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® _oproecaovacnal

A identificacao de marcadores imunoldgicos

gue se correlacionem com a protecao contra

uma infeccéo apos a vacinagao € uma missao
Importante, pois permite substituir os ensaios

de eficacia quando estes nao sao viaveis ou

eticos.
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Correlatos de protecéo X Pressupostos de protecao

x Correlato de protecao (correlate of protection ) € uma funcao

imunologica que e responsavel pela protecéao ;

X Pressuposto de protecdo (surrogate of protection ) esta
correlacionado com a resposta protetora, mas nao é diretamente

responsavel pela protecao .

Ministério da Saide Instituto de Tecnologia

o em Imunobiolégicos
FIOCRUZ - -
Fundagéio Oswaldo Cruz _j Bio-Manguinhos




x O conceito central é o de que um correlato de protecao
reflita  uma relacdo estatistica entre um marcador
Imunoldgico e a protecdo, mas nao implica que o marcador

seja 0 agente causador da protecao .

Ministério da Saide Instituto de Tecnologia

o em Imunobiolégicos
FIOCRUZ - -
Fundagéio Oswaldo Cruz _j Bio-Manguinhos




va terminologia

Correlato de protecéo Correlato de protecéao
mecanistico N&o-mecanistico

O correlato de protecdo (CoB pode ser um mecanismo de protecdo (MCop), ou um Correlato de protecdo nao
mecanistico (NCoP), que prediz a eficacia da vacina através de sua correlagdo (parcial) com outra resposta
imunoldgica que protege mecanicamente (Adaptado de Plotkin, 2012).
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® —bm-—ﬁemplos

X A resposta imunoldgica contra a vacina meningocoécica pode ser
medida pela deteccdo de anticorpos por ELISA ou pela deteccdo de
anticorpos bactericidas . Os anticorpos bactericidas sao efetivamente
responsaveis pela protecdo e, portanto, sao MCoPs Os anticorpos
medidos por ELISA certamente contém uma fracdo que nhao
necessariamente sao bactericidas, no entanto sua medida também

pode ser correlacionada com a protecéo, sendo assim e um NCoP.
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® Wplos

x Na vacinacédo contra a Varicella-Zoster tanto a resposta celular
guanto os anticorpos medidos apos a injecédo ja foram correlacionados
com a protecao . Neste caso, a correlacdo estatistica entre a eficacia
da vacina e a resposta celular foi mais forte, e em vista da biologia da
doenca, a resposta celular seria um MCoP. Os anticorpos, que séo de
medida mais facil e precisa, € um NCoP. Neste caso o NCoPé mais util

que o MCoP
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plos

WVaccing Test Level required
Anthrax Toxin neutralization 1000 TU/ml
Diphtheria Toxin neutralization 0.01-0.1 I'U/ml
Hepatitis A ELISA 10 mIU/ml
Hepatitis B ELISA 10 mIU/ml
Hib polysaccharides ELISA 1 pg/ml
Hib conjugate ELISA 0.15 pg/ml
Human papillomavirus ELISA ND®
Influenza HAI 1/40 dilution
Japanese encephalitis Neutralization 1710 dilution
Lyme disease ELISA 1,100 EIA U/ml
Measles Microneutralization 120 mIU/ml
Meningococeal Bactericidal 1/4 {human complement)
Mumps Neutralization? ND
Pertussis ELISA (toxin) 5 units
Pneumococcus ELISA: opsonophagocytosis 0.20-0.35 pg/ml (for children); 1/8 dilution
Polio Neutralization 1/4-1/8 dilution
Rabies Neutralization 0.5 TU/ml
Rotavirus Serum IgA ND
Rubella Immunoprecipitation 10-15 mIU/ml
Tetanus Toxin neutralization 0.1 TU{ml
Smallpox MNeutralization 1720
Tick-borne encephalitis ELISA 125 TU/ml
Tuberculosis Interferon ND
Varicella FAMA gp ELISA =1/64 dilution; =5 TU/ml
Yellow fever Neutralization 1/5
Zoster CD4" cell; lymphoproliferation ND
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Metodos imunologicos
para analise de

anticorpos
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es Bactericidas

x O principio do ensaio bactericida baseia-se na capacidade dos
anticorpos produzidos pela vacinacdo em ativarem a via classica do

complemento levando a lise da bactéria .
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o Wactericidas

Diluicbes do Concentracéao Diluicbes que

soro teste [:::] Bactéria [:::] fixa de mata 50% ou
(complemento proteinas do 90% das
inativado) complemento bactérias
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actericidas

to form a membrane attack
complex (MAC). A MAC drills &
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® m de Neutralizacéo

x Os testes de neutralizacao se baseiam na capacidade
do anticorpo em se ligarem ao alvo (proteinas do envelope

viral ou toxinas), evitando que este se ligue a um

substrato celular.
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® —b@?ﬁde Neutralizacédo

soro teste Particula celular
(complemento viral ou Toxina (Células VERO
inativado) ou outras) g

Diluicbes do [:::] Substrato

DiluicGes que
diminui a
infeccéo ou
efeito
citopatico em
50% ou 90%

Ministério da Satde Instituto de Tecnologia
o em Imunobiolégicos
FIOCRUZ
Fundagéio Oswaldo Cruz _j Bio-Manguinhos




)
® We Neutralizacao
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O —W@S de ELISA

x O ensaio imunoenzimatico (ELISA) é um ensaio de ligacdo antigeno-
anticorpo, no qual podemos determinar a classe deste anticorpo (IgG,
IgM , IgA ..);

X Apesar de ser um ensaio de ligacdo, o ELISA se mostrou bastante
util na avaliacdo de respostas vacinais, pois é de facil execucéao e

bastante reproduzivel ;

x O teste também pode ser adaptado para avaliar a avidez dos

anticorpos .
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Metodos imunologicos
para analise das funcoes

de células T
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® w das células T

x HIV, tuberculose e malaria sao as trés doencas infecciosas
com o maior impacto global e vacinas profilaticas sao a melhor
esperanca para seu controle. No entanto, devido a natureza
complexa desses patdogenos, muitos desafios permanecem para o

desenvolvimento destas vacinas.
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® —M-—Fﬁgéo das células T

X Ao contrario das vacinas licenciadas para outros patdogenos,
para as quais uma resposta humoral € proposta como sendo
mediadora chave da eficacia, € provavel que exista também a
necessidade de uma resposta imunologica celular dominante

NesSSeS Casos.

X Por isso, muitas vacinas para estes patdgenos mais complexos
foram concebidas para induzir ambos os linfocitos T CD4+ e
CD8+ especificos . Comoconseqliéncia, 0s ensaios para quantificar

estas células T s&o necessarios para avaliar sua imunogenicidade.




X

- Spot

O ELISpot é um dos méetodos mais comumente usados para medir

as células T antigeno-especificas;

O ELISpot é um método altamente quantitativo, podendo medir

um vasto leque de magnitudes de resposta;

E capaz de avaliar as atividades celulares relacionadas ao sistema
Imunoldgico, como a secrecao de IFN -g e outras citocinas, além da

degranulacdo de granzima B.
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pot

x Sendo assim, o ELISpot evoluiu de uma ferramenta de

pesquisa para um boa opcao como meétodo de avaliacdo em

estudos clinicos de novas vacinas.
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Incubalte with alkaline phosphatass conjugatad

ELISpot Assay Procedure
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O —hﬂgm Citometria de Fluxo

X Embora o0 ensaio de ELISpot tenha se desenvolvido
historicamente como a principal medida da funcao de células T,
este metodo nao permite identificar as ceélulas produtoras da
citocina e nem permite a medida de multiplas citocinas na mesma

célula;

x Sendo assim, a citometria de fluxo emergiu como opcao
Importante para avaliar diversos parametros como
polifuncionalidade das ceélulas T, capacidade proliferativa, fenotipo

e estado de ativacao.
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x Consiste numatécnica em que as células passamdiante de um

feixe de luz (Laser), umaa uma, atraves de um fluxo de liquido.

Parametros mensurados :

Tamanho e forma das ceélulas
Granulosidade

Conteudo de DNA e RNA
Atividades enziméticas
Receptores de superficie celular

Fluxo de calcio

< < < < < < <

Acucares de superficie
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Aplicacao da Citometria de fluxo - Vacin

- -

Markers

Measure

Assay Purpose

Assays requiring ex vivo antigen-specific stimulation

ICS Cytokines
Cytotoxic potential
B-cell help
Memory profile

CFSE proliferation Proliferation

Assays performed directly ex vivo
Phenotyping Activation markers

Innate cell markers

Plasmablasts (transiently in drculation at
1-2 weeks)
Cell types of interest

Cell sorting for further analyses
Cell sorting for genomic/transcriptional
analysis

Antigen-specific T-cell isolation

Cell types of interest
Antigen-specific B-cell isolation

IFM-y, IL-2, TNF-o, and others of interest
CD107a, granzymes, perforin

CD40L (CD154)

CD45RA, CCR7, CD27, CD28

CFSE

HLA-DR, CD38, Ki-67, Bcl-2
Multiple markers for NK, DC, monocytes

CD3, CD19, CD20, CD27, CD38

Various markers

CD1377, CD40L", MHC class 1 or class 1
tetramers

Eg. innate cell types

Plasmablast staining, antigen labeling

Immunogenicty,
polyfunctionality

Memory profile of vaccine-
induced T cells
Immunogenicty

Kinetics of immune response
Innate cell changes at early time
points

Plasmablast frequency

Changes in bulk cell populations

Gene expression

Cell type-spedfic gene expression
Antibody doning

* Requires ex vivo antigen-specfic stimulation.
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Aplicacao da Citometria de fluxo - Vacin
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