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RESUMO

Giardia spp. € um protozoario que habita o intestino delgado superior de mamiferos e
outras espécies, sendo o agente etiologico da giardiase. A eliminagao de Giardia a partir de
um hospedeiro requer ambos os mecanismos efetores de imunidade inata e adaptativa. A
terapia antimicrobiana é usada normalmente no controlo da infe¢ao mas nem sempre €
eficaz e a resisténcia a farmacos tornou-se uma preocupagao crescente. Foram descritas
diversas proteinas de Giardia que estimulam respostas imunes humorais e celulares.
Proteinas variaveis de superficie, o |-giardina e proteina 2 da parede do quisto podem induzir
respostas protetoras do hospedeiro a futuras infe¢oes por Giardia. A caracterizagao e
avaliagado do potencial de protegao das proteinas imunogénicas associadas a Giardia,
oferecera novos conhecimentos sobre as interagdes parasita-hospedeiro e pode auxiliar no

desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o parasita.

ABSTRACT

Giardia spp. is a protozoan parasite that inhabits the upper small intestine of mammals
and other species and is the aetiological agent of giardiasis. The clearance of Giardia from a
host requires both innate and adaptive immunity effector mechanisms. Antimicrobial therapy
is commonly used in the control of infection but not always is effective and drug resistance
has become an increasing concern. Several Giardia proteins that stimulate humoral and
cellular immune responses have been described. Variant surface proteins, o l-giardin and cyst
wall protein 2 can induce host protective responses to future Giardia challenges. The
characterization and evaluation of the protective potential of the immunogenic proteins that
are associated with Giardia will offer new insights into host—parasite interactions and may aid

in the development of an effective vaccine against the parasite.
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ABREVIATURAS

ADI - “arginine deaminase”

ADN — acido desoxirribonucleico
AMP — “antimicrobial peptide”

BIP — “binding immunoglobulin protein”
Breg — B reguladora

CWP — “cyst wall protein”

DC - “dendritic cell”

FBA — “fructose-1,6-biphosphate aldose”
Gl — gastrointestinal

HSP — “heat-shock protein”

I[EL — “intra-epithelial lymphocyte”

Ig — imunoglobulina

IL — interleucina

MHC-II — molécula MHC classe Il

Nls - nitroimidazois

NO - “nitric oxide”

OCT - ornitina carbamoiltransferase
PP - placa de Peyer

RNAi — RNA interferente

TBV — “transmission blocking vaccine”
Treg — T reguladora

VSPs — “variant surface protein”
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I. INTRODUCAO

Giardia spp. € um protozoario flagelado binucleado, que vive e se reproduz no
intestino delgado de um conjunto diversificado de espécies de vertebrados'?. Este parasita
€ o agente etioldgico da giardiase, uma das doengas gastrointestinais (Gl) mais comuns a
nivel mundial’). A giardiase é mais prevalente nos paises em desenvolvimento; nestes, exibe
uma prevaléncia muito variavel que vai de 1% a 50%, enquanto nos paises desenvolvidos varia
entre 0.4% a 7%. As manifestagoes clinicas da doenga variam de assintomaticas a diarreia
aguda ou croénica com dores abdominais, flatuléncia, nauseas, vomitos, perda de peso, lesoes

intestinais e sindrome de ma absor¢ido que pode durar varios meses('™

. O tempo de
incubagao antes do desenvolvimento sintomatico da doenga varia entre | a 4 semanas

(média, 10 dias)®.

Os fatores de risco associados a infecoes com Giardia incluem mas condi¢oes
sanitarias, viagens a areas endémicas, consumo de agua inadequadamente tratada, creches, e
praticas sexuais oral-anal®®. As infecdes podem ocorrer em formas de surto e epidemias
dentro de creches e outros ambientes institucionais, e entre familiares de criangas infetadas.
Um cuidado escrupuloso na lavagem das maos e tratamento de todos os individuos infetados

sao importantes no controlo da propagagao da infegao.

Giardia tem um ciclo de vida relativamente simples (Figura |) que consiste em duas
fases diferentes de desenvolvimento estrutural e bioquimico: o trofozoito (forma vegetativa),
que coloniza o intestino do hospedeiro e o quisto (forma infetante) que é resistente a
condigdes ambientais (Figura 2)"**®, A dose minima infeciosa para os humanos estima-se
que seja de 10 a 25 quistos®. O ambiente 4cido do estdbmago induz um processo de
desenquistamento no qual um quisto gera dois trofozoitos, que vao posteriormente
colonizar o intestino delgado proximal sem invadir o epitélio!". Os trofozoitos sio
resistentes a eliminagao via fluxo de massa no limen intestinal, porque podem ligar-se ao
epitélio intestinal. Quando os trofozoitos migram para o trato Gl inferior, encontram
mudangas no ambiente incluindo pH, niveis de bilis e colesterol que desencadeiam o
enquistamento. Os quistos sao depois libertados do hospedeiro através das fezes, e o ciclo

de transmissao é completo mediante infecao por quistos de um novo hospedeiro.
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Figura |. Ciclo de vida de Giardia lamblia"”. A infecio por Giardia comega com a ingestio de
comida e agua contaminadas com quistos (I e 2). A exposicao ao ambiente dcido do estomago induz o
processo de desenquistamento (3). Cada quisto origina dois trofozoitos (4). Os trofozoitos colonizam e
replicam no intestino delgado, podendo ligar-se ao epitélio intestinal (5). Estes deslocam-se ao longo do
intestino; o ambiente baixo em colesterol, alto em bilis e ligeiramente alcalino pode induzir a fase inicial
de enquistamento (6). O disco adesivo separa-se e a célula sofre replicagio de ADN, mantendo a célula
com dois nucleos. Durante a fase tardia de enquistamento os dois nucleos dividem-se, originando quatro

nucleos (7). Os quistos sao posteriormente eliminados nas fezes (8).

O género Giardia é constituido por seis espécies; destas, apenas G. lamblia (também
designada de G. intestinalis ou G. duodenalis) pode infetar os seres humanos, além de varios
outros mamiferos). Foi descoberta pela primeira vez em 168] por Antonie van
Leeuwenhoek, que a encontrou nas suas proprias fezes”). A espécie G. muris é encontrada
em roedores, G. agilis em anfibios, G. psittaci em periquitos, G. ardae em garcas e G. microti

em rato-almiscarado!".

Estudos genémicos confirmaram que existem oito genétipos de G. lamblia [A-H]"**).

Sabe-se que os genotipos A e B infetam os seres humanos, apesar do genétipo B ser o mais
frequente mundialmente. Os gendtipos que nao infetam o homem incluem os genétipos C e
D que infetam caes, gendtipo E que infeta animais biungulados, gendtipo F que infeta gatos,
genotipo G que infeta roedores, e genétipo H que infeta focas!. No entanto, apenas os

genotipos A, B e E podem ser eficientemente cultivados in vitro.



A giardiase torna-se uma doenga autolimitada em mais de 85% dos individuos
infetados, indicando a existéncia de mecanismos de defesa do hospedeiro contra o
parasita"*®. Curiosamente, casos de giardiase crénica foram documentados mesmo em

individuos imunocompetentes.

Varios fatores tém sido propostos para explicar a variabilidade da doenga, incluindo o
estado do sistema imunitario do hospedeiro e a idade, tipo de genotipo, dose infeciosa e,
eventualmente, coinfecgdes®). As consequéncias fisiopatolégicas da infecio por Giardia sio
claramente multifatoriais, e envolvem fatores do hospedeiro e do parasita, assim como

processos imunolégicos das mucosas e nao imunologicos.

Figura 2. Trofozoito (A) e quisto (B) de G. lamblia®. O trofozoito tem 9 a 12 um de
comprimento e 5 a |5 um de largura. Estio presentes 4 pares de flagelos livres (I), dois nlcleos com
cariossoma central (2), duas fibras longitudinais ou axéstilos (3), um disco ventral ou suctorial para adesao
do parasita as vilosidades do intestino (4), e dois corpos parabasais retangulares abaixo do nucleo (5). Os
quistos sdao pequenos, 8 a |12 um de comprimento e 7 a 10 um de largura. Estio presentes 4 nucleos (1),

flagelos intracitoplasmaticos (2) e corpos parabasais em forma de virgula (3).



2. RESPOSTA IMUNE DE INFEGCOES POR Giardia

A investigacao sobre Giardia tem expandindo-se muito nos ultimos anos, e a
compreensio sobre a sua patofisiologia e imunologia é cada vez maior®. No pico da infegio,
os trofozoitos de Giardia induzem respostas patofisiologicas que culminam no
desenvolvimento da doenga diarreica. Contudo, resultados em humanos sugerem que a
mucosa intestinal de individuos infetados é desprovida de sinais evidentes de inflamagao
intestinal, o mesmo acontecendo em modelos animais. Assim, a compreensao sobre as
respostas inflamatorias do hospedeiro ao parasita permanecem pouco conhecidas, e os
estudos feitos em humanos juntamente com os dados experimentais tém tido resultados
contraditorios. Atualmente, é também percetivel que determinadas infegoes por Giardia
contém mecanismos capazes de modular as respostas imunolégicas do hospedeiro. Como a
infecao por via oral é compartilhada com muitos outros patogénicos Gl, podem ocorrer
muitas vezes coinfecgoes, especialmente em locais com mau saneamento e/ou tratamento
inadequado da agua de beber. Além disso, as infegoes por Giardia podem modular as
respostas imunologicas do hospedeiro e proteger contra o desenvolvimento de doengas

diarreicas nos paises em desenvolvimento.

2.1. MECANISMOS DE IMUNIDADE INATA E ADAPTATIVA

O sistema imunitario da mucosa intestinal € extremamente complexo, pois pode
reconhecer e distinguir entre antigénios de alimentos, bactérias comensais e patogénios, e
ainda responder adequadamente aos patogénios via mecanismos inatos e adaptativos'”. Uma
vez que G. lamblia nao invade a camada epitelial, causa pouca ou nenhuma inflamagao da
mucosa. Embora o conhecimento atual sobre os mecanismos de imunidade de Giardia seja
limitado, varios estudos produziram avangos significativos na compreensao da resposta inata

e adaptativa do hospedeiro contra o parasita (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismos de defesa do hospedeiro contra G. lamblia'". Os sistemas de imunidade
inata e adaptativa atuam em sincronia para controlar a infe¢ao por Giardia. Mecanismos de imunidade inata
sdo a primeira linha de defesa contra a colonizagao por Giardia. A camada de muco na superficie intestinal
e os movimentos peristalticos constituem barreiras mecanicas a ligagio de Giardia (I). Os peptideos
antimicrobianos (AMPs) libertados pelas células de Paneth e outras, podem matar os trofozoitos (2). O
microbiota intestinal tem um efeito anti-Giardia por competicdao, toxicidade direta ou modulagio da
resposta imune; além disso, contribui para preservar a integridade intestinal (3). Os mastocitos libertam
citocinas pro-inflamatorias, tais como interleucina 6 (IL-6); a desgranulagio dos mastocitos promove o
peristaltismo (4). O epitélio intestinal e as células imunes produzem oxido nitrico (NO), que tem um
efeito citostatico nos trofozoitos de Giardia, inibe os processos de desenquistamento/enquistamento e
contribui para o peristaltismo (5). As células M captam, por endocitose, antigénios do limen intestinal
para dentro de placas de Peyer (PPs) para induzir respostas imunes (6). As células dendriticas (DCs)
desempenham um papel como um “conector” entre a imunidade inata e adaptativa. Encontram-se
localizadas na lamina propria e PPs onde podem reconhecer antigénios; podendo também expandir as suas
dendrites para dentro do limen intestinal para captar antigénios (7). As DCs fagocitam e processam
antigénios de Giardia para apresentagao posterior a células T naive por moléculas MHC classe Il (MHC-II).
Células T ativadas libertam um painel de citocinas, que modulam a resposta anti-Giardia (8). IL-6 libertada
pelos mastécitos, DCs ou células T é um modulador importante da maturagio das células B, e induz a
troca de classe de anticorpo para produzir imunoglobulina A (IgA) (9). Os plasmocitos migram para a
lamina propria libertando IgA, que pode inibir a ligagdo de Giardia as células intestinais epiteliais (10). As
células Th17 e T CD4" sio ativadas durante o inicio da imunidade adaptativa contra Giardia, e libertam
citocinas tais como IL-17, IL-21, IL-22, que desempenham um papel pré-inflamatério (11). Os linfécitos
intra-epiteliais (IEL) sdo principalmente células T CD8" e desempenham um papel na doenga patoldgica do

intestino durante a giardiase (12).



Numerosas questoes permanecem sem resposta’’. Por exemplo, quais os papéis que
estao a ser desempenhados pelas células Breg e Treg na regulagao do processo inflamatério
durante a infecao por Giardia? Como podem os antigénios parasitarios induzir eficientemente
respostas imunes locais e sistémicas quando nao invadem a mucosa? Como é que a infegao
por Giardia pode quebrar a tolerancia da mucosa? Que antigénios de Giardia podem induzir
uma resposta imune protetiva! Estudos futuros sao necessarios para compreender
plenamente a interagao hospedeiro-Giardia e as defesas imunoldgicas do hospedeiro que

controlam e eliminam a infegao por Giardia.

3. PROTEINAS IMUNOGENICAS DE Giardia

Pouco se sabe sobre quais sao os antigénios de Giardia que estimulam respostas
imunes eficazes!?. E importante continuar a aumentar o nosso conhecimento sobre as
proteinas imunogénicas de Giardia, que podem induzir respostas imunogénicas humorais e
celulares protetivas do hospedeiro. Apesar da importancia de ambas as células T e B na
imunidade anti-Giardia, a maioria dos estudos direcionou-se para as proteinas que sao

reconhecidas pela resposta humoral (Tabela I).

As principais proteinas que foram identificadas como antigénios alvo diferem na sua
funcao e localizagao no parasita e incluem os seguintes antigénios imunogénicos: proteinas
variaveis de superficie (VSPs), giardinas, tubulinas (proteinas do citoesqueleto), proteinas de
choque térmico (HSPs), proteinas da parede do quisto (CVVPs) e proteinas relacionadas
com o metabolismo do parasita, tal como a-enolase, frutose-I,6-bifosfato aldolase (FBA),
arginina deaminase (ADI) e ornitina carbamoiltransferase (OCT), entre outras"?. A primeira
andlise protedmica realizada para Giardia descreveu |6 proteinas imunorreativas que foram
identificadas pelo soro (IgG) de individuos infetados (. Estudos adicionais observaram
resultados semelhantes quando foram analisados anticorpos IgA secretores de pacientes
infetados. Num estudo utilizando um modelo de infecao por Giardia em ratos C3H-he],
descreveu-se um grupo de bandas de proteinas que foram reconhecidos por anticorpos
secretores e sistémicos. Durante a infecdo primaria, as bandas reconhecidas
corresponderam a proteinas de 63, 71 e 86 kDa, enquanto durante a infe¢ao secundaria,
proteinas adicionais foram detetadas (48, 55, 106 e 159 kDa). Estas alteragoes no padrao de

reconhecimento de anticorpos podem ser devidas a variagdo antigénica do parasita.
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Contudo, experiéncias adicionais sio necessarias para avaliar o papel protetor destas

proteinas e a sua caracterizagao a nivel molecular.

Tabela 1. Principais proteinas imunogénicas de G. lamblia"".

Molecular Protective
Name weight (kDa) Localization Immunity
Structural proteins
o-1-Giardin 32 Ventral disc Yes
o-2-Giardin 33 Ventral disc NE
o-7.3-Giardin 33 Ventral disc NE
o-7.1-Giardin 43* Ventral disc NE
a-11-Giardin 35 Ventral disc NE
SALP-1 27 Ventral disc NE
p-Giardin 27 Cytoskeleton NE
o-2-Tubulin 50* Cytoskeleton NE
p-Tubulin 55 Cytoskeleton NE
GHSP-115 115 Intracellular NE
Metabolism proteins
ADI 64 Intracellular NE
oCcT 335 Intracellular NE
FBA 37 Intracellular NE
UPL-1 38 Intracellular NE
Enolase 50 Intracellular NO
Variant surface proteins
VSPH7 57* Membrane NE
VSP9B10, VSP1267, VSPA6, VSPSI, 30-76 Membrane/Intracellular Yes
VSPS2, VSPST, VSPS12 and VSPS6®
TSA 417 25 Membrane NE
Heat-shock proteins
BIP 71 ER/ESV NE
Cyst proteins
CWPI 26 ESV NE
CWP2 39 Cyst wall Yes
Others
GTA-1 20 NE
GTA-2 27 Intracellular NE

*Expressao simultanea por interrupgao da variagdo antigénica. NE, nao avaliado; SALP, “striated fibre-
assembling-like protein”; GHSP-115, “Giardia head stalk protein 115”; ADI, arginina deaminase; OCT,
ornitina carbamoiltransferase; FBA, frutose-|,6-bifosfato aldolase; ULP-1, uridina fosforilase; VSP, proteina
variavel de superficie; TSA, antigénio de superficie do trofozoito; BIP, proteina de ligagio de
imunoglobulinas; CWP, proteina da parede do quisto; GTA, antigénio do trofozoito de Giardia; ESV,
vesiculas especificas de enquistamento; ER, reticulo endoplasmatico.

*Dados obtidos a partir do banco de dados de Giardia (www.giardiadb.org)!"

As VSPs sao proteinas ricas em cisteina com massas moleculares que variam entre 20
a 200 kDa"". Sio compostas de uma regido variavel extracelular rica em cisteina N-terminal
e de uma regiao C-terminal altamente conservada, incluindo um Unico dominio
transmembranar e uma curta cauda citoplasmatica 5-aminoacido (Figura 4)®. Estas proteinas

formam uma camada espessa que representa a interface parasita-hospedeiro®®.
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Figura 4. Representacio esquematica da estrutura de uma VSP de Giardia®. A letra C

representa a cisteina e a letra X um aminoacido.

O genoma de Giardia contém um repertério de aproximadamente 200 genes
codificadores das VSPs, mas apenas uma VSP é expressa em um dado momento sobre a
superficie do parasita®®”'?. A troca de uma VSP por outra, ocorre uma vez a cada 6 a 16

(2.6)

geragoes, mesmo na auséncia de pressao imunologica Os mecanismos de variagao

antigénica em Giardia sao controlados por RNA interferente (RNAI) e a perturbagao desta

126) - Além disso, os

via gera trofozoitos que expressam simultaneamente numerosas VSPs!
gerbos sujeitos a infecao primaria com Giardia expressando muitas VSPs foram protegidos
contra infegoes subsequentes, sugerindo que a variagao antigénica é essencial para a evasao
imune; esta informacdo pode ser util para as estratégias de desenvolvimento de

vacinas''*¢8?),

As giardinas sao proteinas pequenas, estruturais e constitutivas (29-38 kDa) que
podem ser classificadas em quatro grupos: a-, -, y- e d-giardinas". Estao associadas com

19 Uma proteina

microtdbulos no disco ventral e membrana plasmatica dos trofozoitos'
imunorreativa de 32-kDa, identificada como sendo a a.l-giardina, foi detetada em amostras
de soro de pacientes infetados com Giardia. A caracterizagao desta proteina revelou que
contem um epitopo altamente imunogénico entre os aminoacidos 160 e 200. Estudos

adicionais demonstraram que a al-giardina nao sé estimula a produgao de anticorpos anti-

Giardia (IgA e 1gG2a), como também estabelece protegao contra infegoes posteriores.



Viérias proteinas metabdlicas identificadas nos extratos de Giardia ativam respostas
humorais em humanos e ratos infetados. As enzimas de Giardia ADI e OCT utilizam
arginina para gerar ATP e sao consideradas fatores de viruléncia de Giardia. O esgotamento
de arginina modula os imunofendtipos e secregao de citocina das DCs durante a giardiase. A
proteina FBA catalisa a clivagem da frutose-l,6-bifosfato. Esta enzima mostrou ser
reconhecida por amostras de soro de humanos e de ratos com giardiase. A enolase é
secretada por Giardia na presencga de células epiteliais; esta hidrolase catalisa a eliminagao
irreversivel da agua do 2-fosfoglicerato para formar o fosfoenolpiruvato. Tem sido mostrado
que a enolase se encontra localizada no citosol e na superficie da célula de varios

organismos.

As HSPs sao proteinas chaperonas expressas em células vivas, atuando na vigilancia
de células sob condi¢des de stress, intrinsecas e extrinsecas!). A HSP mais bem estudada é a
HSP70 (70 kDa). Esta proteina tem sido relatada em outros organismos como sendo capaz
de estimular o sistema imune inato. De facto, HSP70 foi proposta como candidata adjuvante
para vacinas contra diversas doengas e também como candidata a vacinas contra outras
infecoes diferentes de Giardia. O conhecimento atual sobre HSP70 de Giardia é limitado; tém
sido usadas como marcadores moleculares de organelos [reticulo endoplasmatico (ER),
vesiculas especificas de enquistamento (ESV)], fases do ciclo de vida (enquistamento) e
diagnostico de giardiase. GRP-78 ou proteina de ligagao de imunoglobulinas (BIP), é uma
proteina chaperona HSP-78 que foi identificada em Giardia como uma proteina resistente do
ER, e foi também demonstrado como estando associada com ESV. Estudos anteriores em
ratos BALB/c indicam que a BIP pode ser reconhecida pelo soro (IgG) de ratos infetados e

imunizados com Giardia.

As CWPs sao expressas durante o processo de enquistamento e durante o tempo de
vida do quisto e podem ser classificadas em dois grupos diferentes'". As proteinas do grupo I
sao expressas durante as fases iniciais de enquistamento e estio localizadas nas ESV,
enquanto as proteinas do grupo Il estao localizadas exclusivamente na superficie da parede
do quisto. Este grupo Il de proteinas representa um antigénio candidato que pode
potencialmente ser usado no desenvolvimento de uma vacina que impega a transmissao de
Giardia"'". A proteina CWP2 é encontrada na parede celular de quistos. Estudos
observaram que quando os ratinhos foram imunizados com CWP2, ocorreu a produgao de
anticorpos anti-Giardia IgA e 1gG2a, e um efeito inibitdério na libertagio de quistos foi

observado quando os ratinhos foram infetados com trofozoitos. Estudos posteriores
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demonstraram que a administragdio de vacinas de ADN CWP2 por “bactofection”
(transferéncia mediada por bactérias) conduz a eliminagio de pelo menos 70% dos

quistos"'"'?,

As respostas imunes celulares tém um papel importante no controlo da infegao por
Giardia"?. Os estudos sobre os antigénios especificos de Giardia que podem ser
reconhecidos por células T para ativar eficazmente uma resposta imune tém sido limitados.
Foram produzidos os primeiros hibridomas de células T especificos de Giardia, para avaliar a
sua ativagio por proteinas de Giardia"). As proteinas de 90-110, 65-77 e 40-64 kDa
estimularam varios hibridomas. Estes resultados sugerem que as células T participam
ativamente no reconhecimento de antigénios de Giardia. No entanto, estudos adicionais sao
necessarios para caracterizar essas proteinas imunorreativas. Curiosamente, BIP é capaz de
induzir in vitro a maturagao de DCs e a libertagao de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-
I2 e IL-6). DCs estimuladas, induzem a ativagdo de células T naive CD4". Embora haja
evidéncia de que a BIP tem potencial imunogénico, ainda é desconhecido se este antigénio
pode induzir o desenvolvimento de um mecanismo imune eficaz contra Giardia num
hospedeiro infetado. A identificagdo das proteinas imunorreativas que podem estimular
eficazmente respostas das células T e B, serao importantes para o desenvolvimento de

novos farmacos e vacinas anti-Giardia.

4. TRATAMENTO, PREVENGCAO E CONTROLO DE Giardia

Dada a elevada prevaléncia da giardiase em criangas nos paises em desenvolvimento e
os efeitos da diarreia infantil e desnutricao, a giardiase tem um grande impacto na saude
publica®. Embora as consequéncias da giardiase sejam varidveis, programas de salide escolar
e educacao em salde para criangas e pais, destinados a reduzir a prevaléncia de infe¢oes
parasitarias intestinais em criancas, pode ter efeitos benéficos sobre o crescimento e
desenvolvimento destas. Melhores métodos de diagnéstico, particularmente em pacientes
assintomaticos, bem como estratégias de tratamento e de controlo mais eficazes, sao
extremamente necessarios para ajudar a reduzir o impacto negativo da infecao sobre a

populagao humana.
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Estao disponiveis varias classes de farmacos antimicrobianos para o tratamento da
giardiase®"”. Entre os mais utilizados estdo os membros da familia dos nitroimidazéis (Nls)
como o metronidazol e tinidazol. No entanto, os farmacos disponiveis atualmente nem

sempre sao eficazes e ocorre resisténcia aos antiparasitarios.

Para a prevencao e controlo da giardiase deve evitar-se agua e comida contaminada,
especialmente por viajantes e individuos que passam muito tempo ao ar livre®. A protegio é
proporcionada pela fervura da agua de beber de rios e lagos em paises com uma elevada
incidéncia endémica da doenga. A manutengao adequada dos sistemas de filtragao da agua de
abastecimento municipal € também necessaria, uma vez que os quistos sao resistentes aos
procedimentos de cloragao padrao. Devem ser feitos esforgos a nivel da saude publica, para
identificar os reservatorios de infecao e assim prevenir a propagagao da doenga, bem como

evitar comportamentos sexuais de risco.

5. VACINAS CONTRA G. lamblia

Vacinagao contra doencgas infeciosas debilitantes e mortais estao entre as maiores

conquistas da medicina moderna‘'?

. Vacinas bem-sucedidas sao frequentemente formas
atenuadas dos patogénios virulentos, porque imitam rigorosamente as interagdoes com o
sistema imune do hospedeiro, mas nao causam manifestacao da doenga. Atenuagao depende
do isolamento de mutantes espontaneos do respetivo agente patogénico ou da capacidade
para conceber mutagoes alvo por meio genéticos. Nenhuma destas estratégias tem sido
aplicada ao parasita protozoario Giardia uma vez que mutantes de Giardia que colonizam o
hospedeiro e interagem com o sistema imunolégico mas nao causam doenca diarreica, nao
tém sido relatados. Em parte porque nao ha modelos animais adequados de diarreia
associada a giardiase e a patofisiologia subjacente nao é completamente compreendida. Uma
vez que é pouco provavel desenvolver uma vacina eficaz a partir de uma forma atenuada de
Giardia é necessario recorrer a antigénios de Giardia em sistemas de vacinas vivas. O estudo
atual mostra que esta estratégia pode ser bem-sucedida, uma vez que a expressio de um
determinado antigénio conservado, al-giardina, em Salmonella recombinante atenuada

9,10)

conferiu protegio do hospedeiro contra a infegdo subsequente de Giardia®'®. Uma melhor

compreensao dos mecanismos imunes que contribuem para a prote¢ao contra a reinfegao

s30 necessarios para ajudar a orientar o desenvolvimento de vacinas'?.
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Nio esta disponivel uma vacina humana para giardiase®'*'*'?). Contudo, existe uma
vacina veterinaria (GiardiaVax®), composta de lisados de células totais obtidos a partir de
uma mistura de isolados de ovelhas, caes e humanos, que reduz os sintomas e a duragao da
produgao de quistos em gatos e caes. A vacina também tem sido utilizada como um agente
imunoterapico em caes com giardiase cronica que nao responderam ao tratamento,
levantando a possibilidade intrigante de que uma vacina contra Giardia pode ser eficaz apos a

exposicio®.

As respostas imunologicas a antigénios de quistos desenvolvem-se durante o decurso
da infegao e varias vacinas vivas e de ADN CWP2, reduzem a eliminagao de quistos e a
transmissao de Giardia, sugerindo que é possivel proteger toda a populagao animal em risco

de infecio!'®".

Estas vacinas de bloqueio de transmissao nao reduzem o nldmero de
trofozoitos no intestino delgado, o que limita a sua potencial utilidade clinica como vacinas
uma vez que apenas protegem contra quistos e nao afetam os trofozoitos. Atendendo a que
um numero muito pequeno de quistos continua a ser eliminado e a elevada infecciosidade do

parasita, a vacina nao € 100% eficaz no bloqueio da transmissao.

A infecao de ratos por Giardia nao induz aparentemente sintomas, tornando-os
inadequados para o estabelecimento de relagoes dose/resposta para o nimero de parasitas e
sintomas da doenca'?. Infelizmente, outros modelos animais, particularmente os gerbos, tém
também limitagoes®'?. Assim, acabara por ser necessario realizar estudos em seres humanos
para determinar a relagcao exata entre a carga infeciosa reduzida e os sintomas clinicos em

individuos imunizados.

5.1. FASE ALVO

A pergunta 6bvia que se coloca para a concegao de uma vacina contra Giardia é qual a
fase alvo'”. Desenhar uma vacina orientada contra a patologia é mais apropriada para as
regides onde a infecao é endémica e pode ser considerada mais como imunoterapéutica,
uma vez que reduz a gravidade dos sintomas, levando a uma recuperagao mais rapida do
hospedeiro. Nos paises desenvolvidos, educadores de infancia, criangas de creches, criangas
em idade escolar, viajantes internacionais, caminhantes, campistas, e nadadores que estao em
risco iriam beneficiar deste tipo de vacina. Alternativamente, uma vacina bloqueadora de
transmissao (TBV) é mais adequada em regides em que a fonte de reservatério pode ser

identificada. Na verdade, o objetivo de uma TBV de Giardia é reduzir a carga de quistos
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infetantes libertados no ambiente, até ao ponto em que a transmissao nao pode mais ser
sustentada. Langada em primeiro lugar no inicio dos anos 1980s, TBVs representaram uma
nova abordagem para o controlo de organismos parasitarios, uma vez que interferem
diretamente com a transmissao e podem ser mais benéficas e rentaveis do que as vacinas

profilaticas ou terapéuticas, realizando ambas as tarefas em simultaneo.

6. IMPORTANCIA DO DESENVOLVIMENTO DE VACINAS

Embora haja varios motivos para justificar o desenvolvimento de uma vacina contra
Giardia, existem trés que podem ser considerados os mais importantes'”. Em primeiro lugar,
Giardia tem sido reconhecida como um agente patogénico oportunista reemergente afetando
grupos de alto risco como criangas pequenas, os idosos e imunocomprometidos. Em
segundo lugar, a giardiase é uma infecao debilitante grave que afeta milhares de pessoas
anualmente, especialmente nos paises em desenvolvimento devido a sua maior prevaléncia
nessas areas. Em terceiro lugar, Giardia tem um potencial zoondtico e o seu principal modo
de transmissao € através da agua de superficie nao tratada, que é usada para beber, lavar os
alimentos e higiene pessoal, especialmente nos paises em desenvolvimento em que o acesso

a agua potavel nao é garantido.

7. ESTRATEGIAS DE DESENVOLVIMENTO DE VACINAS

A chave para o desenvolvimento de vacinas contra Giardia ¢ a identificagio molecular
de antigénios candidatos e avaliagio da sua eficicia protetora'®. Muitos dos estudos que tém
sido feitos ao longo dos ultimos anos, tém relatado antigénios de Giardia reconhecidos por

1013) " Pelo

anticorpos de doentes infetados ou de animais infetados experimentalmente
menos vinte antigénios (14-125 kDa) foram caracterizados em extratos de trofozoitos ou
quistos, mas apenas alguns deles foram identificados a nivel molecular!'?. Entre os antigénios
de Giardia melhor caracterizados estao os membros da familia das VSPs, que constituem a

maior fragao de proteinas de superficie em trofozoitos.
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Estudos mais recentes tém combinado a eletroforese bidimensional de alta resolucao
com a espectrometria de massa na identificagdo de pelo menos dezasseis proteinas
imunorreativas, incluindo VSPs, a-giardinas, ADI, OCT e a-enolase, reconhecidas por soro
ou leite materno de seres humanos com giardiase!®'?. Onze dos doze antigénios
identificados num modelo murino de giardiase, foram também reconhecidos por anticorpos
de seres humanos previamente infetados'?. Estes resultados sugerem que a especificidade
antigénica das respostas imunes de murino e humanos para G. lamblia sao notavelmente
semelhantes e proporcionam validagao importante para a utilizagdo de modelos murinos,

para compreender e prevenir a infegao de seres humanos.

Vacinas bem-sucedidas contra Giardia e outros patogénios entéricos importantes
devem ativar as defesas das mucosas no trato intestinal'®. Numerosos vetores vivos e
abordagens baseadas em adjuvantes tém sido usadas para alcangar a vacinagao eficaz por via
das mucosas, com variados graus de sucesso. Vetores de vacina vivos dependem da sintese
de antigénios e da libertagao por micrébios atenuados. Uma vez que os microbios sao
selecionados pela sua capacidade natural de interagir intimamente com a mucosa bem como
com o sistema imune sistémico, eles induzem geralmente imunidade especifica robusta e de
longa duragao. Sistemas de vacinas a base de Salmonella estao entre as tecnologias mais
avancadas e promissoras para induzir protegao imunolégica contra patogénios entéricos. A
patogenicidade, fisiologia e genética dos sorotipos de Salmonella sao conhecidos, podendo

ser geneticamente manipulada com facilidade.

7.1. ESTUDOS COM VSPs

Uma caracteristica particular de organismos parasitas € a sua capacidade de
adaptacio a alteragdes no ambiente®. Contudo, durante uma infegio, a sobrevivéncia de
organismos patogénicos nao depende apenas da sua aptidao para colonizar um hospedeiro,
mas também da sua capacidade para neutralizar os mecanismos de defesa do hospedeiro. A
variacao antigénica de superficie é considerada um processo importante que permite a
evasao do parasita do sistema imunitario, que conduz a infe¢ao cronica apesar da resposta
imune continua ®”. A variacio antigénica foi demonstrada em diversos microrganismos,
incluindo Giardia, que utilizam varios mecanismos para alterar a expressao dos seus

antigénios variaveis de superficie®.
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Porque o mecanismo de protegao de Giardia pode depender da troca de expressao
entre VSPs imunologicamente distintas, o hospedeiro deve ser capaz de prevenir a infegao
desenvolvendo simultaneamente respostas imunitdrias especificas para todas as moléculas de
superficie variaveis®. Estudos mostraram que tanto a infecio primaria com trofozoitos a
expressar simultaneamente muitos VSPs ou imunizagao com VSPs purificados a partir de
células transgénicas, protegem gerbos de infegcdes subsequentes com Giardia®. Estes
resultados constituem uma evidéncia experimental de que a variagao antigénica é essencial
para a sobrevivéncia do parasita no interior de hospedeiros e que a perturbagao artificial
deste mecanismo pode ser util na geragao de vacinas contra importantes agentes
patogénicos que mostrem um comportamento semelhante®”. Além disso, a indugio de uma
resposta consideravel contra G. lamblia com o repertorio completo de VSPs foi associada a
uma redugao concomitante dos sinais de infegao, sugerindo que a vacinagao provoca

protegao contra a infegao.

As VSPs administradas por via oral sao altamente imunogénicas, nao induzem
tolerancia da mucosa e sio resistentes a digestio proteolitica e pH baixo®. Estudos futuros,
utilizando VSPs, que forne¢cam conhecimento sobre os mecanismos envolvidos na resisténcia
a destruicao do antigénio no intestino e sobre a tolerancia da mucosa, podem ser relevantes

nos esforgos para desenvolver vacinas orais contra outros agentes patogénicos.

7.2. ESTUDOS COM Streptococcus gordonii EXPRESSANDO CWP2

Os quistos sao estruturas de resisténcia protegendo o parasita das condigoes
adversas do ambiente!'". Sdo constituidos por uma parede rigida, contendo hidratos de
carbonos e proteinas, numa proporg¢ao de 3:2 (w/w). Um componente proteico principal da
estrutura da parede do quisto é a CWP2, que é reconhecida na mucosa intestinal de

ratinhos infetados com Giardia muris.

Num estudo, utilizou-se Streptococcus gordonii para expressar um fragmento da CWP2
de 26 kDa, que contém um epitopo de células B, na superficie da célula bacteriana". Este foi
o primeiro relato de S. gordonii expressando uma proteina de origem parasitaria. Os
anticorpos especificos IgA anti-CWP2 foram detetados em amostras fecais e anticorpos IgG
anti-CWP2 foram detetados no soro, demonstrando a eficacia de S. gordonii na apresentagao
intragastrica de antigénio. Numa experiéncia piloto, os ratinhos imunizados mostraram uma

reducao significativa na producao de quistos de 70%.
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7.3. ESTUDOS COM al-GIARDINA

O antigénio protetor, al-giardina, é um dos 2|1 membros da familia das proteinas a-
giardina em G. lamblia"”?. Estas proteinas foram inicialmente identificadas como proteinas
estruturais do disco de fixagao do parasita, mas foi descoberto mais tarde diferentes
membros da familia com localizagdes muito diversas. Pelo menos duas a-giardinas, al e a2,
bem como d-giardina, estao localizadas parcialmente na membrana plasmatica do trofozoito,
tanto no lado citoplasmatico como extracelular, podendo desempenhar fungoes na fixagao
do parasita ao epitélio intestinal. Os parasitas recém-enquistados tém niveis particularmente
altos de al-giardina expostos a superficie. O bloqueio da al-giardina por anticorpos IgA
secretores pode interferir com a ligagao epitelial do parasita e, portanto, favorecer a
remogao do limen intestinal. Os anticorpos contra O-giardina inibem a ligagao do parasita in
vitro, embora nao se saiba se este antigénio confere protegao in vivo. As fungoes da al-e de
outras giardinas sao atualmente mal conhecidas, o que torna dificil propor um mecanismo
especifico pelo qual respostas imunes contra elas possam contribuir para a eliminagao do

parasita.

Independentemente do mecanismo de protecao imunitaria da al-giardina, o antigénio
tem as caracteristicas necessarias para um candidato a vacina®. E um dos antigénios
conservados mais comum e reconhecido por humanos com giardiase. Os anticorpos contra
al-giardina desenvolvem-se muito cedo durante as infecoes humanas. A al-giardina exibe
elevada conservagao de sequéncia e reatividade imunologica cruzada entre os diversos
isolados de Giardia. Apenas uma Unica variagao de aminoacidos foi observada na regiao
imunogénica C-terminal (aminoacidos 160-200). Curiosamente, a mesma regiao mostra
semelhanga com o epitopo a7.l-giardina, outra 0-giardina antigénica e conservada,
levantando a possibilidade de que a protegcao conferida pela imunizagao com al-giardina

pode ser parcialmente mediada pela reatividade cruzada com a7.1-giardina.

7.4. ESTUDOS COM a-ENOLASE

Em contraste com a al-giardina, a imunizagao com uma vacina candidata a-enolase
~ . = _(10) . . ~ .
nao protege contra a infegao"”. Esta enzima catalisa a conversao de 2-fosfoglicerato a
fosfoenolpiruvato na via glicolitica e tem outras fungdes nao-glicoliticas em muitos
microorganismos. Localiza-se normalmente no citoplasma de trofozoitos de G. lamblia,

tornando-a um alvo imunolégico aparentemente improvavel. No entanto, a d-enolase é
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libertada por trofozoitos quando em contacto com células epiteliais do intestino, sem
evidéncia de morte celular, o que presumivelmente a torna acessivel ao reconhecimento
imunolégico do hospedeiro. Tal antigénio secretado, nao associado fisicamente com os
trofozoitos, pode atuar como um indicador de infegao para o hospedeiro e talvez como um
desencadeante imunologico, melhorando a motilidade intestinal ou limitando a capacidade de
Giardia para colonizar o hospedeiro, como tem sido descrito para outros agentes

patogénicos.

71.5. ESTUDOS COM VETORES ATENUADOS DE Salmonella

Num estudo realizado, uma vacina viva atenuada de Salmonella expressando al-
giardina conferiu protec¢ao e induziu a produgao de anticorpos especificos de mucosa IgA e
lgG2A sistémica, mas nio de IgG1®'% Um trabalho anterior usou um vetor atenuado de
Salmonella expressando um antigeno VSP de Giardia e mostrou a indugao de IgA na mucosa e
IgGl no soro, mas nao de IgG2A, embora nao tenha sido avaliada protegao contra a

(%1% Outro estudo utilizou um vetor atenuado de Salmonella que expressa o

infecao
antigénio CWP2 de Giardia, e demonstrou a inducao especifica de IFN-y, IL-4 e IgG2A
especifico no soro, mas nao IgGl, o que foi associado com protecao contra a libertagao de
quistos!'?. Juntos, estes resultados sugerem que a indugio de respostas imunes do tipo Thl

e |gG2A sistémica podem ser indicativos de protegao imunitaria eficaz contra Giardia.

A vacina viva atenuada de Salmonella expressa o antigénio no citoplasma
bacteriano!?. Embora eficaz para a al-giardina, estas caracteristicas de localizagio e de
expressao podem nao ser étimas para outros antigénios de Giardia. Por exemplo, a falta de
uma resposta especifica de anticorpos para OCT, cujos niveis de expressao total em
Salmonella foram semelhantes in vitro as de dl-giardina e a-enolase, pode estar relacionada
com a localizagao desfavoravel do antigénio na bactéria, acesso imunitario in vivo insuficiente,
ou niveis de expressao de antigénio insuficientes. Os antigénios podem ser toxicos no vetor
de vacina de Salmonella, como exemplificado pela ADI, para a qual nao foi possivel obter
clones de expressao estaveis sob condigdes de produgao maxima de antigénio. Modificagoes
do antigénio ou estratégias de expressao diferentes podem permitir a producao fiavel de
antigénio e imunogenicidade. Além disso, o aumento observado na protecio com a
coadministragao da toxina da célera ou a administragao sublingual de antigénio, sugere que a
capacidade protetora da al-giardina e talvez de outros antigénios, pode ser aumentada por

melhoramento do desenho do vetor e da admnistragao de antigénio. Por fim, deve salientar-
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se que, independentemente das vacinas atenuadas de Salmonella serem ou nao ideais para a
vacinagao contra a giardiase, o conhecimento obtido sobre os antigénios protetores ira ser

no entanto muito valioso e aplicavel a outras estratégias de vacinagao.

8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os esforgos futuros e progressos no controlo da giardiase sao esperados em trés
aspetos: clarificagao dos mecanismos de resisténcia a farmacos, desenvolvimento de vacinas

eficazes, e identificagio de mais alvos para novos farmacos e vacinas'?.

Uma vez que a resisténcia aos farmacos existentes tem emergido muito rapidamente
e as vacinas sao tao limitadas (inexistentes para os seres humanos) é urgente identificar
potenciais alvos para desenvolver novos farmacos e vacinas!'?. O conhecimento da
patogénese da giardiase e da biologia celular e molecular basica, tais como processos de
enquistamento e desenquistamento e a interagao com enterdcitos do hospedeiro, irao
certamente ajudar a encontrar novos alvos. A comparagao das vias metabdlicas de Giardia
com os homologos dos seus hospedeiros é também muito importante para identificar
caracteristicas especificas de Giardia como potenciais alvos de farmacos. Mais importante,
ainda, é o sequenciamento gendmico total de mais isolados de Giardia de forma a identificar

potenciais alvos.
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9. CONCLUSAO

Embora as vacinas comerciais, por exemplo GiardiaVax®, estejam disponiveis para cies e
gatos, ainda nio foram desenvolvidas com sucesso vacinas para seres humanos'?. A vacina
disponivel para animais, proteina recombinante rCWP2, parece reduzir apenas a eliminagao

dos quistos mas nao o numero de trofozoitos.

A vacinagao com as varias VSPs, demonstra o papel das variantes antigénicas a evadir
o sistema imunitario do hospedeiro e confirma o papel essencial da variagao antigénica como
um mecanismo de adaptagao desenvolvido por parasitas para causar infe¢oes croénicas e
recorrentes®. Uma vez que muitos agentes patogénicos estio sujeitos a variagio antigénica,
estirpes nao virulentas de parasitas em que o mecanismo de variagao antigénica pode ser
desregulado para permitir a expressao de multiplas variantes, pode constituir uma
ferramenta util para o desenvolvimento de vacinas. A demonstragao desta prova de principio
em Giardia pode implicar alteragoes nas estratégias atuais sobre imunoprofilaxia para

parasitas que tém variagao antigénica.

A vacina viva atenuada de Salmonella expressando o l-giardina confere protegao
significativa contra infecio subsequente com Giardia®. Além disso, a oul-giardina possui
elevada conservagao na sequéncia de aminoacidos e reatividade imunoldgica cruzada contra
varios isolados de Giardia. Estes resultados suportam o desenvolvimento continuo da al-

giardina como um antigénio candidato a vacina contra a giardiase.

A identificagao de novos alvos antimicrobianos para a concegao de farmacos e vacinas

contra Giardia permanece nos estadios preliminares e sio necessarios mais estudos®.

Dada a importancia de uma vacina contra uma das doencas parasitarias mais comuns
do trato intestinal, o desenvolvimento de novas estratégias de vacinagao continua a ser um

objetivo importante de investigagio na giardiase®'?.
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