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Resumo

Giardia lamblia é o parasita mais comum em todo mundo, responsavel por varios
disturbios intestinais, principalmente diarreia e sindrome de ma absorgao. A infecao por
Giardia tem um impacto adverso sobre o crescimento infantil e desenvolvimento psicomotor.

Dado ser uma infecao que afeta a populagao a nivel mundial, a comunidade cientifica tem
apostado no desenvolvimento de uma vacina que previna esta doenga, de modo a diminuir a
sua incidéncia e proteger a populagao.

Desta forma, com este projeto pretendeu-se desenvolver uma vacina oral baseada na
encapsulagdo de um antigénio deste parasita, B-giardina, em nanoparticulas de quitosano
revestidas por alginato de sodio de forma a torna-las resistentes a sua passagem pelo estomago
e, assim, chegarem ao seu alvo intactas. A primeira parte do trabalho consistiu na preparagao
das nanoparticulas e sua caracterizagao. Numa segunda fase, as nanoparticulas carregadas com
o antigénio foram administradas a murganhos fémea e pesquisaram-se os niveis de anticorpos
totais e especificos no soro, lavagens intestinais, lavagens vaginais e fezes. Os efeitos in vitro
dos lavados intestinais e do soro na aderéncia e morfologia do parasita foram também
avaliados.

Neste trabalho obteve-se uma eficacia de encapsulamento do antigénio de B-giardina de
100 %. Através do método de ELISA verificou-se a presenca de IgG especifica anti-B-giardina
no soro e aumento do seu titulo apos reforgos. Observou-se igualmente uma concentragao
de IgA total maior nos animais imunizados que no grupo controlo. Nos lavados intestinais
detetaram-se concentragoes elevadas de IgA total, no entanto nao foi possivel detectar IgG e
IgA especificas anti-B-giardina. Relativamente aos estudos in vitro, os lavados intestinais inibiram
a aderéncia do parasita em 7 %.

A vacina desenvolvida, baseada em nanoparticulas de quitosano revestidas com alginato e
carregadas de antigénio B-giardina, induziu uma resposta imunolégica adaptativa nos animais
em estudo. Houve produgao de anticorpos ao nivel da mucosa intestinal e no soro,
nomeadamente IgA e IgG. Os resultados obtidos nos testes de aderéncia indicam uma inibigao
da aderéncia do parasita potencialmente devido aos anticorpos presentes nos lavados

intestinais.

Palavras Chave: Giardia lamblia, infecio, nanoparticulas, quitosano, intestino, IgA.
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Abstract

Giardia lamblia is the most common protozoan parasite worldwide, responsible for several
intestinal disorders, particularly diarrhea and malabsortion syndrome. Giardia infection have
an adverse impact on child growth and psychomotor development.

Since it is an infection that affects the population worldwide, the scientific community has
focused on developing a vaccine to prevent this disease in order to reduce its incidence and
protect the population.

Thus, with this project we intended to develop an oral vaccine based on encapsulating an
antigen of this parasite, the B-giardin, in nanoparticles of chitosan-coated sodium alginate in
order to make them resistant to their passage through the stomach and, thereby, reach their
target intacts. The first step of this work is the preparation and characterization of
nanoparticles. In a second step, nanoparticles loaded with the antigen were administered to
female mice and researched levels of total and specific antibodies in the serum, intestinal
washes, vaginal washes and stool. The in vitro effects of washed intestinal and serum in adhesion

and morphology of the parasites were also evaluated.

This work we obtained an encapsulation efficiency of antigen B-giardin 100 %. Through
ELISA method verified the presence of anti-B-giardina-IgG specific in serum and increases its
degree after boosts. There was also a greater concentration of the total IgA in immunized
animals in the control group. However, the results were not conclusive about the
quantification of specific IgG and IgA anti-B-giardin in washed intestinal. However, in vitro
studies showed that washed intestinal of immunized animals inhibited the parasite adherence
(7 %).

The vaccine developed, based on chitosan nanoparticles coated with alginate and loaded B-
giardin antigen, managed to trigger an adaptative immune response in animals. The IgA and
IgG antibody production was increased at the level of the intestinal mucosa and serum. The
results of the adhesion assays indicate an inhibition of the parasite adherence, potentially due

to antibodies present in intestinal washed.

Keywords: Giardia lamblia, infection, nanoparticles, chitosan, intestine (gut), IgA.
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l. Introducao



Introducio

|. Giardia lamblia

Giardia lamblia, também conhecida como Giardia intestinalis e Giardia duodenalis € um parasita

eucariota flagelado binucleado (ADAM, 2001; ANKARKLEYV, et al, 2010). Este € um dos

parasitas intestinais mais comuns no homem, animais domésticos, animais de exploragao

agricola e mamiferos selvagens (FISHER, et al, 2013). Giardia lamblia esta comumente

associada a causa de diarreias em todo mundo (ADAM, 2001).

I.1. Morfologia

Giardia existe sob duas formas, quisto e trofozoito, que alterna ao longo do seu ciclo de

vida (ELMENDORF, 2003). O quisto é a forma resistente e de transmissao da infecgao e o

trofozoito replica-se e fixa-se no epitélio intestinal causando a doenga (ANKARKLEYV, et al.,

2010).

Quisto

O quisto possui uma forma oval e mede de comprimento 8 a |2 ym e de largura
7a 10 pm. Esta estrutura possui uma parede de 0,3 a 0,5 pm de espessura e é revestida
internamente por uma dupla membrana. A parede é formada por 60 % de
carbohidratos e 40 % de proteinas que lhe confere estabilidade e assim protecgao do
meio ambiente, impedido a sua lise. Durante este estado o protozoario mantém-se

metabolicamente inativo. Nesta fase do seu ciclo, o quisto possui quatro nucleos

(ADAM, 2001; ANKARKLEV, et al., 2010) (Figura I.1.a).

Trofozoito

O trofozoito apresenta uma forma de gota e mede de comprimento 12 a |5
pum e de largura 5 a 9 pm (ANKARKLEYV, et al., 2010). Esta forma do parasita tem
corpos basais, de onde tem origem os seus oito flagelos, divididos em quatro pares
denominados anteriores, posterior/lateral, ventral e caudal, que lhe confere a
motilidade (ELMENDOREF, 2003). House 201 | propoe que a motilidade flagelar antes
da fixagao seja um factor determinante na patogénese e colonizagao do intestino por
parte do trofozoito, contribuindo indirectamente para a sua fixagao. O trofozoito tem
ainda dois nucleos e apresenta um organelo Unico, o disco adesivo, uma estrutura
grande e rigida que permite a ligagao do trofozoito ao epitélio intestinal (ANKARKLEYV,

et al., 2010; SYED, 2003). Este é constituido por uma rede de microtibulos que lhe
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confere entao essa estrutura rigida bem definida (ELMENDORF, 2003; ANKARKLEYV,
et al., 2010). O disco adesivo é uma estrutura abobadada, que mediante a fixagao se

torna mais concavo (ELMENDOREF, 2003) (Figura I.1.b).

@ Corpos Basais Mitosomas Centrais b

Vesiculas Periféricas

Nicleolo

Flagelo Anterior_——: Niicleos

Axonemas

Mitosomas
Fragmentas

do disco

Periféricos

Flagelo -

posterior/Jateral Parede do quisto

Flagelo Ventral

Corpo Mediano

Flagelo Caudal

Figura I.1- Estruturas de Giardia lamblia (2) trofozoito; (b) quisto. (Adaptado de ANKARKLEY,
et al, 2010)

1.2. Ciclo de vida

O ciclo de vida deste protozoario esta claramente dividido em duas fases, a desenquistagao
e a enquistagao.

e Desenquistacao

Apods a ingestao pelo hospedeiro o quisto torna-se metabolicamente activo e sofre
desenquistagao. Esta fase é desencadeada devido ao pH acido do estomago, mas ocorre
especificamente na parte inicial do intestino delgado, duodeno, onde sofre ruptura. Esta
ruptura acontece devido a libertagao por parte das vesiculas periféricas (Figura I.1.b) de
proteases de cisteina que promovem a degradacao da parede do quisto. Inicialmente comegam
por emergir os flagelos num dos polos do quisto e, de seguida, o corpo excizoide, que depois
dara origem a quatro trofozoitos. O corpo excizoide possui quatro nucleos tetraploides que
se dividem duas vezes sem replicagio de DNA, dando origem a quatro trofozoitos com dois

nucleos diploides cada (Figura 1.2). Durante este processo de divisio ha um aumento do
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metabolismo que leva a formagao do disco adesivo. Com o aparecimento do disco adesivo os
trofozoitos ligam-se ao epitélio intestinal evitando desta forma os movimentos peristalticos.
Os trofozoitos sofrem replicagao assexuada binaria e vao colonizando o intestino delgado. O
processo de desenquistagao é rapido, durando aproximadamente 15 minutos (ANKARKLEYV,
et al., 2010; ADAM, 2001; WHO, 2002).

e Enquistacao

Este processo ocorre quando os trofozoitos migram ao longo do intestino delgado. Os
baixos niveis de colesterol, a elevada exposicao a bilis e o aumento do pH induzem a
enquistacao. A enquistacao pode dividir-se em duas fases, a fase inicial e a fase tardia. Na fase
inicial, a sintese de proteinas da parede do quisto (CWVPs) leva a formagao de novas vesiculas,
especificas para a enquistagao. Nesta fase, os flagelos do trofozoito sao internalizados e o
trofozoito perde a sua motilidade, e também perde a capacidade de adesao pois o disco
adesivo sofre fragmentacao e esses fragmentos ficam encerrados nas vesiculas. Ocorre entao,
a replicagao de DNA e a célula passa a possuir dois nucleos tetraploides e na segunda fase da-
se a divisao do nucleo e passam a exisir quatro nucleos diploides. O DNA replica-se mais uma
vez e origina quistos com quatro nucleos tetraploides. Os quistos passam entao ao longo do
intestino e sao excretados nas fezes e libertados no ambiente onde devido a sua rigida parede
conseguem permanecer durante longos periodos de tempo (Figura 1.2) (ANKARKLEV, et al.,
2010; ADAM, 2001; WHO, 2002).

Nicleos

Desenquistagio

Quisto

Excyzoite

Replicagio
Flagelos o Nicleos

Trofozoitos

Epitélio

Figura 1.2- Esquema representativo do ciclo de vida de Giardia lamblia.
(Adaptado de ANKARKLEYV, et al., 2010)
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2. Giardiase

A doenga causada por Giardia lamblia, ¢ denominada de giardiase. Esta patologia afecta
o homem, animais de estimagao, animais de exploragao agricola e mamiferos selvagens (WHO,
2002; BUSATTI, 2009).

A giardiase é normalmente transmitida através da ingestao de aguas e alimentos
contaminados com quistos do parasita. Estes sao muito resistentes aos tratamentos comuns
com desinfetantes e conseguem permanecer viaveis nas aguas durante largos periodos de
tempo. A transmissao também pode ser directa entre pessoas ou zoondtica entre animais € o
homem, o que acontece num menor nimero de casos. Apenas sao necessarios |0 quistos
para causar a infecao (WHO, 2002; ESCH, 201 3).

Os sintomas ocorrem entre 6 a |5 dias apds a infecgao, mas muitos individuos sao
assimtomaticos. Nos individuos sintomaticos a patologia caracteriza-se por desencadear
diarreias, nauseas, vomitos e dor abdominal. Em casos mais graves também provoca perda de
peso e ma absorgao. Estes Ultimos sintomas sao particularmente indesejados em criangas
devido a estas se encontrarem em fase de desenvolvimento e podendo dessa forma
comprometer o seu desenvolvimento psicomotor (WHO, 2002; BUSATTI, 2009; JULIO, et
al,, 2012).

No tratamento desta doenga sao utilizados farmacos antimicrobianos. Na pratica
clinica os farmacos mais comuns sao nitromidazois, nhomeadamente o metronidazole e

tinidazole (WATKINS, 2014).

2.1. Problema de saude publica

Estima-se que Giardia lamblia é responsavel por mais de 280 milhdes de infecgoes
sintomaticas por ano no homem (ESCH, 201 3).

Nos paises em desenvolvimento esta doenga tem uma elevada prevaléncia, devido a falta
de saneamento basico e higiene precaria. E muito comum nestes paises as criancas serem
afectadas por esta patologia. Estas caracteristicas associadas ao facto de um baixo nimero de
quistos (10 quistos) provocar uma infegao coloca este organismo entre os patdgenos mais
criticos aquando da produgao de agua potavel a partir de aguas superficiais. Em paises
desenvolvidos, industrializados tém sido documentados surtos de giardiase que ocorrem por

causa da entrada de quistos na agua potavel devido a falhas no tratamento das aguas
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superficiais, contaminagoes da fonte e fugas no sistema de distribuigao das aguas (WHO, 2002;
BUSATTI, 2009; ESCH, 201 3).
Este parasita ao afectar também animais de exploragao agricola pode levar 4 perda de

produtividade e provocar um grande impacto a nivel econémico (ANKARKLEV, et al., 2010).

3. Desafios no desenvolvimento de vacinas contra Giardia

Nao esta disponivel nenhuma vacina humana para a giardiase (WATKINS, 2014).

Apenas ao nivel veterinario existe uma vacina contra este parasita, a GiardiaVax
(WATKINS, 2014). Esta vacina tem sido utilizada como forma preventiva da doenga em caes
e gatos reduzindo os sintomas e a durabilidade dos quistos no meio ambiente (OLSON, et al.,
2001). Olson (2001) propos que esta vacina pudesse ser utilizada como imunoterapia no
tratamento da giardiase quando o tratamento de |* linha falhasse. No entanto, esta sua
aplicagao continua em discussao. A vacina, a GiardiaVax é constituida por lisados de
trofozoitos de caes, gatos, ovelhas e isolados humanos (OLSON, et al., 2001).

Em 2010, uma vacina utilizando como antigénio proteinas de superficie variavel (VSPs) de
trofozoitos transgénicos de isolados humanos foi testada em gerbilos (RIVERO, et al., 2010).
As VSPs sao proteinas integradas na membrana dos trofozoitos e cada trofozoito expressa
apenas uma delas de cada vez e num determinado tempo. Pensa-se que é através desta
variabilidade antigénica que o parasita evade o sistema imunologico do hospedeiro. A equipa
responsavel pelo estudo conseguiu cessar a variagao antigénica e obter trofozoitos
transgénicos a expressar todas as VSPs. Essas VSPs foram purificadas, suspendidas em PBS e
administradas oralmente em gerbilos, que posteriormente foram inoculados com parasitas que
expressavam apenas uma VSP. Através da deteccao de quistos nas fezes dos gerbilos
conseguiram mostrar que os animais imunizados estavam protegidos contra infecgoes de
Giardia lamblia, pois nao foram encontrados quistos nas suas fezes. Num outro estudo
(JENIKOVA, et al,, 201 1), investigadores testaram quatro antigénios, alfa-giardina, alfa-enolase,
OCT e ADI, para o desenvolvimento de uma vacina utilizando um vector vivo atenuado de
Salmonella enterica Serovar Typhimurium. Inicialmente produziram plasmideos que expressassem
a sintese de cada um dos antigénios e verificaram que um dos antigénios, o ADI, nao era
expresso, e assim fizeram a insercao de trés tipos de plasmideos no vector. Para testar a
imunogenicidade das trés vacinas, o grupo imunizou BALB/c adultos oralmente e verificou que

apenas dois dos antigénios, alfa-giardina e alfa-enolase, induziram resposta tanto no soro como




Introducio

na mucosa produzindo, respectivamente, IgG e IgA. Por fim, infectaram os animais com
trofozoitos e demonstraram que os animais imunizados com o vector que expressava a alfa-
giardina eram os que tinham o niumero mais baixo de trofozoito no intestino delgado, ou seja,
conferiu uma maior protecgao. Assim, concluiram que a alfa-giardina seria o melhor candidato

para uma vacina contra a giardiase.

3.1. Antigénios identificados

A chave para o desenvolvimento de vacinas contra a giardiase estd na identificagdo do
antigénio correcto, com capacidade de protecgao eficaz (JENIKOVA, et al., 2011). Varias
proteinas ja foram identificadas em Giardia lamblia como potenciais antigénios para vacinas,
nomeadamente as proteinas de superficie variavel, com baixa taxa de conservagao genética e
uma grande variabilidade, e as proteinas de base conservadora (JENIKOVA, et al., 201 ). Cerca
de 190 VSPs expressas pela Giardia foram ja identificadas. Estas proteinas ocorrem num
determinado trofozoito durante um espago de tempo indefinido e numa dada altura do seu
desenvolvimento. Sabe-se que sao reguladas através de RNA de interferéncia (PRUCCA, et
al., 2008).

Estao identificadas ao nivel do disco adesivo do trofozoito proteinas conhecidas como
pertencentes a familia das Giardinas, que incluem as anexinas (alfa-giardina), assemblinas de
fibras estriadas (beta-giardina) e proteinas microrribons (6 e y giardinas) (FELIZIANI, et al.,
201 1). Foram identificadas 21 formas de alfa-giardina que se encontram a nivel intracelular,
nao se sabendo quais as fungdes que desempenham, mas podendo ter um papel funcional ao
nivel da motilidade e fixagdo do trofozoito ao epitélio intestinal (FELIZIANI, et al., 2011;
MACARISIN, et al., 2012). A proteina B-giardina também se desconhece qual a sua fungao
mas foi demonstrado que a sua localizagao esta associada a zona dorsal do disco adesivo e ha
indicios que possa ser expressa ao longo de toda a superficie do disco adesivo assim como a

6-giardina (MACARISIN, et al., 2012).
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4. Vacinac¢do Oral

A vacinagao é provavelmente a melhor estratégia de prevengao contra muitas doengas.
Actualmente a via de administragio amplamente utilizada é a parental, tanto por via
intramuscular como subcutanea (ISMAL, et al., 2012).

Mas ao longo das ultimas décadas tém sido produzidas e testadas vacinas para as mucosas.
As mucosas sao a primeira linha de defesa contra os patogenos, sendo também muitas vezes
onde a infecgao se inicia (AZIZI, et al., 2010; HOLMGREN, 2005). Nas vacinas para as mucosas
existem duas vias que sao extensamente estudadas, a via nasal e a via oral (ISMAL, et al., 2012).

As vacinas de administragao oral tem a capacidade de induzir resposta tanto ao nivel da
mucosa como a nivel sistémico. Estd provado que a administragao oral consegue ao nivel da
mucosa desencadear tanto uma resposta humoral como celular, protegendo desta forma nao
apenas a zona de exposigao ao antigénio mas os varios componentes da mucosa (AZIZ|, et al.,
2010; HOLMGREN, 2005).

A vacinagao oral apresenta vantagens, tais como:

e O aumento das respostas imunitarias sistémicas e na mucosa;

e A facilidade de scale up;

¢ Uma maior adesao por parte dos individuos, pois muitos tém fobia a agulhas;
e A facil administracao;

e A sua seguranga;

e O facto de nao ser necessario um profissional de salide para a vacina ser administrada.

O que no caso de paises em desenvolvimento, com falta de profissionais qualificados torna
a toma da vacina mais facil e acessivel a todos.

Como desvantagens apresenta a questao da necessidade de utilizagao de uma dose mais
elevada de antigénio, a falta de estabilidade dos antigénios perante as condigoes adversas do
trato gastrointestinal e a indugao de tolerancia por parte de alguns animais (AZIZI, et al.,
2010; HOLMGREN, 2005, ISLAM, et al., 2012).

Contudo existe um baixo nimero de vacinas orais aprovadas, o desenvolvimento de vacinas
para a administragcao oral enfrenta alguns desafios ao nivel da estabilidade do antigénio no
trato gastrointestinal, a falta de ensaios padrao e a dificuldade de colheita e processamento

das amostras de secre¢oes (AZIZI, et al., 2010).
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4.1. Resposta Imune na Mucosa
Um amplo e altamente especializado sistema imunitario inato e adaptativo na mucosa
protege estas superficies, e também o interior do organismo de eventuais insultos do meio
ambiente. O sistema imunitario na mucosa possui trés fungoes principais:
e Prevenir a captura de antigénios nao degradados, como proteinas exogenas
provenientes de alimentos, do ar ou de microorganismos comensais;
e Evitar o desenvolvimento de respostas imunitarias potencialmente prejudiciais contra
esses antigénios, caso estes alcancem o interior do corpo;
e Proteger a membrana das mucosas contra a invasao e colonizagao por

microorganismos potencialmente perigosos (HOLMGREN, 2005).

Ao nivel da mucosa intestinal existem estruturas responsaveis pelo desencadear da resposta
imunitaria, tais como, nodulos linfaticos mesentéricos, foliculos e Placas de Peyer(PP). As
Placas de Peyer encontram-se na mucosa intestinal, nomeadamente na parte superior do
intestino delgado que possuem a sua superficie as células M (Figura 1.3) (AZIZI, et al., 2010;

HOLMGREN, 2005).

fitios de indugdo
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Figura 1.3- Representagao esquematica dos elementos linféides no sistema imune intestinal.
(Adaptado de http://www.nature.com/nri/journal/v3/n4/fig_tab/nril057_F|.html)

As céulas M sao células epiteliais especializadas que capturam antigénios ou
microorganismos do limen intestinal através de fagocitose, endocitose ou pinocitose. Os

antigénios capturados pelas céulas M podem ser transportados ou directamente capturados
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pelas células apresentadoras de antigénio, nomeadamente, células B, células dentriticas e
macroéfagos (AZIZ|, et al., 2010; HOLMGREN, 2005).

As respostas imunes na mucosa sao reguladas pela natureza do antigénio e pelas APCs
(células apresentadoras de antigénio) (HOLMGREN, 2005). A resposta imune humoral
adaptativa na superficie da mucosa é grandemente mediada pela IgA, esta classe de
imunoglobulina é a mais encontrada nas secreces humanas (CORTHESY, 2013; HOLMGREN,
2005).

Apos a vacinagao oral este anticorpo é produzido em varias partes do corpo como intestino
delgado ou glandulas salivares (Figura 1.4) (HOLMGREN, 2005; LYCHE, 2012). Este anticorpo
pode ter qualidade suficiente para proteger eficazmente contra o patogeno. Também esta
descrito que o refor¢o das imunizagdes orais pode resultar no aumento de afinidade entre o
antigénio e o anticorpo especifico (LYCHE, 2012).

A IgA é o mecanismo de defesa humoral mais predominante na superficie da mucosa,

enquanto que no soro é a IgG (CORTHESY, 2013).

Figura 14- Expressao da IgA na mucosa apos
imunizacao oral. (Adaptado de HOLMGREN, 2005)
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5. Nanoparticulas

As nanoparticulas sao encontradas naturalmente na atmosfera, aguas naturais, solos e
sedimentos. Tanto nanoparticulas de origem natural, sintética ou semi-sintética podem ser
aplicadas as mais diversas areas, desde a agricultura, ao ambiente, a industria e a biomedicina
(Figura 1.5) (ZAMAN, et al.,, 2014).

' Indistria

Ambiente
BANYNDLISY

i Biomedicina
h |

Sistemas de Entrega

Figura 1.5- Aplicagao das nanoparticulas em diferentes campos. (Adaptado de ZANAM, et al,,
2014)

A composicao das nanoparticulas pode ser muito variada. Podemos ter nanoparticulas
compostas de materiais de origem biolodgica como lipidos, quitosano, fosfolipidos e dextrano,
ou nanoparticulas sintéticas que incluem a conjugagao de polimeros, silica e metais (DE JONG,
2008; ZAMAN, et al., 2014). As nanoparticulas também oferecem a vantagem de possuirem
grupos funcionais, grupos amina e carboxilo, que podem ser utilizados para modificar a
superficie das nanoparticulas (ZAMAN, et al., 2014).

Para caracterizar as nanoparticulas em suspensao, o tamanho da particula, dispersao de
tamanhos, morfologia, composicao quimica, area de superficie e reactividade sao factores
importantes que precisam ser investigados ou medidos com precisaio (ELSABAHY, 2012;
ZAMAN, et al, 2014). O tamanho das nanoparticulas € um dos parametros principais que
influencia a interacao entre as nanoparticulas e as células dos sistemas biolédgicos. No que diz
respeito a algumas dareas, nomeadamente, os sistemas de entrega de farmacos, as
nanoparticulas tém tamanhos superiores a 100 nm, necessarios para que estas possam carregar
as quantidades desejadas do firmaco (DE JONG, 2008). Particulas pequenas tem uma
mobilidade relativa superior na captura intracelular, e tém uma ampla gama de alvos biologicos,

quando comparadas com microparticulas, para o diagnostico e tratamento da doengas. O
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tamanho das nanoparticulas tém influéncia na internalizagao destas pelas células (ZAMAN, et
al., 2014).

Apesar da sua produgao e uso em todo o mundo, ha falta de informagao relativamente aos
efeitos adversos das nanoparticulas na salde humana e no meio ambiente. Estudos
preliminares indicam que as nanoparticulas podem afetar o comportamento biolégico a nivel
celular, sub-celular, do tecido, do 6rgao e de niveis de proteinas. Mas a sua toxicidade deve
ser ultrapassada antes da producao em larga escala, para aplicagoes seguras e eficientes nos
campos farmacéutico e medicina. Estes efeitos indesejaveis podem dever-se ao seu pequeno
tamanho, composi¢ao quimica, estrutura a superficie, solubilidade, forma e agregacao. Um
grande numero de métodos padronizados tém sido abordados tanto in vitro como in vivo para
avaliar a toxicidade das nanoparticulas ( ZAMAN, et al., 2014).

Existe um optimismo crescente em relagao as nanotecnologias aplicadas a medicina, pois
podera trazer avangos na area de diagndstico e tratamento de doengas (DE JONG, 2008;
ELSABAHY, 2012). A utilizagao de nanotecnologias na medicina, mais especificamente na area
de sistemas de entrega de farmacos e proteinas tem crescido muito rapidamente. No ambito,
das ciéncias farmacéuticas as nanoparticulas tem sido ainda utilizadas de forma a reduzir a

toxicidade e os efeitos secundarios dos farmacos (DE JONG, 2008).

5.1. Sistemas de entrega

Os sistemas de entrega devem ser vistos como sistemas complexos e compreendidos numa
escala nanométrica de 100 nm a 1000 nm. Os principais objectivos da investigagao de nano-
biotecnologias neste campo incluem a redugao da toxicidade do farmaco, mantendo os efeitos
terapéuticos, direcionamento e entrega mais especificos e maior seguranca e
biocompatibilidade (DE JONG, 2008). Entao na busca por novos veiculos de libertagao tem
que se dar especial atengao a determinadas caracteristicas, tais como:

e Biodistribuicao;

e Direccionamento;

e Biocompatibilidade;

e Incorporacao e libertagao do farmaco;

e Estabilidade da formulagao;

e Imunogenicidade.
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No que respeita a formulagoes de nanoparticulas biodegradaveis, estas devem ter um
tempo de vida limitado, mas o necessario para que a nivel terapéutico seja 6ptimo, de modo
que consigam transportar e libertar o seu conteudo no local alvo de forma efectiva (DE JONG,
2008). Nos sistemas de entrega utilizados para vacinas é importante que o material utilizado
nao seja imunogénico, de forma a nao haver uma resposta imunologica desenvolvida contra o
material de que é feito o sistema transportador do antigénio. Varios transportadores
poliméricos tém sido investigados, o quitosano aparece como um poderoso candidato devido,
ao seu forte potencial para utilizagao como sistema de transporte de vacinas e nao induzindo
respostas indesejadas (ISLAM, et al., 2012).

E importante ao desenvolver um sistema de entrega ter em conta a via de administragio
que sera utilizada e quais sao os locais alvo. Quando se pretende fazer uma entrega ao nivel

das mucosas devem utilizar-se nanoparticulas mucoadesivas (ELSABAHY, 2012).

5.2. Quitosano

O quitosano é um polissacarideo cationico com propriedades mucoadesivas, obtido a partir
da desacetilagao alcalina da quitina ( BORGES, et al., 2008; ISLAM, et al., 2012; PORPORATTO,
2005). A quitina é encontrada nos invertebrados e € um componente do revestimento externo
de crustaceos, de onde é habitualmente extraida (ISLAM, et al., 2012; PORPORATTO, 2005).

O polimero quitosano possui varios grupos amina na sua estrutura (Figura 1.6), que o
tornam um polimero fortemente positivo em meio acido e com capacidade em reagir com
polimeros de carga negativa assim como com a superficie das mucosas. Tendo em conta esta

sua caracteristica torna-se um polimero eficiente para entrega ao nivel da mucosa (ISLAM, et

al,, 2012).
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Figura 1.6 - Estrutura quimica do quitosano. (Adapatado de ISLAM et al., 2012)
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O quitosano possui caracteristicas que o tornam apelativo para a sua utilizagdo em varias
areas a nivel industrial, nomeadamente a farmacéutica (DUTTA, 2004). As suas propriedades
incluem a biodegradabilidade, a nao toxicidade, biocompatibilidade, o seu baixo custo, a
mucoadesividade e a capacidade de abertura das “tight junctions” (BORGES, et al., 2008;
DUTTA, 2004; ISLAM, et al., 2012).

Tendo em conta estas caracteristicas a sua utilizagao ao nivel de sistemas de entrega de
farmacos ou vacinas tem ganho espago ao nivel da investigacao e industria farmacéutica. Nos
ultimos anos tém surgido nanoparticulas constituidas por este polimero como sistemas de
entrega, que pode transportar farmacos, antigénios ou macromoléculas no seu interior ou
adsorvidas a sua superficie (DUTTA, 2004; ISLAM, et al., 2012).

Entao na drea da vacinagao ao nivel da mucosa, o quitosano dados as suas propriedades
tém vantagens para o sucesso neste tipo de abordagem:

e Mucoadesividade: Esta vai prolongar o tempo de retengao das nanoparticulas na
mucosa. Dessa forma no caso de farmacos o efeito terapéutico destes & mais
controlado e mantido por um periodo maior.

Em relagao as nanoparticulas de quitosano utilizadas para entrega de antigénios
vai aumentar a quantidade de antigénio na mucosa e durante mais tempo de forma a
permitir o aumento da sua internalizagao pelas células do sistema imunitario. Esta
adesividade oferece varias vantagens para uma melhor absor¢ao das vacinas no local
alvo onde € induzida a resposta imune. As nanoparticulas mucoadesivas conseguem
manter-se mais tempo na mucosa intestinal, assim sendo os antigénios associados
também, mas estao protegidos de proteases, dessa forma diminui a degradagao do
antigénio por parte das proteases.

e Biodegrabilidade: O quitosano para ser um polimero de eleigao para entrega de
farmacos ou antigénios tem de ser, apds a entrega eficiente destes no local alvo
degradado. Estudos indicam que o quitosano é eficientemente degradado e eliminado
quando administrado nas condigoes adequadas. Nos humanos a degradacao deste

polimero esta a cargo dos lisossomas (ISLAM, et al., 2012).
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5.3. B- Giardina ligado ao H-tag

O H-tag corresponde a uma sequéncia de onze aminoacidos da parte N-terminal do FHS8,
uma proteina de ligagao ao calcio secretada pela Fasciola hepatica (COSTA, et al., 2012;
COSTA, et al., 2013).

O H-tag é uma cadeia polipéptidica de baixo peso molecular, que se liga a proteina desejada,
simplifica a purificagdo da proteina, melhora a sua producao, aumenta a solubilidade da
proteina, reduz a susceptibilidade a protedlise e aumenta a imunogenecidade. Assim, torna-se
bastante interessante para a produgao de antigénios e anticorpos recombinantes (COSTA,
2012; COSTA, 2013).

O antigénio B-Giardina ligado ao H-tag foi produzido de forma recombinante em Escherichia
coli. Desenvolver o antigénio B-Giardina, um antigénio de superficie do parasita Giardia lamblia,
com ligagao ao H-tag pretende aumentar a sua imunogenicidade de forma a obter uma
resposta imune mais eficaz. A producao deste antigénio é desenvolvida pela empresa Hitag
Biotechnology.

Este parceiro de fusaio nao pode interferir na conformagao do antigénio, e
consequentemente, os anticorpos produzidos contra o antigénio fundido com o H-tag tém de
possuir a capacidade de reconhecer a estrutura nativa do antigénio. O baixo peso molecular
do H-tag pode ser a razao pela qual nao é desencadeada uma resposta imune contra este

parceiro de fusao mas, sim contra o antigénio, como desejado (COSTA, 2013).
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6. Objectivos
No presente projeto de mestrado pretendeu-se desenvolver uma vacina oral contra o
parasita Giardia lamblia. E importante referir que desenvolver uma vacina oral contra este
parasita parece ser a forma de administragao de vacina preferencial, dado o parasita se alojar
na mucosa intestinal. Para atingir este objectivo encapsulou-se pela primeira vez o antigénio
B-giardina ligado ao H-tag em nanoparticulas de quitosano revestidas por alginato de sédio. E
a primeira vez que se testa o antigénio B-giardina para ser utilizado pela via oral. Na literatura,
nao esta publicado nenhuma tentativa de encapsular a B-giardina e utilizd-la como antigénio.
Também ainda nada esta publicado sobre a utilizagao deste por outras vias de administragao.

Dentro deste projeto foram estabelecidos objectivos mais especificos:

e Caracterizagao e optimizacao das nanoparticulas de quitosano revestidas com alginato;

e Obtengao de uma elevada eficacia de encapsulamento do antigénio nas nanoparticulas;

e Administracao oral das nanoparticulas carregadas com o antigénio e pesquisa de
anticorpos totais e especificos nos fluidos biologicos como soro, lavagens intestinaise
fezes, dos animais imunizados;

e Avaliagao da aderéncia e morfologia do parasita quando em contacto com as lavagens

intestinais e soro dos murganhos imunizados.
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|I. Preparacao de nanoparticulas de quitosano

O quitosano foi dissolvido numa solugao tampao acetato a pH=5, previamente preparada,
de modo a obter uma concentragao de 0, %. Foram preparadas solugoes aquosas de sulfato
de aluminio e sulfato de sodio, cada uma delas de modo a obter uma concentragao de 0,5 %
e 0,625 %, respectivamente.

A formagao de nanoparticulas foi obtida a partir da adicao gota a gota das solugoes de
sulfato de aluminio ou de sulfato de sédio a solugao de quitosano 0,1 %, em volumes iguais (2
mL). Para a mistura das solu¢coes foram testadas duas formas diferentes de agitagao, o
ultraturax e o vortex a velocidade maxima. A suspensao de nanoparticulas resultante foi
deixada | h em agitacao moderada para maturagao. Apds esse periodo, a suspensao foi
centrifugada durante 30 min a 5000 rpm e o sobrenadante foi recolhido para quantificar o
quitosano que nao ficou associado as particulas formadas. As nanoparticulas foram
ressuspendidas em agua (2 mL) e essa suspensao foi utilizada para medir tamanhos e potenciais

zeta das nanoparticulas formadas.

I.l1. Carregamento das nanoparticulas com proteinas modelo

Neste trabalho foram testadas algumas proteinas modelo para avaliar a capacidade de
eficiéncia de encapsulagao nas nanoparticulas preparadas. As proteinas modelo usadas no
estudo foram a BSA, a-caseina, lisozima, ovalbumina e mioglobina.

As nanoparticulas foram feitas segundo o método anteriormente descrito, com uma
pequena alteragao no protocolo. Nas solugoes de sulfato de aluminio e sulfato de sédio foi
adicionada a solu¢ao de uma dada proteina de modo a obter uma concentragao de proteina
nesta solu¢ao de 0,025 %. Prepararam-se solugoes mais concentradas de sulfato de aluminio

ou de sulfato de sodio, de modo, a manter a concentracao anteriormente descrita destes sais.
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1.2. Revestimento das nanoparticulas

Com o objectivo de modificar a libertagao da proteina modelo a partir das nanoparticulas
de quitosano, um segundo passo tecnologico foi executado. As nanoparticulas foram
revestidas com um segundo polimero, o alginato de sodio.

Seguindo o procedimento anteriormente descrito para a preparagao de nanoparticulas,
apos a sua re-suspensao em 2 mL de agua, foi adicionado sob agitagio um volume igual de
solugao de alginato de sodio a | % em tampao acetato. A suspensao foi colocada sob agitacao
magnética durante 20 min para o alginato se ligar a superficie das nanoparticulas. No final dessa
agitacao a solugao foi centrifugada a 1600 rpm por 10 min para eliminar o alginato em excesso
e o sobrenadante foi recolhido para ver se houve alguma perda de proteina para o meio
durante a fase de revestimento. As NPs foram novamente re-suspensas em agua e finalmente
adicionou-se sob agitagao em vortéx 60 pL de uma solugao de cloreto de calcio (18 mM), para
fazer o “cross-link” do revestimento e foi novamente deixada a solugao em agitagao magnética

mais 20 min.

2. Optimizacao das nanoparticulas
Neste trabalho foram testadas algumas condi¢oes diferentes na preparagao e revestimento
das nanoparticulas para verificar se era possivel melhorar as caracteristicas destas. As
condi¢oes testadas foram:
e Modo de agitagao das nanoparticulas, utilizagao do ultraturax e vortéx;
e Utilizacao de duas concentragoes da solugao de quitosano, 0,1 % e 0,05 %;
e Inclusao do Tween 80 a 0,1 % na solugao de quitosano, produzindo-se nanoparticulas
com e sem Tween 80;
e Uso de concentragoes diferentes da solugao de cloreto de célcio para fazer o “cross-
link” das cadeias carboxilicas do alginato de sédio. Testaram-se concentragoes de |8
mM, 30 mM, 40 mM, 50 mM, 200 mM, 400 mM, 600 mM, 800 mM, 1200 mM e 1500
mM;
e Temperatura durante todo o processo de preparagao e revestimento, tendo sido feitas
nanoparticulas a temperatura ambiente e em gelo;

e Varias concentragoes de proteina, na solugio do agente de “cross-link”. Tendo sido

escolhidas concentragoes de 0,025 %, 0,0125 %, 0,009375 % e 0,00625 %.
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3. Métodos de analise das nanoparticulas

3.1. Determinacao Colorimétrica de quitosano pelo método
“Cibacron Brilliant Red 3B-A dye binding”

Preparou-se uma solugao de quitosano a 0,1 % como descrito no ponto anterior para ser
usada como solugao stock durante a preparagao dos padroes para a recta de calibragao. Foram
preparadas também as solugoes de “Cibacron Brilliant Red 3B-A dye binding” dissolvendo
0,075 g em 500 mL de agua destilada e o tampao glicina/HCI (pH= 2,8). O tampao foi
preparado a partir de uma solugao de glicina de 0,2 M e de uma solugao de HCl a 0,2 M. Mais
precisamente foram diluidos em 200 mL de agua destilada 50 mL da solugao de glicina e 16,8
mL da solu¢ao de HCI.

Assim para a determinagao do quitosano foram colocados 100 pL de tampao glicina/HCl e
| mL de corante em cada tubo contendo um determinado volume da solugao padrao ou a

solugao amostra (Tabela Il.1). Finalmente foi adicionada 4agua até perfazer um volume de 5 mL.

Tabela Il.1- Composigao das solugoes-padrao para determinagao do quitosano.
A: 0,008 % 40 pL Sol. Chi 0,1 %+3860 uL agua
B: 0,0012 % 60 pL Sol. Chi 0,1%+3840 pL agua
C:0,0016 % 80 pL Sol. Chi 0,1%+3820 pL agua
D: 0,0020 % 100 pL Sol. Chi 0,1%+3800 pL agua
E: 0,0024 % 120 pL Sol. Chi 0,1%+3780 pL agua
F: 0,0028 % 140 pL Sol. Chi 0,1%+3760 pL agua
G: 0,0032 % 160 pL Sol. Chi 0,1%+3740 pL agua
Branco 3900 pL agua

3.2. Caracterizacao das nanoparticulas

Para caracterizar as nanoparticulas, foram medidos os seus tamanhos e potenciais zeta,
utilizando as aliquotas recolhidas na fase final de preparagao das nanoparticulas ou no caso de
revestidas na fase final do seu revestimento, como ¢é dito na descricio dessas tarefas. As
medicoes fora feitas no aparelho Delsa™Nano C Particle Analizer (Beckman Coulter). As
medi¢oes de tamanho e potencial zeta sao feitas separadamente, na medi¢cao do tamanho uma
porcao da aliquota é misturada com agua destilada e colocada numa cuvette de vidro no
aparelho. No caso da medigao de potencial zeta, a aliquota é dissolvida em agua miliQ e

colocada num porta-amostras proprio no aparelho.
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3.3. Avaliacdo da eficacia de encapsulamento da proteina nas
nanoparticulas

Para avaliar a eficacia de encapsulamento das proteinas procedeu-se a quantificagao da
proteina nao ligada a NPs, nos sobrenandantes recolhidos. Através do método micro BCA foi
possivel determinar indiretamente a concentragao de proteina carregada nas nanoparticulas.
Para a utilizagao do método utilizou-se um kit de Micro BCA constituido por trés reagentes,
A, B e C. Esta técnica foi realizada em placas de 96 pogos. Foram entao feitos padroes segundo
a descricao do kit.

Os padroes e amostras de solugoes de nanoparticulas foram colocados em pogos, 100 pL
de cada e foi adicionado 100 pL do reagente micro BCA. A placa foi a incubar durante 2 h a
37 °C. Passadas as 2 h a placa é retirada, e sao lidas as absorvancias a 562 nm num aparelho
de medigao de placas.

A eficacia de encapsulamento (EE) é calculada da seguinte forma:

EE (%)= ((quantidade total de antigénio — antigénio livre)/ quantidade total de

antigénio)*100

4. Formulac¢oes usadas nos estudos de vacina¢ao oral

4.1. Preparacao de nanoparticulas carregadas com antigénio

O quitosano foi dissolvido numa solugao tampao acetato (pH=5) de modo a obter uma
concentragao de 0,1 %. O antigénio B-giardina modificado foi dissolvido numa solucao de
sulfato de sodio de modo a obter no final uma concentragao de antigénio de 0,00625 % e
0,625 % de solucao de sulfato de sodio.

A formagao de nanoparticulas foi obtida a partir da adigao gota a gota da solugao de sulfato
de sodio a 0,625 % contendo o antigénio a solu¢ao de quitosano 0,1 %, em quantidades iguais
(2 mL) no vortéx. A solugao resultante foi deixada | h em maturagao sob agitacao. Apos esse
periodo, a suspensao resultante foi centrifugada durante 30 min a 5000 rpm e o sobrenadante
foi recolhido para posterior quantificagio do antigénio. As nanoparticulas foram re-

suspendidas no volume pretendido utilizando agua miliQ.
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4.2. Revestimento das nanoparticulas

O procedimento seguido para fazer o revestimento das nanoparticulas foi igual ao

anteriormente descrito (secgao |.2. Revestimento de nanoparticulas).

4.3. Avaliacdao da eficacia de encapsulamento do antigénio B-giardina

em nanoparticulas revestidas e nao revestidas
Para se avaliar a eficacia de encapsulamento do antigénio em nanoparticulas revestidas e
nao revestidas procedeu-se a quantificagdo da proteina nos sobrenandantes recolhidos.
Através do método micro BCA foi possivel determinar indiretamente a concentragao de
proteina carregada nas nanoparticulas, de modo anilogo ao procedimento descrito
anteriormente (secgao 3.3. Avaliacio da eficacia de encapsulamento da proteina nas

nanoparticulas).

5. Estudos de Imunizacao

Para a realizagao dos estudos in vivo foram utilizados murganhos fémea C57BL/6) com oito
semanas (CHARLES RIVER LABORATORIES France). Foram devidamente acondicionados no
biotério da Faculdade de Farmacia, onde decorreram as experiéncias devidamente aprovadas
pela comissao de ética ORBEA.

No estudo foram enquadrados os animais em dois grupos, o grupo |, no qual os animais
foram imunizados com nanoparticulas carregadas de antigénio B-giardina e o grupo ll, o grupo
controlo no qual os animais nao receberam qualquer tipo de imunizagao.

O esquema de imunizagao esta ilustrado na figura Il.1. O grupo | foi imunizado primeiro
pela via subcutinea com nanoparticulas de quitosano/ sulfato de sédio carregadas com o
antigénio B-giardina, com o objectivo de ter animais sem stress durante a administragaodas
formulagoes, os animais foram ligeiramente anestesiados com isoflurano. De seguida foram
dados trés reforgos orais com sonda gastrica e sem os animais anestesiados com
nanoparticulas de quitosano/sulfato de sodio revestidas de alginato de soédio e por ultimo um
4° refor¢o administrado subcutaneamente. Uma semana apds a Ultima imunizagao os animais

foram sacrificados por deslocamento cervical com anestesia de isoflurano.
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Figura Il.1- Esquema de imuniza¢ao e recolha de fluidos biologicos. A marca a vermelho

representa as recolhas de soro, a castanho recolhas de fezes, a amarelo lavagens vaginais
e a verde lavagens intestinais.

Nas imunizagdes subcutineas foram administrado aos animais 200 pL da suspensao
contendo 50 pg de antigénio nas nanoparticulas de quitosano/ sulfato de sodio carregadas e
nas imunizagoes orais foram administrado um volume de 300 pL da suspensao contendo 100
pg de antigénio nas nanoparticulas de quitosano/sulfato de sodio revestidas com alginato. As

formulagoes administradas encontram-se descritas acima.

5.1. Colheita de amostras dos fluidos biolégicos

O calendario de recolhas de amostras encontra-se ilustrado na figura Il.1.
5.1.1. Recolha e tratamento de sangue

O sangue foi recolhido num eppendorf apés um pequeno corte com a lanceta na face do
animal ligeiramente anestesiado com isoflurano. Foram recolhidos cerca de 100 pL de sangue,
apenas na colheita final foi recolhido um volume superior. O sangue foi mantido em repouso
durante 30 min a temperatura ambiente e apds esse tempo centrifugado a 7000 rpm durante

10 min. O soro foi separado e guardado a -80 °C, até ser necessario para analises.

5.1.2. Recolha e tratamento de fezes

As fezes foram recolhidas para tubos eppendorf previamente tarados. Depois foram re-
hidratadas durante 60 min a temperatura ambiente com PBS frio a pH=7,4. Por cada 0,] g de
fezes foram re-hidratadas com ImL de PBS. No final foram vortexadas e centrifugadas durante

I5 min a 6000 rpm. O pellet foi rejeitado e foi adicionado ao sobrenadante PMSF de forma a
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obter uma concentragao final de | mM. Estes foram incubados a temperatura ambiente

durante |5 min e no final foram congelados a -80 °C.

5.1.3. Recolha e tratamento de lavagens intestinais

Para obter as lavagens intestinais cortou-se aproximadamente 20 cm do inicio do intestino
e lavou-se fazendo passar com uma seringa 1,2 mL de PBS (pH= 7,4) e cada lavagem foi
colocada num eppendorf (este procedimento é realizado em gelo). Adicionou-se de seguida a
PMSF de modo a obter na lavagem uma concentragao de | mM. Incubou-se durante |5 min
sob agitacao a temperatura ambiente e de seguida os extractos foram centrifugados a 6000

rpm durante |15 min a 4 °C. Por fim foi recolhido o sobrenadante e guardado a -80 °C.

5.1.4. Recolha e tratamento de lavagens vaginais

Foi lavada a cavidade vaginal dos animais, injectanto cerca de |10 pL de PBS na cavidade
vaginal e recolhendo de seguida. O procedimento foi repetido 4 vezes, as fracgoes de lavagens
foram reunidas em tubo eppendorf. Em seguida, adicionou-se PMSF e a azida de sédio as
lavagens de forma a ter uma concentragao final, na lavagem | mM PMSF e 0,] % de azida de
sodio. Incubaram durante |5 min a temperatura ambiente e foram a centrifugar a 6000 rpm

durante mais |5 min. No final o pellet foi rejeitado e o sobrenadante guardado a -80 °C.

Todas as amostras foram guardadas devidamente a -80 °C para posteriormente serem
analisadas. Com o objectivo de determinar se os animais desenvolveram resposta imunologica
contra o antigénio da Giardia (B-giardina) foi utilizado o método de ELISA que permitiu
quantificar anticorpos. Neste estudo, foram pesquisadas a IgA total e especifica e de IgG
especifica. Utilizou-se um kit da BETHYL para a determinagao de IgA (Mouse IgA ELISA

Quantification kit Bethyl Laboratories, Montgomery, Texas, USA).

5.2. Teste de ELISA para quantificacao de anticorpos nas amostras
recolhidas

Foram revestidas placas de 96 pogos (Nunc immunoplate maxisorb) com o antigénio [3-
giardina, diluido em tampao de revestimento (carbonato de sédio a 50 Mm; pH= 9,6) de modo
a obter por poco | pg de atigénio em 100 pL de volume de tampao. Apos o revestimento a

placa, esta foi coberta com parafilme e incubou durante a noite a 4 °C. No dia seguinte, o
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antigénio de captura foi rejeitadoe a placa foi com PBS-T (PBS contendo 0,05 % de Tween 20)
trés vezes. Foi feito o bloqueio adicionando 200 pL de solugao bloqueadora, PBS-T, a cada
pogo para bloquear os locais remanescentes de adsorgao. A placa foi selada e incubou durante
| h a 37 °C. Removeu-se a solucao bloqueadora e lavou-se a placa 5 vezes com PBS-T.
Adicionou-se 100 pL de amostra em cada pog¢o, tapou-se a placa e incubou a 37 °C durante 2
h. Removeram-se as amostras e lavou-se a placa 5 vezes com PBS-T. Foi adicionado 100 pL da
solugao do anticorpo secundario ligado a HRP, a cada pogo e a placa foi incubada a 37 °C
durante 30 min. A solugao com o anticorpo foi posteriormente removida e a placa foi lavada
6 vezes com PBS-T. Por fim adicionou-se a cada pogo 100 pL de solugao de OPD, feita a partir
da dissolugao de uma pastilha de 5 mg em 10 mL de tampao citrato com 10 pL de H,O,. A
placa foi a incubar durante 10 min a temperatura ambiente, apos esse tempo a reaccao foi
interrompida através da adi¢ao de 50 pL de solugao STOP (I M H,SO,). A placa foi colocada
num leitor de placas ELISA para medir a sua absorvancia a 492 nm usando o filtro de referéncia

de 530 nm e as ligagoes aos anticorpos foram reveladas.
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6. Estudos in vitro com culturas de Giardia lamblia (clone WBC6)

6.1. Preparacao do meio de cultura TYI-S-33 modificado por Keister

O meio de cultura é constituido por um caldo nutritivo (A) e uma solugao de cisteina-bilis
(B) preparadas separadamente, e suplementado com soro bovino inativado e antibiéticos. O

caldo nutritivo (A) foi preparado dissolvendo os constituintes apresentados na tabela |1.2.

Tabela I.2- Composicao do caldo nutritivo do meio de cultura TYI-S-33 modificado por

Keister.
K,;HPO, 1,0 g
KH,PO, 06¢g
NaCl 20¢g
Casitona 200¢g
Extrato de levedura 10,0g
Glicose 10,0g
Acido ascérbico 02¢g
Citrato férrico amoniacal 0,023 g
Agua 800,0 mL

O caldo nutritivo foi esterilizado por filtragao, utilizando-se filtros de membrana 0,22 um,
alicotado em frascos estéreis de 200 mL e congelado a -20 °C. Este caldo nutritivo congelado
tem uma validade de 6 meses.

Para obter o meio completo, uma solugao de cisteina-bilis (B) foi preparada dissolvendo-
se 0,5 g de cisteina em 25 mL de agua e de seguida adicionou-se 0,15 g de bilis bovina. O pH
desta solugao foi acertado com uma pastilha de NaOH até a solugao ficar limpida. A solugao
foi esterilizada utilizando um sistema filtrante, com um filtro de seringa de poro de 0,2 pm.

O caldo A assim como o soro bovino inativado apenas foram descongelados na altura em
que se preparava o meio completo utilizando-se um banho de agua a 37 °C. O meio de
cultura completo preparou-se misturando 200 mL de caldo A com 25 mL de solugao B, 25 mL

de soro bovino inativado e 20 pL de penicilina/estreptomicina. O meio completo foi
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armazenado a 4 °C no frigorifico durante um maximo de 10 dias, periodo a partir do qual o

meio perde as suas caracteristicas e nao suporta o crescimento dos trofozoitos de G. lamblia.

6.2. Estudos de inibicao da aderéncia de trofozoitos de Giardia lamblia

Para a realizacao dos estudos da aderéncia dos trofozoitos de G. lamblia é necessario
primeiro obter uma cultura em fase exponencial e proceder a contagem das células.

Assim sendo, foi retirado da estufa de incubagao um tubo de cultura de trofozoitos de
Giardia lamblia (clone WBC6) em fase de crescimento exponencial (3-5 dias) e colocado em
banho de gelo durante pelo menos 20 minutos. Posteriormente, retirou-se | mL da cultura
para um eppendorf e adicionou-se 10 pL de formalina a 10 % e homogeneizou-se. Tranferiu-
se 10 pL para a cdmara de Neubauer e procedeu-se a contagem das células no reticulo central
calculando-se o numero de trofozoitos/mL.

Os estudos de aderéncia foram realizados em placas de 96 pogos. Em cada pogo foi
inoculado 5x10° células em meio de cultura fresco e na auséncia (controlo) ou presenca de
lavados intestinais e de soro de animais imunizados e nao imunizados.

Os ensaios foram realizados em duplicado e a placa foi incubada a 37 °C durante 2 h.
Terminado este tempo de incubagao, os sobrenandante, contendo as células nao aderentes,
foram tranferidos para eppendorfs e a cada pogo foi adicionado 200 uL de PBS estéril Ix. A
placa foi colocada em banho de gelo para desaderir os trofozoitos aderentes durante 20
minutos. Os trofozoitos aderentes e nao aderentes foram contados camara de Neubauer

como descrito anteriormente, mas utilizando-se sémente 2 pL de formalina 10 %.
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I. Optimizacdo e caracterizacdo das nanoparticulas
1.1. Efeito do tipo de sal sulfato no consumo de quitosano durante a
preparacao das NPs
Foram produzidas nanoparticulas de quitosano/sulfato de sédio (NPs Na) e quitosano/
sulfato de aluminio (NPs Al), recorrendo a agitagado com o ultraturax. A percentagem de
quitosano consumido na obtengao das NPs é apresentado no grafico da figura lll.]1. Pode
verificar-se que as nanoparticulas de quitosano/sulfato de sédio consomem uma maior
percentagem de quitosano, cerca de 70 % durante a preparagao quando o consumo do mesmo

polimero é comparado com as nanoparticulas de quitosano/ sulfato de aluminio (60 %).

100
90

Quitosano consumido (%)

NPs Al NPs Na
Nanoparticulas

Figura Ill.I- Consumo médio de quitosano pelas nanoparticulas produzidas com ultraturax a
velocidade maxima (velocidade 10). A quantificagido do quitosano foi feita pelo método
colorimétrico do “Cibacron Brilliant Red 3-B-A dye binding”. Os resultados apresentados

representam o valor médio de 3 lotes de NPs independentes.

No caso da adigao de sulfato de sodio isso resulta de uma concentragao em solugao maior
de ides SO*, (0,002201 moles), exactamente os ides que sio usados para fazer a ligagio entre
as moléculas do polimero, menos ides sulfato, significa menos possibilidade de ligar mais
moléculas de quitosano. Como no caso das nanoparticulas de quitosano/ sulfato de aluminio,
os ides SO*, em solugdo sao menos, nio ligando ao quitosano e ficando mais quitosano livre.

Podiamos ter optado por aumentar a concentragio de SO*, aumentando a concentragao

de sulfato de aluminio usada, optamos por nao o fazer dado que o método ja tinha sido
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optimizado anteriormente no nosso laboratorio com o objectivo de ter uma suspensao

fisicamente estavel.

1.2, Efeito do tipo de agitacio no consumo de quitosano durante a
preparacao das NPs

No seguimento da experiéncia anterior, seleccionamos o método de preparagao que
utilizava a solugao de sulfato de sédio, com o objectivo de avaliar se o modo de agitagao da
solugao, durante a adigao do agente “cross-link” poderia ou nao influenciar o consumo de
quitosano na formagao das nanoparticulas. Assim, o consumo de quitosano foi determinado
para nanoparticulas de quitosano/sulfato de soédio produzidas com recurso a agitagao com o
ultraturax ou com o vortex (Figura 1l1.2). Observamos que as nanoparticulas produzidas pelo
vortex resultou num consumo mais elevado de quitosano por parte das nanoparticulas,

aproximadamente de 100 %.

100

Quitosano consumido (%)

Ultraturax vortex

Nanoparticulas de Na

Figura 111.2- Consumo médio de quitosano pelas nanoparticulas de quitosano/sulfato de soédio
produzidas com ultraturax a velocidade maxima (velocidade 10) e com vortex a velocidade
maxima. A quantificagao foi feita pelo método colorimétrico do “Cibacron Brilliant Red 3-B-
A dye binding”. Os resultados apresentados represetam a média dos resultados obtidos com
3 lotes independentes de NPs.

1.3. Caracterizacdo de nanoparticulas nao revestidas e ap6s o seu
revestimento com alginato de sodio

As nanoparticulas produzidas no vortéx com uma concentragao de quitosano de 0,1 %

foram caracterizadas tendo em conta o tamanho, potencial zeta e indice de polidispersao de
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nanoparticulas (Tabela Ill.1). Foram avaliadas nanoparticulas de quitosano revestidas com
alginato e nanoparticulas nao revestidas. Podendo observar-se que as nanoparticulas nao
revestidas tem tamanhos mais pequenos e um potencial zeta positivo, enquanto as
nanoparticulas revestidas com alginato sao maiores e possuem um potencial zeta negativo.

O quitosano é um polimero com carga positiva, conferindo as nanoparticulas nao
revestidas um potencial zeta positivo. O alginato de sédio com o qual as nanoparticulas sao
revestidas tem uma carga negativa, permitindo a sua ligagao ao quitosano e fazendo com que
estas passem a ter carga negativa também, pois é o alginato de sodio que fica a superficie das
nanoparticulas. No que respeita ao tamanho observa-se um aumento quando estas sao
revestidas pelo alginato de sodio, o que se compreende pois acrescentando o alginato de sodio
é formada uma camada exterior, além disso, o revestimento conduz a uma suspensao
fisicamente mais instavel, porque o potencial zeta das NPs (apés adigio de Ca®") tende a
aproximar-se de zero. Assim o tamanho observado pode nao ser das NPs por si s, mas ser

concerteza devido a presenca de mais aglomerados.

Tabela Ill.1- Medigoes de tamanho, indice de polidispersao e potencial zeta no Delsa™Nano
C Particle Analizer (Beckman Coulter).

aracteristicas | Tamanho (nm) indice de Potencial Zeta
Média + SD Polidispersao Média £ SD
Nanoparticulas Média + SD
Nanoparticulas de 843,4 + 14,19 0,1614 + 0,0063 17,98 + 0,96
quitosano
(n=3)
Nanoparticulas de
quitosano revestidas 1825,8 + 33,72 0,2991 + 0,0625 -26,55 + 5,09
com alginato
(n=3)

1.4. Influéncia da concentracio de quitosano no tamanho das

nanoparticulas
Ao obter estes resultados fomos tentar optmizar as nanoparticulas de forma a
melhorar as suas caracteristicas. Com o intuito de diminuir o tamanho das nanoparticulas
fomos verificar se ao diminuir a concentragao de quitosano de 0,1 % para 0,05 %, e segundo

o mesmo método (agitagao com voértex), conseguiamos obter tamanhos de nanoparticulas
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mais reduzidos. Foram produzidas nanoparticulas com concentragdes de quitosano de 0,1 %
e de 0,05 % mas nao houve redugio do tamanho das nanoparticulas, alids aconteceu o
contrario. Nas medi¢oes obtiveram-se tamanhos médios de nanoparticulas produzidas com
0,1 % de quitosano de 843,4 nm e nanoparticulas produzidas com 0,05 % de quitosano de 822
nm, ou seja, nanoparticulas produzidas com uma maior concentragao de quitosano originaram
nanoparticulas com menor tamanho. O seu indice de polidispersao das nanoparticulas
produzidas com 0,05 % de quitosano também foi mais elevado, o que indica que existe uma
maior variedade nos tamanhos das nanoparticulas, a “populagao” nao é tao uniforme. As
medigoes foram feitas apos a ressuspensao das nanoparticulas e estao apresentadas na tabela

.2.

Tabela |ll.2- Medi¢oes de tamanho e indice de polidispersao no Delsa™Nano C Particle
Analizer (Beckman Coulter).

Caracteristicas Tamanho (nm) Indice de Polidispersao
W Média + SD Média + SD
Nanoparticulas com 0,1 % 843,4 * 14,19 0,1614 +0,0063
de quitosano
(n=3)
Nanoparticulas com 0,05 % 822 + 211 0,391 £ 0,088
de quitosano
(n=4)

1.5. Influéncia da utilizacaco de Tween 80 no tamanho das

nanoparticulas

Atendendo aos resultados obtidos, foi mantida a concentragao de quitosano de 0,1 % para
a producao das nanoparticulas, seguindo-se outra abordagem para tentar diminuir o tamanho
das nanoparticulas. Foram produzidas nanoparticulas com Tween 80 a 0,1 %, que é um
tensioativo. No estudo comparativo entre nanoparticulas com e sem Tween 80 observou-se
que o tamanho médio das nanoparticulas com Tween 80 era inferior ao das nanoparticulas
sem Tween 80, mas o seu indice de polidispersao foi bem mais elevado o que significa que
existe uma gama de tamanhos mais ampla com este tipo de nanoparticulas. Apesar de com a
utilizacao do Tween 80 as nanoparticulas terem tamanhos mais pequenos, a produgao destas
nanoparticulas nao se concretizou uma vez que se verificaram dificuldades em quantificar a

proteina encapsulada, o método de quantificagao utilizado é sensivel ao Tween 80.
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As nanoparticulas foram preparadas todas no vortéx e medidas apos ressuspendidas em
agua. Na tabela Ill.3 estao apresentados os resultados obtidos para as nanoparticulas com e
sem o Tween 80, podendo observar-se que a utilizagao deste componente diminui claramente

o tamanho das nanoparticulas.

Tabela Ill.3- Medigoes de tamanho e indice de polidispersao no Delsa™Nano C Particle
Analizer (Beckman Coulter).

Caracteristicas Tamanho (nm) Indice de Polidispersao
W Média + SD Média + SD
Nanoparticulas sem Tween 843,4 + 14,19 0,1614 + 0,0063
80 (n=3)
Nanoparticulas com Tween 422 + 63,73 0,2448 + 0,1423
80 (n=3)

1.6. Estudo da variacao da concentracao de CaCl, no potencial zeta

das nanoparticulas revestidas com alginato de sédio

Com vista a aumentar o potencial zeta das nanoparticulas de quitosano/ sulfato de
sodio revestidas com alginato de sodio, foi feito um estudo para verificar se o aumento da
concentragao de cloreto de calcio utilizada durante o revestimento, para fazer o “cross-link”
tinha influéncia. Utilizou-se primeiramente uma concentragao de 18 mM de CaCl,, mas para
ver se era possivel aumentar o potencial zeta das nanoparticulas (torna-las positivas) testaram-
se igualmente concentragoes mais elevadas. Foram testadas concentragoes de cloreto de
calcio entre os 18 mM e os 1500 mM (Tabela Ill.4), o que se observou foi que ao aumentar a
concentragio do ido Ca®* o potencial zeta das nanoparticulas aumentava, mas também as
tornava cada vez mais intaveis e logo apos a adicao do cloreto as nanoparticulas agregavam e
floculavam.

Os resultados de potencial zeta para cada uma das concentragoes testadas encontram-
se na tabela |ll.4. Observou-se que ao aumentar a concentragao havia um aumento do
potencial zeta das nanoparticulas. No entanto, a suspensao das nanoparticulas tornava-se
demasiado instavel e logo apos a adi¢ao de CaCl, agregavam e depositavam no fundo do tubo.

Assim, a opc¢ao foi manter a concentragiao do cloreto de cilcio a 18 mM e continuar
com o potencial mais negativo, mas com nanoparticulas que nao tém a tendéncia para agregar

e flocular ainda durante o seu processo de produgao.
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Tabela 1ll.4- Efeito do aumento da concentragio de ides Ca** no potencial zeta das NPs
revestidas com alginato de sédio. Média dos valores de potencial zeta no Delsa™Nano C
Particle Analizer (Beckman Coulter) (n=3).

Concentragao de CaCl, (mM) Potencial zeta (mV)
18 -22,77
30 -21,29
40 -22,35
50 -19,93

*200 -8,68
*400 -4,09
*600 1,66
*800 2,85
*1200 8,49
*1500 7,67

*condi¢oes em que se verifica imediata agregagao das nanoparticulas

1.7. Estudo da eficiéncia de encapsulamento de proteinas modelo a

diferentes temperaturas

Para estudar a eficacia de encapsulamento de diversas proteinas modelo (BSA, ovalbumina,
mioglobina, lisozima, a-caseina) nas nanoparticulas de quitosano/sulfato de aluminio e
quitosano/sulfato de sodio utilizaram-se varias proteinas modelo com uma concentragao de
0,025 % e testaram-se duas temperaturas diferentes: as nanoparticulas produzidas a
temperatura ambiente (20 °C) e em gelo (4 °C). Os resultados obtidos estio representados
no grafico da figura IlI.3.

Da observagao directa dos resultados representados em grafico (Figura 1l.3) podemos
concluir que, de uma forma geral e independentemente da temperatura a que foram feitas as
nanoparticulas (20 °C ou 4 °C), a eficiéncia de encapsulamento é maior nas nanoparticulas
preparadas com o sulfato de aluminio.

Existem 2 proteinas que sao excepgao, a a-caseina e a lisozima, as quais nao apresentam
diferengas significativas da sua eficiéncia de encapsulamento, quer consideremos o tipo de
nanoparticulas, quer se considere a temperatura de preparagao das mesmas. Por outro lado,
é curioso de observar que a lisozima é a proteina com a menor eficiéncia de encapsulagao e a
a-caseina € a proteina com maior eficiéncia de encapsulamento a ambas as temperaturas. Pode
também observar-se que em gelo a eficiéncia de encapsulamento das proteinas mioglobina e

BSA nas NPs Al tende a ser superior do que a temperatura ambiente. Em relagao as NPs Na
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a eficiéncia de encapsulamento das proteinas modelo foi praticamente idéntica a ambas as

temperaturas estudadas.
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Figura Ill.3- Eficacia de encapsulamento de proteinas, em nanoparticulas de quitosano/ sulfato
de aluminio e quitosano/ sulfato de sédio em gelo (4 °C) e a temperatura ambiente (20 °C).
A proteina foi medida através do método do micro BCA (n=3).

Face a estes resultados as nanoparticulas de quitosano/ sulfato de sédio prosseguiram
sendo produzidas a temperatura ambiente. Todas estas proteinas utilizadas tém um ponto
isoelétrico proximo, e verificou-se na bibliografia encontrada que o ponto isoelétrico do
antigénio B-giardina é de 5.5 (PALM, 2003). Este dado é importante pois este ponto isoelétrico
é proximo do da BSA pl=4.8, assim era espectivel que o comportamento da proteina [3-
giardina quando encapsulada fosse o mesmo ou muito préximo do comportamento da BSA,
sendo assim com uma eficacia de encapsulamento proxima dos 30 %, uma vez que o
encapsulamento da BSA foi de 28 %. Nio é ainda conhecida a estrutura do antigénio [3-giardina,

nao sendo possivel comparar com as estruturas das proteinas utilizadas como modelo no

estudo.

1.8. Efeito da concentracao da proteina na solucao do ‘““cross-link’” na
eficiéncia de encapsulacdao nas NPs

E conhecido da literatura cientifica, que a eficiéncia de encapsulamento é possivel de
ser optimizada, tendo como objectivo conseguir uma eficiéncia mais elevada. Com este

objectivo escolheu-se a BSA, cuja eficiéncia de encapsulamento foi consideravelmente inferior
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nas NPs feitas com sulfato de sodio. Pretendia-se assim perceber se era possivel aumentar os
seus valores para valores proximos dos observados com as NPs Al. Neste sentido o trabalho
prosseguiu utilizando como proteina modelo a BSA e as nanoparticulas de quitosano sulfato
de sodio. Produziram-se nanoparticulas com trés concentragoes mais baixas de proteina na
solugao de “cross-link”, 0,0125 %, 0,009375 % e 0,00625 %. Os resultados obtidos (Figura I11.4)
demonstraram que diminuindo a concentragao da proteina, a sua eficiéncia de encapsulamento
tende a aumentar, tendo-se observado uma eficiéncia de encapsulamento de cerca de 60 %
para a concentragao de BSA na solugao “cross-link” de 0,00625 %.

Para isso foram produzidas nanoparticulas de quitosano/ sulfato de sodio com
concentragoes de BSA mais baixas, de 0,0125 %, 0,009375 % e 0,00625 %. Ao diminuir a
concentragao a eficacia de encapsulamento aumentou e obteve-se um resultado de eficacia de

encapsulamento proximo de 60 % com a concentragao de BSA mais baixa.

BSA 0,0125% BSA 0,009375% BSA 0,00625%

Figura Ill.4- Eficacia de encapsulamento de BSA, utilizando trés concentragoes diferentes, em
nanoparticulas de quitosano/ sulfato de sodio a temperatura ambiente através do método do
micro BCA. Os resultados representam a média de valores encontrados em 3 lotes de NPs

produzidos de forma independente.

1.9. Encapsulamento do antigénio B-giardina
Perante o resultado obtido decidiu-se fazer o encapsulamento do antigénio 3-giardina com
a menor concentragao testada para a proteina BSA (0,00625 %). A eficiéncia de

encapsulamento do antigénio B-giardina foi determinado nas nanoparticulas produzidas para
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aos estudos de vacinagao. Assim, a avaliagao foi feita quer nas nanoparticulas revestidas
(administragao oral), quer nas NPs nao revestidas (administragao subcutanea) (Figura III.5).
Como se pode verificar, o resultado da eficacia de encapsulamento para o antigénio -giardina

foi mais elevado do que para a proteina modelo na mesma concentragao. O antigénio B-

giardina obteve uma eficacia de encapsulamento de 100 %.
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Figura Ill.5- Eficacia de encapsulamento da BSA e de B-giardina na concentragao de
0,00625 %, em nanoparticulas de quitosano/sulfato de sédio a temperatura ambiente
através do método do micro BCA. Os resultados de encapsulamento da BSA
representam a média do valores encontrados em 3 lotes de NPs produzidos de
forma independente e os resultados de encapsulamento de B-giardina representam

a média dos valores dos lotes utilizados de NPs para os estudos de imunizagao (n=

5).

2. Estudos de imunizacao

Nesta fase do projeto, as nanoparticulas de quitosano/ sulfato de sédio carregadas com o
antigénio B-giardina foram testadas em murganhos fémea C57BL/6J com oito semanas. No dia
0 foi administrado pela via ao nivel subcutinea uma formulagao de nanoparticulas de
quitosano/sulfato de sodio (nao revestidas) carregadas com o antigénio (-giardina modificado.
Seguiram-se mais trés reforcos orais com nanoparticulas de quitosano/sulfato de sédio

revestidas com alginato de sédio e um reforgo final subcutaneo com uma formulagao
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semelhante a do dia 0. Passada uma semana do ultimo reforco, os animais foram sacrificados
e foram recolhidas as diversas amostras, nomeadamente, lavagens intestinais, lavagens vaginais,
soro e fezes de forma a testar a eficiéncia da vacina.

Foram entao quantificados os anticorpos através do método de ELISA.

2.1. 1gG no soro

O soro foi recolhido dos 5 murganhos imunizados ao longo do estudo in vivo, num periodo
de 59 dias. Houve trés recolhas de soro, primeiramente ao 14° dia apés o inicio do estudo,
ou seja, apos a primeira imunizagao. Ao 43°dia, apds a primeira imunizagao e dois reforgos
orais e no final do estudo, no dia 59. As amostras de soro recolhidas foram tratadas como
descrito no capitulo anterior e guardadas a -80 °C. A quantificagao da IgG no soro foi realizada
por ELISA. Na figura l1l.6 estao apresentados os resultados dos titulos médios de IgG obtidos
nos murganhos imunizados. Observaram-se titulos elevados a partir do dia 14, verificando-se
apenas um ligeiro aumento dos titulos ao longo do tempo. Na realidade esse aumento foi
observado apenas em 2 dos 5 animais imunizados (Figura Ill.7) aumentando ao longo do

decorrer das imunizagoes.
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Figura 11.6- Titulos de anti-B-giardina IgG no soro dos animais
imunizados ao longo do tempo de estudo quantificados através
do método de ELISA (n=5).
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Na figura Ill.7 estao representados os perfis de cada um dos murganhos imunizados
relativamente aos titulos de IgG no soro ao longo do tempo. Observa-se que cada animal tém

uma evolugio diferente, embora no geral os niveis de IgG aumentem.
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Figura I11.7- Niveis dos titulos de IgG anti-B-giardina no soro de cada um dos
animais imunizados ao longo do estudo (n=5).

Com o objectivo de avaliar o tipo de resposta imune desenvolvida pelos animais que
respondem a vacina, foram também quantificados dois isotipos da IgG, nomeadamente I1gGl e
IgG2c (Figura II.8). Todos os animais apresentam titulos elevados de IgG| no soro recolhido
no ultimo dia do estudo de imunizagao (dia 59). Apenas dois desses animais imunizados
também apresentam titulos, embora mais baixos, de IgG2c.

Podemos afirmar que os animais em estudo desenvolveram uma resposta imune do tipo
Th2. No entanto, podemos ainda afirmar que dentro do grupo, alguns animais parecem estar

a desenvolver uma resposta mista Th1/Th2.
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Figura I11.8- Titulos de isétipos de IgG| e IgG2c no soro
dos animais imunizados no final do estudo in vivo (n=5).

2.2. 1gG nas mucosas

Ao nivel da mucosa também se quantificou a IgG, através do método de ELISA,
nomeadamente nas lavagens intestinais, lavagens vaginais e nas fezes. Embora nao sendo o
anticorpo mais importante ao nivel das mucosas, a IgG esta normalmente presente. A
comunidade cientifica acredita que quando existem titulos elevado no sangue, esta
imunoglobulina passa para as mucosas por um processo denominado “transudation”, que nao
€ mais do que a passagem de uma substancia ou fluido através de uma membrana ou tecido
explicada por um gradiente de pressao osmotica ou diferengas de pressao hidrostatica.

As fezes foram recolhidas ao longo do estudo sendo apresentados resultados do dia 14,
quando os murganhos ja tinham sido imunizados a nivel subcutaneo, do dia 48, apos a
imunizagao e trés reforcos orais e no dia 59 no final do estudo de imunizagao.

As lavagens intestinais foram recolhidas no ultimo dia do estudo, apos a imunizagao e os
reforgos orais e subcutaneo e foram utilizadas para quantificar a IgG.

As lavagens vaginais utilizadas para quantificar a IgG foram recolhidas no ultimo dia do
estudo, ao dia 59, apds a imunizagao e os trés reforgos orais e o refor¢o subcutineo.

Todas estas amostras foram tratadas conforme o procedimento descrito no capitulo
anterior.

Os resultados de IgG na mucosa estao apresentados em absorvancia dado que os valores

sao muito baixos.
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e Fezes
Em relagao as amostras de fezes recolhidas observa-se na figura 9 que os valores sao muito

baixos e idénticos nos 3 dias estudados tanto em animais imunizados como controlo.
Dado os valores observados pode dizer-se que nao ha IgG nas fezes, ou a existir sao niveis

demasiado baixos, para os quais a técnica utilizada para detecgao nao tém sensibilidade.
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Figura 111.9- Absorvancias obtidas das amostras de fezes dos animais em estudo relativamente
a IgG, recolhidas em trés tempos diferentes (n=5).

e Lavagens Intestinais
Os resultados obtidos com as lavagens intestinais confirmam a dificuldade em detectar

esta imunoglobulina na mucosa. Os valores elevados de absorvancia no grupo dos animais

imunizados apresenta a mesma ordem de grandeza que os valores observados para as

amostras dos animais controlo (Figura Ill.10).
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Figura Ill.10- Absorvancias obtidas das amostras de lavagens
intestinais dos animais em estudo relativamente a IgG (n=5).
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Na realidade estes valores elevados poder ser explicados por eventuais reacgoes cruzadas

de anticorpos ou de outros compostos que estarao presentes nestas lavagens e sobre os quais

nao temos controlo.

e Lavagens Vaginais

Ao nivel das lavagens vaginais a média de valores dos animais imunizados nao é

estatisticamente diferente do grupo controlo. No entanto parece existir | animal que

apresenta IgG especifica na mucosa (Figura lll.11).
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Figura lll.1 - Absorvancias obtidas das amostras de lavagens

vaginais dos animais em estudo relativamente a IgG (n=5).

2.3.1gA total nos fluidos biolégicos

A IgA secretora é o anticorpo mais abundante nas mucosas e por esse motivo o que
desempenhara o papel mais importante nos mecanismos de defesa existentes nas mucosas
(ECKMANN, 2003). A IgA total foi quantificada (ng/mL) em todos os fluidos bioldgicos
nomeadamente soro, lavagens intestinais e vaginais e fezes de animais controlo e imunizados.
Observou-se que os animais imunizados possuem em todos os fluidos bioldgicos analisados
uma maior concentragao de IgA total (Figura Ill.12) semelhante ao grupo controlo.

Esta determinagao foi importante porque o efeito destes extractos numa cultura de
parasitas foi igualmente avaliado. Assim sabe-se que os extractos usadosnos estudos in vitro

com culturas de Giardia eram extractos com concentragoes elevadas de IgA secretora.
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Figura Ill.12- Concentragao de IgA total nos fluidos bioldgicos dos animais controlo
e imunizados (n=5).

2.4.1gA especifica nas mucosas

Ao nivel da mucosa quantificou-se a IgA especifica, através do método de ELISA,
nomeadamente nas lavagens intestinais, lavagens vaginais e nas fezes. As amostras foram
recolhidas como referenciado no capitulo anterior e foram quantificadas pelo método de
ELISA. Nas lavagens intestinais, lavagens vaginais e nas fezes observou-se valores pouco
conclusivos, ndo foi possivel detectar nas mucosas IgA especifica anti-B-giardina. Os resultados
de IgA na mucosa estio apresentados em absorvancia pois os valores nao sao muito elevados,

mas é importante para o trabalho verificar estes dados, dado ser a imunoglobulina existente

nas mucosas (Figuras Ill.13 e lll.14).
¢ Mucosa intestinal (fezes e lavagens intestinais)
As fezes foram recolhidas ao longo do estudo sendo apresentados resultados neste caso

resultados do dia 48 do estudo in vivo, apds a imunizagao e trés reforgos orais. As lavagens

intestinais foram recolhidas no dia do sacrificio dos animais, ao dia 59 (Figura Ill.13).
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Figura 1ll.13- Absorvancias obtidas das amostras de fezes e lavagens intestinais dos

animais em estudo relativamente a IgA especifica (n=5).

¢ Mucosa Vaginal (Lavagens Vaginais)

As lavagens vaginais utilizadas para quantificar a IgA especifica anti-B-giardina

recolhidas no dia 36 do estudo, apos a imunizagao e dois reforgos orais (Figura lll.14).
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Figura Ill.14- Absorvancias obtidas das amostras de lavagens
vaginais dos animais em estudo relativamente a IgA especifica

(n=5).

foram
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O método utilizado para determinar a IgA especifica (anti-B-giardina) nio parece ser
suficientemente sensivel (animais controlo apresentam valores elevados) e portanto nao nos
foi possivel aferir se efectivamente existe ou nao IgA especifica. De qualquer modo, a existir

a concentragao é baixa.

3. Estudos in vitro com culturas de Giardia lamblia (Clone WBC6)

Foram realizados estudos de inibicao da aderéncia dos trofozoitos quando em contacto
com amostras de lavagens intestinais e soro recolhidos dos animais controlo e imunizados do
estudo in vivo. Essas amostras foram recolhidas e armazenadas a -80 °C como ja descrito no
capitulo anterior, de forma a permitir a sua posterior utilizagao.

Os resultados obtidos dos testes de inibicao da aderéncia dos trofozoitos na presenca das
lavagens intestinais encontram-se representados na Figura lll.15. Verificou-se que o niimero
de parasitas aderentes diminui na presenga das lavagens intestinais dos animais imunizados,

expostos ao antigénio B-giardina encapsulado (animais imunizados).
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Figura 1ll.15- Nidmero de trofozoitos aderentes na presenga das lavagens
intestinais obtidas de animais controlo e animais imunizados (n= 3).
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Em relagao aos ensaios na presenga do soro de animais controlo e animais imunizados

(Figura l1l.16) verificou-se um aumento no numero de trofozoitos aderentes, mas nada de
significativo.
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Figura lll.1 6- Nimero de trofozoitos aderentes na presenga de soro obtido
de animais controlo e animais imunizados (n= 3).
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Conclusoes

Giardia lamblia é o parasita intesinal mais comum em todo mundo, provocando
disturbios intestinais como diarreia e sindrome de ma absorcao. Em criangas pode ter um
impacto fortemente negativo devido a fase de desenvolvimento.

Este protozoario intestinal é considerado pela Organizagao Mundial de Saude (OMS),
como um problema de salide publica. Na sua fase de quisto pode permanecer viavel longos
periodos de tempo no ambiente, em especial na agua. Um baixo nimero de quistos (I a 10),
os quais podem chegar ao nosso organismo através da agua ingerida provocam a infecao.
Apesar dos tratamentos que normalmente se fazem as aguas de rede publica, verifica-se muitas
vezes a presenca do parasita. Este parasita é muito resistente aos desinfentantes mais
comumente utilizados, e em paises pouco desenvolvidos, com falta de higiene e saneamento
basico a probabilidade de contrair giardiase esta bastante aumentada.

Embora seja um problema de salde publica nao existe nenhuma vacina que previna a
infeccao no homem. A nivel veterinario existe uma vacina inactivada contra a Giardia, a
GiardiaVax, constituida por lisados de células do parasita. Outras duas vacinas foram mais
recentemente desenvolvidas. Uma utiliza como antigénio proteinas de superficie variavel,
obtidas através de trofozoitos recombinantes (RIVERO et al., 2010), outra em que o antigénio
utilizado, € a a-giardina, foi produzida num vetor vivo atenuado de Salmonella enterica Serovar
Typhimurium (JENIKOVA, et al., 201 1).

Com este projeto pretendeu-se desenvolver uma vacina oral com nanoparticulas de
quitosano/sulfato de sodio revestidas com alginato. Estas nanoparticulas foram “desenhadas”
de modo a desempenharem duas fungoes, por um lado proteger o antigénio do ambiente
proprio do tubo digestivo caracterizado pelo pH baixo (estdmago) e pela presenca de
proteases capazes de degradarem o antigénio. O antigénio seleccionado foi o B-giardina, este
antigénio encontra-se ao nivel do disco adesivo da Giardia, mais precisamente na zona dorsal,
havendo indicios de este ser expresso em toda a superficie do disco (FELIZIANI, et al., 201 [;
MACARISIN, et al, 2012). Este antigénio foi ligado ao H-tag de forma a aumentar a sua
imunogenecidade e dessa forma tornar a resposta imune mais eficaz.

Na primeira fase do trabalho prepararam-se as nanoparticulas e procedeu-se a sua
caracterizagao. Inicialmente tinhamos dois tipos de nanoparticulas a ser produzidas com o
ultraturax, nanoparticulas de quitosano/ sulfato de sédio e quitosano/ sulfato de aluminio.
Primeiramente, verificou-se se o quitosano utilizado para a sua produgao das nanoparticulas

era ou nao consumido. Os resultados obtidos mostraram uma maior percentagem de
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quitosano consumido pelas nanoparticulas de quitosano/ sulfato de sédio (73 %). Com o
intuito de melhorar o consumo de quitosano, evitando desperdicio de material e deixando as
nanoparticulas com maior percentagem de quitosano foram produzidas as nanoparticulas com
a ajuda do vortéx na sua velocidade maxima. Estas nanoparticulas tiveram um consumo de
quitosano superior (97 %). Estes resultados vém confirmar resultados anteriores ja realizados
no grupo. Com estes resultados optou-se por produzir as nanoparticulas de quitosano/sulfato
de sodio com o vortéx na velocidade maxima.

De seguida, continuando-se na caracterizagao, as nanoparticulas foram medidas no
Delsa™ Nano C Particle Analizer (Beckman Coulter) em relagao ao seu tamanho e potencial zeta.
As nanoparticulas de quitosano/ sulfato de sodio nao revestidas tiveram tamanhos em média
inferiores as nanoparticulas revestidas com alginato de sodio. O potencial zeta das
nanopariculas de quitosano é positivo, passando a negativo apos o revestimento com alginato
de sodio. Esta diferenca de valores entre particulas revestidas e nao revestidas esta de acordo
com o que se esperava, tendo em conta resultados ja obtidos pelo grupo de trabalho e
trabalhos publicados encontrados em relagao a este tema.

Apos a optimizagao e caracterizagao das nanoparticulas a melhor solu¢ao encontrada
foi produzir nanoparticulas de quitosano/ sulfato de soédio no vortex a velocidade maxima,

com a temperatura ambiente.

Com o final destas otimizagoes procedeu-se entiao a producao das nanoparticulas de
quitosano/ sulfato de sédio com o antigénio do parasita Giardia lamblia, B-giardina. Foi entdo
utilizada uma concentragao do antigénio de 0,00625 % e as nanoparticulas foram desenvolvidas
por forma a serem administradas aos animais no inicio da segunda fase do trabalho. Os
resultados obtidos da eficiéncia de encapsulamento do antigénio foram bastante diferentes dos
obtidos com a proteina modelo. A eficiéncia de encapsulamento deste antigénio foi de 100 %.
Isto aconteceu com todas as nanoparticulas produzidas com o antigénio encapsulado e que
foram administradas aos animais. Este resultado tendo em conta os resultados obtidos com a

proteina modelo nao era esperado.

Finalizada a primeira parte do trabalho com a produgao das nanoparticulas carregadas
com o antigénio B-giardina iniciou-se entio a segunda fase deste trabalho. Nesta fase as

nanoparticulas produzidas foram administradas a murganhos fémea C57BL/6] com oito
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semanas. Neste estudo in vivo, pretendeu-se verificar se os animais desenvolviam uma resposta
imunitaria contra o antigénio, e dessa forma contra o parasita. Para isso, os animais foram
imunizados segundo o esquema apresentado na figura Il.I, primeiramente a nivel subcutaneo
com nanoparticulas carregadas com o antigénio nao revestidas e depois com trés reforcos
orais com as nanoparticulas carregadas com o antigénio e revestidas. Na imunizagao oral o
revestimento das nanoparticulas com alginato de sédio impede que estas sejam degradadas
durante a sua passagem pelo estémago, pois o pH é de 1,2, extremamente acido. Assim
protegendo as nanoparticulas asseguramos que estas cheguem intactas ao seu alvo no intestino
delgado e que assim possam desenvolver a sua agao. Pretende-se que estas sejam internalizadas
pelas placas de Peyer, e que depois produzam uma resposta imunitaria ao nivel da mucosa e
também a nivel sistémico produzindo anticorpos. Como esta descrito os anticorpos que sao
produzidos nestes casos sao as IgA e IgG e portanto foram estes dois anticorpos que foram
pesquisados.

Ao longo do estudo in vivo foi quantificada a IgG no soro dos animais. Como é mostrado
na secgao dos resultados, houve producao de IgG pelos animais, e passado |4 dias apds o
inicio do estudo ja os titulos eram elevados. Com o decorrer das imunizagoes observa-se que
ha um ligeiro aumento desses titulos, mas no fundo pode dizer-se que os animais responderam
e produziram IgG e que com os reforgos conseguiram manter os seus niveis no soro. Para
isso ter acontecido, pode ter contribuido o facto de estes terem recebido os reforgos orais
ao longo do tempo. Também se verificou que os 5 animais imunizados tém perfis diferentes,
ou seja, cada animal responde de forma diferente a imunizagao, mas todos eles produzem IgG
ao longo do decorrer do estudo. Apenas num animal ha um diminui¢ao da produgao de IgG.
Conclui-se, assim, que a nivel sistémico houve uma imunizagao efetiva. Para saber que tipo de
resposta foi produzida pelos animais, foram quantificados dois isotipos de IgG, 1gG1 e 1gG2c.
Como é possivel verificar, todos os animais produziram IgG| e apenas dois produziram tanto
IgG 1 como IgG2c. Era de facto esperado que os animais produzissem IgG |, uma resposta do
tipo Th2, mais indicada para combater infecgoes por parasitas e bactérias extracelulares. Neste
trabalho o antigénio B-giardina pertence ao parasita Giardia lamblia que causa infe¢ao aderindo
as células epiteliais do intestino delgado. O IgG2c é produzido numa resposta do tipo Thl.
Assim, dado os resultados obtidos pode afirmar-se que dois dos murganhos em estudo tiveram
uma resposta imune (Th1/Th2) mais balanceada. Em Jenikova 201 |, a vacina oral desenvolvida

contra a Giardia com o antigénio a-giardina, produz apenas uma resposta Th| ao contrario do
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que acontece neste estudo. Dado o parasita se encontrar no liumen intestinal e nao no meio
intracelular a resposta Thl é a mais ajustada contra a Giardia.

Um dos principais objectivos deste trabalho era obter reposta imunitaria ao nivel da
mucosa, principalmente ao nivel da mucosa intestinal, dado que a vacina desenvolvida é oral e
dado que o parasita se aloja no intestino. Ao longo do estudo in vivo foram recolhidas fezes e
lavagens vaginais e no final do trabalho com o sacrificio dos animais foram feitas lavagens
intestinais. Estas recolhas foram feitas de forma a quantificarem-se os anticorpos IgG e IgA
especifica anti-B-giardina.

A quantificagao destes dois anticorpos especificos nas mucosas levou a resultados
pouco claros.

Nas fezes dado os resultados obtidos para a IgG o que se retira é que nao ha diferencas
entre os grupos, animais controlo e imunizados ao longo do tempo. Pode afirmar-se que nao
existe 1gG nas fezes, assim como, IgA especifica anti-B-giardina. Caso exista serdo valores
demasiado baixos e nao detectaveis através do método utilizado.

Ja nas lavagens intestinais nio foi possivel detetar nem IgG nem IgA especifica anti-[3-
giardina. Os resultados nao significam que nao tenham sido produzidos anticorpos especificos,
mas que provavelmente o método utilizado para a sua quantificagao nao foi o mais indicado.
De facto, obtiveram-se absorvancias elevadas para ambos os grupos de animais, imunizados e
controlo, indicativo de que compostos presentes nas lavagens interferem com método de
pesquisa de anticorpos. Existe também a possibilidade de haver reac¢oes cruzadas entre
anticorpos que também estao presentes nas lavagens intestinais. Estas indeterminagoes levam
a resultados pouco conclusivos, nao se podendo afirmar que houve produzam dos anticorpos
especificos ou que nao houve.

Na mucosa vaginal a IgG e a IgA especifica anti-B-giardina também nio foi possivel
determinar. Os valores obtidos na quantificagao da IgG sao praticamente iguais nos grupos
controlo e imunizado. Em relagdo a IgA especifica anti-f-giardina o método utilizado nio

parece ter sensibilidade para detectar os niveis deste anticorpo se estiverem a ser produzidos.

Também foi feita a pesquisa de IgA total nos fluidos bioldgicos, soro, lavagens
intestinais, lavagens vaginais e fezes. A IgA total foi detetada em animais controlo e imunizados.
Este anticorpo nao é especifico e foi produzido por todos os animais. No entanto, pode

observar-se que em todos os fluidos biolégicos nao ha uma maior concentracao de IgA total
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nos animais que foram imunizados e no intestino delgado a concentragao de IgA total foi bem
mais elevada do que em qualquer outro fluido biolégico estudado. Foi importante caracterizar
os extractos, nomeadamente quantificar os anticorpos dado que estes foram utilizados para

fazer os estudos de aderéncia com os parasitas in vitro.

Para finalizar o trabalho foram feitos estudos in vitro com culturas de trofozoitos de
Giardia lamblia. As lavagens intestinais e o soro recolhidos foram colocados em contacto com
os parasitas e realizaram-se testes de aderéncia. O efeito que as lavagens intestinais e o soro
podem ter na aderéncia é importante ser estudado uma vez que este parasita promove a sua
infeccao ligando-se as células epiteliais do intestino delgado.

Nos estudos de inibicao de aderéncia realizados com as lavagens intestinais de animais
imunizados e animais ontrolo, verificou-se que ha mais trofozoitos aderidos quando em
contacto com lavagens intestinais de animais controlo. As lavagens intestinais dos animais
imunizados inibiram a aderéncia dos trofozoitos em aproximadamente 7 %. Este resultado
pode indiar a potencial existéncia de anticorpos especificos anti-B-giardina, mesmo nio tendo
sido detetados IgG e IgA especificos nas lavagens intestinais. De facto, podem existir em baixas
quantidades, nao sendo detetados por ELISA, mas que consigam provocar a inibicao na
aderéncia.

Ja em relagao ao contacto do soro com os trofozoitos, os resultados de aderéncia nao
foram os esperados relativamente aos titulos de IgG especifica anti-B-giardina detectados. O
soro dos animais controlo e imunizados promoveram a aderéncia dos trofozoitos de G. lamblia
praticamente de igual forma. Tudo indica que esta aderéncia do parasita tenha a ver com o
facto do parasita necessitar de soro para crescer e aderir (o meio de cultura TYI-S-33 tem
soro bovino inactivado) e assim quando os trofozoitos foram colocados na presenca do soro
dos murganhos ocorreu um efeito positivo na aderéncia do parasita. Contudo, nao se pode

afirmar que os anticorpos especificos IgG anti-B-giardina nio inibam a aderéncia do parasita.
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Este projeto poderia ainda ser melhorado e mais desenvolvido. As nanoparticulas
poderiam ainda se melhoradas quanto ao seu tamanho, como vimos é possivel através da
adicao de Tween 80, mas alterar o método do micro BCA para quantificar a eficicia de
encapsulamento do antigénio nas nanoparticulas.

Ao nivel do trabalho in vivo utilizar um ndmero maior de animais para que seja possivel
verificar melhor a producao dos anticorpos e realizar o estudo s6 com imuniza¢oes orais,
agora que ja se tem um ponto de partida seria mais facil. Para poder melhorar o trabalho
também poderia incluir-se mais um grupo no estudo in vivo, um grupo que fosse apenas
imunizado pela via subcutanea. Assim veria-se as diferencas na produgao dos anticorpos nas
duas vias de administragao, quais os animais que teriam uma melhor resposta.

Seguimos um calendario de imunizagao que esta descrito na secgao de materiais e
métodos, em que os animais foram imunizados de duas em duas semanas. Na literatura
,também esta descrito que fazem administragao oral 3 dias seguidos, depois fazem uma pausa
e voltam a fazer o reforco, imunizando mais 3 dias seguidos .

Em relagao a deteccao dos anticorpos nas mucosas o método utilizado para a sua
deteccao teria se ser mais especifica, utilizando por exemplo a técnica de imunoflurescéncia.

Para o trabalho ficar completo, o ideal seria infetar apos as imunizagoes os animais em
estudo com Giardia e ver se de facto a vacina produzida com nanoparticulas de quitosano/
sulfato de sédio revestidas com alginato de sodio, carregadas com o antigénio B-giardina

produz uma protecao eficiente contra a giardiase.
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