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RESUMO

LIU, P. S. Resposta imune induzida em camundongos por imunizagao
transcutanea com proteina recombinante LipL32 de leptospira. 2015. 100 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2015.

A imunizacao transcutanea oferece uma via atrativa para o desenvolvimento
de vacinacéo livre de agulhas. Atuando nas células apresentadoras de antigenos da
pele, células de Langerhans e células dendriticas da derme, tem potencial para
substituir algumas das imunizagbes convencionais pela via intramuscular e
subcutéanea, em termos de facilidade, seguranca e eficacia. O presente estudo
focalizou diferentes estratégias na inducéo, por via transcutanea, de resposta imune
a LipL32, uma proteina altamente conservada entre cepas patogénicas de
Leptospira, considerada potencialmente relevante como candidata vacinal. A
imunizacédo pela via Tc em Leptospira, € interessante no sentido de priorizar as vias
de acesso do antigeno selvagem ao hospedeiro. Neste trabalho a imunizacdo Tc
com proteina recombinante LipL32 de Leptospira na regido abdominal de
camundongos C57BL-6, foi capaz de primar o sistema imune contra a proteina,
suscitando resposta sistémica com altos niveis de anticorpos contra o antigeno,
apos reforcos subimunizantes, intradérmico e transcutaneo. O padrédo de citocinas
em cultivo de células do sangue periférico dos animais imunizados indicou que o
esquema de imunizacdo por via Tc foi capaz de primar o sistema imune, conferindo
resposta mediada por células, tanto no sistema inato quanto adaptativo. O
tratamento do local de aplicacdo do antigeno com surfactantes, PEG ou MPL-A ndo
evidenciou sua agdo emoliente, uma vez que 0s grupos imunizados apenas com a
LipL32 apresentaram niveis de anticorpos semelhantes. Também nao foi
evidenciada acao adjuvante dos surfactantes ou PEG, que em alguns casos levaram
a aparente diminuicdo da resposta imune. A coadministracdo Tc da LipL32 com
MPL-A levou a efeito moderador da reacdo pro-inflamatéria, redirecionando a
resposta adaptativa, tanto humoral quanto celular. Pudemos demonstrar que a via
Tc de imunizacao foi efetiva na entrada do antigeno e inducdo de resposta imune
humoral, celular e inata, podendo ser considerada na imunizacao contra a bactéria.

Palavras-chave: Leptospira.  Vacinas.  LipL32.  Surfactante  pulmonar.
Polietilenoglicol. Monofosforil lipideo A



ABSTRACT

LIU, P. S. Immune response induced in mice by transcutaneous immunization
with recombinant protein LipL32 of leptospira. 2015. 100 p. [Masters thesis
(Biotechnology)] - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, S&o
Paulo, 2015.

Transcutaneous immunization (Tc) offers an attractive pathway for the
development of needle-free vaccination protocols. Acting on antigen presenting cells
of the skin, Langerhans cells and dendritic cells of the dermis, these vaccination
methods have some potential to eventually replace conventional immunization by
intramuscular and subcutaneous route, in terms of safety and efficacy. This study
focused on different strategies to induce an effective immune response to LipL32 by
Tc immunization. LipL32 is a highly conserved protein among pathogenic strains of
Leptospira, considered potentially relevant as a vaccine candidate. The Tc
immunization with Leptospira antigens is interesting, by keeping the same input of
the wild antigen. In this work Tc immunization with recombinant LipL32 of Leptospira
was evaluated in C57BL-6 mice abdominal region, and was able to confer systemic
response with high levels of antibodies to the antigen after subimmunizing
intradermal and transcutaneous boosters. The pattern of cytokines in cell cultures
from peripheral blood of immunized animals indicated that the immunization scheme
was able to efficiently prime the murine immune system for subsequent boosting
immunizations, conferring cell-mediated response, as both the innate and adaptive
system. Local treatment of the skin with surfactants, PEG or MPL-A did not show an
emollient action, since the groups immunized with LipL32 showed similar antibodies
levels. It was also not observed adjuvant action of surfactants or PEG, which in some
cases lead to apparent reduction in the immune response. Co-administration of
LipL32 with MPL-A, influenced the magnitude of the antibody response as well as
showed a moderating effect of the pro-inflammatory reaction, redirecting the adaptive
response, both humoral and cellular. The present study indicates that the Tc
immunization with LipL32 was able to safely prime the immune system to induce
humoral, cellular and innate immune response in mice and can be considered in the
immunization schedules against the bacteria.

Keywords: Leptospira. Vaccines. LipL32. Pulmonary surfactant. Polyethylene glycol.
Monophosphoryl lipid A
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1 INTRODUCAO

1.1 Imunizacéao transcutanea

O desenvolvimento de vacinas mais seguras e eficazes € uma prioridade
global. A imunizacgéo transcutanea (Transcutaneous immunization - TCI), através da
pele, é uma tecnologia em desenvolvimento para a administracdo de vacinas de
forma indolor, em area de superficie maior do que a utilizada por uma agulha
(GLENN et al., 1998). E uma alternativa a administracdo vacinal tdpica,
apresentando algumas vantagens em relacéo a ela: € menos invasiva, elimina-se o
risco de disseminacdo de doencas infecciosas transmitidas pelo contato de fluidos
corporais contaminados com agulhas (hepatite B e AIDS, por exemplo), proporciona
maior facilidade na administracao (por meio de patches ou cremes) e ndo necessita
de pessoal treinado para sua aplicacéo (LI et al., 2011; PRAUSNITZ et al., 2008).
Além disso, com a TCI ndo ha contato direto do antigeno com o sistema circulatorio,
a distribuicdo do composto vacinal ocorre rapidamente e ha o favorecimento da
inducado de resposta de IgG e secrecao de IgA, tanto em camundongos quanto em
humanos, uma vez que as células de Langerhans (Langerhans Cells - LCs) da
epiderme e as células dendriticas da derme (dermal Dendritic Cells — dDCs),
importantes células apresentadoras de antigenos (Antigen Presenting Cells - APCs),
sao facilmente alcancadas neste tipo de imunizacdo (BELYAKQV et al., 2004; LI et
al., 2011).

1.2 Extratos da pele

A pele é responsavel por 15% do peso total de um adulto e possui uma area
de superficie de aproximadamente 2 m? (LAI-CHEONG; McGRATH, 2009). Uma das
principais fungbes da pele € agir como barreira de defesa contra ameacas do
ambiente externo. Para isso, a pele possui mecanismos de defesa, fisicos e
imunologicos, para inibir ataques de microrganismos, reagentes toxicos, radiacao
UV, entre outros (ROBERTS; WALTERS, 2008). Além disso, a pele pode ser usada
como porta de entrada para substancias terapéuticas, como drogas e vacinas
(MONTEIRO-RIVIERE, 2010).
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A pele é um érgdo composto por duas principais camadas: a epiderme e a
derme, além da hipoderme (Figura 1) (LAI-CHEONG; McGRATH, 2009).
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Figura 1 - Estrutura da pele. A pele é composta por duas principais camadas: epiderme e derme. A
hipoderme é a camada mais inferior, subjacente a derme. A funcéo de barreira da pele é localizada
na camada mais superficial, o estrato cérneo.

Fonte: http://ltc.nutes.ufrj.br/toxicologia/mll.pele.htm

A hipoderme, camada subjacente a derme, contém uma variedade de tipos
celulares, nervos, vasos sanguineos e vasos linfaticos, incorporados em uma rede
densa de tecido conjuntivo (MONTEIRO-RIVIERE, 2010).

A derme, camada localizada abaixo da epiderme, € muito mais espessa (1-4
mm). Os principais componentes da derme sdo o colageno e as fibras elasticas
(IGARASHI; NISHIRO; NAYAR, 2007).

A epiderme, camada situada acima da derme, é composta principalmente por
camadas de queratindcitos estratificados, constituindo cerca de 95% das células
dessa camada (CANDI; SCHMIDT; MELINO, 2005; MONTEIRO-RIVIERE, 2010). Os
queratinécitos passam por um processo de queratinizacdo, em que a célula
diferencia-se e locomove-se da camada basal, passa pelo estrato espinhoso e
granuloso, chegando a camada mais externa da epiderme, o estrato corneo (EC)


http://ltc.nutes.ufrj.br/toxicologia/mII.pele.htm
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(Figura 2), onde se tornam anucleados e achatados, formando a barreira fisica do
estrato corneo, denominando-se cornedcitos. Na epiderme viavel, juntamente com
0s queratinécitos, ha outras células com diversas fungdes, tais como a producao de
melanina (melandcitos), percepcdo sensorial (células de Merkel) e funcéo
imunoldgica (células de Langerhans e outras células). H4 também unidades
pilossebaceas (foliculos pilosos e glandulas sebaceas associadas) e glandulas
apaocrinas e sudoriparas (Figura 1) (BOUWSTRA; HONEYWELL-NGUYEN, 2002).
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Figura 2 - Estrutura da epiderme. A epiderme é composta por cinco estratos, sendo o estrato basal o
mais profundo, seguido dos estratos espinhoso, granuloso e de transi¢do, até a camada mais externa
da epiderme, o estrato cérneo.

Fonte: http://ltc.nutes.ufrj.br/toxicologia/mll.pele.htm

O estrato corneo, a camada mais externa da epiderme, mesmo apresentando
apenas 10-20 um de espessura, representa a principal barreira fisica da pele. Essa
camada é uma etapa limitante para a penetracdo de substancias através da pele
(PRAUSNITZ; MITRAGOTRI; LANGER, 2004; ROBERTS; CROSS; PELLETT,
2002), embora seja também € a principal barreira para difusdo da agua para fora da
pele (ELIAS; FRIEND, 1975). Geralmente as moléculas penetram através do estrato
cérneo por difusdo passiva e pelas vias intercelular, transcelular e folicular (Figura 3)
(BOLZINGER et al., 2012; TREGEAR, 1966).


http://ltc.nutes.ufrj.br/toxicologia/mII.pele.htm
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Figura 3 - Representacdo esquematica das vias de penetracdo, mostrando as diferengas entre as
principais vias. As vias transcelular e intercelular estdo representadas no canto superior direito.
Fonte: ALEXANDER et al., 2012

O maior obstaculo da TCI é a passagem de grandes moléculas hidrofobicas e
da grande maioria das moléculas hidrofilicas, incluindo proteinas e peptideos, pela
epiderme. Isso se deve as diversas camadas de queratindcitos mortos incorporadas
na bicamada lipidica, o que resulta em uma barreira fortemente hidrofébica que
impede a passagem dessas moléculas (ELIAS, 1983; KALIA; MERINO; GUY, 1998).
O rompimento das barreiras da pele, com uso de agentes quimicos, tratamentos
fisicos ou estratégias mecanicas, facilita a penetracdo e consequentemente, a
apresentacao de antigenos na sua forma integra (CHEN et al., 2012; LI et al., 2011).
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1.3 Resposta imune da pele

A pele, como um ©6rgdo pro-inflamatério, tem funcbes imunoldgicas
importantes (MATHERS; LARREGINA, 2006; SEN et al., 2010; SUGITA et al., 2007).
A epiderme e a derme possuem alta quantidade de células dendriticas que sao
APCs potentes, com atividades imunoestimulatérias e migratérias importantes
(Figura 4). As células de Langerhans na epiderme e as células dendriticas da derme
sdo importantes para a inducdo de respostas imunes especificas no sistema TCI.
Assim, se o antigeno for eficientemente entregue as LCs ou dDCs residentes das
camadas epidérmica ou dérmica, a TCIl € capaz de induzir resposta imune eficaz
(BARRY, 2004; BOS; MEINARDI, 2000). Ap6s ativacdo, ocorre a maturacao das
DCs, o processamento do antigeno vacinal e a migracdo das DCs para os 6rgaos
linfoides, onde apresentam os epitopos via MHC | e Il para linfécitos T CD8"
(citotoxico) e T CD4" (auxiliar), respectivamente (BANCHEREAU; STEINMAN,

1998).
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Figura 4 - Sistema imune da pele. A pele possui varias células imunocompetentes, tais como Células
de Langerhans (LCs), queratindcitos, e varias células dendriticas da derme (dDCs). Os queratindcitos
estdo envolvidos principalmente na indug¢do da imunidade inata. LCs e dDCs capturam o antigeno
externo, migram para os linfonodos, apresentam o antigeno para os linfécitos T e ativam linfécitos T e
B antigeno especificos. Os linfocitos T e B ativados migram para os tecidos e induzem respostas
imunes antigeno especificas.

Fonte: MATSUO et al., 2013
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Os queratindcitos também estdo envolvidos na indugdo de resposta imune
antigeno especifica, ao ativar o sistema imune inato (SUGITA et al., 2007; WU et al.,
2008). Eles expressam numerosos receptores toll-like na sua superficie ou em
endossomos (KAWAI, 2003), que permitem o reconhecimento de componentes
bacterianos, os padrbes moleculares associados a patdgeno (Pathogen-associated
molecular pattern - PAMPS). Ao reconhecer um antigeno exdgeno, 0s queratindcitos
produzem citocinas e quimiocinas, tais como TNF-a e IL-1B, que sinalizam para as
LCs ou dDCs a necessidade de migracao para o linfonodo (SAALBACH et al., 2010).
Como os queratinécitos, as LCs e dDCs também expressam esses receptores que
contribuem para a manutencdo de um microambiente inflamatorio, que apds contato
primario com um componente de vacina, induz a resposta imune inata, produzindo
uma grande variedade de moléculas pro-inflamatérias que contribuem na ativacao
de APCs residentes da pele, estimulando a resposta imune adaptativa. Quando a
vacina é administrada na pele, as respostas imunes antigeno especificas sdo
induzidas por estes mecanismos, fazendo com que a imunizag¢ado transcutanea seja
uma via atraente para entrega de antigenos (FLACHER et al., 2006; RENN et al.,
2006).

1.4 ApeleeaTCl

A administracdo tépica de vacinas na pele € limitada pela baixa
permeabilidade do estrato corneo, a camada mais externa da pele (BOUWSTRA et
al., 2001). Vérias abordagens farmacéuticas e dispositivos tém sido desenvolvidos
para tornar a imunizacdo transcutanea eficaz e viavel ao superar a barreira de
penetracdo do estrato corneo da pele (MITRAGOTRI, 2005).

1.4.1 Métodos fisicos

O rompimento da barreira da pele aumenta a permeacdo transcutanea do
antigeno e torna-o mais prontamente disponivel para apresentacdo as APCs. Além
disso, leva a ativacdo do sistema imune, induzindo a secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias pelos queratindcitos e ativando as DCs (CUMBERBATCH; DEARMAN,;
KIMBER, 1997; WOOD et al., 1992), o que torna importante o desenvolvimento de
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métodos fisicos capazes de ultrapassar a barreira da pele (BAL et al., 2010). S&o
alguns exemplos desses sistemas: patch, sonoforese, eletroporacéo, Jet injector e
microagulhas.

O patch baseia-se na concentracdo de antigenos vacinais na superficie do
adesivo, dependendo da oclusédo parcial da pele, que mantém a sua hidratacdo. A
hidratacdo constante resulta no aumento da permeabilidade ao antigeno devido ao
inchaco dos cornedcitos, do extravasamento de fluidos no espaco intercelular e de
alteracdes microscopicas na estrutura do estrato cérneo (BOUWSTRA et al., 2003).

A sonoforese utiliza ultrassom de baixa frequéncia a penetracdo de
substancias através do estrato cérneo (POLAT; BLANKSCHTEIN; LANGER, 2010;
TEZEL et al., 2005).

A eletroporacdo aumenta transientemente a permeabilidade da bicamada
lipidica e do estrato cérneo por aplicacdo de um Unico ou multiplos pulsos elétricos,
controlados, de curta duragédo (CHIARELLA; FAZIO; SIGNORI, 2010; LADDY et al.,
2009; PRAUSNITZ et al, 1993).

O Jet injector, baseia-se em um método mecénico para transportar particulas
recobertas por moléculas de pDNA através do estrato corneo da epiderme,
utilizando gas comprimido, resultando na transfecgéo direta dos queratinécitos e de
LCs, distribuidos amplamente na epiderme (BARRY; JOHNSTON, 1997; LIN et al.,
2010; SANFORD et al., 1987; UCHIDA et al., 2009).

As microagulhas sdo agulhas quase imperceptiveis, menores de 1 mm,
necessitando ultrapassar apenas 15 a 20 mm da espessura do estrato corneo antes
de atingir a epiderme viavel para entregar o antigeno vacinal (HAUT, 2002;
REIHSNER; BALOGH; MENZEL, 1995).

1.4.2 Emolientes e Adjuvantes

1.4.2.1 Emolientes

Varios produtos quimicos sdo conhecidos por interagir com a pele e modificar
a estrutura altamente ordenada da bicamada lipidica do estrato corneo, principal
barreira a difusdo das moléculas exdégenas. Mais de 300 produtos quimicos,

chamados emolientes ou potenciadores de permeacao, tém sido estudados por sua
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capacidade de facilitar o transporte de moléculas através da pele (KARANDE;
MITRAGOTRI, 2009). Os emolientes sao relativamente baratos, oferecem
flexibilidade no seu design, ndo necessitam de pessoal altamente treinado para a
manipulacdo, e o mais importante, podem ser formulados com o agente terapéutico
na forma de creme topico ou gel, ou incorporados no patch, um adesivo que pode
ser aplicado em qualquer parte do corpo para liberacdo prolongada do antigeno
(KARANDE; MITRAGOTRI, 2009).

Os potenciadores de permeacdo sdo incorporados nas formulacdes para
melhorar o grau de difuséo e solubilidade do antigeno (SHIN et al., 2005). Em geral,
podem abranger ampla variedade de grupos quimicos funcionais e podem
apresentar diferentes mecanismos de acdo no melhoramento do transporte de
moléculas (KARANDE; MITRAGOTRI, 2009).

Os emolientes podem exercer seu efeito diretamente sobre a estrutura da
pele, agindo sobre os lipideos intercelulares da pele ou dos cornedcitos, as células
mortas do estrato corneo. A sua agao sobre os lipidios intercelulares da pele deve-
se a sua extracdo, originando vias de difusdo para a passagem do antigeno, ou
podem dividir-se nas bicamadas lipidicas, destruindo assim as lamelas de lipideo
altamente ordenadas, causando a sua fluidificagdo (BARRY, 2004; KARANDE et al.,
2005; KIM et al., 2008).

Nesse sentido, vem sendo avaliados o polietilenoglicol (PEG) e os
surfactantes, capazes de modificar a estrutura do estrato corneo da epiderme,

favorecendo a penetracdo de um antigeno através da derme (KAUSHIK et al., 2008).

Polietilenoglicol (PEG)

O PEG apresenta uma diversidade de pesos moleculares e formas. A
temperatura ambiente, o polimero com peso molecular até 400 é soluvel em agua e
higroscopico, e apresenta-se como liquido viscoso incolor; com peso molecular
acima de 400, com aspecto de uma cera, um solido branco (FRUIJTIER-POLLOTH,
2005). Consta na lista GRAS (Compounds Generally Recognized as Safe -
Compostos Geralmente Reconhecidos como Seguros) do FDA, ou seja, apresenta
baixa toxicidade, tendo sido aprovado pelo FDA para o consumo (HARRIS, 1992;
HEROLD; KEIL; BRUNS, 1989). O PEG apresenta baixa imunogenicidade, o que

permitiu o desenvolvimento de drogas a partir de conjugados PEG-proteina
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(BHADRA et al.,, 2002; FRANCIS et al., 1998; VERONESE et al., 2002), é
biodegradavel, estavel, ndo volatil, ndo sofre hidrélise nem deteriora durante o
armazenamento na auséncia de oxigénio (CHEN et al., 2005; FRUIJTIER-
POLLOTH, 2005).

A magnitude do efeito potencializador da permeabilidade de outras moléculas
associadas ao PEG através da pele depende principalmente da sua estrutura e de
seu peso molecular. PEGs de peso molecular pequeno sdo minimamente
absorvidos, ja os de peso molecular igual ou maior a 4000, ndo sdo absorvidos
(BARANY; LINDBERG; LODEN, 2000; PRINCIPE, 1968; SMYTH et al., 1942).

Surfactantes

Os surfactantes sao classificados em quatro tipos: aniénicos, catidnicos, nao
ibnicos e anféteros, que apresentam, respectivamente, cargas negativas, positivas,
sem carga e carga positiva ou negativa, dependendo da solugdo em que se
encontram (KIRSNER; FROELICH, 1998).

O surfactante pulmonar é composto por fosfolipideos que sdo essenciais para
reduzir a tensdo superficial na interface ar-liquido do pulmédo. Cerca de 10% do
surfactante é constituido por proteina, sendo que foram definidas quatro até o
momento: SP-A, SP-B, SP-C e SP-D. SP-B e SP-C sao proteinas extremamente
hidrofébicas e pequenas (NOGEE, 2004).

Os surfactantes interagem com os lipidios presentes no estrato corneo,
resultando na desorganizacdo da sua estrutura e aumento dos espacos
intracelulares, auxiliando na imunizagdo transcutanea de antigenos vacinais. Além
disso, também promovem o aumento da perda de agua pela via transepidérmica e
possuem acgao irritante (FARTASCH, 1997; HUANG et al., 2006).

Experimentos de Huang et al. (2006) demonstraram que pré-tratamento por
10 minutos com surfactante anionico, anteriormente a imunizagdo com antigeno HEL
(lisozima de ovo de galinha) em camundongos, foi eficiente em aumentar a resposta
IgG especifica contra HEL em 1,6 a 4,8 vezes, em comparacdo com O grupo
imunizado sem o pré-tratamento. Houve também a elevacdo da expressao de
CD86+, indicando a inducdo da maturacdo de células de Langerhans, mas ndo a

sua migracgéo da epiderme.
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Experimentos de Karande et al. (2009) demonstraram que o uso de PEG em
combinac¢do com outras substancias induziu maior resposta imune contra o antigeno
OVA (ovalbumina), ao facilitar sua permeabilidade através da derme e elevar a
capacidade adjuvante do agente quimico, em testes in vitro com derme de suinos.
Além disso, em testes in vivo com camundongos Balb/c, foi observado que os soros
dos grupos pré-tratados com PEG por 10 minutos apresentaram titulos de IgG anti-
OVA 1,5 a 2,5 vezes maiores do que o grupo controle (PBS).

O PEG e os surfactantes sdo utilizados usualmente como emolientes
(FARTASCH, 1997; HUANG et al., 2006; KAUSHIK et al., 2008), enquanto o MPL-A
apresenta funcdo adjuvante bem estabelecida (BEUTLER; RIETSCHEL, 2003;
THOELEN et al., 1998).

1.4.2.2 Adjuvantes

Adjuvantes tém como principais mecanismos de acdo: (i) promover a
liberacdo gradual do antigeno, (ii) direcionar o antigeno para as APCs e (iii) modular,
potencializar e prolongar a duracdo da resposta imune induzida pelo antigeno
(SINGH; O’HAGAN, 2003). O adjuvante ideal deve ser seguro, estavel, promover
resposta imune mais rapida, preferencialmente com menor dose de vacina, possuir
toxicidade minima, ter baixo custo e facilitar a administracéo da vacina por diferentes
vias (AZAD; ROJANASAKUL, 2006; LAVELLE, 2005).

O monofosforil lipideo A (MPL-A), derivado do lipopolissacarideo da parede
celular de bactérias gram-negativas, como Salmonella minnesota e Bordetella
pertussis, vem sendo avaliado como adjuvante nas formula¢des vacinais, devido a
sua baixa toxicidade, seguranca e funcdo imunomodulatéria, tanto para resposta
imune celular como humoral (BEUTLER; RIETSCHEL, 2003; THOELEN et al.,
1998).

Chopra e Cevc (2014) verificaram em camundongos que a coadministragao
pela via transcutanea do MPL-A com o toxodide tetanico elevou a resposta imune, em
meédia quatro vezes, quando comparado com o grupo imunizado com a formulagéao
sem o adjuvante. Além disso, nos animais imunizados com vesiculas deforméaveis

contendo 80 pg de toxoide tetanico e MPL-A, pela via transcutanea, foi conferida
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protecdo contra toxina teténica por pelo menos seis meses. Em contraste,
camundongos imunizados com o toxdide em vesiculas deformaveis, mas sem MPL-
A, permaneceram paralisados por 96 horas apds desafio com LDsy, da toxina

tetdnica. Os camundongos recuperaram-se cinco dias depois.

1.5 Estudos clinicos com imunizag¢do transcutanea

Varios grupos de pesquisas tém realizado, nos ultimos anos, estudos clinicos
com TCI utilizando formula¢des com patches ou sistemas de microagulhas, devido a
sua facilidade de utilizacéo e eficacia (ETCHART et al., 2007; GLENN et al., 2000,
2007; HIROBE et al., 2012; VAN DAMME et al., 2009).

Glenn et al. (2000) relataram pela primeira vez os resultados da TCI em seres
humanos, onde utilizaram patches contendo a toxina termolabil (LT) de E.coli e
observaram resposta robusta de anticorpos anti-LT especificos. Além disso,
utilizaram patches com LT como vacinagado contra a diarreia do viajante em estudo
clinico de fase Il e observaram efeito protetor de 75% para a forma moderada e
84%, para a forma severa da doenca (FRECH et al., 2008). Pacientes que ficaram
doentes apresentaram episodios mais curtos de diarreia (0,5 dia contra 2,1 dias) do
que o grupo placebo (GLENN et al., 2000, 2007). Esse estudo entrou recentemente
na fase Ill de desenvolvimento (BAL et al.,, 2010) e essa podera ser a primeira
vacina entregue por patch no mercado.

Yagi et al. (2006) utilizaram patches contendo antigenos de HIV em pacientes
com melanoma avangado e observaram resposta de linfocitos T CD8+ citotoxicos e
regressao de algumas lesdes em 4 dos 7 pacientes, o que confirmou a utilizacdo de
DCs da pele como abordagem viavel para imunoterapia contra o cancer.

Etchart et al. (2007) realizaram um estudo clinico de fase I/l utilizando TCI
com vacina viva atenuada de sarampo ROUVAX® em adultos voluntarios. Foi
verificado que a vacina é segura e pouco reatogénica. Foi observado inducéo de
anticorpos salivares IgA especificos contra sarampo e uma tendéncia de aumento na
producédo de IFN-y pelos linfocitos T.

Van Damme et al. (2009) realizaram um estudo clinico utilizando TCI com
microagulhas ocas (MicronJet) para vacinagdo contra influenza e observaram

aumento da resposta imune dos pacientes ap0s a imunizacdo. Rea¢Bes adversas
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locais foram significativamente mais frequentes do que aquelas com vacinacgéo pela
via intramuscular, mas foram leves e transitorias.

Hirobe et al. (2012) realizaram um estudo clinico com patch hidrogel contendo
TT (toxoide tetanico) e DT (toxdide diftérico) combinados. Na avaliagcdo de
seguranca, nas respostas adversas locais no periodo entre 0 h e 24 horas ap0s a
remocao do patch, foi verificado que a formulacdo contendo TT e DT ndo induziu
eventos adversos locais graves. Apos a primeira imunizacéo, foi observada elevacao
dos titulos de anticorpos IgG anti-TT e anti-DT, indicando que uma unica aplicacdo
da formulacdo TCI pode induzir resposta imune em seres humanos. Além disso, o
patch hidrogel ndo necessitou de pré-tratamento do local para remover ou alterar o
estrato corneo, a penetracdo do antigeno na pele foi eficaz e induziu anticorpos
especificos ap6s uma unica aplicacdo em alguns individuos do estudo, o que
representa eficacia e seguranca.

Esses estudos clinicos sugerem que o TCI pode ser aplicavel para aplicacao
em larga escala nos casos de surtos e aumentar as taxas de vacinacao nos paises
em desenvolvimento (MATSUO et al., 2013).
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1.6 Leptospirose

A leptospirose é uma zoonose difundida mundialmente, causada por
espiroguetas pertencentes ao género Leptospira, que abrange tanto espécies
saprofiticas e ndo patogénicas, as L. biflexa (6 espécies, mais de 60 sorovares)
guanto patogénicas, as L. interrogans (13 espécies, mais de 260 sorovares)
(ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; FAINE; STALLMAN, 1982; GUERRA,
2009; JOHNSON; FAINE, 1984).

As leptospiras sdo bactérias gram-negativas filamentosas, méveis, com
ganchos nas suas extremidades, aerdbias obrigatorias, classificadas em diferentes
sorovares de acordo com seus determinantes antigénicos (FAINE et al., 1999)
(Figura 5).

Figura 5 - Micrografias eletrénicas de leptospiras. Leptospiras sdo bactérias finas e em forma de
hélice, com didmetro de 0,15 a 0,3 pm e comprimento de 6 a 20 um.
Fonte: PICARDEAU, 2013

As leptospiras possuem uma membrana interna (MI) e uma membrana
externa (OM). A parede celular de peptideoglicano esta intimamente ligada a
membrana interna, na qual se localizam os transportadores de ferro FeoA-FeoB
(FeoAB), proteinas ligadoras de penicilina (PBPs) e a lipoproteina LipL31. Ja a
membrana externa, € composta por lipopolissacarideos (LPS), proteina de
membrana externa (OMP) L1 (OmpL1) e lipoproteinas, LipL32, LipL36 (presente na
superficie interna da OM) (CULLEN; HAAKE; ADLER, 2004; FAINE et al., 1999; KO;
GOARANT; PICARDEAU, 2009) (Figura 6).
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Figura 6 - Representacéo esquematica da arquitetura da leptospira.
Fonte: KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009

O LPS de leptospira apresenta menor endotoxicidade em células e animais,
em comparacdo com o de outras bactérias gram-negativas, o que pode estar
vinculado a composicdo incomum do Lipideo A, que possui um dissacarideo de
glucosamina modificado, fosforilado e metilado. Além disso, suspeita-se que a
heterogeneidade estrutural do LPS esteja vinculada a diversidade antigénica
presente nos diferentes sorovares de leptospira (ADLER; DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010; FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001).

1.7 Transmissdo da doenca, sinais e sintomas

Os humanos sdo hospedeiros acidentais e terminais da Leptospira, sendo
contaminados durante atividades ocupacionais, recreacionais ou domésticas, em
gue haja contato com urina de animais portadores, sendo infectados diretamente,
por meio de lesbes na derme e contato com mucosas dos olhos, boca ou
nasofaringe; ou indiretamente, através da ingestdo de agua e alimentos
contaminados ou contato com solo contaminado (ADLER; DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010; BOLIN; KOELLNER, 1988; GUERRA, 2009; HARRISON;
FITZGERALD, 1988; THIERMANN, 1984).

A sintomatologia da leptospirose pode variar de sinais subclinicos a graves,
apresentando duas fases caracteristicas. Na fase inicial, com duracdo de 3 a 10

dias, assemelha-se a um resfriado, havendo febre, dor de cabeca, tremores,
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mialgias, com duracéo de 4 a 30 dias, podendo ser confundida com outras doencgas,
como gripe, dengue e outras doencas virais. Pode evoluir para uma forma mais
grave de leptospirose, denominada Doenca de Weil ou Sindrome hemorragica
pulmonar, que corresponde a aproximadamente 5 a 15% dos casos, com quadro de
ictericia e acometimento de orgdos especificos, como figado, rins, coracdo e
pulméo, podendo levar a hemorragias e faléncia renal aguda (ABDULKADER, 1997;
BHARTI et al., 2003; FAINE et al., 1999; GUERRA, 2009; TURNER, 1969).

1.8 Diagnoéstico da leptospirose

A maioria dos casos de leptospirose é diagnosticada por testes sorologicos,
mas 0s anticorpos so sao detectados no sangue depois de mais de uma semana do
inicio dos sintomas (AGAMPODI et al., 2012). O diagnéstico bacterioldgico é dificil,
pois requer meio de cultura especifico e o tempo para cultivo de leptospira é
bastante longo (em torno de um més), gerando um resultado final tardio
(VIJAYACHARI et al., 2001).

O MAT (teste de aglutinagdo microscopica), ELISA e PCR séo as técnicas
que permitem confirmar o diagnostico de leptospirose (AHMED et al., 2009; FAINE
et al., 1999).

Entre os testes sorologicos, o MAT €& o mais utilizado. Baseia-se no
reconhecimento de anticorpos de soros dos pacientes a antigenos de superficie dos
lipopolissacarideos dos diferentes sorovares de leptospira cultivados. (FAINE et al.,
1999; KUSUM et al., 2005; SMYTHE et al., 2009).

Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) tém se mostrado sensiveis e
reprodutiveis, porém ainda ndo ha um antigeno altamente especifico da fase aguda
para deteccdo da doenca em sua fase inicial (AHMED et al., 2009; FAINE et al.,
1999) .

Entre as técnicas moleculares, o PCR (reacdo de polimerase em cadeia —
polymerase chain reaction) pode ser utilizado para deteccédo de DNA de leptospiras,
mas essa técnica so € eficaz quando a amostra de sangue foi coletada apés 7 dias
do inicio dos sintomas da leptospirose (AHMED et al., 2009; VILLUMSEN et al.,
2012).
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Portanto, existe uma necessidade urgente de desenvolvimento de novas
técnicas de diagnostico facil e rdpido, com uso de anticorpos ou antigenos presentes
na fase aguda da doenca (PICARDEAU, 2013).

1.9 Epidemiologia

A leptospirose € uma importante questdo de saude publica em muitos paises,
especialmente na América Latina e no Sudeste da Asia. O nimero estimado de
casos de leptospirose grave é de mais de um milh&o por ano, com taxa de letalidade
em torno de 10% (ABELA-RIDDER; SIKKEMA; HARTSKEERL, 2010).

A incidéncia anual relatada, geralmente varia de 0,1 a 1 por 100.000
habitantes em climas temperados e € maior do que 10 por 100.000 habitantes em
regides tropicais (ABELA-RIDDER; SIKKEMA; HARTSKEERL, 2010).

Os surtos de leptospirose ocorrem regularmente durante a estagdo chuvosa
em favelas de megaldpoles brasileiras. Atualmente, um bilhdo de pessoas vivem em
favelas em todo o mundo e essa populacdo deve dobrar nos préximos 20 anos (LAU
et al., 2010). As condicbes de vida nessas favelas, especialmente em regides
tropicais, sdo favoraveis para a transmisséo da leptospirose por ratos (REIS et al.,
2008; RILEY et al., 2007).

1.10 Mecanismos de patogenicidade e fatores de viruléncia

Os mecanismos de patogenicidade da leptospira ainda ndo foram totalmente
elucidados. Em estudos com animais, leptospiras patogénicas puderam ser
detectadas no sangue e tecidos apdés 10 minutos da inoculacdo intraperitoneal,
intradérmica ou intraocular. A adesao aos tecidos do hospedeiro parece ser um pre-
requisito para uma infeccdo bem sucedida e tanto leptospiras intactas quanto suas
proteinas tém demonstrado in vitro a capacidade de adesdo a uma variedade de
componentes da matriz extracelular (MEC) do hospedeiro (Tabela 1) (ADLER, 2014).
Com o auxilio de estudos gendmicos funcionais com base na sequéncia do genoma
de L. interrogans Copenhageni (NASCIMENTO et al., 2004), mais de 200 proteinas
de membrana externa foram previstas, como proteinas provavelmente relacionadas

a patogénese da leptospirose.
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Tabela 1 - Adesédo a componentes do hospedeiro e adesinas putativas de Leptospiras patogénicas

Sorovar de Componentes de Componentes do o

_ _ _ Referéncia
Leptospira leptospira hospedeiro
Copenhageni Leptospiras viaveis Fibroblastos L929 da MEC Ito and Yanagawa

Icterohaemorrhagiae

Copenhageni
Copenhageni

Copenhageni
Copenhageni

Manilae

Copenhageni
Copenhageni
Copenhageni
Copenhageni

Copenhageni

Copenhageni

Copenhageni

Copenhageni

Copenhageni
Copenhageni
Copenhageni

Copenhageni

Copenhageni

Copenhageni

Copenhageni
Copenhageni

Manilae

Leptospiras viaveis

Lsa24 recombinante

LigA, LigB recombinante
LenA (LfhA, Lsa24),
LenBCDEF recombinantes

Lsa21 recombinante

LipL32 recombinante

LipL32 recombinante
Lsa27 recombinante
Lp95 recombinante

Lsa63 recombinante

OmpL37 recombinante

LipL32, LIC12730, LIC10494,
Lp29, Lp49, LipL40, MPL36

LIC12238 recombinantes
LigA e LigB

Lsa66 recombinante

Lsa20 recombinante

Lsa 25, Lsa33 recombinantes

Lsa30 recombinante
OmpL1

Fator de elongacédo Tu
LIC12875 recombinante
LIC12238, Lsa33, Lsa30,

OmplL1, LIC11360, LIC11975

recombinantes

Leptospiras viaveis

Lsa44, Lsa45 recombinantes

LMB216 expresso em L.
biflexa

Fibroblastos Vero
Macrofagos J774A.1
Laminina

MEC, fibronectina

Laminina, fibronectina

Laminina, colageno 1V,
fibronectina

Laminina, colageno |,
fibronectina

Fibronectina, colageno IV
Laminina

Laminina, fibronectina
Laminina

Elastina, fibronectina,
fibrinogénio, laminina

Plasminogénio

Células MDCJ,
fibronectina, laminina
Fibronectina, laminina,
plasminogénio
Laminina, plasminogénio
Laminina
Plasminogénio
Fibronectina, laminina,
plasminogénio
Colageno, fibronectina,
laminina, elastina,
fibrinogénio

Fibrinogénio
Caderina

Laminina

Fibronectina

(1987)
Merien et al. (1997)

Barbosa et al. (2006)
Choy et al. (2007)

Stevenson et al.
(2007)

Atzingen et al. (2008)

Hoke et al. (2008)

Hauk et al. (2008)
Longhi et al. (2009)
Atzingen et al. (2009)
Vieira et al. (2010b)

Pinne et al. (2010)

Vieira et al. (2010a)

Figueira et al. (2011)

Oliveira et al. (2011)

Mendes et al. (2011)
Domingos et al. (2012)
Souza et al. (2012)
Fernandes et al.
(2012)

Wolff et al. (2013)

Oliveira et al. (2013)

Evangelista et al.
(2014)
Fernandes et al.
(2014)

Toma et al. (2014)

Fonte: ADLER, 2014
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A primeira proteina de leptospira a ser identificada como essencial para a
viruléncia foi Loa22, proteina de membrana externa contendo um dominio C-terminal
OmpA, que supostamente faz a ligacdo entre a membrana externa e a camada de
peptidoglicano. Foi observado que a Loa22 induz resposta imune em pacientes
infectados, € regulada durante a infecgcdo aguda (NALLY et al.,, 2007) e liga-se
fracamente a matriz extracelular do hospedeiro. Além disso, um mutante loa22
mostrou-se totalmente avirulento em hamsters e em porquinhos da india, sugerindo
um papel dessa proteina na viruléncia da leptospirose. A presenca de um homologo
de Loa22 em L. biflexa sugere um papel indireto na viruléncia (RISTOW et al., 2007).

O LPS é um fator de viruléncia importante para todas as bactérias Gram-
negativas. Dois mutantes da bactéria com alteracbes no LPS tiveram a sua
viruléncia atenuada em hamsters (MURRAY et al., 2010) e sua capacidade reduzida
em colonizar rins de ratos (MARCSISIN et al., 2013). Nao se sabe 0 motivo preciso
da perda da viruléncia de ambos os mutantes, mas nao foi devido ao aumento de
suscetibilidade ao complemento (MARCSISIN et al., 2013; MURRAY et al., 2010).

A motilidade também é um fator de viruléncia, e em Leptospira estudos
anularam a motilidade por inativacdo dos genes envolvidos na biossintese ou na
estrutura flagelar. A inativacdo de fliY, que codifica uma proteina flagelar motora,
resultou na atenuacédo da viruléncia em porquinhos da india (LIAO et al., 2009). Ja a
mutacdo de flaA2, mas nao flaAl, levou a viruléncia atenuada em hamsters
(LAMBERT et al.,, 2012), possivelmente porque os mutantes flaAl mantiveram
alguma mobilidade de translacdo. A mutacdo do gene LB139, que codifica uma
proteina sensora, resultou na reducdo da motilidade, bem como a regulacédo
negativa de uma variedade de genes de quimiotaxia, gerando um mutante atenuado
para hamsters (ESHGHI et al., 2014).

O ferro € essencial para a viabilidade da maioria das bactérias e a capacidade
de adquirir ferro in vivo é um fator de viruléncia importante. Leptospiras patogénicas
possuem a enzima heme oxigenase, também conhecida como HemO, que facilita a
aquisicdo de ferro presente no heme, principal fonte de ferro nas células do
hospedeiro mamifero (MURRAY et al., 2008, 2009). Uma cepa hemO mutante n&o
causou leptospirose em hamsters, mas reteve a capacidade de colonizar o rim.

A transicdo do ambiente para o hospedeiro induz o up-regulation de varios
genes de resposta ao estresse (LO et al., 2006, 2010; MATSUNAGA et al., 2007).
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Portanto, é compreensivel que alguns mutantes para esses genes apresentem
viruléncia atenuada. Proteinas de viruléncia identificadas nesta categoria incluem a
catalase de leptospira, KatE (ESHGHI et al., 2012) e da chaperona molecular ClpB
(LOURDAULT et al., 2011). A mutacdo de qualquer um desses genes resultou em
aumento da susceptibilidade ao estresse oxidativo.

Genomas de Leptospira spp patogénicas contém até 5 genes que codificam
enzimas do tipo esfingomielinase (NARAYANAVARI et al., 2012). A auséncia desses
genes em L. biflexa saprofitica (PICARDEAU et al., 2008) sugere fortemente um
papel dessas enzimas na sobrevivéncia das leptospiras patogénicas em mamiferos
e nao apenas na aquisicdo de nutrientes. Estudos com esfingomielinases de
leptospira tém demonstrado algumas atividades relacionadas com a viruléncia, como
a formacéao de poros (LEE et al., 2002) e citotoxicidade (ZHANG et al., 2008).

A Leptospira ndo é um patodgeno intracelular classico. Em experimentos in
vitro, foram capazes de entrar efetivamente nas células hospedeiras (MERIEN;
BARANTON; PEROLAT, 1997) e rapidamente translocar através de monocamadas
de células polarizadas, sem alterar a resisténcia elétrica transepitelial, residindo
apenas temporariamente dentro de células ndo fagociticas (BAROCCHIM et al.,
2002; THOMAS; HIGHBLE, 1990). As leptospiras parecem utilizar um novo
mecanismo de entrada na célula, que permite uma rapida translocacdo e
disseminacéao para 6rgaos alvo, evadindo da resposta imune do hospedeiro (CINCO,
2010).

As Leptospiras patogénicas resistem a fagocitose por macrofagos e
neutroéfilos, exceto quando ha anticorpos especificos contra a bactéria (BANFI et al.,
1982; McGRATH et al., 1984; VINH; ADLER; FAINE, 1982). No entanto, estudos
sugerem gue essas bactérias sejam capazes de sobreviver dentro de macréfagos, e
subsequentemente escapar, ao induzir a apoptose dessas células (JIN et al., 2009;
MERIEN; BARANTON; PEROLAT, 1997). Além disso, foi observado nos tecidos de
pacientes infectados ou de animais experimentais que a maioria das leptospiras é
encontrada no meio extracelular (ZHANG et al., 2012).

Foi proposto que os diferentes resultados da interacdo da Leptospira com
macréfagos humanos e de ratos possam ser a base para a diferente evolucdo da

infeccdo aguda em humanos (susceptiveis) e camundongos (resistentes) (LI et al.,
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2010). Antigenos de Leptospiras patogénicas sdo capazes de ativar o TLR-2 e TLR-
4 em macrofagos e o TLR-2 em mondcitos murinos, havendo a expresséo de
diversas citocinas inflamatérias (NAHORI et al., 2005; WERTS et al., 2001).

Matsui et al. (2011) sugerem que o dano tecidual observado nas espécies
animais susceptiveis a leptospirose aguda, tais como hamsters, e por inferéncia, os
seres humanos, é mediada em parte pelo aumento da producédo de citocinas pro-
inflamatorias e quimiocinas. Camundongos apresentaram mais rapidamente e em

menor quantidade a citocina anti-inflamatoria IL-10.

1.11 Vacinas contra leptospirose

A principal resposta imune induzida contra leptospira € humoral, com
producdo de anticorpos especificos contra um determinado sorovar. Portanto, a
formulacéo vacinal deve ser composta por sorovares prevalentes entre a populacéo
a ser imunizada (LEVETT, 2001).

As vacinas disponiveis contra leptospirose de uso veterinario sdo vacinas
celulares, obtidas a partir de leptospiras inativadas ou atenuadas (HUHN et al.,
1975; TRIPATHY et al, 1976; YORK, 1966). Sé&o utlizadas nos paises
desenvolvidos para a vacinacdo do gado, suinos e cdes domésticos; jA nos paises
em desenvolvimento, ndo ha producdo de vacinas contra leptospirose com 0s
sorovares regionais (LEVETT, 2001). Tais preparacdes conferem resposta imune
protetora, principalmente através da producao de anticorpos anti-LPS de leptospira.
Porém, a protecao é transitoria, ndo ha inducéo de resposta imunoldgica celular nem
de protecdo cruzada para sorovares de leptospira ndo incluidos na formulacao,
sendo necesséaria a reimunizacdo anual e a producdo de novas vacinas apos o
surgimento de um novo sorovar. A maior limitacdo para o desenvolvimento de uma
vacina polivalente celular é o grande namero de sorovares patogénicos (ADLER; DE
LA PENA MOCTEZUMA, 2010; ATZINGEN et al., 2010; DE LA PENA MOCTEZUMA
et al., 1999).

Atualmente, estdo em estudos diferentes abordagens vacinais contra
leptospirose para uso humano, baseadas em subunidades antigénicas, como
proteinas recombinantes da membrana externa de leptospira (OMPs) (GONZALEZ
et al., 2004), preparagcbes a partir do LPS (BHARTI et al., 2003; OPS, 1999),
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lipoproteinas (HAAKE, 2000; MINSAP, 1998) ou vacinas de DNA (WANG; JIN;
WEGRZYN, 2007). As vacinas de subunidades estao substituindo o uso das vacinas
inativadas contra leptospirose, apesar de sua ampla distribuicdo em paises como a
China, Japao, Israel, Russia, devido a auséncia de resposta protetora cruzada para
sorovares néo inclusos na formulagéo vacinal (MARTINEZ et al., 2004; ROSARIO et
al., 2012). Além disso, os efeitos adversos vinculados as vacinas celulares de
leptospira limitaram o seu uso em humanos. Por esses motivos, atualmente a
comunidade cientifica busca encontrar uma proteina imunogénica de leptospira
codificada por uma regifo conservada (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010;
WANG; JIN; WEGRZYN, 2007).

Com o sequenciamento genético de duas cepas saprofiticas e quatro cepas
patogénicas de Leptospira, foram identificados alguns potenciais alvos para
desenvolvimento de vacinas e tratamento terapéutico (ATZINGEN et al., 2010;
NASCIMENTO et al., 2004). A grande maioria dos estudos esta voltada as vacinas
de subunidade, compostas por OMPs recombinantes, como a OmpL1 (HAAKE et al.,
1999), LipL32 (ATZINGEN et al., 2010; HOKE et al., 2008), LipL41 (HAAKE et al.,
1999), LigA (SILVA et al., 2007), Lp0607, Lp118, Lp1454 (CHANG et al., 2007;
KOIZUMI; WATANABE; 2004).

Palaniappan et al. (2006) em estudos de desafio em hamsters, verificaram
efeito protetor de proteinas LigA recombinantes. (ADLER; DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010; WANG; JIN; WEGRZYN, 2007). Branger et al. (2005)
observaram protecao cruzada para cepas patogénicas de Leptospira em chinchila ao
utilizar uma vacina de DNA expressando a LipL32, uma proteina expressa pelas
cepas patogénicas mas ndo pelas saprofiticas. Haake et al. (1999) verificaram que a
combinagcdo de OmpLl e LipL41 conferiram protecdo em hamsters, o que é
promissor no desenvolvimento de vacinas de subunidades com maior efeito protetor
e menos reacdes adversas. YAN et al. (2009) observaram imunidade protetora em
hamsters apds a imunizacdo com regides conservadas e variaveis de LigB, seguido

por desafio com L. interrogans sorovar Pomona.
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1.12 LipL32

A LipL32 constitui mais de 50% da membrana externa da Leptospira (HAAKE
et al., 2000). E uma proteina altamente imunogénica, mais de 95% dos pacientes
com leptospirose produzem anticorpos anti-LipL32 (GUERREIRO et al., 2001), é
altamente conservada em espécies patogénicas, ausente em espécies saprofiticas,
expressa durante a infeccéo letal aguda e induz resposta imune humoral (ADLER,;
DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; HOKE et al., 2008; NALLY et al., 2007).

Experimentos de HOKE et al. (2008) e HAUK et al. (2008) demonstraram que
a LipL32 se liga a proteinas da matriz extracelular do hospedeiro, como laminina,
colageno I, IV e V, e fibronectina do plasma, sendo importante para a adesao
bacteriana na matriz extracelular do hospedeiro.

A proteina LipL32 € capaz de se ligar ao TLR-2 nas células dos tubulos
proximais levando a ativacdo do fator nuclear NF-kB, que estimula a produgao de
CCL2/MCP-1 e CXCL2/MIP-2 para recrutamento de células inflamatérias, gerando a
resposta inflamataria inicial (BLASI et al., 2007; YANG et al., 2006).

Multiplos estudos foram realizados utilizando a LipL32 como candidata vacinal
e foi demonstrado que a proteina promove protecdo contra L. interrogans sorovares
Canicola (BRANGER et al.,, 2005) e Copenhageni (GRASSMANN et al., 2012;
SEIXAS et al., 2007a), mas nao contra L. interrogans sorovares Pomona (CAO et al.,
2011) e Manilae (LUCAS et al., 2011) em hamsters.

Branger et al. (2005) observaram que uma vacina de DNA codificando LipL32
conferiu imunidade protetora contra L. interrogans serovar Canicola em chinchila.
Humphryes et al. (2014) realizaram experimentos com hamsters e verificaram que o
grupo imunizado com LipL32 recombinante ndo apresentou aumento significativo na
taxa de sobrevivéncia dos animais apOs desafio com L. interrogans sorovar
Canicola, mas verificaram diminuicdo significativa na quantidade de leptospiras
presentes nos rins e na taxa de lesdes nesse 0Orgao, indicando que apesar da
proteina recombinante ndo ter conferido completa protecdo apds desafio, ela foi
capaz de reduzir a severidade da infeccdo nos animais. Estudos de Grassmann et
al. (2012) demonstraram que a LipL32 conferiu imunidade protetora contra L.
interrogans serovar Copenhageni em hamsters quando a proteina foi coadministrada

com a subunidade B da enterotoxina termolabil (LTB) de E. coli.
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1.13 Resposta imune do hospedeiro contra leptospirose

A principal resposta imune induzida contra leptospira € humoral, com
producdo de anticorpos especificos contra um determinado sorovar. Anticorpos IgM
e IgG séo sorologicamente detectados em pacientes que se recuperaram de
leptospirose grave até seis anos apo6s a infeccdo inicial por leptospira
(CUMBERLAND et al., 2001).

Os anticorpos produzidos sdo principalmente dirigidos contra o LPS da
bactéria. No entanto, a imunidade mediada por anticorpos anti-LPS é limitado a
sorotipos homélogos, ao contrario de preparacdes contendo proteinas inteiras de
leptospira, que demonstraram protecdo apos desafio com sorotipos homoélogos e
heter6logos (PALANIAPPAN; RAMANUJAM; CHANG, 2007).

A presenca de ambos TLR-2 e TLR-4 € necessaria para a defesa imunologica
inata eficaz contra Leptospira (CHASSIN et al.,, 2009; VIRIYAKOSOL et al., 2006;
WERTS et al., 2001). Camundongos knockout para TLR-2 e TLR-4 s&o altamente
suscetiveis a infeccdo por leptospira em comparacdo com camundongos com um
anico nocaute (CHASSIN et al., 2009).

A auséncia de TLR4 leva a leptospirose grave, com manifestacdes clinicas de
ictericia e hemorragia pulmonar, bem como ao acumulo de leptospiras nos rins e
puimbes de camundongos infectados com L. interrogans  sorovar
Icterohaemorrhagiae (VIRIYAKOSOL et al., 2006). Foi demonstrado que a presenga
de TLR-4 é necessaria para a producdo precoce de IgM pelos linfécitos B em
resposta ao LPS de leptospira (CHASSIN et al.,, 2009). O LPS, que normalmente
ativa a via TLR-4 em resposta as bactérias Gram-negativas, foi capaz de ativar a via
de TLR-2 em células monociticas humanas (WERTS et al., 2001). Camundongos
deficientes em TLR-2 ndo responderam a injecdo intraperitoneal de LPS de
leptospira e ndo foram capazes de produzir TNF-a e IL-6. Esses resultados sugerem
que pode haver diferencas fundamentais em como as diferentes espécies reagem a
leptospiras (CHASSIN et al., 2009).

Pacientes com leptospirose severa apresentam niveis elevados tanto de
citocinas pro-inflamatdrias quanto anti-inflamatorias. Altos niveis de IL-6, IL-10 e
TNF-a estdo associados com maior severidade da doencga (KYRIAKIDIS; SAMARA,;
PAPA, 2011; REIS et al.,, 2013). Fujita et al. (2015) realizaram um estudo com
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hamsters infectados com duas cepas de L. interrogans, sorovares Manilae
(altamente virulenta) e Hebdomadis (menos virulenta) e avaliaram a expressao
génica de citocinas e danos teciduais nesses animais. Foi observada a expressao
das citocinas inflamatorias, tais como IL-6 nos pulmdes, IL-10 no figado, TNF-a no
sangue, figado e pulméo, e COX2 no figado e pulmdes, consideradas relevantes
para a gravidade da leptospirose.

A leptospira possui varios fatores capazes de induzir a resposta inata do
hospedeiro: o LPS, que ativa mondcitos através do TLR-2, ativando a liberacédo de
citocinas inflamatérias (WERTS et al., 2001); a LipL32 e hemolisinas, capazes de
induzir a expressdo de oxido nitrico sintase induzivel (INOS), de proteina
guimiotatica de mondcitos-1 (CCL2/MCP-1) e de TNF-a em cultivos de células do
tubulo proximal renal de ratos, além de induzir a producéo de IL-6, IL-18 e TNF-a
em cultivos de macr6fagos murinos e humanos (WANG et al., 2012; YANG et al.,
2002, 2006).
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

v' A imunizacdo transcutdnea com proteina recombinante LipL32 de
Leptospira foi capaz de primar o sistema imune de camundongos contra a
proteina, suscitando resposta sistémica com altos niveis de anticorpos
contra o antigeno, apds reforcos subimunizantes, intradérmico e

transcutaneo.

v' O padrdo de citocinas em cultivo de células do sangue periférico dos
animais imunizados com LipL32 indicou que o0 esquema de imunizagao por
via Tc foi capaz de primar o sistema imune, conferindo resposta mediada

por células, tanto no sistema inato quanto adaptativo.

v' Dos esquemas avaliados, utilizando os diferentes emolientes/adjuvantes,
os resultados mais expressivos foram os relacionados a coadministracédo
Tc da LipL32 com o MPL-A, conferindo possivel efeito moderador da
reacdo pro-inflamatéria, e redirecionando a resposta adaptativa, tanto

humoral quanto celular.

v" Os resultados obtidos neste trabalho, em conjunto com a literatura, atestam
gue a estimulacdo tépica de vacinas na pele pode desencadear a
estimulacdo imune efetiva. A administracdo Tc de LipL32, um antigeno de
membrana externa de Leptospira, pode ser considerada na inducdo de

resposta imune humoral, celular e inata contra a bactéria.

v' A analise mais acurada da reacado inflamatéria, assim como da migracao
celular seletiva, avaliando diferentes populagdes celulares do sistema inato
e adaptativo, tanto circulante quanto no sitio de inoculacdo do antigeno,
podem contribuir para consolidar estes resultados e podem ser objeto de
interesse para a continuacdo deste trabalho. Ensaios de protecdo em
hamsters conferida pela imunizagdo com LipL32, frente a desafios com

cepa virulente de Leptospira também devem ser considerados.
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