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RESUMO 

Romani NT. Influência de diferentes quantidades de antígeno na composição de 

uma vacina anti-HIV baseada em células dendríticas [dissertação]. São Paulo: 

Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2018. 

 

Introdução: A infecção pelo HIV causa um profundo comprometimento da 

resposta imune do hospedeiro, podendo levar à aids. Várias estratégias 

terapêuticas têm sido testadas ao longo dos anos, entre elas a imunoterapia com 

células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos (MoDCs), pulsadas com 

HIV-1 inativado. Neste caso, a produção de vírus para o pulso das MoDCs 

consiste inicialmente no isolamento do vírus a partir de amostras de sangue do 

paciente e, em seguida, sua expansão em culturas de células CD4. Também 

deve ser considerado que quantidade excessiva de vírus pode ser tóxica para 

as MoDCs a serem pulsadas e do mesmo modo, quantidade insuficiente de vírus 

pode não ser efetiva para ativar uma resposta imune especifica. Neste contexto, 

a investigação do efeito de diferentes concentrações de vírus sobre o perfil 

fenotípico e funcional de MoDCs poderia auxiliar na determinação de uma 

quantidade ótima de vírus para o pulso das MoDCs e contribuir para o 

aperfeiçoamento da vacina terapêutica. Objetivo: Avaliar o efeito de diferentes 

quantidades de partículas virais, sobre o perfil fenotípico e funcional das MoDCs. 

Metodologia: Monócitos obtidos de indivíduos HIV+ foram diferenciados em 

MoDCs e pulsadas com HIV quimicamente inativado (3 partículas/MoDC, 30 

partículas/MoDC, 300 partículas/MoDC). As células foram analisadas com 

relação ao perfil fenotípico, capacidade de internalizar p24, expressão de CD38, 

HLA-DR e CD69 e a produção de IFN- por linfócitos T CD4+ e CD8+ autólogos. 

Resultados: O pulso com concentrações crescentes de vírus parece não 

interferir no perfil fenotípico e funcional das MoDCs. Conclusão: As diferentes 

quantidades de partículas virais utilizadas para o pulso parecem não ser tóxicas 

para as MoDCs estudadas, não tendo sido observadas diferenças com relação 

ao perfil fenotípico ou funcional das MoDCs. 

Descritores: HIV; células dendríticas; cultura de vírus; imunoterapia; células 

dendríticas derivadas de monócitos; apresentação do antígeno.  



 
 

SUMMARY 

Romani NT. Effect of diferente amounts of HIV particles on the pulsing MoDCs 

from HIV infected patients [dissertation]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, 

Universidade de São Paulo”; 2018. 

 

Introduction: The infection from HIV causes a profound impairment of the host 

immune response, which can lead to aids. Several therapeutic strategies have 

been tested over the years, including immunotherapy with monocyte - derived 

dendritic cells (MoDCs), pulsed with inactivated HIV-1. In this case, the 

production of virus for the pulse of the MoDCs initially consists of isolating the 

vírus from the patient’s blood samples and then it into CD4+ cell cultures. It 

should also be considered that excessive amount of virus can be toxic to the 

MoDCs to be pulsed and likewise, insufficiently amount may not be effective for 

properly activate a specific immune response. In this context, the investigation of 

the effect of different virus concentrations on the phenotypic and functional profile 

of MoDCs could assist in the determination of an optimal amount of virus for the 

pulse of the MoDCs and contribute to the improvement of the therapeutic vaccine. 

Objectives: To evaluate the effect of different amounts of viral particles on the 

phenotypic and functional profile of MoDCs. Methods: MoDCs generated from 

HIV+ individuals were differentiated into MoDCs and pulsed with chemically 

inactivated HIV (3 particles /MoDC, 30 particles /MoDC, 300 particles /MoDC). 

Cells were analyzed for phenotypic profile, ability to internalize p24, expression 

of CD38, HLA-DR and CD69, and the production of IFN- by autologous CD4 + 

and CD8 + T lymphocytes. Results: The pulse with increasing concentrations of 

virus does not seem to interfere in the phenotypic and functional profile of the 

MoDCs. Conclusion: The different amounts of viral particles used for the pulse 

appear to be non-toxic to the MoDCs studied, and no differences were observed 

regarding the phenotypic or functional profile of the MoDCs. 

Descriptors: HIV; dendritic cells; virus culture; immunotherapy; monocyte-derived 

dendritic cells, antigen presentation.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

        A infecção causada pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV), 

responsável pela Síndrome da Imunodeficiência Adquirida – AIDS, atinge cerca 

de 36.7 milhões de pessoas no mundo, segundo dados da Organização Mundial 

de Saúde (1). A principal característica desta infecção é a ativação crônica do 

sistema imune e a destruição maciça de linfócitos T CD4+, o que provoca um 

profundo comprometimento da resposta imune do hospedeiro que pode 

culminar em um quadro de imunossupressão profunda e desenvolvimento da 

AIDS (2). 

        O HIV pertence à família Retroviridae, gênero Lentivirus e sua estrutura 

consiste em um genoma de duas cópias de RNA de fita simples envoltos por um 

nucleocapsídeo associado às enzimas integrase e transcriptase reversa, que por 

sua vez está envolvido pelo capsídeo. Todo este conjunto está envolto pela 

matriz proteica localizada abaixo do envelope viral, que é composto pela 

bicamada lipídica, na qual estão inseridas as glicoproteínas gp120 e gp41 (3, 4) 

(Figura1).  

 

Figura 1 - Estrutura do HIV. Esquema ilustrativo da partícula do HIV e seus componentes. 
(Adaptado de: https://biotechin.asia/2015/07/19/structure-of-hiv-capsid-protein-in-its-native-
state-revealed/) 
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        A entrada do vírus na célula hospedeira é realizada através da ligação da 

gp120, às moléculas CD4 presentes na superfície de células T, e também em 

monócitos/macrófagos e células dendríticas (DCs). A ligação gp120/CD4 inicia 

o processo de fusão do envelope viral através da gp41 e os correceptores, CCR5 

e CXCR4 (3, 4). 

        Após a fusão do envelope viral com a célula hospedeira ocorre a entrada 

do nucleocapsídeo no interior celular, onde o RNA viral é retrotranscrito pela 

transcriptase reversa. O DNA proviral é integrado ao DNA do hospedeiro através 

da ação da integrase e assim pode permanecer quiescente. No momento em 

que a célula é ativada, o vírus utiliza os mecanismos celulares para promover 

sua replicação. Para tanto, o genoma viral é transcrito em RNA mensageiro 

(RNAm) em seguida ocorre a síntese de proteínas virais e sucessivamente novas 

partículas infecciosas são liberadas pela célula por brotamento (5) (Figura 2).  

 

Figura 2 - Ciclo replicativo do HIV. A infecção se inicia quando glicoproteínas de membrana se 
ligam aos receptores CD4 e ao CCR5 ou CXCR4 (1) levando à fusão do envelope do vírus com 
a membrana da célula hospedeira (2) o que permite a liberação do nucleocapsídeo para o interior 
celular (3).  Após o desnudamento do material genético ocorre a transcrição reversa do RNA no 
citoplasma da célula (4) seguido da entrada do DNA viral no núcleo (5) onde o material genético 
do vírus é integrado ao DNA do hospedeiro formando o provirus (6). A transcrição proviral (7) 
acontece através da ação da RNA polimerase II do hospedeiro gerando novos RNAm que ao 
saírem do núcleo (8) são utilizados como fitas moldes para a produção de proteínas virais (9). 
Após a produção das proteínas virais ocorre a montagem do vírus (10) seguido do brotamento 
(11) e liberação das partículas virais imaturas (12). Fora da célula as partículas virais imaturas 
sofrem o processo de maturação por meio da clivagem de moléculas realizada pela protease 

(13) gerando a partícula viral infecciosa (5). 
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        O HIV apresenta alta variabilidade genética e antigênica, resultado da alta 

taxa de erros na incorporação de nucleotídeos durante sua replicação, do 

processo de recombinação homóloga e da sua natureza altamente replicativa 

que constantemente produz novas mutações. Deste modo o HIV é capaz de 

responder de forma rápida e eficiente às perturbações do ambiente uma vez que 

oferece um amplo espectro de mutantes sobre os quais a seleção natural pode 

atuar (6). Tal variabilidade constitui uma das principais dificuldades para o 

desenvolvimento de vacinas. 

        No Brasil, a terapia antirretroviral altamente eficaz (HAART) é distribuída 

gratuitamente desde 1996 e tem melhorado a qualidade de vida do indivíduo 

infectado pelo HIV evitando o enfraquecimento do sistema imunológico  (7).  

        Dentre os benefícios da terapia antirretroviral destacam-se o controle da 

replicação viral, com consequente redução do risco de transmissão da doença e 

como consequência aumento na contagem de linfócitos TCD4+, que previne a 

progressão para AIDS, possibilitando a restauração ao menos parcial do sistema 

imune (8). 

        Por outro lado, principalmente em países subdesenvolvidos, uma parcela 

dos indivíduos infectados não tem acesso ao tratamento. Além disso a terapia a 

longo prazo provoca efeitos colaterais e disfunções metabólicas que 

comprometem a boa adesão ao tratamento. Tendo em vista tais fatos fazem-se 

necessárias estratégias terapêuticas complementares, para o manejo de 

indivíduos infectados pelo HIV (8-10). 

        Neste sentido, imunoterapia complementar aos antirretrovirais (ARVs) 

como os imunoterápicos, poderiam levar a uma aceleração e/ou consolidação 

da restauração imune. Na infecção pelo HIV/AIDS várias estratégias têm sido 

propostas em conjunto com o tratamento com HAART, como a administração de 

citocinas como, Interleucina-2 (IL-2) e Interleucina-7 (IL-7) que atuam no 

desenvolvimento de linfócitos T, homeostase e proliferação dessas células (8, 11, 

12). Também têm sido propostas as vacinas terapêuticas, que têm como princípio 

a administração de antígenos de HIV com o objetivo de melhorar uma resposta 



23 
 

imune específica e efetiva anti-HIV e assim auxiliar na redução da carga viral 

circulante, atuando como complemento à terapia antirretroviral(9). 

        Várias estratégias para a composição de vacinas terapêuticas têm sido 

desenvolvidas, como a utilização de partículas virais inativadas, proteínas ou 

peptídeos virais, material genético viral, isolado ou associado a vetores e o uso 

de células dendríticas (DCs) carregadas com antígenos relevantes do HIV (13). 

        As DCs são células apresentadoras de antígenos (APCs) responsáveis pelo 

reconhecimento e processamento de antígenos e apresentação destes aos 

linfócitos T específicos que estabelece um elo entre a imunidade inata a 

adaptativa (14, 15). 

        Nos tecidos periféricos, as DCs imaturas funcionam como sentinelas 

amostrando o ambiente com relação à presença de patógenos. No estágio 

imaturo estas células possuem alta capacidade de reconhecer, internalizar e 

processar antígenos, entretanto apresentam limitação para interagir com 

linfócitos T específicos e estimular resposta efetora (16). 

        Por sua vez, as DCs maduras apresentam alta capacidade de interagir com 

linfócitos T e iniciar a resposta imune adaptativa. Através da alta expressão de 

moléculas co-estimuladoras como CD80 e CD86 e o aumento dos níveis de 

moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), estas células 

migram para os órgãos linfóides secundários onde interagem com células T, para 

dar início ao processo de apresentação antigênica (17). 

O processo de apresentação antigênica consiste na exposição de 

antígenos ligados ao MHC expressos pelas DCs para linfócitos T específicos 

para tais antígenos, capazes de reconhecê-los através de seus receptores (TCR) 

(18, 19). O reconhecimento do antígeno pelos linfócitos T constitui o 1° sinal para 

a ativação. O 2° sinal é dado pela ligação entre as moléculas co-estimuladoras 

CD80 e/ou CD86 presentes na APC com a molécula CD28 presente nos 

linfócitos T. Finalmente, o estímulo pelas citocinas presentes no microambiente 

promovem o 3° sinal que, somado aos demais sinais, promovem a ativação e 

diferenciação da célula T (20).   
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Uma vez que a célula T é ativada ocorrem alterações nas moléculas de 

superfície envolvidas na resposta funcional dessa célula. Particularmente na 

infecção pelo HIV ocorre a persistência de um quadro de ativação crônica 

refletindo no aumento de expressão de marcadores de ativação de leucócitos 

como CD38 e HLA-DR (21).    

A molécula CD38 é uma ectoenzima envolvida no fornecimento de energia 

através de sinais intracelulares, como metabolismo do Ca2+ necessários ao 

processo de ativação 
(22, 23).  

Pouco se sabe sobre a função da molécula HLA-DR expressa por células 

T. Tais moléculas têm sido usadas por várias décadas para identificação de um 

fenótipo "ativado" de células T (23). 

A proteína de membrana CD69 também está associada à ativação sendo 

a primeira a ser sintetizada e expressa na superfície da célula, do mesmo modo 

está envolvida com a saída de células T dos órgãos linfóides através da redução 

na expressão do receptor 1 de esfingosina 1-fosfato (S1PR1).  Células T ativadas 

ficam retidas nos órgãos linfóides até que sinais como proliferação e 

diferenciação de células de memória efetoras sejam iniciados. Após a divisão 

celular essas células voltam a expressar altos níveis de S1PR1 permitindo a 

saída de células T ativadas dos órgãos linfóides (24, 25).  

Uma vez que o processo de apresentação antigênica tenha sido realizado 

o perfil da resposta de células T vai depender da natureza do antígeno 

apresentado, do tipo de estímulo e do microambiente durante o processo de 

apresentação antigênica. Assim sendo, ocorre a diferenciação de células TCD4+ 

em subtipos de células T auxiliares como Th1, Th2, Th17 e linfócitos T 

reguladores (Treg). 

No contexto da resposta à infecção pelo HIV, células Th1 parecem estar 

associadas à proteção e sua diferenciação está relacionada à presença de IL-12 

no microambiente. Estas células produzem altos níveis de IFN-, importante para 

a ativação de macrófagos, que auxilia na eliminação de células infectadas por 

meio da liberação de citocinas pró-inflamatórias como TNF. Em contrapartida, a 
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produção da Interleucina-10 (IL-10) inibe o desenvolvimento de respostas tipo 

Th1, promovendo um ambiente supressor que muitas vezes pode favorecer 

infecções oportunistas. A IL-10 também está envolvida na ativação de respostas 

induzidas pelas células Treg, que impedem o dano tecidual causado pela 

ativação generalizada das células T. Por outro lado, pode ser prejudicial por 

contribuir com a persistência viral devido à supressão nociva causada pela 

ativação. Alguns estudos associam a interação entre Tregs e outro subtipo 

celular denominado Th17, células importantes para a proteção contra infecções 

fúngicas e bacterianas extracelulares, tendo como papel induzir a inflamação 

através da interleucina-17 (IL-17) (25-32). Prendergast e colaboradores (2010)(33) 

demonstraram que a depleção de células Th17 em sangue periférico pode 

prejudicar a imunidade da mucosa limitando a reconstituição dessas células, por 

meio da redução de células CD4. Neste caso também foi associado a um declínio 

gradual em Tregs nos indivíduos infectados pelo HIV promovendo a ativação 

imune. 

Por sua capacidade ímpar em estimular e direcionar a resposta imune 

específica, as DCs têm sido utilizadas em protocolos clínicos de imunoterapia. 

Os primeiros estudos eram direcionados para o tratamento de tumores e 

posteriormente iniciaram-se os estudos no contexto de doenças infecciosas 

como a infecção pelo HIV. 

        Por serem relativamente escassas na circulação, a aplicação das DCs em 

protocolos de imunoterapia somente foi possível com o desenvolvimento de 

técnica capaz de diferenciar estas células a partir de um precursor facilmente 

disponível. Neste sentido Sallusto e Lanzavecchia (34) demonstraram em estudos 

in vitro que monócitos na presença de GM-CSF e IL-4 poderiam se diferenciar 

em células com características de DCs, sendo denominadas células dendríticas 

derivadas de monócitos (MoDCs). Tal fato permitiu a obtenção destas células 

em larga escala, tornando possível sua aplicação em protocolos clínicos de 

imunoterapia. 

Até o presente mais de 12 ensaios clínicos de imunoterapia baseada em 

MoDCs para indivíduos infectados pelo HIV já foram publicados, totalizando mais 

de 200 pacientes estudados (35). De modo geral foi constatado tratar-se de um 
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procedimento seguro, uma vez que efeitos colaterais mínimos foram observados 

durante o seguimento vacinal. Os resultados de eficácia, por sua vez, 

demonstram que alguns pacientes são capazes de responder à vacina, enquanto 

em outros a vacina não é capaz de promover alterações na carga viral (36). 

Para seu uso em imunoterapia antiviral, alguns requisitos são necessários 

para que a MoDC efetivamente exerça sua função de apresentar antígenos e 

estimular uma resposta específica, como por exemplo o estágio de maturação e 

o tipo de antígeno a ser apresentado ao linfócito. 

Com relação ao tipo de antígeno para o carregamento das MoDCs, uma 

variedade de opções tem sido proposta, tanto em ensaios in vitro como ensaios 

clínicos, por exemplo a utilização de peptídeos e vetores virais carreando 

antígenos relevantes, a introdução de fragmentos de HIV através de 

eletroporação e pulso com vírus inativado (37). Até o presente os resultados de 

protocolos clínicos mais promissores em termos de controle viral são os que 

utilizaram vírus inteiro e inativado (38, 39). 

A obtenção de vírus é realizada através da expansão, em geral de vírus 

autólogos, isolados do paciente em culturas celulares. Para seu uso em 

protocolos clínicos, é necessário que estes vírus sejam inativados. A inativação 

pode ser realizada fisicamente, por exemplo através de calor, ou quimicamente 

através de agentes oxidantes como o Aldrithiol-2 (AT-2). A diferença entre os 

dois métodos reside no fato da inativação por calor desnaturar as proteínas 

virais. Por sua vez, a inativação química mantém o vírus estrutural e 

conformacionalmente íntegro capaz de se ligar e se fundir à membrana da célula 

alvo, porém incapaz de produzir qualquer novo vírion (40).  

A obtenção de vírus inativado é um processo laborioso, que requer 

inicialmente o isolamento do HIV a partir de amostras de sangue periférico e 

posterior expansão dos vírus em culturas de células CD4+ autólogas ou 

alogênicas (41, 42). No caso de um protocolo clínico, no qual o produto vacinal 

deve ser produzido em condição GMP (good manufacturing practice), o processo 

torna-se ainda mais complexo. 
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Os protocolos clínicos de vacina de MoDCs pulsadas com vírus inativado 

por processo físico ou químico em geral utilizam 1 bilhão de partículas de HIV 

inativado (109) para cada dose de vacina de 30 milhões de MoDCs (3x107), cerca 

de 30 partículas/DC. 

Considerando que dentre os estudos publicados até o presente nem todos 

os pacientes foram capazes de responder à vacina com MoDCs pulsadas, que 

o estímulo de uma resposta eficiente está relacionado à quantidade ótima de 

estímulo, e que não há relatos na literatura referentes à quantidade ótima de 

vírus para o pulso de MoDCs, consideramos importante averiguar o efeito de 

diferentes concentrações de vírus sobre o perfil fenotípico das MoDCs e sobre o 

estímulo de uma resposta celular. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 

A produção de vírus para o pulso de MoDCs a serem utilizadas em 

protocolos de vacina terapêutica constitui um processo complexo e laborioso, 

que requer inicialmente o isolamento do vírus a partir de amostras de sangue do 

paciente e em seguida sua expansão em culturas de células CD4+. Tal etapa 

constitui fator limitante para a produção da vacina, uma vez que necessita de 

uma grande quantidade de células autólogas e demanda um tempo considerável 

para a produção. Por sua vez, o rendimento viral depende diretamente do fitness 

viral e da qualidade das células CD4 nas quais o vírus vai ser expandido. 

Além disto, quantidades altas de vírus podem ser tóxicas para as MoDCs 

pulsadas e do mesmo modo, quantidade baixa de vírus pode não ser efetiva para 

ativar uma resposta imune especifica. 

Neste contexto, a investigação do efeito de diferentes concentrações de 

vírus sobre o perfil fenotípico e funcional de MoDCs pode auxiliar na 

determinação de uma quantidade ótima de vírus para o pulso das MoDCs e 

contribuir para o aperfeiçoamento da vacina terapêutica. 

Ressaltamos que neste trabalho os dados principais referem-se ao estudo 

com IL4-DCs, que são as MoDCs mais comumente utilizadas em protocolos 

clínicos. Ao longo do desenvolvimento deste trabalho, entretanto, cresceu o 

interesse do grupo na utilização de células polarizantes para resposta Th1, 

denominadas aDC1. Considerando a possibilidade futura de avaliar as aDC1 em 

protocolo clínico, ensaios preliminares foram realizados com estas células, em 

número limitado de amostras (n=3-4), e estes resultados são também 

apresentados nesta dissertação.  
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3. HIPÓTESE 

 

 

O pulso de MoDCs com concentrações diferentes de HIV inativado do 

convencionalmente utilizado (proporção de 30 partículas/MoDC) pode alterar o 

perfil fenotípico e funcional das MoDCs, modificando a resposta antigênica. 
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4. OBJETIVOS 

 

 

Geral: Avaliar o efeito do pulso de MoDCs com diferentes proporções de 

HIV inativado (3 partículas/MoDC, 30 partículas/MoDC, 300 partículas/MoDC) 

sobre seu perfil fenotípico e funcional. 

 

Específicos: 

Avaliar o efeito de diferentes quantidades de vírus sobre: 

 a expressão de moléculas de superfície como CD14, CD80, CD86, CD83, CD40, 

HLA-DR, DC-SIGN, CCR5; 

 a viabilidade das MoDCs; 

 a capacidade de internalização dos vírus pelas MoDCs; 

 a capacidade das MoDCs em estimular uma resposta de células T.  
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5. METODOLOGIA 

 

 

5.1 Casuística 

Para este estudo utilizamos células mononucleares do sangue periférico 

(PBMC) obtidas por leucaférese e estoques virais, correspondente ao material 

excedente de 6 pacientes, participantes de estudo clínico de vacinação 

terapêutica. Tal estudos foi registrado e aprovado no Comitê de Ética para 

análise de projetos de pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo sob número 0791/09 cujo 

armazenamento de amostras estava previsto e foi autorizado pelos participantes. 

Adicionalmente mais 6 pacientes foram recrutados para obtenção de amostras 

de sangue periférico através de punção venosa simples, totalizando 12 

indivíduos incluídos no estudo. 

Todos os pacientes doadores das amostras foram convidados a autorizar 

a utilização deste material segundo os objetivos desta pesquisa. O presente 

trabalho está registrado e aprovado pela CAPPesq sob número 1.192.234. 

Na tabela abaixo é possível observar características de 12 pacientes, 

sendo que para os 6 primeiros foram utilizadas amostras congeladas, 

remanescentes do estudo clínico e os últimos 6 pacientes não são participantes 

do estudo clínico e doaram amostras coletadas por meio de punção venosa 

simples e as células não foram previamente congeladas.  
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Tabela 1 - Características dos indivíduos HIV+ participantes do estudo com 
relação ao gênero, idade, contagem de células TCD4+ e carga viral (CV) 

Sujeitos 
da 

pesquisa 
Gênero 

Tempo desde 
a primeira 

evidência da 
infecção (1-

15 anos) 

Idade 

Uso de 
terapia 
antirre-
troviral 

Contagem 
de células 

TCD4+ 
(céls/µL) 

CV 

(cópias/
mL)* 

1 M 1 39 Não 322 6.693 

2 F 4 27 Não 707 7.280 

3 M 1 28 Não 427 40.843 

4 M 4 40 Não 648 27.564 

5 F 6 39 Não 439 2.931 

6 M 1 36 Não 1.509 30.918 

7 F 6 45 Sim 922 < 40 

8 M 4 33 Sim 684 < 40 

9 M 1 30 Sim 968 < 40 

10 M 1 64 Sim 657 < 40 

11 M 6 49 Sim 1072 < 40 

12 M 6 56 Sim 1057 < 40 

Média - 3,4 40 - 784,33 9705 

* Os valores indicados como <40 cópias/mL foram consideradas como 40 

cópias/mL para a realização da média. M: masculino; F: feminino. 

 

5.2 Expansão e Inativação Viral 

Estoques virais obtidos dos isolados anteriormente utilizados no protocolo 

clínico foram reativados através da inoculação do vírus em culturas de PBMCs 

provenientes de indivíduos sadios, em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco Life 

Technologies®/ USA) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB - 
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Gibco®/ USA) e ativadas com 20 UI/mL de IL-2 (PeproTech®/ USA) e 1% de 

fitohemaglutinina (PHA - Gibco®/ USA). As culturas foram realimentadas 

semanalmente com novas PBMCs ativadas e o meio de cultura foi trocado a 

cada 3 dias. 

Os sobrenadantes da cultura contendo os vírus em expansão foram 

armazenados a -80ºC até atingir cerca de 300 mL e posteriormente 

descongelados e inativados com Aldrithiol-2 (2,2′-Dipyridyl disulfide, AT-2). Para 

tanto os sobrenadantes foram incubados em banho-maria a 37ºC sob agitação 

por uma hora com 250 µM de AT-2 e em seguida concentrados através da 

centrifugação por 20 minutos a 3500 rpm em filtros Centricon Millipore 100 kDa. 

O material concentrado foi em seguida ultracentrifugado para purificação 

do vírus e remoção do AT-2 utilizando gradiente de sacarose à 20% em tampão 

TNE (20mM de Tris/HCl, 20 mM de NaCl e 2,5 mM de EDTA; pH 7,5). Foram 

realizadas duas ultracentrifugações (L80 Beckman, rotor de ângulo móvel - 

SW41 Ti) a 4ºC por 1 hora a 100.000 x g cada. Posteriormente foi obtida uma 

alíquota para o processo de quantificação de RNA através do equipamento 

Abbot RealTime HIV-1. O vírus purificado e inativado foi estocado a -80° até o 

momento de ser utilizado.  

As culturas de cada um dos três isolados foram expandidas separadamente 

e os pools foram constituídos após o processo de inativação e purificação viral. 

 

5.3 Obtenção de MoDCs 

5.3.1 Obtenção de IL4-DCs imaturas 

PBMCs armazenadas em nitrogênio líquido foram descongeladas em 

banho-maria a 37°C e em seguida foram realizadas duas lavagens com solução 

salina a 600 g por 10 minutos a 15°C. Ao fim das lavagens a suspensão celular 

foi distribuída em placa de cultura de 24 poços a uma concentração de 5x106/mL 

em meio de cultura RPMI 1640 e incubado durante 2 horas em estufa de CO2 a 

37°C. Ao final do período de incubação as células não aderentes foram 
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removidas e as células aderentes (predominantemente monócitos) foram 

mantidas e cultivadas em meio AIM-V (Gibco®/ USA) por 5 dias na presença de 

50 ng/mL de Granulocyte-macrophagecolony-stimulating-factor (PeproTech®/ 

USA) e IL-4 (PeproTech®/ USA) na mesma concentração, para obtenção de IL-

4 MoDCs imaturas.  

 

5.3.2 Obtenção de aDC1s imaturas 

Para a obtenção de aDC1 foram utilizadas amostras de cerca de 70 mL de 

sangue periférico, coletados de indivíduos infectados pelo HIV. PBMCs foram 

obtidas por meio do gradiente de densidade Ficoll/Hypaque (GE healthcare/ 

Sweeden) seguido de duas lavagens com solução salina a 600 g por 10 minutos 

a 15°C. A suspensão celular foi distribuída igualmente em placa de cultura de 24 

poços a uma concentração de 5x106/mL em meio de cultura RPMI 1640 e 

incubado durante 2 horas em estufa de CO2 a 37°C. Células não aderentes foram 

congeladas por meio da solução de congelamento (SFB + 20% de 

Dimetilsulfóxido - DMSO) para uso posterior. Células aderentes foram mantidas 

e cultivadas durante 5 dias em meio de cultura IMDM (Gibco®/ USA) contendo 

10% SFB na presença de 100ng/mL de GM-CSF (PeproTech®/ USA) e 

200ng/mL de IL-4 (PeproTech®/ USA) para obtenção de aDC1 imaturas. 

 

5.3.4 Pulso com HIV 

No quinto dia de cultura as MoDCs imaturas (IL4-DCs e aDC1) 

diferenciadas a partir dos monócitos foram pulsadas com vírus inativado por AT-

2 em diferentes quantidades, na proporção de 3, 30 ou 300 partículas virais por 

MoDC incubando-se durante quatro horas em estufa a 37°C e 5% de CO2. 

 

5.3.5 Obtenção de IL4-DCs maduras 

Após o período de pulso viral foram realizadas lavagens para remoção de 

vírus eventualmente não internalizados pelas MoDCs. Em seguida as IL4-DCs 
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imaturas foram ativadas com coquetel de citocinas pró-inflamatórias utilizando 

50ng/ml de Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-α - PeproTech®/ USA), 10 ng/mL 

de Interleucina-1 beta (IL-1β - PeproTech®/ USA); e 100 ng/mL de Interleucina-

6 (IL-6 - PeproTech®/ USA), além de IL-4 e GM-CSF nas concentrações 

anteriormente utilizadas. As células continuaram em cultura por mais 48 horas 

até finalizar o processo de maturação. O controle do ensaio foi constituído por 

IL4-DCs não pulsadas com HIV, mas igualmente tratadas com coquetel de 

citocinas. No sétimo dia as IL4-DCs foram retiradas da placa de cultura através 

de banho de gelo. 

 

5.3.6 Obtenção de aDC1 maduras 

Após o período de incubação para o pulso viral os vírus não internalizados 

foram igualmente descartados. Logo após as aDC1 imaturas foram ativadas com 

coquetel de citocinas pró-inflamatórias contendo 50ng/mL de TNF- α, 25ng/mL 

de IL-1β, 20µg/mL de Ácido polinosínico-policitidínico (Poly I:C - (Sigma-

Aldrich®/ USA), 1000IU/mL de Interferon-Alfa (IFN-α) e 1000 UI/mL de 

Interferon-Gama (IFN-), (ambos Miltenyi Biotec/ Germany). As células 

continuaram em cultura por mais 48 horas até finalizar o processo de maturação. 

O controle do ensaio foi constituído por MoDCs não pulsadas com HIV, mas 

igualmente tratadas com coquetel de citocinas. No sétimo dia as MoDCs foram 

retiradas da placa de cultura como anteriormente descrito.  

 

5.4 Avaliação da internalização de HIV pelas MoDCs 

5.4.1 Quantificação de partículas virais internalizadas 

PBMCs de 5 indivíduos saudáveis e 5 pacientes HIV+ foram 

acondicionadas em placa de 96 poços fundo "chato" a uma concentração de 

1x106/mL em meio de cultura RPMI 1640 para obtenção de MoDCs imaturas 

(IL4-DCs ou aDC1). No 5º dia de cultura as células foram pulsadas com 

diferentes concentrações de vírus quimicamente inativados (proporção de 3, 30 

e 300 partículas virais/célula) durante 2 horas. Como controle positivo as MoDCs 
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foram incubadas com vírus R5 infectivo HIV-1 NL4-3 AD8 (pNL (AD8) com MOI 

de 0,5 partículas, gentilmente cedido pela Profª Bruna Alencar, Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo.   

Ao final do processo de pulso viral o material eventualmente não 

internalizado foi removido por meio de lavagem exaustiva e as células 

descoladas por meio da incubação com 50ul de tripsina durante 30 minutos. 

Logo após, as células foram transferidas para placa fundo "V" e 

centrifugada a 1500 rpm durante 10 minutos. Após obter o pellet de células o 

sobrenadante foi descartado e então adicionado o tampão de lise contendo o 

inibidor de protease (Pierce™ - ThermoFisher/ USA). A placa foi incubada no 

gelo durante 30 minutos. 

Por fim, foi realizada uma centrifugação a 2400 rpm durante 10 minutos e 

o sobrenadante coletado e armazenado a -80ºC. 

Posteriormente após a coleta de todas as amostras realizou-se a 

quantificação da proteína p24 por meio da técnica de ELISA, seguindo as 

recomendações do fabricante, kit HIV-1 p24 Antigen ELISA – RETROtek/ USA. 

 

5.4.2 Análise de internalização de partículas por Microscopia Confocal 

A internalização de partículas de HIV por MoDCs foi avaliada através de 

microscopia confocal. Os ensaios foram realizados com amostras de indivíduos 

sadios e pacientes HIV+. MoDCs imaturas foram obtidas como anteriormente 

descrito com a diferença que foram cultivadas sobre lamínulas e não diretamente 

no poço da placa de cultura. 

No quinto dia, as células foram submetidas ao pulso viral com diferentes 

quantidades de vírus inativado por AT-2 (na proporção de 3, 30 ou 300 

partículas/MoDC) ou vírus infectivo HIV-1 NL4-3 AD8 (MOI de 0.5 partículas) 

para controle positivo. As células foram incubadas durante 2 horas em estufa de 

CO2 a 37°C. O controle negativo (basal) foi constituído por MoDCs não pulsadas 

com HIV, mas igualmente manipuladas. 
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Ao fim do período de incubação foram realizadas lavagens com PBS para 

remoção de vírus eventualmente não internalizado. Em seguida as células foram 

fixadas com Paraformaldeído 4% (Labsynth®/ Brasil) por 15 a 20 minutos.   

Para a marcação com o anticorpo primário, as células foram lavadas 

novamente com PBS e na sequencia permeabilizadas e bloqueadas com 

solução de 2% soro albumina bovina e 0,5% de Saponina (PBS BSA Saponin 

1x) por 15 minutos. Em seguida o material foi marcado com o anticorpo primário, 

anti-p24 (Abcam®/ UK) diluído 1:50 em PBS BSA Saponin 1x (Tabela 2) e a 

lamínula foi incubada por uma hora à temperatura ambiente. 

Posteriormente procedeu-se à incubação com o anticorpo secundário, anti-

mouse Alexa-Fluor 488 (Thermo Fisher®/ USA) diluído 1:300 em PBS BSA 

Saponin 1x, (Tabela 2) por uma hora a temperatura ambiente, protegido da luz. 

Logo após procedemos o processo de montagem das lâminas com o reagente 

Vectashield® (Vector Laboratories/ USA) contendo 4,6-diamidino-2-phenylindole 

(DAPI) na concentração de 1,5 µg/mL. As lâminas montadas foram mantidas à 

temperatura ambiente por cerca de uma hora para secagem e conservadas a 

4ºC. 

A leitura das lâminas consistiu na excitação das fluorescências de Alexa-

Fluor 488 (conjugada à p24) e DAPI utilizando o laser Hélio-Neônio (HeNe) 

633nm e o Laser de estado sólido 405nm. O equipamento utilizado foi o Sistema 

Confocal/Zeiss LSM 780-NLO, disponibilizado pelo Centro de Facilidades para 

Pesquisa - CEFAB- ICB/USP. As imagens foram analisadas por meio do 

software ZEN Black 2.3 (Zeiss). 

 

Tabela 2 - Relação de anticorpos utilizados na imunofluorescência indireta. 

Anticorpos Especificidade Espécie Clone 
Diluição 

Utilizada 
Fluoróforo Fabricante 

Primários P24 HIV-1 Mouse 39/5.4A 1:50 - Abcam 

Secundários Mouse-IgG1 Donkey Policlonal 1:300 AF488 
Thermo 

Fisher 
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5.5 Ensaio para avaliação da produção de IL-12p70 e IL-10  

Citocinas IL-12p70 e IL-10 presentes nos sobrenadantes do 7º dia de 

cultura de DCs tiveram suas concentrações avaliadas por meio de ELISA, 

utilizando-se os kits Human IL-12p70 ELISA Ready-SET-Go® (eBioscience/ 

USA) e Human IL-10 ELISA Ready-SET-Go® (eBioscience/ USA) de acordo com 

as especificações do fabricante.  

Resumidamente placas de ELISA meia área high binding (Corning/ USA) 

foram sensibilizadas com o anticorpo de captura, em seguida foram bloqueadas 

e as amostras plaqueadas. Anticorpos de detecção foram incubados e a reação 

foi revelada através de substrato cromógenos, seguida da adição de solução de 

bloqueio.  

A leitura do experimento foi realizada em equipamento Elx800TM 

Absorbance Microplate Reader (BioTek) com comprimento de onda equivalente 

a 450nm. A sensibilidade da curva foi de 4 a 500pg/mL para IL-12p70 e 2 a 300 

pg/mL para IL-10. 

 

5.6 Protocolo de cocultivo  

O perfil funcional das MoDCs foi avaliado através de cocultivo destas 

células com linfócitos. Para isso PBMCs autóloga foram descongeladas e 

depletadas de células aderentes (monócitos). As células não aderentes 

(predominantemente linfócitos) foram mantidas em repouso em meio RPMI 1640 

suplementado com 10% SFB por aproximadamente 18 horas, tempo após o qual 

foram co-cultivadas com as MoDCs.  

Para tanto, linfócitos foram cultivados com MoDCs maduras, pulsadas ou 

não com diferentes quantidades de vírus, na proporção de 5:1 (linfócito:MoDC). 

As células foram cultivadas por 72 ou 96 horas em placa de 96 poços de fundo 

em U, em meio AIM-V suplementado com 10% de soro AB humano (SAB - 

Sigma-Aldrich®/ USA) (para IL-4DCs) ou IMDM suplementado com 10% de SFB 
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(para aDC1) para o co-cultivo entre linfócitos e IL4-DC ou aDC1, 

respectivamente. 

O controle positivo (C+) consistiu em culturas estimuladas com Phorbol 12-

Myristate 13-Acetato/ Ionomycin (PMA/IONO - Sigma-Aldrich®/ USA) na 

concentração de 2 μg/mL e 10 μg/mL respectivamente, por 25 horas. Brefeldina 

(BFA - Sigma-Aldrich®/ USA) foi acrescentada 24 horas antes do término da 

cultura, na concentração de 20 μg/ mL em todos os poços. 

 

5.7 Citometria de fluxo 

A análise do perfil fenotípico e funcional das MoDCs pulsadas com 

diferentes quantidades de vírus e também dos linfócitos estimulados nos ensaios 

de co-cultivo foi realizada através de citometria de fluxo utilizando-se o 

equipamento LSRFortessa (Becton, Dickinson and Company - BD). Foram 

adquiridos no mínimo 50.000 eventos de cada amostra com auxílio do programa 

DIVA. A análise foi realizada utilizando o software FlowJo®. 

 

5.7.1 Avaliação da viabilidade celular 

A viabilidade das células manipuladas nos ensaios de caracterização 

fenotípica e funcional por citometria de fluxo foi monitorada por meio do marcador 

Live/Dead Fixable Aqua stain (Life Technologies®/ USA), constituído por um 

corante fluorescente capaz de se ligar a proteínas (amina) que se encontram em 

células mortas, permitindo assim a distinção entre células vivas. 

Para tanto, conforme preconizado pelo fabricante células na concentração 

de 2x105/100µL foram incubadas por 30 minutos a 4°C com o reagente 

Live/Dead em 500 µL de PBS (tampão fosfato-salina) por tubo. Logo após esse 

período, as células foram lavadas através de uma centrifugação a 600g por 5 

minutos com 500μL de PBS e adquiridas em citômetro de fluxo.  
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5.7.2 Marcação extracelular 

Para a marcação extracelular, as células foram incubadas com os 

anticorpos monoclonais para avaliação fenotípica de MoDCs (Quadro 1) e 

linfócitos T (Quadro 2) e mantidas sob refrigeração (4ºC) protegidas da luz 

durante 20 minutos, seguido de uma lavagem a 600g por 5 minutos com 400µL 

de tampão de coloração (0,2% de BSA em PBS) e, posteriormente, foi 

adicionada a solução isotônica BD FACS Flow® (BD Biosciences).  

A análise dos resultados obtidos foi realizada através do software FlowJo®, 

em que primeiramente foi realizada a estratégia de gate a fim de eliminar 

possíveis variações dos lasers que tenham ocorrido durante a aquisição das 

amostras, seguido da delimitação da população de interesse com bases nos 

parâmetros de tamanho e granulosidade, característicos destas células. Em 

seguida, um gate foi desenhado para delimitar a população de células vivas, com 

base na marcação por Live/Dead e por fim foi selecionada a população de 

células CD11c+ (para MoDCs) ou CD3+ (para linfócitos) (Figura 3), a partir das 

quais foram avaliados os marcadores de interesse estudados. 
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Quadro 1 - Anticorpos monoclonais utilizados para a caracterização fenotípica de 
MoDCs. 

 

DCs 

 

Anticorpo Fluorocromo Clone Função 

Anti-CD11c Alexa Fluor 700 B-ly6 
Marcador de 

MoDCs mielóides 

Anti-CD80 PE L307.4 
Molécula 

coestimuladora 

Anti-CD86 FITC 2331 
Molécula 

coestimuladora 

Anti-CD83 APC HB15e 
Marcador de 

maturação 

Anti-CD40 APC-H7 5C3 
Molécula 

coestimuladora 

Anti-DC-sign PE-Cy7 eB-h209 
Receptor para o 

HIV-1 

Anti-HLA-DR FITC G46-6 
Apresentação de 

antigenos 

Anti-CD14 PE M5E2 
Marcador de 

monócitos 

Anti-CCR5 V450 2D7 
Receptor para o 

HIV 

Anti-CD4 PE-Cy5 RPA-T4 
Receptor para o 

HIV 
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Figura 3 - Esquema representativo da estratégia de análise para a caracterização fenotípica das 
MoDCs (IL4-DC). Estratégia de gate utilizada para a caracterização da expressão de marcadores 
de superfície das MoDCs segundo a estratégia de gate PE versus Time (A), critérios de tamanho 
versus granulosidade (SSC-A x FSC-A) (B), células vivas utilizando a estratégia SSC x Live-
Dead (C), finalmente um gate de células selecionando os marcadores que definem a população 
de células CD11c+ (D). A partir dessa análise os demais marcadores característicos das MoDCs 
foram estudados 
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Figura 4 - Esquema representativo da estratégia de análise para a caracterização fenotípica das 
MoDCs (aDC1). Estratégia de gate utilizada para a caracterização da expressão de marcadores 
de superfície das MoDCs segundo a estratégia de gate PE versus Time (A), critérios de tamanho 
versus granulosidade (SSC-A x FSC-A) (B), células vivas utilizando a estratégia SSC x Live-
Dead (C), finalmente um gate de células selecionando os marcadores que definem a população 
de células CD11c+ (D). A partir dessa análise os demais marcadores característicos das MoDCs 
foram estudados. 
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Quadro 2 - Anticorpos monoclonais utilizados para a caracterização fenotípica de 
linfócitos. 

  

Linfócitos 

Anticorpo Fluorocromo Clone Função 

Anti-CD3 V450 UCHT1 
Correceptor de 

linfócitos T 

Anti-CD4 PECy5 RPA-T4 

Correceptor de 

linfócitos T 

auxiliares 

Anti-CD8 APC-H7 SK1 

Correceptor de 

linfócitos T 

citotóxicos 

Anti-CD38 PE-CF594 HIT-2 
Marcador de 

ativação 

Anti-CD69 PE FN50 

Ativação Precoce 

de antígeno de 

célula T 

Anti-HLA-DR FITC G46-6 
Marcador de 

ativação 
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Figura 5 - Esquema representativo da estratégia de análise para a caracterização do perfil de 
ativação linfocitária com estimulo das MoDCs. Estratégia de gate utilizada para a caracterização 
da expressão do perfil de ativação linfocitária segundo a estratégia de gate PE versus Time (A), 
critérios de tamanho versus granulosidade (SSC-A x FSC-A) (B), células vivas utilizando a 
estratégia SSC x Live-Dead (C), gate de células selecionando os marcadores que definem a 
população de células CD3+ (D) e finalmente gates selecionando a população de células 
específicas para analisar (E). A partir dessa análise os demais marcadores característicos para 
ativação foram estudados. 

 

Por meio do marcador de viabilidade Live/Dead foi possível analisar a 

viabilidade das MoDCs durante o cocultivo entre 72 horas e 96 horas. A 

estratégia de gates foi realizada do mesmo modo, primeiramente eliminando 

possíveis variações dos lasers que tenham ocorrido durante a aquisição das 

amostras, seguido da delimitação da população de MoDCs com bases nos 

parâmetros de tamanho e granulosidade, por fim um gate delimitando a 

população de células vivas (Figura 6). 
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Figura 6 - Esquema representativo da estratégia de análise para a viabilidade das MoDCs 
durante o cocultivo com linfócitos T. Estratégia de gate utilizada para a caracterização da 
expressão da viabilidade das IL4-DCs e α-DC segundo a estratégia de gate PE versus Time (A), 
critérios de tamanho versus granulosidade (SSC-A x FSC-A) (B), células vivas utilizando a 
estratégia SSC x Live-Dead (C).  

   

5.7.3 Marcação intracelular 

Os linfócitos previamente submetidos à marcação extracelular foram 

permeabilizados utilizando-se 300µL da solução BD Perm/Wash® (BD 

Cytofix/Cytorperm® Fixation/Permeabilization Kit/ USA) seguida de incubação 

20 minutos a 4°C e no escuro. Posteriormente as células foram lavadas duas 

vezes (600g a 5 minutos) com 400µL da solução BD Perm/Wash® (BD 

Cytofix/Cytorperm® Fixation/Permeabilization Kit/ USA). Em seguida foi 

adicionado em cada amostra 25µL da solução permeabilizante Perm/Wash 

juntamente com o anticorpo monoclonal intracelular (Quadro 3) e incubados a 

4ºC e protegidos de luz durante 30 minutos. Por fim, os linfócitos foram 

ressuspendidos em solução isotônica BD FACS Flow® (BD Biosciences/ USA). 

A análise dos resultados obtidos também foi realizada através do software 

FlowJo®, em que primeiramente foi realizada a estratégia de gate a fim de 

eliminar possíveis variações dos lasers que tenham ocorrido durante a aquisição 

das amostras, seguido da delimitação da população de interesse com bases nos 

parâmetros de tamanho e granulosidade, característicos destas células. Em 

seguida, um gate foi desenhado para delimitar a população de células vivas e 

por fim foi selecionado a população de células CD3+, na qual a partir dessa 

análise foram avaliados os marcadores de interesse estudados, finalizando com 

uma seleção em que apresentasse positividade para o marcador IFN-. Foi 
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utilizada a mesma estratégia de gate realizada para avaliar a ativação celular 

(Figura 5). 

 

Quadro 3 - Anticorpo monoclonal utilizado para avaliação da produção de citocinas por 
linfócitos T. 

Linfócitos 

Anticorpo Fluorocromo Clone Função 

Anti-IFN- PE B27 
Citocina com 

atividade antiviral 

 

5.8 Análise Estatística 

Os gráficos e a análise estatística foram realizados através do Software 

Prisma 5.0, versão 5.01 (GraphPad Software, Inc.). Foi utilizado o teste one-way 

Anova para comparar as diferentes variáveis sendo dados pareados e não 

paramétricos. As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes 

quando o p obtido foi < 0,05. 
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6. RESULTADOS 

 

 

6.1 Cultura de vírus 

Estoques virais provenientes de três indivíduos infectados pelo HIV foram 

expandidos separadamente em sistema alogênico para a constituição do pool de 

vírus utilizado para o pulso das MoDCs. A cada semana, as culturas foram 

alimentadas com PBMCs previamentes ativadas, provenientes de indivíduos 

saudáveis.  

Em média cada cultura levou duas semanas para que o sobrenadante 

apresentasse positividade, para a presença de HIV. Para a obtenção de 

quantidade suficiente de vírus para os ensaios deste projeto as culturas foram 

mantidas durante dois meses, em média, como mostra a Tabela 3. 

Após a concentração e purificação do vírus foi obtido um total de 85,7x109 

partículas virais.  

 

Tabela 3 - Características das culturas de expansão viral 

Paciente 
Tempo de 

positividade 

Tempo total 

de cultura 

Volume 

armazenado 

positivo 

1 10 dias 39 dias 20 mL 

2 18 dias 60 dias 520 mL 

3 11 dias 41 dias 360 mL 
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6.2 Análise do efeito do pulso viral sobre IL4-DCs 

6.2.1 Aspecto morfológico de IL4-DCs derivadas de indivíduos infectados 
pelo HIV 

A avaliação do aspecto morfológico das IL4-DCs em cada fase do processo 

de diferenciação e ativação, foi realizada por meio de microscopia óptica. Para 

tanto, monócitos de 10 indivíduos infectados pelo HIV foram diferenciados em 

IL4-DCs.  

Observamos que houve mudanças no aspecto morfológico das células ao 

longo do processo de diferenciação. As IL4-DCs maduras (após estimulo com 

citocinas pró-inflamatórias) apresentaram a um aspecto mais espraiado e 

fusiforme comparadas às imaturas (Figura 1).  

 

Figura 7 - Análise do aspecto morfológico de IL4-DCs. IL4-DCs imaturas e IL4-DCs maduras. A 

análise foi realizada por meio de microscopia óptica, com aumento de 200x. 

 

Com o objetivo de avaliar se concentrações crescentes de partículas virais 

poderiam interferir na morfologia das IL4-DCs, partículas virais quimicamente 

inativadas nas proporções de 3, 30 ou 300 partículas/célula, foram colocadas em 

contato com as IL4-DCs tendo sido observado um perfil semelhante entre elas, 

após sua maturação, independentemente da quantidade de partículas virais 

utilizadas no pulso (Figura 8). Tal fato sugere que o aumento na concentração 

de vírus utilizado para o pulso não interfere no aspecto morfológico das IL4-DCs. 
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Figura 8 - Análise do aspecto morfológico das IL4-DCs pulsadas com vírus inativado. IL4-DCs 
maduras pulsadas com diferentes quantidades de vírus inativado pelo AT-2. A análise foi 
realizada por meio de microscopia óptica, com aumento de 200x. 

 

6.2.2 Viabilidade das IL4-DCs 

Devido a problemas técnicos, apenas 9 amostras de IL4-DCs imaturas, 

maduras e/ou pulsadas com diferentes quantidades de partículas virais, 

derivadas de indivíduos cronicamente infectados pelo HIV, foram analisadas 

com relação ao perfil fenotípico por meio da técnica de citometria de fluxo. 

Inicialmente selecionamos as células viáveis utilizando o marcador de viabilidade 

Live/Dead (Figura 9). 

Não foram observadas diferenças significativas entre os percentuais de 

viabilidade das amostras analisadas, mostrando que o processo de ativação não 

interferiu na viabilidade das células. Além disso, os dados sugerem que 

diferenças na quantidade de vírus para o pulso também parecem não ter afetado 

a viabilidade das IL4-DCs. 
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Figura 9 - Análise da viabilidade das IL4-DCs. IL4-DCs imaturas e maduras com ou sem o pulso 
com diferentes quantidades de vírus inativado, foram avaliadas pelo marcador Live/Dead e pela 
técnica de citometria de fluxo. Não foi possível obter resultados do P9 durante o processo de 
diferenciação devido à falta de material. IM: IL4-DC imatura e MA: IL4-DC madura não pulsada. 

 

6.2.3 Análise das moléculas de superfície nas IL4-DCs  

Para a análise fenotípica procedemos à avaliação da expressão das 

moléculas CD14, CD80, CD86, CD83, HLA-DR, CD40, DC-SIGN, CCR5, 

CXCR4 e CD4 na população de células expressando a molécula CD11c.  

De modo geral observamos que os resultados obtidos tanto referentes ao 

percentual de células positivas como de intensidade média de fluorescência 

(MFI) apresentaram grande variabilidade interindividual. 

Observamos que a expressão de CD14, marcador típico de monócitos, foi 

baixa, mostrando que os precursores foram diferenciados em IL4-DCs (Figura 

10). 
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Figura 10 - Mediana da expressão da molécula de superfície CD14 pelas IL4-DC expressas em 
porcentagem e MFI. IL4-DCs imaturas e maduras com ou sem o pulso com diferentes 
quantidades de vírus inativado, foram marcadas com os anticorpos monoclonais específicos para 
molécula de superfície CD14. Os resultados foram expressos em forma de percentual de células 
positivas (A) e MFI (B). A expressão da molécula foi avaliada pela técnica de citometria de fluxo 
(C). Foi utilizado a análise one-way Anova para comparação (*p<0,05). IM: IL4-DC imatura e MA: 
IL4-DC madura não pulsada. 

 

Com relação à expressão de CD80 observamos que o pulso viral e/ou o 

estímulo para maturação levou a um aumento na mediana da expressão desta 

molécula em todas as culturas que receberam estímulo para maturação, 

comparadas ao estágio imaturo nas IL4-DCs. Por sua vez, quantidades 

diferentes de vírus para o pulso não interferiram no perfil de expressão desta 

molécula (Figura 11). 

 

Figura 11 - Mediana da expressão da molécula de superfície CD80 pelas IL4-DC expressas em 
porcentagem e MFI. IL4-DCs imaturas e maduras com ou sem o pulso com diferentes 
quantidades de vírus inativado, foram marcadas com os anticorpos monoclonais específicos para 
molécula de superfície CD80. Os resultados foram expressos em forma de percentual de células 
positivas (A) e MFI (B). A expressão da molécula foi avaliada pela técnica de citometria de fluxo 
(C). Foi utilizado a análise one-way Anova para comparação (*p<0,05). IM: IL4-DC imatura e MA: 
IL4-DC madura não pulsada. 
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Em relação à expressão da molécula CD83 foi possível observar diferenças 

significativas entre o percentual de IL4-DCs imaturas e IL4-DCs pulsadas na 

proporção de 3 e 300 partículas de vírus tendo sido observado um aumento após 

estímulo para maturação e/ou o pulso viral das IL4-DCs (Figura 12). 

 

Figura 12 - Mediana da expressão da molécula de superfície CD83 pelas IL4-DC expressas em 
porcentagem e MFI. IL4-DCs imaturas e maduras com ou sem o pulso com diferentes 
quantidades de vírus inativado, foram marcadas com os anticorpos monoclonais específicos para 
molécula de superfície CD83. Os resultados foram expressos em forma de percentual de células 
positivas (A) e MFI (B). A expressão da molécula foi avaliada pela técnica de citometria de fluxo 
(C). Foi utilizado a análise one-way Anova para comparação (*p<0,05). IM: IL4-DC imatura e MA: 
IL4-DC madura não pulsada. 

 

O mesmo foi observado para a expressão da molécula CD86, para a qual 

houve um aumento após estímulo para maturação e/ou o pulso viral (Figura 13). 

A comparação dos níveis de expressão entre culturas estimuladas com 

diferentes concentrações de vírus não mostrou diferenças entre elas. 

 

Figura 13 Mediana da expressão da molécula de superfície CD86 pelas IL4-DC expressas em 
porcentagem e MFI. IL4-DCs imaturas e maduras com ou sem o pulso com diferentes 
quantidades de vírus inativado, foram marcadas com os anticorpos monoclonais específicos para 
molécula de superfície CD86. Os resultados foram expressos em forma de percentual de células 
positivas (A) e MFI (B). A expressão da molécula foi avaliada pela técnica de citometria de fluxo 
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(C). Foi utilizado a análise one-way Anova para comparação (*p<0,05). IM: IL4-DC imatura e MA: 
IL4-DC madura não pulsada. 

 

Com relação a molécula CD40 observamos alto percentual de expressão 

pelas IL4-DCs independente de seu estágio de maturação e/ou quantidade de 

vírus para o pulso, não tendo sido observadas diferenças significativas entre as 

culturas (Figura 14).  

 

Figura 14 - Mediana da expressão da molécula de superfície CD40 pelas IL4-DC expressas em 
porcentagem e MFI. IL4-DCs imaturas e maduras com ou sem o pulso com diferentes 
quantidades de vírus inativado, foram marcadas com os anticorpos monoclonais específicos para 
molécula de superfície CD40. Os resultados foram expressos em forma de percentual de células 
positivas (A) e MFI (B). A expressão da molécula foi avaliada pela técnica de citometria de fluxo 
(C). Foi utilizado a análise one-way Anova para comparação (*p<0,05). IM: IL4-DC imatura e MA: 
IL4-DC madura não pulsada. 

 

O mesmo foi observado para a expressão de HLA-DR nas IL4-DCs que em 

geral apresentou altos níveis de expressão, com ligeiro aumento após o estimulo 

para maturação e o pulso viral. Quando analisamos a MFI observamos que 

culturas tratadas com estímulo para maturação apresentaram diferenças com 

relação ao estágio imaturo, entretanto não observamos diferenças entre as 

culturas tratadas ou não com diferentes concentrações de vírus (Figura 15). 
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Figura 15 - Mediana da expressão da molécula de superfície HLA-DR pelas IL4-DC expressas 
em porcentagem e MFI. IL4-DCs imaturas e maduras com ou sem o pulso com diferentes 
quantidades de vírus inativado, foram marcadas com os anticorpos monoclonais específicos para 
molécula de superfície HLA-DR. Os resultados foram expressos em forma de percentual de 
células positivas (A) e MFI (B). A expressão da molécula foi avaliada pela técnica de citometria 
de fluxo (C). Foi utilizado a análise one-way Anova para comparação (*p<0,05). IM: IL4-DC 
imatura e MA: IL4-DC madura não pulsada. 

 

 Analisamos em seguida a expressão de DC-SIGN, na qual observamos 

uma expressão heterogênea, com grande dispersão interindividual de valores 

percentuais das IL4-DCs. Embora não tenha havido diferença significativa, 

observamos que há uma tendência à maior expressão de DC-SIGN por IL4-DCs 

imaturas, comparadas às ativadas (Figura 16).  

 

Figura 16 - Mediana da expressão da molécula de superfície DC-SIGN pelas IL4-DC expressas 
em porcentagem e MFI. IL4-DCs imaturas e maduras com ou sem o pulso com diferentes 
quantidades de vírus inativado, foram marcadas com os anticorpos monoclonais específicos para 
molécula de superfície DC-SIGN. Os resultados foram expressos em forma de percentual de 
células positivas (A) e MFI (B). A expressão da molécula foi avaliada pela técnica de citometria 
de fluxo (C). Foi utilizado a análise one-way Anova para comparação (*p<0,05). IM: IL4-DC 
imatura e MA: IL4-DC madura não pulsada. 
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Foram analisadas as expressões de moléculas que exercem a função como 

co-receptores do HIV, entre elas o CCR5. Os resultados não mostraram 

diferenças entre IL4-DCs imaturas e ativadas ou entre diferentes quantidades de 

vírus para o pulso viral (Figura 17).  

 

Figura 17 - Mediana da expressão da molécula de superfície CCR5 pelas IL4-DC expressas em 
porcentagem e MFI. IL4-DCs imaturas e maduras com ou sem o pulso com diferentes 
quantidades de vírus inativado, foram marcadas com os anticorpos monoclonais específicos para 
molécula de superfície CCR5. Os resultados foram expressos em forma de percentual de células 
positivas (A) e MFI (B). A expressão da molécula foi avaliada pela técnica de citometria de fluxo 
(C). Foi utilizado a análise one-way Anova para comparação (*p<0,05). IM: IL4-DC imatura e MA: 
IL4-DC madura não pulsada. 

 

Por fim analisamos a molécula CD4, na qual também foi possível observar 

amostras de três pacientes apresentando nas IL4-DCs alta variabilidade entre os 

pacientes sendo na expressão ou na intensidade de fluorescência do co-receptor 

viral (Figura 18).  

 

Figura 18 - Mediana da expressão da molécula de superfície CD4 pelas IL4-DC expressas em 
porcentagem e MFI. IL4-DCs imaturas e maduras com ou sem o pulso com diferentes 
quantidades de vírus inativado, foram marcadas com os anticorpos monoclonais específicos para 
molécula de superfície CD4. Os resultados foram expressos em forma de percentual de células 
positivas (A) e MFI (B). A expressão da molécula foi avaliada pela técnica de citometria de fluxo 
(C). Foi utilizado a análise one-way Anova para comparação (*p<0,05). IM: IL4-DC imatura e MA: 
IL4-DC madura não pulsada. 



57 
 

6.2.4 Avaliação da internalização de partículas do HIV por IL4-DCs 

6.2.4.1 Avaliação quantitativa 
 

Este ensaio foi realizado com o objetivo de se avaliar a capacidade de 

internalização de partículas do HIV pelas IL4-DCs imaturas, expostas a 

diferentes quantidades de vírus. A avaliação foi realizada de forma indireta, 

através de método quantitativo por ELISA. 

Para tanto, IL4-DCs pulsadas com diferentes proporções de vírus foram 

lisadas e o sobrenadante quantificado com relação à presença da proteína p24 

do HIV. Como controle positivo as células foram pulsadas com o vírus AD8. 

Também avaliamos a presença de p24 em IL4-DCs não pulsadas, provenientes 

destes mesmos indivíduos infectados. 

Os resultados obtidos estão representados na Figura 19. Observamos 

níveis similares de proteína p24 em todas as condições testadas. Parece haver 

um declínio na quantidade de p24 internalizada pela IL4-DC conforme a 

quantidade de vírus aumenta. Chama a atenção a presença de p24 também em 

células não pulsadas, mostrando a presença de vírus já nas células precursoras.  

  

Figura 19 - Quantificação da p24 em IL4-DCs pulsadas com diferentes quantidades de vírus. 
IL4-DCs imaturas de pacientes HIV pulsadas ou não com diferentes quantidades de vírus 
inativado. A expressão foi avaliada por meio de pg/mL pela técnica de Elisa. 
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6.2.4.2 Avaliação por imagem 

 

Com o objetivo de visualizar a internalização de partículas de HIV inativado 

pelas IL4-DCs imaturas utilizamos a técnica de imunofluorescência, seguida de 

análise por microscopia confocal. Importante salientar que embora a avaliação 

por imagem tenha sido realizada anteriormente com amostras de indivíduos 

sadios (Apêndice), para paciente HIV+ este ensaio foi realizado com apenas uma 

amostra, sendo necessária a confirmação destes resultados que serão 

apresentados a seguir.  

As partículas virais foram marcadas com anticorpo dirigido a proteína p24 

do HIV. O controle negativo foi constituído por IL4-DCs não pulsadas, mas 

igualmente manipuladas. O controle positivo foi constituído pelo vírus AD8 não 

inativado (vírus vivo) MOI de 0,5. 

A Figura 20 representa as imagens obtidas para o controle negativo, 

constituído por células não pulsadas. Embora tenhamos constatado a presença 

de proteína p24 em IL4-DCs não pulsadas por meio de ensaio quantitativo (item 

6.4.2.1), no presente ensaio não houve marcação para proteína p24. Vale 

salientar que os campos da lamínula foram exaustivamente analisados, para se 

ter certeza de que não havia nenhuma marcação para p24.  
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Figura 20 - Análise de IL4-DCs de paciente HIV+ sem o pulso adicional de vírus. IL4-DCs sem 
o pulso adicional de vírus em meio com presença de DAPI. Sem presença de p24 (A), morfologia 
das IL4-DCs (B), marcação de DAPI em IL4-DCs (C) e IL4-DCs com marcação para DAPI mas 
sem presença de p24 (D). 

 

Em seguida analisamos nosso controle positivo, constituído por IL4-DCs 

pulsadas com vírus AD8, cujas imagens estão representadas na figura 21. 

Observamos que amostras pulsadas com AD8 apresentaram positividade para 

p24 o que mostra que a técnica foi bem-sucedida.  
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Figura 21 - Análise de IL4-DCs de paciente HIV+ com o pulso adicional de vírus vivo. IL4-DCs 
com o pulso adicional de vírus em meio com presença de DAPI e marcação de p24. Campo 1 
(A) e Campo 2 (B). Foi possível analisar a morfologia da IL4-DC com suas respectivas 
marcações. 

 

Com relação ao vírus inativado, testamos as proporções de 3, 30 e 300 

partículas/célula, representados nas figuras 22A, B, e C, respectivamente. Neste 

ensaio, diferentemente do observado no ensaio quantitativo, observamos que a 

internalização de HIV inativado aconteceu em menor proporção com relação ao 

AD8. Não observamos diferenças entre as IL4-DCs pulsadas com diferentes 

concentrações de vírus. 
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Figura 22 - Análise de IL4-DC de paciente HIV+ com pulso de vírus na proporção de 3, 30 e 300 
partículas/célula. IL4-DCs pulsadas na proporção de 3 partículas/célula (A) 30 partículas/célula 
(B) e 300 partículas/célula (C) em meio com presença de DAPI e marcação de p24.  

 

6.2.5 Produção de IL-12p70 e IL-10 

Mensuramos a secreção de IL-12p70 e IL-10 no sobrenadante do 7º dia de 

cultura de IL4-DC de indivíduos HIV+.  

Os resultados obtidos ilustrados na Figura 23 mostram que parece haver 

uma tendência a aumento da produção de IL-12p70 a partir do aumento da 

concentração de vírus usado para pulsar as IL4-DCs, entretanto não há 

significância estatística. 
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Com relação à IL-10 também não foi possível alcançar significância 

estatística, entretanto observamos tendência a produção de maiores níveis desta 

citocina por IL4-DCs imaturas. 

 

 

Figura 23 - Produção de IL-12p70 e IL-10 dosada em sobrenadantes de cultura de IL4-DCs. 
Sobrenadantes de cultura do 7º dia de cultivo de IL4-DCs imaturas, maduras e pulsadas de 
diferentes quantidades de vírus inativado de pacientes HIV (n= 8). IL-12p70 (A) IL-10 (B). Os 
sobrenadantes foram coletados para dosagem de IL-12p70 por meio da técnica de Elisa. IM: IL4-
DC imatura e MA: IL4-DC madura não pulsada. 

 

6.2.6 Efeito do pulso de IL4-DCs com diferentes quantidades de vírus sobre 
o perfil de ativação de linfócitos T  

6.2.6.1 Monitoramento da viabilidade celular durante cocultivo de linfócitos 

e IL4-DCs pulsadas com diferentes concentrações de vírus  

 

Com o objetivo de verificar se o pulso com diferentes concentrações de 

vírus poderia interferir na viabilidade das IL4-DCs ou se IL4-DCs pulsadas com 

diferentes quantidades de vírus poderiam interferir na viabilidade de linfócitos por 

elas estimuladas, a viabilidade foi monitorada nestas duas populações celulares 

após 72 e 96 horas do cocultivo. 

Com relação às IL4-DCs, cujos resultados estão representados na figura 

24A observamos que o pulso com quantidades crescentes de vírus, não interferiu 
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na viabilidade destas células, que mantiveram nos mesmos níveis, cerca de 

60%, observados no início do cocultivo (Figura 9).  

Com relação à viabilidade dos linfócitos (Figura 24B), também não 

observamos diferenças entre as variáveis estudadas, independente do estímulo 

para maturação ou diferentes concentrações de vírus para o pulso. 

 

Figura 24 - Análise da viabilidade celular após 72 horas de cocultivo pelas IL4-DCs. Viabilidade 
dos linfócitos (A) em cocultivo com IL4-DCs maduras com ou sem o pulso de diferentes 
quantidades de vírus inativado (B) avaliadas pelo marcador Live/Dead e pela técnica de 
citometria de fluxo. O controle positivo foi constituído de PMA/IONO, apresentando média de 
70% e 60% nos linfócitos e IL4-DCs, respectivamente. Foi utilizado a análise one-way Anova 
para comparação (*p<0,05). Linf: linfócitos e MA: IL4-DC madura não pulsada. 

 

Com relação ao monitoramento após 96 horas de cocultivo, as amostras 

de linfócitos apresentaram-se moderadamente mais heterogêneas com ligeira 

redução no percentual de células viáveis em comparação à análise em 72horas. 

Embora apresentando percentual de viabilidade menor com relação a viabilidade 

dos linfócitos, as IL4-DCs mantiveram os mesmos níveis de viabilidade, cerca de 

60%, observados no início do cocultivo (Figura 25B).   
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Figura 25 - Análise da viabilidade celular após 96 horas de cocultivo pelas IL4-DCs. Viabilidade 
dos linfócitos (A) em cocultivo com IL4-DCs maduras com ou sem o pulso de diferentes 
quantidades de vírus inativado (B) avaliadas pelo marcador Live/Dead e pela técnica de 
citometria de fluxo. O controle positivo foi constituído de PMA/IONO, apresentando média de 
expressão em 60% e 50% nos linfócitos e nas IL4-DCs, respectivamente. Foi utilizado a análise 
one-way Anova para comparação (*p<0,05). Linf: linfócitos e MA: IL4-DC madura não pulsada. 

 

6.2.6.2 Efeito do pulso das IL4-DCs com diferentes quantidades de vírus 

sobre o perfil de ativação de linfócitos T 

 

Este ensaio de cocultivo foi realizado para avaliar o efeito do estímulo de 

IL4-DCs com diferentes quantidades de vírus sobre o perfil de ativação de 

linfócitos T CD4+ e CD8+, mensurados através da expressão de CD38, HLADR 

e CD69 após 72h de co-cultivo.  

Em relação à expressão de CD38+/HLA-DR+ os resultados obtidos 

mostraram que os níveis de expressão foram similares, sugerindo que o pulso 

de IL4-DCs com diferentes quantidades de vírus (Figura 26A e B) não alterou o 

perfil de ativação dos linfócitos.  
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Figura 26 - Mediana da expressão dos marcadores de superfície CD38 e HLA-DR em linfócitos 
T em cocultivo com IL4-DCs por 72 horas. Linfócitos T em cocultivo com IL4-DCs maduras com 
ou sem o pulso de diferentes quantidades de vírus inativado, foram selecionados mediantes aos 
marcadores CD3+ CD4+ CD38+ HLA-DR+ (A), CD3+ CD4+ CD38+ HLA-DR+ (B) analisados 
pela técnica de citometria de fluxo. O controle positivo foi constituído de PMA/IONO, 
apresentando média de expressão em 15% em células CD4+ e CD8+. Foi utilizado a análise 
one-way Anova para comparação (*p<0,05). Linf: linfócitos e MA: IL4-DC madura não pulsada. 

 

Em seguida analisamos o marcador CD69 o qual também está associado 

a proliferação e ativação de células T. Observamos baixa expressão deste 

marcador por linfócitos T CD4+ e T CD8+ estimulados pelas IL4-DCs. Os níveis 

de expressão desse marcador foram semelhantes em todas as variáveis 

analisadas (Figura 27). 
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Figura 27 - Mediana da expressão do marcador de superfície CD69 em linfócitos T em cocultivo 
com IL4-DCs por 72 horas. Linfócitos T em cocultivo com IL4-DCs maduras com ou sem o pulso 
de diferentes quantidades de vírus inativado, foram selecionados mediantes aos marcadores 
CD3+ CD4+ CD69+ (A), CD3+ CD8+ CD69+ (B) analisados pela técnica de citometria de fluxo. 
O controle positivo foi constituído de PMA/IONO, apresentando média de expressão em 60% em 
células CD4+ e CD8+. Foi utilizado a análise one-way Anova para comparação (*p<0,05 Linf: 
linfócitos e MA: IL4-DC madura não pulsada. 

 

6.2.7 Análise da expressão de IFN- por linfócitos T estimulados por IL4-
DCs pulsadas com HIV inativado 

A capacidade funcional das IL4-DCs pulsadas com diferentes quantidades 

de vírus em capturar, processar e apresentar antígenos do HIV para linfócitos T 

estimulando uma resposta específica foi realizada avaliando a produção da 

citocina IFN- por linfócitos T CD4 e CD8 co-cultivados com IL4-DCs durante 96 

horas. 

De modo geral os resultados obtidos apresentaram uma grande 

variabilidade interindividual, tanto para a análise de linfócitos TCD4 quanto CD8. 

Com relação aos linfócitos T CD4+, diferente do esperado, observamos 

uma redução significativa na produção de IFN- por linfócitos estimulados com 

IL4-DCs pulsadas com a maior concentração de vírus, 300 partículas/célula, com 

relação aos linfócitos estimulados por IL4-DCs não pulsadas.  
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Não observamos quaisquer diferenças com relação a produção de IFN- 

por linfócitos TCD8 estimulados com IL4-DCs pulsadas ou não com as outras 

concentrações de vírus. 

 

Figura 28 - Mediana da expressão de IFN-  por linfócitos T em cocultivo com IL4-DCs por 96 
horas. Linfócitos T em cocultivo com IL4-DCs maduras com ou sem o pulso de diferentes 
quantidades de vírus inativado, foram selecionados mediantes aos marcadores CD3+ CD4+ IFN- 

 + (A), CD3+ CD8+ IFN-   (B) analisados pela técnica de citometria de fluxo. O controle positivo 
foi constituído de PMA/IONO, apresentando média de expressão em 5% e 8% em células T 
CD4+ e T CD8+, respectivamente. Foi utilizado a análise one-way Anova para comparação 
(*p<0,05). Linf: linfócitos e MA: IL4-DC madura não pulsada. 

 

6.3 Análise do efeito do pulso viral sobre aDC1 

6.3.1 Aspecto morfológico de aDC1 derivadas de indivíduos infectados pelo 
HIV 

A avaliação do aspecto morfológico das aDC1 foi realizado da mesma 

forma que para as IL4-DCs, por meio de microscopia óptica. Monócitos de 04 

indivíduos infectados pelo HIV foram diferenciados em aDC1. 

Foram observadas mudanças no aspecto morfológico das células ao longo 

do processo de diferenciação da cultura. Observamos que o estímulo para 

maturação promove um aspecto mais espraiado e fusiforme com relação às 

aDC1 imaturas, mais arredondadas (Figura 29).  
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Figura 29 - Análise do aspecto morfológico das aDC1 sem o pulso do vírus. aDC1 imaturas e 

aDC1 maduras. A análise foi realizada por meio de microscopia óptica, com aumento de 200x.  

 

Em se tratando das aDC1 pulsadas com diferentes concentrações de vírus 

(3, 30 ou 300 partículas/MoDC) foi observado um aspecto semelhante entre elas, 

independentemente da quantidade de partículas virais utilizadas no pulso (Figura 

30). 

 

 

Figura 30 - Análise do aspecto morfológico das aDC1 pulsadas com vírus inativado. MoDCs 
maduras pulsadas com diferentes quantidades de vírus inativado pelo AT-2. A análise foi 
realizada por meio de microscopia óptica, com aumento de 200x. 

 

6.3.2 Viabilidade das aDC1 

aDC1 imaturas, maduras e/ou pulsadas com diferentes quantidades de 

partículas virais, derivadas de 4 indivíduos cronicamente infectados pelo HIV 
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foram analisadas com relação ao perfil fenotípico por meio da técnica de 

citometria de fluxo. Inicialmente selecionamos as células viáveis utilizando o 

marcador de viabilidade Live/Dead (Figura 31). 

Da mesma forma em que foi visto observado para as IL4-DCs a quantidade 

de partículas virais presentes no pulso adicional parece não influenciar na 

viabilidade das aDC1, não tendo sido observadas diferenças significativas entre 

o percentual de viabilidade das amostras analisadas. 
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Figura 31 - Análise da viabilidade das aDC1. aDC1 imaturas e maduras com ou sem o pulso 
com diferentes quantidades de vírus inativado, avaliadas pelo marcador Live/Dead e pela técnica 
de citometria de fluxo. Não foi possível obter resultados do P9 durante o processo de 
diferenciação devido à falta de material. Foi utilizado a análise one-way Anova para comparação 
(*p<0,05). IM: aDC1 imatura e MA: aDC1 madura não pulsada. 

 

6.3.3 Análise das moléculas de superfície nas aDC1  

Após a análise de viabilidade seguimos com a avaliação da expressão dos 

marcadores CD14, CD80, CD86, CD83, HLA-DR, CD40, DC-SIGN, CCR5, 

CXCR4 e CD4 na população de células expressando CD11c.  

De modo geral observamos que os resultados obtidos tanto referentes ao 

percentual de células positivas como de intensidade média de fluorescência 

(MFI) apresentaram grande variabilidade interindividual. 
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Podemos sugerir que houve a diferenciação de monócitos em aDC1 devido 

à baixa expressão do marcador CD14 (Figura 32). 

 

Figura 32 - Mediana da expressão da molécula de superfície CD14 pelas aDC1 expressas em 
porcentagem e MFI. aDC1 imaturas e maduras com ou sem o pulso com diferentes quantidades 
de vírus inativado, foram marcadas com os anticorpos monoclonais específicos para molécula 
de superfície CD14. Os resultados foram expressos em forma de percentual de células positivas 
(A) e MFI (B). A expressão da molécula foi avaliada pela técnica de citometria de fluxo (C). Foi 
utilizado a análise one-way Anova para comparação (*p<0,05). IM: aDC1 imatura e MA: aDC1 
madura não pulsada. 

 

A molécula CD80 apresentou um aumento após o estimulo para maturação 

e/ou o pulso, comparado ao estágio imaturo. Por sua vez, quantidades diferentes 

de vírus para o pulso das aDC1 não interferiram no perfil de expressão desta 

molécula (Figura 33). Foi possível observar diferenças significativas quando 

analisamos o perfil de intensidade média de fluorescência entre aDC1 imatura e 

aDC1 madura.  

 

Figura 33 - Mediana da expressão da molécula de superfície CD80 pelas aDC1 expressas em 
porcentagem e MFI. aDC1 imaturas e maduras com ou sem o pulso com diferentes quantidades 
de vírus inativado, foram marcadas com os anticorpos monoclonais específicos para molécula 
de superfície CD80. Os resultados foram expressos em forma de percentual de células positivas 
(A) e MFI (B). A expressão da molécula foi avaliada pela técnica de citometria de fluxo (C). Foi 
utilizado a análise one-way Anova para comparação (*p<0,05). IM: aDC1 imatura e MA: aDC1 
madura não pulsada. 
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O mesmo foi possível observar quando comparamos a mediana da 

expressão da molécula CD83 após estímulo para maturação e/ou o pulso viral 

das aDC1 (Figura 34). 

 

Figura 34 - Mediana da expressão da molécula de superfície CD83 pelas aDC1 expressas em 
porcentagem e MFI. aDC1 imaturas e maduras com ou sem o pulso com diferentes quantidades 
de vírus inativado, foram marcadas com os anticorpos monoclonais específicos para molécula 
de superfície CD83. Os resultados foram expressos em forma de percentual de células positivas 
(A) e MFI (B). A expressão da molécula foi avaliada pela técnica de citometria de fluxo (C). Foi 
utilizado a análise one-way Anova para comparação (*p<0,05). IM: aDC1 imatura e MA: aDC1 
madura não pulsada. 

 

Com relação a molécula CD86 observamos níveis percentuais similares ao 

longo do processo de diferenciação (Figura 35). 

 

Figura 35 - Mediana da expressão da molécula de superfície CD86 pelas aDC1 expressas em 
porcentagem e MFI. aDC1 imaturas e maduras com ou sem o pulso com diferentes quantidades 
de vírus inativado, foram marcadas com os anticorpos monoclonais específicos para molécula 
de superfície CD86. Os resultados foram expressos em forma de percentual de células positivas 
(A) e MFI (B). A expressão da molécula foi avaliada pela técnica de citometria de fluxo (C). Foi 
utilizado a análise one-way Anova para comparação (*p<0,05). IM: aDC1 imatura e MA: aDC1 
madura não pulsada. 

 

A molécula CD40 apresentou alto percentual de expressão pelas aDC1 

independentemente de seu estágio de maturação (Figura 36).  
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Figura 36 - Mediana da expressão da molécula de superfície CD40 pelas aDC1 expressas em 
porcentagem e MFI. aDC1 imaturas e maduras com ou sem o pulso com diferentes quantidades 
de vírus inativado, foram marcadas com os anticorpos monoclonais específicos para molécula 
de superfície CD40. Os resultados foram expressos em forma de percentual de células positivas 
(A) e MFI (B). A expressão da molécula foi avaliada pela técnica de citometria de fluxo (C). Foi 
utilizado a análise one-way Anova para comparação (*p<0,05). IM: aDC1 imatura e MA: aDC1 
madura não pulsada. 

 

O mesmo foi observado para a molécula de HLA-DR a qual apresentou 

altos níveis de expressão (Figura 37). 

 

Figura 37 - Mediana da expressão da molécula de superfície HLA-DR pelas aDC1 expressas 
em porcentagem e MFI. aDC1 imaturas e maduras com ou sem o pulso com diferentes 
quantidades de vírus inativado, foram marcadas com os anticorpos monoclonais específicos para 
molécula de superfície HLA-DR. Os resultados foram expressos em forma de percentual de 
células positivas (A) e MFI (B). A expressão da molécula foi avaliada pela técnica de citometria 
de fluxo (C). Foi utilizado a análise one-way Anova para comparação (*p<0,05). IM: aDC1 imatura 
e MA: aDC1 madura não pulsada. 

 

Analisamos em seguida a expressão de DC-SIGN que apresentou 

variabilidade entre os pacientes, tendo sido observado altos níveis de expressão 

independente do estágio de maturação e/ou pulso adicional (Figura 38).  
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Figura 38 - Mediana da expressão da molécula de superfície DC-SIGN pelas aDC1 expressas 
em porcentagem e MFI. aDC1 imaturas e maduras com ou sem o pulso com diferentes 
quantidades de vírus inativado, foram marcadas com os anticorpos monoclonais específicos para 
molécula de superfície DC-SIGN. Os resultados foram expressos em forma de percentual de 
células positivas (A) e MFI (B). A expressão da molécula foi avaliada pela técnica de citometria 
de fluxo (C). Foi utilizado a análise one-way Anova para comparação (*p<0,05). IM: aDC1 imatura 
e MA: aDC1 madura não pulsada. 

 

Iniciando a análise dos co-receptores para o vírus entre eles o CCR5 

podemos observar alta variabilidade entre os pacientes, não tendo sido 

observadas diferenças entre aDC1 imaturas e ativadas ou entre diferentes 

quantidades de vírus para o pulso viral (Figura 39).  

 

Figura 39 - Mediana da expressão da molécula de superfície CCR5 pelas aDC1 expressas em 
porcentagem e MFI. aDC1 imaturas e maduras com ou sem o pulso com diferentes quantidades 
de vírus inativado, foram marcadas com os anticorpos monoclonais específicos para molécula 
de superfície CCR5. Os resultados foram expressos em forma de percentual de células positivas 
(A) e MFI (B). A expressão da molécula foi avaliada pela técnica de citometria de fluxo (C). Foi 
utilizado a análise one-way Anova para comparação (*p<0,05). IM: aDC1 imatura e MA: aDC1 
madura não pulsada. 

 

Por fim, a molécula CD4 apresentou média percentual maior nas aDC1 sem 

o pulso adicional comparada com as demais variáveis. Apesar do número 

amostral ser pequeno parece haver uma tendência na medida que aumenta a 
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quantidade de partículas virais pulsadas nas aDC1, a expressão do co-receptor 

viral é diminuída (Figura 40). 

 

Figura 40 - Mediana da expressão da molécula de superfície CD4 pelas aDC1 expressas em 
porcentagem e MFI. aDC1 imaturas e maduras com ou sem o pulso com diferentes quantidades 
de vírus inativado, foram marcadas com os anticorpos monoclonais específicos para molécula 
de superfície CD4. Os resultados foram expressos em forma de percentual de células positivas 
(A) e MFI (B). A expressão da molécula foi avaliada pela técnica de citometria de fluxo (C). Foi 
utilizado a análise one-way Anova para comparação (*p<0,05). IM: aDC1 imatura e MA: aDC1 
madura não pulsada. 

 

6.3.4 Avaliação da internalização de partículas do HIV por aDC1 

6.3.4.1 Avaliação quantitativa 

 

A quantificação da proteína p24 de pacientes HIV após o pulso das aDC1 

imaturas com diferentes concentrações de vírus, foi mensurada por meio da 

técnica de ELISA.  

Observamos não haver diferenças entre as diferentes variáveis testadas, 

tendo sido novamente observado que células não pulsadas, derivadas de 

pacientes, apresentaram positividade para a proteína p24 (Figura 41). 
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Figura 41 - Quantificação da p24 em aDC1 pulsadas com diferentes quantidades de vírus. aDC1 
imaturas de pacientes HIV pulsadas ou não com diferentes quantidades de vírus inativado. A 
expressão foi avaliada por meio de pg/mL pela técnica de Elisa. Foi utilizado a análise one-way 
Anova para comparação (*p<0,05). 

 

6.3.5 Produção de IL-12p70 e IL-10 

Mensuramos a secreção de IL-12p70 e IL-10 no sobrenadante do 7º dia de 

cultura de aDC1 de indivíduos HIV+. 

Foi possível observar uma maior produção de IL-12p70 e IL-10 nas aDC1. 

Parece haver uma tendência em aumentar a produção de IL-12p70 conforme 

aumenta a quantidade de partículas virais, e do mesmo modo parece haver uma 

tendência em diminuir a produção de IL-10 conforme aumenta a quantidade de 

vírus pulsados nas aDC1, entretanto não observamos qualquer significância 

estatística entre os valores.  
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Figura 42 - Produção de IL-12p70 e IL-10 dosada em sobrenadantes de cultura de aDC1. 
Sobrenadantes de cultura do 7º dia de cultivo de aDC1 imaturas, maduras e pulsadas de 
diferentes quantidades de vírus inativado de pacientes HIV (n= 4). IL-12p70 (A) IL-10 (B). Os 
sobrenadantes foram coletados para dosagem de IL-12p70 por meio da técnica de Elisa. IM: 
aDC1 imatura e MA: aDC1 madura não pulsada. 

 

6.3.6 Efeito do pulso de IL4-DCs com diferentes quantidades de vírus sobre 
o perfil de ativação de linfócitos T 

6.3.6.1 Monitoramento da viabilidade celular durante co-cultivo de 

linfócitos e IL4-DCs pulsadas com diferentes concentrações de vírus 

 

Analisamos o perfil de viabilidade das culturas, após 72 horas e 96 horas 

de co-cultivo, tendo sido demonstrado que aDC1 pulsadas com quantidades 

crescentes de vírus, não interferiram na viabilidade dos linfócitos estimulados 

pelas aDC1 (Figura 43A). As aDC1 mantiveram os mesmos níveis de viabilidade, 

cerca de 60%, observados no início do co-cultivo (Figura 31). Foi possível 

observar diferenças significativas entre culturas estimuladas com aDC1 sem o 

pulso adicional e aDC1 pulsadas com 3 partículas de vírus.  
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Figura 43 - Análise da viabilidade celular após 72 horas de cocultivo pelas aDC1. Viabilidade 
dos linfócitos (A) em cocultivo com aDC1 maduras com ou sem o pulso de diferentes quantidades 
de vírus inativado (B) avaliadas pelo marcador Live/Dead e pela técnica de citometria de fluxo. 
O controle positivo foi constituído de PMA/IONO, apresentando média de expressão em 50% em 
células T CD4+ e T CD8+, respectivamente. Foi utilizado a análise one-way Anova para 
comparação (*p<0,05). MA: aDC1 madura não pulsada. 

 

Após 96h as amostras apresentaram-se com ligeira redução no percentual 

de células viáveis, sendo possível observar níveis semelhantes de viabilidade 

nas aDC1 pulsadas com diferentes quantidades de vírus (Figura 44B).   

 

Figura 44 - Análise da viabilidade celular após 96 horas de cocultivo pelas aDC1. Viabilidade 
dos linfócitos (A) em cocultivo com aDC1 maduras com ou sem o pulso de diferentes quantidades 
de vírus inativado (B) avaliadas pelo marcador Live/Dead e pela técnica de citometria de fluxo. 
O controle positivo foi constituído de PMA/IONO, apresentando média de expressão em 50% e 
30% em células T CD4+ e T CD8+, respectivamente. Foi utilizado a análise one-way Anova para 
comparação (*p<0,05). MA: aDC1 madura não pulsada. 

 



78 
 

6.3.6.2 Efeito do pulso das aDC1 com diferentes quantidades de vírus 

sobre o perfil de ativação de linfócitos T 

 

Este ensaio foi realizado com o intuito de avaliar o perfil de ativação de 

linfócitos T estimulados por aDC1 pulsadas com diferentes quantidades de vírus, 

por meio da expressão de CD38, HLADR e CD69 após 72h de co-cultivo.  

Em relação aos marcadores CD38+/HLA-DR+ os resultados mostraram 

que diferentes quantidades de vírus para o pulso de aDC1 (Figura 45A e B) não 

alterou o perfil de ativação dos linfócitos. Vale ressaltar que os níveis de 

expressão foram similares, e por vezes ligeiramente inferiores, aos de culturas 

cujas aDC1 não foram pulsadas com vírus. 

 

Figura 45 - Mediana da expressão dos marcadores de superfície CD38 e HLA-DR em linfócitos 
T em cocultivo com aDC1 por 72 horas. Linfócitos T em cocultivo com MoDCs maduras com ou 
sem o pulso de diferentes quantidades de vírus inativado, foram selecionados mediantes aos 
marcadores CD3+ CD4+ CD38+ HLA-DR+ (A), CD3+ CD4+ CD38+ HLA-DR+ (B) analisados 
pela técnica de citometria de fluxo. O controle positivo foi constituído de PMA/IONO, 
apresentando média de expressão em 15% em células T CD4+ e T CD8+, respectivamente. Foi 
utilizado a análise one-way Anova para comparação (*p<0,05). MA: aDC1 madura não pulsada. 

 

Analisamos a molécula CD69 na qual foi possível observar baixa expressão 

por linfócitos T CD4+ e T CD8+ estimulados por aDC1 pulsadas ou não com 

diferentes quantidades de vírus inativado (Figura 46B).  
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Figura 46 - Mediana da expressão do marcador de superfície CD69 em linfócitos T em cocultivo 
com aDC1 por 72 horas. Linfócitos T em cocultivo com MoDCs maduras com ou sem o pulso de 
diferentes quantidades de vírus inativado, foram selecionados mediantes aos marcadores CD3+ 
CD4+ CD69+ (A), CD3+ CD8+ CD69+ (B) analisados pela técnica de citometria de fluxo. O 
controle positivo foi constituído de PMA/IONO, apresentando média de expressão em 40% e 
50% em células T CD4+ e T CD8+, respectivamente. Foi utilizado a análise one-way Anova para 
comparação (*p<0,05). MA: aDC1 madura não pulsada. 

 

6.3.7 Análise da expressão de IFN- por linfócitos T estimulados por aDC1 

pulsadas com HIV inativado 

Analisamos a capacidade das aDC1 pulsadas ou não com diferentes 

quantidades de vírus em estimular uma resposta específica por meio de cocultivo 

com linfócitos T durante 96 horas. 

Com relação a expressão de IFN- ao estímulo com aDC1, ainda que sem 

apresentar diferenças significativas, parece haver maior produção de IFN- por 

linfócitos T CD4+ em cocultivo com aDC1 estimuladas com 3 partículas virais. 

Ao mesmo tempo, linfócitos sem o estimulo de aDC1 apresentam média 

percentual ligeiramente maior quando comparado com linfócitos em cocultivo 

com aDC1 (Figura 47A).   
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Figura 47 - Produção de IFN- por linfócitos estimulados por aDC1 durante 96 horas. Linfócitos 
T em cocultivo com MoDCs maduras com ou sem o pulso de diferentes quantidades de vírus 

inativado, foram selecionados mediantes aos marcadores CD3+ CD4+ IFN- + (A), CD3+ CD8+ 

IFN- + (B), analisados pela técnica de citometria de fluxo. O controle positivo foi constituído de 
PMA/IONO, apresentando média de expressão em 6% e 20% em células T CD4+ e T CD8+, 
respectivamente. Foi utilizado a análise one-way Anova para comparação (*p<0,05). MA: aDC1 
madura não pulsada. 
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7. DISCUSSÃO 

 

 

Vacinas terapêuticas baseadas em MoDCs constituem ferramentas 

potenciais para complementar a terapia antirretroviral e auxiliar na restauração 

da resposta imune em indivíduos infectados pelo HIV. Além disso, recentemente 

a utilização de MoDCs tem sido proposta para reativar reservatórios virais (van 

Montfort e colaboradores 2017 (43); van der Sluis e colaboradores 2013(44)), que 

juntamente com uma terapia antirretroviral altamente potente poderia levar à 

cura esterilizante da infecção pelo HIV. 

Para a composição de uma vacina terapêutica muitos aspectos devem ser 

considerados, tais como o tipo de MoDCs empregado, o estímulo para sua 

ativação e a definição do antígeno carreado pela DC para o qual se quer 

direcionar a resposta imune efetora. No cenário do HIV diversos antígenos são 

utilizados para pulsar MoDCs, dentre esta variedade, destacamos o uso do vírus 

inteiro e quimicamente inativado pelo AT-2, pela disponibilidade do repertório 

completo dos antígenos do HIV. Além disso, o processo de inativação química 

preserva a integridade e a conformação estrutural das proteínas virais (40). 

Poucos trabalhos utilizam o vírus inteiro inativado para o pulso das MoDCs 

e além disso não há relatos na literatura sobre os critérios utilizados para a 

definição da proporção de vírus/MoDC para a produção da vacina. Neste sentido, 

utilizando partículas virais circulantes, isoladas por plasmaférese e inativadas 

pelo calor Garcia e colaboradores (2005)(39) produziram uma vacina de MoDCs 

pulsadas com a proporção de 2 vírus/MoDC. O nosso trabalho tem como base o 

protocolo de Lu e colaboradores (2004)(38) que em ensaio clínico utilizou para o 

produto vacinal vírus isolados, expandidos em sistema autólogo e quimicamente 

inativados, na proporção de 109 partículas virais para pulsar 3x107 MoDCs, o que 

resulta em cerca de 30 partículas virais para cada MoDC. 

Para a obtenção de partículas virais é necessário realizar o isolamento do 

vírus a partir de amostras de sangue periférico e uma vez isolados, os vírus 
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devem ser expandidos in vitro utilizando células CD4+ autólogas (sistema 

autólogo de expansão) ou provenientes de indivíduos saudáveis (sistema 

alogênico de expansão).  

A produção das doses de vacina para uso em protocolo clínico requer 

grandes quantidades de HIV, de modo que a obtenção dos vírus constitui um 

processo laborioso e demorado que pode durar meses, até se obter a quantidade 

necessária. 

Assim, com o objetivo de otimizar e racionalizar a etapa de produção viral, 

o objetivo do presente estudo foi avaliar diferentes concentrações de vírus 

inativados para pulsar MoDCs. Assim, propusemos o pulso com  concentrações 

10 vezes menor e 10 vezes maior do que a utilizada na vacina de Lu e 

colaboradores (2004)(38), quais sejam de 3, 30 ou 300 partículas virais/MoDCs a 

fim de analisar as células pulsadas com relação ao perfil fenotípico e funcional.   

Com relação à metodologia empregada para a obtenção das partículas 

virais, anteriormente nosso grupo avaliou o rendimento das culturas virais 

expandidas em sistema autólogo e alogênico, tendo sido constatado que a 

cultura alogênica apresenta vantagens em termos de rendimento viral e 

imunogenicidade quando comparada ao sistema autólogo (41). Com base nesta 

evidência e devido à limitação na quantidade de células dos pacientes, em nosso 

projeto não seria possível a expansão viral em células autólogas. Sendo assim, 

para este trabalho as culturas virais foram expandidas em células de indivíduos 

saudáveis tendo sido obtido um rendimento de aproximadamente 80x109 

partículas virais, suficientes para a condução de todos os ensaios. Além disso, 

optamos pelo uso de pool de vírus devido à dificuldade em expandir isolados de 

alguns dos pacientes incluídos.  

Uma vez tendo disponíveis as partículas virais iniciamos os ensaios para 

obtenção das MoDCs, sendo que inicialmente estudamos as IL4-DCs. A 

morfologia das IL4-DCs imaturas revela um aspecto celular mais arredondado e 

quando comparadas com as IL4-DCs maduras, sem o pulso adicional de vírus, 

observamos a presença de prolongamentos mais longos e delgados. Tais perfis 

estão de acordo com resultados prévios obtidos pelo nosso grupo de pesquisa. 
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Por sua vez, quando comparamos IL4-DCs pulsadas com diferentes quantidades 

de vírus não observamos diferenças, o que sugere que diferenças na 

concentração de vírus não interferem na morfologia destas células.  

Em relação à viabilidade das IL4-DCs nossos resultados não 

demonstraram alterações entre as IL4-DCs pulsadas com diferentes 

quantidades de partículas virais, visto que em toda a fase do processo a média 

de viabilidade ficou em torno de 60%, de modo que parece não haver uma 

tendência do vírus inativado em causar morte celular, já que a viabilidade das 

IL4-DCs com o pulso adicional é bastante similar com os índices observados 

para as IL4-DCs não pulsadas. Neste sentido, em ensaios clínicos referentes a 

vacinas terapêuticas utilizando vírus autólogos Macatangay e colaboradores 

(2016)(45) e Garcia e colaboradores (2011)(13) demonstraram por citometria de 

fluxo aproximadamente 80% de viabilidade das MoDCs. 

A fenotipagem das IL4-DCs considerando os marcadores de ativação, 

receptores de padrão molecular e receptores de quimiocinas foi similar 

independente do estímulo adicionado.  

Com relação ao marcador CD14, nossos resultados corroboram com a 

literatura uma vez que a expressão está reduzida em IL4-DCs, mostrando que 

houve a diferenciação de monócitos para IL4-DCs, como esperado (46).  

Além disso, o estímulo para maturação foi capaz de aumentar a expressão 

das moléculas HLA-DR, CD83, CD86, CD80 e CD40, confirmando o estágio de 

maturação das IL4-DCs. Considerando que além do pulso viral as IL4-DCs foram 

estimuladas com um potente coquetel de citocinas inflamatórias e que as 

porcentagens destes marcadores foram próximas de 100% podemos especular 

que eventuais diferenças que poderiam ter sido provocadas por diferentes 

quantidades de vírus poderiam ter sido equalizadas pelo estímulo inflamatório. 

Outro fator a ser considerado é que as diferenças de proporção utilizadas no 

pulso adicional podem não ter sido suficientes para modificar o perfil fenotípico.  

A molécula HLA-DR é expressa nos diferentes estágios de maturação 

tendo a IL4-DC madura uma maior expressão quando comparada à IL4-DC 

imatura, sendo possível observar nos níveis de porcentagem e no MFI. Seus 
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níveis de expressão tendem a aumentar conforme a IL4-DC é ativada, uma vez 

que sua capacidade de internalização de antígenos é diminuída em favor do 

aumento na função de apresentação antigênica (47).  

Com relação à molécula CD83 sua função ainda não é bem compreendida, 

mas sabe-se que no contexto das IL4-DCs ela está envolvida com a maturação 

e ativação dessas células, desempenhando um papel coestimulador na 

estimulação de células T naive e de memória (48, 49).  

Moléculas como CD40, CD80 e CD86 presentes nas APCs em contato com 

os ligantes presentes nos linfócitos CD40L e CD28 respectivamente, promovem 

a coestimulação de células T CD4+, promovendo a apresentação antigênica e 

conduzindo a uma resposta específica (50). A interação do CD40 com o CD40L 

além de induzir o aumento da expressão de CD80 e CD86, induz a liberação de 

IL-12 (51). Ambos CD28 e CD86 são expressos constitutivamente, enquanto 

CD80 somente é expresso na ativação de células T e APCs (52).   

Em relação ao DC-SIGN não observamos diferenças na expressão do 

receptor entre as diferentes concentrações de vírus, entretanto quando 

comparamos o perfil das IL4-DCs imaturas com as IL4-DCs maduras nossos 

resultados demonstram grande variabilidade. DC-SIGN é um receptor de 

membrana presente também nas IL4-DCs, na qual a sua interação com glicanos 

patogênicos leva a internalização e apresentação antigênica (53). No contexto da 

infecção pelo HIV, Engering e colaboradores (2002)(54) demonstraram a alta 

afinidade entre DC-SIGN e a gp120, promovendo a captura do vírus levando a 

infecção dos linfócitos T CD4+.  

A entrada do HIV na célula requer interações com a glicoproteína viral do 

envelope (Env), molécula de superfície CD4 e o correceptor para o HIV CCR5 

(55). Além disso, o CCR5 direciona a migração dessas células para sítios 

inflamatórios (56, 57). Nossos resultados mostraram não haver diferença quando 

comparamos as diferentes concentrações de vírus e/ou IL4-DCs imaturas e 

maduras. Steiman e colaboradores (1996)(58) e Turville e colaboradores (2001)(59) 

demonstraram expressões relativamente baixas dos correceptores nas MoDCs 

o que corrobora com os nossos resultados. Entretanto o baixo perfil de 
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expressão, também pode sugerir que partículas virais tenham sido internalizadas 

pelas vias DC-SIGN, CCR5 e CD4 mas não podemos afirmar se a concentração 

de vírus interfere nas vias.  

Em resumo, com relação ao perfil fenotípico observamos que houve 

diferenciação de monócitos em IL4-DCs imaturas e posteriormente em IL4-DCs 

maduras, utilizando estímulo inflamatório e/ou pulso viral. Estas células 

apresentaram características comumente conhecidas, entretanto a avaliação de 

diferentes quantidades de vírus para o pulso não mostrou diferenças no perfil 

fenotípico.         

Com o objetivo de avaliar a internalização de partículas virais após o pulso 

de DCs, analisamos a presença da proteína p24 nas IL4-DCs pulsadas com 

diferentes quantidades de antígeno. Por meio do método de ELISA não 

conseguimos observar um aumento na proteína p24 conforme o acréscimo da 

quantidade de vírus. Curiosamente, IL4-DCs não pulsadas também 

apresentaram positividade para p24, sugerindo a presença de vírus 

endogenamente produzido, o que é um fato razoável, considerando que o 

precursor utilizado foi o monócito, reconhecido reservatório de HIV. Estamos 

cientes que nossos ensaios devem ser interpretados com cautela, visto que 

falhamos em não incluir um controle de células não pulsadas derivadas de 

indivíduo não infectado 

Em paralelo, analisamos a internalização da proteína p24, por meio de 

microscopia confocal. Diferente do observado no ensaio quantitativo em relação 

ao vírus AD8, foi possível analisar uma maior internalização de p24 nas IL4-DCs 

pulsadas. Não identificamos diferenças entre as IL4-DCs pulsadas com 

diferentes concentrações de vírus.  

Turville e colaboradores (2004)(60) demonstrou que a meia vida de p24 em 

MoDCs imaturas pulsadas com AT-2 HIV-1BAL é de aproximadamente 4 horas 

podendo ser encontradas em vesículas. Nossos resultados demonstram haver 

similaridade visto que observamos marcações de p24 localizadas em posições 

que se aparenta serem vesículas, entretanto devido à falta de uma marcação 
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específica não é possível confirmar. Novos ensaios já estão sendo elaborados 

pelo grupo. 

Citocinas como IL-12p70 e IL-10 possuem funções fundamentais na 

interação entre células apresentadoras de antígenos e células T durante a 

resposta imune. Por meio da técnica de ELISA foi possível mensurar a produção 

destas citocinas a partir do sobrenadante do 7º dia de cultura.  

A IL-12 é uma citocina pró-inflamatória produzida por DCs, macrófagos e 

células B em resposta a patógenos. Ao ser secretada, induz a produção de IFN-

 por linfócitos T promovendo a diferenciação para o perfil Th1 (revisto por Vignali 

e Kuchroo, 2012)(61). Por outro lado, a produção de IL-10 leva à inibição do 

desenvolvimento de resposta Th1(62). Quando comparamos a produção de IL-

12p70 nas IL4-DCs pulsadas com diferentes concentrações de vírus, houve um 

aumento gradual desta citocina. 

A seguir analisamos o perfil funcional das IL4-DCs com relação à 

capacidade de ativar linfócitos T, por meio da análise da expressão de 

marcadores de ativação CD38/HLADR e CD69 e produção de IFN-.  

A partir do monitoramento de viabilidade celular durante 72 e 96 horas 

observamos que concentrações crescentes de vírus não interferiram na 

viabilidade das IL4-DCs. Presicce e colaboradores (2012)(63) demonstraram não 

haver morte celular após três dias de co-cultivo entre linfócitos T e MoDCs 

infectadas por SIV, estimuladas por LPS. Em nossos ensaios, foi possível 

observar uma menor viabilidade celular quando comparamos a variável 

composta apenas por linfócitos entre as demais compostas por linfócitos e IL4-

DCs, corroborando com os resultados também demonstrados por Presicce e 

colaboradores (2012)(63). 

Com relação à expressão de CD38 e HLA-DR, observamos que mesmo 

utilizando concentrações crescentes de vírus para o pulso viral obtivemos baixos 

níveis de expressão, independentemente da quantidade de vírus e os valores 

foram similares à condição basal, composta por culturas estimuladas por IL4-
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DCs não pulsadas. Resultados similares também foram obtidos para a avaliação 

da expressão de CD69 em células TCD4+ e TCD8+.  

No contexto de estímulo antígeno específico por meio de DCs, a ativação 

do sistema imune é essencial para uma resposta eficiente. Neste sentido, Lucas 

e colaboradores (2016)(64) demonstraram que MoDCs transfectadas com 

plasmídeo LAMP/gag foram capazes de promover aumento na ativação celular 

antígeno-específica, avaliada pela expressão de CD38/HLADR, CD69 e 

granzima B, tanto em células T CD4 quanto CD8.   

Em seguida avaliamos a capacidade das IL4-DCs pulsadas em induzir 

produção de IFN- por linfócitos autólogos. 

No contexto da infecção pelo HIV células T (naive e memória) são ativadas 

durante o reconhecimento de antígenos apresentados durante a interação MHC 

e TCR, em seguida clones de células T efetoras, específicos ao antígeno 

apresentado, proliferam (65). Tais células (CD4+) podem induzir uma resposta 

Th1, produzindo citocinas como IFN-, importante para ativação de macrófagos 

pois potencializa a sua capacidade fagocítica contra agentes intracelulares 

infecciosos através da fagocitose, como vírus e bactérias, assim como células 

infectadas (66). Sabendo-se que o controle da infecção resulta em uma melhor 

resposta específica, Deeks e colaboradores (2007)(67) demonstraram que 

pacientes que controlam a infecção (controladores de elite) apresentam linfócitos 

T CD4+ que expressam altos níveis de IFN- e IL-2 em resposta ao HIV.  

Em nossos ensaios, observamos que o pulso de IL4-DCs com diferentes 

concentrações de vírus resultou em níveis similares de produção de IFN- pelos 

linfócitos estimulados. Por sua vez, tais valores foram relativamente equiparáveis 

aos níveis apresentados pelo controle basal, constituído por culturas estimuladas 

por IL4-DCs não pulsadas, apresentando diferenças significativas quando 

comparadas com IL4-DCs pulsadas com 300 partículas de vírus. 

Neste sentido, nossos resultados de quantificação de p24 em IL4-DCs 

sugerem que as culturas estimuladas por IL4-DCs, ainda que não pulsadas, 

poderiam ter sido capazes de induzir uma resposta especifica nos ensaios de 
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cocultivo, eventualmente mascarando o resultado de estimulo por IL4-DCs 

pulsadas com concentrações crescentes de vírus. Também podemos especular 

a possibilidade de que a menor concentração de vírus utilizada poderia 

corresponder ao máximo potencial de internalização de vírus em nosso modelo. 

Conforme já mencionado, são resultados apenas sugestivos, que carecem de 

novos ensaios para confirmação. 

De modo geral os resultados apresentados até o presente mostraram que 

concentrações crescentes de vírus parecem não interferir na viabilidade das IL4-

DCs. Também não observamos diferenças referentes ao perfil fenotípico, 

produção de citocinas e capacidade de ativar ou induzir a produção de IFN- 

estimulados por estas IL4-DCs. 

Durante o desenvolvimento do presente trabalho nosso grupo passou a se 

envolver com a pesquisa de um novo tipo MoDC, denominada aDC1, que 

apresenta a capacidade de polarizar para uma resposta Th1, e que já foi 

estudada no contexto de imunoterapia para tumores. 

Mailliard e colaboradores (2004)(68) demonstraram haver uma maior 

produção de IL-12p70 pelas aDC1 o que aumenta a capacidade migratória para 

os órgãos linfoides secundários e promover uma maior indução de resposta CTL 

in vitro.  

Assim, considerando o objetivo deste trabalho em avaliar o efeito de 

diferentes concentrações de vírus no perfil de MoDCs, resolvemos analisar nas 

aDC1 os parâmetros estudados para as IL4-DCs. Devemos enfatizar, entretanto, 

que infelizmente não houve tempo suficiente para processar um número maior 

de amostras, o que limita consideravelmente a interpretação destes resultados. 

Tratam-se, portanto, de dados preliminares, cujos ensaios deverão ser 

retomados pelo grupo. 

De modo geral, observamos ser possível a diferenciação de monócitos de 

indivíduos infectados em aDC1. Concentrações crescentes de vírus parecem 

não afetar a viabilidade ou o perfil fenotípico das aDC1, assim como observado 

para as IL4-DCs. Também não observamos diferenças quanto a capacidade de 
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internalização de vírus. Como esperado, níveis maiores de produção de IL-12 

p70 foram registradas para as aDC1 com relação as IL4-DCs, entretanto 

quantidades diferentes de vírus não interferiram de forma significativa na 

produção destas, embora pareça haver uma tendência a maior produção desta 

citocina à medida que aumenta a concentração viral. Não observamos 

diferenças quanto à capacidade de induzir ativação ou produção de IFN-por 

linfócitos estimulados por aDC1. 

Novos ensaios estão sendo feitos e padronizados pelo grupo com foco nas 

aDC1, como a utilização de um protocolo alternativo de cocultura autóloga entre 

DCs e linfócitos T podendo suprir algumas dúvidas que ainda temos. Também 

podemos destacar como outro ensaio a ser padronizado, a avaliação da 

capacidade de internalização de p24, visto por microscopia confocal. No 

momento foi realizado apenas um experimento a partir de amostra de indivíduo 

saudável pulsadas com 30 partículas de vírus/ aDC1, parecendo haver algum 

mecanismo mais permissivo à infecção nas aDC1 do que as IL4-DCs. Ensaios 

como a avaliação do melhor tempo de incubação do vírus com a MoDC 

juntamente com co-localização de marcadores específicos como EEA1 

(marcador de endossomo inicial) ou LAMP-2 (marcador de endossomo tardio) 

estão sendo planejados, podendo fornecer informações necessárias sobre a via 

endocítica do HIV inativado pelo AT-2 nas MoDCs.  
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8. CONCLUSÕES 

 

 Concentrações crescentes de vírus parecem não interferir na viabilidade 

das IL4-DCs. 

 Diferentes quantidades de partículas virais parecem não alterar a 

capacidade de internalização de vírus pelas IL4-DCs. 

 A avaliação da capacidade funcional das IL4-DCs em estimular linfócitos 

T por meio da expressão de CD38/HLA-DR e CD69 não demonstrou 

diferenças entre IL4-DCs pulsadas e não pulsadas. 

 Pulso de IL4 -DCs com 300 partículas/célula parece reduzir a produção 

de IFN-ϒ por linfócitos estimulados por estas células. 
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9. ANEXOS 

 

 

Anexo I -  Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)  

HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO-HCFMUSP 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

 

NOME: ................................................................................................................................. 

DATA NASCIMENTO: ......../......../......  

 

 

DADOS SOBRE A PESQUISA 

 

 
1. TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: 

 “INFLUÊNCIA DE DIFERENTES QUANTIDADES DE ANTÍGENO NA 

COMPOSIÇÃO DE UMA VACINA ANTI-HIV BASEADA EM CÉLULAS 

DENDRITICAS.”  

 

PESQUISADORA: Telma Miyuki Oshiro        CARGO/FUNÇÃO: Pesquisadora Científica  

UNIDADE DO HCFMUSP: Laboratório de Investigação em Dermatologia e Imunodeficiências – 

LIM 56 

 

2. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA:  

 

RISCO MÍNIMO   X           RISCO MÉDIO  

RISCO BAIXO                 RISCO MAIOR  

 

3. DURAÇÃO DA PESQUISA: 24 MESES  
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 Estudo e objetivo(s): 

Na infecção pelo HIV, sabe-se dos benefícios da terapia anti-retroviral 

para o tratamento, porém efeitos colaterais são relatados. Novos métodos de 

tratamento estão sendo desenvolvidos, para aumentar a resposta de defesa do 

organismo contra o vírus. Uma destas novas estratégias é o fortalecimento do 

sistema imune, através da utilização de uma vacina composta de células de 

defesa do próprio individuo infectado, conhecidas como células dendríticas em 

combinação com o vírus inativado. O Sr. (a) está sendo convidado a participar 

de uma pesquisa cujo objetivo é estudar como diferentes concentrações de vírus 

autólogo (ou seja, do próprio individuo), podem influencias na composição desta 

vacina, melhorando sua eficácia. 

 Descrição dos procedimentos que serão realizados: 

Os voluntários que participarão desta pesquisa fazem parte do “Estudo de 

fase II da vacina terapêutica para HIV com células dendríticas autólogas 

primadas com vírus autólogos inativados”, registrado e aprovado no Comitê de 

Ética do HC sob número 0791/09. Estes pacientes já assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido, onde consta uma autorização para estocar 

as células mononucleares para possíveis estudos posteriores. Desta forma, 

nesta pesquisa serão utilizadas as células estocadas, excedentes do processo 

de preparo da vacina que estão armazenadas em nosso laboratório. Para este 

estudo não haverá, portanto, nenhuma coleta de sangue. Estamos solicitando 

sua autorização para utilizar as células que já estão armazenadas no nosso 

laboratório. 

 Descrição dos desconfortos e riscos esperados: 

Os riscos envolvidos nesta pesquisa relacionados à manipulação dos 

dados e das amostras estocadas. A equipe responsável pela condução do 

estudo procederá dentro das normas de biossegurança, boas práticas de 

laboratório e aquelas inseridas na Resolução nº 466 de 12 de dezembro de 2012, 

do Conselho Nacional de Saúde. 
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 Benefícios para o participante:  

Sua participação será importante, pois estará colaborando com o 

desenvolvimento de novos métodos de tratamento contra o HIV. Não haverá 

nenhum outro benefício adicional. 

 Garantia de Acesso: 

Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos profissionais 

responsáveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dúvidas, bem 

como cancelamento do seu consentimento, sem qualquer tipo de prejuízo na 

assistência à sua saúde. A investigadora principal é a Dra Telma Miyuki Oshiro 

que pode ser encontrada no endereço Av Dr. Eneas de Carvalho Aguiar, 470 

prédio 2 – 3°andar, Cerqueira César – São Paulo; Telefone(s) 3061-7499. Se 

você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, poderá 

também entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) – Rua 

Ovídio Pires de Campos, 225 – 5° andar – tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 

20, FAX: 3069-6442 ramal 26 – Email: cappesq@hcnet.usp.br 

 Retirada de Consentimento: 

É garantida a sua liberdade da retirada do consentimento a qualquer 

momento, bem como deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuízo à 

continuidade de seu tratamento na Instituição. 

 Direito de confidencialidade: 

Os dados e resultados da pesquisa serão analisados em conjunto com 

outros pacientes, não sendo divulgada a identificação de nenhum paciente. 

 Despesas e compensações:  

A única despesa prevista é a vinda do participante para o processo de 

Consentimento Livre e Esclarecido. Para este procedimento, está prevista uma 

ajuda de custo no valor R$ 20,00 (vinte reais). Não está prevista nenhuma outra 

compensação financeira relacionada à sua participação.  

mailto:cappesq@hcnet.usp.br


94 
 

 Compromisso: 

 Os pesquisadores envolvidos assumem o compromisso de utilizar os 

dados e o material armazenado somente para esta pesquisa. 
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DECLARAÇÃO 

 

Eu discuti com a equipe da pesquisa sobre a minha decisão em participar 

nesse estudo. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, os 

procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de 

confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que 

não terei despesas com minha participação. Concordo voluntariamente em 

participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer 

momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de 

qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste 

Serviço. 

 

-------------------------------------------------  

Assinatura do paciente/representante          Data         /       /        

  

 

------------------------------------------------- 

Assinatura da testemunha Data         /       /        

(Somente para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-

analfabetos ou portadores de deficiência auditiva ou visual). 

 

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre 

e Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participação neste 

estudo. 

 

--------------------------------------------------

Assinatura do responsável pelo estudo 

Data         /       /         
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Anexo II - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO-HCFMUSP 

 

 

1. NOME: .:........................................................................................................................ 

DATA NASCIMENTO: ......../......../......  

 

 

DADOS SOBRE A PESQUISA 

 

 
1. TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: 

 “INFLUÊNCIA DE DIFERENTES QUANTIDADES DE ANTÍGENO NA 

COMPOSIÇÃO DE UMA VACINA ANTI-HIV BASEADA EM CÉLULAS 

DENDRITICAS.”  

 

PESQUISADORA: Telma Miyuki Oshiro        CARGO/FUNÇÃO: Pesquisadora Científica  

UNIDADE DO HCFMUSP: Laboratório de Investigação em Dermatologia e Imunodeficiências – 

LIM 56 

 

2. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA:  

 

RISCO MÍNIMO   X           RISCO MÉDIO  

RISCO BAIXO               RISCO MAIOR  

 

3. DURAÇÃO DA PESQUISA: 24 MESES  

 Estudo e objetivo(s): 

Na infecção pelo HIV, sabe-se dos benefícios da terapia anti-retroviral 

para o tratamento, porém efeitos colaterais são relatados. Novos métodos de 

tratamento estão sendo desenvolvidos, para aumentar a resposta de defesa do 

organismo contra o vírus. Uma destas novas estratégias é o fortalecimento do 

sistema imune, através da utilização de uma vacina composta de células de 

defesa do próprio individuo infectado, conhecidas como células dendríticas em 
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combinação com o vírus inativado. O Sr. (a) está sendo convidado a participar 

de uma pesquisa cujo objetivo é estudar como diferentes concentrações de vírus 

autólogo (ou seja, do próprio individuo), podem influencias na composição desta 

vacina, melhorando sua eficácia. 

 Descrição dos procedimentos que serão realizados: 

Os voluntários que participarão desta pesquisa serão encaminhados para 

coleta de sangue por punção periférica da veia do antebraço, quando serão 

coletados 70 mL de sangue, cerca de 7 colheres de sopa. 

 Descrição dos desconfortos e riscos esperados: 

O maior desconforto será dor no local no momento da coleta de sangue, 

porém este procedimento não deverá trazer nenhum risco à saúde. Todos os 

materiais utilizados serão estéreis e descartáveis. 

 Benefícios para o participante:  

Sua participação será importante, pois estará colaborando com o 

desenvolvimento de novos métodos de tratamento contra o HIV. Não haverá 

nenhum outro benefício adicional. 

 Garantia de Acesso: 

Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos profissionais 

responsáveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dúvidas, bem 

como cancelamento do seu consentimento, sem qualquer tipo de prejuízo na 

assistência à sua saúde. A investigadora principal é a Dra Telma Miyuki Oshiro 

que pode ser encontrada no endereço Av Dr. Eneas de Carvalho Aguiar, 470 

prédio 2 – 3°andar, Cerqueira César – São Paulo; Telefone(s) 3061-7499. Se 

você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, poderá 

também entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) – Rua 

Ovídio Pires de Campos, 225 – 5° andar – tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 

20, FAX: 3069-6442 ramal 26 – Email: cappesq@hcnet.usp.br 

mailto:cappesq@hcnet.usp.br
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 Retirada de Consentimento: 

É garantida a sua liberdade da retirada do consentimento a qualquer 

momento, bem como deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuízo à 

continuidade de seu tratamento na Instituição. 

 Direito de confidencialidade: 

Os dados e resultados da pesquisa serão analisados em conjunto com 

outros pacientes, não sendo divulgada a identificação de nenhum paciente. 

 Despesas e compensações:  

A única despesa prevista é a vinda do participante para o processo de 

Consentimento Livre e Esclarecido. Para este procedimento, está prevista uma 

ajuda de custo no valor R$ 20,00 (vinte reais). Não está prevista nenhuma outra 

compensação financeira relacionada à sua participação.  

 Compromisso: 

 Os pesquisadores envolvidos assumem o compromisso de utilizar os 

dados e o material armazenado somente para esta pesquisa. 
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DECLARAÇÃO 

 

Eu discuti com a equipe da pesquisa sobre a minha decisão em participar 

nesse estudo. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, os 

procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de 

confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que 

não terei despesas com minha participação. Concordo voluntariamente em 

participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer 

momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de 

qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste 

Serviço. 

 

 

-------------------------------------------------  

Assinatura do paciente/representante          Data         /       /        

  

 

------------------------------------------------- 

Assinatura da testemunha Data         /       /        

(Somente para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-

analfabetos ou portadores de deficiência auditiva ou visual). 

 

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre 

e Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participação neste 

estudo. 

 

---------------------------------------------------

Assinatura do responsável pelo estudo 

 

Data         /       /         
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Anexo III - Aprovação do Comitê de Ética  
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APÊNDICE - Padronização de ensaios de internalização viral com amostras 
de indivíduos saudáveis 

1.0 Detecção da proteína p24 em IL4-DCs imaturas de indivíduos 

saudáveis 

 

1.1 Elisa de p24  

Selecionamos amostras de 5 indivíduos saudáveis para analisar a 

quantificação da proteína p24 após o pulso das IL4-DCs imaturas com diferentes 

concentrações de vírus.    

 

Características dos indivíduos saudáveis participantes do estudo com relação ao gênero 

e idade.  

 

Sujeitos da 
pesquisa 

Gênero Idade 

1 F 37 

2 F 26 

3 M 53 

4 M 38 

5 M 30 

 

Não foi possível relacionar os resultados apresentados com as quantidades 

de partículas virais utilizadas para pulsar as IL4-DCs, sendo necessário 

aumentar o número amostral. Foi utilizado como controle positivo o vírus AD8. 

  



 

 

Quantificação da p24 em IL4-DCs pulsadas com diferentes quantidades de vírus. IL4-DCs 

imaturas de indivíduos saudáveis pulsadas com diferentes quantidades de vírus inativado e vírus 

AD8. A expressão foi avaliada por meio de pg/mL pela técnica de Elisa. 

 

1.2 Padronização do ensaio de internalização das partículas virais 

Foi utilizado como controle negativo IL4-DCs imaturas sem o pulso de vírus 

manipuladas igualmente, como já era esperado não foi possível observar 

marcação de p24. Todas as imagens foram fotografadas com um aumento de 

63x/1.40 Oil DIC M27. 



 

 

Análise de MoDCs de indivíduo saudável sem o pulso de vírus. MoDCs sem o pulso de vírus 

em meio com presença de DAPI. Sem presença de p24 (A), morfologia das MoDCs (B), 

marcação de DAPI em MoDCs (C) e MoDCs com marcação para DAPI mas sem presença de 

p24 (D). 

 

Em seguida analisamos as IL4-DCs pulsadas com vírus AD8 não inativado, 

cujas imagens estão representadas na figura acima. Foi possível analisar fotos 

de diversos campos da lamínula, podendo destacar ter um maior número de 

partículas virais internalizadas por IL4-DCs pulsadas com vírus vivo em relação 

as IL4-DCs pulsadas com o vírus inativado.  



 

 

Análise de MoDCs de indivíduo saudável com o pulso de vírus AD8. MoDCs com o pulso de 

vírus em meio com presença de DAPI e marcação de p24. Campo 1 (A) e Campo 2 (B). Foi 

possível analisar a morfologia da MoDC com suas respectivas marcações.  

 

Com relação ao vírus inativado, testamos as proporções de 3, 30 e 300 

partículas/MoDCs (A, B e C, respectivamente) e neste caso observamos que a 

detecção foi menor do que vírus vivo. Foi possível analisar diversos campos das 

lamínulas na qual, não foi possível observar diferenças entre as IL4-DCs 

pulsadas com diferentes concentrações de vírus.      

 



 

 

Análise de MoDCs com pulso de vírus na proporção de 3, 30 e 300 partículas/MoDC. 

MoDCs com o pulso de vírus na proporção de 3 partículas/MoDC (A) 30 partículas/MoDC (B) e 

300 partículas/MoDC (C) em meio com presença de DAPI e marcação de p24. Foi possível 

analisar a morfologia da MoDC com suas respectivas marcações.  

 

2.0 Detecção da proteína p24 em aDC1 imaturas de indivíduos saudáveis 

 

 



 

2.1 Elisa de p24  

Selecionamos amostras de 3 indivíduos saudáveis para analisar a 

quantificação da proteína p24 após o pulso das aDC1 imaturas com diferentes 

concentrações de vírus.    

Características dos indivíduos saudáveis participantes do estudo com relação ao gênero 

e idade.  

 

Sujeitos da 
pesquisa 

Gênero Idade 

1 M 53 

2 M 38 

3 M 38 

 

Parece haver uma tendência entre o aumento de partículas virais pulsadas 

nas aDC1 e a detecção da p24, sugerindo maior internalização de partículas 

virais. 

  

 

Quantificação da p24 em aDC1 pulsadas com diferentes quantidades de vírus. aDC1 

imaturas de indivíduos saudáveis pulsadas com diferentes quantidades de vírus inativado e vírus 

AD8. A expressão foi avaliada por meio de pg/mL pela técnica de Elisa. 



 

2.2 Padronização do ensaio de internalização das partículas virais 

Considerando aplicação em ensaios futuros iniciamos com a padronização 

do ensaio de imunofluorescência nas aDC1, pulsadas com 30 partículas de vírus/ 

MoDC (A e B). Foi possível analisar diversos campos da lamínula na qual, 

percebendo um maior número de células infectadas comparada a mesma 

condição das IL4-DCs. 

 

 

Análise de aDC1 com pulso de vírus na proporção de 30 partículas/MoDC. MoDCs com o 

pulso de vírus na proporção 30 partículas/MoDC em meio com presença de DAPI e marcação 

de p24. Campo 1 (A) e Campo 2 (B). Foi possível analisar a morfologia da MoDC com suas 

respectivas marcações.  


