinerte e que seu efeito pode ser alterado quando modifica seu tamanho e dose 

(Brown et al., 2008). 
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Estudo sobre toxicidade do uso de NPAu em animal, demonstrou que 

NPAu não demonstraram toxicidade em baixas concentrações, quando analisado 

sobrevivência animal, massa do animal e hematologia, com tempo de 14 dias e 28 

dias. Concentrações altas de NPAu induzem redução mínima do peso do animal. 

Além disso, a via de administração pode influenciar na toxicidade, sendo observado 

intravenosa menos toxica em comparação a via oral e intraperitoneal (Zhang et al., 

2010). 

 Alguns estudos já discutem uma possível ação de adjuvante de 

nanopartículas associados a antígeno para produção de vacinas. A utilização de 

nanomaterias ligados a fragmentos virais e/ou fragmentos virais sintéticos com efeito 

de entrega e ativação do sistema imune (Dykman et al, 2004; Guevel et al, 2012; 

Smith et al., 2013). Dykman et al (2004), utilizou NPAu associados a antígenos em 

diferentes animais de laboratório, e observou aumento no título de anticorpos 

produzidos nestes animais. Neste mesmo trabalho, também foi verificado o aumento 

da resposta imunitária, aumento da atividade das proteínas do sistema 

complemento, bem como atividade fagocítica e bactericida. Guevel et al (2012), 

observou que a administração de NPAu 12nm, induziu resposta imune 

acompanhando por estimulação de células natural killer, enquanto nanopartículas de 

2nm não induzem proliferação de células imunes. Em resumo este efeito pode ser 

discutido como pela funcionalização e tamanho das nanopartículas. 

Estudos utilizando diferentes morfologias de NPAu demonstrou que a 

interação entre nanopartícula e proteína e a resposta imune foi melhor em 

nanoesferas de ouro com tamanho de 40nm em comparação com nanobastões, 

nanocubos e nanoesferas de 20nm (Niikura et al., 2013). Dykman et al., (2018) 

demonstrou que NPAu estão sendo combinado com diferentes imunoestimulantes, e 

que tais moléculas influenciam diretamente na ativação e na titulação de anticorpos. 

Zhang et al., (2019), observaram que NPAu com tamanho maior, de 50 e 100 nm, 

podem alcançar maior entrega de antígeno, aumentando a resposta imune humoral, 

formação de células B e maiores níveis de anticorpos, quando comparados com 

nanopartículas entre 5 e 50 nm. 

 

1.4.2 LIPOSSOMAS 
Os lipossomas são amplamente utilizados como carreadores para otimizar 

eficácia terapêutica, devido seus efeitos de direcionamento de entrega, proteção, 
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biocompatibilidade e características ajustáveis (Wang; Chen; Wang, 2019). Os 

lipossomas são vesículas esféricas constituída com dupla camada de fosfolipídios e 

núcleo aquoso. Estas vesículas são classificadas por seu tamanho, número de 

camadas fosfolipídicas e sua carga (Vemuri; Rhodes, 1995). Além disso pode-se 

ocorrer o encapsulamento de compostos tanto hidrofílico, por ter núcleo aquoso, e 

compostos hidrofóbicos, devido sua bicamada lipídica. Este fator é importante por 

proteger o composto de decomposição e entregar no alvo específico (Shehata et al., 

2008; Akbarzadeh et al., 2013). 

A utilização de lipossomas junto a antígenos para vacina contra doenças que 

ameaçam da vida. Esta aplicação serve como sistema de liberação de antígenos, 

com intuito de otimizar seus efeitos sobre o sistema imunológico (Wang; Chen; 

Wang, 2019). Tais relatos do uso de lipossomas como adjuvantes, já foram 

observados por Gregoriadis e Allison (1974), quando demonstrou que imunização 

em camundongos com toxóide da difteria utilizando lipossomas, a base de 

fosfolipídios, como adjuvante, aumentando a titulação de anticorpos em comparação 

com os imunizados somente com toxóide. Desde então a pesquisa sobre lipossoma 

como adjuvante vem aumentando, sendo que sua eficácia pode ser avaliada de 

acordo com seu tamanho, carga, números de camadas, entre outros fatores 

(Tandrup Schmidt et al., 2016).  

Os lipossomas adequam-se a várias vias de imunização, principalmente 

quatro formas de administração: injetável (como injeção intramuscular, intradérmica, 

subcutânea, intraperitoneal e intravenosa), administração tópica; absorção oral e 

inalação. Normalmente, a vacinação é realizada através da administração em três 

locais: músculo, mucosa e pele; no entanto, recentemente, a injeção intravenosa, 

imitando o processo natural de transmissão (Wang; Chen; Wang, 2019). 

Os lipossomas são capazes de interagir com células apresentadoras de 

antígenos e aumentar à exposição do antígeno a mesma, o que resulta em uma 

resposta imune aumentada e sua morfologia pode influenciar o tipo de resposta 

imunológica (Brunner; Jensen-Jarolim; Pali-Schöl, 2010; Oyewumi, Kumar, Cui, 

2010). 

O presente estudo avaliou novos adjuvantes a base de materiais 

nanoparticulado. Para isto verificamos o efeito das NPAu e lipossomas como 

adjuvante para aplicação em imunização, já visto que vem sendo descrito que tais 

nanomaterias já possuem atividade imunomodulatória ativando a resposta imune 
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Th2, que está envolvida na ativação de linfócitos-B e na produção de anticorpos. 

Além disso vamos verificar se a utilização de tais adjuvantes pode levar a quadro de 

dano oxidativo celular em tecidos ligados diretamente a metabolização e excreção 

de fármacos. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito adjuvante de dois nanomateriais na imunização de camundongos.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Realizar a associação dos nanomateriais com proteína LiHyA, para 

imunização; 

 

 Imunizar os animais com proteína associados a lipossomas e proteína 

associados a NPAu 

 

 Avaliar a titulação de anticorpos produzidos contra proteína associado à 

nanomateriais. 

 

 Avaliar efeitos de estresse oxidativo nos tecidos fígado, rim e baço após 

imunização. 

 

 

 

. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 ASPECTOS ÉTICOS 

 

O seguinte projeto foi executado dentro das normas éticas estabelecidas 

pelo CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal) 

experimentação animal. O início dos procedimentos experimentais envolvendo 

animais só foi realizado após a aprovação do comitê de ética da Universidade do 

Extremo Sul Catarinense (UNESC), no protocolo 73/2020. No final dos 

experimentos, os animais foram eutanasiados por meio químico seguindo os 

protocolos éticos e científicos.  

 

3.2 TÉCNICAS LABORATORIAIS  

 

3.2.1 Síntese das nanopartículas de ouro (NPAu)  

 

NPAu com tamanhos médios de 20 nm foram sintetizadas como descrito por 

Turkevich et al (1951) com pequenas modificações, a partir de redução química do 

precursor metálico ácido tetracloroáurico (HAuCl4) (Sigma-Aldrich, MO, EUA) com o 

agente redutor e estabilizante citrato de sódio (Na3C6H5O7.2H2O) (Nuclear, SP, 

Brasil). Inicialmente, 100 mL de ácido tetracloroáurico, foram transferidos para um 

balão de fundo redondo, a solução aquecida até 95 ºC e sob agitação. Solução de 

citrato de sódio, previamente preparada, foi então adicionada, e o sistema foi 

mantido à temperatura descrita, agitando durante 20 minutos. A solução adquiriu a 

coloração correspondente ao tamanho.  

3.2.2 Síntese de Lipossomas 

Os lipossomas foram preparados usando um método de evaporação em fase 

reversa (Micheletto et al., 2015; dos Santos et al., 2018; Kroetz et al., 2019). 

Resumidamente, fosfatidilcolina e C22PEG900GlcNAc purificados foram dissolvidos 

em 10 mL de clorofórmio e adicionados 0,3 mL de uma solução salina tamponada 

com fosfato (PBS, 10 mM, pH 7,2). Em seguida, a mistura foi sonicada por 2 a 3 

minutos em um sonicador de banho, produzindo uma dispersão homogênea e 

opalescente de micelas reversas. O clorofórmio foi evaporado em um evaporador 
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rotatório sob vácuo, resultando em um organo-gel viscoso. As películas lipídicas 

secas foram dessecadas a vácuo por 2 h e ressuspensas em tampão fosfato (PBS, 

10 mM, pH 7,2), e depois adicionadas ao organo-gel com agitação vigorosa para 

produzir amostras de lipossomas. 

3.2.3Caracterização das NPAu e Lipossomas 

3.2.3.1 Espectroscopia de Ultravioleta-visível 

 

A solução de NPAu foi caracterizada empregando-se as técnicas de 

espectroscopia de ultravioleta-visível (UV-Vis), via monitoramento da banda de 

superfície de plasmon ressonante (SPR), usando um espectrofotômetro modelo UV-

1800. Para a espectrometria de UV-visível, a medição da banda de SRP, foi 

realizada a temperatura ambiente num espectrofotômetro utilizando uma cubeta de 

quartzo com 1 cm de caminho ótico.  

3.2.3.2 Espalhamento de luz eletroforético (ELS) 

A determinação do potencial zeta foi realizada com o uso do equipamento 

NanoBrook Omni (Brookhaven Instruments Corporation NY, EUA), com controle de 

temperatura e laser padrão vermelho 640 nm de 40 mW, foram realizadas medições 

da mobilidade eletroforética (UE) e convertidas em valor em potencial (mV) pelo 

próprio software do equipamento, as medidas ocorreram em vinte ciclos com 

intervalo de 1 segundo para cada ciclo. A análise de potencial zeta baseia-se na 

medição da repulsão entre as partículas dispersas em meio líquido. As medidas 

foram realizadas nas amostras dissolvidas em água deionizada, para as amostras 

sintetizadas. As leituras foram realizadas a 25°C. As análises foram realizadas no 

Laboratório de Processamento de Polímeros Avançados (LAPPA), no 

iParque/UNESC.  

 

3.3 ASSOCIAÇÃO DA LiHyA COM NANOMATERIAIS 

 
3.3.1 Conjugações a NPAu e lipossoma 
 

 A conjugação das nanopartículas e lipossomas foi realizada adicionando a 

proteína LiHyA na solução de nanomaterial. Após, a mistura em agitação por 5min 

em temperatura ambiente, o material foi imunizado nos animais. A concentração da 
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proteína (25µg/mL) foi decidida a partir de estudos anteriores, que demonstraram a 

produção de anticorpo.  

 

3.3.2 Caracterização da associação do nanomaterial com a proteína  

A distribuição do tamanho e o potencial zeta dos lipossomas e NPAu 

serão medidos na temperatura ambiente, usando espalhamento dinâmico de luz 

(DLS) e espalhamento de luz eletroforético (Rezaei et al.,2019).  

 

3.4 DESENHO EXPERIMENTAL 

 

Para o seguinte projeto serão utilizados 45 camundongos swiss (2 meses 

pesando entre 25 - 30 g). Cada grupo teve um “n” amostral de cinco animais, 

necessários para a realização das análises imunológicas. Os animais foram 

agrupados em gaiolas específicas, temperatura ambiente controlada entre 20 ± 

22ºC, ciclo claro-escuro 12/12h e com livre acesso, alimentados com dieta padrão 

para roedores e água ad libitum.  

Os animais foram distribuídos randomicamente em 3 grupos 

experimentais (n: 5) e 3 grupos experimentais com n: 10 animais: 

I. Grupo Controle – Animais sem imunização (n=5); 

II. Grupo NPAu (NPAu) – Animais imunizados com solução de 0,318mg/Kg de 

NPAu (n=5); 

III. Grupo Lipossoma – Animais imunizados com solução de 27mg/Kg de 

lipossoma (n=5); 

IV. Grupo NPAu + LiHyA - Animais imunizados com solução de 0,318mg/Kg de 

GNP e 0,113mg/Kg de LiHyA (n=10); 

V. Grupo lipossoma + LiHyA - Animais imunizados com solução de 27mg/Kg de 

lipossoma e 0,113mg/Kg LiHyA (n=10);  

VI. Grupo AlOH + LiHyA - Animais imunizados com solução de 4,54mg/Kg de 

hidróxido de alumínio e 0,113mg/Kg LiHyA (n=10). 
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3.5 IMUNIZAÇÃO  

 

A administração dos nanomateriais associados a proteína foi realizada 

por via subcutânea. O tratamento ocorreu através de uma imunização por semana 

com duração de 6 semanas. 

 

 

 

Uma amostra de sangue foi coletada antes da primeira imunização, para 

obtenção do soro que serviu como controle (soro pré-imune). A coleta de sangue 

também foi realizada antes das imunizações na 3ª semana, 5ª semana e 7ª semana, 

para obtenção do soro imune, utilizado para dosar a produção de anticorpos. Para 

os grupos VII, VIII e IX, também foi coletado 1 vez por mês após 7ª semana com 

duração de 5 meses. Os soros foram armazenados em freezer -20ºC para 

posteriores análises. Após os experimentos, os animais foram submetidos a 

eutanásia por método químico utilizando tiopental e os órgãos fígado, rim e baço 

foram retirados e congelados no freezer a -80ºC, para posteriores análises. 

 

3.6 TÉCNICA DE ELISA 

 

Foi realizado curva de titulação prévia para determinar as concentrações de 

antígenos e a diluição dos anticorpos a serem utilizados. Placas flexíveis de 

imunoensaio de microtítulos Falcon (Becton Dickinson) foram revestidas com o 

proteína LiHyA (1 µg/poço) em 100 µL de tampão de cobertura pH 9.6 por 18 h a 
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4°C. Após a sensibilização, foi realizado bloqueio utilizando 200 µL de solução 

contendo PBS, Tween 20 0,05% (PBS-T) e 5% de solução de caseína por 1 h a 

37°C. Em seguida as placas serão lavadas por 5 vezes utilizando PBS-T, e feita 

incubação com 100 µL de soro camundongo por 1 h a 37°C. As amostras de soro 

serão diluídas 1:200 em PBS-T contendo 0,5% de solução de caseína. As placas 

foram lavadas 7 vezes utilizando PBS-T, e posteriormente incubadas com anticorpo 

anti-IgG conjugado com peroxidase (Sigma, St. Louis, USA) na diluição de 1:10000 

por 1 h a 37°C. Novamente as placas foram lavadas 7 vezes com PBS-T, feita 

incubação com H2O2, orto-phenylenediamine e tampão citrate-fosfato pH 5.0 por 30 

min no escuro. A reação foi parada adicionando 25µL H2SO4 (1mol/L) e a densidade 

óptica lida em espectrofotômetro para microplacas de ELISA (Molecular Devices, 

Spectra Max Plus, Canada) a 492 nm. 

 

3.10 DETERMINAÇÃO INTRACELULAR DE ERO  

Diclorofluoresceína (DCFH): A produção de hidroperóxidos foi determinada 

pela formação intracelular de DCFH a partir da oxidação do diacetato de 

2’,7’diclorodihidrofluoresceína (DCFHDA) por ERO de acordo com o método 

descrito por Dong (2010), com algumas modificações. 

 

3.11 MARCADORES DE DANOS OXIDATIVOS 

Conteúdo de Proteínas Oxidadas: Foi determinado a partir do conteúdo 

total de tióis na presença de DTNB e lido espectrofotometricamente a 412nm 

(Aksenov e Markesbery, 2001).  

 

Carbonilação de Proteínas: A oxidação de proteínas foi determinada 

mediante a quantificação de proteínas carboniladas através da reação de grupos 

carbonilas com a dinitrofenilhidrazina. Essa reação gera a formação de hidrazonas 

correspondentes. O conteúdo de carbonilas foi determinado 

espectrofotometricamente a 370nm como previamente descrito por Levine et al. 

(1990). Os resultados foram calculados como nmol/mg de proteína empregando o 

coeficiente de extinção molar de dinitrofenilhidrazonas de 22.000 M1. cm1.   
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3.12 DEFESAS ANTIOXIDANTES 

Superóxido Dismutase (SOD): Foi medida pela inibição da oxidação da 

adrenalina adaptado de Bannister; Calabrese (1987). As amostras do fígado, rim e 

baço foram homogeneizadas em tampão de glicina. Os volumes de 5, 10 e 15 µL 

foram retiradas da mesma, a qual 5 mL de catalase (0,0024 mg/mL de água 

destilada), tampão de glicina 175185 mL (0,75 g em 200 ml de água destilada a 

32°C, pH 10,2), 5 µL adrenalina (60 mM em água destilada + 15 mL/mL de HCl 

fumegante) foram adicionados. As leituras foram realizadas por 180s em intervalos 

de 10s e medido em leitor de ELISA a 480nm. Os valores foram expressos em 

unidade de SOD por miligrama de proteína (u/mg de proteína). 

 

3.13 CONTEÚDOS DE PROTEÍNAS  

O teor de proteína a partir de tecido muscular homogeneizado foi 

determinado utilizando albumina de soro bovino como um padrão, de acordo com 

Lowry (1951). Reagente fosfomolíbdicofosfotúngstico (Folin fenol) ser adicionado 

para ligarse à proteína. O reagente foi lentamente reduzido passando de amarelo 

para azul. Absorbância foi lida a 750nm. 

 

3.14 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram expressos como média e erro padrão médio, analisados 

estatisticamente pela análise de variância (ANOVA) one-way, seguido pelo teste 

Newman-Keuls. O nível de significância estabelecido para o teste estatístico foi de 

P<0,05. Para tratamento estatístico do projeto de tese, será utilizado o software 

graphpad 5.0. 

4 RESULTADOS 

A realização do projeto seguiu em uma sequência experimental 

planejada, sendo primeiramente a síntese dos compostos nanoparticulados, 

imunizações dos animais com os nanomateriais e por fim as dosagens bioquímicas.  
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4.1 CARACTERIZAÇÃO DOS NANOMATERIAIS 

A NPAu e o lipossoma foram caracterizados por análise do potencial zeta 

e espalhamento de luz eletroforética. A solução de NPAu demonstrou um tamanho 

de partícula de 27,08 nm, com carga superficial de -16,66 mV. A associação da 

NPAu com a proteína LiHyA (NPAu + LiHyA), com concentração final de 25 mg/mL 

de LiHyA, obteve tamanho médio de 198,19 nm e carga superficial de -7,07mV. 

Assim, após a associação, observou-se um aumento no tamanho e alteração na 

carga superficial.  

 

Tabela 1 – Resultados das análise do potencial zeta e espalhamento de luz eletroforética, nos 
compostos utilizados neste projeto. 

Grupos 
Potencial Zeta 

(mV) 
Diâmetro (nm) 

Proteína LiHyA -12,81 89,67 

NPAu -16,66 27,08 

NPAu + LiHyA -7,07 198,19 

Lipossoma -26,58 253,42 

Lipossoma + 
LiHyA 

-16,44 295,23 

 

O lipossoma apresentou resultados de 253,42 nm de tamanho e uma 

carga superficial de -26,58mV, sendo que após a associação com a proteína LiHyA 

na concentração de 25mg/mL observou-se um aumento no tamanho para 295,23 nm 

e com alteração da carga superficial para -16,44 mV. 

 

4.2 AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ANTICORPOS POLICLONAIS 

 A produção de anticorpos policlonais foram iniciadas através da 

administração dos nanomateriais associados ou não a nanopartículas por via 

subcutânea. O resultado para imunizações utilizando as NPAu como adjuvante 

estão apresentados na figura 2 e figura 3, sendo que o grupo NPAu não apresentou 

diferença significativa quando comparado ao controle em nenhum dos tempos 

testados. Os grupos NPAu + LiHyA e AlOH3 + LiHyA foram diferentes do grupo 

controle e NPAu, nos tempos 3, 5 e 7 semanas, que são correspondentes a 2, 4 e 6 

imunizações respectivamente. No período de 3 e 5 semanas apresentaram os 

seguintes resultados, o grupo AlOH3 + LiHyA obteve um aumento na produção de 
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anticorpo em relação ao grupo NPAu + LiHyA e no período de 7 semanas de 

imunização não teve diferença entre NPAu + LiHyA e AlOH3 + LiHyA. 

 

 

Figura 3 - Efeito da administração de NPAu associados a proteína LiHyA no nível de 
produção de anticorpos IgG em soro de camundongos Swiss. (A) após 2 imunizações; (B) 
após 4 imunizações; (C) após 6 imunizações. Os dados são apresentados em Média ± EPM pela 
análise de variância (ANOVA) one-way, seguido pelo teste tukey, sendo:  
* Diferença estatística quando comparado com os grupos controle e NPAu (p>0,05). 
# Diferença estatística quando comparado com AlOH3 contra NPAu + LiHyA (p>0,05). 

A 

B 

C 
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Seguindo o efeito crônico das imunizações utilizando NPAu como 

adjuvante, as análises de anticorpos produzidos contra o antígeno LiHyA durante o 

período de 2, 3, 4 e 5 meses após primeira imunização demonstrou que à uma 

queda desta titulação. No 2º mês há uma única diferença estatística é do grupo 

NPAu + LiHyA com aumento do nível de anticorpo com relação aos grupos NPAu e 

grupo controle. O 3º mês a diferença estatística é dos grupos NPAu + LiHyA e AlOH3 

+ LiHyA com relação aos grupos GNP e controle. Para 4º e 5º mês o grupo NPAu + 

LiHyA demonstrou diferença estatística, com aumento nos níveis de anticorpos, com 

relação aos grupos AlOH3 + LiHyA, NPAu e controle. 

 

 

Figura 4 - Efeito a longo prazo após a administração de NPAu associados a proteína 
LiHyA no nível de produção de anticorpos IgG em soro de camundongos Swiss. (A) 2 
meses após a primeira imunização; (B) 3 meses após a primeira imunização; (C) 4 meses após a 
primeira imunização; (D) 5 meses após a primeira imunização. Os dados são apresentados em 
Média ± EPM pela análise de variância (ANOVA) one-way, seguido pelo teste tukey, sendo:  
* Diferença estatística quando comparado com todos os grupos testados (p>0,05). 
# Diferença estatística quando comparado com NPAu + LiHyA contra AlOH3 (p>0,05). 

A B 

C D 
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O resultado das imunizações com lipossomas foi similar as descritas com 

NPAu, conforme demonstrado na figura 4. O grupo lipossoma não apresentou 

diferença significativa quando comparado ao controle em todos os tempos testados. 

O grupo AlOH3 + LiHyA teve um aumento no título de anticorpos quando comparado 

com lipossoma na 3 semana de imunização. Durante o período de 5 e 7 semanas a 

diferença estatística, sendo aumento de anticorpos, foi entre os grupos lipossoma + 

LiHyA e AlOH3 + LiHyA quando comparado entre os grupos lipossoma e controle. 
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Figura 5 - Efeito da administração de lipossoma associados a LiHyA no nível de produção 
de anticorpos IgG em soro de camundongos Swiss. (A) após 2 imunizações; (B) após 4 
imunizações; (C) após 6 imunizações. Os dados são apresentados em Média ± EPM pela 
análise de variância (ANOVA) one-way, seguido pelo teste tukey, sendo:  
* Diferença estatística quando comparado com os grupos controle e lipossoma (p>0,05). 

 

B 

A 

C 
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Para os demais tempos seguindo para efeito a longo prazo das 

imunizações utilizando os lipossomas como adjuvantes, nos tempos de 2 e 3 meses 

obtivemos diferença estatística do grupo lipossoma + LiHyA com relação aos grupos 

controle e lipossoma. Já nos tempos 4 e 5 meses podemos observar a diferença 

estatística, com aumento dos anticorpos, do grupo lipossoma + LiHyA com relação 

os grupos AlOH3 + LiHyA, controle e lipossoma. Na figura 5 podemos também 

observar que AlOH3 + LiHyA teve um aumento dos anticorpos com relação aos 

grupos controle e lipossoma em todos os tempos. 

 

 

Figura 6 - Efeito a longo prazo após a administração de lipossoma associados a LiHyA no 
nível de produção de anticorpos IgG em soro de camundongos Swiss. (A) 2 meses após a 
primeira imunização; (B) 3 meses após a primeira imunização; (C) 4 meses após a primeira 
imunização; (D) 5 meses após a primeira imunização. Os dados são apresentados em Média ± 
EPM pela análise de variância (ANOVA) one-way, seguido pelo teste tukey, sendo:  
* Diferença estatística quando comparado com todos os grupos testados (p>0,05). 
# Diferença estatística quando comparado com NPAu + LiHyA contra AlOH3 + LiHyA (p>0,05). 

B 
A 

C D 
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4.3 DANO TECIDUAL 

Os danos oxidativos nas estruturas celulares causados pelo excesso de 

espécies reativas de oxigênio foram avaliados por carbonilação de proteínas e 

conteúdo de sulfidrila. Como podemos observar na figura 6A, não demonstrou 

diferença significativa entre os grupos na estrutura do baço, mas observamos 

diferença estatística na análise de carbonilação (figura 6B) no grupo AlOH3 + LiHyA 

em ralação a todos os grupos, para estrutura do baço. Para análises da estrutura do 

fígado, na figura 6C e 6D, observamos que não demonstrou diferença estatística 

entre os grupos nas análises de conteúdo de sulfidrila e carbonilação de proteínas. 

O mesmo ocorreu para a análise no rim (figura 6E e 6F) dos parâmetros 

anteriormente citados, não observamos diferença estatística em relação aos grupos 

para os dois parâmetros de análises. Tais análises foram referentes aos grupos a 

curto prazo, sendo 7 semanas de experimento. 
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Figura 7 – Avaliação do dano oxidativo causado por 6 imunizações com diferentes 
adjuvantes por via subcutânea em camundongos swiss em diferentes tecidos. (A) Níveis 
do conteúdo de sulfidrila no baço; (B) níveis de carbonilação proteica no baço; (C) níveis do 
conteúdo de sulfidrila no fígado; (D) níveis de carbonilação proteica no fígado; (E) níveis do 
conteúdo de sulfidrila no rim; (F) níveis de carbonilação proteica no rim. Os dados são 
apresentados em Média ± EPM pela análise de variância (ANOVA) one-way, seguido pelo teste 
tukey, sendo: 
* Diferença estatística quando comparado com todos os grupos testados (p>0,05). 
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Quando verificamos o efeito em longo prazo da administração de 

diferentes adjuvantes para parâmetros de conteúdo de sulfidrila e carbonilação de 

proteínas, podemos observar que, na estrutura do baço (figura 7A e 7B), 

demonstrou diferença estatísticas do grupo NPAu + LiHyA em relação aos demais 

grupos, em todos os dois parâmetros testados, com aumento dos níveis tanto para 

sulfidrila e carbonilação proteica. No grupo lipossoma + LiHyA, no parâmetro de 

sulfidrila, observamos que teve diferença significativa com relação aos grupos 

controle, NPAu e lipossoma, sendo que teve um aumento dos seus níveis (figura 

7A). Na figura 7C e 7D o qual se trata da estrutura do fígado, não observamos 

diferença estatística entre os grupos nos parâmetros testados, mas na estrutura do 

rim (figura 7E e 7F), observamos uma redução da carbonilação no grupo lipossoma 

em relação aos demais grupos.  
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Figura 8 - Avaliação do dano oxidativo causado por 6 imunizações com diferentes 
adjuvantes por via subcutânea em camundongos swiss em diferentes tecidos, sendo 2, 3, 
4 e 5 meses após a primeira imunização. (A) Níveis do conteúdo de sulfidrila no baço; (B) 
níveis de carbonilação proteica no baço; (C) níveis do conteúdo de sulfidrila no fígado; (D) níveis 
de carbonilação proteica no fígado; (E) níveis do conteúdo de sulfidrila no rim; (F) níveis de 
carbonilação proteica no rim. Os dados são apresentados em Média ± EPM pela análise de 
variância (ANOVA) one-way, seguido pelo teste tukey, sendo: 
* Diferença estatística quando comparado com os grupos controle, NPAu e lipossoma (p>0,05). 
# Diferença estatística quando comparado com os grupos lipossoma + LiHyA e AlOH3 + LiHyA 
(>0,05). 
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4.4 ESPECIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 

Quando analisamos os níveis de DCFH nos tecidos após 7 semanas de 

exposição as adjuvantes, observamos que no baço ocorreu uma diminuição dos 

níveis nos grupos NPAu + LiHyA e lipossoma + LiHyA em relação ao grupo controle. 

No rim o observamos um aumento dos níveis de DCFH no grupo AlOH3 + LiHyA em 

relação aos grupos NPAu + LiHyA e lipossoma + LiHyA. No fígado não observamos 

diferença estatística entre os grupos com relação aos níveis de DCFH. 
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Figura 9 – Avaliação dos níveis de oxidantes, através da técnica de DCFH, após a 
administração dos nanomateriais associados a LiHyA diferentes tecidos de camundongos 
swiss. (A) Níveis de DCFH no baço; (B) níveis de DCFH no rim e (C) níveis de DCFH no figado. Os 

dados são apresentados em Média ± EPM pela análise de variância (ANOVA) one-way, seguido pelo 
teste tukey, sendo:  
* Diferença estatística quando comparado com grupo controle (p>0,05). 
** Diferença estatística quando comparado com NPAu + LiHyA e lipossoma + LiHyA (p>0,05). 
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Quando verificamos o efeito crônico dos imunização em período de 5 meses, 

observamos que no tecido baço o grupo lipossoma + LiHyA demonstrou um 

aumento dos níveis de DCFH com relação aos demais grupos. No fígado e no rim 

não observamos diferença significativa entre os grupos. 

 

 

Figura 10 – Efeito a longo prazo após a última administração dos nanomateriais 
associados a LiHy no nível do sistema oxidante em camundongos swiss. (A) Níveis de 

DCFH no baço; (B) níveis de DCFH no rim e (C) níveis de DCFH no fígado. Os dados são 
apresentados em Média ± EPM pela análise de variância (ANOVA) one-way, seguido pelo teste 
tukey, sendo:  
* Diferença estatística quando comparado com todos os grupos testados (p>0,05). 
 



45 
 

4.5 DEFESA ANTIOXIDANTE 

A análise da atividade da SOD, após 7 semanas, podemos observar um 

aumento da sua atividade no tecido do rim (figura 10B), sendo os grupos NPAu + 

LiHyA e lipossoma + LiHyA diferentes dos demais grupos. No tecido do fígado 

(figura 10C) também observamos estes achados, com algumas diferenças, neste 

tecido o grupo NPAu não teve diferença com grupo AlOH3 + LiHyA.  

 

Figura 11 – Avaliação da atividade da enzima SOD após a administração dos 
nanomateriais associados a LiHyA, nos diferentes tecidos em camundongos swiss. (A) 
Níveis de SOD no baço; (B) níveis de SOD no rim e (C) níveis de SOD no fígado. Os dados são 
apresentados em Média ± EPM pela análise de variância (ANOVA) one-way, seguido pelo teste 
tukey, sendo:  
* Diferença estatística quando comparado com grupo controle, NPAu e lipossoma (p>0,05). 
# Diferença estatística quando comparado com AlOH3+ LiHyA (p>0,05). 
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Quando avaliamos a atividade da SOD, a longo prazo (5 meses) as 

imunizações verificamos uma diferença na sua atividade após 5 meses da 

imunização. No tecido do baço observamos que o grupo NPAu + LiHyA aumentou a 

atividade da SOD em relação aos demais grupos. A atividade também aumentou no 

grupo NPAu no rim, quando comparamos com demais grupos. Conforme 

demonstrado na figura 11C, os níveis da atividade da SOD aumentaram no grupo 

lipossoma no tecido do fígado, quando comparados com os grupos controle e com 

grupo NPAu + LiHyA. 
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Figura 122 - Efeito a longo prazo após a última administração dos nanomateriais 
associados a LiHyA no nível do sistema antioxidante em camundongos swiss. (A) Níveis 
de SOD no baço; (B) níveis de SOD no rim e (C) níveis de SOD no fígado. Os dados são 
apresentados em Média ± EPM pela análise de variância (ANOVA) one-way, seguido pelo teste 
tukey, sendo:  
* Diferença estatística quando comparado com os grupos testados (p>0,05). 
# Diferença estatística quando comparado com NPAu + LiHyA (p>0,05). 
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5 DISCUSSÃO 

Nas últimas décadas o aumento no número de proteínas como bases para 

novos potenciais terapêuticos tem emergido consideravelmente. Apesar de tais 

moléculas estarem revolucionando o cenário farmacêutico, os efeitos 

farmacocinéticos adversos têm muitas vezes representado certa dificuldade para 

desenvolvimento de novas terapias (Shen et al., 2017). Dentre os efeitos, a 

utilização de adjuvantes a base de alumínio é uma alternativa para melhor ativação 

do sistema imune, mas ainda sim apresenta alguns inconvenientes. O estudo sobre 

a utilização de nanocarreadores, já vem sendo demonstrada uma possível solução 

alternativa ao uso de adjuvantes convencionais, devido a seus aspectos físico-

químicos, além de sua atividade nanocarreadora.  

O presente estudo avaliou o efeito da utilização de lipossoma e NPAu 

associado a proteína LiHyA, sobre a produção de anticorpos a curto e longo prazo. 

Primeiramente, nossos resultados demonstraram que quando LiHyA foi associado 

com NPAu, esta nova molécula aumentou de tamanho, que pode corresponder a 

uma interação entre o nanomaterial e a proteína. Estudos já identificaram que NPAu 

interagem com grupamentos tióis e aminas, sendo tal interação responsável por 

aumentar o tamanho da partícula e de certo modo proporcionar efeito carreador do 

nanomaterial. (Dreaden et al.2012) 

Quando verificamos o lipossoma podemos observar que as alterações de 

tamanho são pequenas no qual pode ser atribuído pelo tamanho natural do 

lipossoma. Ainda assim conseguimos identificar alteração no potencial sugerindo tal 

interação da molécula de proteína com lipossoma.  

Sabendo que proteína é cadeia de aminoácidos interligados, sugerimos que 

tal composto de nanopartícula pode ter facilidade a se ligar a proteína já ela que 

possui diversos grupos funcionais, incluindo os tios e as aminas. Outro ponto chave 

que devemos levar em consideração é que após interação na superfície do 

nanomaterial, tal nanopartícula pode aumentar o seu tamanho, sendo este mais 

facilmente reconhecido pelo sistema imune. As alterações de tamanho da 

associação entre o nanomaterial com a proteína seria algo benéfico para nosso 

estudo, já que o aumento da partícula pode auxiliar o sistema imune na identificação 

da proteína associada, além do efeito isolado do nanomaterial sobre sistema imune, 
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como imunoestimulador, agindo na sinalização das interleucinas e quimiocinas 

(Dykman et al.,2004). 

Consequentemente, a utilização de nanomateriais como sistema de entregas 

e/ou adjuvantes oferece uma ótima oportunidade para um aumento na ativação do 

sistema imune, referente a resposta inata, além disso pode ser capaz de induzir 

significativamente a resposta imune adaptativa com mínimo de toxicidade (Shen et 

al., 2017). 

Ao longo de décadas de processo de pesquisa lento, nos últimos anos 

ocorreu uma crescente aceleração no desenvolvimento de vacinas com a utilização 

de adjuvantes que foram aprovadas para uso em humanos. Tais adjuvantes são 

compostos de diferentes componentes em sua formulação, mas compartilham de 

algumas características-chave, como por exemplo, induz a ativação da imunidade 

inata e adaptativa, que então se traduz em respostas celulares e produção de 

anticorpos com passar do tempo. 

O atual estudo observou a elevação dos níveis de anticorpos contra um 

determinado antígeno quando utilizado nanomateriais como adjuvante. Inicialmente 

foi realizado a dosagem de anticorpos com a proteína LiHyA antes da 3o e 5o 

semanas de imunização. As imunizações ocorreram semanalmente e com 2 e 4 

imunizações já conseguimos observar um aumento de anticorpos do grupo que foi 

imunizado com adjuvante AlOH3. Tal resposta já era esperada, já que tal adjuvante é 

amplamente utilizado na prática clínica. 

Estudo de Shi et al., 2001, utilizando adjuvante a base de alumínio, 

demostrou que alteração do pH levou a um aumento na capacidade de adsorção, 

que promoveu o armazenamento do antígeno e interação com as células 

apresentadoras de antígeno, resultando em uma resposta imune mais forte. Tal 

adsorção do antígeno no alumínio desencadeia a interação com as células 

apresentadoras que ativam a resposta imune. Este processo é relatado como efeito 

causado principalmente pela alteração das características físicas dos adjuvantes a 

base de alumínio, tais alterações como carga elétrica, área da superfície, estrutura, 

entre outras (Shi et al., 2001). 

As interações dos adjuvantes a base de alumínio já estão bem descritas, 

Rimaniol et al., 2004 investigou tais interações e observaram que macrófagos com 

hidróxido de alumínio exibiam mudanças em seu fenótipo e função. As alterações de 

fenótipo observadas são semelhantes à de células dendríticas, eles também podem 
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induzir respostas imunológicas de memória específica do antígeno do tipo MHC de 

classe II, tais resultados demonstram que os macrófagos são sensíveis às vacinas 

com adjuvantes a base de alumínio. 

Além disso os adjuvantes a base de alumínio podem ativar a resposta imune 

celular através da via do inflamossoma NLRP3, que promovem a liberação de altos 

níveis de citocinas pró-inflamatórias por macrófagos, sendo IL-1B e IL-18, ativando 

assim vias inflamatórias e recrutamento de células leucocitárias, resultando em uma 

resposta imunológica mais forte (Li et al., 2007). Além disso, adjuvantes a base de 

alumínio tem papel importante no recrutamento e mobilização de monócitos 

inflamatório para local da imunização, também podem facilitar a diferenciação dos 

monócitos inflamatórios observados em resultados in vitro. O recrutamento de 

monócitos pelo adjuvante demonstrou também expressão de níveis mais altos de 

MHC de classe II. Além disso, está diferenciação dos monócitos facilitam a ida para 

linfonodo e induzir intensa proliferação de células-T (Tritto et al., 2009). 

Estudos indicaram também aumento de citocinas pro-inflamatória, como TNF-

α, estão elevados em camundongos imunizados com o adjuvante hidróxido de 

alumínio e patógeno contra hepatite B como antígeno. No mesmo estudo foi 

observado aumento na citocina IL-10, o que indica ação estimulatória do adjuvante a 

base de alumínio, que pode ativar respostas imunes, e então levar a função 

terapêutica esperada (Wang et al., 2013). Em contrapartida o hidróxido de alumínio 

tem efeito neurotóxico em camundongos dose dependente, isto demonstra uma 

nova visão no campo da segurança do adjuvante a base de alumínio (Crepeaux et 

al., 2017). 

No período de 3 semanas as NPAu e lipossoma também elevaram o nível de 

anticorpos comparado com os grupos controles, mas a utilização de adjuvante 

tradicional demonstrou ser mais efetivo até o momento. Malaczewska 2015, viu que 

efeito de NPAu administrado via oral em células leucociticas levou a um aumento na 

atividade dos fagócitos e alteração na população dos linfócitos. A atividade 

aumentada dos granulócitos e monócitos foi por um curto período após a 

administração da NPAu, que supostamente pode ser um indicativo da adaptação do 

organismo a presença deste material. Também foi observado que não ocorreram 

alterações fenotípicas entre os linfócitos até 28 dias após o contato com NPAu. Os 

autores também citam a importância de maiores estudos para verificar de forma 

mais detalhada tais resultados observados (Malaczewska, 2015). 
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Quando avaliamos 6 imunizações (semana 7) verificamos que grupo NPAu + 

LiHyA obteve um nível de anticorpos sem diferença estatística em relação ao grupo 

adjuvante AlOH3. O mesmo ocorre com grupo que utiliza lipossoma como adjuvante. 

Tal efeito dos níveis de anticorpos aumentado quando utilizando os nanomateriais 

pode ser pelo tipo de resposta do sistema imune. 

Nanopartículas reagem influenciando de maneira mais forte a captação 

celular, e as respostas imunes mais efetivas, levando a proliferação de linfócitos. Em 

contraste nanopartículas induziram maturação de células imunológicas com ativação 

mediada por células Th1 e a proliferação de linfócitos-T, de maneira dose-

dependente. Outro ponto importante é a indução a proliferação de células natural 

killer, seguindo o aumento considerável nos níveis de secreção de citocina pró-

inflamatória, sugerindo que pode representar uma ferramenta para moldar 

imunidade adaptativa, e aumentar títulos de anticorpos (Xavier et al., 2015). 

Outro ponto a ser levado em consideração é as alterações morfológicas das 

NPAu, pois podem influenciar positivamente a resposta imunológica desejável e 

esses parâmetros devem ser estudados e levados em consideração para posterior 

aplicação biológica. Um exemplo seria a utilização de polietilenoglicol em sua 

superfície, tal modificações de superfície proporciona inibição da interação com a 

superfície do nanomaterial, assim sem interação com proteínas orgânicas ou ação 

imunomoduladora, assim não levando a uma ativação imune e por consequente não 

aumentando títulos de anticorpos (Chen; Gao, 2017). Diante deste fato as 

nanoparticulas utilizados como adjuvantes neste projeto, possuíam características 

morfológicas já descritas na literatura com possível ação imunoestimulatória, isso 

soma e agregada valor sobre os nossos resultados obtidos sobre aumento no título 

de anticorpos.  

Com o intuito de verificar qual adjuvante consegue manter o título de 

anticorpo a longo prazo sem imunizações neste período, foi quantificado o título de 

anticorpos após 5 meses da última imunização. O efeito a longo prazo das 

imunizações demonstrou que ocorre uma queda nos níveis de anticorpos para todos 

os grupos testados, mas os nanomateriais utilizados neste projeto mantiveram níveis 

maiores que o adjuvante AlOH3, demonstrando ser um potencial adjuvante para uso 

a longo prazo. 

Os efeitos a logo prazo na produção de anticorpos já foram verificados 

demonstrado também em outros estudos utilizando NPAu e lipossoma, 
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funcionalizadas com antígeno específico. Na literatura já tem estudos com outros 

antígenos e NPAu, sendo que tais estudo utilizam uma previa ligação do 

nanomaterial com o antígeno utilizado (Dykman et al., 2004). Tal ligação faz com 

que o nanomaterial vire carreador do antígeno e podendo não ter o mesmo efeito 

para diferentes moléculas a serem usadas para produção de anticorpos.  

Gregoriadis et al., em 1974, demonstrou que lipossomas já havia atividade 

adjuvante, após observar potentes respostas imunológicas de anticorpos contra os 

antígenos, como o toxóide da difteria, em camundongos vacinados. Em 

contrapartida, os animais vacinados não demonstraram sinais de granulomas nos 

locais da aplicação e nem hipersensibilidade, o que normalmente ocorre nos 

adjuvantes convencionais (Allison; Gregoriadis, 1974). 

A ligação de um nanomaterial com outras moléculas podem não ocorrer e/ou 

ocorrer alterando a sua estrutura, assim podendo não causar o efeito desejado. Para 

isso o estudo de diferentes estruturas de antígenos e modelos de utilização 

diferentes vem sendo estudado. Além disso o menor efeito celular tóxico do 

adjuvante associado a um melhor efeito na produção de anticorpos tende a uma 

área que pesquisa necessária para utilização em futuras vacinas. 

Nossos resultados sobre efeito celular da administração dos nanomateriais 

sobre os tecidos analisados observaram que somente no tecido do fígado teve um 

aumento considerável na carbonilação proteína, sendo marcador de dano proteico, 

quando administrado hidróxido de alumínio. Tal processo pode estar ocorrendo pois 

no fígado onde grande parte dos fármacos e substâncias são metabolizados, este 

processo pode ter gerado a alteração observada.   

Tais resultados são corroborados por outros trabalhos, que utilizam NPAu e 

lipossomas em animais, não identificando aumento no dano celular. A utilização de 

nanopartículas via subcutâneo em modelo de camundongos, não demonstrou 

aumento de dano celular, além de mostrar uma melhora nos parâmetros oxidativos 

celular. (Haupenthal et al., 2020). Também demostrando a segurança do uso de 

nanopartículas um estudo que utiliza NPAu via intraperitoneal não demonstrou 

alteração nos níveis de carbonilação proteica. Tal estudo demonstrou que não a 

alteração nos parâmetros oxidativos, utilizando concentrações de 2,5mg/Kg de 

NPAu (Muller et al.,2017). 

O efeito a longo prazo da exposição adjuvante demonstrou um aumento do 

dano em proteínas causados pela NPAu quando analisado no baço, este processo 
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de dano celular pode ter ocorrido pelo fato da NPAu acabar acumulando mais 

facilmente no baço, além de também pela possibilidade de ter o efeito de acúmulo 

em células leucocitária, visto que poderia estar interagindo com proteína que 

posteriormente será fagocitada (Zhang et al.,2019). 

Embora de observamos um alteração do parâmetro de dano oxidativo no 

grupo NPAu, os efeitos das NPAu sobre dano oxidativo já foi demonstrado com 

possível ação antioxidante e possível ação anti-inflamatório em modelos de trauma 

muscular e lesão muscular. Tais efeitos foram avaliados com concentrações baixas 

de nanopartículas e ação tópica local das NPAu (Dohnert et al.,2012; Victor et 

al.,2012). Considerando a via de administração similar a utilizada neste projeto, 

podemos considerar efeitos antioxidantes e anti-inflamatórios das NPAu em modelo 

da doença Duchenne, o qual possui quadro inflamatório e de degeneração muscular. 

Em tal modelo as NPAu foram administradas via subcutânea e observaram 

diminuição dos parâmetros oxidativos e inflamatórios (Haupenthal et al.,2020). 

 Como observamos no nosso estudo os níveis de radicais livres, a curto 

prazo, não estão elevados no fígado e no baço, sendo que os grupos lipossoma e 

NPAu estão mais baixo que grupo controle, assim podemos sugerir que tal efeito de 

redução possa ser atribuída pela ação antioxidante das nanopartículas. Como já 

descrito anteriormente, tais nanomateriais utilizados neste trabalho já apresentam 

ação antioxidante, reduzindo os níveis de espécies reativas de oxigênio, sendo que 

tal redução não deixa ocorre desbalanço entre os níveis oxidantes, antioxidantes e 

dano celular, assim não ocorrendo estresse oxidativo (Dohnert et al.,2012; Victor et 

al.,2012; Haupenthal et al.,2020) 

 O mesmo resultado não foi observado nos demais tecidos, mas em 

contrapartida observamos um aumento nos níveis de radicais livres no tecido rim 

quando utilizado AlOH3. Tais resultados encontrados são coerentes quando 

analisamos a literatura, que discute o fato que alumínio induz citotoxicidade e 

aumento de radicais livres. Ainda sim neste mesmo trabalho foi demonstrado 

possíveis efeitos genotoxicos e carcinogênicos dos sais a base de alumínio (Willhite 

et al.,2014).  

A longo prazo nossos resultados demonstraram que grupo lipossoma está 

alterado produzindo o nível maior de radicais livres em relação ao grupo controle, 

somente no tecido baço. O efeito do lipossoma pode ser atribuído pela 

metabolização do material, além do fato que lipossoma pode estar liberando 
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lentamente o material permanecendo por mais tempo, vale ressaltar que esta 

alteração não foi alta suficiente para causar dano nas células, como já verificamos 

com as análises de dano celular. 

Outro ponto é que a possibilidade de interação dos lipossomas dom NADPH 

oxidase, sendo um mecanismo de geração radicais livres o qual já foi discutido no 

estudo de Yan et al., (2008). 

O sistema antioxidante celular analisado a logo após a última imunização e 

após período de 5 meses e observamos um aumento da atividade da enzima SOD 

nos tecidos do rim e do fígado quando utilizamos NPAu e lipossoma como 

adjuvante, no período após a última imunização, sendo este processo pode ser 

atribuído pelo fato de estar em duas vias importantes, uma de metabolização e outra 

de excreção. O mesmo não ocorreu após 5 meses, observamos um aumento da 

atividade da SOD no baço quando utilizamos NPAu, tal ação corrobora com o 

aumento já descrito do dano proteico com os mesmos parâmetros. 
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6 CONCLUSÃO 

 Nossos resultados demonstraram que a utilização de nanomateriais com 

atividade adjuvante pode ser melhor que adjuvante convencional a base de 

alumínio, visto que ele produz um título de anticorpo IgG por mais tempo. Também 

podemos observar que sobre parâmetros oxidativos nanomateriais mostram mais 

confiáveis. Tais resultados nos levam uma nova ideia de utilização de NPAu e 

lipossomas como adjuvantes, sendo uma alternativa para adjuvantes convencionais 

já utilizados. Entretanto, é necessário a investigação mais aprofundada sobre o 

mecanismo de ação e ativação do sistema imune, tendo em vista que tais materiais 

podem ter ações distintas como anti-inflamatória, antioxidante e imunomoduladora.  
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