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1. RESUMO/ABSTRACT

RESUMO

A vacinagdo é tida como o meio com melhor relacdo custo-efetividade disponivel
para a prevengdo de perdas econdmicas e morbilidades causadas por doengas
infetocontagiosas. A par da via parenteral, dita convencional, existem vias menos
dispendiosas, mais naturais e de carater ndo-invasivo, como sejam as vias oral, nasal e
ocular, entre outras. O desenvolvimento de técnicas, materiais e dispositivos que utilizam
as vias mucosas para produzir imunizacdo tém sido vistas como uma enorme
potencialidade, pelo facto de possibilitar a producdo de imunidade tanto local como
sistémica e pelas diversas vantagens relativamente a via parenteral, como a melhor
aceitacdo por parte da populacéo e a reducdo de custos operacionais e logisticos.

A via oral tem sido a via mais explorada pelos investigadores nas novas abordagens
para produzir imunizacdo deliberada. Esta via apresenta como vantagens o facto de ser a
via mais natural de administracdo de farmacos, a par de dispensar a presenca de
profissionais de saude especializados para a sua administracdo e de esta ser uma via nao-
invasiva. A utilizacdo de sistemas nanoparticulados acrescenta ainda mais vantagens a esta
via de administracdo, ao proporcionar uma melhor absor¢do dos antigénios a nivel do
intestino, oferecendo ainda possibilidade de direcionamento dos mesmos a determinados
grupos de células que possuem um papel relevante no desencadeamento da resposta
imunitaria. Estas nanoparticulas podem ser formadas por diversos polimeros, sendo o
quitosano um dos polimeros de eleicdo para efeitos de producdo de imunizacdo. Este
polimero possui propriedades mucoadesivas, biocompatibilidade, biodegradabilidade e
permite ainda um aumento transitorio da permeabilidade da mucosa intestinal, favorecendo
assim a absorcdo das nanoparticulas ou dos antigénios.

Esta monografia pretende, desta forma, elaborar uma revisdo relativamente ao
conhecimento, funcionamento, potencialidades, limitacdes e custos relacionados com a
utilizacdo desta promissora tecnologia ao servico da saude.

Palavras-chave: vacinacdo oral, nanoparticulas, quitosano, custo-efetividade.
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ABSTRACT

Vaccination is considered the tool with greater cost-effectiveness available to
prevent economic losses caused by diseases and morbidities due to infectious diseases.
Apart from conventional parenteral route, there are routes less expensive, more natural and
noninvasive nature, such as oral, nasal, ocular, among others. The development of
techniques, materials, and devices that uses mucosal routes to produce immunization have
been seen as a high potential, because of its ability to produce immunity both locally and
systemically by various advantages over parenteral route, such as better acceptance by the
population and the reduction of operating costs and logistics.

The use of nanoparticles systems adds further advantages of this route of
administration, providing a better absorption of the antigen in the intestine while offering
targeting skills to specific groups of cells having a role in triggering immune response.
These nanoparticles can be formed of various polymers, being chitosan the choicest
polymer to produce induced immunization. This polymer has mucoadhesive,
biocompatible and biodegradable properties and also allows a transient increase in the
permeability of the intestinal mucosa, thus favoring the absorption of nanoparticles or
antigens.

This monograph intends to develop a revision concerning knowledge, functioning,
strengths, limitations and costs associated with the use of this promising technology in the
service of health.

Keywords: oral vaccination, nanoparticles, chitosan, cost-effectiveness
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2. INTRODUCAO

De acordo com dados recentes da Organizacdo Mundial de Salde, estima-se que
ocorreram cerca de 8,8 milhGes de mortes de criangas entre 0s 0 e 59 meses de idade, em
2008, devido a doencas infecto-contagiosas (e.g. tétano, rotavirus, hepatite B, tosse
convulsa, febre amarela). Esta mesma organizacdo estima que 17% dessas mortes
poderiam ter sido evitadas pela utilizagdo de vacinas. Entretanto, tém sido feitos esforgcos
no sentido de aumentar a percentagem de cobertura das vacinas nas camadas mais jovens
das populacdes de paises subdesenvolvidos e em vias de desenvolvimento, onde as
doencas infectocontagiosas tém mais incidéncia e prevaléncia. Esses esforgos resultaram,
em 2004, numa cobertura de vacinagdo contra a hepatite B em criancas de 48%, um valor
muito superior ao que havia sido registado em 1992 (cerca de 3%). No entanto, as
autoridades mundiais de saude tém definido como prioridade o desenvolvimento de
vacinas mais baratas, mais eficazes, mais estaveis e que dispensem a presenca de recursos
humanos especializados para a sua administragdo, com o intuito de poder estender os
planos de vacinacdo adotados nos paises desenvolvidos aos paises com menos recursos
econémicos, evitando assim a perda de dezenas de milhares de vidas humanas.

A vacinacdo por vias mucosas, e mais especificamente a via oral, tem sido vista
como a solucdo ideal para responder a estas necessidades, visto que este tipo de
imunizacdo apresenta baixos custos operacionais, aliados a uma logistica de administracéo
muito simples e vantajosa, possibilitando assim a imunizacdo em massa de populacdes
num curto periodo de tempo, obtendo também melhores niveis de aceitacdo que as vacinas
por via parenteral. Um exemplo de sucesso nestes aspetos foi a dupla campanha nacional
de vacinacdo ocorrida em 1996, na india, com o intuito de imunizar cerca de 121 milhdes
de criancas contra a poliomielite. ¢®

Apesar do sucesso inicial desta nova abordagem, tem sido demonstrado em varios
estudos que é dificil de obter uma protecdo efetiva contra os agentes patogénicos através da
imunizacdo por via oral. O exemplo anteriormente referido faz parte, precisamente, dos
poucos exemplos de vacinas orais que conferem uma protecdo efetiva ao individuo
imunizado por este meio, sendo também escassas as vacinas orais aprovadas para
comercializacdo. Entretanto, tém sido apontadas varias explicacdes para a ocorréncia deste
fendmeno: as condicGes adversas do trato gastrointestinal, rico em compostos muito acidos

e vérias enzimas hidroliticas que podem comprometer a viabilidade dos antigénios, 0s

1
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mecanismos de tolerncia imunoldgica e a fraca biodisponibilidade das vacinas orais
parecem ser os fatores mais preponderantes que neste fracasso relativo da vacinagdo por
via oral. ¢

De modo a contornar estes inconvenientes apresentados pela via oral, a comunidade
cientifica tem-se empenhado em descobrir e desenvolver sistemas cada vez mais
sofisticados e eficientes para a veiculacdo de vacinas por esta via. De entre esses sistemas,
é dado maior destaque aos sistemas coloidais, nomeadamente as nanoparticulas, que tém
despertado um interesse crescente em varios campos cientificos, a par da biomedicina e
tecnologia farmacéutica. A nanotecnologia aplicada a formulacdes de vacinas orais veio
melhorar alguns aspetos relacionados com a utilizagdo desta via de administragdo sem
alterar as propriedades do antigénio, protegendo-o inclusive das condigdes desfavoraveis
do trato gastrointestinal, possibilitando também a libertacdo controlada e veiculagdo
direcionada de varios antigénios com diferentes caracteristicas e diferentes alvos
terapéuticos, atraves da escolha de diferentes materiais para a formulagdo de
nanoparticulas. #9

De entre 0s varios materiais existentes (tanto de origem natural como sintética) para
a formulacédo de nanoparticulas, destaca-se a cada vez maior utilizacdo do quitosano e dos
seus derivados em aplicacbes imunoldgicas, visto que este polimero apresenta um vasto
conjunto de caracteristicas vantajosas, tanto pelo seu baixo custo de aquisicdo e
transformacgdo como pelas suas caracteristicas biologicas e fisico-quimicas que permitem
uma série de modificacdes e adaptacdes, consoante a aplicacdo final que se pretende. O
facto de o quitosano apresentar propriedades imunoestimulatorias e mucoadesivas faz deste

polimero o veiculo quase perfeito para a formulacdo de vacinas orais, ndo fosse a sua
o, (1011)

insolubilidade a pH fisioldégico uma importante limitacdo da sua utilizacé

3. NOTA HISTORICA

A primeira referéncia a fendmenos imunolégicos remonta ao séc. V a.C., pelas
médos de Tucidides, um reconhecido historiador da Grécia Antiga que escreveu a Histéria
da Guerra do Peloponeso, onde é relatada a guerra entre Esparta e Atenas. Nesse mesmo
livro, Tucidides descreveu também uma epidemia de peste que assolou Atenas em 430
a.C., tendo observado que apenas o0s individuos que haviam sobrevivido a um anterior
surto de peste se mantiveram saudaveis, podendo assim cuidar dos que padeciam dessa

doenca. 219
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No entanto, varios séculos se passaram sem que houvesse algum avanco digno de
registo nesta area. A primeira tentativa de inducdo de imunidade deliberada surgiu apenas
no séc. XV, época em que ha registos que apontam a utilizacdo de uma técnica denominada
por variolizagdo na China e Turquia. Esta técnica consistia na transferéncia do liquido das
crostas (causadas pela variola) de um individuo doente para pequenos cortes na pele de um
individuo sao, sendo também referido que alguns individuos inalariam residuos de pustulas
secas e ingeririam pulgas provenientes de gado infetado. Estes foram, na verdade, os
primeiros registos da pratica de imunizacdo oral e por via mucosa (neste caso em concreto
a mucosa nasal). O método foi posteriormente importado para a Europa e amplamente
utilizado em Inglaterra, apesar de ter provocado varios casos de morte por variola.***®

Apesar da existéncia de varios registos histdricos que evidenciam a tentativa de se
proceder a uma imunizacao deliberada, o mérito desta € atribuido ao médico inglés Edward
Jenner, devido ao rigor e metodologia cientificos com que este apoiou as suas experiéncias.
Em 1796, Edward Jenner inoculou uma crianca de oito anos com o pus da mao variolica de
uma leiteira, com o pressuposto de que, com a inoculacdo da variola de origem bovina
(cowpox), conseguiria evitar que a crianga adoecesse com variola humana (smallpox).
Desta forma, passadas 6 semanas, inoculou novamente a crianga (desta vez com a variola
humana), ndo tendo verificado qualquer reacdo transmissivel da doenca, como havia
previsto. Um ano mais tarde, realizou nova inoculacdo na crianca, ndo se revelando
também nenhum episddio relacionado com a doenca. Varias inoculagbes séo
posteriormente efetuadas por este mesmo método, sendo os resultados e observacdes
publicados em 1798, num livro que marcou a histéria da ciéncia: “An Inquiry into the
cause and effects of the Variolae Vaccinae, a disease discovered in some of the western
countries of England, particullary Gloucestershire, and known by the name of «cow-pox»”.
A importancia desta obra relaciona-se ndo s6 com o facto de descrever a primeira tentativa
cientifica para controlar uma doenca infeciosa, através de uma inoculacdo deliberada e
sistematica, como também por ter lancado os fundamentos da imunologia, cuja primeira
teoria assentava ainda na geracio espontanea.®**4%®

Foi sensivelmente um século depois das descobertas de Edward Jenner que
surgiram novos desenvolvimentos na area da imunologia, desta feita, pelas médos de Louis
Pasteur, um notdrio quimico e bidlogo de origem francesa. Em 1880, Pasteur iniciou 0s
seus estudos sobre a raiva, uma zoonose causada por um virus da familia Rhabdoviridae,
sendo que no ano seguinte Pasteur conseguiu isolar o virus e realizar sucessivas

experiéncias com este, resultando na obtencdo de um virus mais “estavel”, com viruléncia

3
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e periodo de incubacdo constantes, que podia ser reproduzido em laboratorio, ou seja, um
virus atenuado, ao qual chamou de vacina (derivado do latim vacca), em honra dos
trabalhos de inoculacéo desenvolvidos por Edward Jenner.®31617)

Embora Pasteur tenha provado que o0 processo de vacinagdo resultava, este
desconhecia 0 mecanismo pelo qual o organismo combatia 0s agentes etioldgicos das
doencas. Foram os trabalhos experimentais de Emil von Behring e Shibasaburo Kitasato
que, em 1890, demonstraram que era o0 soro (componente liquido dos coagulos sanguineos)
de animais previamente imunizados com difteria que possibilitava a “transferéncia” dessa
imunizagdo para animais ndo imunizados. Mais tarde, em 1930, demonstrou-se que uma
determinada fra¢do desse soro (a fragdo y-globulina) era a responsavel pela precipitacdo
e/ou neutralizacdo de toxinas e aglutinacdo de bactérias. As moléculas ativas presentes
nessa fracdo do soro foram apelidadas de anticorpos e, visto que a imunidade aparentava
advir destas moléculas presente nos fluidos corporais (antigamente denominados de
humores), este tipo de imunidade foi apelidada de imunidade humoral. *

No entanto, ainda em 1883, Elie Metchnikoff observara que algumas células
possuiam a capacidade de fagocitar microrganismos e particulas estranhas ao organismo,
notando também que estas células possuiam maior atividade em animais previamente
imunizados. Desta forma, Metchnikoff langou a hipdtese de que a imunidade seria
maioritariamente mediada por celulas com atividade fagocitaria, criando assim a corrente
da imunidade celular, aceite por vérios cientistas da época. ™

Esta controvérsia cientifica foi mais tarde “resolvida” por Paul Elrich, em 1900,
com a concecdo da teoria da cadeia lateral, que aceitava a coexisténcia das duas hipdteses
referidas anteriormente. Esta teoria assentava na premissa de que 0s microrganismos e/ou
particulas estranhas ao organismo ligavam-se a recetores pré-formados presentes na
superficie das células, conduzindo essa ligacdo a producdo de mais recetores (i.e.
anticorpos) com especificidade para o microrganismo e/ou particulas estranhas (mais tarde
apelidados de antigénios). *3'®

O conceito de imunologia surgiu pela primeira vez em 1911, acompanhada da
criacdo da American Association of Immunologists (em 1913) e do lancamento do Journal
of Immunology (em 1916), que dedicou os seus primeiros 30 anos de existéncia as reacdes
serologicas. A imunologia ganhava desta forma cada vez mais visibilidade e importancia
aos olhos do mundo, tanto através das suas contribui¢des para a melhoria dos cuidados de
salde das populacdes, como através das suas novas descobertas, que surgiam a um ritmo

exponencial e que possuiam vérias aplicagfes na area da medicina e afins. (18)

4



Imunizag¢do oral: aplicagcées do quitosano em sistemas nanoparticulares

No periodo entre a | e a Il Grande Guerra Mundial, foram véarios os estudos que
resultaram num aumento do conhecimento cientifico nesta &rea. Destacam-se as
descobertas de Albert Coons, que utilizou a técnica de imunofluorescéncia para demonstrar
a existéncia de antigénios e anticorpos no interior das células, enquanto que Merrill Chase
e Karl Landsteiner relataram que a hipersensibilidade retardada poderia ser transferida
pelas células e ndo pelo soro ™. Em 1945, Ray Owen deu o seu contributo & ciéncia
através da descoberta das quimeras sanguineas em gémeos bovinos e, trés anos mais tarde,
Astrid Fargaeus demonstrou que 0s anticorpos eram produzidos pelos plasmdcitos. Foi
também durante o referido periodo que surgiram as vacinas contra a difteria (1923),
tuberculose (1927), tétano (1927) e febre tifdide (1935). ¥

O ano de 1950 marcou ainda o inicio da era moderna da vacina¢do, com o
aparecimento das vacinas polissacarideas bacterianas, desenhadas para prevenir infecdes
por pneumococcus, meningococcus e Haemophilus influenzae. A estreita associagdo no
desenvolvimento da imunologia e da biologia molecular possibilitou que, durante os anos
50, surgissem diversas teorias que pretendiam explicar a formagao dos anticorpos. ?”

A primeira teoria de selecdo surgiu em 1955, por Niels Jerne, e referia que a
replicacdo de moléculas de y-globulina (i.e. anticorpos) ocorria de forma aleatoria,
diversificada e apos ligacdo ao antigénio. Esta teoria explicava, de facto, alguns dos
conceitos postulados até a epoca, como a memdria imunologica e a taxa logaritmica de
aumento do numero de anticorpos. No entanto, esta teoria acabou por revelar-se
incompativel a luz novos conhecimentos adquiridos pela biologia celular e molecular.
Passados dois anos, duas novas teorias surgiram: a primeira defendida por David Talmage
e a segunda por Macfarlane Burnet. No entanto, ambas sugeriam que uma determinada
célula (mais tarde, apelidada de linfocito) expressava recetores (i.e. anticorpos) a superficie
da sua membrana, sendo que esses recetores possuiam especificidade para determinado
antigénio. A especificidade do recetor era, desta forma, determinada antes da exposicdo ao
antigénio, e seria a subsequente ligacdo entre o recetor da célula e o antigénio que
despoletaria a proliferacdo de clones dessa mesma célula, com a mesma especificidade
para o antigénio. ***®)

Esta teoria foi entdo apelidada de Teoria da Selecdo Clonal e foi sendo refinada e
aperfeicoada em varios aspetos ao longo do tempo, bem como confirmada por numerosos
estudos experimentais, sendo por isso considerada um paradigma estabelecido da

imunologia moderna. Ganhou ainda uma grande notoriedade em 1975, aquando do
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desenvolvimento da técnica de producdo dos primeiros anticorpos monoclonais, da autoria
de Georges Kohler e César Milstein. 2%

No campo da vacinacao e ainda no inicio dos anos 60, foi produzida a vacina contra
a poliomieltie, nas suas modalidades inativada (Sank) e por via oral (Sabin), sendo que esta
vacina desempenhou um papel preponderante no programa de erradicacdo da poliomielite,
levado a cabo por varias organiza¢des mundiais de satde. Para além disso, esta vacina veio
demonstrar a crescente proeminéncia que a via oral comegava, aos poucos, a ganhar no
panorama da imunologia preventiva. Foi também neste periodo que comecaram as
descobertas relativas a vacina contra o virus da hepatite, sendo que, em 1965, B. Blumberg
e colaboradores descobriram o antigénio de superficie do virus da hepatite B, presente no
sangue de portadores desta infe¢do, abrindo assim caminho para a producdo da vacina
contra a Hepatite B, anos mais tarde, sendo esta considerada a primeira vacina de
subunidades. ¢?

Em 1966, a imunologia celular conheceu outro ponto alto da sua historia com a
descoberta da presenca e cooperacédo entre linfocitos T e linfocitos B, por Henry Claman,
Edward Chaperon e R. F. Triplett. Desde entdo, os imunologistas direcionaram 0s seus
esforcos no estudo do desenvolvimento, especificidade e ativacdo dos linfécitos T e
linfocitos B. *8)

As décadas de 60 e 70 foram bastante produtivas no campo da imunologia,
nomeadamente ao que concerne a estrutura e descricdo do anticorpo como molécula
composta por varios fragmentos e subdivisdes. Foi ainda no ano de 1959 que a
imunoglobulina foi separada em duas fracdes variaveis (Fab’s) e uma fracdo constante
(Fc), por Rodney Porter, enquanto as cadeias leves (Lc’s) e pesadas (Hc's) foram
separadas por Gerald Edelman. ?¥®® Mais tarde, em 1965, Norbert Hilschmann e Lyman
Craig identificaram as regifes constantes e variaveis presentes nas Fab’s €, quatro anos
depois, é feita a primeira sequéncia completa dos aminoacidos pelas méaos de Edelman e
colaboradores. ¢%2"

Os progressos alcancados nas décadas de 60 e 70 ndo se ficaram apenas pela
estrutura dos anticorpos. Outros componentes importantes do sistema imunitario foram
sendo identificados, separados e caracterizados, tais como as interleucinas, recetores
celulares e componentes do complemento. Estes progressos deveram-se, em grande parte, a
aplicacdo da ja referida tecnologia de producdo de anticorpos monoclonais. Foi
precisamente esta tecnologia que permitiu a Patrick Kung e colaboradores a descoberta de

um subgrupo de linfécito T (OKT4, atualmente designado por CD4), ja em 1979. ®®
6
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A componente genética do sistema imunitario comecou também a ganhar
importancia neste periodo, com a descoberta de que os genes da resposta imunoldgica
estavam ligados aos genes do complexo principal de histocompatibilidade, em 1968. Seis
anos depois, € constatado que o reconhecimento do antigénio pelos linfocitos T era
exclusivo a moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (CHM).® Mais
tarde, e com o auxilio da nova técnica de ADN recombinante, foi possivel demonstrar os
rearranjos genéticos das imunoglobulinas, da autoria de Susumu Tonegawa (em 1978), e
foi possivel a producdo de ratinhos transgénicos para utilizacdo em modelos experimentais,
por Jon Gordon e colaboradores (em 1980). O isolamento e identificacdo dos genes do
recetor dos linfécitos T ocorreram em 1982 (por James Allison e colaboradores) e 1984
(por Mark Davis e colaboradores), respetivamente. 031:3233)

As grandes descobertas na area da Imunologia estiveram sempre aliadas a evolucéo
e inovagdo em varios campos cientificos e tecnologicos. Ndo é entdo de estranhar que,
durante os anos 80 e 90, a Imunologia tenha sofrido uma evolucdo exponencial em todos
0S seus ramos, resultante de uma explosdo tecnoldgica em varias areas cientificas. A
investigacdo no campo da vacinagdo tomou também caminhos bastante complexos e tem
sido largamente dedicada as vacinas de subunidades. A investigacdo em torno da Sindrome
da Imunodeficiéncia Humana (SIDA) tem ocupado vastos orgamentos, mas poucos
resultados préticos, contrariamente a algumas aplicagdes imunologicas ligadas a tentativa
de prevencdo de determinados tipos de cancro, como seja 0 exemplo da vacina contra o
virus do papiloma humano. No entanto, desde o inicio do século XXI, a comunidade
cientifica, conjuntamente com algumas industrias do sector farmacéutico e biotecnoldgico,
tém apostado em novos sistemas, mecanismos e adjuvantes que, por um lado, possibilitem
a libertacdo de farmacos ou particulas o mais circunscritamente possivel ao alvo
terapéutico e que, por outro lado, possuam vias de administracdo menos invasivas, como
sejam as vacinas convencionais. O novo paradigma da vacinacdo tem-se centrado, desde
entdo, em saber qual o antigénio a apresentar ao sistema imunitario, onde apresenta-lo e,
acima de tudo, como apresenta-lo. Tém sido também efetuados esforcos no sentido de
tornar esta tecnologia cada vez mais eficiente e, sempre que possivel, economicamente
menos dispendiosa, com o intuito de alargar a sua populacdo-alvo a paises com menos

recursos, mas com mais necessidade deste tipo de tecnologia. ©°343536:37)
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3. ANATOMOFISIOLOGIA DO SISTEMA IMUNITARIO

O sistema imunitario pode ser definido como um conjunto de células, moléculas e
6rgdos que tém como principal finalidade a preservacdo ou reposi¢do da homeostasia do
organismo. Essa funcdo processa-se, essencialmente, através da atuacdo conjunta e
sincronizada das imunidades inata e adquirida, através de uma resposta rapida e eficaz
contra 0s agentes patogénicos, bem como pela capacidade de memdria imunologica que
pode prevenir a reinfecdo pelo mesmo agente patogénico e produzir uma resposta mais
rapida e robusta. O reconhecimento e a neutralizacdo de células cancerosas e/ou tecidos ou
6rgdos transplantados também sdo da responsabilidade deste sistema que, apesar de
extremamente complexo, atua utilizando uma estratégia bastante simples de identificacdo
(do agente patogénico), mobilizacdo (da maquinaria imunoldgica), neutralizacdo (da

infecdo) e recuperacéo tecidual e funcional do tecido ou 6rgéo afetado.®3*%

3.1.ANATOMIA DO SISTEMA IMUNITARIO

Os orgdos linfoides estdo, como o préprio nome indica, relacionados com a
producdo, crescimento e maturacdo dos linfocitos. Por sua vez, os linfocitos podem
interagir com varios tipos de células e tecidos nesses 0rgdos, tanto no seu processo de
maturacdo como durante o inicio de uma resposta imunitaria adaptativa. >4

Os 6rgaos linfoides podem ser divididos em primarios (centrais), onde ocorre a
producdo e maturacdo dos linfocitos, ou secundarios (periféricos), onde os linfocitos sao
estimulados pelos antigénios (Ag’s), desencadeando uma resposta imunitaria adaptativa. A
Figura 3.1 esquematiza a localizacdo dos diferentes oOrgdos linféides existentes no

organismo humano. 33
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Orgaos linfoides
secundarios

Orgaos linfoides
primarios

Amigdalas e
adenoides

Timo
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Placas de Peyer
Apéndice

Medula éssea Linfonodos

Vasos linfaticos

Figura 3.2.1 — Localizagéo dos érgaos linfdides primarios e secundarios no organismo humano [adaptado
de (38)].

Ainda na figura supracitada, refira-se um maior destaque para as placas de Peyer
(também denominadas por Conglomerados Linfonodulares lleares). Estes nddulos de
tecido linfatico constituem um componente principal do tecido linfatico associado ao
intestino (GALT) e localizam-se na parede do intestino delgado (principalmente na mucosa
do ileo), na sua porcéo anti-mesentérica. (Figura 3.2). Atendendo a que, na maioria das
patologias, o hospedeiro é usualmente infetado através das mucosas (digestiva, nasal, retal
ou genital), as placas de Peyer assumem assim um papel preponderante no
desencadeamento de uma resposta imunitaria a nivel da mucosa intestinal que culmina na
producdo de imunoglobulinas A secretoras (IgAs’s), protegendo assim esta mucosa das
agressdes, tanto de microrganismos constituintes da microbiota intestinal como de
microrganismos patogenicos que possam atingir esta mucosa. O conceito de que a IgAs
pode oferecer protecdo foi confirmado em estudos da vacina oral contra a poliomielite
(Sabin), que induziu a producdo de imunoglobulina A (IgA) no intestino, e também em
estudos de resisténcia a uma variedade de viroses, bactérias e parasitas que infetam o trato

respiratdrio ou digestivo. %47
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Figura 3.2.1 — Corte histolégico (40x) da porcéo ileal do intestino delgado da localizacao das placas de
Peyer [adaptado de (41)].

A par das placas de Peyer, existem outras estruturas que desempenham um papel
fundamental na resposta imunitaria a nivel gastrointestinal, nomeadamente as denominadas
células M (do inglés microfold cells). A descricdo e o funcionamento destas estruturas
serdo aprofundados posteriormente.

O organismo humano é ainda dotado de varias barreiras que o protegem das
agressOes externas, com mecanismos de regulacdo e defesa distintos e a varios niveis, que
podem ser divididas em barreiras fisicas, barreiras quimicas, sistema imunitario inato e
sistema imunitario adaptativo. As barreiras fisicas compreendem a pele e as mucosas
(respiratoria, intestinal, ocular...), que tém a funcao de impedir a penetracdo de substancias
externas ao organismo (tanto acidentais como intencionais). A pele funciona como um
escudo protetor contra agentes invasores, enquanto o sistema respiratério possui um
sistema composto por cilios e mucosas que apreendem pequenas particulas, expulsando-as
através da tosse e espirros. Para além disso, tanto a pele como as membranas dos sistemas
digestivo e respiratorio possuem macréfagos e anticorpos que também auxiliam no
processo de defesa contra invasores. Como barreiras quimicas temos os varios fluidos do
organismo (saliva, suor e lagrimas), que possuem na sua COmMpPOSICA0 enzimas como a
lisozima, com propriedades disruptivas da parede celular de muitas bactérias. Os acidos do
estdbmago também contribuem para a eliminagdo de grande parte dos microrganismos que
sdo ingeridos juntamente com a alimentacdo, enquanto a temperatura e pH do organismo
humano apresentam condigdes desfavoraveis para diversos agentes patogénicos. J& o
sistema imunitario inato é designado como a primeira linha de defesa contra varios

microrganismos. E constituido por células fagocitarias (macréfagos e neutréfilos), fatores

10
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sollveis (sistema complemento) e algumas enzimas, desempenhando um papel
preponderante na iniciacdo e subsequente direcionamento da resposta imunitaria dada pelo
sistema imunitario adaptativo (que pode demorar alguns dias a exercer o seu efeito),
controlando assim a infecdo numa fase inicial. Relativamente ao sistema imunitério
adaptativo, devido a complexidade inerente ao funcionamento deste, 0 mesmo sera

abordado em maior pormenor na seccéo 3.2.2. (133442

3.2.PRINCiPIOS FUNDAMENTAIS DO SISTEMA IMUNITARIO

O sistema imunitario tem como base de funcionamento dois mecanismos de agdo
pelos quais confere protegcdo ao organismo humano contra agentes invasores. O primeiro é
dotado de uma reposta imunolégica rapida e eficaz, mas de curta duracdo de acéo (resposta
imunitaria inespecifica ou inata), e o segundo € caracterizado por uma resposta mais lenta,
igualmente eficaz, e de longa duracdo de agdo (resposta imunitaria especifica ou
adaptativa).

Ambos os sistemas (inato e adaptativo) sdo dependentes da atividade dos
leucocitos, sendo a imunidade inata mediada essencialmente por macrofagos e granuldcitos
(neutrdfilos, basofilos e eosindfilos) e a imunidade adaptativa mediada por linfocitos (B e
T). No Anexo | encontra-se esquematizada a origem e diversificacdo dos Vvarios

componentes celulares que compdem o sistema imunitario.

3.2.1. CARATERIZACAO DO SISTEMA IMUNITARIO INATO

O sistema imunitario inato tem como principais caracteristicas a sua celeridade na
resposta a um agente invasor, sendo que as células envolvidas na sua mediacdo estdo
imediatamente disponiveis para combater uma ampla variedade de agentes patogénicos,
sem que haja necessidade de ocorrer uma prévia exposicdo aos mesmos (i.e. ndo depende
do Ag nem tem especificidade para este). A resposta imunoldgica é maxima de imediato
(ou seja, ndo € dependente da dose de Ag), mas também ndo € produzida memdria
imunoldgica, pelo que o combate ao agente invasor sera sempre efetuado nas mesmas
condicBes que combates anteriores, caso as condicBes do organismo se mantenham
também as mesmas. (34243

Os macrofagos e neutrofilos sdo os responsaveis pela ingestdo e digestdo de varios
microrganismos e Ag’s. Os macrofagos (a par das células dendriticas ¢ dos LB’s) sdo

celulas que possuem a habilidade de apresentar os Ag’s a outras células do sistema

11
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imunitario, sendo por isso também denominados de células apresentadoras de Ag’s
(CAA’s). Por outro lado, os macréfagos sdo também auxiliados por outros componentes do
sistema imunitario (como 0s Ac’ e 0 complemento) que opsonizam o0 Ag, aumentado assim
a capacidade fagocitéaria dos macrofagos. Estas células possuem ainda enzimas do sistema
oxidativo que auxiliam a digest&o dos Ag’s. “?

J& os granuldcitos (ou leucdcitos polimorfonucleares) sdo células que possuem
nacleos multilobados que encerram em si granulos citoplasmaticos preenchidos com
enzimas oxidativas (tais como a lactoferrina, catelicidina e mieloperoxidase, entre outros).
Os neutrofilos tém também, como ja foi referido, uma importante funcdo fagocitaria e séo
os elementos celulares mais numerosos desta classe, sendo também os primeiros a chegar
ao local da inflamacgdo/infecdo. Os eosindfilos possuem um papel crucial na defesa do
organismo contra infecdes parasitarias e controlam mecanismos associados com a alergia e
asma, juntamente com os mastocitos. A funcdo dos basofilos ndo esta ainda bem definida,
mas sugere-se que estes estejam envolvidos no processo de respostas alérgicas e

anafilaticas, sendo os menos abundantes no organismo (inferior a 1%).“%*¥

3.2.2. CARATERIZACAO DO SISTEMA IMUNITARIO ADAPTATIVO

Contrariamente a anterior, a resposta imunitaria adaptativa esta dependente do tipo
de Ag, ou seja, a resposta imunologica terd diferentes caracteristicas consoante o tipo de
Ag que estiver presente. Esta resposta é essencialmente mediada por linfocitos, sendo que
o0 intervalo entre a exposicdo ao Ag e o0 desencadeamento de uma resposta imunitaria
adaptativa € também mais moroso, podendo demorar alguns dias ap6s 0 contacto com o
Ag, mas sem duvida que a propriedade mais importante deste tipo de resposta € a de gerar
memoria imunologica, ou seja, a capacidade de reconhecimento do mesmo estimulo
antigénico (caso este entre de novo em contacto com o organismo) e a sua rapida e efetiva
inativacdo, impedindo assim o restabelecimento da doenca. E precisamente desta
propriedade que o processo de vacinagdo tira partido, ao proporcionar artificialmente o
primeiro contacto do Ag com o organismo, ganhando assim imunidade a esse mesmo
Ag.(34’45)

13221, LINFOCITOS

Os linfécitos tém origem nos progenitores linfoides da medula 6ssea (ver Anexo 1),

que se diferenciam depois em linfocitos T, B e NK (Natural Killers). As células que vao

12


http://pt.wikipedia.org/wiki/Lactoferrina

Imunizag¢do oral: aplicagcées do quitosano em sistemas nanoparticulares

diferenciar-se em linfécitos T (LT) deixam a medula 6ssea e migram para o timo, onde
ocorre todo o processo de selecdo e maturagdo. Apenas os LT’s maduros deixam o timo e
entram na circulacdo. As células que vao diferenciar-se em linfocitos B (LB) permanecem
na medula 6ssea e, apds concluir a sua maturagdo nesta, entram na circulagdo, migrando
para 0s 6rgéos linfoides secundarios, onde ficam armazenados. %)

Os LB’s possuem a sua superficie moléculas responsaveis pelo reconhecimento de
Ag, nomeadamente as imunoglobulinas de membrana (IgM e IgD), usualmente
denominadas por recetores de linfécitos B (BCR). A especificidade dos BCR’s ¢
determinada ainda na fase da maturacdo do LB’s, aquando do processo recombinatério dos
diferentes segmentos que compdem as porg¢des variaveis das cadeias pesadas e leves das
Ig’s. Note-se que deste processo resultam cerca de 10" especificidades diferentes de
reconhecimento pelas Ig’s, que sdo posteriormente filtradas por mecanismos de sele¢éo
positiva e negativa. *3®

Os LB’s sdo responsaveis pela imunidade humoral, que se caracteriza pela
producdo e libertagao de Ac’s capazes de neutralizar e/ou destruir os Ag’s contra 0s quais
foram gerados. Os LB’s necessitam primeiro de ser ativados, o que pressupde um processo
de proliferacdo e diferenciacdo que culmina na concecdo de Ig’s com alta afinidade para o
epitopo antigénico (designacdo atribuida a menor porcdo de Ag com potencial de gerar
resposta imunitaria) que originou a resposta. A ligacdo de um epitopo antigenico aos BCR
resulta na ativacdo dos LB’s, desencadeando 0 processo de diferenciacao pelo qual os LB’s
se convertem em plasmocitos e LB’s de memoria (LBy’s). Os plasmécitos sintetizam e
secretam grandes quantidades de Ig’s que atuam contra Ag’s especificos, desempenhando
assim um importante papel na regulacdo da resposta imunitaria humoral. Relativamente
aos LBp’s, sabe-se que estes adquirem uma maior longevidade apos diferenciacdo, sendo
capazes de responder mais rapidamente a uma segunda exposicdo ao mesmo
antigénio.®4*®

Os LB’s funcionam também como CAA’s, apés internalizacdo e processamento do
complexo Ag-BCR. Os peptideos resultantes desse processo sdo depois expressos na
membrana dos LB’s, estando ligados a moléculas do complexo maior de
histocompatibilidade tipo Il (CHM-II) para posterior apresentacdo aos LT’s, mais
concretamente aos LT’s auxiliares (ver secgdo 3.2.2.1.2). A interagdo entre o complexo
Ag-CHM-I1I e o recetor dos LT’s (TCR) resulta no inicio de uma cadeia de reagdes que
conduzem os LT auxiliares (LTcps’s) a expansdo clonal e producdo de citocinas

(nomeadamente as IL-2) que, por sua vez, estimulam a proliferagcéo e diferenciagdo dos
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LB’s (ver Anexo Il). Note-se que a resposta dos LB’s a Ag’s peptidicos requer o auxilio
dos LTcpa’s, sendo por isso designados por antigénios T-dependentes. No entanto, os
restantes antigenios nao-proteicos ndo necessitam da cooperacéo dos LTcps’s, sendo entdo
designados de antigénios T-independentes.

As proteinas do complemento também fornecem sinais secundarios para a ativagdo
dos LB’s, através do recetor para o fragmento C3d (denominado CR2) presente na
superficie dos LB’s. O CR2, juntamente com duas outras proteinas de membrana (CD19 e
CD81), formam um complexo proteico que permite o reconhecimento simultaneo do
fragmento C3d e do Ag pelo BCR, promovendo o inicio de uma cascata de sinalizagdo de
ambos os recetores, gerando assim uma resposta amplificada em relacdo a resposta que
seria verificada sem a presenca do complexo Ag-C3d. Todo este processo referente a
ligagdo C3d-CR2 garante o despoletar de uma resposta imunitaria frente a microrganismos
e Ag’s que ativem o complemento, garantido também a amplificacdo da resposta
imunitaria humoral, dado que alguns anticorpos possuem a capacidade de ativar o
complemento, o que resulta na estimulagdo indireta dos LB’s (ver Anexo I1).540)

Os LT’s tém como principais funcdes a regulacdo das acdes de outras células e o
ataque direto as células infectadas do organismo hospedeiro e, a semelhanca dos LB’s,
possuem na sua superficie estruturas moleculares com fungcdo de reconhecimento
antigénico e de sinalizacdo celular que sdo expressos no processo de maturagéo,
juntamente com os coreceptores CD4 e/ou CD8. O recetor de Ag dos LT’s (TCR) possui
algumas diferengas estruturais em relacdo aos BCR’s, nomeadamente em relagdo a
capacidade de reconhecimento de Ag’s, visto que o TCR apenas reconhece Ag’s ja
processados e ligados a uma molécula de CHM. Desta forma, as CAA’s capturam uma
proteina antigénica exdgena e processam-na (ingestdo e digestdo) de forma a cliva-la em
pequenos fragmentos peptidicos que, posteriormente, se ligam a uma molécula de CHM. O
complexo Ag-CHM é depois transportado até a superficie da CAA, onde pode interagir
com um LT¢pg. “*4"

O TCR ¢ expresso na membrana dos LT’s em conjunto com um outro complexo
composto por proteinas da familia das imunoglobulinas, designado por CD3, sendo o TCR
responsavel pelo reconhecimento do complexo Ag-CHM e o CD3 responsavel pela
sinalizacdo celular subsequente. Estruturalmente, o0 TCR é um heterodimero formado por
duas cadeias peptidicas da superfamilia das imunoglobulinas. Essas cadeias tém uma
regido variavel e uma regido constante e sdo formadas a partir de segmentos génicos que

sofrem um complexo processo de recombinagdo durante a maturagdo dos LT. A grande
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diversidade de repertdrio dos LT maduros deve-se ao processo de recombinagdo somaética,
na qual existe uma conjugacdo de varios genes, cuja diversidade de repertorio potencial
dos LT ronda os 10, “*47

Resumidamente, o processo de maturacdo dos LT ocorre em etapas sequenciais que
envolvem a recombinacdo somatica e expressdo do TCR, proliferacdo das células,
expressdo dos coreceptores CD4 e CD8 e selecdo positiva e negativa induzida por
apresentacdo de Ag proprios por células do estroma timico. Na primeira etapa da
maturacdo ocorre o rearranjo dos genes do TCR e a expressdo de niveis baixos de CD4 e
CD8 na superficie dos timécitos (células percursoras dos LT’s), sendo, portanto,
duplamente positivos. De seguida, os timécitos migram em direcdo a medula timica e
entram em contato com Ag’s proprios apresentados pelas células epiteliais do estroma
timico. Nesta fase (apelidada de restricdo pelo CHM), apenas os timdcitos que se ligam ao
complexo Ag préprio-CHM com afinidade adequada recebem estimulo para sobreviver
(selecdo positiva), enquanto os timocitos cujo TCR ndo apresenta nenhuma afinidade pelo
CHM proprio sofrem apoptose pela falta de estimulo (selecdo negativa). A este ponto, a
interacdo com moléculas CHM de classe | ou Il determinam a diferenciagdo do timocito
em LTcps ou LTcps, respetivamente. Continuando o processo de maturagdo, os timdcitos
que sobreviveram a selecdo positiva e expressaram apenas 0 co-recetor CD4 ou CD8
migram em direcdo a medula, onde entram em contato com células dendriticas e
macrofagos (CAA’s). Nesta etapa, as CAA’s apresentam Ag’s proprios associados ao
CHM, sendo que os timécitos imaturos que interagem com elevada afinidade com esses
complexos sdo eliminados por apoptose (mecanismo de tolerancia central), enquanto as
células que sobrevivem (pelo mecanismo de educacdo timica) tornam-se LT’s maduros,
prontos para abandonarem o timo e exercerem as suas funcGes em drgdos e tecidos
periféricos. Note-se que, deste processo, apenas cerca de 5% das células que entram no
timo tornam-se LT’s maduros. “4>#748)
Funcionalmente, os LT’s ativados sofrem expansdo clonal e dividem-se, essencialmente,
em trés subtipos, de acordo com a funcdo que desempenham quando um determinado Ag é
apresentado. O LTcpstem como principal funcdo emitir sinais a outras células, a fim de
promover uma resposta efetiva contra o agente agressor. Este subtipo de LT utiliza o seu
recetor de superficie (CD4) para interagir com as CAA’s, reconhecendo assim epitopos do
Ag apresentado por estas. Estes LTcps’s exercem ainda uma funcdo de regulacdo e
estimulacdo do crescimento e proliferagao de LTcps, LT supressores (LTsyp) € LB’s (que se

diferenciam depois em plasmécitos). Sédo também responsaveis pela ativacdo de
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macrofagos e de promoverem a sua auto-estimulacdo, ou seja, um determinado LTcps
consegue estimular o crescimento de toda populagéo de LTcps, NumM processo que envolve
a secrecdo de IL’s de varios tipos, sendo as mais importantes a IL-2, IL-4 e IL-10, por
estarem relacionadas também com a resposta imunitaria humoral. ¥ Relativamente ao
subtipo dos LTcps’s, estes possuem na sua membrana recetores de superficie do tipo CDS8,
cuja principal funcdo esta ligada ao reconhecimento de células que expressam o CHM-I
(ou seja, todas as células nucleadas), promovendo assim a lise celular dessas mesmas
células, caso estejam infetadas. Sdo, como ja havia sido referido, estimulados por via das
IL-2, produzida pelos LTcps, que efetuam desta maneira a regulagéo da expanséo clonal de
LTcps na resposta imunitaria mediada por células. Em relagdo aos LT, ainda pouco se
sabe sobre o seu mecanismo de acdo, mas foi demonstrado que este subtipo de LT modula
a resposta imunitaria através da emissdo de estimulos inibitorios, nomeadamente através da
inativacdo dos LTcps € LTcps, limitando e controlando assim a reagdo imunitaria, para
alem de utilizar um mecanismo de feedback negativo com 0s LTcps. Desta forma, temos
que 0s LTcps modulam a sua propria acdo ao ativarem os LT, impedindo assim que se
verifique uma atividade imunoldgica excessiva por parte dos LTcps. “® Os LTsyp possuem
também um papel na designada tolerancia imunoldgica, mecanismo pelo qual o sistema
imunitario impede que os linfocitos exercam os seus efeitos sobre as proprias células do
organismo. /49

Toda esta descricéo relativamente ao funcionamento dos linfécitos faz transparecer
toda a complexidade inerente ao desempenho do sistema imunitario, bem como toda a
coordenacdo e interdependéncia dos processos que conduzem ao objetivo principal deste

sistema que é a manutencdo ou recuperacao da homeostasia.

23.2.2.2. IMUNOGLOBULINAS

Asiimunoglobulinas (Ig’s) sao moléculas plasmaéticas glicoproteicas da familia das
y-globulinas e sdo produzidas pelos plasmdcitos, em resposta a um imunogénio (relembre-
se que nem todos os Ag’s tém potencial para desencadear uma resposta imunologica),
funcionando como Ac’s numa resposta imunitaria. Entre as suas fungdes, destacam-se as
de ligacdo a Ag’s (bloqueando a sua ac@o direta no organismo), ativagdo e fixagdo do
complemento e mediacdo de varios outros processos que resultam na degradacdo do Ag

que deu origem ao Ac em questao. ¢4
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Estruturalmente, as Ig’s diferem ligeiramente umas das outras (consoante a sua
classe), mas a sua constituicdo base assenta em quatro cadeias (duas leves e duas pesadas)
interligadas por pontes de dissulfeto (inter e intracadeias). Ambas as cadeias leves e
pesadas sdo ainda subdivididas em regibes variaveis e regides constantes, constituidas por
diferentes sequéncias de amino&cidos, que resultam numa enorme variabilidade de
combinagdes e, portante, de especificidades para o Ag. As Ig’s possuem ainda uma regiao
de dobradica, que confere uma determinada flexibilidade da molécula. A Figura 3.3 ilustra

a estrutura base de uma Ig.®>*%
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Figura 3.3 — Esquema da estrutura base de uma imunoglobulina [adaptado de (50)].

As imunoglobulinas podem ser divididas em cinco classes diferentes (IgA, IgD,
IgE, 1gG e IgM), com base nas diferencas nas sequéncias de aminoacidos na regido
constante das cadeias pesadas. De entre estas classes, destaque-se a importancia e
predominancia da IgA nos processos de imunidade local nas mucosas do organismo
humano e nas varias secrecGes externas (lagrimas, leite, saliva e muco). Apesar de
constituir apenas 10% a 15% do total de Ig’s do soro, o organismo tem uma produgdo de
IgA maior do que a de todos os outros isotipos combinados, sendo que a IgA apresenta
valores de concentracdo superiores a 1 mg/mL nas secrecdes associadas a superficies
mucosas. Acrescidamente, a IgAs (IgA de secrecBes externas) é dotada de uma maior
resisténcia a degradacdo por parte das proteases presentes nas mucosas, para além de
executar também um mecanismo denominado de exclusdo imunitaria, que consiste no
aprisionamento de Ag’s ou microrganismos, prevenindo assim o contato direto entre 0 Ag
ou MO com a superficie mucosa. A IgAs pode ainda bloquear ou dificultar
estereoquimicamente as moléculas de superficie dos microrganismos que desempenham

funcdes de ancoragem as mucosas. 33445
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23.2.2.3. CARATERISTICAS DA RESPOSTA PRIMARIA E SECUNDARIA

< .

Asirespostas dos Ac’s a primeira exposi¢do e as exposi¢cdes subsequentes a um
determinado Ag, designadas por resposta priméria e resposta secundaria (respetivamente),
diferem tanto quantitativa como qualitativamente.

O primeiro contato com um Ag, por exposi¢do natural ou processo de vacinagao,
leva a ativagdo de LB’s ditos “virgens”, que se diferenciam depois em plasmécitos
produtores de anticorpos e em LBy’s, resultando na producdo de anticorpos especificos
contra 0 Ag indutor. Apdés o inicio da resposta, observa-se uma fase de aumento
exponencial dos niveis de Ac’s, seguida de uma fase denominada plateau (patamar), na
qual os niveis de Ac’s ndo se alteram. Segue-se a Ultima fase da resposta primaria, a fase
de declinio, na qual ocorre uma diminui¢do progressiva dos Ac’s especificos
circulantes.®44°

Ao entrar em contato com 0 mesmo Ag pela segunda vez, o organismo vai produzir
uma resposta muito mais rapida, pois ja existe uma populacdo de LB’s capazes de
reconhecer esse Ag, devido a expansao clonal e producdo de LBp’s geradas na resposta
primaria. A resposta secundaria difere da primaria em varios aspetos: a dose de Ag
necessaria para induzir a resposta € menor, a fase de laténcia (periodo entre o contato do
Ag e a resposta imunoldgica desencadeada pela presenca deste) € mais curta, a fase
exponencial é mais acentuada e a producdo de Ac’s € mais rapida e s@o atingidos niveis
mais elevados. Também a fase de plateau é alcancada mais rapidamente e é mais
duradoura, sendo a fase de declinio mais lenta e persistente. A magnitude da resposta
secundaria depende também do periodo decorrido desde o contato inicial com o0 Ag: a
resposta tera uma menor magnitude se o intervalo for muito curto ou muito longo. Se for
muito curto, os Ac’s ainda presentes (provenientes da resposta primaria) formam
complexos Ag-Ac que sao rapidamente eliminados, e se for muito longo, é possivel que
concentracdo de LBy,’s tenha diminuido gradualmente com o tempo, embora a capacidade
para deflagrar uma resposta secundaria possa persistir por meses ou anos. O periodo 6timo
para a inducdo de resposta secundéaria € logo ap6s a queda do nivel de Ac’s da resposta
priméria, abaixo dos limites de detecdo. ¢+

Nos dois tipos de resposta, primaria e secundaria, ha a producédo dos isétipos IgM e
IgG, mas em diferentes proporcdes. Na resposta primaria, a IgM é a Ig com maior
expressao, sendo a producdo de IgG menor e mais tardia. Ja na resposta secundaria, a 19G

é a Ig predominante. Em ambas as respostas, a concentracdo de IgM sérica diminui muito
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mais rapidamente de maneira (observa-se a sua queda acentuada apdés uma a duas
semanas), enquanto a producdo de IgG é mais persistente. A Figura 3.4 pretende resumir o

comportamento e evolucdo de cada uma das respostas imunitarias ao longo do tempo. 34

RESPOSTA PRIMARIA RESPOSTA SECUNDARIA
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Figura 3.4 — Esquema da evolucdo da resposta imunitaria adaptativa humoral [adaptado de (45)].

3.2.2.4.  IMUNIZACAO

A i}nunizagéo é definida como 0 meio de adquirir uma protecéo especifica contra a
maioria dos agentes patogénicos (AP’s) nocivos mais comuns. O mecanismo da imunidade
depende do local onde esta o AP e também do mecanismo pelo qual exerce a sua
patogenicidade. Desta forma, se o mecanismo da patogénese envolver a producdo
de exotoxinas, 0s Unicos agentes imunitarios eficientes seriam 0s Ac’s que preveniriam a
ligacdo dessas exotoxinas ao recetor alvo no organismo, promovendo também a sua
degradacdo e eliminacdo pelos fagdcitos. Por outro lado, se 0 AP produz um estado de
doenca por outros meios, 0s Ac’s teriam que reagir de forma a elimina-lo por lise mediada
pelo complemento ou fagocitose e morte intracelular. Resta ainda a hipétese de o AP estar
localizado intracelularmente, situacdo em que este ndo esta acessivel aos Ac’s. A maioria
das infecBes virais, bactérias intracelulares e protozoarios sdo exemplos desta ultima

situacdo. Nestes casos, as células que contém os AP’s tém que ser destruidas por elementos
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da imunidade celular ou, caso a célula infetada expresse Ag’s especiais reconheciveis por
Ac’s, a morte dependente de Ac’s ou do complemento pode expor 0s AP’s aos elementos
da imunidade humoral. A imunidade especifica pode resultar em imunizacdo passiva ou
ativa e ambos os modos de imunizagdo podem ocorrer por processos naturais ou

artificiais, 345

3.2.2.4.1. IMUNIDADE PASSIVA E ATIVA E VACINACAO

A imunidade passiva pode ser adquirida sem que o sistema imunitario seja
estimulado por um Ag, através da transferéncia de soro ou y-globulinas de um dador
imunizado para um individuo ndo imunizado. A imunidade passiva pode ser naturalmente
adquirida ainda no periodo fetal, através da transferéncia placentaria de IgG ou
transferéncia pelo colostro ( leite de baixo volume secretado nos primeiros dias
de amamentacdo pos-parto) de IgA da progenitora. A imunidade passiva artificialmente
adquirida processa-se quando ha transferéncia de y-globulinas de outros individuos ou -
globulinas de um animal imunizado, e é praticada em numerosas situa¢cdes agudas (como
infecBes e envenenamentos) e como medida profilatica. 4

A imunidade ativa, como o préprio nome indica, ja requer a participacdo do sistema
imunitario do individuo na resposta a exposicdo a um Ag. A imunidade ativa naturalmente
adquirida processa-se pela exposicdo a diferentes AP’s que conduzem a infe¢des sub-
clinicas ou clinicas, que resultam numa resposta imunitaria efetiva contra esses AP’s. Ja a
imunidade ativa artificialmente adquirida pressupde uma administracdo deliberada de AP’s
(vivos ou mortos), geralmente através de um processo de vacinacdo. 3%

As vacinas utilizadas para gerar imunizacdo ativa podem ser constituidas por
organismos Vivos atenuados (vacinas vivas), organismos mortos, componentes celulares ou
toxinas secretadas (vacinas mortas). ¥

As vacinas vivas sdo largamente utilizadas contra varias infecGes virais, como
sejam a poliomielite (Sabin), sarampo, rubéola, varicela, hepatite A e febre tifoide, entre
outras. O Unico exemplo de vacina bacteriana viva é a da tuberculose (Mycobacterium
bovis). Geralmente, as vacinas vivas produzem infe¢es ndo clinicas autolimitadas (i.e. o
curso natural da doenca evolui naturalmente para a cura) e levam a um subsequente estado
de imunidade (tanto humoral como mediada por células). No entanto, este tipo de vacina

possui algum risco de provocar uma infecdo em individuos imunocomprometidos, para
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além de existir também o risco da reverténcia da atenuacdo, situacdo que pode conduzir a
producéo de doenca no individuo em que foi administrada a vacina. 3%

As vacinas mortas apresentam, desde logo, a vantagem de serem totalmente
desprovidas de poder infecioso, a0 mesmo tempo que mantém a sua capacidade de
provocar imunizagdo. No entanto, apresenta a desvantagem de ndo apresentar uma resposta
imunitéria dita 6tima, pelo que requer, por vezes, a associacdo de adjuvantes ou proteinas
transportadoras e a administracdo de varias doses de reforco para manter o estado de
imunidade. Os exemplos de vacinas virais mortas (por meio de aguecimento, agentes
quimicos ou irradiacdo ultravioleta) incluem as contra a poliomielite (Salk), influenza e
raiva, entre outras. A maioria das vacinas bacterianas sdo organismos mortos (como as do
tifo, colera, peste bubonica, tosse convulsa, etc.), mas existem outras vacinas bacterianas
que utilizam somente o0s componentes das suas paredes celulares (como as de
Haemophilus, tosse convulsa, meningococos, pneumococos, etc.). #3452

Existem ainda algumas vacinas que séo constituidas apenas por subcomponentes de
AP’s, usualmente proteinas e polissacarideos. Dado que os polissacarideos sdo moléculas
que apresentam fraco pode de imunogenicidade (produzindo apenas respostas com
producdo de IgM e sem memoria imunologica), estes sdo geralmente conjugados com
proteinas, sendo exemplo desta pratica as vacinas contra Haemophilus, meningococos e
pneumococos, entre outros. Ja as vacinas contra a hepatite-B e raiva consistem em
proteinas antigénicas clonadas num vetor adequado, sendo que este processo pretende
reduzir o risco de toxicidade associado a essas proteinas. Quando 0 mecanismo patogénico
de um agente envolve uma toxina, é utilizada uma forma modificada dessa toxina
(denominada toxoide ou anatoxina) na conce¢do da vacina, como no caso das vacinas
contra a difteria, tétano e colera. Note-se que, embora percam a sua toxicidade, as
anatoxinas mantém a sua capacidade imunogénica. ©?

A imunizacdo ativa dita convencional (i.e. por via parenteral, sendo as mais comuns
as vias intramuscular e subcutanea) apresenta alguns inconvenientes relacionados com a
sua via de administracdo, para além das restantes complicacdes inerentes ao processo de
imunizacdo. Desde logo, pesa o facto de a via parenteral ser uma via invasiva e dolorosa
para o individuo a ser imunizado, sendo que também existe a necessidade de garantir as
condicBes minimas de assepsia do local de administracdo e do proprio operador que,
idealmente, devera possuir conhecimentos técnico-cientificos suficientes para administrar a
vacina nas melhores condigdes e responder prontamente a alguma situacédo

adversa/inesperada decorrente da administragdo da vacina. Os custos inerentes a esta via de
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administracdo também sdo avultados, visto que todo o processo de investigacdo, producéo,
transporte e armazenamento das vacinas envolve grandes investimentos em infraestruturas
adequadas que mantenham a cadeia de frio e recursos humanos com um maior grau de
especializacdo, que s@o depois repercutidos no valor final de cada vacina. O material
necessario & administracdo de vacinas por via parenteral (i.e. seringas, agulhas, luvas, kit
de choque anafildtico etc.) também contribui para o aumento do custo final desta
tecnologia, visto que esses materiais tém de ser esterilizado e, ap6s a sua utilizacdo, tém de
ser convenientemente inativados e incinerados. 3%

Para além dos inconvenientes citados no paragrafo anterior (relacionados com a via
de administracdo), a imunizacdo ativa apresenta alguns efeitos adversos e até
contraindicacOes inerentes ao proprio processo. Os efeitos adversos podem ser divididos
em trés grupos: reacdes locais e sistémicas de pequena gravidade (dor no local da puncdo,
mal estar, febre), reacOes sistémicas que necessitam de assisténcia médica, mas que nao
implicam risco de vida ou invalidez (convulsdes isoladas, anafilaxia, hipotonia muscular e
diminuicdo das respostas a estimulos externos) e reacdes sistémicas graves, com risco de
vida e de invalidez permanente (alteracbes de comportamento, encefalopatia e morte).
Estas reacdes podem decorrer nas primeiras 72 horas ap0s a administracdo da vacina mas,
felizmente, a grande maioria das reacOes adversas € leve e transitoria, ficando-se pela dor
no local da aplicacdo e febre, que se resolvem espontaneamente ou com tratamento
sintomatico.®4°+>%

E importante frisar que as vacinas atualmente disponiveis sdo bastante seguras e
eficazes, mas ndo ha vacinas que sejam totalmente seguras, assim como ndo ha vacinas
totalmente eficazes. Importa também ressaltar que muitos eventos adversos graves sdo
descritos sem que haja uma comprovacéo definitiva de sua relacdo causal com a vacinagdo
(como no caso das encefalopatias). Na pratica clinica diaria, as principais urgéncias
relacionadas com a imunizacdo sdo as sincopes (perda de consciéncia autolimitada e
transitoria) e as reagdes anafilaticas. ¢+

Desta forma, a vacinacdo é, sem qualquer sombra de duvida, uma ferramenta
importantissima na delicada tarefa de gestdo da salde das populacfes, tanto em paises
desenvolvidos como em paises em desenvolvimento. No entanto, o atual panorama
mundial impde a necessidade de uma alternativa mais eficaz, efetiva, barata, confiavel e
com melhores indices de aceitacdo por parte da populacdo-alvo das vacinas. Desta forma, a
vacinagdo por vias mucosas tem ganho cada vez mais importancia desde o inicio do século

XXI, tanto pelos resultados positivos apresentados como pelas potencialidades e vantagens
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que apresenta relativamente as vacinas convencionais, existindo neste momentos inimeros

estudos que se debrucam sobre este novo campo da imunologia e satide humanas.®4%%%¢°"

3.2.2.4.2. VACINACAO POR VIAS MUCOSAS

A vacinagdo por vias mucosas tem sido o termo usualmente atribuido & producéo de
imunizacédo que utiliza as vias oral, intranasal, pulmonar, retal e vaginal (entre outras) para
a administracdo de vacinas. Combinadas, as mucosas do organismo humano perfazem uma
superficie de cerca de 400 m* ¥, sendo também essa uma das razdes que fazem do sistema
de mucosas a rota mais utilizada para a entrada de AP’s. ®® No entanto, estas superficies
sdo também dotadas de um vasto e especializado sistema imunitério (designado por tecido
linfatico associado a mucosas) que confere determinada protecdo contra toda a espécie de
substancias estranhas ao organismo (tanto patogénicas como inofensivas). De facto, uma
das razdes mais importantes que tem levado ao desenvolvimento da vacinagdo por vias
mucosas € a evidéncia cada vez mais solida de que a resposta imunitaria a nivel das
mucosas contribui significativamente para a protecdo contra Vvarias doencas,
principalmente naquelas que tém inicio nas mucosas (respiratérias, gastrointestinais,

urogenitais). ©®

Para além disso, as respostas imunoldgicas a nivel das mucosas
demonstram ser mais eficientemente induzidas pela vacinagdo por vias mucosas do que as
vacinas convencionais, que sdo geralmente fracos indutores de respostas imunitarias a
nivel das mucosas e, por isso, menos eficientes a impedir o estabelecimento de patologias
por via mucosa. ®® No entanto, tem sido por vezes complicado estimular uma resposta
imunitaria consistente e que confira protecdo a nivel das mucosas pelo método da
vacinacdo por vias mucosas na pratica clinica, razdo pela qual se verifica que sdo poucos
os exemplos de vacinas por via mucosa aprovadas para uso humano (apenas contra
infecdes por rotavirus, colera, poliomielite, febre tifoide e influenza).

Considerando que as mucosas constituem os locais por onde entram a maioria dos
AP’s, entdo a prote¢do contra esses AP’s sera mais eficiente se estiverem presentes Ac’s
nas mucosas e secrecBes locais, ao invés de estarem apenas presentes no soro (a nivel
sistémico). Alguns autores consideram até que a IgAs previne mais eficientemente a
colonizacdo das mucosas e a entrada na corrente sanguinea de microrganismos patoldgicos,
em comparagdo com a acgdo desenvolvida pelos Ac’s sistémicos neste aspeto. 9 por outro
lado, a inducdo de imunizacdo a nivel das mucosas ndo parece ser possivel através da

administracdo subcutanea ou intramuscular (utilizadas pelas vacinas convencionais), pelo
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que, para que ocorra essa imunizacdo local, a administragdo do Ag devera ser feita através
das mucosas que se encontram revestidas por tecido linfatico associado a mucosas. ©?

Acrescenta-se ainda que a administracdo de vacinas por vias mucosas
(particularmente pela via oral) tem sido apontada como a via mais natural para a
introducdo de farmacos no organismo humano, para além de ser também a de mais facil
acesso e desprovida de inconvenientes apresentados pelas outras vias de administracdo
(risco de infecdo por agulhas contaminadas, efeitos hemoliticos ou dor durante a
administracéo). ©

3.2.2.4.3. VACINACAO POR VIA ORAL

As vacinas orais (VO’s) sdo uma tecnologia de saide relativamente recente, mas
com grande potencial para produzir imunizagéo a nivel das mucosas, sendo que algumas
destas VO’s constam ja do plano de vacinagdo de alguns paises. @

Para alem das vantagens ja referidas relativamente a vacinagao por vias mucosas, a
administracdo de Ag’s por via oral apresenta melhores niveis de aceitacdo, nomeadamente
pelas criancas e jovens, que sdo também considerados a populagdo-alvo deste tipo de
imunizacdo. Acresce também o facto de ndo serem necessarios profissionais de saude
especializados para a administracdo desta tecnologia, sendo este também um fator que
facilita acbes de vacinacdo em larga escala e num curto periodo de tempo. Outro aspeto
fulcral das VO’s relaciona-se com a sua capacidade de gerar tanto imunidade local como
sistémica, embora em diferentes magnitudes. ® Porém, a vantagem que ganha cada vez
maior destaque no atual panorama de crise mundial relaciona-se com os reduzidos custos
operacionais apresentados por esta tecnologia. Este fator revela-se ainda mais
preponderante atendendo a que, na maioria dos casos, estas VO’s visam imunizar o
organismo humano contra doengas como a poliomielite, colera e febre tiféide (entre
outras), que tém uma maior incidéncia e prevaléncia em paises subdesenvolvidos e,
portanto, com menores recursos financeiros. ©

Apesar de todas as vantagens apresentadas pelas VO’s, existem alguns aspetos que
limitam o sucesso desta tecnologia e que a comunidade cientifica tem vindo a tentar
melhorar e modificar. Uma das desvantagens das VO’s relaciona-se com estabilidade dos
epitopos a nivel do trato gastrointestinal (TGI), visto que as condicdes a este nivel sdo
bastante adversas (sobretudo para epitopos proteicos), podendo assim resultar na

diminuicdo ou perda de imunogenicidade desses epitopos, sendo por isso necessarias
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grandes doses de Ag para garantir uma resposta imunitaria consistente. *® Outro
inconveniente das VO’s (relacionada, em parte, com a desvantagem anterior) prende-Se
com a necessidade de repetir a administracdo de grandes quantidades de Ag para garantir a
eficacia e durabilidade da protegdo conferida pelas VO’s, situagdo que, naturalmente, ira
resultar num aumento dos custos operacionais associados as VO’s. ®Y Outra dificuldade
relativa a este meio profilatico tem a ver com o desenvolvimento de tolerancia imunolégica
(T1), ou seja, a diminuicdo da capacidade de desenvolver uma resposta imunitéria face a
uma exposicdo repetida ao mesmo Ag. Este fendmeno de Tl é dependente da via de
administracdo (por exemplo, as vias subcuténea e intramuscular ndo geram TI) e é vista
como um dos principais desafios no desenvolvimento de VO’s, tanto pelas varias hipdteses
que levam a producdo de Tl como pela complexidade dos mecanismos que geram a
mesma. ©®? Destacam-se também pela negativa a grande variabilidade na resposta e a
enorme diversidade e dispersdo de dados clinicos (por vezes contraditorios) que estdo
associados as VO’s e que, desta forma, dificultam a sustentagdo cientifica para que muitas
destas possam ser aprovadas e comercializadas para uso humano. Existem estudos que
apontam algumas razdes para esta grande variabilidade na resposta as VO’s, como sejam a
presenca de Ac’s maternos (via placenta ou leite materno) no organismo de recém-nascidos
e bebés (que, desta forma, vao diminuir ou até inativar a a¢do pretendida das VO’s) e a
presenca de microrganismos entéricos (tanto virus como bactérias) que alterem o
funcionamento e composicdo da flora intestinal. ©® O facto de ainda n&o existir um sistema
de libertacdo genérico e que se adeque a todas as formulagdes de VO’s tem atrasado o
desenvolvimento e até algum investimento neste tipo de tecnologia, a par de também ainda
ndo estarem totalmente elucidados todos os aspetos relativos ao mecanismo de producéo de
imunidade a nivel das mucosas. ®

Deste modo, ¢ bastante evidente que a tecnologia das VO’s precisa ainda de ser
aprimorada em alguns aspetos, nomeadamente no que concerne aos sistemas de libertacao,
veiculos e adjuvantes utilizados nas formula¢des das VO’s, de modo a tornar esta
tecnologia mais simplificada e mais acessivel a escala global (mantendo, obviamente,
baixos custos operacionais), especialmente nos paises com menores condicdes financeiras

e onde as doencas infeciosas sao ainda a primeira causa de morte. ©
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3.2.2.4.4. MECANISMO DE ACAO DAS VACINAS ORAIS

A par da sua funcdo primordial de absor¢do de nutrientes, o TGl desempenha
também um papel importante na interface entre o organismo humano e o ambiente externo.
Dado que o TGI apresenta a maior densidade de microrganismos de que ha registo em
ecossistemas microbianos %, ndo seré surpreendente que este possua também um extenso
e complexo sistema imunitario que produza mais Ac’s que 0s produzidos pelo bacgo e
linfonodos, contribuindo também para a producdo da maioria da IgAs presente no corpo
humano. ® O tecido linfatico associado ao intestino (composto pelas PP, apéndice e
outros agregados linfaticos) desempenha, desta fora, um importante papel na manutencao
da homeostasia a nivel gastrointestinal. De entre os varios agentes envolvidos na resposta
imunitéria a nivel do TGI destacam-se as células M (CM’s), que sdo células especializadas
do epitélio intestinal que fazem parte do designado epitélio associado a foliculo que, por
sua vez, recobre as PP’s, que sdo estruturas foliculares linfaticas organizadas em nddulos
ou agregados, localizados sob a lamina prépria. Existe ainda uma zona entre o epitélio
associado ao foliculo e as PP’s apelidada de dominio subepitelial, onde se localizam
c€lulas dendriticas, LB’s virgens, LTcpa’s, LTcps’s (em predominadncia) e macréfagos (ver

Figura 3.5).

Célula M

linfatico
aferente

_
@: __, DistribuicSo _ {Q eferente

sistémica

Linfonodo '
periférico

Figura 3.2.5 — Esquema da resposta imunitaria local a nivel da mucosa intestinal [adaptado de (66)].
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Estruturalmente, as CM’s ndo possuem microvilosidades na sua superficie apical
(ao contrério das restantes células do epitélio intestinal), apresentam um glicocélice (matriz
glicoproteica extramembranar) menos espesso, mas formam na mesma as unifes intimas
com as restantes células do epitélio intestinal, mantendo assim intacta a funcéo barreira
destas células, embora com diferentes carateristicas estruturais. ©” As CM’s estdo situadas
em locais estratégicos do epitélio intestinal, permitindo assim a transcitose de uma
variedade de Ag’s (proteinas, virus, bactérias e outras particulas ndo infeciosas) até as
PP’s, sendo por isso desprovida de lisossomas ou outras estruturas que possam
comprometer a viabilidade imunogénica dos Ag’s, permanecendo estes intatos. (68)

As VO’s utilizam precisamente esta propriedade das CM’s para, desta forma, fazer
chegar os seus Ag’s até as CAA’s (células dendriticas e macrofagos) que se localizam no
dominio subepitelial. Estas CAA’s, apds processarem os Ag’s, vao expressa-los na sua
superficie, resultando desse processo a estimulagao e ativacdo dos LB’s e LT’s das PP’s,
com consequente produgdo de Ac’s (predominantemente do tipo IgAs) e inducdo de uma
resposta imunitaria a nivel local. As IgAs migram atraves das células epiteliais até ao
limen do intestino delgado, onde exercem a sua agao protetora contra microrganismos e
outras particulas, atraveés da inibicdo da aderéncia dos microrganismos as células epiteliais
(prevenindo a sua colonizacdo e proliferacdo), neutralizacdo de toxinas bacterianas e
atividade viral e através do bloqueio da absor¢ao de Ag’s a partir do intestino. J4 os LT’s
exercem a sua funcdo protetora atraves da migracao destes até a lamina propria e epitélio
intestinal (convertendo-se em LTcpg) onde atuam diretamente na eliminagdo de Ag’s/
microrganismos, através de mecanismos citotoxicos. Os LT’s que se diferenciam em LT¢pg
assumem um papel de regulacdo da resposta imunitaria, ao estimularem a proliferacdo de
LTcos, LB’s e LT a nivel local.®¢°7

Sobre este processo, resta ainda fazer mencdo ao potencial que esta resposta
imunitaria local tem de gerar uma resposta imunitaria sistémica, embora de fraca
magnitude. O mecanismo pelo qual sucede este fendmeno ndo estd ainda totalmente
elucidado, mas pensa-se que € através da migracdo pelos vasos linfaticos aferentes de
algumas células dendriticas (que apresentam determinado Ag a sua superficie) que atingem
outros érgaos linfaticos (como os nodulos linfaticos e o baco), despoletando nesses locais
uma resposta imunitaria sistémica. &

Outro aspeto com merecido destaque neste processo é a producdo de Tl que se
verifica em alguns casos e que diminui drasticamente a eficacia das VO’s. Sdo trés os

mecanismos basicos implicados na tolerancia induzida pelo Ag: a delecdo clonal (em que
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os linfocitos sdo eliminados por apoptose quando entram em contato com o Ag), a anergia
clonal (em que os linfécitos com especificidade para o Ag sdo inativados, mas nao
destruidos) e a supressdo ativa (em que os linfocitos deixam de reagir a presenca do Ag,
devido a agdo de citocinas inibidoras produzidas por outros linfocitos). A dose de Ag
influencia também a forma de Tl que se desenvolve, visto que baixas doses de Ag
favorecem 0 mecanismo de supressdo ativa e doses mais elevadas favorecem a anergia e
delecdo. Também o peso molecular e hidrossolubilidade dos Ag’s afeta a forma de TI
desenvolvida, em que os Ag’s com baixo peso molecular e hidrossoliveis induzem a
anergia ¢ delecdo e os Ag’s com elevado peso molecular e lipossoluveis induzem a
supressdo ativa ?. Varios estudos tém demonstrado uma inequivoca influéncia do
mecanismo de supressdo ativa na inducao de TI associados as VO’s e, mais recentemente,
também o mecanismo da anergia. Ja relativamente ao mecanismo de delecdo, existem

. c 1At o~ : 73,747
ainda poucas evidéncias na sua associacdo com TI associada a VO'’s. (73,74.75)

4. NANOPARTICULAS NA ADMINISTRACAO DE FARMACOS E

VACINAS

A tecnologia dos sistemas de libertacdo de farmacos € vista como uma das novas
fronteiras da ciéncia, dotada de uma forte componente multidisciplinar que tem
demonstrado resultados apreciaveis na melhoria e evolucdo de tecnologias de saude.
Genericamente, estes sistemas oferecem inimeras vantagens relativamente aos sistemas
ditos convencionais: maior eficicia terapéutica (através da libertacdo liberacdo progressiva
e controlada do farmaco a partir da degradacdo da matriz), diminuicdo significativa da
toxicidade, maior biodisponibilidade, administracdo segura (sem inflamacao local, como se
verifica nas vacinas convencionais), conveniente (menor nimero de doses) e ndo-invasiva
(sem necessidade de utilizar via parenteral ou outra que possa provocar dano), maior
direcionamento a alvos terapéuticos especificos e, por fim mas ndo menos importante, a
possibilidade de administrar tanto substancias hidréfilas como hidréfobas. '®

Estas novas estratégias para a veiculacdo de farmacos incluem varias aplicacGes
importantes da ciéncia de coldides, nas suas mais variadas formas (emulsdes multiplas e
inversas, microgeis, nanogéis, lipossomas, micro e nanoparticulas, micro e nanocapsulas)
sendo os sistemas nanoparticulares aqueles que oferecem melhores condicGes e mais
vantagens na formulacdo de sistemas de libertacdo de farmacos, nomeadamente a nivel da

formulagéo de vacinas orais. ©
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A via oral é a via de administracdo de farmacos preferida, ndo s6 pelo seu carater
ndo-invasivo e pela facilidade de administracdo, como também por evitar a dor e
desconforto decorrentes da via parenteral, bem como os residuos solidos resultantes
(contaminantes) que requerem uma adequada inativacdo. No entanto, quando a composi¢ao
do farmaco consiste em péptidos ou proteinas bioativas, este tem que manter a sua
integridade e viabilidade por todo o TGI até alcangar o lumen intestinal, onde necessita de
permanecer durante um determinado periodo que seja suficiente para permitir a adesao as
células epiteliais e garantir a sua transcitose até ao seu alvo terapéutico. Além do mais, 0s
péptidos e proteinas possuem per si uma baixa biodisponibilidade oral, essencialmente
devida a baixa permeabilidade apresentada por estas moléculas a nivel das mucosas e pela
instabilidade gastrointestinal, que resulta na sua degradacdo antes de ocorrer a absorcao.
Desta forma, foram varios os estudos que se focaram no desenvolvimento de sistemas de
libertacdo de farmacos apropriados para péptidos e proteinas, bem como varias estratégias
que possibilitassem o aperfeicoamento desses sistemas de libertacdo de farmacos de modo
a tornar a administracdo oral de farmacos e vacinas mais eficiente a nivel terapéutico. '® ©

Do ponto de vista farmacéutico, as nanoparticulas (NP) tém vindo a despertar
bastante interesse nos investigadores pelo facto de possibilitarem um incremento na
biodisponibilidade de péptidos e proteinas. A escolha deste sistema em particular prende-se
com a sua maior estabilidade a nivel gastrointestinal relativamente a outros coloides,
protegendo assim o farmaco/Ag do ambiente hostil do TGI. O facto de se poder modular as
carateristicas fisico-quimicas, os perfis de libertacdo (e.g. controlada, prolongada,
retardada) e o comportamento biolégico (e.g. adesdo, direcionamento, absorcao celular)
das NP atraves do seu revestimento com diversos polimeros também é um aspeto que tem
despertado bastante interessante na comunidade cientifica. Acresce ainda que a dimensao
submicroscépica e a vasta superficie das NP favorecem a sua absor¢do, comparativamente
com sistemas de maiores dimensdes.®’"®)

Alguns autores tém referido que o sistema de libertacdo de vacinas ideal deveria ter
em conta o fendbmeno de maturacdo da afinidade (processo pelo qual os Ac’s adquirem
uma maior afinidade pelo Ag). Desta forma, o comportamento ideal de um sistema de
libertagdo de vacinas deve mimetizar os perfis de concentragio de Ag’s que sd0
observados aquando de uma infe¢do natural, ou seja, elevadas doses de Ag’s nos primeiros
dias da administragdo e depois uma redug¢do gradual da quantidade de Ag’s. A

biodisponibilidade inicial de Ag’s ira influenciar a magnitude da formagdo de LTp’s,

29



Imunizag¢do oral: aplicagcées do quitosano em sistemas nanoparticulares

enquanto a subsequente diminui¢do de Ag’s ira favorecer o desenvolvimento da maturagio
de afinidade dos Ac’s. @

Neste contexto, os sistemas de libertacdo de vacinas mais estudados séo as NP
poliméricas, mais especificamente as que possuem carater biodegradavel. A encapsulacao
ira proteger o Ag do meio &cido e enzimas presentes no TGI, para além de assegurar uma
cedéncia gradual do Ag, simplificando desta forma o esquema posol6gico das vacinas.
Acresce ainda que estes sistemas contribuem para a simplificacdo e redugdo de custos
associados a logistica de producdo, transporte, armazenamento e distribuicdo de vacinas. ©

4.1.AS NANOPARTICULAS E A SUA APLICACAO NA IMUNIZAGAO ORAL

As NP sdo particulas coloidais sélidas cujo diametro varia entre 1 e 1000 nm,
constituidas por macromoléculas (de origem sintética ou natural) com diferentes
propriedades fisico-quimicas e com varias aplicacdes em diferentes areas da ciéncia.
Podem, por isso, ser utilizadas para fins terapéuticos, como adjuvantes de vacinas ou
excipientes de farmacos, onde o principio ativo pode ser dissolvido, encapsulado,
adsorvido ou ligado quimicamente. Podem ainda ser utilizadas em terapia génica, como
transportadores de ADN. ")

Existem dois tipos de nanoparticulas, dependendo da sua estrutura: as nanosferas e
as nanocapsulas. As nanosferas compdem-se de uma matriz onde 0s principios ativos
podem estar uniformemente dispersos ou adsorvidos a superficie, enguanto as
nanocapsulas apresentam uma estrutura do tipo reservatorio, estando os principios ativos

encapsulados no seu interior ou adsorvidos no exterior (Figura 4.1).
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Figura 4.1 — Esquematizacdo da estrutura de nanocapsulas e nanosferas [adaptado de (79)].

Como vem sido referido ao longo desta monografia, as formulacdes
nanoparticulares apresentam varias vantagens relativamente aos outros sistemas coloidais
(emulsdes multiplas e inversas, micro geis, nano géis, lipossomas, microparticulas e
microcapsulas). Estas vantagens relacionam-se, desde logo, com a reduzida dimenséo de
particula e elevada relacdo area superficial/'volume.®® As NP possibilitam ainda a
modulacdo das caracteristicas fisico-quimicas da sua superficie, possibilitando assim a
utilizacdo de uma enorme variedade de materiais e farmacos com diferentes propriedades
fisico-quimicas, que podem ser transportados eficazmente até aos alvos terapéuticos. %
Em determinadas situacdes, é até exequivel o direcionamento das NP até determinados
tipos de células, tecidos ou 6rgdos, através da modulacdo da superficie destas, como
referido anteriormente. ®2 Acresce ainda o facto de as NP possuirem a capacidade de
providenciar um melhor controlo da libertacdo do farmaco/Ag, bem como de permitir uma
melhor captacdo e absorcdo destes pelas células epiteliais das mucosas, promovendo até,
em alguns casos, a sua transcitose nos tecidos/células-alvo. ® Por fim, acrescenta-se que
0s sistemas nanoparticulados podem providenciar a protecdo do farmaco/Ag de ambientes
que potenciem a sua degradacdo, através da encapsulagdo desse mesmo farmaco/Ag. 8283

Apesar de todas as vantagens referidas anteriormente e dos extensos e indmeros
estudos experimentais, a utilizacdo de NP no ambito da administracdo de farmacos
apresenta ainda alguns inconvenientes relacionados com a sua formulacdo, utilizacdo e

inativagdo. O maior problema destas formula¢fes prende-se com um fenémeno designado
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por floculacdo de particulas, em que as NP (ou outros sistemas coloidais) formam
agregados espontaneos, perdendo desta forma grande parte das propriedades necessarias
para o efeito desejado. Note-se que, apesar de cineticamente estaveis, 0s sistemas
nanoparticulares apresentam somente uma meta estabilidade termodindmica. O fenémeno
da floculacdo depende das forcas que atuam entre as particulas coloidais, sendo que esta
ocorre quando as forgas de atracdo entre particulas superam as forgas de repulsdo entre as
mesmas. Desta forma, é necesséario que o potencial zeta destes sistemas nanoparticulares
ndo seja demasiado baixo para evitar o fenémeno da floculagdo de particulas, sendo que
valores na ordem dos 30 mV (positivos ou negativos) sdo considerados suficientes para
garantir a estabilidade do coldide. 5

As condigdes e o tempo de armazenamento das NP também tém influéncia direta na
sua posterior eficicia, visto que as NP dispersas em meio aquoso possuem baixa
estabilidade fisico-quimica, em periodos de armazenamento prolongados. As principais
limitacGes s@o a agregacdo das particulas, a estabilidade quimica do polimero e/ou do Ag
ou de outras matérias-primas e, por fim, a libertagdo prematura do Ag. Estas ultimas
limitacGes sdo também responsaveis pelos insucessos recorrentes na producdo em grande
escala de NP, (39

Uma limitacdo/preocupagdo mais recente relativa a estas tecnologias tem sido a
falta de estudos toxicoldgicos e ambientais que avaliem potenciais riscos da sua utilizagéo.
A questdo da seguranca dos nanoprodutos tem ganho cada vez mais aten¢do em virtude do
aumento do seu uso e da rapida comercializacdo de varios produtos que utilizam esta
tecnologia, sem que exista regulamentacdo especifica sobre a sua utilizacdo. Importa
salientar que os nanomateriais, em funcdo da sua area superficial aumentada, poderéo
eventualmente causar efeitos toxicos no organismo humano sem que haja manifestacao
aparente dos mesmos (ao contrario do que ocorre na generalidade dos efeitos toxicos
causados por macro materiais). Alguns investigadores concluiram também que a utilizacao
de nanomateriais pode causar novos efeitos que nunca antes foram detetados com a
utilizacdo de macromateriais (e.g. danos mitocondriais, aumento/diminuicdo da agregacao
plaquetaria, efeitos cardiovasculares). Nao esta claro, no entanto, quais Sao 0s riscos para o
meio ambiente e seres vivos advindos de produtos manufaturados a escala nanométrica, tal
como ndo é ainda compreensivel se tais particulas, por serem extremamente pequenas,
podem penetrar na cadeia alimentar, afetar as florestas e a qualidade do ar. A Tabela 4.1
pretende resumir as diversas vantagens e desvantagens decorrentes da utilizacdo de

nanoparticulas para a veiculacio de farmacos/Ag.®"#889)

32



Imunizagdo oral: aplicagées do quitosano em sistemas nanoparticulares

Tabela 4.1- Resumo das vantagens e desvantagens das nanoparticulas na administracdo de farmacos/Ag.

‘ Nanoparticulas

Vantagens Desvantagens
Facil modulacao superficial Perfil toxicolégico pouco estudado
Elevada relacdo superficie/volume Possivel captacdo ou absorcdo por outras

estruturas do organismo

Protecdo do farmaco/Ag encapsulado Capacidade de associacdo de farmaco/Ag

limitada pelas reduzidas dimensdes

Possibilidade de perfil de libertagdo controlado | Dificuldades no armazenamento e estabilidade
coloidal

Possibilidade de direcionamento a | Dificuldades na produgdo em grande escala

determinados alvos terapéuticos

Captacdo e absorcdo do farmaco/Ag | Impacto ambiental desconhecido

melhoradas

A aplicacdo da nanotecnologia no desenvolvimento de vacinas orais tem-se
revelado uma opc¢éo bastante atraente, visto que as funcdes fisiologicas dos organismos séo
baseadas em entidades com tamanhos na ordem dos nanometros (e.g. material genético,
compostos extracelulares, virus). De facto, o tamanho das particulas carregadas com
determinado Ag deve ser da mesma ordem de grandeza do tamanho dos AP’s, de modo a
serem elas também absorvidas e apresentadas por CAA’s ao sistema imunitario da mucosa
intestinal. Desta feita, pode-se considerar que o principal papel destes sistemas
nanoparticulares é o de fazer chegar a maior quantidade de Ag viaveis (i.e. que mantenham
0S seus epitopos intactos e as suas caracteristicas imunogeénicas inalteradas) até aos tecidos
linfoides responsaveis pela resposta imunitaria da mucosa intestinal. A poténcia destes
sistemas pode ainda ser melhorada mediante a utilizacdo de imunopotenciadores,
principalmente em formulacdes com Ag’s de fraca imunogenicidade.(so‘go)

Existe uma grande variedade de materiais que sdo utilizados na formulacdo de NP
(e.g. polimeros, lipidos, proteinas, metais), sendo necessario definir rigorosamente qual a
carga, alvo e efeito que se pretende de determinada formulacdo para que se selecione o
material mais apropriado na sua producdo. As NP requerem materiais que sejam inertes,
biocompativeis e disponiveis com um grau de pureza farmacéutico, ocorrendo a libertacéo
do Ag por via da degradacdo, erosédo, dilatacdo ou difusdo da NP, pelo que é igualmente

importante que o material selecionado seja também biodegradavel. ® Deve também ser
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tida em conta a estabilidade, eficiéncia de encapsula¢do e quantidade de material que pode
ser incorporado na NP. Podem ser também necessarias outras caracteristicas mais
especificas e que resultam de especificidades da via de administracdo. No caso da via oral,
é necessario ter em conta a permeabilidade e a viabilidade das NP nas condicbes
fisiologicas do TGI. Tendo em conta todas estas especificidades e necessidades, a escolha
do material para produzir as nanoparticulas a utilizar recai, naturalmente, nos polimeros
(tanto sintéticos como naturais), visto que estes possuem varias das caracteristicas referidas
anteriormente. 9

Além do mais, existe neste momento uma enorme quantidade de informacéo
disponivel relativamente a interacdo das células do sistema imunitario com os diferentes
materiais utilizados (incluindo também os dotados de imunopotencia¢do), bem como dos
principios e mecanismos inerentes ao funcionamento do sistema imunitario, o que tem
possibilitado a experimentacdo de varias combinacfes de diferentes materiais na
formulagéo de adjuvantes de vacinas ©?.

Relativamente a vacinacdo por via oral, as NP assumem duas responsabilidades
primordiais: a de proteger os Ag’s da degradacdo ao longo do TGI e a de aprimorar 0
direcionamento e captacdo pelo tecido linfatico associado ao intestino. Desta forma, o
constante aprofundamento do conhecimento relativo a estes dois aspetos podera ser a
chave para a formulacdo de vacinas orais cada vez mais eficientes. %

Acrescenta-se ainda que outra caracteristica desejada nos sistemas nanoparticulados
para administracdo de vacinas orais tem a ver com a sua capacidade de comportar grandes
quantidades de Ag. A associacdo do Ag pode ser efetuada por dois métodos: através da
incorporacdo do Ag ainda no processo de formulacdo da NP ou através da adsorcdo de Ag
apods a formulagdo das NP, incubando as mesmas numa solugao concentrada de Ag’s. Estes
dois métodos permitem a associacdo dos Ag’s as NP através de varias formas. Assim, 0S
Ag’s podem ser encapsulados nas cavidades formadas apds o arranjo do polimero
(nanocépsulas), dispersos na matriz formada pelo polimero (nanosferas), adsorvidos a
superficie das NP e/ou ligados quimicamente ao polimero. A quantidade de Ag que €
associado as NP e o seu tipo de interacdo dependem da estrutura quimica do proprio Ag, da
estrutura quimica do polimero e do método de associaco utilizado.%®

O mecanismo pelo qual o Ag se liberta a partir da NP é também um fator a ter em
conta aquando da formulacdo do polimero, dado que ira influenciar a eficacia e sucesso
desta tecnologia. Em termos gerais, o racio de libertacdo do Ag depende da propria

solubilidade deste, do rompimento da ligacdo quimica com o polimero, da difusdo através
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da matriz do polimero e da degradacdo da propria NP. Foi também proposta a hipotese de a
dimensdo das NP ter influéncia no racio de degradacdo do polimero, mas alguns
investigadores elaboraram experiéncias com NP de diferentes dimensfes e concluiram que,
in vitro, ndo ha nenhuma correlacdo entre a dimensdo das NP e a degradacdo do polimero.
No caso das nanosferas, a libertacdo ocorre por difusdo a partir da matriz ou por erosao
desta, dependendo da velocidade com que cada uma ocorre. 798193)

No que concerne a dimensao das NP, as que possuem menores dimensdes terdo
uma superficie maior, pelo que terdo maior tendéncia a agregar (i.e. possuem menor
estabilidade termodinamica) e a libertar os Ag’s mais precocemente (0s processos de
difusdo/dissolucdo sdo mais rapidos devido a maior superficie de contato com o meio
exterior) do que NP com dimensBes maiores (logo, com nucleos maiores). Estas NP com
maiores dimensdes permitem tanto a incorporacdo de maiores quantidades de Ag como a
libertacdo mais faseada destes, mas € necessario ter em conta que a dimenséo afeta, como
ja foi referido, a captacdo das NP a nivel das células epiteliais do intestino, pelo que a
formulacdo de NP compreende sempre um desafio na procura do equilibrio perfeito entre
estas trés vertentes (dimensdo, estabilidade e capacidade de captacdo/absorcédo). Mais se
acrescenta que a dimensdo das particulas é usualmente aferida através das técnicas de

espectroscopia de correlacéo foténica ou por disperséo de luz.")

4.1.1. PRINCIPIOS DE FORMULACAO DE NANOPARTICULAS

Como referido anteriormente, as NP poliméricas tém sido o grupo mais estudado no
ambito da imunizacdo, o que se deve essencialmente a sua flexibilidade, que permite uma
facil modulacéo das carateristicas fisico-quimicas. Estas NP podem ter por base polimeros
de origem natural ou sintética, existindo varios métodos de producdo em cada caso, 0S
quais apresentam como grande variavel o facto de se partir de um polimero pré-formado ou
de se realizar uma polimerizagdo. Muitos sdo os materiais poliméricos que tém sido
reportados para a producdo de sistemas nanoparticulados, demonstrando o seu potencial
como transportadores de farmacos, com diferentes propriedades e vantagens especificas. ©
2 83 No entanto, os materiais mais estudados com aplicacdes farmacéuticas para
utilizacdo em vias mucosas sdo os polimeros a base de acido poli (lactico-glicélico), acido
polilactico, polietilenoglicol, policaprolactona e quitosano. Qutros polimeros

biodegradaveis naturais como a albumina, o colagénio e a hemoglobina tém também sido
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estudados, mas apresentam limitacOes relativas aos seus elevados custos de purificacdo e
aquisicdo. 7782

Os polimeros naturais (e.g. albumina, alginato, quitosano) apresentam vantagens
que incluem a sua maior propensdo para apresentar biodegradabilidade e
biocompatibilidade, que sdo requisitos obrigatérios dos sistemas de administracdo de
farmacos. Além disso, em alguns casos apresentam ainda carater bioadesivo, o que confere
grande capacidade de interagdo com as mucosas. As NP que tém por base polimeros
naturais sdo maioritariamente produzidas por métodos de gelificacdo i6nica e coacervagao
Estes métodos apresentam a vantagem de serem suaves e isentos de solventes, fatores que
podem ser determinantes para a manutencdo das caracteristicas do farmaco/Ag a ser
incorporado nestas NP. Mais se acrescenta que a escolha do polimero deve ter em conta
ndo sO o objetivo e alvo terapéuticos como também a biocompatibilidade e perfil de
degradacdo do polimero em condicdes fisioldgicas. ©

As propriedades apresentadas pelas NP dependem de varios fatores, incluindo os
parametros selecionados para a préopria formulagdo. Aspetos como a concentragdo de
farmaco/Ag e o peso molecular do polimero demonstram ter influéncia direta no tamanho
de particula, neste ultimo caso verificando-se que a menor peso molecular correspondem
NP menores e menos dispersas. 4929697

As propriedades da superficie das NP também influenciam a extenséo da absorc¢éo a
nivel intestinal das proprias NP ou do Ag encapsulado/adsorvido nestas. Ja a lipofilia e a
carga superficial sdo, por sua vez, largamente influenciadas pela composicdo do polimero.
No entanto, a superficie das NP pode ser modificada e modulada de forma a adquirir as
propriedades desejadas, de modo a atingir com maior eficacia o alvo terapéutico. Apesar
de ndo haver ainda um consenso sobre as caracteristicas superficiais ideais, € assumido que
estas desempenham um papel fulcral no processo de absorcdo das NP/Ag a nivel das
células do epitélio intestinal (tanto nos enterdcitos como nas CM). Desta feita, varias
estratégias tém sido desenvolvidas no sentido de melhorar a absorcdo a nivel da mucosa
intestinal, seja pela modificacdo das suas caracteristicas superficiais ou pelo acoplamento
superficial de ligandos especificos. ©

A modificacdo da superficie das NP pode ocorrer através do revestimento destas
com estabilizadores hidrofilicos, polimeros bioadesivos ou surfactantes, podendo realizar-
se também pela incorporacdo na formulacdo de copolimeros biodegradaveis que
contenham componentes hidrofilicos na sua formulacdo. Estas modificacGes alteram o

potencial zeta (i.e. o potencial eletrocinético a superficie) e a lipofilia das NP e,
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consequentemente, a estabilidade da formulacéo, propriedades de mucoadesao e adsorgéo e
a absorcdo oral de NP. Devido as suas apreciaveis propriedades mucoadesivas, 0 quitosano
tem sido o polimero mais utilizado para revestir a superficie de NP sendo que, atualmente,
o principal objetivo deste tipo de modificacdo é o de melhorar o transporte de NP/Ag até e
através da mucosa intestinal, por meio de interacfes especificas entre estes transportadores
e as células epiteliais intestinais. ©%)

A estratégia que se refere ao acoplamento de ligandos a superficie das
nanoparticulas tem o objetivo de proporcionar um direcionamento especifico até aos
recetores expressos nas células do epitélio intestinal. VVarias moléculas tém sido estudadas
para este fim, sendo a familia das lecitinas a mais frequentemente visada. A grande
vantagem desta estratégia assenta na grande variedade de ligandos (e, consequentemente,

de diferentes caracteristicas e propriedades) que podem ser acoplados a superficie das NP.
(9,99,100)

‘4.1.2. TRANSPORTE DE NANOPARTICULAS ATRAVES DA MUCOSA
‘ INTESTINAL

No contexto da atual monografia, as nanoparticulas desempenham um papel crucial
no transporte dos Ag’s até aos alvos terapéuticos. Até atingir a mucosa intestinal, as
nanoparticulas precisam de percorrer um longo e atribulado caminho pelo trato
gastrointestinal, sendo que a eficacia do tratamento ird depender, em parte, da eficiéncia
com que esse transporte é realizado. Ja a absorcdo de NP/Ag’s a nivel da mucosa intestinal
tem sido largamente abordada por numerosos estudos ao longo dos ultimos anos.
Atendendo a todas as vantagens apresentadas pela via oral (ja referidas anteriormente), tém
sido feitos varios esforcos no desenvolvimento e aperfeicoamento de formulagdes orais e
na sua subsequente absorcéo a nivel da mucosa intestinal. ©%%

No entanto, existem dois aspetos fulcrais que limitam a investigacdo desenvolvida
em torno desta tecnologia. O primeiro aspeto prende-se com o desconhecimento da
quantidade de Ag que atinge a corrente sanguinea com capacidade de produzir o efeito
terapéutico desejado. O segundo aspeto tem a ver com a fiabilidade da extrapolacdo de
resultados experimentais de modelos animais para o organismo humano, dado que a
maioria dos estudos que avalia o transporte de NP/Ag através da mucosa intestinal se
efetua em organismos de animais, sendo por isso dificil de avaliar a eficiéncia dessas

formulages no organismo humano. ©1%%)
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Em teoria, as particulas podem atravessar o epitélio intestinal pela via paracelular
(i.e. pelas unides intimas, situadas entre duas células epiteliais adjacentes) ou pela via
transcelular (i.e. através das células do epitélio intestinal), sendo que a Ultima tem sido a
mais explorada pelos investigadores (Figura 4.2).

LUMEN INTESTINAL  Transpoite

paracelular

Transcitose Difuséo
(atraves de enterdcito) passiva

Transcitose
(através de célula M)

Enterdcito

M

Unido intima

Figura 4.1.2 — Esquema do transporte de particulas através do epitélio intestinal [adaptado de (9)].

Em condicdes fisiologicas, a via paracelular é bastante limitada, tanto pela diminuta
superficie dos espacos intercelulares como pelo caracter bastante apertado do percurso das
unides intimas entre as células epiteliais (com um diametro entre os 3 e os 10 A). Com o
intuito de melhorar o transporte paracelular, foram realizados alguns estudos em que foram
utilizados surfactantes para promover uma melhor absorcdo de farmacos/particulas por esta
via. No entanto, o seu mecanismo de acdo induzia danos irreversiveis no TGlI, pelo que foi
feita uma nova abordagem com a utilizacdo de polimeros hidrossoluveis (e.g. quitosano,
amido, polimeros tiolados), desta feita, com melhores resultados que 0s seus antecessores.
Apesar do seu sucesso relativo, a atuacao destes polimeros sobre as unifes intimas resulta
também numa acessibilidade indiscriminada de todo o conteddo do TGI (incluindo toxinas
e AP’s) até a corrente sanguinea. Note-Se que 0 aumento da acessibilidade desta via pode
também resultar da acdo das células dendriticas ou de determinadas patologias
inflamatdrias intestinais (como a doenca de Crohn), mas sem beneficios acrescidos no que
toca & veiculagdo de farmacos por esta via.©03:104.10%)

Relativamente a via transcelular, esta consiste no transporte de particulas (neste
caso, NP) através de um processo de transcitose, em que as células do epitélio intestinal
efetuam a endocitose de particulas através da membrana apical e a sua exocitose atravées da

zona basolateral até ao dominio subepitelial (ver Figura 3.5). Do ponto de vista da
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administracdo oral, os dois tipos de células que interessam sdo 0s enterdcitos e as CM’s,
pois estes representam a maioria das células que recobrem o TGI, embora a propor¢do de
CM’s seja muito inferior a de enterdcitos (cerca de 1% da superficie total do intestino,
distribuidas maioritariamente ¢ contiguamente as PP’s). Mais recentemente, tem sido
estudada e considerada a producdo de vacinas orais direcionadas as células dendriticas,
dado que estas sdo células especializadas na apresentacdo de Ag, demonstrando serem
substancialmente responsaveis pelo desencadear de uma resposta imune adaptativa, através
da internalizacdo, processamento e apresentacdo do Ag pelo CMH | e 1l aos LTcps+ €
LT cpss. (106,107)

Apesar de ainda existir alguma controvérsia, existem algumas evidéncias que
demonstram que a transcitose pode ocorrer através dos enterécitos. Contudo, a quantidade
de particulas absorvidas por esta via € geralmente muito baixa, como resultado da baixa
atividade endocitica verificada nestas celulas, sendo que maioria das particulas é
transcitosada no epitélio associado ao foliculo. Consequentemente, a comunidade cientifica
tem centrado os seus esfor¢os na investigacdo das estruturas que compdem o epitélio
associado ao foliculo, nomeadamente as CM’s ¢ 0s PP’s.1%)

O transporte de NP pela via transcelular depende de varios fatores, sendo os mais
criticos as propriedades fisico-quimicas das NP’s (dimensdo, potencial zeta, lipofilia e
presenca de ligandos a superficie), a fisiologia intrinseca do TGI (i.e. as variagdes de
permeabilidade, cujas causas foram ja referidas anteriormente) e o modelo animal utilizado
no estudo de transcitose. E consensualmente aceite que a transcitose de NP aumenta com a
diminuicdo do diametro destas, sendo igualmente consensual que as NP que apresentam
carga exibem uma biodisponibilidade oral mais baixa. Foi também demonstrada uma
relacdo inversa entre a lipofilia das NP e transcitose, embora tenha sido verificado um
aumento na permeabilidade através da mucina (constituinte do muco com fungdes
protetoras) com NP com carater lipofilico. A questdo do modelo animal utilizado nos
estudos e as subsequentes extrapolagfes para 0 organismo humano sdo também
consideradas de extrema importancia, atendendo a grande variabilidade das propriedades
das células intestinais verificada entre diferentes espécies, especialmente em relacdo as
CM’s. Contudo, e apesar da falta de estudos que possibilitem extrapolar corretamente a
informacdo e dados recolhidos em modelos animais, tém sido arquitetadas (com sucesso)
varias estratégias e métodos que permitem aprimorar a captacdo (tanto especifica como

inespecifica) de NP do lumen intestinal até aos alvos terapéuticos, através dos enterdcitos e
CM’s,(9:101,102,109)
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As estratégias desenvolvidas para a captacdo inespecifica de NP compreendem a
adaptacdo do revestimento polimérico com o intuito de melhorar a captacdo das NP
(através da modificagdo da mucoadesdo, utilizagdo de promotores de permeabilidade
poliméricos e estabilizadores de formulagdo coloidal) e o acoplamento de ligandos ao
revestimento polimérico com o objetivo de melhorar o processo de endocitose. O
acoplamento de ligandos as NP aumenta significativamente o transporte destas através da
mucosa intestinal, tanto pelo aumento das interaces com o muco e/ou superficie das
células epiteliais do intestino, como pela promocao da transcitose das NP. Ja as estratégias
especificas de captacdo de NP assentam, em linhas gerais, na modificacdo destas Ultimas
pela acoplacdo de moléculas a sua superficie que demonstrem potencial de interagir
especificamente com as células-alvo (enterdcitos ou CM’s), com o intuito de promover
uma maior eficiéncia no transporte e absorgdo das NP por essas células.®*?

Existem duas estratégias diferentes relativas ao direcionamento das NP até as
células do epitélio intestinal. Uma dessas estratégias passa por dirigir as NP até aos
inimeros enterodcitos existentes ao longo da mucosa intestinal (mas que possuem, como
referido anteriormente, reduzida atividade endocitica), enquanto a outra estratégia tenta
maximizar a transcitose através das CM’s, utilizando ligandos com especificidade para
essas células. @9

Relativamente a estratégia que visa o direcionamento das NP até aos enterocitos, a
abordagem mais popular passa pela utilizacdo de lectinas (com diferentes propriedades e
especificidades). Aglutininas do gérmen de trigo, concanavalina A e a toxina labil de E.
coli sdo exemplos de lectinas utilizadas para o efeito. No entanto, a utilizacdo cronica
destes compostos (conhecidos também pelas suas propriedades altamente imunogénicas)
podem despoletar uma resposta inflamatdria e irritacdo a nivel do TGI, para alem de se
revelarem também citotoxicas para o organismo. Existem também formulacGes de NP que
utilizam uma associacdo de quitosano e glucomanano, que conferem a vantagem de
estabilizar as NP face aos fluidos gastrointestinais, a0 mesmo tempo que facilitam as
interacdes das NP com os recetores de manose dos enterdcitos.®1?

Embora as CM’s estejam em menor propor¢dao no TGI humano e apresentem uma
enorme variabilidade (tanto a nivel de espécies diferentes como a nivel da mesma espécie,
em dependéncia do proprio individuo e da sua situacao fisiologica), a sua habilidade em
transcitosar eficientemente particulas tem convencido varios grupos de investigadores a
delinear algumas estratégias que visam o desenvolvimento e direcionamento de NP a este

tipo especifico de células intestinais. O direcionamento das NP até as CM’s ¢ de extrema
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importancia, visto que é desta forma que se tenta compensar o facto de estas células
constituirem apenas 1% da superficie total do intestino. No entanto, esta tarefa tem-se
revelado complicada por nédo existir um marcador especifico das CM’s, sendo utilizado um
ligando (UEA-1) com elevada especificidade para a a-L-fucose presente nas membranas
apicais das CM’s de roedores, mas ndo nas CM’s de humanos. No entanto, existem alguns
estudos que apontam a especificidade de algumas lectinas (como as derivadas de Sambucus
nigra e Viscum album) para as CM’s humanas, apresentando assim potencial para serem
usadas como ligandos na formulacdo de Np.®13114

Outra estratégia para direcionar as NP até as CM’s prende-se com a mimetizacao
do comportamento de alguns AP’s (como algumas espécies de Yersinia, Salmonella e
Shigella) que conseguem invadir a mucosa intestinal através das CM’s atingindo o Sistema
imunitario local da mucosa. Estes AP’s apresentam a sua superficie estruturas microbianas
(adesinas) que sao responsaveis pela ligacdo e internalizagdo do AP pelas CM’s, pelo que
Iguns investigadores combinaram extratos de Salmonella com NP poliméricas,
administrando-as de seguida per os a roedores, observando que essas NP foram
amplamente distribuidas pelas pp’s. 0119

Existem ainda outros ligandos passiveis de direcionar as NP até as CM’s, embora
com menor expressividade. Um exemplo desses ligandos sdo as Ig’s (particularmente a
IgA) que podem ligar-se especificamente a superficie das CM’s, facilitando a absor¢ao das
NP revestidas por esta categoria de moléculas. @

Também o gangliosideo M1 (recetor ubiquitario e presente no apice da maioria das
células intestinais) tem sido visto como um possivel alvo para o direcionamento de NP,
visto que este recetor apresenta especificidade para a subunidade B da toxina da cOlera
(porcao sem toxicidade). Dado que este recetor esta presente tanto em enterdcitos como em
CM’s, o revestimento de NP com a toxina referida anteriormente pode conferir alguma
especificidade para o direcionamento dessas NP até as CM’s, visto que estas apresentam
um glicocalice menos espesso, estando assim estes recetores de gangliosideo M1 mais
acessiveis as NP. Para além deste recetor, varios outros tém sido estudados como novos
alvos para direcionamento de Np.®7:11®

A Figura 4.3 pretende resumir as varias abordagens que foram referidas
anteriormente com o intuito de melhorar a absorcdo de NP por parte das células epiteliais

do intestino.
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Figura 4.1.3 - Resumo das estratégias de aperfeicoamento da absorcéo das NP a nivel do TGl [adaptado
de (9)].

4.2.NANOPARTICULAS DE QUITOSANO PARA IMUNIZAGAO ORAL

O quitosano € um polimero de origem natural constituido por unidades de N-acetil-
D-glucosamina e D-glucosamina (estando a ultima em maior propor¢éo) e pode ser obtido
naturalmente a partir de fungos (dos géneros Mucor e Zygomicetes) ou, mais comummente,
por via da desacetilacdo alcalina da quitina, tida como o segundo polissacarideo mais
abundante na natureza (a seguir a celulose) e presente no exosqueleto de crustaceos e
insetos (ver Figura 4.4). O grau medio de desacetilacdo (parametro que mede a extensao
da reacdo de N-desacetilacdo da quitina) determina a obtencdo de moléculas de quitosano
com diferentes caracteristicas fisico-quimicas (e.g. solubilidade, viscosidade, pKa). ‘** No
entanto, é dificil obter quitosano com um elevado grau médio de desacetilacdo, visto que a
degradacdo do polimero aumenta com o aumento do seu grau médio de desacetilacdo
(geralmente, este situa-se entre 0s 30% e 0s 95%). No entanto, é desejavel que o quitosano
apresente um elevado grau de desacetilacdo (geralmente, superior a 60%), de modo a
possibilitar uma melhor modulacdo das suas propriedades fisico-quimicas, seja pelo seu
revestimento com outro(s) polimero(s) ou pela sua modificacdo quimica, produzindo assim
derivados de quitosano com propriedades especificas para  determinadas

ap | ica(;ﬁes (119,120,121,122,123)
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Figura 4.2.4 - Representacdo das estruturas quimicas da quitina e quitosano [adaptado de (120)].

Um aspeto relevante na utilizacdo de quitosano relaciona-se precisamente com a
sua producdo a partir da quitina. Como referido anteriormente, a quitina € encontrada em
abundancia em crustaceos, insetos e alguns fungos, mas a maior fonte deste polissacarideo
é proveniente das industrias de transformacgdo de alimentos extraidos do mar. O material
ndo comestivel (i.e. cascas, carapacgas e outros) €, na grande maioria das vezes, considerado
como desperdicio e descartado no processo de transformacdo, o que torna a aquisicdo de
matérias-primas extremamente barata. Porém, é importante realcar que a extracdo dos
constituintes com interesse economico deve ser realizada de forma adequada e garantir, no
final do processo, a obtencdo de quitosano com um elevado grau de pureza e isento de
contaminantes (e.g. proteinas, endotoxinas, metais téxicos). 2%

Tanto a quitina como 0 quitosano sdo considerados materiais biologicamente
compativeis com o organismo humano, ndo apresentando também riscos acrescidos para o
meio ambiente. Além do mais, apresentam um rol de caracteristicas e vantagens que
possibilitam a sua utilizacdo em varias areas cientificas e industriais, tais como a
inexisténcia de toxicidade, biodegrabilidade, polifuncionalidade, elevada reatividade
quimica, quiralidade, propriedades quelantes e alto poder de adsorcdo (conferido pela alta
hidrofilia, presenca de varios grupos funcionais e flexibilidade da cadeia polimérica). O
maior problema relacionado com a extracdo da quitina resulta do seu modo de preparacéo,
pois é dificil de obter quitina com as mesmas caracteristicas dos lotes sintetizados
anteriormente, nomeadamente no que concerne a sua massa molar e grau de acetilacdo.
Desta forma, o polimero obtido deve ser devidamente caraterizado quanto a sua massa
molar, grau de desacetilacdo e distribuicdo dos grupos amina e acetilo ao longo da cadeia,
visto que estas carateristicas podem influenciar a biodegradabilidade do mesmo,
principalmente na acessibilidade enzimatica, influenciando assim a hidrélise do

polissacarideo. (*20:124125)
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Vérios autores referem grandes variagdes nas propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas do quitosano, muito devido & sua forma de obtencdo, origem das matérias-
primas, modo de preparacao, temperatura e tempo de secagem, entre outros. Relativamente
a solubilidade do quitosano, é de salientar que este polissacarideo apenas solubiliza em
solucBes aquosas de carater acidico, dado que a sua constante de dissociacdo &cida (pKa)
ronda os 6,5. Desta forma, o quitosano apresenta-se insolivel em meios cujo pH seja
superior a 6,5 (e.g. agua, alguns fluidos corporais) apresentando também esta carateristica
em solventes organicos e algumas bases diluidas. Porém, em solu¢fes aquosas com carater
mais acidico, este polimero apresenta uma solubilidade crescente, resultante da protonacéao
dos grupos amina da cadeia polimérica pelo que, em solugdes com pH entre 1 e 2, 0
quitosano apresenta-se totalmente sollvel. Note-se que a solubilidade do quitosano
depende ndo somente do grau médio de desacetilagdo mas também da distribuicdo dos
grupos acetilo ao longo da cadeia principal e da massa molar do polimero. Deve-se ter
também em conta que a desacetilacdo, usualmente efetuada no estado solido, confere uma
estrutura irregular ao polimero final, devido ao carater semicristalino do polimero
inicial.(123'126'127'128)

O quitosano apresenta ainda varias propriedades bioldgicas com relevante interesse
medicinal, ao apresentar propriedades fungicidas e fungistaticas (com interesse para a
industria de cosméticos), antimicrobianas e bacteriostaticas (através de interacdes com as
membranas dos microrganismos), hemostaticas (efeito coagulante, ao reduzir o tempo de
coagulacdo, o que se reflete também numa cicatrizacdo mais rapida), dietéticas (efeito
hipocolesterolémico e hipolipidémico e contribuicdo na reducdo de peso), analgésicas (ao
interferir positivamente nos processos inflamatorios) e, por fim, regenerantes (regeneracdo
6ssea e tecidular).(20:123:127)

Este polissacarideo tem sido largamente utilizado no desenho de sistemas de
libertacdo de farmacos de natureza micro e nanoparticular devido as suas vantagens em
relacio a outros materiais. Estas vantagens devem-se, essencialmente, a sua maior
estabilidade relativa, menor toxicidade e métodos de producdo mais simples e suaves, que
evitam a utilizacdo de elevadas temperaturas e solventes organicos com potencial
toxicidade que poderiam danificar a estrutura e atividade terapéutica do farmaco. Este
Gltimo aspeto é particularmente importante na formulacdo de vacinas, visto que a
desnaturacdo e/ou inativacdo do Ag resultaria numa perda de eficacia terapéutica da
formulacdo. Acrescenta-se ainda que a utilizacdo deste polimero permite uma elevada

eficécia de encapsulagdo, comparativamente com outros polimeros. %%
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Um outro aspeto vantajoso para a sua utilizagdo do quitosano na administracdo de
farmacos é relacionado com a sua caracteristica mucoadesiva, como comprovado em
varios estudos decorridos in vitro. Esta adesdo do quitosano as mucosas ocorre devido a
mecanismos de hidratacdo, interagdes ionicas e pontes de hidrogénio permitindo desta
forma um maior tempo de contato entre o farmaco/Ag e a mucosa intestinal, o que resulta
num aumento da biodisponibilidade desse farmaco/Ag. 2 Existem varios fatores que
afetam as propriedades mucoadesivas do quitosano. A composi¢do do muco pode ser um
deles, dado que o seu componente principal (mucina) é rico em cargas substancias de carga
negativa, nomeadamente originarias do acido sialico, o que promove interacGes de carater
eletrostatico entre 0 muco e o quitosano a nivel do estbmago, onde o quitosano se encontra
carregado positivamente. Desta forma, a extensdo desta interagdo entre 0 muco e o
quitosano depende da quantidade de &cido sialico presente na mucina e do grau de
desacetilacdo do quitosano. % Também o pH, peso molecular e grau de desacetilacio
influenciam a mucoadesao do quitosano. As interacdes sdo mais fortes quando os niveis de
pH sdo mais baixos (situacdo em que 0 quitosano estéd positivamente carregado) e quando
as cadeias poliméricas sao mais longas (logo, com maior peso molecular e mais grupos
carregados), visto que conseguem penetrar mais eficazmente na camada mucinica. As
interacdes demonstram também ser mais fortes quando o quitosano apresenta um maior
grau de desacetilacdo dado que, nestas condicdes, existe uma maior densidade de carga
proveniente dos grupos amina livres. 23

A utilizacdo do quitosano em sistemas de libertacdo de farmacos possibilita
também um aumento da permeabilidade das juncdes estreitas (aumentado desta forma a
eficiéncia do transporte paracelular), o que conduz a um aumento da absorcéo do farmaco
pela via transcelular. Acrescenta-se ainda que o quitosano tem demonstrado possuir uma
atividade imunoestimuladora, através da estimulacdo e ativacdo de macrofagos e linfécitos,
promovendo assim uma maior magnitude na resposta imunitaria a nivel local. *? Estas
Gltimas propriedades justificam a vasta utilizacdo deste polimero como adjuvante
(substancia que promove o aumento de imunogenicidade dos Ag’s) na formulagdo de
vacinas por vias mucosas. 33134

Apesar de todas as vantagens inerentes a utilizacdo do quitosano, este apresenta
algumas limitacGes que podem influenciar a eficacia do sistema de libertacdo. Uma dessas
limitacGes é a baixa solubilidade a pH fisiologico (7,4), limitando desta maneira o seu
efeito promotor de absorcdo na veiculacdo de farmacos que utilizam a via oral ou nasal.

Outra limitacdo do quitosano prende-se com a sua utilizagdo em sistemas de libertagdo
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controlada visto que este polimero adsorve muito rapidamente &dgua, o que poderé resultar
numa libertacdo mais rapida e prematura do farmaco/Ag. A Tabela 4.2 pretende resumir as
vantagens e desvantagens decorrentes da utilizacdo do quitosano na formulacdo de

nanoparticulas. ®¥

Tabela 4.2 - Resumo das vantagens e desvantagens do quitosano na formulacao de nanoparticulas

‘ Quitosano

Vantagens Desvantagens
Biocompativel e biodegradavel Insoltvel a pH fisioldgico
Propriedades imunoestimulatérias Libertacdo prematura do farmaco/antigénio

) o ; Aumento de permeabilidade desmesurado pode
Baixo custo de aquisicao e transformacéo ] .
promover a entrada de organismos patogénicos

Propriedades mucoadesivas e de aumento da

permeabilidade de mucosas

Formulacdo de nanoparticulas por métodos

suaves e isentos de compostos organicos

Para tentar contornar as limitacdes referidas anteriormente, os investigadores tém
elaborado algumas modifica¢fes quimicas na molécula de quitosano, sendo que a maioria
incide nos grupos amina livres e nos grupos hidroxilo. A investigacdo em torno do
quitosano nao se limita apenas a sua forma desacetilada da quitina. Um elevado niumero de
derivados de quitosano tem sido obtido através de inser¢fes de novos grupos funcionais e
de modificacdes quimicas (como a quaternizacdo, acilacdo, tiolacdo, entre outras) que
permitem a producdo de um vasto leque de derivados de quitosano com diferentes
especificidades, para serem utilizados em varias aplicacbes nas areas da biomedicina e
biotecnologia. Note-se que estas modificacdes ndo afetam a estrutura fundamental da
molécula de quitosano, mas possibilitam o melhoramento de algumas propriedades (e.g.
mucoadesdo e inducdo de permeabilidade) deste polimero e/ou até a aquisicdo de novas
propriedades, permitindo assim o desenho de derivados de quitosano para fins e aplicacdes
especificas. A capacidade do quitosano suportar facilmente estas modificacdes é também
vista como uma vantagem em relacdo a outros polissacarideos, nos quais é mais dificil de
efetuar estas modificacdes estruturais com sucesso. Acresce ainda o facto de o quitosano
ser também utilizado em revestimentos de nanoparticulas, contribuindo assim para um
melhoramento das carateristicas mucoadesivas destas e, consequentemente, num aumento

do efeito terapéutico do farmaco/Ag encapsulado. ®***¥ O N-trimetilquitosano é um
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exemplo de um derivado de quitosano que apresenta uma melhor solubilidade a pH
fisiolégico, sendo até utilizado como veiculo no transporte transmembranar de genes,
apresentando inclusive melhores resultados que o quitosano, a0 mesmo tempo que mantém
as propriedades de biocompatibilidade, alta eficiéncia de associacdo e promocdo de
permeabilidade. No entanto, este derivado tem a grande desvantagem de proporcionar a
libertacdo precoce do Ag, fendbmeno que compromete drasticamente a sua subsequente
biodisponibilidade e eficacia da vacina oral. *** Outro derivado de quitosano utilizado em
alguns ensaios é o mono-N-carboximetilquitosano, tido como promotor de absor¢do
intestinal de macromoléculas aniénicas, como a heparina de baixo peso molecular. 3
Também os conjugados de quitosano (i.e. moléculas de quitosano conjugadas com
excipientes bioativos) possuem caracteristicas interessantes em aplicacbes para
administracdo oral, visto que mantém quase todas as caracteristicas do quitosano e
possibilitam ainda a adicdo, por exemplo, de um composto inibidor enzimatico que exerca
uma inibicdo enzimatica local, protegendo assim o Ag da acdo de enzimas hidroliticas
como, por exemplo, a tripsina e a quimiotripsina. 3"

Por fim, resta referir que é também necessario efetuar um apertado controlo de
qualidade de todo o processo, em especial da matéria-prima sobre a qual vai ocorrer a
modificacdo quimica, de modo a garantir o sucesso, eficacia e seguranca do produto final.
(134)

Relativamente as nanoparticulas de quitosano, estas foram pela primeira vez
sintetizadas em 1997, por Alonso e colaboradores. Desde entdo, as nanoparticulas de
quitosano tém sido estudadas e experimentadas em varias aplicacGes, sendo uma dessas a
veiculaco de vacinas por via oral. 3%

Dos varios sistemas coloidais que existem a disposi¢do dos investigadores, as NP
foram as que despoletaram mais interesse em aplicacbes imunoldgicas por apresentarem
varias caracteristicas vantajosas relativamente aos restantes sistemas, ja descritas
anteriormente nesta monografia. Dessas, destacam-se novamente a habilidade de
protegerem o Ag da degradacdo ao longo do TGI, a capacidade de promoverem o
transporte paracelular e a transcitose até as PP’s e a possibilidade de desenhar perfis de
libertagdo controlada dos Ag’s encapsulados. De entre os sistemas nanoparticulados, 0s
que eram compostos por quitosano (ou derivados deste) foram também ganhando
importancia no panorama cientifico por apresentarem diversas vantagens (também ja

referidas anteriormente), das quais se destacam a promogao de absor¢do de farmacos/Ag’s
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por via oral, a elevada eficiéncia de encapsulacdo, o seu favoravel perfil toxicoldgico e a
sua capacidade imunoestimulante. ‘%

S&o varios os estudos e ensaios elaborados com nanoparticulas de quitosano (ou
derivados deste) que demonstram inequivocamente os beneficios acrescidos da utilizacao
deste sistema em concreto. Y Acrescem, desde logo, os resultados positivos de varios
estudos elaborados com microparticulas de quitosano e que deixaram antever um futuro
promissor para a utilizagdo das nanoparticulas de quitosano, dado que estas possuem
menores dimensdes e, consequentemente, melhor habilidade para serem absorvidas a nivel
das células epiteliais do intestino. (+35:1%8139)

As vacinas por vias mucosas tém apresentado alguns resultados considerados
dececionantes, atendendo as expetativas iniciais que foram construidas em torno da
aplicacdo desta tecnologia, devido a varios fatores ja referidos anteriormente. A utilizacao
de nanoparticulas de quitosano pretende, precisamente, contornar alguns desses
inconvenientes, ao possibilitar uma encapsulagdo mais eficiente dos Ag’s e, por outro lado,
proteger os Ag’s das condigdes adversas do ambiente gastrointestinal e da agdo de enzimas
hidroliticas. Nos casos em que as nanoparticulas de quitosano apresentam pouca
porosidade, os Ag’s sdo preferencialmente adsorvidos a superficies das mesmas, o que
pode provocar alguns problemas de estabilidade destes ultimos. Nestes casos, € feito um
revestimento adicional que protege as nanoparticulas de quitosano com Ag adsorvido do
ambiente acidico do TGlI, utilizando polimeros resistentes a pH baixo, como por exemplo o
alginato de sddio. Note-se que, apesar de este revestimento alterar a carga superficial (o
alginato de sddio apresenta carater negativo), a hidrofilia e a capacidade de absorcéo pelas
células do epitélio intestinal das nanoparticulas de quitosano /Ag revestidos nao
apresentam alteragdes significativas. 4*

Existem ja alguns exemplos concretos de estratégias e aplicacdes farmacéuticas das
nanoparticulas de quitosano em vias mucosas, embora para outras finalidades que ndo a
imunizacdo. Um desses exemplos ¢ a utilizacdo de nanoparticulas de quitosano contendo
ciclosporina A (encapsulada) que demonstrou ter uma absorcdo melhorada em modelos
animais, comparativamente com o seu comparador ativo composto de uma microemulsdo
(Neoral®). ™V As nanoparticulas de quitosano demonstraram também ser um veiculo
adequado para executar transferéncia de genes (transfecdes), deixando antever algumas
aplicacGes em terapia génica. Este potencial foi documentado em experiéncias que
envolveram a encapsulacdo de um gene mEpo (que codifica a eritropoietina), o que

permitiu a protecdo deste gene das ADNases, 0 que resultou no aumento transitorio (uma
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semana) do hematoOcrito dos ratos em que estas nanoparticulas de quitosano foram
administradas oralmente. ““) Esta tecnologia provou também ser (til na veiculacio de
insulina por via oral, obtendo resultados também promissores, dados 0s niveis
hipoglicémicos que ocorreram nos ratinhos em que foram administradas estas
nanoparticulas de quitosano. Esta Gltima descoberta podera ser vista como um ponto de
partida para o desenvolvimento de dispositivos de administracdo de insulina sem o recurso
a convencional via parenteral, a mais utilizada atualmente por doentes
insulinodependentes. 4

Um maior destaque recai, obviamente, nos trabalhos desenvolvidos na &rea das
doencas infetocontagiosas, da autoria de varios grupos de investigacdo. Estes grupos tém
vindo a desenvolver nanoparticulas de quitosano contendo proteinas de superficie
recombinantes de hepatite B encapsuladas e revestidas por alginato, com o intuito
desenvolver imunidade local e sistémica através da vacinagdo oral com recurso a estas
NPQ. Estes ensaios apresentaram também resultados promissores, demonstrando que
houve uma inducéo de resposta imunitaria mais robusta (tanto humoral como celular) com
a formulagdo em que os Ag se encontravam encapsulados nas nanoparticulas de quitosano.
(144,145)

Apesar de todos estes sucessos relativos, ainda existem muitas questdes e detalhes
que sdo necessarios esclarecer e documentar, bem como ensaios in vivo em modelos
humanos para que esta tecnologia possa, nas proximas décadas, estar efetivamente ao

servico da saude das populaces.

5. VACINACAO ORAL E CUSTOS ECONOMICOS

Apesar de ser consensual no seio da comunidade cientifica que a vacinacdo oral
apresenta largas vantagens econdmicas e logisticas (a par de todas as outras ja referidas
anteriormente), sdo escassos 0s dados palpaveis e concretos relativamente aos custos reais
das campanhas de vacinacdo oral decorridas. Desta forma, esta seccdo fara apenas uma
pequena introducdo relativa aos métodos e indicadores mais utilizados na avaliacédo
econdmica de vacinas, utilizando como exemplo o relatério elaborado pela Organizacdo
Mundial de Saude relativamente a vacina oral contra a cdlera em varias campanhas
mundiais de controlo desta doenca.

Atualmente, a salde representa uma das maiores despesas nos orcamentos de

familias, sociedades e governos. Os varios intervenientes responsaveis pela aquisicdo de
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tecnologias de salde para a profilaxia, diagndstico e tratamento das mais diversas
patologias precisam, desta forma, de possuir ferramentas que os auxiliem na escolha das
tecnologias mais apropriadas e efetivas, consoante as necessidades especificas de cada
situacdo e o or¢camento disponivel para investir nesta area. A nivel dos decisores politicos,
esta responsabilidade ganha outra dimensdo, visto que sdo decisdes que irdo afetar a
populacdo em geral, determinados grupos de utentes, prestadores de cuidados de salde
(empresas do ramo e profissionais de saude), companhias de seguros de saude, entre
outros. Existem trés métodos principais para avaliar 0s aspetos econdémicos de determinada
tecnologia de salde (neste caso, a vacinacao oral): analise custo-beneficio, analise custo-
efetividade e andlise custo-utilidade. A primeira ferramenta inclui todos 0s custos e
beneficios que podem advir dos programas de imunizagdo, num determinado periodo de
tempo, e sdo geralmente expressos em dolares ($). Quando o total de beneficios é superior
ao total dos custos, o programa é avaliado como tendo valor presente liquido positivo,
sendo que sdo (idealmente) escolhidas as tecnologias de saude que apresentem um maior
valor presente liquido. J& o segundo método referido anteriormente tem em conta 0s custos
e as poupangas resultantes, por exemplo, de uma campanha de vacinagdo. Neste método, as
unidades sdo expressas, por exemplo, em numero de vidas salvas ou casos de doenca
evitados, em que os analistas calculam, em linhas gerais, o total de custos acarretados pela
campanha e dividem-nos pelo ndmero de vidas salvas ou casos de doenca evitados,
podendo desta forma estimar quantos délares foram economizados ou gastos por cada caso
prevenido. Esta ferramenta é de particular importancia e utilidade nos casos em que
existem duas ou mais abordagens para a mesma situacéo e que produzem resultados finais
semelhantes na mesma populacédo, sendo um exemplo flagrante de aplicacdo a analise de
custo-efetividade entre as vacinas contra os virus influenza e os antirretrovirais. Por fim, a
ltima abordagem referida anteriormente (analise de custo-utilidade) analisa 0s custos
envolvidos e os resultados produzidos por determinada tecnologia de saude em funcdo da
sobrevivéncia e qualidade de vida desses sobreviventes. A utilidade deste método pretende
dar uma maior abrangéncia aos outros métodos, que ndo conseguem avaliar devidamente
todos os ganhos em salde decorrentes da utilizacdo de determinada tecnologia de salde.
Desta forma, este método permite estimar, por exemplo, 0 nimero de anos de vida que
foram perdidos por falta de vacinacdo dos individuos que faleceram, bem como a
qualidade de vida em termo de satde dos que sobreviveram ao longo do tempo (i.e. se foi
necessario efetuar alguma amputacdo, se foram causados danos neuroldgicos, entre

outros). Ao contrario dos dois primeiros, este método nao utiliza unidades monetérias, mas
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sim anos de vida de qualidade ajustados (do inglés QALY) e anos de vida com
incapacidade ajustados (do inglés DALY). Estes parametros tém em conta tanto a
qualidade como a quantidade de vida remanescente gerados pela utilizacdo da tecnologia
de salde em causa, em que um ano de perfeita salde corresponde ao valor numérico de
uma unidade (1). Se essa saude ndo for considerada perfeita durante o ano, entdo o valor
sera inferior a 1, sendo a morte equivalente a 0. No entanto, alguns estados de salde sdo
considerados como piores que a morte, pelo que podem assumir valores inferiores a O.
Através deste método, € possivel averiguar quantos délares foram economizados ou gastos
por QALY ganho. Este tipo de andlise pode ajudar a perceber, por exemplo, quantos
QALY sdo ganhos com exames complementares de diagnostico na prevencao de diversos
tipos de cancro. 4%

Um ndmero significativo de andlises de custo-efetividade tém sido realizadas em torno
da vacinacdo contra a coOlera ao longo dos ultimos 10 anos, tanto endémica como em
populacdes refugiadas, alguma tendo por bases situacdes hipotéticas e outras tendo por base
dados reais. Estas analises utilizam ainda estimativas globais de incidéncias, custos e outras
variaveis baseadas em dados empiricos especificos de determinados paises onde ocorreram
essas campanhas de vacinagdo, assumindo por isso diferentes vacinas contra a cllera a
diferentes custos de aquisicdo. A maneira de expressar os dados e os métodos utilizados
também diferem de estudo para estudo (s6 recentemente foi padronizada a utilizacdo de DALY
evitados). Desta breve descricdo, fica bem patente a dificuldade em obter estudos que possam
ser comparados e que tenham uma fiabilidade ajustada a realidade, razGes essas que também
explicam a falta de estudos nesta area. O Anexo Ill demonstra os resultados de 5 estudos de
custo-efetividade realizados sobre a vacinal oral contra a colera. Destes dados, destaca-se o
facto de, em quase todas as situagdes, a vacina oral ndo apresentar uma avaliacdo custo-
efetividade positiva, mas se tivermos em conta o efeito de comunidade (i.e. o bloqueio da
transmissdo da doenca infetocontagiosa entre varios individuos pela vacinacdo apenas de
alguns individuos), os resultados de custo-efetividade ja se revelam largamente positivos,
embora o dinheiro economizado em DALY evitados seja menor. O caso em que a poupanga foi
mais significativa foi na campanha decorrida na Indonésia, onde foram poupados cerca de
29.000$ por DALY evitado. 4"

6. CONCLUSAO
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Os progressos dos ultimos 30 anos nas &reas da biotecnologia, imunologia e
tecnologia farmacéutica possibilitaram um enorme avango na area da administracéo oral de
péptidos, proteinas, &cidos nucleicos e outros materiais com o intuito de gerar imunidade a
determinado agente patogénico. De entre as vias mucosas, a via oral continua a ser
preferida para a administragdo de vacinas, embora pesem 0s inconvenientes relacionados
com o ambiente acidico do trato gastrointestinal e as barreiras fisicas e quimicas do
organismo humano. De modo a melhorar a qualidade de vida e a aceitagdo por parte da
populacdo-alvo, os investigadores tém vindo a desenvolver solugdes que permitem a
administracdo eficaz, répida e de baixo custo de vacinas por via oral, através da
encapsulacdo dos antigénios em nanoparticulas poliméricas biodegradaveis e
biocompativeis, evitando assim o recurso as vacinas convencionais que utilizam a via
parenteral e todos os inconvenientes decorrentes da utilizacdo desta via. Acrescenta-se
ainda o importante facto de, através da administracdo oral, se conseguir gerar tanto
imunidade local como imunidade sistémica (relembre-se que a principal via de entrada de
agentes patogenicos sdo as mucosas).

Atualmente, quase nao existem problematicas relativamente a encapsulacdo (e
consequente protecdo) de péptidos e proteinas, visto que os investigadores conseguem
modular, praticamente, quase todas as propriedades fisico-quimicas do sistema que vai
encapsular determinada molécula. O sucesso desta tecnologia estende-se ainda a
possibilidade de direcionamento a determinadas estruturas/tecidos/tipos de células, através
da modificagdo da superficie das nanoparticulas. Este sistema de libertacdo de
farmacos/antigénios reveste-se de diversas vantagens relativamente aos restantes sistemas
coloidais, sendo os mais flagrantes a sua relativa estabilidade (embora dependente da
composicdo do polimero e da via de administracdo), reduzida dimensdo de particula e
elevada relacdo superficie/volume.

A escolha do polimero também tem uma substancial influéncia no sucesso da
imunizacdo por via oral. Neste campo, o0 quitosano tem vindo a marcar posicdo como
polimero de eleicdo para aplicagdes imunoldgicas (i.e. vacinacdo por via oral), dadas as
suas propriedades biodegradaveis, biocompativeis, bioaderentes e imunoestimulatorias,
aliadas aos baixos custos de aquisicao e transformacéo. Este polimero possibilita ainda um
aumento da permeabilidade das uniBes intimas a nivel do intestino e uma melhor captacéao
e absorcdo das nanoparticulas/antigénios por parte das células do epitélio intestinal

Os resultados de varios artigos que envolvem a utilizacdo de nanoparticulas para

administracdo oral de vacinas tém apresentado resultados bastante motivadores e concretos
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no que concerne as potencialidades desta tecnologia. No entanto, é também necessario ter
em conta que os resultados sdo baseados em modelos experimentais in vitro ou em
modelos animais e que por vezes existem grandes variag0es nas condi¢des em que se
realizam os diferentes ensaios (e.g. diferentes métodos de preparacéo, materiais de diversas
origens, polimeros e farmacos/antigénios com diferentes propriedades), pelo que a
extrapolagdo destes resultados para modelos humanos in vivo tem de ser feita com muita
cautela, ao mesmo tempo que urge a necessidade de realizar mais ensaios com voluntérios
humanos para aferir a verdadeira eficacia desta tecnologia (note-se que os resultados
preliminares destes ensaios foram também positivos e bastante promissores), € a0 mesmo
tempo tentar padronizar os protocolos experimentais.

O futuro desta tecnologia permanece ainda incerto, bem como o0 seu impacto
toxicologico a médio-longo prazo no organismo humano e nos ecossistemas. No entanto,
prevé-se que a utilizacdo das nanoparticulas seja rapidamente generalizada e estendida a
outras areas terapéuticas, como seja na area do cancro e em algumas doencas infeciosas
cronicas (e.g. SIDA).

Por fim, é ainda de realcar a falta de estudos e andlises mais escrupulosas
relativamente aos custos operacionais decorrentes da utilizacdo de vacinas orais em
campanhas de vacinacdo, de modo a conseguir alargar a cobertura de vacinacdo a
populacdes mais desfavorecidas economicamente, como €& 0 caso dos paises
subdesenvolvidos e em vias de desenvolvimento que, regra geral, apresentam baixos
indices de riqueza e uma elevada taxa de mortalidade em todas as idades para doencas

infecto-contagiosas suscetiveis de prevencdo por vacinacao.
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8. ANEXOS

Anexo | — Esquema da hematopoiese humana e diferenciacdo das células do sistema

[adaptado de (148)].
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Anexo Il — Quadro resumo das varias campanhas de vacinacdo oral contra a célera

[adaptado de (146)].
Without herd effects With herd effect
= Matlab, Kolkata, N. Jakarta, Beira,
Matlab, Kolkata, N. Jakarta, Beira, " 2 :

Parameters Bangladesh India Indonesia Mozambique Bangladesh India Indonesia  Mozambique
oy, CReTARS  1S(ag.  16(2003  045(2001- 402003 15(vg.  16(2003 045(2001- 402003
(surveillance period) 1994-2003) 2005) 2003) 2004) 1994-2003) 2005) 2003) 2004)
Programs targeting
school children (5-14
years old)
NNambesvaocinatons 21,206 16.036 14,421 65.038 | 21.206 16,036 14,421 65,038
Cases avoided over
three yoars 56 60 7 322 341 301 65 2615
9% reduction in cases ’
over thrae years 5% 6% 3% 5% 33% 31% 30% 38%
Deaths avoided over
ihreo yoars 1 1 0 3 3 3 1 26
Net public cost per
DALY avoided $4,031 $2,858 $28,851 $2,371 $643 $542 $3,242 $213
GDPijcapita $486 $871 $1.812 $382 $486 $871 $1.812 $382
3 times GDP/capita 1,458 $2,613 $5.436 $1,148 1,458 $2613 $5.436 $1,146
Cost-effectiveness Not cost- Not cost- Not cost- Not cost- Cost- Very cost- Cost- Very cost-
rating effective effective effective effective effective effective effective effective
Programs targeting
children 1-14 years old
Number vaccinations 34,475 23,702 19712 80,282 24475 23702 19712 00,282
Cases avoided over
three yoars 141 151 21 672 517 449 a1 3303
9 reduction in cases . j
over thrae years 14% 16% 10% 10% 50% 4% 42% 499
Deaths avoided over
three years 1 2 0 7 5 4 1 34
Net public cost per
DALY avoided $2,544 $1,621 $13,111 $1,479 $689 $534 $3,152 s$227
Cost-effectiveness Not cost- Cost- Not cost- Not cost- Cost- Very cost- Cost- Very cost-
rating effective effective effective effective effective effective effective effective
Programs for children
and adults (1 year and
older)
Number vaccinations 72,653 82,796 38,473 257,505 72,653 82706 38,473 257,505
Cases avoided over
thre years 207 244 30 1772 749 779 135 5602
9 reduction in cases ,
over three years 20% 25% 14% 26% 73% 81% 62% 82%
Deaths avoided over
l,:'; & ng ?:s 2 2 0 18 7 8 1 57

t ic cost per
DALY avoided $3,806 $3,812 $10,100 $1,851 $1,046 1,151 $4,208 s484
Cost effectiveness Not cost- Not cost- Not cost- Not cost- Cost- Cost- Cost- Cost-
rating effective =~ effective effective effective effective effective effective effective




