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Antigen Discovery
 Desenvolvimento de Vacinas
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Vacinas para Agentes Infecciosos
 • Primeira etapa: Antigen discovery
 • Fatores que devem ser levados em consideração nesse momento:– Tipo de agente causador da doença– Órgão / célula atingido– Importância de cada compartimento do Sistema
 Imunológico– Ciclo da infecção pelo agente
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Antigen discovery
 • Metodologias de Antigen Discovery
 • Tradicional X Vacinologia Reversa
 • Qual empregar? Depende do grau de conhecimento acerca dos componentes moleculares do agente
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Antigen discovery - Tradicional• Verificar dentro dos antígenos do agente quais ou qual induz uma resposta celular / humoral
 no hospedeiro infectado naturalmente
 • Realizar metodologias de obtenção e purificação do antígeno
 • Realizar a inoculação do antígeno em modelo animal e verificar a ativação do sistema imunológico
 • Avaliar a indução de imunidade humoral e/ou celular
 • Realizar trial vacinal de desafio / proteção
 • Definir eficácia / proteção no modelo animal
 • Realizar trial desafio / proteção no hospedeiro final
 • Definir eficácia / proteção
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Antigen discovery – Vacinologia Reversa
 • Analisar o genoma do agente infeccioso em busca de prováveis alvos vacinais
 • Identificar o gene produtor do antígeno
 • Verificar o grau de expressão do antígeno
 • Mapear os epitopos do antígeno (CD4, CD8, B)
 • Realizar produção recombinante do antígeno
 • Verificar a correta expressão do antígeno
 • Realizar trials em modelo animal e hospedeiro final
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Antigen Discovery
 • Descoberta de antígenos reconhecidos em hospedeiro natural:– Reconhecidos por animais infectados e que não
 desenvolveram a doença (ou não...)– Metodologias: Western Blot, ELISA– Qual o tipo de resposta a ser verificada: celular,
 humoral, ambas, inata...– Intensidade da resposta
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Antigen Discovery
 • Antígeno Imunodominante:– Aquele que se sobressai numa mistura complexa
 de antígenos como sendo o mais reconhecido
 – Normalmente aparece como sendo uma banda extremamente marcante em um Western Blot, ou dando alta reatividade no ELISA?
 – Seria esse antígeno apropriado?
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Antigen Discovery• Segundo passo: identificar o antígeno
 – Natureza do antígeno, seu peso molecular, conformação espacial, sítios de glicosilação, de ancoramento, de secreção...
 – É um antígeno somático ou secretado?
 – Localização? Membrana? Interno?
 – É expresso constitutivamente? Tem sua expressão influenciada por algum fator?
 – É expresso em todas as fases do ciclo?
 – Que gene é o responsável pela sua expressão?
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Antigen Discovery• Identificando o antígeno
 – Correlacionar eletroforese com Western blot
 – Estudos espectrofotométricos
 – Cromatografias (HPLC, Interação hidrofóbica, FPLC, gasosa)
 – Espectometria de Massa
 – Cristalografia
 – Ressonância Magnética
 – Sequenciador de Peptídeos
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Antigen Discovery
 • Identificando o antígeno– Sabendo da natureza do antígeno, pode-se então:
 – Realizar estudos de imunogenicidade: Bioinformática
 – Mapeamento de epitopos: CD4, CD8, B
 – B: hidrofobicidade, formação de alfas hélices, b-sheets
 – CD4, CD8: conhecendo os MHC mais prevalentes na população do hospedeiro, realiza-se estudo de presença de resíduos de ancoramento
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Predição de Epitopos
 • The ultimate goal of epitope prediction is to aid the design of molecules that can mimic the structure and function of a genuine epitope and replace it in medical diagnostics and therapeutics, and also in vaccine design
 • The most reliable methods for identification of an epitope are X-ray crystallography and NMR techniques, but they are time-consuming and expensive.
 • Computational methods and tools, with the virtues of low cost and high speed, were employed to predict epitopes in silico
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Predição de Epitopos T
 • MHC I - short binding peptides, usually consisting of 9 amino acid residues
 • MHC II - bind to peptides of variable length. MHC-II binding peptides typically vary from 11 to 30 amino acids in length, although shorter and longer MHC-binding peptides are not entirely uncommon
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Predição de Epitopos T
 • Due to the fact that MHC genes are highly polymorphic and there exists a substantial number of possible antigens, computational methods for identifying MHC binding peptides are needed to reduce the time and the cost of the laboratory work required for mapping T-cell epitopes.
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Predição de Epitopos T – MHC I
 • Peptides presented by MHC class I (MHC-I) molecules are derived from proteasomal degradation of intracellular proteins and their lengths range from 8 to 11 amino acids
 • MHC I prediction methods include methods into two major types:
 • Qualitative methods, which predict whether a test peptide is an MHC-I binder or non-binder;
 • Quantitative methods, which predicts the value of the binding affinity (e.g., IC50) of a test peptide.
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Predição de Epitopos T – MHC II
 • The binding groove of MHC-II molecules is open at both ends, allowing peptides longer than 9-mers to bind.
 • It has been reported that a 9-mer core region is essential for MHC-II binding
 • Most existing computational methods for predicting MHC-II binding peptides focus on identifying a 9-mer core peptide.
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Predição de Epitopos T – MHC II
 • Computational methods for predicting MHC-II can be categorized into:
 • Qualitative MHC-II binding peptide prediction methods;
 • Quantitative MHC-II binding peptide prediction methods.
 • Most of the currently available MHC-II binding prediction methods focus on identifying a putative 9-mer MHC-II binding core region, e.g., based on the degree of match with a 9-mer MHC-II binding motif, typically constructed using one of the motif finding algorithms.
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Predição de Epitopos B
 • B-cell epitopes are antigenic determinants that are recognized and bound by receptors (membrane-bound antibodies) on the surface of B lymphocytes
 • Understanding the sequence and structural features of B-cell epitopes is critical both for the design of effective vaccines and for the development of sensitive diagnostic tests.
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Predição de Epitopos B
 • B-cell epitopes can be classified into two types: linear (continuous) epitopes and conformational (discontinuous) epitopes.
 • Linear epitopes are short peptides, corresponding to a contiguous amino acid sequence fragment of a protein;
 • Conformational epitopes are composed of amino acids that are not contiguous in primary sequence, but are brought into close proximity within the folded protein structure.
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Predição de Epitopos B
 • Although it is believed that a large majority of B-cell epitopes are discontinuous, experimental epitope identification has focused primarily on linear B-cell epitopes;
 • Even in the case of linear B-cell epitopes, however, antibody-antigen interactions are often conformation-dependent;
 • The conformation-dependent aspect of antibody binding complicates the problem of B-cell epitope prediction, making it less tractable than T-cell epitope prediction.
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Predição de Epitopos B• Correlations between certain physicochemical properties of
 amino acids and the locations of linear B-cell epitopes within protein sequences
 • several epitope prediction methods based on physicochemical properties of amino acids have been proposed
 • hydrophilicity, exibility, turns, or solvent accessibility propensity scales
 • Groups of physicochemical properties instead of a single property
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Predição de Epitopos B• Correlations between certain physicochemical properties of
 amino acids and the locations of linear B-cell epitopes within protein sequences
 • several epitope prediction methods based on physicochemical properties of amino acids have been proposed
 • hydrophilicity, exibility, turns, or solvent accessibility propensity scales
 • Groups of physicochemical properties instead of a single property
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Antigen Discovery
 • Vacina recombinante?– A molécula sozinha é capaz de induzir ativação
 adequada e de intensidade suficiente?
 – O modelo permite o uso de proteína recombinante?
 – Qual adjuvante utilizar em cada caso?
 – Como escolher o modelo adequado? Recombinante, DNA, vetor modificado?
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Antigen Discovery
 • Vacina recombinante?– Modelo de expressão: eucarioto ou procarioto?
 – Glicosilação? Conformação espacial?
 – Análise do correto folding pós-expressão
 – Análise do rendimento de produção
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