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Definicoes
Imunoterapias ativas x passivas

Vacinas
profilaticas x terapéutica

Imunomodulacao
ativacao x supressao



Imunoterapias — terapias que usam substancias para estimular ou
suprimir o sistema imune, para ajudar o organismo a combater ou
controlar doencas infecciosas, cancer, doencas autoimunes, etc



Imunoterapias ativas x passivas

Ativas

Substancias sao capazes de disparar
uu suprimir respostas imunes

Ex. vacinas

Passivas

Substancias tem efeito direto sobre
agente aggressor

Ex. imunoglobulina

Hepatite B — causada por infec¢cao por HCV
Populacao é vacinada
Pessoas produzem anticorpos contra o virus

Populacao nao é infectada pelo virus

Hepatite B — causada por infeccao por HCV

Algumas pessoas nao respondem a vacina
(incapazes de soroconversao)

Se houver suspeita de exposicao, pessoa pode
ser tratada com anticorpos contra HBV para
reduzir a expansao do virus no organismo

CART cells - células T modificadas genética//
capazes de reconhecer células alvo contendo
antigeno especifico e elimina-las




Vacinas

(antigenos)
Profilaticas Terapéuticas
Prevencao Tratamento
Disparo de respostas neutralizantes Respostas dependem do problema
Normalmente necessita de epitopos Podem ser ativadoras de resposta

conformacionais
Podem ser supressoras de resposta

Papel de adjuvantes muito importante
para dirigir diferentes perfis de resposta

No caso de imunizacao passiva — soro ou imunoglobulina sao transferidos a partir de um
doador que foi imunizado, ou eventualmente sao produtos recombinantes (que tem origem
em um doador imunizado)



1796 — imunizagao contra variola — Edward Jenner

Previamente, na China:

insercdo da casca de feridas de
varliola em pequenas incisoes

na pele de criancgas.

Quem nao morria, ficava protegido
contra infeccao natural.

Jenner percebeu que haviam
formas mais leves de variola

e usou material destas para
inocular criangas — risco menor,
Efeito muito bom.

Primeira vacinacao "oficial"




1878 — imunizagao contra cdlera aviaria — Louis Pasteur

Seu assitente esqueceu a placa de cultura
de bactérias na bancada.

Quanto voltou de férias, inoculou galinhas,
elas nao ficaram doentes.

Pasteur usou as mesmas galinhas com
uma cultura fresca, e elas ndo ficaram
doentes.

Ele rapidamente lembrou-se do teste
feito por Jenner, e comecgou a usar Antrax
cultivado a altas temperaturas para
proteger ovelhas.

"A chance favorece as mente preparadas”



EFEITO DE PROGRAMAS DE IMUNIZACAO

EFEITO DE VACINACAO SOBRE DOENCAS INFECCIOSAS COMUNS

Doenca maximo No casos/ano No de casos em 2004
Difteria 206,939 (1921) 0

Sarampo 894,134 (1941) 37
Caxumba 152,209 (1968) 236
Pertussis 265,269 (1934) 18,957
Polio (paralytic) 21,269 (1952) 0
Rubeola 57,686 (1969) 12
Tetanus 1,560 (1923) 26
Haemophilus influ B 20,000 (1984) 16

Hepatitis B 26,611 (1985) 6,632

% mudanca

-99.99
-99.99
-99.90
-96.84
-100.0
-99.98
-98.33
-99.92
-75.08



EFEITO DE PROGRAMAS DE IMUNIZACAO

U.S. vaccinations and infectious diseases, 1928-2011
Annual per week incidence (logarithmic scale)
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O Vaccine was introduced

Source: Carl Franzen, “Vaccinations Have Prevented at Least 103 Million Cases of Contagious
Disease since 1924," The Verge, November 30, 2013.



Design de vacinas

O que deve ser levado em conta?

1. Qual o antigeno?

2. Como ele sera entregue aos individuos que serao vacinados?

3. Qual serd o adjuvante? (depende do tipo de resposta desejada)
4. Qual sera a via de inoculacao?

5. Quantas doses serao dadas?



antigeno x imunogeno x autoantigeno



Resposta humoral
Virus normalmente induzem respostas humorais tipo 1gG (principalmente IgG1 e 1gG3)

Bactérias (parede de polisacarideos) induzem resposta 1gG2

Property IgG1 IgG2 IgG3 IgG4

Molecular Weight (kDa) 150 150 170 150
Amino acids in hinge region 15 12 62 12
Inter-H chain disulfide bonds 2 4 11 2

Half life (days) 14-21 14-21 & 14-21

Mean adult serum level (g/l) 6.98 3.8 0.51 0.56
Relative abundance (%) 60 32 4 4

mmm

Ability to cross placenta

Complement Fixation e + i 3
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Resposta humoral

Killed {(Salk) Live (Sabin)
Vaccine Vaccine
512 Serum 1gG Serum IgG

S 128
>
T
o
2 32
‘g Serum IgM Serum IgM
» Nasal IgA
B 8 Serum IgA /
>
§ ey Serum IgA
o 2 \
'g Nasal and Duodenal IgA \
1 duodenal IgA

1

t + — f +-
H 48 96 B 48 96
Vaccination Days Vlaccination

Antigenos protéicos — T dependente — troca de isotipo

Antigenos nao protéicos, ex lipopolisacarideos, T independente, IgM



Resposta humoral

Anticorpos neutralizantes

2) Capaud suabilization
3) Structural charges
>

Bloded atachment:
? 1) Steric interference

Blocked uncoating
1) Capsid subilizavon
2) Fusion nterference




Resposta celular

Dependente da via de entrada do antigeno e adjuvantes —
Perfil CD4, resposta CD8 (via de entrega do antigeno tb
é importante, antigeno intracelular x extracelular)

Importante para respostas B dependentes de resposta T



WHOLE
ORGANISM

Antigenos

SUBUNIT
VACCINE

EPITOPE
VACCINE

Podem ser complexos — organismos

Se subunidades — proteinas,

acidos nucléicos,

peptideos

Necessariamente parte do patdgeno ou do agente que se quer combater
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Acidos nucléicos como antigenos
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ADJUVANTES

Moléculas associadas ao antigeno de interesse que garantem a inducao de resposta
imune eficaz (2° sinal), e muitas vezes determinam o perfil da resposta.

Essencial para antigenos protéicos.

Alum — mistura de sais de alumninio (ha varios tipos) misturados a outros sais. Serve
como um reservatorio do antigeno — matriz cristalina, dispara respostas inflamatoérias.
Ex. Induz a producao de acido urico, que é um DAMP, induz a internalizacao do antigeno,
ativa inflamassomo, induzindo secrecao de IL-1beta.

'Q‘
Actin g "}“’;:‘\ Necrotic cdll
polymerization A :'\ Ry
g Algn " @
— g “".§~ %. PGE2
v {

UA

-

msul] Agt D 4/ msu
\ Al :l“:d o ,'

- emm——




|

IL-6, TNFa, IL-1B
FAGOCITOSE
ROS
MIGRACAO
RECRUTAMENTO
DE CELULAS
EXPRESSAO DE
MOLECULAS
CO-ESTIMULADORAS
AUMENTO DA
EXPRESSAO DE HLA

Mecanismo de acao de adjuvantes
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Tipos de adjuvantes e efeitos

Innate Receptors or  Principal Immune

Adjuvant Major Immunostimulatory Component(s) Pathway Activated  Responses Stimulated

Licensed Adjuvants

Alum aluminum salts NLRP3 Ab, Th2 (+ Thl in
inflammasome (?) humans)
MF59 and AS03 squalene-in-water emulsions tissue inflammation Ab, Thl + Th2

(no receptors defined)

AS04 MPL plus alum TLR4 and Ab, Thl

inflammasome (?)

Adjuvants in Widespread Experimental Use or in Late Stage Clinical Development

Poly-IC (also Poly-ICLC) synthetic derivatives of dsSRNA TLR3, MDAS Ab, Thl, CD8" T cells

MPL and formulations (AS01, MPL and QS-21 TLR4 (MPL), ? Ab, Thl

AS02) (Qs21)

Flagellin, flagellin-Ag fusion Flagellin from S. typhimurium TLRS Ab, Thl + Th2

proteins

Imiquimods imidazoquinoline derivatives TLR7, TLR8 or both  Ab, Thl, CDS+ T cells
(when conjugated)

CpG oligodeoxynuceotides and  synthetic phophorothioate-linked DNA TLR9 Ab, Thl, CD8 " T cells

formulations (IC31, QB10) oligonucleotides with optimized CpG motifs (when conjugated)

CAFO01 trehalose dimycolate (cord factor) Mincle Ab, Thl, Th17

ISCOMS and ISCOMATRIX saponins mechanism undefined Ab, Thl1+ Th2, CDS+
T cells

IFA (and Montanide mineral or paraffin oil + surfactant mechanism undefined Ab, Thl + Th2

formulations)

CFA IFA + peptidoglycan, trehalose dimycolate NLR, inflammasome, Ab, Thl, Thl7

Vaccine Adjuvants: Putting Innate Immunity to Work Mincle, TLR?

Robert L. Coffman, Alan Sher, and Robert A. Seder



PATOGENO COMO ANTIGENO

Vantagem — serve como antigeno, e também como adjuvante
PATOGENO ATENUADO X PATOGENO MORTO (FIXADO)

Atenuado — apenas 1 dose é necessaria

Mutante menos virulento que o circulante;

Modificado geneticamente para reducao de viruléncia;

Virus e bactérias podem ser atenuados — ex. Febre amarela, Vibrio Cholera, BCG

Morto

Fixado em formaldeido

Exposto a temperatura

Exposto a baixas doses de irradiacao

Vacina viva — vetor vivo (adenovirus, retrovirus) +
gene do patdégeno, clonado e expresso pelo vetor

https://www.youtube.com/watch?v=szfVMtyueks Video sobre atenuacio



Vantagem patogeno vivo atenuado:
- Cicla lentamente no hospedeiro, nao é patogénico, porém € bom ativador

do sistema imune, nao requer mais de uma administracao;

Vantagens antigenos clonados em vetores vivos:
- Muito imunogénicos;
- Potencial tecido especifico;

Desvantagem:
- Disparam respostas adaptativas contra o vetor
- Perigoso para pessoas imunosuprimidas ou imunodeficientes

Vacina inativada é mais segura, mas precisa de mais doses.

Nos dois casos preservacao € um problema.



Vacina viva — vetor vivo (adenovirus, retrovirus) + gene do patdgeno, clonado e

expresso pelo vetor

Vetor: retrovirus, adenovirus, lentivirus,

bactérias

into

l bacterial vectors.

Antigenic proteins from
a wide array of virulent
pathogens can be cloned
live-attenuated

R T —— —
" Cloning of gene
encoding protective

antigen.

ST EREER TR
Transformation into

live-attenuated

bacterial vector.

Plasmid-encoded
gene

—

VIL.

Protective immunity
against the target
pathogen.

Intracellular
expression

Chromosomal
integrated gene

Expression of antigenic protein by
either a constitute promoter or
induced by environmental stimuli
using an in  vivo-inducible

romoter (e.g. oxygen depletion).

Elicitation of cell-mediated
immune responses (e.g. CD4* or

Elicitation of humoral
immune responses (e.g.

antibody production). CD8* T-lymphocyte proliferation).
\'< - < o“
< )..
I 1
Coa* cD8*

Surface display via signal
peptide-mediated
translocation (i.e. membrane
or flagella bound antigen)

Expressed as secretory
antigen (via various
secretion systems)

Vaccines 2015, 3(4), 940-
972; https://doj.org/10.3390/vaccines 3040940



https://doi.org/10.3390/vaccines3040940

Outras alternativas para vacinas ativas:

VLPs — virus like particles

Capsideos virais vazios, mantém a estrutura, portanto tém epitopos conformacionais;
Produzidos em bactérias, leveduras ou células de insetos;

Podem usar adjuvantes, e também podem ser imunogénicas

Ex. Vacina contra HPV

Proteinas ou peptideos longos (35 mers)
Seguros, mas pouco imunogénicos, precisam de adjuvantes;

Células dendriticas

|dealizadas para vacinas terapéuticas, sao capazes de induzir resposta de linfocitos T,
Apresentam baixa toxicidade para o paciente;
Protocolos experimentais em cancer;

Varias doses sao necessarias



Toxdide

E se o antigeno for toxico?

Toxin Toxoid

o o chemical o O
I ————————— -

L~ modification e’

‘ toxin moiety > , antigenic determinants



Vias de imunizacao

Subcutanea — uso da rede de vasos linfaticos

Intramuscular — inflamacgao local, drenagem linfatica

Intranasal — respostas locais e sistémicas, producao de IgG

Oral — tolerancia x imunidade de mucosas, producao de IgA

Intravenosa — células dendriticas, células T modificadas (CAR T cells), linfocitos ativados

Gene gun, gotas, injecao

Direct
Injection

r Electroporation

m
Granuloma

uuuuu




Programa de imunizacao

STAGE1 | 5TAGE2Z2 . STAGE2 | S5TAGE 4  STAGE 5
Pre-vaccine | Increasing coverage ' Loss of " Resumption ' Eradication

: ' ' confidence | of confidence | :

iDISEHSE - |- 'I _________________ d = |

: J N 4 AN

! ! Py :I : vaccine stopped H :

i F [ 1 ¥ [ i : [

| 3 SN AR

| I I | ! I

1 I I 1 I‘ I

| | = i

| ¥ I | .I I

S 5 SR

\Fﬂ.:‘:l"E "‘ I | : I

COVERAGE : | .

‘ 1 '] [} 1 : [}

& : } I :

= | i |

W | |

:E 1 i

Ly | [

= | |

Maturity of Immunization Programme »




Efeito Rebanho

Pitglit  Pilyqtye
’I‘-ilﬂ.’l‘ Wﬁﬂ%ﬁg'ﬂ‘]ﬁﬂﬂ-'ﬂ‘
Tﬂwﬂ’l* i = i iT*“ﬂT

https://imgur.com/gallery/8M7q8#J7LANQ4




Estratégias para imunizacao passiva

Soro ou imunoglobulina
Animal imunizado, molécula recombinante clonada a partir de animal imunizado ou
ainda de paciente com a doenca de interesse.

Ex. Soro a ntiofidico

Soro contém
— Anticorpos neutralizantes
Para toxinas

) Imunizac¢ao
e
de cavalos

w)\—ﬁ Tumour cell
.J/w—’; "_?CK MDSC




Imunizacao com células dendriticas

Normalmente protocolos terapéuticos —inducao de respostas celulares

Natural DC
subsets




Fusao de DCs com células tumorais

Possibilidade de efeito alogénico dependendo do doador

Leukapheresis

Patient

B Dendritic cells
y-irradiation in vitro
- -

Tumor cells

Tumor biopsy 6o °TC
3 B = © &
s eoe \.-III——’
.

Application of the

aHyC cell vaccine DC and TC
\\\;\,\_M‘ / electrofusion
S0
=< YO+
/N

aHyC immunohybridoma:
DCs present tumor antigens



Ativacao de T alogénica x singénica

a Self MHC
classlor ll

Self APC Peptide ?ll':\ssoglegrelltl: MHC Lo geneic
cell
b  Conventional Proposed extremes
recognition of allorecogniticn

Nature Reviews | Immunology



CAR

CAR T Cells — Chimeric antigen receptor

Antibody CARs
Fab 1st 2nd 3rd
%ﬁl |:fg/ScFv
Spacer
Transmembrane domain
Gt ; CD28/ cD28
Signaling domain CD3g 4-1BB
4-1BB
CD3¢ 0X-40
cD3¢
Cytotoxicity

Proliferation, persistence

Survival

CAR T-cell Therapy
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CART Cells — Chimeric antigen receptor

Cytotoxicity of CD19-specific CAR-expressing
T Lymphocytes against B Cell Lymphoma

MHC

cytotoxicity
: , class |

—

T cells

B lymphoma cell

1\ \ \
CD3f{ CD28 scFv(CD19)
L )
||
CAR
CD19-CAR T cells, which are engineered to express extracellular single-
chain immunoglobulin variable fragments to CD19, linked to cytoplasmic

T cell activation domains including CD3-¢, showed remarkable
therapeutic benefits toward CD19* B cell malignancies.




CAR NK Cells

CAR-NK CELL CAR-NK CELL 3" generation NK specific Next generation ~ NKG2D
_ CART CAR NK specific CAR CAR
Antigen
bindiqg
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Macrofagos CAR

Cancer cell

Secretion of
pro-inflammatory
cytokines like
L-1B,IL6,IL12,
TNF-a, IFN-y

Phagocytosis of

Cancer cells

74

Remodelling tumor

ECM by secretion of
MMPs

TAM NK cell
: - activation
D AN Lol N ety Dendritic cell T cell and increase infiltration
rate
increase infiltration rate increase infiltration rate of CD4+
induce maturation markers and CD8+ T cells , decrease Treg
and activation cells, enhance CD8+ function by

CAR-dependent phagocytosis and
antigen presentation




Human
CAR iPS cell

N
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Anticorpos

Mouse hybridoma

Chimeric

Humanized Human

V gene clonlg

CDR graftlng
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