Moléculas Reconhecidas
pelo Sistema Imune:-

PAMPS e Antigenos (Ag)




PROPRIEDADES BASICAS DO
SISTEMA IMUNE

FUNCAO PRIMORDIAL DO SI:

Manter o Equilibrio da Composicao
Macromolecular Normal de Organismos
Vertebrados, atravées do RECONHECIMENTO e
ELIMINACAO de moléculas nio préprias a
composicao normal do referido organismo.




O Fenomeno Bdsico na Ativacdo do
Sistema Imune

ESTIMULOS 9,%
SISTEMA

IMUNE
H : RESPOSTAS
IMUNES
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-Resps. Imunes Humorais — Acs
-Resps Imunes Celulares —
Linfs. T efetores
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O gue e como o Sistema Imune
Reconhece os Estimulos
provenientes de Agentes Infecciosos
(Bactérias e Virus) ??7?



Viruses Parasites Bacteria




PAMPs e PRRs

= Padroes Moleculares Associados a Patogeno — PAMPs.

= Estruturas microbianas comuns.

* Lipopolissacarideo (LPS), acido lipoteicoico, flagelina, dsRNA.

IS IT BECAUSE I'M
GRAM NEGATIVE?




O que sdo e aonde estdo os PAMPs e os Ags de Importancia ???
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O que sdo e aonde estdo os Ags de Importdncia ???

VIRUS DA INFLUENZA

HA - hemaglutinina

NA - neuraminidase

Nucleocapsideo helicoidal (RNA
+ NP protein)

M1 proteina

tipo A, B, C: NP, M1 proteina -
sub-tipos: HA or NA proteina i/

AVA
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{ Signal peptidase

%Golgi protease

7 NS3 protease

3'-OH

Proteina E do
envelope viral

Proteina M do
envelope viral

Particula viral
fechada ou virlon

Family: Flaviviridae
Genus: Flavivirus
Species: Zika virus
Structure of Zika Virus

Ags de Importancia do ZIKA virus




Componentes Moleculares de Microrganismos
Reconhecidos pelas Respostas Imunes Inatas

PAMPs e PRRs '

= Padroes Moleculares Associados a Patogeno — PAMPs.
= Estruturas microbianas comuns.
= Lipopolissacarideo (LPS), acido lipoteicoico, flagelina, dsRNA.
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Visao Geral da Organizacao e do
Funcionamento do Sistema Imune

Componentes moleculares
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Componentes Celulares e Moleculares dos Sistemas
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Sistema imune inato x adaptativo

ACaptive immunty




Determinantes Moleculares Reconhecidos pelo Sistema
Imune Inato

« Sistema Imune Inato — PadrGes Moleculares Amplos
— Reage com uma variedade de Patdogenos

- PAMPs — Pathogen Associated Molecular Patterns (Agentes
Infecciosos / Microrganismos da Microbiota Normal)

« PRRs — Pattern Recognition Receptors [Receptores presentes
na membrana de Cels. Fagociticas, ou Cels. Apresentadoras
de Ags do Sl do organismo hospedeiro, ou em fatores
sollUveis presentes nos fluidos bioldgicos — plasma
sanguineo, linfa, liquido intersticial)




RECONHECIMENTO DOS
PAMPs PELOS PRRs
HUMORAIS E CELULARES DO
SISTEMA IMUNE INATO



PAMPs e PRRs

= Padroes Moleculares Associados a Patégeno — PAMPs.
= Estruturas microbianas comuns.
= Lipopolissacarideo (LPS), acido lipoteicoico, flagelina, dsRNA.

= Receptores de Reconhecimento de Padrao — PRRs.

®= TLRs (Toll-like), NLRs (Nod-like), RLRs (RIG-1-like).
X AN, _/

transmembréanico citoplasmaticos

Microrganismo Microrganismo Microrganismo

e—> PAMP

neutrofilo




Mecanismos das Rls inatas

ativados pelainteracdao de
PAMPs com PRRs

| TLRs1, 2, 4, 5,6, 10, 11

o
__‘/———-)

p38, JNK

— - NFB

MODIFICADO de Trends Biochem Sci 34: 5563-61, 2009




Tabelal Exemplos de padroes moleculares
associados a patogenos e seus receptores

PAMP

Componentes da

parede celular
microbiana

Carboidratos
contento manose

Peolidinions

Lipoproteinasde
bactéria Gram+
Componentesde
parede celularde
leved uras

RENA de fita dupla

LPS
(lipop olissacarideo
de bactéria Gram
negativa)

Flagelina (flagelo
bacteriano)

RN A viral de fita
simplesricoem U

DNA contendo CpG

PRR

Com plem en to

Proteinas ligador as
demanose

Receptores
5C AVen ger

TLR-2 (Receptor

tip o toll-2)

TLER-3

TLE-4

TLRE-5

TLR-7

TLR-9

Consequéncias
Biolégicasda
Interacio

Opsonizacio,
Ativacio do
complemento

O psonizacio
Ativacio do
complemento

Fagocitose

Ativacio de
macrofago, secrecio
decitocinas
inflaimatérias

Producio de
inter feron
{(antiviral)

Ativacio de
macrofago, secrecdo
decitocinas
inflaimatorias

Ativacio de
macrofago, secrecio
de citocinas
inflaimatérias

Producio de
inter feron
{(antiviral)

Ativacio de
macrofage, secrecdo
decitocinas
inflamatorias



RECONHECIMENTO DE
ANTIGENOS PELOS
LINFOCITOSB e T—- NO
SISTEMA IMUNE ADAPTATIVO



CARACTERISTICAS FUNDAMENTAIS das Rls ADQUIRIDAS

‘RECONHECIMENTO: 5%
BCR, TCR, MHC-I /I

-ESPECIFICIDADE: 5%
Sitios Combinatorios (BCR/TCR) x Epitopos (Ags)
‘MEMORIA: ¥«

Expanséo e Diferenciacao de Clones Respondedores
¢/ BCRs/TCRs Epitopo-Especificos




Determinantes Moleculares Reconhecidos pelo Sistema
Imune Adaptativo

» Sistema Imune Adaptivo (Adquirido / Especifico) — Determinantes
Especificos (EPITOPOS) -» ANTIGENOS

— Reage com um patdégeno especifico
e Linfocitos B = BCR (Receptor p/ Reconhecimento Ag)
e Linfocitos T = TCR (Receptor p/ Reconhecimento Ag)




Imunidade Inata X Adaptativa

Adaptive immunity

Antibodies

Days

5
Time after infection -—)

© Elsevier 2005. Abbas & Licht nan: Cellular and Molecular Immunology 5e www.studentconsult.com



O receptor de antigenos do Linfocito B
(BCR), ou seja uma imunoglobulina,
reconhece o antigeno na sua forma natural



O receptor do Linfocito Th (TCR) reconhece
um fragmento do antigeno que foi processado e
apresentado associado ao MHC-II



Ags:- Conceitos Importantes

* Natureza Quimica dos Ags

* Imunogenicidade

» Antigenicidade

* Haptenos

+ Epitopos ou Determinantes
Antigénicos

» Bases Quimicas da Especificidade na
Interagdo de Ags com o SI.



Natureza Quimica dos Antigenos

Proteinas***
Polissacarideos**
Acidos Nucleicos(*)
Lipideos*

— Alguns glicolipideos e fosfolipideos podem ser
Imunogénicos para as cels. T e induzem uma
resposta imune cito-mediada




ANTIGENICIDADE E IMUNOGENICIDADE

« Imunogenicidade : Capacidade que um
Antigeno tem de induzir e reagir com 0s
produtos de uma resposta imunologica
imunogeno .

« Antigenicidade : Capacidade que um Antigeno
tem de se ligar (combinar) aos componentes do sistema

Imune (*Anticorpos)



ANTIGENOS E IMUNOGENICIDADE

Haptenos:- sao Ags incompletos. Eles tem antigenicidade,
mas nao tém imunogenicidade

TABLE 2-3. Selected Low-Molecular-Weight Antigens

and Haptens
Haptens Molecular Weight
Penicillin 320
Aspirin 180
Methyldopa 211
Urushiols (poison ivy) 211=-290
Gentamicin 700
Antigens Molecular Weight
Oxytocin 1000
Vasopressin 1000
Gastrin 1800
Calcitonin 3600
Insulin 6000
Haptoglobin 9000




O que sao Epitopos?

Os epitopos sao as sequéncias especificas de uma molécula de
antigeno gue sé&o reconhecidas pelos componentes da resposta
Imunitaria (BCR; TCR e Acs)

Existem trés tipos de epitopos quanto a forma de interacdo com o
Sistema Imune:-

« Epitopos de Cels B (linfocitos B) que sao reconhecidos por BCR
e anticorpos.

« Epitopos de Cels. T-helper (linfécitos Th) que s&o reconhecidos
em conjunto com 0 MHC-I1 pelo TCR das células T-helper

« Epitopos de CTLs (linfocitos Tc) que sao reconhecidos em
conjunto com o MHC-I pelo TCR dos linfocitos T citotoxicos




Influéncia de Fatores do Ag sobre a
Imunogenicidade

Estranheza a Composicao Molecular Normal de
um organismo vertebrado

Tamanho

Composicao Quimica

Forma Fisica

Degradabilidade / Digestibilidade Intra-Celular

— Processamento de Ag por “Ag Presenting Cells”
(APC)



Influéncia de Fatores do Ag sobre a
Immunogenicidade

ESTRANHEZA
« Grau de imunogenicidade: (#filogenenética)

Ags autologos: mesmo individuo (Auto-
Imunidade; auto-transplantes)

Agssingénicos: indiv. genet. idénticos
Ags alogénicos: indiv. #s geneticamente

Ags xenogénicos: indiv. especies #s

Aumento da Imunogenicidade




Influéncia de Fatores do Ag sobre a
Immunogenicidade

« Tamanho:- quanto maior o Ag, maior imunogenicidade

« Forma Fisica:
Soluvel / Particulado
Nativo / Desnaturado

Aumento da
Imunogenicidade




PESO MOLECULAR

Tamanho da molécula
< 1.000 Da: Nao imunogénicas
1.000 e 6.000 Da pode ser imunogénica
> 6.000 Da sao imunogeénicas e
mais facilmente fagocitadas

Aumento da Imunogenicidade

TABLE 2-2. Relationship of Molecular Size to Immunogenicity
Molecule Size (kDa) Relative Immunogenicity
Hemocyanin 1000 +:4+ %
Gamma globulin 160 + + +
Diphtheria toxoid 58 + +
Insulin 6 +
Vasopressin 1 +/—

Aspirin 0.18 -




Influéncia de Fatores do Ag sobre a
Immunogenicidade

« Composicao Quimica — Proteinas
— Estrutura Primaria ——— Determinantes
_ Estrutura Secondaria ) Seduenciais
— Estrutura Terciaria >
— Estrutura Quaternaria

Determinantes
Conformacionais

~/



Influéncia de Fatores do Ag sobre a
Imunogenicidade - Org. Vertebrado

« (Genética
— Espécie Animal
— Individuos
« Individuos Respondedores vs Nao-respondedores

* |dade

— Individuos muito novos (neonatos) ou muito velhos
tendem a desenvolver respostas imunes mais reduzidas



Influéncia de Fatores do Ag sobre a
Imunogenicidade - Formas de
Administragdo do Ag

e Dose

 Via de administracao: por Ex:

— Intra-Dérmica > Subcutanea =Intra-Muscular >
Intravenosa > Intragastrica

« Uso de Adjuvante

— Substancias que aumentam, de forma nao
especifica, as respostas imunes para 0s Ags aos
quais eles estiverem associados.



Tipos de Antigenos
T-independentes

e Polissacarideos

e Propriedades
— Estructura Polimérica

— Ativacao Policlonal de
Cels. B
o (+)-Typel (TI-1)

» Definicao
qﬁ. ( N ﬁ

e (-)-Type2(TI-2)
— Resistentes a Degradacéao
« Exemplos

— Polisacarideo de Pneumdococos, Lipopolissacarideos
— Excecéo:- Flagelos Bacterianos — S&o Proteicos




: -— epitopes — :

Fig. 1: Presenca de Epitopos Repetidos em um
Antigeno Polissacaridico



Tipos de Antigenos
T-dependentes

e Proteinas
e Estrutura

« Exemplos
— Proteinas

Microbianas

— Proteinas Non-self
or Alteradas



Conjugados Hapteno-Carreador

 Definicao: sdo Ags T-dependentes

e Estrutura

— determinantes
nativos

— determinantes
hapténicos

Haptenic determinants

Native determinants




Epitopos
Reconhecidos por Cels B e Acs

« Composicao
— Proteinas, polissacarideos, acidos nucleicos
— Determinantes Sequénciais (linear) / Proteinas
— Determinantes Conformacionais / Proteinas

« Tamanho dos Determinantes Ags

— 4-15 residuos de Aminoacidos (Ags Proteicos)
ou 4 — 8 residuos de Monossacarideos (Ags
Polissacaridicos)



Epitopos
Reconhecidos por Cels B e Acs

« Composicao
e Tamanho

* NUmero
— Limitado (epitopos
Imunodominantes)
— Localizados na

superficie externa
dos Ags

— Lineares ou
Conformacionais




Epitopos Continuos ou Lineares

Continuous or linear epitopes

Geralmente os epitopos de linfécitos B podem ser lineares ou

continuos. Estes epitopos sdo frequentemente altamente expostos em
alcas ou nas extremidateis des das moléculas proteicas e sdo muito uteis
para aplicacbes em pesquisas



Epitopos Descontinuos ou Conformacionais

7 o
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© o .
- Denature
Diferentemente dos Os aminoacidos que Os anticorpos nio podem
haptenos os epitopos de constituem um epitopo se ligar a componentes do
proteinas grandes podem ser de diferentes  epitopo a menos que eles
compostas por muitos partes da molécula, que estejam justapostos pela
aminoacidos ficam juntos apés o correta conformacio da
dobramento da molécula molécula proteica

proteica



Epitopos
Reconhecidos por Cels T
« Composicao
— Maioria sao Proteinas (alguns lipideos)

— Determinantes Sequenciais
 Processados

 Apresentacao pelo MHC-1 / MHC-II (Apresentacao
de Lipideos por MHC-like CD1)

« Tamanho
— 8 -15 residuos de aminoacidos

« NUmero
— Limitado a aqueles que podem se ligar ao MHC



AULA ANTERIOR:-
Moléculas Reconhecidas pelo
Sistema Imune:-PAMPS e

Antigenos (Ag)



Determinantes Moleculares Reconhecidos pelo Sistema
Imune Inato

« Sistema Imune Inato — Padrdes Moleculares Amplos
— Reage com uma variedade de Patdogenos

« PAMPs — Pathogen Associated Molecular Patterns (Agentes
Infecciosos / Microrganismos da Microbiota Normal)

« PRRs — Pattern Recognition Receptors [Receptores presentes na
membrana de Cels. Fagociticas, ou Cels. Apresentadoras de Ags do
Sl do organismo hospedeiro, ou em fatores soluveis presentes nos
fluidos biologicos — plasma sanguineo, linfa, liquido intersticial)

Determinantes Moleculares Reconhecidos pelo Sistema
Imune Adaptativo

« Sistema Imune Adaptivo (Adquirido / Especifico) — Determinantes
Especificos (EPITOPOS) - ANTIGENOS

— Reage com um patégeno especifico
e Linfécitos B = BCR (Receptor p/ Reconhecimento Ag)
e Linfocitos T = TCR (Receptor p/ Reconhecimento Ag)




BASES QUIMICAS DA
ESPECIFICIDADE DOS
ANTIGENOS



ANTIGEN ANTIBODY

— CH; — OH O =C —CH, —CH, —Hydrogen bond
= CH2 ‘—CHz "‘NH3+ _O \
C —CH, —CH, — lonic bond
Z
O
_—— CH2
N
CH—CH
| = Hydrophobic
CH5 ({Hg, interactions
CH3— CH — CH2 =
van der Waals
—(IZH —EH3 CH— CIH — interactions
CH CHs
O
V
e P e e < tHN — CH, — lonic bond
O-
FIGURE 6-1

- Four types of non-covalent forces operates over a very short distance
{ generally 1 angstrom)

- The interaction depends on a very close fit between the Ab & Ag.



Experimentos de Landsteiner - Especificidade na
Interagdo de Ags com o SI e com Prods. RIs.

AsO3H>
DNCB DNFB PABA

Fig. 4.2 Exemplos de alguns haptenos mais empregados em experimentos imunolégicos: DNCE (dinitrocloro-
benzeno); DNFB (dinitrofluorbenzeno); DNP (dinitrofenol); PABA (para-aminobenzeno arsonato ou &cido
p-aminofenil arsdnico).



Experimentos de Landsteiner - Especificidade na

Tabela 4.1
Experimentos de LANDSTEINER demonstrando o efeito de grupos dcidos na especificidade

i Reacdes com azoproteihas derivadas de:

NH2 NH2 NH2 NH;
. EPDH S0sH AsOaHz
. ' 3 Acido para- Acido para-
Anti-soros contra: Anilina Acido para- amino fenil amino fenil
laminobenzeno) amino benzdico sulfdnico arsbnico
Anilina C e - — —
Acido p-amino L
benzﬁin:o | i o - — ——
Acido p-amino eeat
fenil sulfénico _ — —_—
Acido p-amino I
— — — ++t=

fenil arsénico




Tabela 4.2

Experimentos de LANDSTEINER demonstrando o efeito de grupos néo idnicos na especificidade

Reagdes com azoproteinas derivadas de:

NH; NH, NH, NH,
Cl CHa3 NO,
Anti-soros contra: Anilina p-cloro _p-r;letil p-nitro
{aminobenzeno) amino- aminobanzeno aminobenzeno
benzeno {p-tolueno)
Anilina ¥+t + ++ ’ +
p-cloro -
aminabenzeno = T e T
: - — 3
p-metil .e e
aminobenzeno z ++ +
p-nitro
aminobenzeno * T *I +




Tabela 4.3

Experimentos de LANDSTEINER demonstrando o efeito da posigéo espacial de radicais, na espeficidade

Reagdes com azoproteinas derivadas de:

NH2 MH2 MNHs NH2
CO0OH
COOH
COOH
) - Acido orto- Acido meta- Acido para-
Anti-soros contra: Anilina aminobenzéico aminobenzéico amincbenzdico
Anilina .t — —_— —
Acido orto- . A _ —
amincbenzdico
Acido meta- _ . P R
aminobenzéico
Acido para- - —_— —_— +++1

aminabenzéico




Tabela 4.4

Experimento de LANDSTEINER demonstrando o efeito da esterecisomeria na especificidade

Reacdes com azoprotelnas contendo acido tartarico

COOH COQH COOH
| | |
HO — CH HC — OH HC — OH
| [ |
HC — OH HC — OH HO - CH

I | |

COOH COOH COOH
Anti-soros contra: Acido D tartarico Acido M tartérico Acido L tartarico
Acido dextro tartarico +++ + -
Acido meso tartarico + +++ +
Acido levo tartérico - + + 44+




Antigenos de Grupos Sanguineos:
Composigdo, estrutura molecular,
propriedades imunoquimicas



Tabela 14.2

Genétipos, aloantigenos e aloanticorpos dos quatro grupos sanglineos basicos do sistema ABO

Grupo .. Antigenos Anticorpos
. Gendtipos . -
Sangiiineo (aglutinégenos) (aglutininas)
nas hemacias no soro
A AA A anti-B
AO
B BB B anti-A
BO
0 00 -— anti-}k
anti-B
AB AB AeB -
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Fig. 14.2 Esquema representando a aglo dos genes dos sistemas A80 e A/ na adigcBo de agticares

especifi-
cos que determinam as especificidades 4, 8 e H.



Antigenos bacterianos: Composigdo,
estrutura molecular, propriedades
imunoquimicas e determinagdo do

mapeamento de antigenos



, Antigeno F
Antigeno H

cell Some Structural Components
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PAREDE CELULAR DE BACTERIA GRAM-NEGATIVA
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Figure 3. General Structure of Salmonella LPS
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Figure L1 The basic unit of the hpopolysaccharide molecule. Abe, abequose: Ac,
acetyl:  Ein.  cthanolamine: Gal,  bp-galactose:.  Gle,  p-glucose: GleNAc, N
accetyl-n-glucosamine.  Hep., heptose: KDO. 2-keto-3-deoxyoctonie  acid:  Man,
p-mannose; P. phosphate: Rha, 1 -rhumnose.



ANTIGENOS VIRAIS -
COMPOSICAO, ESTRUTURA
MOLECULAR, PROPRIEDADES

IMUNOQUIMICAS,
DETERMINAGAO E
MAPEAMENTO DE EPITOPOS



ORTHOMYXOVIRUS - ESTRUTURA DA
PARTICULA VIRAL

HA - hemaglutinina

NA - neuraminidase

b Pt
-,“‘ - -
-

Nucleocapsideo helicoidal (RNA
¥\ + NP protein)

Membrana lipidica

M1 proteina

tipo A, B, C : NP, M1 proteina
sub-tipos: HA or NA proteina



Hemaglutinina e Neuraminidase

Acido sialico
no receptor cel.

Sitio de ligacao

]
7
no receptor / ‘ _,

Alcas vanaveis

Sitio ativo

Alcas vanaveis
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