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“Depois de algum tempo, você aprende... 

Que não se deve comparar com os outros, mas com o melhor que pode ser; 

Que se leva muito tempo para se tornar a pessoa que quer ser, e que o tempo é curto; 

Aprende que não importa aonde já chegou, mas onde está indo; 

E você aprende que realmente pode suportar... que realmente é forte, e que pode ir muito 

mais longe depois de pensar que não se pode mais. 

E que realmente a vida tem valor e que você tem valor diante da vida!” 

(Willian Shakespeare) 
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RESUMO 
A esquistossomose permanence como uma das doenças mais prevalentes do mundo 

e até o momento não existe uma vacina efetiva contra a infecção do Schistosoma 

mansoni. Embora a vacinação oral possua numerosas vantagens sobre a injeção 

parenteral, a degradação das vacinas no trato gastrointestinal e sua baixa taxa de 

internalização no tecido linfóide associado ao epitélio intestinal, ainda limita o 

desenvolvimento das vacinas orais. A associação de vacinas com sistemas 

carreadores baseados em micro e nanopartículas pode prevenir sua degradação, 

aumentar o transporte das células M para a região das placas de Peyer e ainda 

promover a ativação do sistema imune. A quitosana tem se mostrado um carreador 

vacinal apropriado devido à sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e sua 

facilidade de formar nanopartículas, quando associadas com proteínas e também com 

ácidos nucléicos. Para assegurar a estabilidade no trato gastrointestinal das 

nanopartículas que possuem o antígeno adsorvido em sua superfície, um processo de 

revestimento com alginato de sódio tem sido realizado com resultados promissores. 

Nesse contexo, o presente trabalho teve como objetivo preparar e caracterizar 

nanopartículas associadas à proteína Rho1-GTPase de S. mansoni e ao pDNA-Rho, 

que codifica a proteína Rho1-GTPase, sendo as primeiras revestidas com alginato de 

sódio, e avaliar a imunidade protetora induzida por essas formulações vacinais. A 

caracterização das nanopartículas mostrou que elas apresentam um tamanho e 

potencial zeta adequados para sua utilização como vacinas orais e ainda 

apresentaram boa estabilidade quando submetidas aos meios que simulam o fluido 

gástrico (SGF) e intestinal (SIF). As diferentes formulações preparadas, nas quais foi 

adicionado ou não o adjuvante CpG, foram administradas a camundongos C57BL/6, 

tanto por via oral quanto por via intramuscular. O grupo que apresentou maiores níveis 

de produção de anticorpos, avaliados por ELISA, foi o grupo imunizado via 

intramuscular com partículas de quitosana-proteína-alginato. No entanto esse grupo 

não apresentou uma proteção significativa após a infecção com cercárias. Entre os 

grupos imunizados por via oral, o grupo no qual administrou-se partículas de 

quitosana-proteína-alginato junto com partículas de quitosana-DNA, apresentou os 

melhores resultados, de forma geral. Esse grupo obteve quantidades consideráveis de 

anticorpos e ainda apresentou a maior porcentagem de proteção, com uma diminuição 

de 57% dos vermes recuperados. Portanto, pode-se concluir que embora as 

formulações administradas por via oral não tenha produzido altos níveis de anticorpos, 

a maioria apresentou um bom perfil protetor, mostrando o amplo potencial ainda a ser 

explorado na utilização de nanopartículas como sistemas carreadores vacinais. 
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ABSTRACT 
Schistosomiasis remains one of the world’s most prevalent diseases and until now 

there isn’t an effective vaccine against the Schistosoma mansoni infection. Although 

oral vaccination has numerous advantages over parenteral injection, degradation of the 

vaccine in the gastrointestinal and low uptake in the gut-associated lymphoid tissue 

limit the development of oral vaccines. Association of the vaccine with carrier systems 

based on micro and nanoparticles may prevent its degradation, stimulate the M-cells to 

transport the vaccine to the dome of the Peyer’s Patches and also promote the 

activation of immune system. Chitosan has been shown a suitable vaccine carrier 

because of its biocompatibility, biodegradability and its ability to easily form 

nanoparticles, when associated with protein and also with nucleic acids. To ensure the 

stability in the gastrointestinal tract of the nanoparticles that have the antigen adsorbed 

on its surface, a coating process with sodium alginate has been done with promising 

results.  In this context, the aim of this study was to prepare and characterize 

nanoparticles associated with the protein Rho1-GTPase of S. mansoni (SmRho) and to 

the pDNA-Rho encoding the protein Rho1-GTPase, with the first one being coated with 

sodium alginate, and evaluate the protective immunity induced by these candidates of 

vaccine. The characterization of the nanoparticles showed that they had a size and 

zeta potential suitable for their use as oral vaccine and also the suspensions of the 

particles showed a good stability when exposed to simulate gastric fluid (SGF) and 

simulated intestinal fluid (SIF). The various formulations prepared, with or without the 

addiction of the adjuvant CpG, were administered to mouse C57BL/6, either orally or 

intramuscularly. The group that had the higher levels of antibody, as measured by 

ELISA, was the group immunized with alginate coated chitosan nanoparticles 

associated with SmRho administered by intramuscular route. However, this group 

showed no significant protection after the cercariae infection. Among the groups 

immunized by oral route, the one that was administered with alginate coated chitosan 

nanoparticles loaded with SmRho and chitosan-DNA particles, showed the best results 

in general. This group had considerable amounts of antibodies and also had the 

highest percentage of protection, with a decrease of 57% of the worms recovered. In 

conclusion, although the formulations administered orally has not produced high levels 

of antibodies, most had a good protective profile, showing the vast potential yet to be 

explored in the use of nanoparticles as vaccine carrier systems. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 Aspectos básicos e a importância da esquistosso mose 
 

A esquistossomose permanece como uma das mais prevalentes infecções 

parasitárias e constitui um significante problema de saúde pública, principalmente nos 

países em desenvolvimento (King, 2009).  

Os mais recentes dados da Organização Mundial da Saúde indicam a 

existência de cerca de 700 milhões de pessoas em risco de contaminação em todo o 

planeta. Dentro dessa estatística, mais de 207 milhões estão infectadas de forma 

contínua ou intermitente, sendo que 85% dessas pessoas vivem na África (World 

Health Organization (Who), 2010). Aproximadamente 280.000 mortes são atribuídas à 

esquistossomose apenas na África sub-Sahariana (Van Der Werf et al., 2003). No 

entanto a doença é mais conhecidda pela sua cronicidade e morbidade debilitante 

(King et al., 2005). 

No Brasil, os primeiros casos de pacientes com esquistossomose foram 

relatados em 1908, por Pirajá da Silva (Prata, 2008), e a partir daí, foram mapeadas as 

regiões brasileiras mais afetadas por essa doença, que compreendem atualmente os 

estados litorâneos das regiões nordeste e sudeste. A área endêmica para 

esquistossomose se encontra em expansão, abrangendo 19 estados com 25 a 30 

milhões de habitantes expostos ao risco de infecção e cerca de 8 a 10 milhões de 

pessoas infectadas (Coura e Amaral, 2004). 

 A escassez de programas de saúde funcionais e de saneamento básico faz 

com que a esquistossomose seja, hoje, a principal helmintíase em termos de 

morbidade e mortalidade. Especialmente em países subdesenvolvidos, os altos 

índices de ocorrência de esquistossomose conduzem a um comprometimento na 

produtividade e qualidade de vida dos indivíduos infectados, além de provocarem 

inúmeras outras consequências no desenvolvimento sócio-econômico dos países 

onde ela ocorre (King, 2009). 

 
1.2 A esquistossomose mansônica: agente etiológico e ciclo de vida  

 

Os agentes causadores da esquistossomose são trematódeos do gênero 

Schistosoma e as espécies causadoras das principais formas conhecidas da doença 

em humanos são S. mansoni, S. haematobium, S. intercalatum, S. japonicum e S. 

mekongi (King, 2009). No Brasil o Schistosoma mansoni é o agente causador da 



Introdução                                                                         Carolina R Oliveira 2011 

 

2 

 

esquistossomose, também conhecida popularmente como “xistose”, “barriga d’água” 

ou “mal do caramujo”. 

 O S. mansoni é uma espécie pertencente à família Schistosomatidae, que se 

caracteriza por agrupar trematódeos que apresentam dimorfismo sexual. A 

disseminação da doença depende de dois hospedeiros: um intermediário, que no 

Brasil é representado principalmente pelo caramujo do gênero Biomphalaria, no qual 

ocorre a reprodução assexuada do parasita, e outro vertebrado definitivo, em particular 

o homem, no qual a reprodução do helminto ocorre de forma sexuada (Revisado por 

Neves, 2005). 

 A infecção inicia-se com a exposição à água contaminada, quando as larvas 

infectantes, cercárias, penetram na pele do hospedeiro. Neste processo, as cercárias 

perdem a cauda bifurcada, as glândulas pré e pós acetabulares, dando origem à forma 

jovem do verme, o esquistossômulo (Gordon e Griffiths, 1951). Cerca de 48 horas 

após a infecção, os esquistossômulos entram na corrente sangüínea e iniciam sua 

migração passiva, intravascular, passando pelo pulmão antes de alcançar o sistema 

porta hepático, onde completam seu desenvolvimento. Então, machos e fêmeas se 

acasalam, iniciando nova migração até seu sítio de residência nas veias mesentéricas, 

o que leva aproximadamente 2 a 3 semanas. Neste local, a maturidade sexual da 

fêmea é atingida por volta da 6a semana, quando a ovoposição se inicia (Miller e 

Wilson, 1978). Cada fêmea produz diariamente cerca de 300 ovos (Von Lichtenberg, 

1962). Alguns destes ovos movem-se através das paredes das vênulas, atravessam 

as paredes do intestino, alcançam o lúmen e são eliminados junto com as fezes. Os 

ovos que chegam ao ambiente externo precisam alcançar a água para eclodir e liberar 

o embrião, miracídio, que através da natação ativa, encontra seu hospedeiro 

intermediário, o caramujo. Neste, os miracídios transformam-se em esporocistos 

primários e, algum tempo depois (8 a 10 dias), em esporocistos secundários. 

Posteriormente, os esporocistos secundários migram para as glândulas digestivas do 

molusco e se reproduzem assexuadamente, dando origem às cercárias (Revisado por 

Neves, 2005). 
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Os ovos que não alcançam o lúmem do intestino são lançados na circulação 

portal e, aprisionados tanto no fígado quanto na parede intestinal, são circundados por 

células inflamatórias do hospedeiro formando os granulomas característicos da 

esquistossomose (Warren e Domingo, 1967). 

Os vermes adultos podem habitar um mesmo indivíduo por muitos anos e, 

durante este período, o desenvolvimento dos esquistossômulos, adquiridos por meio 

de reinfecções, é dificultado pela resposta imunológica induzida pelos vermes adultos 

já instalados (Smithers e Terry. , 1965). Esta atividade imunológica foi denominada de 

imunidade concomitante e afeta apenas os esquistossômulos, não sendo eficaz no 

combate aos vermes adultos, que permanecem intactos, apesar dos altos títulos de 

anticorpos e da reatividade celular dirigidos contra seus componentes (Smithers, 

1972). 

 
1.3 Patologia da esquistossomose mansônica no hospe deiro definitivo 

 

As cercárias, os esquistossômulos, os vermes adultos e os ovos exercem papéis 

diferenciados na geração da patologia. A penetração das cercárias pode produzir uma 

reação alérgica inflamatória denominada dermatite cercariana, caracterizada por 

coceira e eritema. Assim como as cercárias, os esquistossômulos podem produzir uma 

Ovos 

Miracídios 

Caramujo  

Hospedeiro intermediário 

 

Cercárias 

Fêmea adulto Macho adulto 

Receptores para mediadores  

derivados do hospedeiro 

Veia Porta 

Intestino 

Fígado 

Figura 1: Esquema representativo do ciclo de vida do gênero Schistosoma. Adaptados de Pearce e 
MacDonald (2002). 
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reação alérgica durante a sua migração pelo sistema hemolinfático do hospedeiro 

caracterizada por tosse e febre (El-Garem, 1998). Os efeitos patológicos gerados 

pelos vermes adultos, que vivem no sistema mesentérico do hospedeiro, são quase 

inexistentes. Porém, podem se observar febre prolongada, sudorese, mialgia e dores 

de cabeça logo após a ovoposição (El-Garem, 1998). 

O mais importante agente nocivo decorrente da infecção reside nos ovos que 

não são eliminados nas fezes e ficam presos na mucosa intestinal ou são levados pelo 

fluxo sangüíneo para o fígado (Boros e Warren, 1970). Estes ovos retidos (variando 

desde 20 a 60% do total de ovos produzidos) representam um estímulo antigênico 

potente e contínuo, sendo circundados por células características da resposta 

inflamatória granulomatosa do hospedeiro (Boros e Warren, 1970; Warren e Domingo, 

1967). A fibrose que se desenvolve em torno das ramificações da veia porta bloqueia a 

circulação sangüínea gerando hipertensão com congestão e edema no intestino e 

baço, e conseqüente esplenomegalia. A sobrecarga circulatória induz a formação de 

veias sujeitas à ruptura e hemorragias graves (Revisado por Rey, 2008). 

Na esquistossomose humana é possível identificar duas fases de 

desenvolvimento do parasita, a fase aguda e a fase crônica, de acordo com o tempo 

de infecção e com a sintomatologia apresentada pelo o hospedeiro definitivo (Boros, 

1989) As manifestações da fase aguda raramente ocorrem em indivíduos de áreas 

endêmicas devido às exposições pré-natal via transporte transplacentário (Novato-

Silva E et al., 1992) e pós-natal devido às infecções repetidas. Os sintomas desta fase 

incluem febre, edema, tosse seca e persistente, diarréia e eosinofilia (Warren, 1973) e 

aparecem entre 2-10 semanas após a exposição às cercárias, coincidindo com o 

período migratório do esquistossômulo nos pulmões e fígado, maturação dos vermes e 

ovoposição nas veias mesentéricas. Na grande maioria dos casos, os sintomas são 

transitórios e espontaneamente desaparecem com a passagem da infecção ao estágio 

crônico. A fase crônica é classificada em forma intestinal, hepatointestinal e 

hepatoesplênica (Andrade e Van Marck, 1984). Pacientes com a forma intestinal 

constituem cerca de 90% da população infectada em áreas endêmicas. Normalmente, 

os pacientes com esta forma apresentam sintomatologia discreta e presença de 

mecanismos imunorreguladores da formação do granuloma. Embora não existam 

estudos detalhados relacionados à forma hepatointestinal, pacientes portadores desta 

forma clínica apresentam uma hepatomegalia não associada à esplenomegalia. 

Uma pequena parte da população cronicamente infectada (variando de 1% a 

10%) pode vir a desenvolver uma forma mais grave da doença, a forma clínica 

hepatoesplênica. Estes pacientes apresentam uma severa hepatoesplenomegalia 

devido à formação de intensa fibrose nos espaços periportais, associada à deposição 
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de ovos do parasita e formação de granulomas ao redor destes ovos retidos nos 

tecidos, principalmente no fígado (Warren, 1982).  

 

1.3.1 A inflamação e formação do granuloma 
 

Durante o ciclo de vida do S. mansoni no hospedeiro vertebrado, uma série de 

antígenos é secretada, excretada e/ou desprendida do parasita, levando a uma 

resposta inflamatória granulomatosa e à produção de altos níveis de anticorpos 

(Berggren e Weller, 1967). Essa resposta é um processo dinâmico, onde a população 

de células infiltradas no local varia com o decorrer da infecção (Stenger et al., 1967; 

Chensue e Boros, 1979). 

O processo de formação dos granulomas hepáticos se inicia quando antígenos, 

originados nas glândulas secretoras dos miracídios são liberados através de 

microporos localizados na casca dos ovos estimulando resposta inflamatória (Boros, 

1989). Estes antígenos são transportados para órgãos linfóides através de vasos 

sanguíneos e linfáticos. Nestes órgãos, os antígenos são capturados, processados por 

células apresentadoras de antígenos (APCs) que incluem linfócitos B, células 

dendríticas e macrófagos. Posteriormente, os antígenos são apresentados a linfócitos 

T associados a moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de 

classe II (Phillips e Lammie, 1986). Esta interação leva à ativação de células T, 

expansão clonal, secreção de citocinas e recrutamento de leucócitos adicionais. Desta 

resposta participam linfócitos, macrófagos, células gigantes multinucleadas, células 

epitelióides, eosinófilos, neutrófilos, mastócitos e fibroblastos (Von Lichtenberg, 1962; 

Silva-Teixeira et al., 1996)  

As células recrutadas se acumulam em torno dos ovos dando origem ao 

granuloma propriamente dito, que pode apresentar um volume até 100 vezes maior do 

que os ovos. Há predomínio de eosinófilos e grande produção de IgE (Dent et al., 

1997). A destruição local dos tecidos é seguida de fibrose, um processo de 

cicatrização da ferida no qual os fibroblastos são conduzidos para a lesão e a 

conseqüente produção de colágeno resulta em cicatriz que pode ocasionar a 

obstrução de vasos sanguíneos e/ou linfáticos (Von Lichtenberg, 1962; Warren e 

Domingo, 1967). A reação granulomatosa é considerada um mecanismo necessário 

para conter os efeitos tóxicos das proteínas secretadas pelos ovos e evitar danos às 

células vizinhas, de modo a limitar a patologia da infecção (Doenhoff et al., 1979). 

Porém, respostas celulares exacerbadas e sem controle provocam o aparecimento de 

fibrose e aumentam o risco de desenvolvimento de esplenomegalia característica da 

doença (Warren, 1982). Nesse sentido, o desenvolvimento de uma patologia severa 
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parece resultar da inabilidade do hospedeiro em controlar ou modular as respostas 

imunológicas contra os ovos.  

 

1.4 A resposta imune na esquistossomose  
 

O entendimento da resposta imune na patologia e na resistência natural à 

infecção é importante para compreender quais as características de uma resposta 

imune protetora na esquistossomose. A resposta imune humoral e celular na 

esquistossomose humana varia de acordo com a fase e forma clínica da doença. 

Pacientes na forma aguda da doença produzem altos níveis de anticorpos das 

subclasses IgG1, IgG2 e IgG3 e baixos níveis de anticorpos IgM e IgG4 contra 

antígenos do esquistossômulo (Khalife et al., 1986). Em humanos, IgG1, IgG3 e IgE 

são isotipos capazes de mediar à destruição de esquistossômulos in vitro na presença 

de eosinófilos, macrófagos e plaquetas por um mecanismo de citotoxicidade mediada 

por anticorpo (ADCC) e fixação de complemento, enquanto que IgM e IgG4 não são 

capazes de mediar à destruição do parasito (Khalife et al., 1986). Quanto à resposta 

celular na fase aguda da doença, observa-se uma significativa resposta proliferativa de 

células mononucleares do sangue periférico (PBMC) a antígenos solúveis de ovo 

(SEA) e verme adulto (SWAP) (Gazzinelli et al., 1987). Indivíduos nesta fase da 

doença apresentam um perfil de resposta celular do tipo Th1 (Montenegro et al., 1999) 

com alta produção de IFN-γ de PBMC em resposta a estimulação com SEA e baixos 

níveis de produção de IL-10 e IL-5 em resposta ao mesmo antígeno (De Jesus et al., 

2002). Na fase crônica da doença, indivíduos exibem uma baixa resposta de IgG1, 

IgG2 e IgG3 e alta produção de IgG4 em resposta a antígenos do esquistossômulo e 

do verme adulto (Jassim et al., 1987). Indivíduos que apresentam a forma clínica 

intestinal produzem menor quantidade de IFN-γ e maior produção de IL-10 em 

resposta à estimulação de PBMC com SEA e SWAP. Na forma severa da 

esquistossomose, a forma hepatoesplênica, o bloqueio de IL-4 causa significativo 

decréscimo na resposta proliferativa e decréscimo na formação do granuloma in vitro. 

Indivíduos hepatoesplênicos produzem baixas quantidades de IFN-γ e apresentam, em 

análise de citometria de fluxo, redução do percentual de células NK (Martins-Filho et 

al., 1999). A fibrose hepática resultante da inflamação granulomatosa ao redor do ovo 

do S. mansoni depositado no fígado está diretamente associada a uma elevada 

produção de IL-13 (Ribeiro De Jesus et al., 2004). 

Alguns indivíduos em áreas endêmicas para a esquistossomose, apesar do 

contato constante com águas contaminadas, apresentam exames de fezes 

persistentemente negativos para a presença de ovos de S. mansoni. Estes indivíduos, 
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inicialmente descritos por (Corrêa-Oliveira et al., 1998), são considerados indivíduos 

naturalmente resistentes (RN) à infecção pelo S.mansoni e, por causa disso, há um 

grande interesse em se estudar a resposta imune nesses indivíduos. Análises 

fenotípicas de PBMC de indivíduos RN por citometria de fluxo demonstram uma alta 

proporção de células CD3+, CD4+ e CD4+ CD28+, além de uma elevada expressão de 

B7.1 e B7.2 (Corrêa-Oliveira et al., 2000). Ademais, as PBMC de indivíduos RN 

produzem elevados níveis de IFN-γ em resposta à estimulação com antígenos de 

cercária, verme adulto e ovo, indicando um envolvimento da resposta do tipo Th1 na 

imunidade protetora destes indivíduos (Viana et al., 1994). Existem também indivíduos 

resistentes à reinfecção que apresentam um claro padrão de resposta celular do tipo 

Th2 com elevada produção de IL-5 e níveis não detectáveis de IFN-γ (Roberts et al., 

1993). Em indivíduos resistentes à reinfecção, observa-se um aumento da resposta 

proliferativa de PBMC em resposta a estimulação com SEA após o tratamento com 

oxaminiquine (Caldas et al., 2000). Nestes indivíduos observa-se também um aumento 

nos títulos de IgE específicos para antígenos do tegumento de esquistossômulos e 

uma diminuição nos títulos de IgG4 específicos em relação aos indivíduos susceptíveis 

(Caldas et al., 2000). 

Estudos em modelo murino têm ajudado a clarear quais seriam os perfis de 

resposta imune protetora (Wilson e Coulson, 2006). Em camundongos 

imunocompetentes, a resposta imune a antígenos de Schistosoma manifesta uma 

mudança de Th1 na fase aguda para Th2 com o início da deposição de ovos com 

aproximadamente 42 dias após a penetração das cercárias (Revisado por Pearce e 

Macdonald, 2002). A contribuição de IFN-γ produzido por células Th1, e IL-4, IL-5 e IL-

13, produzido por células Th2, na resposta granulomatosa tem sido discutida, sendo 

que a fibrose e a maior parte da patologia associada ao granuloma é principalmente 

mediada por produção aumentada das citocinas do tipo Th2 em relação àquelas do 

perfil Th1 (Reiman et al., 2006).  

Extrema polarização imune em direção a um perfil Th1 ou Th2 é prejudicial ou 

senão letal para o hospedeiro (Hoffmann et al., 2000). No curso normal de infecção, 

células T CD4+ reguladoras (Treg) mantém a homeostase imunológica controlando a 

magnitude da resposta imune a organismos invasores (Belkaid e Rouse, 2005). Tais 

células Treg endógenas têm sido chamadas de células Treg naturais. Além das Treg 

naturais (Foxp3+), existem as Treg indutíveis (Foxp3-) que respondem em paralelo 

com os mecanismos efetores e também controlam a magnitude da resposta imune 

(Wilson et al., 2007). Moléculas de lisofosfatidilserina (Lyso-PS) extraídas de vermes 

de S. mansoni e, em menor extensão de ovos, podem induzir ativamente células Treg 
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secretoras de IL-10 durante a infecção via sinalização TLR-2 em células dendríticas, 

sugerindo que células Treg podem ser diretamente induzidas por moléculas derivadas 

do parasito (Van Der Kleij et al., 2002). Apesar da clara identificação de células Treg 

durante a infecção, ainda não está claro o mecanismo pelo qual as células Treg 

controlam a imunopatologia. A citocina IL-10 tem um claro papel regulatório durante a 

infecção por S. mansoni e regula de forma crítica a patologia no tecido hepático (Wynn 

et al., 1998). A fonte de IL-10 necessária para polarização Th2 da resposta induzida 

por antígeno de ovo é alvo de considerável interesse atual. Trabalhos anteriores 

sugerem que células Th2 ou macrófagos produzam IL-10 (Wynn et al., 1998). 

Trabalhos recentes suportam esta visão e, além disso, eles destacam a importância de 

células T regulatórias CD4+ CD25+ como fonte de IL-10, as quais podem suprimir a 

produção de IL-2 e o desenvolvimento da resposta Th1 e assegurar a polarização para 

Th2 durante a esquistossomose (Hesse et al., 2004). Os mecanismos precisos de 

supressão mediados por Treg, além da secreção de IL-10, durante a infecção por S. 

mansoni permanece a ser elucidado (Wilson et al., 2007). 

 

1.5 Tentativas de controle da esquistossomose 
 

Em alguns países onde a esquistossomose é endêmica, programas nacionais 

de controle foram bem sucedidos e conseguiram reduzir a morbidade da doença a 

baixos níveis. A primeira tentativa bem sucedida de controle da esquistossomose 

ocorreu em meados de 1950, com o surgimento de moluscicidas efetivos, um deles a 

niclosamida, hoje ainda em uso. A aplicação de moluscicidas foi capaz de minimizar a 

transmissão em várias regiões, mas o progresso do combate à doença mostrou-se 

lento. O emprego dessas substâncias diminuiu e foi praticamente abandonado por 

diversas razões, dentre elas o risco de danos adversos ao ambiente (Sturrock, 2001). 

O desenvolvimento de drogas contra as diferentes espécies do gênero 

Schistosoma, dentre elas o praziquantel no início da década de 80, reavivou a 

expectativa de eliminação da doença. Entretanto, a grande extensão das áreas 

endêmicas e as elevadas taxas de re-infecções dos indivíduos, juntamente com baixas 

condições sanitárias em países tropicais como o Brasil, tornam o tratamento apenas 

com a droga ineficiente (Bergquist e Colley, 1998). O desenvolvimento de resistência a 

drogas pelos parasitas é outro fator a ser considerado (Coles et al., 1986). 

No Brasil, as principais dificuldades relacionadas ao controle da condição 

patológica envolvem fatores como o alto custo associado à implementação do 

saneamento básico adequado e o longo tempo necessário para a educação sanitária. 

Outro fator essencial é a adesão da comunidade aos programas de controle da 
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doença, o que também demanda um tempo considerável. Além disso, observa-se que 

o tratamento medicamentoso tem se mostrado eficiente no controle da morbidade, 

mas não na redução da prevalência devido às reinfecções (Oliveira et al., 2008). 

Devido a esses fatores, tem sido sugerido o uso de vacinas para aumentar o potencial 

imunogênico, evitar a recidiva da doença e complementar as estratégias de prevenção 

e tratamento da esquistossomose. 

Para o desenvolvimento de vacinas é essencial a identificação de antígenos 

que sejam capazes de induzir uma resposta imune específica, gerando células de 

memória. O avanço das técnicas utilizadas em imunologia e em biologia molecular, 

associados aos novos conhecimentos do genoma do S. mansoni, têm contribuído para 

a identificação de novas moléculas com potencial para serem candidatas à vacina 

(Oliveira et al., 2008). Obstáculos adicionais incluem o acesso a novos adjuvantes que 

podem ser requeridos para induzir uma resposta imune adequada e a dificuldade de 

conduzir estudos eficazes em larga-escala em áreas endêmicas (Hotez et al., 2010).  

 
1.5.1 Candidatos vacinais contra a esquistossomose 
 

Inúmeros estudos têm sido feitos a fim de se obter uma vacina capaz de 

proteger o indivíduo da infecção pelo S. mansoni ou mesmo limitar o desenvolvimento 

das fêmeas, diminuindo a oviposição e, por consequência, a condição patológica 

gerada pela formação do granuloma em torno dos ovos (Bergquist, 1995). A 

imunidade adquirida com a infecção sugere que antígenos do parasita possam ser 

usados como medida profilática (Capron et al., 1987). Há pouco mais de uma década, 

a Organização Mundial de Saúde (WHO), através do Programa Especial para 

Pesquisa e Treinamento em Doenças Tropicais (TDR), incluiu seis antígenos nos 

programas de desenvolvimento de vacina contra esquistossomose (Tabela 1). Porém, 

esses antígenos testados apresentaram níveis de proteção insuficientes durantes os 

ensaios pré-clínicos (Oliveira et al., 2008).  
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Dentro desse contexto, há a necessidade de buscar novos antígenos que 

sejam capazes de induzir melhores níveis de uma resposta imune protetora contra a 

doença. Na esquistossomose, existem evidências indicando o envolvimento de 

proteínas de baixo peso molecular que se ligam a GTP nos processos de maturação e 

deposição de ovos pelas fêmeas de S. mansoni (Schüssler et al., 1997). A atividade 

das enzimas pertencentes a essa família está diretamente relacionado à sua 

localização na região interna da membrana citoplasmática. Modificações pós-

transducionais, como a adição de um isoprenóide, proporcionam o seu ancoramento 

na membrana das células (Kjøller e Hall, 1999). Foi observado que a inibição da 

produção dos isoprenóides reduz in vitro e in vivo a produção de ovos pelas fêmeas do 

Schistosoma e, consequentemente, bloqueia os efeitos patológicos da doença em 

camundongos infectados (Chen e Bennett, 1993). Resultados semelhantes foram 

obtidos com a utilização do inibidor BZA-5B da enzima preniltransferase, responsável 

pela prenilação das proteínas (Loeffler e Bennett, 1996). Esses fatos geraram 

interesse na busca de uma melhor compreensão do papel protetor da Rho1-GTPase 

de S. mansoni, denominada de SmRho, nos processos imunológicos decorrentes da 

esquistossomose. 

Antígeno  Função  Proteçã o 
(animais 

isogênicos) 

Lugar de 
desenvolvimento 

Estado 
legal 

Referências  

Glutationa S -
trasnferase 
(P28/GST) 

Enzima 30-60 Instituto Pasteur, 
Lille, França 

Patenteado (Boulanger et 
al., 1995) 

Paramiosina 
(Sm97) 

Proteína 
muscular 

30 Case Western 
Reserve University, 
NIH, Cornell 
University, USA 

Domínio 
público 

(Pearce et al., 

1988) 

IrV-5 (62 kDa) Proteína 
muscular 

50-70 Johns Hopkins 
School of Medicine, 
USA 

Domínio 
público 

(Soisson et 
al., 1992) 

Triose fosfato 
isomerase 

(TPI) (28kDa) 

Antígeno de 
membrana 

30-60 Harvard School of 
Public Health, 
Boston, USA 

Domínio 
público 

(Reynolds et 
al., 1994) 

Sm23 Proteína 
Integral de 
membrane 

40-50 Johns Hopkins 
School of Medicine, 
Harvard School of 
Public Health, USA 

Domínio 
público 

(Reynolds et 
al., 1992) 

Sm14 Proteína 
que se liga a 
ácidos 
graxos 

40-65 Fundação Oswaldo 
Cruz, Rio de 
Janeiro, Brasil 

Patenteado (Tendler et al., 

1996) 

Tabela 1: Antígenos selecionadas pela WHO/TDR como candidatos à vacina contra esquistossomose. 
Adaptado de Bergquist (1998). 
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Além disso, através de uma pesquisa da etiqueta de sequência antigênica 

(AST) realizada a partir de soros de pacientes diagnosticados com S. mansoni, foram 

encontradas proteínas homólogas a SmRho (Goes, 2003). Esse resultado sugere a 

capacidade imunogênica promissora da proteína em questão em infecções com S. 

mansoni. 

 

1.6 Estratégias de vacinação 
 

O desenvolvimento de uma vacina enfrenta desafios importantes, tanto em 

questões tecnológicas quanto econômicas.  Novas vacinas que sejam estáveis e 

econômicas, que requerem poucas doses, podendo ser administradas utilizando 

sistemas livres de agulhas são uma prioridade mundial. Uma vacina teórica ideal deve 

apresentar uma formulação e liberação adequada. A administração de vacinas por via 

oral, intranasal e transcutânea irá diminuir os riscos de doenças transmitidas 

por agulhas e pode eliminar a necessidade de pessoas treinadas e equipamentos 

estéreis. Um ponto crucial para o sucesso de uma vacina é a estratégia de liberação 

que será empregada. Atualmente, várias técnicas que envolvem  vacinas de DNA, 

adjuvantes, micropartículas e plantas transgênicas estão sendo desenvolvidas e 

avaliadas. Embora, qualquer haja expectativa em qualquer avanço importante, 

estes sistemas têm potencial e levarão a imunização a um novo nível tecnológico 

(Azad e Rojanasakul, 2006). 

 

1.6.1 Tipos de vacinas 
 

Diversas estratégias de vacinação vêm sendo utilizadas sendo que cada uma 

delas apresenta suas vantagens e desvantagens. Atualmente, têm se utilizado três 

tipos de moléculas na produção de vacinas: proteínas recombinantes, DNA e 

peptídeos sintéticos. O uso de proteínas recombinantes tem como vantagens a sua 

obtenção em elevadas concentrações e por apresentarem caráter imunogênico. 

Entretanto, dependendo do sistema utilizado para a purificação das proteínas 

recombinantes, pode ocorrer a perda de alguns epítopos conformacionais das 

estruturas protéicas (Dalton et al., 2003). De forma comparativa, as vacinas de DNA 

apresentam uma produção em larga escala mais simplificada e de baixo custo, além 

da vantagem das moléculas de DNA serem estáveis a temperatura ambiente, o que 

facilita o seu transporte e armazenamento. Entretanto, as vacinas de DNA geralmente 

apresentam capacidade imunogênica diminuída quando comparadas às proteínas que 

elas codificam (Katz, 1999; Pacífico et al., 2006). Já a produção de vacinas de 
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peptídeos é baseada na identificação e síntese química de epítopos imunodominantes 

de antígenos vacinais previamente caracterizados e capazes de induzir resposta 

imune específica (Naz e Dabir, 2007). Peptídeos sintéticos apresentam benefícios 

como a imunização de animais com uma estrutura mínima, consistindo de um 

antígeno bem definido que pode ser completamente caracterizado com relação à 

antigenicidade e imunogenicidade. A seleção de epítopos diminui a probabilidade de 

se utilizar sequências que sabidamente ativam mecanismos imunossupressores ou 

que ativem mecanismos de autoimunidade. Entretanto, a utilização de peptídeos tão 

bem definidos pode levar ao problema de baixa imunogenicidade quando comparado 

com o grande número de epítopos inclusos em um antígeno protéico ou em um 

patógeno atenuado, geralmente utilizados nas vacinas convencionais (Purcell et al., 

2007).  

 

1.6.2 Novas vias de administração e novas formulaçõ es vacinais 
 

No início do século XXI, puderam-se observar diversas tendências notáveis no 

desenvolvimento de vacinas.  Umas dessas tendências é a utilização de vias 

alternativas na administração de vacinas. A maioria das vacinas são hoje 

administradas por injeção parenteral, o que induz uma resposta imunológica 

sistêmica expressa por células B e T no sangue (Plotkin, 2005).  

No entanto, existe um interesse em conferir maior segurança às campanhas de 

imunização usando sistemas livres de agulhas (O'hagan e Rappuoli, 2004). Além 

disso, a administração através das mucosas, particularmente a administração oral, tem 

sido apontada como a via mais natural para introdução de fármacos no organismo, a 

de mais fácil acesso e sem os inconvenientes de outras vias de administração, como 

os riscos de infecção por utilização de agulhas contaminadas, riscos de efeitos 

hemolíticos ou possível dor durante a administração. Para além disso, a via oral é sem 

dúvida a de melhor aceite, nomeadamente pelas crianças que são a população alvo 

da maioria das vacinas. Acresce ainda referir que a vacinação em larga escala, num 

curto espaço de tempo, seria muito facilitada se tivéssemos vacinas orais em que, 

para a sua administração, não fossem necessários técnicos especializados. É o caso 

de situações de ameaças de surtos infecciosos ou, simplesmente, o caso de países 

em desenvolvimento que possuem escassez de recursos humanos e também 

financeiros (Borges, 2007). 

Vacinas orais com formulações apropriadas podem estimular todos os braços 

do sistema imune e podem ser utilizadas para proteção contra patógenos que infectam 
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o hospedeiro pelas superfícies da mucosa assim como aqueles que infectam por 

outras vias (De Magistris, 2006). 

No entanto, tem sido mostrado uma grande dificuldade em obter uma resposta 

imune protetora após uma vacinação oral, sendo que a vacina atenuada contra pólio 

apresenta-se como uma das poucas exceções (Holmgren e Czerkinsky, 2005). Por 

esta razão, apenas poucas vacinas atualmente aprovadas para o uso humano são 

administradas oralmente. 

As razões para o insucesso no desenvolvimento de uma potente vacina oral é 

devido principalmente à degradação do antígeno no trato gastrointestinal (GI) e à 

ineficiente absorção no sítio de ação no intestino. As placas de Peyer são o principal 

alvo para as vacinas orais, e estão presentes principalmente no íleo. O epitélio 

intestinal que recobre as placas de Peyer é especializado em permitir o transporte de 

patógenos para o tecido linfóide associado. Esta função é realizada principalmente 

pelas células M (Lydyard e Grossi, 1998).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porém, antes do antígeno alcançar as células M das placas de Peyer, ele tem 

que passar pelo estômago com seu baixo pH e várias enzimas ácidas que podem 

degradar o antígeno. Mesmo se a vacina é capaz de alcançar as placas de Peyer, 

Lúmem Instestinal 
Aderência bacteriana/ 

invasão 

Ligantes 

de TLR 

Entero-

toxinas 

Célula M Célula T 

Célula B Epitélio 

Intestinal 

Citocinas 

Quimiocinas 

como CCL9 e 

CCL20 

Figura 2:  Funcões do epitélio folicular associado. O epitélio folicular associado (FAE) contém células com 

microdobras (M) que são especializadas na endocitose e no rápido transporte transepitelial de antígenos 

intactos e microorganismos para bolsos intraepiteliais com contém células B e T e ocasionalmente, 

células dendríticas (DCs). A maioria das células do FAE são enterócitos com microvilosidade apical 

revestidos por uma espessa camada de glicocálix como borda em escova. Enterócitos do FAE não 

transportam antígenos, mas eles podem contribuir para a apresentação de antígenos pela detecção de 

patógenos e seus produtos no lúmem e a liberação de  sinais de citocinas e quimiocinas para atrair e 

ativas células dendríticas. CCL, CC-ligante de quimiocina; CCR,CC-receptor de quimiocina; TLR-receptor 

do tipo toll. Adaptado de Neutra e Kozlowski, 2006. (Neutra e Kozlowski, 2006) 
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uma resposta imune nem sempre é ativada. O antígeno pode não alcançar o domínio 

das placas de Peyer devido a uma ineficiente internalização ou o antígeno não é 

potente o suficiente para estimular uma reação imune (De Alzpurua e Russeljones, 1998).  

Vários estudos têm mostrado que pela associação de vacinas com sistemas 

carreadores nano ou microparticulados, a internalização pelas células M é aumentada 

e a degradação no trato GI é prevenida (Mishra et al., 2010). Outro aspecto importante 

é que esses sistemas carreadores podem atuar como imunoestimulantes ou 

adjuvantes, aumentando a imunogenicidade de antígenos fracos para ativar a resposta 

imune (Jabbal-Gill et al., 1999) 

Carreadores biodegradáveis e poliméricos mucoadesivos parecem ser os 

candidatos mais promissores para vacinas via mucosa. Vários polímeros de origem 

sintética e natural, como poliláctico-co-glicólico, quitosana, alginato, gelatina, etc., têm 

sido explorados pela eficiência na liberação de vacinas via mucosa e resultados 

significantes têm sido obtidos (Garg et al., 2010). 

 

1.6.3 Biopolímeros e sistemas carreadores vacinais 
 

A quitosana é a forma deacetilada da quitina formada por copolímeros de 

glicosamina e N-acetilglicosamina ligados por ligações β(1→4). A quitina é obtida do 

exoesqueleto de artrópodes marinhos, e é um dos polímeros mais abundantes da 

natureza. Os grupos amino primários da quitosana fornecem propriedades especiais 

que a tornam muito interessante para aplicações farmacêuticas. O peso molecular e o 

grau de acetilação determinam as propriedades da quitosana. Devido à sua 

biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixo custo e abilidade de abrir junções 

intercelulares, este polímero é um valioso carreador para vacinas orais (Ilium, 1998). 

 Além disso, a quitosana é capaz de formar nano e micropartículas facilmente, 

sendo que o tamanho das partículas é um dos parâmetros mais importantes que 

interfere na absorção pelas células epiteliais do intestino. Embora ainda existam 

controvérsias, o tamanho ótimo para as nanopartículas atravessarem as células M 

seria abaixo de 1µm (Ann Clark et al., 2001) e mais precisamente abaixo de 200nm 

(Rieux et al.)  

Adicionalmente, a preservação da estabilidade do antígeno durante o processo 

de encapsulação é também essencial para o desenvolvimento de um eficiente sistema 

de liberação controlada. Preparações brandas podem proteger o antígeno quando eles 

são incorporados durante a preparação das micropartículas. No intuito de evitar 

condições desnaturantes para as proteínas, as nanopartículas de quitosana podem 

encapsulá-las de forma passiva. Um exemplo de procedimento brando de 
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encapsulação foi descrito por Borges e colaboradores (2005) (Borges, Olga et al., 

2005). Este método também foi descrito por outros grupos que relataram boa 

capacidade de adsorção para diferentes substâncias (Mi et al., 1999; Hejazi et al, 

2002). 

No caso das partículas de quitosana que não são muito porosas, o antígeno 

será preferencialmente adsorvido na superfície da partícula. Isso pode causar 

problemas de estabilidade porque podem ocorrer processos como a dessorção ou o 

ataque dos antígenos pelas enzimas ou substâncias ácidas dos fluidos do trato 

gastrointestinal. Estes obstáculos podem ser superados pelo revestimento dessas 

partículas com um polímero ácido resistente, como o alginato de sódio (Borges, Olga 

et al., 2005). 

O alginato de sódio é um polímero composto de resíduos ácidos D-

manurônicos e L-gulurônicos unidos linearmente por ligações glicosídicas 1,4 

(Tønnesen e Karlsen, 2002). A ampla aplicabilidade farmacêutica do alginato é, em 

grande extensão, associada à sua capacidade formadora de gel. Cátions di- ou 

polivalentes (sendo o cálcio o exemplo mais largamente estudado) pode induzir a 

formação do gel pela formação de ligações cruzadas entre as unidades de ácido 

gulurônico (Tønnesen e Karlsen, 2002). O alginato de sódio tem sido usado na 

preparação de nanopartículas (González Ferreiro et al., 2002), microesferas (Coppi et 

al., 2002), microcápsulas (Esquisabel et al., 2000) e “beads” (Kulkarni et al., 2001) 

para liberação oral. Em particular, o uso de nano e microparticulas de alginato como 

um sistema de liberação de antígeno tem sido descrito em várias publicações e há 

alguns indícios de que o polímero é capaz de induzir uma resposta imune sistêmica e 

nas mucosas em uma variedade de espécies de animais pela administração oral e 

intranasal (Rebelatto et al., 2001). Nos últimos anos o alginato de sódio também tem 

sido utilizado, com algumas vantagens, como material de revestimento de células. 

Parece que o revestimento atua como uma barreira contra a contaminação 

microbiana, e assim, melhora as perspectivas de sobrevivência das células 

revestidas (Kampf et al., 2000). Em outro estudo, o revestimento foi realizado para 

proteger as células doadoras de mamífero contra os anticorpos e células 

citotóxicas do sistema imune do hospedeiro, permitindo o transplante de células na 

ausência de imunossupressão (De Vos P e Cg, 2002). 

Além de antígenos, também DNA plasmidiais, contendo sequências 

codificadoras de antígenos, podem ser associados com a quitosana e também são 

internalizados pelas células M das placas de Peyer (Singla e Chawla, 2001). A 

quitosana é capaz de formar facilmente complexos com DNA cujos tamanhos estão na 

faixa de 200 a 300nm e tem sido mostrado sua efetividade em proteger o DNA da 
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degradação (Moreira et al., 2009). Vários autores já demostraram a eficácia de 

nanopartículas de quitosana-DNA oralmente administradas em induzir uma resposta 

imune (Roy et al., 1999; Chew et al., 2003, Li et al., 2009). 

 

1.6.4 Potencialização imune com adjuvantes funciona lizados a nanopartículas  
 

A fim de aumentar a natureza imunoestimulatórioa das vacinas de subunidades 

tradicionais, potenciadores imunes chamados “adjuvantes” são frequentemente 

usados. Adjuvantes são substâncias capazes de ativar reações imunes 

inflamatórias. Estas reações inflamatórias aumentam a imunogenicidade dos 

antígenos das vacinas de subunidades e facilitam a geração de uma resposta 

imunológica de memória (Look et al., 2010).  

A adsorção de antígenos em um sistema de liberação partículas pode 

direcionar os antígenos para o sítio de indução, idealmente para as placas de Peyer, 

mas estes podem não ser suficientes para ativar uma resposta imune apropriada, por 

não serem reconhecidos como uma partícula nociva (Neutra e Kozlowski, 2006). 

Além de seu papel como veículos efetivos na entrega de antígenos, os 

sistemas de liberação de drogas em nanoescala podem ser modificados para 

apresentar adjuvantes e podem até mesmo agir como adjuvantes.  Nanopartículas que 

iniciam a inflamação ou complementam a imunidade inata podem, 

assim, potencializar e direcionar a resposta imune adaptativa (Look et al., 2010). 

 Os imunopotenciadores mais bem conhecidos para as mucosas são as 

enterotoxinas secretadas de V. cholerae e E. coli, toxina da cólera e enteroxinas 

instáveis ao calor de E. coli.  No entanto, estes tipos de adjuvantes tem se mostrado 

tóxicos para uso humano. Portanto, formas geneticamente modificadas tem sido 

engenheiradas para reduzir ou eliminar a toxicidade associada com a subunidade 

enzimática A destas toxinas (Douce et al., 1995; Douce et al., 1997).  Além disso, 

muitos vetores vivos atenuados para a mucosa, incluindo poliovírus, adenovírus e 

bactérias entéricas estão atualmente em desenvolvimento e tem sido extensivamente 

revisados (Malkevitch e Robert-Guroff, 2004). Apesar da superioridade desses 

patógenos vivos atenuados como vacinas para as mucosas e como vetores vacinais, é 

devido em parte à sua abilidade de ativar múltiplas respostas imune inatas, que pontos 

de segurança e aceitabilidade retardarão o seu uso em humanos (Borges, 2007). 

Uma  outra estratégia de vacinação atualmente explorada consiste em 

incorporar ligantes de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) 

presentes em agentes infecciosos, que estimulam os receptores de reconhecimento 

de patógenos (PRRs) a fim de obter respostas inflamatórias. PRRs são 
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expressos em tecidos específicos de células epiteliais, bem como de células imunes, 

incluindo macrófagos, células dendríticas e células B. Os receptores do tipo 

toll (TLRs) são uma classe de PRRs que tem sido extensivamente estudada (Look et 

al., 2010). Muitos adjuvantes imunoestimulatórios são ligantes de TLRs tais 

como lipopolissacarídeo (LPS), lipídio A monofosforil, DNA CpG, e peptídeos muramyl 

(De Jong et al., 2007; Hamdy et al., 2007; Hamdy et al., 2008). Estes adjuvantes 

podem ser incorporados em nanocarreadores para estimular a resposta imune (Hamdy 

et al., 2007; Chikh et al., 2009).  

 

1.6.4.1 Oligonucleotídeos CpG (CpG ODNs) 
 

De acordo com a definição de Krieg (2006), motivos CpG são sequências de 

oligonucleotídeos de DNA que incluem uma sequência citosina-guanina não-metilada 

e certos nucleotídeos flanqueadores, que tem se mostrado capaz de induzir a resposta 

imune inata. O efeito adjuvante do CpG ODN tem sido estudado intensivamente nos 

últimos anos. Brevemente, CpG ODN estimula diretamente tipos de células imunes 

que expressam receptor do tipo toll 9 (TLR9), sendo que em humanos as células B e 

células dendríticas plasmacitóides (pDCs) são os tipos dominantes que expressam 

TLR9; enquanto que em camundongos, o TLR9 é também encontrado em células 

dendríticas mielóides (mDCs), macrófagos e monócitos (Mccluskie e Weeratna, 2006). 

A ativação dessas células promove a produção de citocinas pró-inflamatórias e 

da via Th1 e a maturação/ativação de células apresentadoras de antígeno 

profissionais (APC) (Klinman, 2004). Estas ações permitem os CpG ODNs agir como 

adjuvantes imunes que podem acelerar e potencializar respostas imune antígeno 

específicas.  

Três tipos de CpG ODNS tem sido identificados, tipo A, B e C, que diferem em 

suas atividades imunoestimulatórias (Krug et al., 2001; Marshall et al., 2005). CpG 

ODNs tipo A são capazes de induzir alta produção de IFN-α de células dendríticas 

plasmocitóides (pDC) mas são fracos estimuladores da sinalização de NF-κB 

dependente de TLR9. CpG ODNs tipo B ativam fortemente células B mas são fracos 

para estimular a secreção de IFN-α. CpG ODNs tipo C combinam as características de 

ambos os tipos A e B e induzem uma alta produção de IFN-α de pDCs e uma forte 

estimulação de células B (Marshall et al., 2005). 

CpG ODNs tem sido apresentado como um adjuvante eficaz para a mucosa 

após administração por diferentes superfícies da mucosa como o trato respiratório 

(Mccluskie e Davis, 2000), o trato urogenitario (Gallichan et al., 2001) e o trato 
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gastrointestinal (Mccluskie et al., 2000), em combinação com diferentes antígenos 

(Mccluskie et al., 2002). 

Tem sido relatado que a situação ideal para atingir ótimos resultados como 

adjuvante é manter o CpG em contato físico próximo ao antígeno (Davis et al., 1998). 

Isto pode ser feito encapsulando o CpG e o antígeno juntos no mesmo sistema de 

liberação. Além disso, se os polímeros usados para construir o sistema de entrega, 

como no caso da quitosana e do alginato, possuírem características 

imunoestimuladoras, então a formulação pode ter suas propriedades adjuvantes 

otimizadas (Borges et al., 2005). 

Diante de tudo o que foi abordado, o presente trabalho propõe a preparação da 

nanopartículas de quitosana associadas à proteína ou ao DNA, sendo as primeiras 

revestidas com alginato de sódio, como um novo sistema de liberação vacinal para a 

esquistossomose visando abordar uma via alternativa de imunização, a via oral, e o 

uso de novos adjuvantes, como o DNA CpG e ainda os próprios polímeros, a 

quitosana e o alginato.   
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2 OBJETIVOS 
 

 

2.1 Objetivo Geral 
 

Preparar e caracterizar nanopartículas de quitosana associadas ao pDNA 

TOPO-RHO e à proteína Rho1-GTPase recombinante do S. mansoni, e avaliar o seu 

potencial em induzir uma imunidade protetora na esquistossomose. 

 

2.2 Objetivos Específicos 
 

• Clonar, expressar e purificar a proteína Rho1-GTPase do S. mansoni; 

 

• Preparar e caracterizar as nanopartículas de quitosana-DNA; 

 

• Preparar e caracterizar as nanopartículas de quitosana-proteína revestidas com 

alginato de sódio; 

 

• Imunizar os camundongos com as formulações contendo nanopartículas de 

quitosana-DNA e/ou nanopartículas de quitosana-proteína-alginato, associadas 

ou não ao CpG, pela via oral e intramuscular; 

 

• Avaliar e comparar a resposta imune induzida pelas diferentes formulações 

vacinais, e pelas vias de administração, oral e intramuscular.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 Construção do plasmídeo pDEST42-Rho  
 

3.1.1 Amplificação do gene da Rho1-GTPase de S. mansoni 
 

A amplificação da sequência de interesse, a qual foi utilizada para clonagem no 

sistema Gateway Technology com Clonase II (Invitrogen, Carlsbad, USA), foi realizada 

através da PCR utilizando o cDNA de verme adulto. Foi preparada uma reação de 

50µL utilizando 130 ng do plasmídeo como DNA molde, 1 pmol/µl de cada iniciador, 

0,5U de Platinum Pfx DNA polimerase, 1 mM de MgSO4, 0,3 mmol/ µl da mistura dos 4 

desoxinucleotídeos, 50 mM KCl, 1 mM DTT e 0,1 mM EDTA em 50 mM Tris-HCl pH 

8,0, como tampão da enzima. A reação foi executada de acordo com o seguinte 

programa: 

1- Ciclo inicial de desnaturação a 94 ˚C durante 2 minutos; 

2- 25 ciclos de desnaturação a 94 ˚C por 15 segundos, anelamento a 56 ˚C por 30 

segundos e extensão a 68 ˚C por 1 minuto; 

3- Ciclo final de extensão a 68 ˚C por 3 minutos 

Os iniciadores utilizados para a amplificação estão apresentados na tabela 2. 

 

•  Os sítios attB, essenciais para a clonagem no sistema Gateway estão sublinhados. 
 

3.1.2 Clonagem no vetor pDNOR e subclonagem no veto r de expressão pET-
DEST42 

Oligonucleotídeo Sequência Coordenadas  

RHO1F 
5’GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGG

AGATAGAATGGCGAGTGCGGTACG 3’ 
“Forward” 

RHO1R 
5’GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCAATTAA

ATCACACCTCCTCCTCTT 3’ 
“Reverse” 

Tabela 2: Oligonucleotídeos utilizados na amplificação da sequência codificadora da SmRho. 
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O produto da PCR no tamanho de aproximadamente 600 pb foi purificado do 

gel de agarose com o “Pure LinkTM Quick Gel Kit” (Invitrogen) de acordo com o 

manual do fabricante. Posteriormente o fragmento purificado foi clonado no plasmídeo 

pidona 221 (Figura 3) pela reação de recombinação BP. Para isso, foram utilizados 

150 ng do produto de PCR contendo a região attB, 150 ng do vetor pDONR e tampão 

TE pH 8,0 para um volume final de 8 µL. Foram adicionados 2 µL da enzima de 

recombinação BP Clonase II e a reação foi incubada durante noite a 25 ˚C.  

Figura 3:  Mapa molecular do plasmídeo pDONR 221. Neste plasmídeo, observam-se os sítios de 

recombinação attP1 e attP2 e o gene letal ccdB. 

Após esse tempo, adicionou-se 1 µL da solução de proteinase K (2 µg/µl) 

também fornecida pelo kit, e a reação foi incubada a 37 ºC por 10 minutos para 

finalizar a ligação. 

Bactérias E. coli TOP10 eletrocompetentes foram transformadas com o 

plasmídeo pDONR contendo a seqüência codificadora da SmRho. Na reação, 50 µL 

de bactérias E. coli TOP10 e 1 µL da reação de ligação BP contendo os plasmídeos 

recombinantes foram adicionados a uma cubeta apropriada e eletroporados a 1,8 V. 

Logo em seguida, foram adicionados 200 µL de meio LB líquido e as bactérias 

transformadas foram deixadas sob agitação por 1 h a 37 ˚C para expressão do gene 

de resistência. Posteriormente, a cultura foi plaqueada em meio seletivo LB/ágar 1,5% 

com 50 µg/ml de kanamicina e deixada em estufa, a 37 ˚C por 16 horas. Os clones 

obtidos foram analisados através da PCR de colônia utilizando os iniciadores 

específicos para a sequência da SmRho e o programa apresentado no item 3.1, 

seguido de ensaio eletroforético em gel de agarose para visualizar a presença do 

inserto.  
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Os clones que continham o plasmídeo com o inserto foram selecionados e 

cultivados por 16 horas em meio LB líquido com kanamicina na concentração de 

50µg/ml para a amplificação em pequena escala e armazenamento em meio LB: 

glicerol. 

Um dos clones contendo o vetor pDONR-Rho foi cultivado a 37 ˚C durante 16 

horas em 5 mL de meio LB líquido com kanamicina 50 µg/ml. O precipitado bacteriano 

obtido, após 10 minutos de centrifugação a 2300g, à temperatura ambiente (TA), foi 

lisado e os plasmídeos recombinantes purificados com a utilização do Kit Mini-prep 

QIAprep Spin 150 (Qiagen, Hilden, Alemanha) seguindo as recomendações do 

fabricante. 

O clone obtido da extração plasmidial foi utilizado para fornecer a seqüência 

nucleotídica a ser ligada no vetor de expressão através de uma nova reação de 

recombinação (LR). Para isso, foram misturados 150 ng do plasmídeo recombinante 

pDONR-Rho, 150 ng do vetor de destino pET-DEST42 (figura 4), tampão TE (Tris-

EDTA) pH 8,0 para um volume final de 8 µL e 2 µL da enzima de recombinação LR 

Clonase II. Novamente, a reação foi incubada a 25 ˚C durante a noite.  

 
 

Após esse tempo, adicionou-se 1 µL de proteinase K (2 µg/µl) a 37 ˚C por 10 

minutos a fim de parar a reação de ligação. 

Os plasmídeos recombinantes obtidos após a reação LR foram transformados 

em bactérias E. coli BL21 por meio da eletroporação. O antibiótico ampicilina foi 

utilizado na concentração de 100 µg/mL como marcador de seleção. Os clones 

positivos, que continham a sequência codificadora da proteína, foram selecionados por 

PCR de colônia utilizando os iniciadores específicos e o programa apresentado no 

item 3.1. 

 

Figura 4: Mapa molecular do plasmídeo pET-DEST42. Nesta figura, pode-se observar os sítios de 

recombinação attR1 e attR2, o gene letal ccdB, o V5 epitopo e a cauda de histidinas C- terminal. 
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3.2 Sequenciamento do fragmento inserido no pDEST42  

 

 O seqüenciamento foi realizado pelo método didesoxiterminal (Sanger et al., 

1977) no núcleo de Análise do Genoma e Expressão Gênica (NAGE/ICB/UFMG) com 

o auxílio do DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit For MegaBACE DNA 

Analysis (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Inglaterra) utilizando iniciadores 

T7 específicos para o plasmídeo (Tabela 3):  

 

 

  

 

 

 

 

Os dados da seqüência do clone foram exportados e editados utilizando o 

programa Chromas v2.13 Technelsium Pty (http://www.technelysium.com.au). As 

seqüências nucleotídica e protéica foram comparadas às seqüências depositadas no 

banco de dados Genbank do NCBI utilizando-se os algoritmos BLASTn e BLASTx. As 

pesquisas de homologia foram realizadas no 2° semes tre de 2008. Para o alinhamento 

das sequências foi utilizado o programa EMBOSS Pairwise Algorithms 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools /emboss/align/index.html). 

 

3.3 Expressão da proteína Rho1-GTPase de S. mansoni em sistema 

procarioto 

 

Com o objetivo de expressar a proteína de interesse, utilizamos o plasmídeo 

pDEST-Rho, e a transformação foi feita por eletroporação em bactérias 

eletrocompetentes da cepa Escherichia coli BL21 pRARE. Treze clones foram 

escolhidos aleatoriamente e testados através da PCR usando os primers específicos 

da SmRho. Os clones positivos foram submetidos à análise da expressão através de 

mini-expressão e a confirmação foi feita por Western Blotting.  

 

3.3.1. Mini-Expressão da proteína recombinante SmRh o 

 

Seis clones de bactérias E. coli BL21 pRARE contendo o plasmídeo pDEST-

Rho e uma colônia da bactéria não transformada foram selecionados e cultivados 

Oligonucleotídeo Sequência Coordenadas  

T7 5´ TAATACGACTCACTATAGGG 3´ “Forward” 

T7 5´ GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3´  “Reverse” 

Tabela 3: Oligonucleotídeos utilizados no sequenciamento da sequência codificadora da SmRho. 
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separadamente em 10 ml de meio líquido LB/ampicilina 100µg/ml, à 37º C sob 

agitação. Após 16 horas, a cultura foi diluída 1:100 em 20 ml de LB/ampicilina 

100µg/ml sob agitação a 37ºC. Ao atingir a D.O600 = 0.5 foi adicionado o IPTG na 

concentração final de 0,5mM para induzir a expressão das proteínas recombinantes. 

Alíquotas de 1 ml foram coletadas anteriormente à indução com o IPTG e a cada hora 

até 4 horas após a indução. Posteriormente as amostras recolhidas foram submetidas 

à eletroforese em gel de poliacrilamida 10% sob condições desnaturantes. Após as 4h 

de indução, o restante do volume de bactérias foi centrifugado a 3.200g por 10min a 

4°C, congelado e descongelado três vezes, sonicado por 3 ciclos de 30 segundos 

intercalados com 30 segundos de repouso e centrifugados novamente a 12.850g por 

15min.  O sobrenadante obtido desta etapa, e o pellet, ressuspendido em PBS 0,15M, 

foram submetidos à eletroforese SDS/PAGE e Western Blotting para confirmar a 

expressão e a fração, solúvel ou insolúvel, em que a proteína foi expressa. Esse 

mesmo procedimento, foi realizado na temperatura de 30°C para a otimização das 

condições de expressão. 

 

3.3.2 Eletroforese em gel de Poliacrilamida - SDS/P AGE 

 

A análise eletroforética de proteínas foi realizada em gel desnaturante de 

poliacrilamida com SDS. De acordo com as análises da seqüência do vetor e da 

sequência da SmRho, a massa molecular esperada, predita pela ferramenta 

ProtParam (http://expasy.org/tools/protparam.html), resultante da proteína 

recombinante (incluindo a cauda de poli-histidina C-terminal e o epítopo V5 do vetor) é 

de aproximadamente 26 kDa.  As amostras obtidas da mini-expressão foram fervidas 

por 5 min em tampão da amostra (Sambrook et al., 1989) e a separação foi feita em 

gel contendo poliacrilamida (10%), segundo Sambrook (1989).  A corrida foi realizada 

usando um sistema de tampão Tris-glicina (Sambrook et al., 1989) a 100 v por 

aproximadamente 1,5 horas. A expressão foi analisada com o auxílio do marcador de 

peso molecular Page Ruler™ Unstained Protein Ladder (Fermentas). 

 

3.3.3 Eletrotransferência de proteínas - Western blotting 

 

As amostras recolhidas da indução foram submetidas a um ensaio de Western 

blotting para confirmar a expressão da proteína de interesse. Após a corrida em gel 

SDS-PAGE, as proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose 

(Hybond-C extra, Amersham) em tampão de transferência (Sambrook et al., 1989) 

usando o sistema de transferência Mini Trans-blot (Bio-Rad) a 0,35 mA/cm2 por 2 
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horas.  A membrana foi então bloqueada por 1 h com PBS 0,15 M contendo 1,6% de 

caseína. Após o bloqueio, foi feita uma rápida lavagem com PBS-T (PBS 0,05M –

Tween 0,05%) e a membrana foi incubada com anticorpo monoclonal anti-His (SIGMA) 

(1:3000) por no mínimo 2 horas. Após três lavagens com PBS-T, a membrana foi 

incubada com anticorpo secundário anti-IgG de camundongo (1:5000) (Millipore) 

conjugado com peroxidase por 1 hora. Foram feitas novamente três lavagens com 

PBS-T e os blots foram revelados com DAB (3,3’-diaminobenzidina) (SIGMA) a uma 

concentração final de 1mg/mL em solução de PBS 0,15M, pH7,2; 0,03% H2O2; cloreto 

de níquel 0,05% (p/v). Para interromper a revelação, a membrana foi lavada com água 

bidestilada.  

 

3.3.4 Maxi-expressão da proteína recombinante Rho1- GTPase de S. 

mansoni 

 

Após confirmar a expressão da proteína recombinante por Western Blotting 

seguiu-se para a etapa de produção da proteína em larga escala. Para isso, bactérias 

E. coli BL21 pRARE contendo o clone recombinante foram cultivadas em 10 ml de 

meio líquido LB/ampicilina/cloranfenicol a 100 µg/ml e 34 µg/ml, respectivamente, a 

37˚C sob agitação. Após 16 horas, a cultura foi diluída 1:100 em 1 litro de LB 

acrescido de 100 µg/ml de ampicilina e 34 µg/ml de cloranfenicol e deixada sob 

agitação de 180 rpm a 37ºC. Ao atingir a D.O.600 de 0,5, foi adicionado IPTG a uma 

concentração final de 0,5mM para induzir a expressão da proteína recombinante.  

Após 4 horas de indução, o precipitado de bactérias expressando a proteína 

SmRho foi lisado em PBS 0,15M pH7,2 acrescido de 200 mM 

defenilmetanosulfonilfluoreto (PMSF) e 5 mM de EDTA.  As células induzidas com 

IPTG foram sonicadas por 5 ciclos de 30 segundos intercalados por repouso de 30 

segundos e o lisado celular foi centrifugado a 12.850g por 10 minutos. O precipitado 

obtido foi novamente ressuspendido em PBS 0,15M com PMSF e EDTA e o 

procedimento mencionado anteriormente foi repetido mais 4 vezes. Após os 5 ciclos o 

precipitado foi ressuspendido em um tampão contendo 0,5M de NaCl, 30 mM de 

imidazol e 0,9% de N-Lauroylsarcosine sodium salt (SIGMA) em 20 mM de Na2HPO4 

pH7,4. Esse material foi estocado para ser utilizado nas etapas posteriores de 

purificação. 
 

3.4 Purificação da proteína SmRho em coluna His Tra p HP 
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Para a purificação das proteína recombinante por cromatografia de afinidade, o 

material obtido no item anterior, contendo imidazol a uma concentração final de 30 

mM, foi aplicado em uma coluna de níquel de 5 mL His Trap HP (GE Life Sciences, 

Buckinghamshire, Inglaterra).  

A coluna de purificação foi previamente equilibrada com 25 ml de tampão de 

ligação contendo 0,5 M NaCl e 30 mM imidazol em 20 mM Na2HPO4 pH 7,4. Após a 

aplicação da amostra, a coluna foi lavada com o mesmo tampão de ligação até que 

nenhuma leitura fosse observada a 280 nm. Após esse período, a proteína foi eluída 

com tampão de eluição contendo, além de 20 mM de Na2HPO4 pH 7.4, 0,5 M de NaCl, 

e imidazol na concentração de 500 mM.  

 

3.5 Diálise 

 

Devido à alta concentração de sal em que a amostra foi eluída, era preciso 

dialisar a proteína purificada para que a mesma pudesse ser utilizada em outros 

ensaios. A membrana utilizada na diálise continha poros que permitiam a passagem 

de moléculas menores que 1000Da. A proteína recombinante purificada foi dialisada 

em 2L de tampão salina fosfato 0,15M pH 7,4 por aproximadamente 16 horas para 

remoção do imidazol. O tampão foi trocado pelo menos duas vezes e a solução final 

contendo a proteína foi estocada a 4 °C. 

 

3.6 Determinação da concentração de proteínas  

 

Após a confirmação da purificação pelas técnicas Western blotting e SDS-

PAGE e seguido de diálise, a concentração da proteína SmRho foi determinada pelo 

Método de Bradford, utilizando soroalbumina bovina (BSA) (SIGMA) para a montagem 

da curva padrão. 

  

3.7 Avaliação do potencial imunogênico da proteína Rho1-GTPase de 

S. mansoni  

 

Após a obtenção da proteína SmRho purificada, desejava-se confirmar a 

imunogenicidade dessa proteína na infecção do S. mansoni. Para isso, soros de 

pacientes infectados foram testados em relação ao reconhecimento da proteína em 

questão pelos métodos de ELISA e Western Blotting. 
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3.7.1 ELISA  

 

Para avaliar a reatividade da proteína Rho1-GTPase contra soros de pacientes 

infectados com o S. mansoni, foi realizado o ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent 

Assay). Para isto, placas de microtitulação MaxiSorpTM Surface (Nunc) de 96 poços 

foram sensibilizadas com 1 µg/100µL de Ag/poço, em tampão carbonato/bicarbonato 

0,05 M pH 9,6, por 16 h, a 4oC. Foi utilizado como antígeno em uma placa a proteína 

SmRho e em outra placa, como controle positivo, a preparação antigênica solúvel de 

verme adulto – SWAP. Após a adsorção do antígeno, as placas foram lavadas com 

0,15 M PBS contendo 0,05% Tween 20. O bloqueio foi realizado com 1,6% caseína 

em 0,15 M PBS a 37°C por 1 hora, seguindo-se de nov as lavagens. 

Foram utilizados soros de pacientes normais, infectados e não tratados com a 

droga contra o parasita, e infectados e tratados com a droga, para avaliar a reatividade 

humoral frente à proteína Rho1-GTPase recombinante e ao SWAP. Os soros foram 

diluídos 1:200, 1:400, 1:800 em PBS 0,15M caseína 0,25% e foram incubados por 1 

hora, seguindo de novas lavagens. As placas foram então incubadas com solução 

1:10.000 de anticorpo secundário (IgG de cabra anti-Ig humana conjugada à 

peroxidase) (SIGMA). 

Após novas lavagens, as placas foram incubadas com 100µL de solução 

tetrametilbenzidina (TMB) pré-corado (R&D) por 20 min. e a reação foi paralisada pela 

adição de 50µL de ácido sulfúrico 5%. A leitura dos resultados foi feita usando filtro de 

450 nm, em um leitor de ELISA automático (Elx800, Bio-Tek Instruments, Inc., 

Winooski, Vermont, USA). 

 

3.7.2 Western Blotting 

 

Ainda no intuito de avaliar a imunogenicidade da proteína SmRho, foi realizado 

um ensaio de Western Blotting no qual os soros de pacientes controle e infectados, 

tratados e não tratados, foram incubados com membranas de nitrocelulose contendo 

os extratos SWAP, SEA, antígenos de esquistossômulos e com a proteína SmRho 

recombinante. A preparação do gel de poliacrilamida e o ensaio de Western Blotting 

foram realizados conforme descrito nos itens 3.3.2 e 3.3.3. 

 

3.8 Preparação das nanopartículas de quitosana-DNA 
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3.8.1 DNA plasmidial 

 

O plasmídeo NT-GFP fusion TOPO TA (Invitrogen) contendo a sequência 

codificadora da Rho1-GTPase de S. mansoni foi utilizado na preparação dos 

complexos. Esse clone recombinante permite detectar indiretamente a expressão da 

proteína SmRho pela visualização da proteína GFP, por microscopia confocal, cuja 

sequência está inserida in frame ao local de ligação da sequência de interesse. O 

plasmídeo contendo o inserto possui 6755pb e foi denominado pDNA-Rho. 

A amplificação do plasmídeo foi realizada em E. coli DH5α usando o QIAGEN 

Plasmid Maxi Kit. A concentração e pureza do plasmídeo foi obtida por análise 

espectrofotométrica. A razão entre a densidade ótica 260/280nm foi > 1.8 e < 2.0. 

 

3.8.2 Polímeros 

 

Para a preparação das nanopartículas foram utilizadas dois tipos de quitosana, 

uma quitosana gentilmente cedida pela Dra. Ana Paula Pêgo do Instituto de 

Engenharia Biomédica de Portugal, denominada de CH M010. Esse polímero possui 

um peso molecular de aproximadamente 121.000Da, um grau de acetilação de 16,4% 

e é fornecido pela empresa Medicarb (Suécia).  E o segundo tipo se refere a uma 

quitosana fabricada pela Sigma, possui um peso molecular de aproximadamente 

200.000Da e um grau de acetilação de 19,2%. Esta quitosana será denominada de 

quitosana de alto peso molecular, abreviado CH HMW (High Molecular Weight). 

 

3.8.2.1 Purificação da quitosana  

 

Para retirar as impurezas que possam estar presentes no produto comercial e 

que possam interferir na formação das nanopartículas e sua utilização in vivo, a 

quitosana deve ser previamente purificada. Para isto, a quitosana foi dissolvida em 

ácido acético 1% durante a noite sob agitação magnética. A solução foi filtrada em 

papel filtro e então precipitada com NaOH 1M. O precipitado foi lavado várias vezes 

com água MilliQ até que o pH da suspensão se igualasse ao da água.  Em seguida, o 

pellet de quitosana foi ressuspendido em 5mL de água, congelado a -80°C e liofilizado. 

 

3.8.2.2 Preparo da solução de polímeros 

 

Para o preparo da solução de quitosana, o polímero foi previamente seco em 

estufa a vácuo a 60°C durante a noite. No dia segui nte, foram pesados 100mg de 
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quitosana e adicionados a aproximadamente 40mL de ácido acético 1% até a 

completa dissolução. Em seguida foi adicionado aproximadamente 40mL de tampão 

acetato 5mM, lentamente, sob agitação magnética e o pH foi acertado para 5.5 com 

NaOH 1M. O volume foi completado para 100mL com tampão acetato 5mM e a 

solução filtrada em papel filtro. 

 

3.8.3 Preparo dos complexos quitosana/DNA 

 

Nanopartículas foram preparadas por coacervação complexa que consiste na 

combinação de duas soluções de cargas opostas, causando interação e precipitação 

(Mao et al., 2001). Dessa forma, volumes iguais de pDNA-Rho (em 25mM de Na2SO4) 

e da solução de CH M010 ou CH HMW 0,1% (p/v) em 5mM de tampão acetato pH5.5, 

foram pré-aquecidos a 55°C por 10min e então a solu ção de quitosana foi adicionada 

ao DNA, gota a gota, sob vortex. Os complexos foram deixados em repouso 15min à 

temperatura ambiente para se estabilizarem antes do uso. Complexos com diferentes 

razões quitosana:DNA foram preparadas. O valor da razão (razão molar N/P) é 

expresso em termos do número de mols de grupos amino primários (N) da quitosana 

em relação aos grupos fosfatos (P) do DNA. 

 

3.8.4 Caracterização dos complexos 

 

3.8.4.1 Ensaio de retenção em gel  

 

Os complexos foram preparados em várias razões molares N/P como descrito 

anteriormente; 2.5µg de pDNA-Rho foram usados na preparação dos complexos em 

um volume final de 50µL. Então, 20 µL de cada solução de complexo, junto com 4 µL 

de tampão de amostra (Fermentas) foram aplicados em gel de agarose 1%, com 0.05 

µg/mL de brometo de etídeo. A eletroforese foi feita a 80V por 45min, usando tampão 

Tris-acetato-EDTA (pH 8) como tampão de corrida. 

 

3.8.4.2 Determinação do tamanho e potencial zeta do s complexos 

 

Os complexos foram preparados usando 10µg de pDNA-Rho em várias razões 

molares (N/P), como descrito acima. Após a estabilização, os complexos foram 

diluídos para 1mL, usando tampão acetato 5mM (pH 5.5). O potencial zeta e o 

tamanho dos complexos foram medidos usando um Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK). 

Todas as medidas foram realizadas em triplicata a 25°C. 
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3.8.5 Testes in vitro 

 

3.8.5.1 Cultura de células 

 

Células HEK 293T (ATCC) são células derivadas do rim embrionário humano e 

foram cultivadas em meio de cultura basal DMEM suplementado com 10% de soro 

fetal bovino e 1% PS (penicilina 10,000 U/mL e estreptomicina 10,000 mg/mL) (todos 

fornecidos pela Gibco), e mantidas a 37°C em estufa  úmida com 5% de CO2. 

 

3.8.5.2 Transfecção 

 

Os complexos de quitosana-DNA foram avaliados quanto a sua capacidade de 

transfecção. Para isso, células HEK foram plaqueadas 24h antes da transfecção, 

numa densidade de 2.7 x 104 células/cm2 em placas de cultura (Greiner Bio-one, 

CellStar). O meio de cultura foi removido e substituído por 500 µL de meio completo 

fresco 2h antes da transfecção. Os complexos foram preparados como descrito 

anteriormente, nas razões molares (N/P) 12 e 18 e um volume de 100 µL foi 

adicionado às células. Em relação ao DNA, nesse experimento foi utilizado o 

plasmídeo pCMV-Sport β-gal (Invitrogen, 7853 pb), gentilmente cedido pela Dra Ana 

Paula Pêgo. Esse plasmídeo contém o gene repórter da β-galactosidase, que permite 

realizar o cálculo da eficiência da transfecção pelo ensaio da β-Gal. A concentração 

final do DNA foi 1.3µg/cm2 . Como controle positivo foi utilizado um polímero que 

possui uma alta eficiência de transfecção, o PEI (polietilenimino), de acordo com as 

instruções do fabricante. As células foram incubadas na presença dos complexos por 

24h, e a expressão gênica foi avaliada 48h após a transfecção. O meio de cultura das 

células foi trocado diariamente.  

 

3.8.5.3 Avaliação da expressão do gene da β-galactosidase 

 

Após 48 horas da transfecção, as células foram lavadas com PBS 0,15M e 

ressuspendidas em tampão de lise (Tris 0.25M, pH 8.0). A placa foi congelada a -20°C 

e descongelada a 37°C (1 a 2 ciclos). O material ce lular insolúvel foi separado por 

centrifugação e o sobrenadante foi coletado. Para determinar a atividade da β-

galactosidase (β-gal) nas células transfectadas, o protocolo do ensaio de β-gal 

(Invitrogen, UK) foi usado de acordo com as instruções do fabricante. O lisado das 

células não-transfectadas foi usado como branco. O conteúdo total de proteína do 
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lisado celular foi determinado pelo ensaio do ácido bicinconínico (BCA, Pierce, USA) 

de acordo com as instruções do fabricante. A atividade de transfecção foi expressa em 

termos da atividade específica da β-gal (nmols de ONPG hidrolisado por min. por mg 

de proteína total). 

 

3.8.6 CHimi 

 

No intuito de aumentar a eficiência de transfecção da quitosana, o grupo da 

Dra. Ana Paula Pêgo, sintetizou uma quitosana modificada, na qual foi introduzida 

grupos imidazol em parte dos radicais amino por uma reação de amidação. Essa 

quitosana modificada, denominada de CHimi, nos foi novamente cedida pela Dra Ana 

Paula Pêgo, para a continuação dos trabalhos aqui apresentados, na expectativa de 

se obter melhores resultados.  

 

3.8.7 Análise da influência do pH sobre as nanopart ículas 

  

3.8.7.1 Preparo dos complexos usando a CH M010 e a CHimi 

 

Para avaliar a estabilidade dos nanocomplexos frente às variações bruscas de 

pH, foram feitas as medidas de tamanho e potencial zeta dos complexos em meios 

que simulam o fluido gástrico (SGF) e o fluido intestinal (SIF). Essas soluções foram 

preparadas segundo descrito na Farmacopéia Americana XXIV. Os complexos foram 

preparados usando 10µg de pDNA-Rho nas razões molares (N/P) 12 e 18, como 

descrito anteriormente. Foram preparados complexos com a CH M010 e com a 

quitosana modificada, CHimi. 

  

3.8.7.2 Determinação do tamanho e potencial zeta do s complexos nos 

meios SGF e SIF 

 

Após a estabilização, os complexos foram diluídos para 1mL com as soluções 

SGF e SIF. Também foram preparados complexos diluídos em tampão acetato 5mM, 

como referência. O potencial zeta e o tamanho dos complexos foram medidos usando 

um Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK). As medidas com tampão acetato foram 

realizadas em triplicata a 25°C e com os meios SIF e SGF, em triplicata a 37°C. 
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3.9 Preparação de partículas de quitosana associada s à proteína 

SmRho e revestidas com alginato de sódio 

 

3.9.1 Preparação das nanopartículas de quitosana  

 

Uma solução de quitosana 0,1% foi preparada segundo descrito no item 3.8.2.2 

utilizando a CH M010. Volumes iguais (30mL de cada) da solução de quitosana e de 

uma solução de Na2SO4 0,625% foram aquecidos separadamente a 55°C por 10  min. 

Em seguida a solução de sulfato de sódio foi adicionada à de quitosana, lentamente, 

sob vortex. As partículas ficaram se formando durante a noite sob agitação magnética. 

No dia seguinte, a solução foi centrifugada a 3200g por 20min a 18°C. As partículas 

foram ressuspendidas em aproximadamente 1/8 do volume com água MilliQ.  

 

3.9.2 Adsorção da proteína SmRho 

 

Para a adsorção da proteína SmRho, 500µL da solução de partículas 

preparada anteriormente, foram distribuídos em eppendorfs, e a cada um foi 

adicionado 100µg da proteína SmRho, cuja concentração era de 1µg/µL. O branco foi 

feito adicionando-se o mesmo volume de PBS 0,15M. As partículas foram incubadas 

com a proteína por 1h a uma agitação de 100rpm.  Todo o procedimento foi realizado 

a 18°C. 

A eficiência de ligação da proteína às partículas de quitosana foi calculada de 

forma indireta, quantificando a proteína que permaneceu em solução. Logo, após a 

incubação, uma alíquota da suspensão de partículas foi centrifugada a 15700g por 

30min e a proteína no sobrenadante foi quantificada pelo ensaio de BCA (Pierce, 

Rockford, USA). A absorbância das amostras foi corrigida subtraindo-se o valor da 

absorbância do branco, preparado exatamente nas mesmas condições. O valor da 

D.O. corrigido foi então usado para calcular a concentração usando uma curva 

preparada com padrões de ovoalbumina. 

A eficiência de ligação (LE – “Loading Efficiency”) foi calculada de acordo com 

a equação seguinte, conforme descrito por Borges e colaboradores (2005): 

LE (%) = (quantidade total de proteína – proteína não ligada) / quantidade total 

de proteína*100 

 

3.9.3 Revestimento das partículas com alginato de s ódio 
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O revestimento também foi realizado conforme descrito por Borges e 

colaboradores (2005). Resumidademente, o mesmo volume de uma solução de 

alginato de sódio 1% foi adicionado à suspensão de partículas de quitosana 

carregadas com a proteína SmRho. A adição foi feita gota a gota, sob vortex, e a 

suspensão incubada sob agitação magnética por 20min a TA. A suspensão foi então 

centrifugada por 30min a 370g e o sobrenadante foi descartado. Para formar as 

ligações cruzadas do alginato com a superfície das partículas, as partículas foram 

ressuspendidas em uma solução de CaCl2 0.524mM e mantidas sob agitação por mais 

10 min.  

 

3.9.4 Avaliação da dessorção durante o processo de revestimento 

 

Durante a incubação das partículas com o alginato de sódio, alíquotas da 

suspensão de partículas foram coletadas, centrifugadas a 15700g por 30min e a 

proteína no sobrenadante foi quantificada pelo ensaio de BCA, conforme descrito no 

item 3.9.2. 

 

3.9.5 Caracterização das nanopartículas de quitosan a-proteína  

 

3.9.5.1 Determinação do tamanho e do potencial zeta  

 

As suspensões de partículas ligadas à proteína SmRho, antes e após o 

revestimento com alginato de sódio, foram preparadas conforme descrito 

anteriormente, e diluídas em água MilliQ. Então foram feitas as medidas do potencial 

zeta e tamanho das partículas usando um Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK). Todas as 

medidas foram realizadas em triplicata a 25°C. 

Além disso, as suspensões de partículas também foram diluídas nos meios SIF 

e SGF, para avaliar a influência do pH sobre as partículas de quitosana-proteína 

revestidas com alginato. Essas medidas também foram feitas usando o Zetasizer 

Nano ZS (Malvern, UK) e foram realizadas em triplicata a 37°C. 

 

3.9.5.2 Estudos de liberação da proteína in vitro 

 

A liberação da proteína SmRho das partículas revestidas com alginato foi 

realizada nos meio SIF e SGF. As suspensões de nanopartículas foram adicionadas 

(1:4) em eppendorfs individuais contendo o meio de liberação previamente equilibrado 

a 37°C e colocado em um banho com agitação ajustado  para 100rpm. Após 
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determinados intervalos de tempo, as amostras foram recolhidas e centrifugadas a 

15700g por 15min.  Os sobrenadantes foram coletados para dosagem da proteína em 

solução pelo ensaio de BCA.  Para cada tempo, as amostras foram preparadas em 

triplicata e uma amostra de partículas sem proteína foi submetida às mesmas 

condições e utilizada como branco. Além disso, a proteína não-ligada na suspensão 

de partículas preparadas logo após o revestimento, também foi determinada para se 

calcular a quantidade de proteína encapsulada no início do ensaio de liberação. 

 

3.10 Estudos de imunização 

 

3.10.1 Animais 

 

  Camundongos C57BL/06 com 8 a 10 semanas de idade foram usados 

para os ensaios de imunização e proteção. Os animais foram fornecidos pelo Centro 

de Bioterismo do ICB. As metodologias envolvendo animais foram aprovadas pelo 

Comitê de Ética em Experimentação Animal (CETEA) (Anexo). 

 

3.10.2 Grupos de tratamento 

 

No intuito de avaliar como candidatos vacinais, a proteína SmRho ou o 

plasmídeo contendo a sua sequência codificadora, pDNA-Rho, associados ou não às 

nanopartículas de quitosana, e ainda, associados ou não, ao adjuvante CpG ODN, 

doze grupos de animais foram divididos de forma a avaliar cada formulação vacinal. 

As vias de imunização também foram avaliadas, sendo que a maioria dos grupos foi 

administrado pela via oral, por ser esta menos estudada no caso da esquistossomose 

e por apresentar algumas vantagens em relação às demais, como já discutido 

anteriormente. As imunizações orais foram feitas por gavagem. No entanto, dois 

grupos foram avaliados pela via intramuscular e foram utilizados para comparação dos 

resultados (Tabela 4). 
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Tabela 4: Esquema dos grupos de tratamento das imunizações. 

*CHimi: Quitosana modificada (adição de um grupo imidazol em parte dos radicais amino) – É utilizada 
apenas quando associada ao DNA. 

**CH: Quitosana sem modificação (M010). 

 

3.10.3 Preparo das amostras 
 

As amostras foram preparadas próximo ao momento das imunizações, 

segundo os procedimentos descritos anteriormente, nos itens 3.8 e 3.9. 

Já as amostras contendo CpG foram preparadas de forma semelhante ao que 

já foi descrito. Resumidamente, as nanopartículas de CH-CpG foram preparadas 

seguindo o protocolo das nanopartículas de CH-DNA, na razão molar (N/P) igual a 18.  

Nas nanopartículas formadas por CHimi-CpG-DNA, o CpG foi adicionado ao 

pDNA/Rho antes de ser misturado à quitosana, sendo que a quantidade de quitosana 

usada foi a mesma usada na preparação dos complexos com razão molar (N/P) igual 

a 12. Foi feito um ensaio de retenção em gel para avaliar a ligação do CpG às 

nanopartículas (dados não mostrados). 

Grupos Abreviatura Quantidade 
(proteína/CpG/DNA) 

N° de animais 
por grupos 

Via de 
administração 

Salina Salina 200 µL 5 Oral 

Nanopartículas de quitosana 
revestidas com alginato 

Quitosana 200 µL 5 Oral 

pDNA-Rho “naked” (sem 
quitosana) 

DNA 50 µg 5 Oral 

Rho1-GTPase recombinante 
em solução (sem quitosana) 

Rho1-GTPase 
recombinante 

50 µg 5 Oral 

Nanopartículas de quitosana- 
pDNA-Rho 

*CHimi-DNA 50 µg 5 Oral 

Nanopartículas de quitosana-
Rho-alginato 

**CH-Rho-
Algintato 

50 µg 5 Oral 

Nanopartículas de quitosana-
CpG 

**CH-CpG 10 µg 5 Oral 

Nanopartículas de quitosana-
Rho-CpG-alginato 

**CH-Rho-CpG-
Alg 

50 µg/10 µg 5 Oral 

Nanopartículas de quitosana-
CpG- pDNA-Rho 

*CHimi-CpG-
DNA 

10 µg/50 µg 5 Oral 

Nanopartículas de quitosana-
Rho-CpG-alginato + 
Nanopartículas de quitosana- 
pDNA-Rho 

**CH-Rho-CpG-
Alg +  

*CHimi-DNA 

25 µg /10 µg + 25 µg 5 Oral 

Nanopartículas de CHimi- 
pDNA-Rho 

*CHimi-DNA 50 µg 5 Intramuscular 

Nanopartículas de CH-Rho-
Alginato 

**CH-Rho-
Algintato 

50 µg 5 Intramuscular 
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As amostras de partículas de quitosana revestidas contendo CpG e proteína 

foram preparadas de acordo com o item 3.9, sendo que o CpG e a proteína foram 

adicionados simultaneamente às partículas de quitosana, incubados por 1h e então foi 

feito o revestimento, seguindo o protocolo descrito. 

A ligação do CpG a essas partículas também foi avaliada por um ensaio de 

retenção em gel e adicionalmente, foi feita uma leitura do sobrenadante das partículas, 

coletado após centrifugação, em espectrofotômetro a 260nm (dados não mostrados). 

  
3.10.4 Escala de imunizações e coleta dos soros 

 

Os animais foram imunizados 3 vezes com intervalo de 15 dias entre as 

imunizações. As coletas dos soros foram feitas anteriormente à 1ª imunização, 7 dias 

após a cada imunização e a cada 15 dias após a infecção. Os soros foram coletados 

através de uma pequena incisão na cauda dos animais. 

 

3.10 Análise da produção de anticorpos 

 

Amostras de sangue de quatro camundongos de cada grupo foram coletadas e 

então, foi preparado um pool misturando volumes iguais de cada soro, com a 

finalidade de acompanhar os níveis de anticorpos IgG total, IgG1 e IgG2a produzidos. 

A separação dos soros foi realizada por meio da centrifugação das amostras na 

rotação de 400g por 10 minutos. O monitoramento dos anticorpos foi feito por ELISA. 

Foi avaliada a reatividade dos anticorpos produzidos frente à proteína SmRho e contra 

proteínas nativas de S. mansoni, o SWAP. 

 

3.10.1 Preparação antigênica solúvel de verme adult o (SWAP) 

 

Camundongos BALB/c foram infectados por via subcutânea com 120 cercárias 

do S. mansoni. Após 45 dias de infecção, os animais foram sacrificados e seu sistema 

porta hepático perfundido usando solução NaCl 1,7% (solução salina) contendo 

heparina 0,05 U/mL (Smithers e Terry. , 1965). Os vermes recuperados foram lavados 

exaustivamente em solução salina tamponada com fosfato, PBS, sendo então 

estocados a -20oC em volume mínimo de tampão (Goes et al., 1989). 

Cerca de 20 mL de vermes congelados foram triturados em Potter e 

ultracentrifugados a 37.000 rpm, por 1 hora, a 4oC (Ultracentrífuga Sorvall OTD5B, 

rotor T875). No sobrenadante obtido foi feita a dosagem de proteína pelo método de 
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Bradford. Alíquotas foram armazenadas a -70oC, até o uso. O sedimento da primeira 

centrifugação foi levado a uma segunda extração, seguindo o mesmo procedimento. 

 

3.10.2 ELISA 

 

Como já mencionado, a proteína SmRho recombinante e o antígeno solúvel de 

verme adulto SWAP, foram usados para sensibilizar as placas de microtitulação 

MaxiSorpTM Surface (Nunc) de 96 poços na concentração de 1 µg/100µL de Ag/poço. 

Foi feita a diluição dos soros de 1:100; 1:200; 1:400 e 1:800 para todos os grupos, 

exceto para o grupo de CH-Rho-Alginato via intramuscular, cuja leitura foi muito alta 

para estas diluições, extrapolando a faixa confiável de absorbância. Para este último 

grupo diluições de 1:1600; 1:3200 e 1:6400 foram feitas a fim de se obter valores de 

absorbância confiáveis. Serão apresentados os resultados apenas com a diluição 

1:1600 do grupo CH-Rho-Alginato via intramuscular e 1:100 para os demais grupos. 

Os anticorpos secundários utilizados foram o anti-IgG total de camundongo (1:5000) 

(SIGMA), anti-IgG1 de camundongo (1:5000) (Southern Biotech) e anti-IgG2a de 

camundongo (1:5000) (Southern Biotech), todos conjugados com peroxidase. O 

restante do ensaio foi realizado conforme da descrito no item 3.7.1. 

 

3.11 Avaliação da resposta imune protetora dos camu ndongos 

vacinados frente à infecção desafio com cercárias 

 

3.11.1 Cercárias 

 

Cercárias de S. mansoni, obtidas de caramujos B. glabrata infectados, foram 

gentilmente doadas pelo Instituto de Pesquisa Renée Rachou. Para contagem das 

cercárias, 50 mL da suspensão das cercárias doadas foram transferidas para um 

béquer de 100 mL. Nesse béquer foi colocado uma lâmina de plástico rígido, 

perfurada, destinada a homogeneizar a suspensão, garantindo uma distribuição 

uniforme das cercárias. Amostras de 150µL da suspensão foram distribuídas em 

placas de vidro quadriculadas, onde as cercárias foram coradas com lugol para 

realização da contagem das mesmas. 

 

3.11.2 A infecção desafio 
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Os doze grupos de camundongos foram infectados após sete dias da última 

imunização através da via percutânea. Nesse procedimento, os camundongos foram 

anestesiados com 20 µl de uma solução de cetamina 57% combinada com xilazina 

43%. A região ventral dos camundongos foi raspada e 150 µl de água contendo 

aproximadamente 25 cercárias foram colocados em contato com a pele dos animais 

durante 1h para que ocorresse a infecção espontânea (figura 5). 

 

Figura 5: Procedimento de infecção percutânea realizado com os camundongos anestesiados e 

imobilizados. As cercárias estão em contato com a pele do camundongo e delimitadas por meio de um 

anel de acrílico com um orifício circular. 

 

3.11.3 Perfusão 

 

Após 45 dias da infecção, os camundongos C57BL/6 foram sacrificados e 

tiveram o sistema porta-hepático perfundido, conforme a técnica descrita por Smithers 

e Terry (1965). O mesentério e o fígado foram separados através da ligadura da veia 

renal. A fim de permitir a passagem dos vermes, a veia porta foi seccionada. Em 

seguida, com o auxílio de uma agulha acoplada a um pipetador automático, uma 

solução salina (NaCl 1,7%) contendo 0.05 U/mL de heparina foi injetada na artéria 

aorta descendente, permitindo a perfusão das veias mesentéricas e a coleta dos 

vermes presentes. Os vermes adultos recuperados foram quantificados com o auxílio 

de lupa. 

3.11.4 Quantificação da atividade protetora 

 

A avaliação da atividade protetora de cada grupo foi analisada segundo 

protocolo descrito por Goes e Ramalho-Pinto (1991) (Goes e Ramalho-Pinto, 1991). 
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Dessa forma, o número total de vermes adultos recuperados no grupo de interesse 

(GI) foi comparado ao número total recuperado no grupo controle, imunizado com 

salina (GC), utilizando a fórmula: 

% de proteção = GC – GI  x 100 

                               GC 

3.12 Análise estatística 

 

Os dados apresentados representam pelo menos três experimentos 

independentes e foram expressos pela média ± erro padrão da média. A análise 

estatística foi realizada com o Programa PRISM statistical software (GraphPad, San 

Diego, CA). Os grupos de dados foram comparados usando one way e two-way 

ANOVA e o Bonferroni como pós-teste. Valores de p < 0,05 foram considerados 

estatisticamente significantes. 
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4 RESULTADOS 
 

4.1 Clonagem dos gene codificador da proteína RHO1- GTPase de S. mansoni  

 

Para amplificação da sequência codificadora da SmRho foi utilizado cDNA de 

verme adulto de S. mansoni como molde. Iniciadores contendo a seqüência de 

recombinação attB que deve ser inserida na seqüência do gene a ser clonado foram 

desenhados para amplificação da SmRho. 

Inicialmente, a sequência gênica de interesse foi amplificada através da PCR 

apresentando uma banda de aproximadamente 600pb (Figura 6). O produto de PCR 

foi então purificado e utilizado na primeira reação de recombinação (reação BP). A 

reação de recombinação BP ocorre entre sítios attB presentes na seqüência a ser 

clonada, e sítios attP presentes no primeiro vetor utilizado, o vetor doador pDONR 

(Figuras 3).  

Figura 6:  Amplificação da sequência codificadora da SmRho a partir do cDNA de verme adulto de S. 

mansoni.  M: marcador de peso molecular de 100 pb DNA Ladder (Fermentas); 1: controle negativo; 2: 

Sequência amplificada da SmRho.  

       

O produto da reação de recombinação foi usado para transformar bactérias E. 

coli TOP10. Os clones resistentes que cresceram em placa LB-ágar/kanamicina foram 

utilizados na PCR de colônias. A figura 7 mostra que os todos os clones selecionados 

foram positivos. O clone 5 foi escolhido para realizar a extração plasmidial e posterior 

ligação ao vetor de expressão.  
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Figura 7:  Confirmação da clonagem da sequência da SmRho no vetor pDNOR 221 por PCR. M: 

Marcador de peso molecular de 100pb DNA Ladder (Fermentas); 1 a 6: fragmento da SmRho amplificado 

das colônias selecionadas. 

 

Após obter o clones de entrada pDONR-Rho, a reação de recombinação LR 

(attL X attR) foi realizada para gerar os clones de expressão. O vetor escolhido foi o 

pET-DEST42  que permite a expressão da proteína com uma cauda de histidinas 

fusionada a sua extremidade C-terminal.  

Novamente, os clones resistentes à ampicilina foram submetidos à PCR de 

colônias para confirmar a clonagem da sequência da SmRho no vetor de expressão. 

Pode-se observar que todos os clones testados foram positivos. 

  

Figura 8: Confirmação da clonagem da sequência da SmRho no vetor de expressão pET-DEST42 por 

PCR. M: Marcador de 100 pares de bases DNA Ladder (Fermentas); 1 a 11: Fragmento correspondente à 

sequência da SmRho amplificada a partir da PCR das colônias selecionadas. 

 

4.2 Determinação da seqüência de nucleotídeos 

 

O sequenciamento do clone pET-DEST42-Rho foi realizado utilizando 

oligonucleotídeos universais T7 “forward” e T7 “reverse”. A análise do sequenciamento 

mostra que a sequência codificadora da SmRho foi inserida corretamente, de forma a 

permitir a expressão da proteína de interesse fusionada a uma cauda C-terminal de 

poli-histidinas. 

 

500pb 

500pb 
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Figura 9: Seqüência de nucleotídeos obtida do ensaio de seqüenciamento. A sequência marcada em azul 

representa a cauda de poli-histidina C-terminal e a sequência em amarelo é referente ao V5 epitopo 

adicionada pelo vetor. 

 

 A sequência obtida para a SmRho foi comparada com a sequência 

depositada no banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e obteve 

praticamente 100% de alinhamento com a sequência parcial do mRNA da Rho1-

GTPase de S. mansoni, acesso AF140785, exceto pela substituição de uma citosina 

por uma timidina, levando a uma mutação silenciosa, na qual não houve alteração do 

aminoácido codificado (Figura 10). 

 

SmRho            1 ------ATGGCGAGTGCGGTACGTAAGAAACTTGTTATTGTTGGAGATGG     44 
                         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AF140785         1 GCAACAATGGCGAGTGCGGTACGTAAGAAACTTGTTATTGTTGGAGATGG     50 
 
SmRho           45 TGCATGCGGGAAAACTTGTTTACTTATTGTATTCAGCAAAGACCAGTTTC     94 
                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AF140785        51 TGCATGCGGGAAAACTTGTTTACTTATTGTATTCAGCAAAGACCAGTTTC    100 
 
SmRho           95 CCGAAGTTTACGTTCCTACTGTATTCGAAAACTATGTTGCAGATATCGAA    144 
                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AF140785       101 CCGAAGTTTACGTTCCTACTGTATTCGAAAACTATGTTGCAGATATCGAA    150 
 
SmRho          145 GTTGATAACAGACAAGTTGAATTAGCTCTCTGGGACACTGCTGGCCAAGA    194 
                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AF140785       151 GTTGATAACAGACAAGTTGAATTAGCTCTCTGGGACACTGCTGGCCAAGA    200 
 
SmRho          195 AGATTATGATAGGCTACGGCCACTTTCTTATCCTGATACGGATGTAGTTC    244 
                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AF140785       201 AGATTATGATAGGCTACGGCCACTTTCTTATCCTGATACGGATGTAGTTC    250 
 
SmRho          245 TGTTATGTTATAGTATTGATTCTCCCGATAGTTTTGCAAACATTGAGGAA    294 
                   |||||||||||||||||||.|||||||||||||||||||||||||||||| 
AF140785       251 TGTTATGTTATAGTATTGACTCTCCCGATAGTTTTGCAAACATTGAGGAA    300 
 
SmRho          295 AAATGGTTACCAGAAATCCGTCATTTTTGTCCTGATGTTCCCATTGTCTT    344 
                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AF140785       301 AAATGGTTACCAGAAATCCGTCATTTTTGTCCTGATGTTCCCATTGTCTT    350 
 

ATGGCGAGTGCGGTACGTAAGAAACTTGTTATTGTTGGAGATGGTGCATGCGGG
AAAACTTGTTTACTTATTGTATTCAGCAAAGACCAGTTTCCCGAAGTTTACGTTCC
TACTGTATTCGAAAACTATGTTGCAGATATCGAAGTTGATAACAGACAAGTTGAAT
TAGCTCTCTGGGACACTGCTGGCCAAGAAGATTATGATAGGCTACGGCCACTTTC
TTATCCTGATACGGATGTAGTTCTGTTATGTTATAGTATTGATTCTCCCGATAGTTT
TGCAAACATTGAGGAAAAATGGTTACCAGAAATCCGTCATTTTTGTCCTGATGTTC
CCATTGTCTTAGTTGGAAACAAAAAAGACTTACGACATGACGAGGCTACAAAGAA
TGAGCTACACAGAACCAAACAACTTCCTGTCACTTTTAACGAGGGTAAACAAGTA
GCTGAAAAGATTTCTGCTTATGCCTTCTTTGAGTGTTCAGCTAAGACCAAGGAAG
GAGTCAGCGATGTTTTCGTAGCAGCTACTCGAGCCGCCTTGAATTCAGCGAAGAA
GAAGAGGAGGAGGTGTGATTTAATTGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTGATC
AATTCGAAGCTTGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTA
CGCGTACCGGTCATCATCACCATCACCATTGA 
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SmRho          345 AGTTGGAAACAAAAAAGACTTACGACATGACGAGGCTACAAAGAATGAGC    394 
                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AF140785       351 AGTTGGAAACAAAAAAGACTTACGACATGACGAGGCTACAAAGAATGAGC    400 
 
SmRho          395 TACACAGAACCAAACAACTTCCTGTCACTTTTAACGAGGGTAAACAAGTA    444 
                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AF140785       401 TACACAGAACCAAACAACTTCCTGTCACTTTTAACGAGGGTAAACAAGTA    450 
 
SmRho          445 GCTGAAAAGATTTCTGCTTATGCCTTCTTTGAGTGTTCAGCTAAGACCAA    494 
                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AF140785       451 GCTGAAAAGATTTCTGCTTATGCCTTCTTTGAGTGTTCAGCTAAGACCAA    500 
 
SmRho          495 GGAAGGAGTCAGCGATGTTTTCGTAGCAGCTACTCGAGCCGCCTTGAATT    544 
                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
AF140785       501 GGAAGGAGTCAGCGATGTTTTCGTAGCAGCTACTCGAGCCGCCTTGAATT    550 
 
SmRho          545 CAGCGAAGAAGAAGAGGAGGAGGTGTGATTTAATT---------------    579 
                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||                
AF140785       551 CAGCGAAGAAGAAGAGGAGGAGGTGTGATTTAATTTGATCTCCACTGTTC    600 
 
SmRho          579 --------------------------------------------------    579 
                                                                        
AF140785       601 TCTAAATTGTCTAGATTTGATTTTCCGGTCTCCGAAACATACATTCCCCT    650 
 
SmRho          579 --------------------------------------------------    579 
                                                                        
AF140785       651 CCTAATTCTTCCTCAGGACCTTAAATTGCTACTTCTATCGGCTGCGTGTT    700 
 
SmRho          579 --------------------------------------------------    579 
                                                                        
AF140785       701 TCTTTTACAATCATATTTTTTGTTTGCCAACAAGACAATCCATTCCACGG    750 
 
SmRho          579 --------------------------------------------------    579 
                                                                        
AF140785       751 AAATATTTGCCATTTATTTTTGCCTTGGTACTAAAATAGGGCATGCCTCA    800 
 
SmRho          579 -----------------------------------------    579 
                                                               
AF140785       801 TGTAACTTATATTTATTGAGAATAAATTACTATAATCAGTC    841 
 

Figura 10:  Alinhamento da sequência parcial do mRNA da Rho1-GTPase de S. mansoni e da sequência 

obtida da SmRho após o sequenciamento. Bases idênticas estão unidas por traços e o ponto aponta as 

bases diferentes. 

4.3 Expressão  e purificação da proteína Rho1-GTPas e de S. mansoni  
 
4.3.1 Mini-expressão da proteína recombinante SmRho  
 

A análise da expressão da proteína em bactérias BL-21 pRARE foi feita por SDS-

PAGE e confirmada por Western blotting. Seis clones recombinantes contendo o 

plasmídeo pET-DEST42-Rho, foram induzidos com IPTG para permitir a expressão da 

proteína de interesse. O resultado pode ser observado pela análise do ensaio de 

Western blotting, no qual foi utilizado um anticorpo primário anti-His para detecção da 

proteína SmRho e como controle positivo, foi utilizada outra proteína recombinante, 

também fusionada a uma cauda de histidina. Como pode ser observado na figura 11, 



Resultados                                                                        Carolina R Oliveira 2011 

 

44 

 

todos os clones foram capazes de expressar a proteína recombinante de interesse, 

com um peso molecular de aproximadamente 26KDa.  

 

 

 

Figura 11: Análise do ensaio de indução da expressão da Rho1-GTPase recombinate. M: Padrão de 

peso molecular Page Ruler™ Unestained Protein Ladder (Fermentas); C+: Proteína recombinante 

fusionada com cauda de histidina – peso molecular ~27KDa; NT: BL-21 pRARE não transformada com o 

plasmídeo pET-DEST42-Rho; NI: BL-21 pRARE transformada mas não induzida com IPTG; 1 a 6: BL-21 

pRARE transformadas com os clones 1 a 6, induzidas com IPTG 0,5mM por 4h a 37°C. 

 

Posteriormente, foi avaliada em qual fração a proteína estava sendo expressa, 

fração solúvel ou insolúvel, e se a temperatura, poderia atuar de forma a alterar a 

expressão em uma fração ou em outra. Como pode ser observado na figura 12, a 

proteína recombinante foi expressa principalmente no pellet (fração insolúvel) obtido 

após a lise bacteriana, e a mudança de temperatura não alterou o perfil dessa 

expressão. 

 
Figura 12: Análise da expressão da proteína recombinante nas frações solúvel e insolúvel a 30°C e 37°C. 

A1: Western blotting. A2: SDS-PAGE12% corado com azul de coomassie. M: Padrão de peso molecular 

Page Ruler™ Unstained Protein Ladder (Fermentas); 1: Indução 0h 30°C; 2: Indução 4h 30°C; 3: 

Sobrenadante após a lise – 4h indução/ 30°C; 4: Pellet após a lise - 4h indução/ 30°C; 5: Indução 0h 

37°C; 6: Indução 4h 37°C; 7: Sobrenadante após a lise – 4h indução/ 37°C; 8: Pellet após a lise - 4h 

indução/ 37°C. 

M    C+    NT    NI      1       2       3       4       5        6        

 M    1      2      3     4     5      6     7      8 M    1      2      3      4      5      6     7      8 

A1 A2 

25KDa 



Resultados                                                                        Carolina R Oliveira 2011 

 

45 

 

 

4.3.2 Maxi-expressão e purificação da proteína reco mbinante SmRho 
 

Para se obter quantidades maiores da proteína SmRho, foi realizada uma maxi-

expressão do clone 3, do ensaio de mini-expressão, em meio LB contendo ampicilina 

100µg/mL e cloranfenicol 34 µg/mL. Após 4h de indução com IPTG as células 

bacterianas foram recuperadas por centrifugação e lisadas através de ciclos de 

sonicação. Após várias etapas de sonicação e centrifugação, o pellet da lise 

bacteriana foi utilizado na purificação da proteína através de cromatografia de 

afinidade.  

A coluna His Trap HP, contendo níquel ligado à Sepharose, foi utilizada para a 

purificação da SmRho. A amostra eluída da coluna de afinidade foi submetida à 

eletroforese em SDS-PAGE 10%, confirmando a presença de uma banda de 

aproximadamente 26 kDa (Figura13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13:  Perfil protéico das frações coletadas durante a purificação da proteína recombinante por 

cromatografia de afinidade. M: Padrão de peso molecular Page Ruler™ Unstained Protein Ladder 

(Fermentas); 1: Volume não ligado; 2-5: Lavagens com tampão contendo 30 mM de imidazol; 6-9: frações 

da eluição com 500 mM de imidazol. 
 

4.4 A proteína SmRho é reconhecida por soros de pac ientes infectados com 
S. Mansoni 
 

4.4.1 ELISA 
 

A reatividade dos soros de pacientes infectados, tratados ou não com a droga 

contra o parasita, foi analisada em um ensaio imunoenzimático e o resultados obtido 

pode ser observado na figura 14. Pode-se verificar que os soros de pacientes controle, 

ou seja, não infectados,  não apresentaram reação contra o antígeno, enquanto os 

M      1       2       3       4       5       6       7        8       9 

25KDa 
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soros de pacientes infectados apresentaram boa reatividade, sendo do grupo tratado a 

maior reatividade observada. 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 14: Reatividade dos soros de pacientes controle, infectados tratados e não-tratados, contra os 

antígenos SmRho (A) e SWAP (B) avaliados por ELISA (n=3 para cada grupo). 
 

4.4.2 Western Blotting 
 

A imunogenicidade da SmRho foi também confirmada pelo ensaio de Western 

Blotting corroborando com os dados acima citados. Podemos observar novamente a 

reatividade à proteína SmRho dos soros de pacientes tratados e não-tratados, não 

havendo reação no grupo controle. No grupo tratado pode-se observar uma banda no 

extrato de SWAP e SEA de peso molecular próximo ao da SmRho. Os soros com os 

quais foram incubados cada membrana estão assinalados acima das figuras. 

 

           Infectado Tratado                 Infectado Não Tratado                      Controle 

 

Figura 15: Reatividade dos soros pacientes  infectados, tratados e não tratados, e controle, contra 

antígenos do S. mansoni. M: Padrão de peso molecular Page Ruler™ Unstained Protein Ladder 

(Fermentas).; 1: SWAP; 2: SEA; 3: Antígenos de esquistossômulos 4: Proteína Rho1-GTPase 

recombinante. 
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4.5 Caracterização dos nanocomplexos de quitosana/D NA 
 

Para determinar a quantidade mínima de quitosana necessária para complexar 

todo o DNA plasmidial, várias quantidades de polímeros (CH M010 e CH HMW)  foram 

misturados com soluções de DNA contendo uma quantidade fixa de plasmídeo e os 

complexos formados foram avaliados pela sua mobilidade eletroforética (figura 16).  

Na razão N/P de 0,5 há um excesso de DNA em relação à quitosana, logo o DNA 

“livre” é capaz de migrar no gel. Na razão N/P igual 1, o sistema ainda não é 

totalmente estável, e pode-se observar que um pouco de DNA está livre e penetra no 

gel. A partir da razão N/P igual a 2, o complexo apresenta-se totalmente estável, já 

que toda a quitosana é capaz de complexar o DNA e então as nanopartículas ficam 

retidas nas canaletas. Esse comportamento foi observado para os dois tipos de 

quitosana utilizados. 

 

 
 

 

Figura 16:   Retencão eletroforética pela CH M010 (A) e CH HMW (B) em gel de agarose 1%. M: 

Marcador gene ruler 1 kb DNA ladder (Fermentas); pDNA : plasmídeo pDNA-Rho em solução; 0,5 – 24: 

razões molares (N/P) testadas. 
 

M    pDNA   0,5       1        2        3         6        12     18       24        

M    pDNA   0,5        1        2         3         6        12       18       24        

A 

B 
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O tamanho e o potencial zeta dos complexos formados nas diferentes razões 

molares (N/P) também foram determinados. Em relação ao tamanho, na figura 17, 

pode-se observar que, para N/P > 3, complexos com um tamanho médio de partículas 

de ~260nm foram obtidos independentemente do polímero usado. Para razões N/P 

menores, o tamanho das partículas foi na escala de micrômetros. 

 

Figura 17:  Representação da média do tamanho das partículas dos complexos de quitosana em 

função da razão molar N/P (as medidas foram realizadas a 25°C, pH 5.5; média ± SD, n=3). 

 
Em relação ao potencial zeta, os resultados obtidos estão apresentados na 

figura 18, e como pode ser observado, nas razões N/P de 0.5, onde há um excesso de 

DNA e na razão igual a 1, onde o sistema ainda não é totalmente estável, havendo 

DNA “livre”, os valores do potencial zeta apresentam-se negativos. A partir da razão 

N/P igual a 2, há um excesso de polímero em relação ao DNA, e por isso o valor do 

potencial passa a ser positivo e se estabiliza em torno de + 20mV. 

 

Figura 18:  Representação do potencial zeta das partículas dos complexos de quitosana como função da 

razão molar N/P (as medidas foram realizadas a 25°C,  pH 5.5; média ± SD, n=3). 
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4.6 Transfecção 
 

Para avaliar a capacidade dos complexos de quitosana-DNA de transfectar 

células HEK 293, foram preparados complexos usando a CH M010 e CH HMW, nas 

razões N/P 12 e 18 e a transfecção foi analisada após 48h, pelo ensaio de atividade 

da β-galactosidase. A transfecção mediada pelo agente transfectante PEI, o controle 

positivo, também foi avaliada. O resultado representativo está apresentado na figura 

19. A maior atividade de transfecção foi observada com o PEI. Comparativamente, a 

atividade de transfecção com a CH M010 e com a CH HMW, foram bem mais baixas, 

sendo que a CH M010 apresentou um resultado um pouco melhor. 

 
Figura 19:  Atividade de transfecção (nmols de ONPG/ min/ mg de proteína total) avaliada após 48h da 

transfecção de células HEK 293 com os complexos formados com a CH M010 e CH HMW nas razões N/P 

iguais a 12 e 18, além do PEI, utilizado como controle positivo. 

 

4.7 A influência do pH sobre os nanocomplexos 

 

Diante da baixa atividade de transfecção observada no ensaio anterior, para os 

próximos ensaios passou a trabalhar apenas com a CH M010 e sua forma modificada, 

CHimi, que possui maior capacidade de transfecção e que nos foi gentilmente cedida 

pela Dra Ana Paula Pêgo.  

A próxima etapa foi então avaliar a influência do pH sobre as nanopartículas de 

quitosana. Para isto, foram preparados complexos nas razões N/P 12 e 18, com a CH 
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M010 e CHimi, e esses complexos foram colocados em soluções que simulam o fluido 

gástrico (SGF) e intestinal (SIF), para então realizar as medidas de tamanho e 

potencial zeta.  

 
  

 

Figura 20:  Medidas da média do tamanho (A) e do potencial zeta (B) das nanopartículas  de CH M010 e 

CHimi, preparadas das razões N/P 12 e 18, em tampão acetato pH 5.5 a 25°C, meio SGF pH 1.2 a 37°C e 

meio SIF pH 6.8 a 37°C (média ± SD, n=3). 
 

Como pode ser analisado na figura 20, as nanopartículas de CH M010-DNA e 

de Chimi-DNA, apresentaram-se bastante resistentes às variações de pH dos meios 

SGF (pH 1.2) e SIF (pH 6.8), sendo que houve pouca alteração em relação ao seu 

tamanho, ou à sua carga global superficial, representada pelo potencial zeta. 

 

4.8 Caracterização das partículas de quitosana asso ciadas com a proteína 
SmRho e revestidas com alginato de sódio 
 

A preparação desse tipo de partículas envolve três passos, que constituem a 

formação das nanopartículas de quitosana pela precipitação com Na2SO4, a ligação 

com a proteína de interesse, a SmRho, passo que constitui na incubação da solução 

de partículas com a solução contendo a proteína por um determinado tempo, sob leve 

agitação, e por fim, a etapa de revestimento, em que é adicionado o alginato de sódio 

e a solução de CaCl2 para a formação das ligações cruzadas do alginato com a 

superfície das partículas. 

A eficiência com que esse processo ocorre pode ser avaliada pela ligação da 

proteína adicionada às partículas, antes e após o revestimento. Isso é feito após cada 

etapa, centrifugando-se a suspensão de partículas e quantificando-se a proteína do 

sobrenadante. Pode-se observar, pela tabela 5, que a encapsulação da proteína nas 

A B 
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partículas de quitosana antes do revestimento foi bastante alta, sendo que após o 

revestimento, houve uma significativa redução da eficiência de ligação da proteína.  

 

Tabela 5: Eficiência de ligação das partículas de quitosana antes e após o revestimento. 
 Eficiência de Ligação (média ± SD) (n=3) 

Partículas de quitosana ligada à proteína 95,5% ± 0,91 

Partículas de quitosana revestidas 76,6% ± 3,09 

 

Em relação às medidas de tamanho e do potencial zeta (tabela 6), as partículas 

apresentaram, antes do revestimento, um tamanho na escala de micrômetros e um 

potencial zeta positivo. Após o revestimento, houve uma redução no tamanho das 

partículas, que se apresenta na escala de nanômetros, e o potencial zeta passa a ser 

um valor negativo, como  era esperado, devido ao excesso de cargas negativas do 

alginato. 

 

Tabela 6:  Tamanho e potencial zeta das nanopartículas de quitosana antes e após o revestimento 
 Tamanho (nm) 

média ± SD (n=3) 

Potencial zeta (mV) 

média ± SD (n=3) 

Partículas de quitosana ligada à proteína 1486,5 ± 376,9 33,5 ± 2,7 

Partículas de quitosana revestidas 869,9 ± 217,9 -38,6 ± 3,8  

 

Adicionalmente, o potencial zeta das partículas de quitosana revestidas foi 

determinado nos meio SGF e SIF a 37°C para avaliar se a mudança no pH da solução 

pode alterar as cargas superficiais dessas partículas. Conforme já citado, as partículas 

apresentaram um potencial positivo antes do revestimento, e negativo após o 

revestimento. O potencial permanece negativo no meio SGF, e já no meio SIF, o 

potencial zeta passa a apresentar novamente um valor positivo (figura 21), mostrando 

o importante papel do pH na determinação da carga superficial das partículas.  
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4.9 Ensaios de liberação in vitro 
 

Estudos de liberação foram realizados para avaliar a estabilidade das 

partículas de quitosana revestidas e os diferentes perfis de liberação da proteína 

SmRho do sistema nos meios SGF e SIF a 37°C. Como p ode ser observado na figura 

22, no meio SGF, a porcentagem de proteína liberada foi inferior a 40% após 2h e no 

meio SIF, a porcentagem de proteína liberada foi inferior a 15%, mesmo após 20h de 

ensaio.  
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Figura 21:  Medida do potencial zeta das partículas de quitosana, antes (NP) e após o revestimento  

(NPR), nos meios  SGF pH 1.2 a 37°C e SIF pH 6.8 a 37° C (média ± SD, n=3). 

Figura 22:  Perfil de liberação da SmRho das nanopartículas de quitosana revestidas nos meios SGF 

(A) e SIF (B) a 37°C (média ± SD, n=3).  
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4.10 Avaliação da resposta imune humoral 
 

Para avaliar o potencial imunogênico das formulações citadas no item 3.10.2, 

foi feita a imunização dos camundongos e posterior avaliação dos níveis de anticorpos 

IgG total, IgG1 e IgG2a produzidos. A produção desses anticorpos foi avaliada por 

ELISA sendo que os antígenos SmRho e SWAP foram utilizados para sensibilizar as 

placas. As diluições dos soros utilizadas nas dosagens dos IgGs foram de 1/100 para 

todos os grupos, exceto para o grupo G12 (quitosana-proteína-alginato via 

intramuscular) frente à SmRho, que precisou ser diluído 1:1600 devido à alta produção 

de anticorpos deste grupo. Os gráficos foram separados em um grupo contendo as 

nanopartículas preparadas com proteína e o outro contendo as nanopartículas com 

DNA, para facilitar o entendimento. Os primeiros gráficos representam a produção de 

IgG total em relação ao tempo. As datas das imunizações e da infecção desafio estão 

indicadas por setas.  

Ao analisar a figura 23(A), pode-se observar que o grupo que mais se destacou 

na produção de anticorpos foi o grupo da formulação em que se juntou as 

nanopartículas de quitosana contendo proteína e CpG e as nanopartículas de 

quitosana-DNA, nos tempos de 15 e 30 dias. O grupo CHimi-DNA também apresentou 

uma significativa produção de anticorpos no tempo de 15 dias e todos os grupos 

apresentaram uma menor produção de anticorpos comparado com o grupo salina no 

ponto após a infecção. Na figura 23(B) observa-se uma produção elevada de 

anticorpos do grupo de nanopartículas de quitosana-proteína imunizados via 

intramuscular, principalmente levando-se em conta que a diluição deste grupo(1:1600) 

é maior que a dos demais grupos (1:100). Novamente, após a infecção, a maioria dos 

grupos tiveram uma redução na produção de anticorpos, se comparado ao grupo 

salina, exceto para o grupo CH-Rho-Alg (Via intramuscular). 
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Figura 23: Resposta de anticorpos IgG total anti-Rho dos camundongos imunizados com as formulações 

contendo DNA(A) e contendo a proteína SmRho(B). Os ELISA’s foram realizados a partir de um pool de 

soros obtido pela mistura de volumes iguais do soro de cada camundongo, coletados a cada 2 semanas, 

de seus respectivos grupos. Os valores representam a média das densidades óticas (D.O ± SD; n=3).  
 

Já a dosagem dos anticorpos produzidos contra o SWAP foi bem inferior em 

praticamente todos os grupos (figura 24, A e B), o grupo DNA em solução via oral 

apresentou uma diferença significativa no tempo de 15 dias e o grupo de quitosana 

também foi significativo em relação ao grupo salina no tempo de 60 dias. Novamente 

foi observada uma redução na produção de anticorpos após a infecção para a maioria 

dos grupos, exceto para o grupo quitosana.  
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Figura 24:  Resposta de anticorpos IgG total anti-SWAP dos camundongos imunizados com as 

formulações contendo DNA(A) e contendo a proteína SmRho(B). Os ELISA’s foram realizados a partir de 

um pool de soros obtido pela mistura de volumes iguais do soro de cada camundongo, coletados a cada 2 

semanas, de seus respectivos grupos. Os valores representam a média das densidades óticas (D.O ± SD; 

n=3).  
 

Os gráficos a seguir representam a produção de anticorpos da subclasse IgG1 

frente à proteína SmRho e ao SWAP. Na figura 25(A) pode-se observar que as 

diferenças significativas são devido a uma redução na produção de anticorpos, se 

comparado ao grupo salina. Apenas os grupos quitosana e CHimi-DNA apresentaram 

um aumento significativo de anticorpos no tempo de 60 dias. Em relação à figura 25(B) 

o único grupo que apresentou uma produção significativa de anticorpos foi o CH-Rho-

Alg (Intramuscular), que por sua vez, apresentou altos níveis de anticorpos detectados 

a partir do tempo de 30 dias. 

Na figura 26(A) pode-se observar que os grupos que apresentaram uma 

produção significativa de anticorpos IgG1 anti-SWAP foram os grupos CHimi-DNA-

CpG e CHimi-DNA (Intramuscular) no tempo de 15 dias. Após a infecção desafio, o 
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apresentou uma produção ainda mais elevada de anticorpos IgG1 anti-SWAP. Na 

figura 26(B), os grupos que se destacaram significativamente foram o grupo CH-Rho-

Alg (Intramuscular) e o grupo CH-Rho-CpG-Alg + CHimi-DNA, já mencionado acima. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25:  Resposta de anticorpos IgG1 anti-Rho dos camundongos imunizados com as formulações 

contendo DNA(A) e contendo a proteína SmRho(B). Os ELISA’s foram realizados a partir de um pool de 

soros obtido pela mistura de volumes iguais do soro de cada camundongo, coletados a cada 2 semanas, 

em seus respectivos grupos. Os valores representam a média das densidades óticas (D.O ± SD; n=3). As 

diferenças significativas (p<0.05) estão indicadas por (*) comparados com o grupo salina dentro de cada 

período de tempo. 
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Figura 26:  Resposta de anticorpos IgG1 anti-SWAP dos camundongos imunizados com as formulações 

contendo DNA(A) e contendo a proteína SmRho(B). Os ELISA’s foram realizados a partir de um pool de 

soros obtido pela mistura de volumes iguais do soro de cada camundongo, coletados a cada 2 semanas, 

em seus respectivos grupos. Os valores representam a média das densidades óticas (D.O ± SD; n=3). As 

diferenças significativas (p<0.05) estão indicadas por (*) comparados com o grupo salina dentro de cada 

período de tempo. 
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Figura 27:  Resposta de anticorpos IgG2a anti-Rho dos camundongos imunizados com as formulações 

contendo DNA(A) e contendo a proteína SmRho(B). Os ELISA’s foram realizados a partir de um pool de 

soros obtido pela mistura de volumes iguais do soro de cada camundongo, coletados a cada 2 semanas, 

em seus respectivos grupos. Os valores representam a média das densidades óticas (D.O ± SD; n=3). As 

diferenças significativas (p<0.05) estão indicadas por (*) comparados com o grupo salina dentro de cada 

período de tempo. 

 

Por fim, analisando os grupos que se destacaram significativamente por um 
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Rho-CpG-Alg + CHimi-DNA apresentou uma produção significativa de anticorpos. 
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Figura 28:  Resposta de anticorpos IgG2a anti-SWAP dos camundongos imunizados com as formulações 

contendo DNA(A) e contendo a proteína SmRho(B). Os ELISA’s foram realizados a partir de um pool de 

soros obtido pela mistura de volumes iguais do soro de cada camundongo, coletados a cada 2 semanas, 

em seus respectivos grupos. Os valores representam a média das densidades óticas (D.O ± SD; n=3). As 

diferenças significativas (p<0.05) estão indicadas por (*) comparados com o grupo salina dentro de cada 

período de tempo. 

 

4.11 Avaliação da resposta imune protetora 
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também apresentaram uma proteção significativa, comparando-se com o grupo 

controle Salina. Os grupos imunizados intramuscular não apresentaram uma redução 

significativa na recuperação dos vermes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29:  Efeito protetor das diferentes formulações vacinais com as quais os camundongos C57BL/6 

foram imunizados. Após 45 dias da infecção desafio foi feita a perfusão e os vermes foram recuperados 

do sistema porta-hepático dos animais (n=3). A porcentagem de proteção corresponde à porcentagem de 

redução do número de vermes recuperados em relação ao grupo controle. % de proteção= (média do 

controle-experimental/média do controle) x 100. *Significativamente diferente quando comparado ao 

grupo controle salina (P < 0,05). 
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5 DISCUSSÃO 
 

Uma vacina contra a esquistossomose que pudesse ser usada em áreas 

endêmicas definitivamente complementaria o tratamento com a droga e as outras 

estratégias de controle, e ajudaria imensamente na redução dos níveis de transmissão 

desta doença. Vários grupos  ao redor do mundo tem trabalhado no desenvolvimento 

de vacinas de subunidades para a esquistossomose mas até agora nenhum deles tem 

conseguido níveis de proteção consistentes e reproduzíveis independentemente,  que 

são aceitáveis para o uso humano (Mcmanus e Loukas, 2008). 

A seleção de um adjuvante adequado e um sistema de liberação para ajudar 

na estimulação de uma resposta imune apropriada é um passo crítico na via de 

desenvolvimento e emprego de uma eficiente vacina antiesquistossomótica, sendo 

que várias abordagens já foram testadas, com algum sucesso (Mcmanus e Loukas, 

2008). 

Além disso, a busca por vias alternativas de administração de vacinas, que 

confiram maior segurança, tem se intensificado nos últimos anos. A via de 

administração pelas mucosas é atrativa por aumentar a aceitabilidade da população e 

ser de fácil aplicação, além de evitar contaminações recorrentes do uso de seringas. 

Adicionalmente, a vacinação pela mucosa pode resultar em uma resposta celular e 

humoral, ambas sistêmica e local (Bivas-Benita et al., 2003). 

Dentro desse contexto, foi proposto nesta dissertação o desenvolvimento de 

uma nova estratégia em busca da indução de uma imunidade protetora contra a 

esquistossomose, associando o antígeno e/ou seu DNA codificador, na presença ou 

não do adjuvante CpG, com polímeros biodegradáveis, para a formação de 

nanopartículas a serem administradas oralmente. 

Para alcançarmos os objetivos o primeiro passo foi a clonagem e expressão da 

proteína recombinante usada como antígeno, a SmRho, em sistema procarioto. Para 

isso, a sequência codificadora da proteína SmRho foi amplificada a partir de cDNA de 

verme adulto e clonada primeiramente no vetor de clonagem pDNOR221 e então 

subclonada no vetor de expressão pET-DEST42, do sistema Gateway. Esse vetor 

adiciona uma cauda de poli-histidina na porção C-terminal da proteína, o que facilitou 

os passos posteriores de purificação.  

Após a obtenção do clone pET-DEST42-Rho, foi feito o sequenciamento 

usando iniciadores universais T7. A análise de homologia da sequência obtida com as 

sequências depositadas no banco de dados GenBank mostrou um alinhamento de 

praticamente 100% com a sequência parcial do mRNA da Rho1-GTPase de S. 

mansoni,  acesso AF140785, exceto pela substituição de uma citosina por uma 
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timidina, levando a uma mutação silenciosa, na qual não houve alteração do 

aminoácido codificado. A sequência clonada corresponde a uma sequência parcial do 

mRNA da Rho1-GTPase de S. Mansoni que constitui a principal ORF codificadora. A 

sequência completa do cDNA contém também uma longa porção 3’ não traduzida, que 

é uma característica conhecida dos transcritos de S. mansoni (Santos et al., 2002). A 

sequência genômica contém, além da ORF idêntica à SmRho, três pequenos íntrons 

(número de acesso AF140785 no GenBank). Todos os íntrons interrompem a 

sequência de leitura da proteína SmRho (Santos et al., 2002). A pesquisa de 

homologia com o gene da RHO A humana, apresentou uma identidade de 76%, fato 

que poderia limitar a utilização desse antígeno como candidato vacinal. No entanto, 

obtendo-se resultados promissores com a proteína completa, pode-se experimentar 

uma vacina de peptídeos baseada nos epítopos imunodominantes da SmRho e que 

não são compartilhados com a proteína Rho A humana.  

Para a expressão da proteína SmRho foi preciso utilizar uma bactéria da 

linhagem E. coli BL21 pRARE que aumenta a expressão de genes alvos que contêm 

códons raros de E. coli que poderiam, de outra forma, impedir a tradução. Análises da 

sequência codificadora da SmRho indicaram que a Rho1-GTPase é enriquecida em 

códons raros para arginina e glicina, numa proporção ainda maior que a maioria das 

sequências codificadoras do genoma de S. mansoni ricas em A/T (Milhon e Tracy, 

1995). Enquanto Arg é codificada por 0,91% de códons AGA ou AGG e Gly por 1,97% 

das vezes em E. coli, em S. mansoni 43% dos resíduos de Arg e 43% dos resíduos de 

Gly são expressos por estes códons raros. A expressão da SmRho foi aumentada em 

cerca de 10 vezes pela co-transformação com o plasmídeo RIG que codifica genes de 

tRNAs raros (Vermeire et al., 2003).  

A linhagem BL21 pRARE, utilizada neste trabalho, é uma linhagem modificada 

pois contém o plasmídeo pRARE, derivado do plasmídeo RIG,  que codifica genes de 

tRNA para todos os códons “problemáticos” raramente usados que codificam os 

aminoácidos Arg, Ile, Gly, Leu e Pro, exceto para Arg CGA/CGG (Novy et al., 2001). 

Dessa forma, foi possível obter bons níveis de expressão, que nos permitiu purificar a 

proteína com homogeneidade e quantidades suficientes para realizar todos os ensaios 

de preparo das nanopartículas, ensaios de liberação e de imunização, além dos 

ELISA’s. 

Em seguida, foi analisado a reatividade de soros de pacientes infectados e 

controle, frente à proteína SmRho para confirmar o caráter imunogênico da mesma. 

Em ambos os ensaios realizados, tanto por ELISA quanto por Western Blotting, a 

proteína foi efetivamente reconhecida pelos soros de pacientes infectados, o que não 

aconteceu com os soros do grupo controle. Além disso, o reconhecimento foi maior 
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nos pacientes tratados com a droga, em relação aos não-tratados, o que 

provavelmente se deve à exposição da proteína do parasita após o tratamento com a 

droga. Isso evidencia a importância da associação do tratamento quimioterápico com o 

processo de imunização. Esse resultado, confirma então, o potencial da proteína 

SmRho para ser utilizada como candidato vacinal para a esquistossomose, conforme 

sugerido também por outros autores (Santos et al., 2002; Osman et al., 1999). 

A próxima etapa constituiu-se, então, da preparação das nanopartículas de 

quitosana. Polissacarídeos e outros polímeros catiônicos tem sido recentemente 

usados na indústria e pesquisa farmacêutica por suas propriedade de controlar a 

liberação de antibióticos, DNA, proteínas, drogas de peptídeos ou vacinas. Eles 

também tem sido extensivamente estudados como carreadores não-virais de DNA e 

siRNA para a entrega de genes e terapia (Masotti e Ortaggi, 2009; Mao et al., 2010).  

A quitosana é um dos mais estudados já que ela é capaz de promover uma liberação 

prolongada das drogas incorporadas (Masotti e G., 2009). Além disso, os sistemas 

baseados em quitosana possuem carga catiônica, biodegradabilidade e 

biocompatibilidade, assim como propriedades mucoadesivas e capacidade de 

aumentar a permeabilidade. No entanto, a eficiência de transfecção da quitosana é 

muito baixa para aplicações clínicas. Estudos indicam que a eficiência de transfecção 

depende de uma série de parâmetros baseados na formulação da quitosana, como o 

peso molecular da quitosana, seu grau de desacetilação, a razão de cargas da 

quitosana para o DNA/siRNA (razão N/P), o pH, aditivos, as técnicas de preparação  

de partículas de quitosana/ácidos nucléicos e as vias de administração (Mao et al., 

2010).  

Para a formação das nanopartículas de quitosana foi usada a metodologia de 

coacervação complexa em que as nanopartículas se formam espontaneamente devido 

à combinação de duas soluções de cargas opostas, causando interação e precipitação 

(Mao et al., 2001). Em relação à caracterização das nanopartículas, pôde-se observar 

que as razão molares dos grupos amino da quitosana em relação aos grupos fosfatos 

de DNA são essenciais para a obtenção de sistemas estáveis. Analisando-se os 

ensaios de retenção em gel, observa-se que a partir da razão N/P igual a 2, os 

complexos ficam retidos na canaleta, mostrando que todo o DNA está associado com 

a quitosana e isso ocorre para ambos os tipos de quitosana utilizados. Em relação ao 

tamanho e ao potencial zeta, a partir da razão N/P igual a 3 os complexos alcançam 

uma estabilidade, sendo que o tamanho médio das nanopartículas estabiliza-se em 

torno de 250 – 300nm e o potencial zeta em torna de +20mV.  Partículas maiores e 

populações polidispersas foram observadas apenas em razões molares N/P mais 

baixas. Outros autores também tem relatado um maior tamanho na razão molar 1 (a 
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condição em que o potencial zeta dos complexos está perto da neutralidade), que 

pode ser explicada pela instabilidade do sistema coloidal (Moreira et al., 2009). Sob 

estas condições a população de partículas é muito heterogênea, e a carga e o 

tamanho característicos dos complexos favorecem a formação de grandes agregados 

(Mao et al., 2001). Para partículas preparadas pelo método de coacervação, o 

tamanho relatado varia entre 150 e 500nm (Mao et al., 2001). Os resultados obtidos no 

presente estudo, corroboram, portanto, com o que tem sido observado. Além disso, o 

tamanho dos complexos possui importância crucial na internalização pelas células. Um 

tamanho menor dos complexos tem a vantagem de entrar nas células por endocitose 

e/ou pinocitose, aumentando, portanto, a taxa de transfecção (Mansouri et al., 2004).  

Estudos de transfecção foram realizados em células HEK 293 e conforme 

esperado, a taxa de transfecção com os complexos de quitosana/DNA foi bastante 

baixa, comparando-se com a taxa de transfecção obtida pelo PEI, um polímero 

catiônico que geralmente apresenta altas taxas de transfecção, mas possui 

citotoxidade significante. A baixa eficiência de transfecção é bem conhecida e por isso, 

vários trabalhos tem sido realizados no intuito de modificar a estrutura da quitosana, a 

fim de aumentar a sua solubilidade, estabilidade e assim aumentar a capacidade de 

transfecção. Existem modificações hidrofílicas como a associação como o PEG (Jiang 

et al., 2006) e a quitosana quaternizada (TMC) (Thanou et al., 2002); modificações 

hidrofóbicas como a quitosana alquilada (Liu et al., 2003) e a quitosana conjugada ao 

ácido esteárico (Hu et al., 2006); adição de ligantes como a quitosana conjugada com 

transferrina (Zhang et al., 2006) e a quitosana manosilada (Amidi et al., 2007).  

Adicionalmente à baixa estabilidade nos fluidos biológicos e a internalização 

por células não específicas, acredita-se que a baixa habilidade de transfecção da 

quitosana se deve ao escape ineficiente dos endossomos no citoplasma devido ao seu 

fraco efeito próton esponja, sustentado pelas diferenças das capacidades 

tamponantes entre o PEI e a quitosana. Sabe-se que o escape dos complexos dos 

endossomos é um passo crítico para exercer os efeitos terapêuticos das drogas 

geneticamente transfectadas. Dentro desse contexto, Moreira e colaboradores (2009) 

sintetizaram uma quitosana na qual foi introduzida grupos imidazol por uma reação de 

amidação, a fim de aumentar a capacidade tamponante da quitosana. Dessa forma, 

com a quitosana modificada, denominada CHimi, foram obtidos níveis de transfecção 

próximos aos obtidos com o controle positivo, o PEI. Como mencionado anteriormente, 

devido a uma colaboração entre os grupos de pesquisa, a quitosana modificada nos 

foi gentilmente cedida, para a continuação do trabalho. 

Foram então preparadas nanopartículas de quitosana/DNA usando a CH M010 

e a CHimi para se avaliar a influência da pH sobre as partículas em relação ao 
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tamanho e ao potencial zeta. Os resultados obtidos foram bastante interessantes pois 

as nanopartículas mostraram-se resistentes ao pH dos meios que simulam o fluido 

gástrico, pH 1.2, e o fluido intestinal, pH 6.8. As nanopartículas preparadas com 

ambos os tipos de quitosana apresentaram comportamento semelhante, com pouca 

variação no tamanho e no potencial zeta. Esse estudo, ainda não realizado por outros 

grupos de pesquisa, pelo menos ao nosso conhecimento, mostra que essas 

nanopartículas provavelmente não serão degradadas durante a passagem pelo trato 

gastrointestinal podendo chegar intactas ao seu sítio alvo de absorção, no caso desse 

estudo, as placas de Peyer.  

Em relação à preparação das nanopartículas de quitosana-proteína o protocolo 

é bastante diferente do que foi feito para preparar as partículas de quitosana-DNA. O 

preparo constitui primeiramente da formação das nanopartículas de quitosana através 

da precipitação com sulfato de sódio, que tem sido descrito por vários autores, sendo 

que, neste trabalho, foi utilizada uma metodologia adaptada daquela descrita por 

Borges e colaboradores (2005). O processo de adsorção das partículas com a 

proteína de interesse, a SmRho, é um processo bastante brando, que pode ser 

alcançado pela incubação da solução de partículas com a solução contendo a 

proteína. A adsorção da proteína ocorre então devido às interações eletrostáticas dos 

grupos amino da quitosana com os grupos carboxilas da proteína. O ponto isoelétrico 

da proteína em questão, favorece essa interação, pois permite que a proteína 

apresente uma carga total negativa no pH em que ocorre a adsorção. Isso se 

confirmou pela análise da eficiência de ligação da proteína com as partículas de 

quitosana, que foi em torno de 95%. O processo de revestimento, também se 

apresenta como uma etapa importante, pois se deve manter a estabilidade do sistema, 

ou seja, deve ser adicionada uma quantidade adequada de alginato, que não cause 

precipitação ou aglomeração das partículas. Novamente seguindo o protocolo de 

Borges e colaboradores (2005), conseguimos encontrar uma quantidade de alginato 

que era capaz de realizar o revestimento e não desestabilizar o sistema de partículas. 

Outro parâmetro importante foi avaliar a dessorção da proteína durante o processo de 

revestimento. A adição da solução de alginato de sódio na suspensão de partículas 

carregadas com a proteína resultou um novo equilíbrio de adsorção caracterizado por 

uma concentração diferente de proteína e pela presença do alginato, que passa a 

competir pelas interações com as cargas da superfície das partículas de quitosana. 

Diante disso, a eficiência de ligação após o revestimento apresentou um decréscimo 

significante, ficando em torno de 76%, sendo, no entanto, um valor ainda maior do que 

o obtido por Li e colabores (2008), que obtiveram uma LE em torno de 66% e de 

Borges e colaboradores (2005), que obtiveram uma LE em torno de 60%.  
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A caracterização das nanopartículas foi feita em relação ao tamanho e 

potencial zeta das partículas antes e após o revestimento. As partículas carregadas 

com proteína apresentaram um tamanho na escala de micrômetros e após o 

revestimento, um tamanho na escala de nanômetros. Foi observado também, uma alta 

polidispersidade de ambos os tipos de partículas, sendo esta uma desvantagem da 

técnica, já relatada por outros autores (Borges, Olga et al., 2005).   

A estabilidade de muitos sistemas coloidais está diretamente relacionada com 

a magnitude do seu potencial zeta. Em geral, se o valor do potencial zeta é grande, o 

sistema coloidal será estável. Ao contrário, se o potencial zeta das partículas é 

relativamente pequeno, o sistema coloidal irá aglomerar (Borges, Olga et al., 2005). A 

medida do potencial das partículas antes do revestimento apresentou um valor 

positivo, em torno de 34mV, conforme era esperado, devido ao excesso de cargas 

positivas das partículas de quitosana. Após o revestimento das partículas com alginato 

de sódio, pôde-se observar uma inversão do potencial zeta, que passou para 

aproximadamente -39mV, o que novamente era esperado, devido ao excesso de 

cargas negativas do alginato de sódio. Essa inversão no valor do potencial zeta é um 

indício de que o revestimento realmente ocorreu e também já foi relatado por outros 

autores(Borges, O. et al., 2005; Li et al., 2008). 

Assim como foi feito com as nanopartículas de quitosana-DNA, fizemos a 

medida do potencial zeta nos meios que simulam o fluido gástrico (SGF - pH 1.2) e o 

fluido intestinal (SIF - pH 6.8) para analisar se o pH do meio externo influenciaria as 

características das partículas, e assim, a estabilidade do sistema. Pôde-se observar 

que as nanopartículas revestidas em meio SGF sofrem pouca alteração no valor do 

potencial zeta, passando de aproximadamente -39mV para -30mV, permanecendo, 

portanto, com um valor negativo. No entanto, quando se colocou as partículas em 

meio SIF, foi observado uma inversão do potencial zeta, que passou agora, a 

apresentar um valor positivo, em torno de +15mV. Esse estudo, ainda não realizado 

por outros autores até o nosso conhecimento é muito importante e apresentou um 

dado interessante nessa última etapa. Esse resultado mostra que, apesar de 

inicialmente as partículas revestidas possuírem um potencial zeta negativo, quando 

elas chegam ao sítio de absorção no intestino, terá ocorrido uma inversão nesse 

potencial zeta devido à influência do pH, que levou, provavelmente à dissolução da 

camada de alginato. Vários autores acreditam que as partículas devem apresentar 

uma carga superficial positiva para facilitar a interação com a membrana das células e 

então aumentar a internalização dessas partículas (Gao et al., 2005; Chen et al., 2011) 

Portanto, o fato das nanopartículas chegarem ao seu sítio de absorção com um 
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potencial positivo pode ser uma característica vantajosa pois poderá facilitar a 

internalização das nanopartículas pelas células M das placas de Peyer.  

Segundo George e Abraham (2006), uma vez que as partículas passam para o 

pH mais alto do trato gastrointestinal, o alginato é convertido em uma camada viscosa 

solúvel, sendo que, uma rápida dissolução das matrizes de alginato em faixas de pH 

mais altas pode resultar em uma rápida liberação da proteína. No entanto, os 

resultados obtidos com os nossos estudos de liberação da proteína em meio SIF não 

mostraram esse comportamento. 

Foram feitos ensaios de liberação da proteína nos meios SGF e SIG a 37°C a 

fim de avaliar os perfis de liberação da proteína SmRho e também de avaliar a 

estabilidade do sistema frente à meios com diferentes pH’s, forças iônicas e na 

temperatura fisiológica. No meio SGF houve uma liberação gradual da proteína, sendo 

que, após 2h de ensaio, cerca de 30% da proteína havia sido liberada. Após decorrido 

esse tempo, acredita-se que as partículas já tenham passado pelo estômago e 

portanto, o sistema apresentou-se bastante resistente à influência do meio ácido. 

Apesar de usarem um sistema semelhante, Borges e colaboradores (2007) obtiveram 

uma taxa de liberação de mais de 90% da proteína em meio SGF após o mesmo 

período de tempo. O perfil de liberação da proteína SmRho no meio SIF apresentou 

um resultado ainda melhor, pois após 20h de ensaio, cerca de apenas 15% da 

proteína havia sido liberada. Esse resultado também foi melhor do que obtido por 

Borges e colaboradores (2005) e Li e colaboradores (2008), que tiveram cerca de 40% 

da proteína liberada. Novamente, o sistema em estudo apresentou-se estável diante 

das interferências do meio SIF, sendo que, mesmo tendo ocorrido dissolução de uma 

parte da camada de alginato, como suposto anteriormente, houve pouca dessorção da 

proteína SmRho das partículas.  

Após extensa caracterização das nanopartículas de quitosana-DNA e de 

quitosana-proteína-alginato, sendo que os resultados apresentaram características 

favoráveis para que esse sistema fosse utilizado como carreador de DNA ou do 

antígeno (proteína SmRho), e ainda buscando uma via menos invasiva de 

administração de vacinas, os camundongos foram então imunizados utilizando as 

formulações acima citadas, e ainda, associadas ou não, ao adjuvante CpG. A maioria 

dos grupos foi administrado via oral, mas dois grupos foram imunizados via 

intramuscular como via de referência.  

Apesar das inúmeras vantagens da imunização via mucosa em relação às 

imunizações via intramuscular ou subcutânea, a indução de uma alta produção de 

anticorpos é um processo difícil de ser alcançado pela primeira via de administração. A 

análise da indução de uma resposta imune humoral, conferida pelos grupos, foi 



Discussão                                                                        Carolina R Oliveira 2011 

 

68 

 

realizada pela avaliação do perfil dos anticorpos IgG total, IgG1 e IgG2a produzidos 

devido a cada vacina testada. Com o objetivo de determinar se as IgG’s produzidas 

seriam capazes de reconhecer proteínas nativas de S. mansoni avaliou-se também a 

reatividade dos soros dos animais imunizados frente ao SWAP, além da SmRho 

recombinante. Os resultados serão discutidos por grupo para facilitar o entendimento. 

O grupo de animais imunizados apenas com as nanopartículas de quitosana 

revestidas (grupo quitosana), mas sem associação com DNA ou proteína, apresentou 

uma resposta significativa de anticorpos IgG1 anti-Rho e anti-SWAP, observada após 

a infecção. Isso sugere que a quitosana e também o alginato, podem ter atuado como 

adjuvantes, ativando uma resposta imune inata, e quando houve a infecção, e então 

vários antígenos foram expostos, uma resposta imune adquirida foi formada. O papel 

da quitosana como adjuvante, e em menor proporção o do alginato, vem sendo 

abordado recentemente e será discutido com mais detalhes adiante. 

O grupo imunizado apenas com DNA em solução obteve uma pequena 

produção de anticorpos IgG total anti-SWAP, enquanto o grupo imunizado apenas com 

a proteína SmRho em solução não apresentou nenhuma produção significativa, 

mostrando que essa moléculas administradas isoladamente via oral, não são capazes 

de ativar o sistema imune. 

Um resultado aparentemente incoerente foi o grupo imunizado com 

nanopartículas de quitosana-CpG não se destacar na produção de anticorpos em 

nenhum ensaio avaliado, sendo que as nanopartículas de quitosana sem o CpG 

tiveram um produção considerável em alguns ensaios. Isso pode ser explicado, pois 

as nanopartículas de quitosana-CpG foram preparadas pelo mesmo protocolo utilizado 

na preparação das partículas de quitosana-DNA. Por esse método, são obtidas um 

número muito menor de partículas do que pelo método usado no preparo de 

nanopartículas com proteína, que por sua vez, são revestidas com alginato, o que 

também pode ter contribuído para a ativação do sistema imune. No momento do 

preparo, a presença das nanopartículas pode ser observada a olho nu pela formação 

de uma solução turva, o que ocorre na preparação das partículas de quitosana para 

proteína. No entanto, a solução contendo as nanopartículas de quitosana-DNA é 

praticamente transparente, de onde se conclui, que a quantidade de nanopartículas ali 

presente é bem inferior. 

Apesar disso, o papel de adjuvante do CpG junto com as demais 

nanopartículas também não se destacou muito. Em relação ao grupo imunizado com 

as nanopartículas de quitosana-DNA, houve uma produção significativa de anticorpos 

na dosagem de IgG total e IgG1 anti-Rho em alguns ensaios. Enquanto que o grupo 

imunizado com partículas de quitosana-CpG-DNA se destacou na produção de 



Discussão                                                                        Carolina R Oliveira 2011 

 

69 

 

anticorpos IgG1 e IgG2a anti-SWAP nos tempos de 15 e 30 dias, respectivamente. Já 

o grupo imunizado com as nanopartículas de quitosana-CpG-proteína-alginato, 

apresentou uma produção significativa de anticorpos apenas na dosagem de IgG2a 

anti-SWAP no tempo pós-infecção. 

Entre os grupos administrados via oral, aquele que alcançou uma maior 

produção de anticorpos foi o grupo imunizado com a formulação que combinava as 

nanopartículas de quitosana-CpG-proteína-alginato e as nanopartículas de quitosana-

DNA. Essa estratégia foi realizada a fim de tentar aumentar o tempo de exposição do 

antígeno, já que inicialmente seria exposto o antígeno propriamente dito (proteína 

SmRho), e o DNA transcrito após certo tempo, proporcionaria novamente o estímulo 

antigênico. Além disso espera-se que a liberação das moléculas das nanopartículas 

ocorra de forma gradual, contribuindo para aumentar o período de exposição do 

antígeno. 

No geral, as formulações administradas oralmente induziram, na maioria das 

vezes, uma diminuição da produção dos anticorpos. Esse é um resultado que pode 

ocorrer quando é feita a administração de antígenos por via oral. No entanto, uma falta 

de resposta sistêmica para antígenos administrados oralmente (tolerância oral) pode 

adversamente afetar a vacinação oral ou, por outro lado, pode ser usada como uma 

possível terapia em pacientes que hiper-respondem a um antígeno (Foster e Hirst, 

2005). No contexto de muitas infecções parasitárias crônicas, a patologia resultante da 

infecção do parasita é frequentemente relacionada mais a uma resposta imune 

inflamatória aos antígenos do parasita do que a infecção propriamente dita (Lebens et 

al., 2003). Diante disso, alguns autores tem buscado vacinas que atuam de forma a 

modular a resposta imunopatológica causada pelos antígenos do parasita.  No caso da 

esquistossomose em que a maior característica patológica é o desenvolvimento de 

uma reação granulomatosa, dependente de células T, ao redor dos ovos do parasita 

que ficaram retidos no fígado, intestino e vários outros órgãos do hospedeiro, esta 

estratégia apresenta-se promissora e tem sido abordada por alguns autores (Baras et 

al., 1999; Lebens et al., 2003). O papel imunomodulador das formulações preparadas 

neste trabalho, poderá ser analisado posteriormente, pela análise do tamanho do 

granuloma e do perfil de citocinas produzido, experimentos que se constituem como 

perspectivas do presente trabalho. 

Em relação aos grupos imunizados via intramuscular, o grupo imunizado com 

CHimi-DNA apresentou uma produção significativa de anticorpos apenas no ensaio de 

IgG1 anti-SWAP, no tempo de 15 dias. Essa baixa quantidade de anticorpos induzidos 

pode ser uma característica da própria vacina de DNA, que tem se mostrado mais 

eficiente da indução de uma resposta imune celular, tanto de linfócitos T CD8+ 
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citotóxicos quanto de linfócitos T CD4+ auxiliares (Revisado por Moreira-Filho et al., 

2004). Além disso, a quantidade de plasmídeo utilizada na imunização (50 µg) pode 

ter sido pequena, já que, pela via intramuscular a maioria dos autores utilizam 100 µg 

de plasmídeo, como foi feito por exemplo por Zhang e colaboradores (2010), que 

obtiveram altos títulos de anticorpos após a imunização com uma vacina de DNA.   

Por fim, o grupo imunizado via intramuscular com as nanopartículas de 

quitosana-proteína revestidas com alginato foi o que apresentou maiores níveis de 

anticorpos, sendo que ambos os níveis de IgG1 e IgG2a anti-Rho foram bastante 

elevados, numa proporção praticamente equivalente, que  mostra uma resposta mista 

Th1/Th2. Os níveis de IgG1 anti-SWAP também foram significativos, sendo que os de 

IgG2a anti-SWAP foi significativo em apenas um dos tempos analisados, mostrando, 

independentemente, que os animais imunizados com a SmRho são capazes de 

reconhecer a proteína na forma nativa do verme. Um dado interessante foi que as 

nanopartículas foram administradas sem a adição de nenhum outro adjuvante, o que 

nos sugere que tanto a quitosana como o alginato de sódio atuaram como adjuvantes. 

As propriedades adjuvantes de nanopartículas de quitosana revestidas com alginato 

foram primeiramente reportadas por Olga e colaboradores (2007), quando foi feita a 

imunização subcutânea dessas partículas associadas ao antígeno de superfície da 

hepatite B. No entanto, Borges e colaboradores obtiveram uma resposta 

predominantemente Th2 por esse sistema, e apenas quando foi acrescido o CpG às 

nanopartículas, obteve-se então, uma resposta mista Th1/Th2.    

De modo geral, o desenvolvimento de adjuvantes novos e seguros é 

necessário não apenas para o ambiente mais desafiador das superfícies da mucosa, 

mas também para a vacinação parenteral, a fim de maximizar a eficácia das novas 

vacinas e das já disponíveis (O'hagan e Rappuoli, 2004). 

Dentro desse contexto e devido às suas propriedades únicas e interessantes, 

que tem sido revisada recentemente em vários artigos (Prego et al., 2005; Chopra et 

al., 2006), a quitosana e nanopartículas de quitosana tem sido usada como sistemas 

carreadores para vacinação associadas a vários antígenos e administradas por 

diferentes rotas via mucosa (Cui e Mumper, 2001; Lubben et al., 2003; Mishra et al., 

2010). Entretanto, seu potencial como adjuvante para vacinação parenteral tem sido 

menos estudado. Em um estudo recente (Zaharoff et al., 2007), uma solução de 

quitosana foi explorada como um adjuvante para vacinação subcutânea de 

camundongos com um antígeno modelo. Foi demonstrado que a quitosana foi capaz 

de aumentar os títulos de anticorpos específicos em mais de 5 vezes e a proliferação 

de linfócitos CD4+ específicos em mais de 6 vezes. 
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Com relação ao alginato de sódio alguns trabalhos mostram que 

micropartículas de alginato são internalizadas por células M da mucosa (Periwal et al., 

1997) e induzem uma resposta imune sistêmica e nas mucosas numa variedade de 

espécies animais após a administração oral (Bowersock et al., 1996). Além disso, 

micropartículas de alginato podem servir não apenas como sistema carreador, mas 

também como adjuvante, já que tem sido mostrado que o alginato induz a produção de 

citocinas como TNF- α, IL-6, e IL-1 (Fujihara e Nagumo, 1993) e aumenta a produção 

de anticorpos semelhante a outros adjuvantes tais como o adjuvante incompleto de 

Freund e o hidróxido de alumínio (Bowersock et al., 1996). 

A última análise foi o perfil protetor dessas formulações contra a infecção do S. 

mansoni. As análises foram feitas comparando-se os vermes recuperados em cada 

grupo com o grupo controle salina. Os grupos imunizados intramuscular tanto com a 

proteína SmRho quanto com o DNA, associados às nanopartículas, não apresentaram 

uma redução significativa na recuperação dos vermes. Isso nos mostra, que apesar da 

grande quantidade de anticorpos produzidos pelo grupo CH-Rho-Alg(intramuscular) 

essa resposta não está diretamente relacionada com a proteção contra a infecção. 

Entre os grupos imunizados via oral, apenas os grupos DNA e Rho1-GTPase 

recombinante, e o grupo CHimi-DNA, não apresentaram uma proteção significativa. 

Todos os demais grupos apresentaram uma porcentagem de proteção superior a 45%, 

o que novamente mostra que apenas a produção de anticorpos não determina um 

bom perfil protetor, já que a maioria dos grupos imunizados oralmente apresentou uma 

baixa produção de anticorpos.  

Notavelmente, os grupos imunizados com as partículas de quitosana, e 

quitosana-CpG apresentaram também um perfil significativo de proteção. Esse dado 

nos leva a inferir que o papel adjuvante dessas moléculas pode ativar uma resposta 

imune inata importante na proteção contra a infecção. Um trabalho recentemente 

realizado por Aldridge e colaboradores (2010) mostra que o CpG é capaz de estimular 

uma imunidade protetora em camundongos imunizados com larvas de Taenia 

crassiceps. Neste estudo, os camundongos foram tratados com CpG para determinar 

quando a estimulação de uma resposta inata inflamatória poderia conferir uma 

resistência ao crescimento da larva. As fêmeas tratadas mostraram uma redução de 

54% enquanto os machos apresentaram 73% de redução do número de larvas. Além 

disso o trabalho mostra o papel importante de macrófagos e neutrófilos na indução da 

proteção. Em relação à quitosana e ao alginato, ainda não existem trabalhos 

abordando o papel desses polímeros nesse contexto, sendo que mais estudos são 

necessários para comprovar essa hipótese. 
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Finalmente, os grupos que mais se destacaram na redução da recuperação 

dos vermes foram os grupos quitosana-proteína-alginato, com 55% de proteção, e o 

grupo que combinava as nanopartículas de quitosana-CpG-proteína-alginato e as 

nanopartículas de quitosana-DNA, que obteve 57% de proteção. Esse último grupo 

vem atendendo às expectativas, pois apresentou uma considerável produção de 

anticorpos e também um bom perfil protetor. Análises posteriores de outros 

parâmetros como a redução do tamanho do granuloma, a contagem dos ovos 

recuperados e o perfil de citocinas, poderá fornecer mais informações a respeito do 

real potencial dessa formulação como um candidato vacinal para a esquistossomose. 

Dessa forma, embora a imunização com as formulações via oral não tenha 

produzido altos níveis de anticorpos, a maioria apresentou um bom perfil protetor, 

sendo que a busca por uma vacina contra a esquistossomose visa alcançar um perfil 

protetor, que diminua os índices de infecção, mas que por outro lado também seja 

imunomodulador, de forma a diminuir a patologia gerada pelos granulomas. Ainda que 

o alcance desse objetivos seja um grande desafio, é importante destacar que a 

utilização das nanopartículas como sistemas carreadores de vacinas possuem um 

amplo potencial a ser explorado, inclusive  pelas suas propriedades adjuvantes, que 

as tornam úteis também na imunização pelas vias parenterais. Diante disso, mais 

estudos devem ser realizados a fim de se encontrar uma vacina efetiva, sendo por 

este mecanismo ou por outro, para a esquistossomose e  também para outras 

doenças que causam um desequilíbrio no sistema imune. 
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6 CONCLUSÕES 
 

• As nanopartículas de quitosana foram eficientes na complexação do DNA e  

apresentaram um tamanho e potencial zeta adequados para sua utilização 

como formulação vacinal via oral, além de apresentarem-se resistentes às 

interferências externas dos meios que simulam o fluido gástrico (SGF) e 

intestinal (SIF); 

 

• A encapsulação da proteína SmRho pelas nanopartículas  de quitosana 

também foi eficiente, obtendo cerca de 94% de eficiência antes e 76% após o 

revestimento; 

 

• As nanopartículas de quitosana-proteína-alginato também apresentaram 

características favoráveis à sua utilização como sistema carreador vacinal, 

como tamanho e potencial zeta adequados, e pouca dessorção da proteína 

quando submetidos aos meios SGF e SIF, por diferentes períodos de tempo; 

 

• Os animais imunizados com a formulação quitosana-proteína-alginato via 

intramuscular, apresentaram uma produção de altos níveis de anticorpos, tanto 

IgG1 quanto IgG2a, caracterizando uma resposta de perfil misto Th1/Th2; 

 

• Os grupos imunizados via intramuscular não apresentaram redução 

significativa na recuperação dos vermes; 

 

• A formulação que apresentou melhores resultados, de forma geral, foi aquela 

em  que se combinou nanopartículas de quitosana-CpG-proteína-alginato e 

com as nanopartículas de quitosana-DNA, pois os animais imunizados 

apresentaram uma considerável produção de anticorpos e ainda apresentaram 

a maior porcentagem de proteção, que foi de 57%. 
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7 PERSPECTIVAS 
 

• Analisar os cortes histológicos dos granulomas formados em cada 

grupo imunizado e infectado, avaliar número e tamanho; 

 

• Realizar a contagem dos ovos após a digestão de parte do fígado 

retirado dos animais imunizados e infectados, e comparar com os dados do 

granuloma; 

 

• Avaliar o perfil de proliferação dos esplenócitos frente aos estímulos da 

SmRho recombinante e SWAP, além dos controles positivo e negativo,  

Concavalina A e meio de cultura, respectivamente; 

 

• Avaliar o perfil de citocinas produzido pelos esplenócitos frente aos 

estímulos SmRho, SWAP e SEA, além do controle meio de cultura; 

 

• Correlacionar os resultados a fim de selecionar um(s) candidato(s) com 

maior(es) potencial(is) vacinal(is) e realizar estudos que complementem os 

resultados até então alcançados. 
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