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OBJETIVOS, ATIVIDADES E RESULTADOS ESPERADOS/ATINGIDOS

Ativagao via TLR2 para o desenvolvimento de melhores vacinas veterindrias

A sustentabilidade da saude, animal e Humana, depende do acesso a vacinas seguras e eficazes. Contudo, apesar dos
notdveis avancos nesta area, nao foi ainda possivel desenvolver vacinas contra um conjunto vasto de agentes infeciosos.
Algumas dificuldades recorrentes incluem: 1) inducdo insuficiente de mecanismos efectores adequados (e.g., anticorpos
de elevada afinidade, células T CD4+ polarizadas ou respostas CTL); 2) auséncia de mecanismos de memaria no local de
entrada do agente patogénico (e.g., mucosas);3) memoria imunoldgica de curta duracgdo; 4) reduzida eficacia nas
populagdes alvo (e.g., recém-nascidos, imunocomprometidos, animais idosos ou gravidos). Os adjuvantes usados
atualmente ndo permitem contornar estas limitacdes. Por este motivo, a identificacdo de estratégias inovadoras para
programar o tipo, a localizagdo e a duragdo da resposta imunitaria é hoje uma prioridade em vacinologia. A associacao
de antigénios a ligandos de recetores de reconhecimento de padrdo (PRRs), pela acdo imunomoduladora que estas
moléculas apresentam, é atualmente uma estratégia promissora para melhorar a eficacia de vacinas subunitarias. Nos
ultimos anos, 0 nosso grupo estabeleceu um sistema de expressdao em Escherichia coli para producdo de antigénios em
fusdo com um ligando do recetor TLR2 — a lipoproteina Oprl de Pseudomonas aeruginosa. Os nossos estudos mostraram
gue a Oprl ativa células dendriticas (DCs), potencia a apresentacdo dos antigénios a células T CD4+ e CD8+ e induz niveis
elevados de anticorpos e um perfil Th misto. Em modelos murinos, os antigénios quiméricos mostraram induzir respostas
protectoras contra melanoma e contra a transmissdo vertical de Neospora caninum. A sinalizacdo TLR2combina
propriedades pro- e anti-inflamatdrias o que conduz ao estabelecimento de respostas balanceadas. No modelo ratinho
de neosporose na gravidez, demonstramos que este equilibrio é crucial para prote¢do da descendéncia contra a
transmissdo transplacentdria e que uma ativagao TLR do tipo 1 reduz a eficacia da vacina. A ativagdo via TLR2 possui
ainda propriedades Unicas na indugdao de memdria imunolédgica e de homing dos linfécitos. Apesar da memdria
adaptativa poder ser alcangada através da activagao de diferentes PRRs, a ativagdo direta de células T através de TLR2
desempenha um papel critico na formagao e manutengdo de células T de memadria. Embora diversos ligandos PRR,
incluindoTLR2, induzam respostas nas mucosas através de imunizagdo local, somente os sinais TLR2 programam as DCs
extra-mucosa a induzir o tropismo das células T para as superficies mucosas. Estas caracteristicas do TLR2, quando
combinadas com outros estimulos inatos, favorecem mecanismos imunolégicos com interesse no desenvolvimento de
vacinas. A associa¢do de agonistas de TLR2 e TLR3 mostrou melhorar as respostas de anticorpos e a longevidade de
células T CD4+. Estudos em curso no nosso laboratério mostraram que o potencial indutor de imunidade de mucosa por
DCs ativadas via TLR2 é mantido quando se combinam ligandos de outros TLR, embora o perfil de citocinas varie
dependendo das combinagdes de estimulos. Estes resultados sugerem que as propriedades Unicas inerentes a ativagao
de TLR2, em associacdo com outros estimulos inatos, podem contribuir para ultrapassar as atuais insuficiéncias das
vacinas subunitarias. Contudo, o conhecimento limitado sobre o modo como diferentes sinergias determinam as
caracteristicas da resposta adaptativa impedem ainda uma aplicagdo clinica racional deste conceito. Por outro lado,



avancos recentes de investigacao basica em imunologia oferecem novos alvos celulares que devem ser explorados, como
as células T foliculares (Tfh) em centros germinativos e as células de memdria residentes em tecidos periféricos (TRM).
Neste projeto, iremos responder a estas questdes fundamentais e prosseguir para a avaliagao pré-clinica de formulagdes
vacinais. Comecaremos por usar o modelo ratinho para esclarecer o impacto da activacao TLR2, em combinagao com
outros estimulos inatos, na formacdo de rea¢des no centro germinativo, no perfil de células T efectoras e no
estabelecimento de células TRM nas barreiras mucosas. Dado o impacto que as infecdes associadas a gravidez tém na
producao animal, avaliaremos também o impacto da gravidez nos parametros imunitarios em estudo. O conhecimento
assim gerado sera usado para desenvolver formulagdes vacinais inovadoras. Para isso, vamos explorar uma tecnologia
de nanoparticulas que permite associar antigénios com estimulos selecionados para uma coadministragdo in vivo
consistente. Por fim, estas formula¢des serdo adaptadas para uso em animais de produgao, e faremos uma primeira
avaliacdo pré-clinica utilizando um modelo de elevado interesse econémico e veterinario — a toxoplasmose ovina. No
final do projeto, teremos estabelecido com base cientifica para um desenho otimizado de futuras vacinas veterindrias
com base nas propriedades imunomoduladoras Unicas do TLR2.



