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RESUMO

SANTOS, P. R. F. VACINAS E ALZHEIMER: AS DIFICULDADES NO USO DA
IMUNOTERAPIA ATIVA PARA A PREVENCAO E CONTROLE DO DECURSO DA
DOENGCA. 2022. 38 f. Trabalho de Conclusao de Curso de Farmacia-Bioquimica —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2022.

Palavras-chave: Alzheimer, Vacinas, AB, Tau.

INTRODUGAO: A doenca de Alzheimer, senil e neurodegenerativa, leva a decadéncia
de fungdes cognitivas, de memoria e motoras. Devido a prospecgao do aumento de
expectativa de vida, a perspectiva é de que aumente, também, o numero de casos de
pacientes com a patologia, gerando impactos sociais e econémicos em escala global.
Pesquisas relacionadas as vacinas, em especial aos alvos patolégicos AB e tau, tém
ganhado evidéncia devido a futura possibilidade de uso destas como método de
prevengdo e controle do percurso da doenga. OBJETIVO: Analisar o progresso
acerca do desenvolvimento de imunoterapias ativas, através do uso de vacinas, para
a prevengao e interrupgdo da progressdo da DA, a fim de identificar as principais
dificuldades encontradas pelos pesquisadores na promog¢ao e avaliagcdo de
seguranga, imunogenicidade e eficacia destas. MATERIAIS E METODOS: Busca
ativa de revistas cientificas e académicas, artigos, livros e teses de mestrado e
doutorado através de bases de dados do Scopus, Web of Science, National Library of
Medicine, Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude, Scientific
Electronic Library on Line, ScienceDirect, Google Scholar e Elsevier. DISCUSSAO: As
vacinas demonstraram falhas devido as dificuldades dos pesquisadores em (l) definir
alvos patogénicos corretos ou suficientes, (Il) produzir formulagbes adequadas, (lll)
induzir resposta imune compativel com o estado patologico e senescente do paciente,
(IV) superar diferencas entre modelos animais e modelos humanos por disparidades
inerentes as espécies; (V) conduzir analises mais aprofundadas da vacinacao a longo
prazo, (VI) delimitar o modelo ideal de vacinacdo como pedida profilatica e (VII)
otimizar o desenho do estudo clinico com regime de dose para cada fase da DA.
CONCLUSAO: Mais pesquisas se justificam para suprir todas as dificuldades
encontradas pelos pesquisadores. As abordagens futuras para imunoterapia ativa
para a patologia da DA devem abranger a interagdo dos imundgenos com o sistema
imunoldgico senescente do paciente, visando altos titulos especificos e persistentes
de anticorpos contra o mecanismo multifatorial patolégico da DA, tanto antes do
aparecimento dos sintomas clinicos (fase precoce), prevenindo o surgimento da
doenca, quanto em estagios mais avangados, para estagnacao e controle da DA.



1. INTRODUCAO

O envelhecimento populacional é fenébmeno caracteristico da atual transigcéao
demografica. O aumento da expectativa de vida € um processo exponencial, tendo
sido aumentado em 20 anos no periodo correspondente entre 1950 e 2010. Segundo
dados reunidos na World Population Prospects, de 2019, a prospeccao de
envelhecimento indica que, aproximadamente, 16% da populagdo mundial tera mais
do que 65 anos em 2050. A expectativa de vida ao nascer atingiu 72,6 anos em 2019
e é previsto que, em 2050, como resultado de melhorias na sobrevida, a duragao
meédia de vida global corresponda a 77,1 anos. Ainda, o processo de desenvolvimento
social nos paises do Sul Global tem alterado a estrutura das piramides etarias em
regides do planeta até entdo caracterizadas por uma populagdo majoritariamente
jovem, como a Africa, América Latina e Sudeste Asiatico, com projegdo de parcela de
idosos dobrando nestas regides entre 2019 e 2050 (UNITED NATIONS, 2019).

O estado de saude dos individuos e riscos de mortalidade acompanham esta
transicdo demografica, caracterizando o processo denominado como transigéo
epidemioldgica, em que problemas de saude relacionados a populagéo idosa tém se
tornado cada vez mais proeminentes, incluindo as doengas crénicas nao
transmissiveis (DCNT) (GOTTLIEB et al., 2011). Essa transicao pode ser elucidada
como um processo triplo marcado pelo aumento da mortalidade entre grupos idosos
em relagdo a mortalidade entre os mais jovens, pelo crescimento dos casos de
doengas nao transmissiveis em detrimento aos de doencgas transmissiveis e pela
predominancia da morbidade em relagao a mortalidade (SCHRAMM et al., 2004).

As DCNT caracterizam-se como um grupo de patologias de multiplas
etiologias e fatores de risco, prolongados periodos de laténcia e curso da doencga,
origem n&o infecciosa e associadas a incapacidades funcionais (BRASIL, 2008).
Constituem a principal causa de morbimortalidade em individuos senis de idade acima
de 60 anos, tanto em regides desenvolvidas quanto em desenvolvimento (GOTTLIEB
et al., 2011). Dentre os casos de DCNT, a deméncia senil esta entre uma das mais
preocupantes, afetando entre 5 e 7% da populagao com mais de 65 anos (AMBROSE,
2013), com prevaléncia que aumenta de 1% aos 60 para 35% ou mais aos 90 anos
de idade (GOTTLIEB et al., 2011); destes casos, a Doenga de Alzheimer (DA)
representa mais de 60% dos numeros (YIANNOPOULOU, PAPAGEORGIOU, 2012).



A DA consiste no declinio crénico de fungdes cognitivas ocasionado por perda
de conectividade cortical e degeneracdo neuronal. E caracterizada pela progressiva
perda de memoria e orientagdo, tomada de decisdo e julgamento prejudicados,
disturbios de linguagem e dificuldade na realizagdo de movimentos motores. E
acompanhada, também, por sintomas neuropsiquiatricos, como depressao,
ansiedade, alucinagdes, delirios e outros (YIANNOPOULOU, PAPAGEORGIOU,
2012).

Assim como outros disturbios degenerativos, a DA € uma proteinopatia que
surge devido ao enovelamento incorreto de proteinas ou na imprecisao de peptideos
em adotar seu estado conformacional e funcional comum ou usual, resultando no
acumulo de proteinas, com possivel formacado de fibrilas, toxicidade ou perda de
funcdo (USMAN et al., 2021). Na DA, ha deposicéo de B-amildide (AB), peptideos
derivados de proteina precursora amiléide, APP, do inglés Amyloid precursor protein,
formando placas AB e emaranhados neurofibrilares de tau hiperfosforilada (CHEN et
al., 2017). As placas extracelulares AR desenvolvem-se na fase inicial da DA enquanto
os emaranhados apresentam-se em fases posteriores da doengca (USMAN et al.,
2021).

A APP, uma glicoproteina de membrana do tipo 1, desempenha papel
essencial na homeostase neuronal, incluindo o desenvolvimento, sinalizagdo e
transporte intracelular neuronal. Ainda, contribui para o desempenho de funcdes
cognitivas e de memoria. Em condi¢gdes normais, de via ndo-Af, a enzima a-secretase
cliva a APP, levando a formagao de APPa soluvel e fragmento C-terminal ancorado
na membrana que, posteriormente, € processado por y-secretase, gerando o
fragmento de peptideo extracelular de 3 kDa e o fragmento intracelular de dominio C-
terminal da APP. Na DA, por sua vez, a protedlise de APP, por B e y-secretases, gera
AB. A clivagem por B-secretase gera APPf soluvel e fragmento C-terminal ancorado
na membrana. Este ultimo também é clivado por y-secretase, produzindo fragmento
intracelular de dominio C-terminal da APP e AB. Ambas as enzimas sao ativas ao
longo da vida. No entanto, os efeitos precursores da DA, na producédo de AR, sao
observados a partir dos 60 anos de idade (MANDLER et al., 2015, KNOPMAN et al.,
2021).

Apés a producao, AB é secretado, como mondmero, no espaco extracelular.
As duas principais formas de AR correspondem a AB40 e ABR42, porcdes de 40 e 42

residuos, respectivamente; AB42 é considerada a mais patogénica devido ao maior



comprimento e tendéncia de agregacdo: a estrutura B-pregueada de Ap42 se
aglomera formando fibrilas insoluveis no espaco intracelular. Quando em excesso, AR
deposita-se como placa AR, também denominada placa amiléide senil, sendo um
evento toxico precoce na patogénese da DA. Oligbmeros de AR induzem disfungéo
mitocondrial e estresse oxidativo em neurdnios, levando a um grande influxo de calcio
e, consequentemente, toxicidade nestas células. Além disso, a ligagcao de oligbmeros
soluveis de AB em receptores — incluindo proteinas, proteoglicanos e lipidios — gera e
transduz sinais neurotéxicos, causando diversos efeitos celulares e, também,
disfungao mitocondrial (CHEN et al., 2017, USMAN et al., 2021).

A proteina tau, por sua vez, se trata de uma proteina associada a microtubulos
cuja ligacdo é regulada através de enzimas fosfatases e quinases. Tau estabiliza
microtubulos que auxiliam a transduc¢do do sinal intracelular de neurdnios. Na DA, a
tau é hiperfosforilada devido ao desequilibrio entre quinases e fosfatases neuronais:
a proteina fosfatase 2 tem sua expressao e atividade diminuidas nestes pacientes,
resultando na diminuigdo da atividade de desfosforilagdo (PIRSCOVEANU et al.,
2017). A relagéo entre a fosforilagdo de tau e disfungdo neuronal se da por duas
hipéteses principais: (I) com a hiperfosforilagdo, ha diminuicdo da ligagdo de tau
fosforilada aos microtubulos, levando a desestabilizacido destes e a consequente
interrupcéo do transporte axonal e (Il) ha ganho téxico de fung¢ao onde tau fosforilada
leva a agregacao celular, gerando efeitos toxicos nas células neuronais (TEPPER et
al., 2014). Dentre estes efeitos toxicos, tem-se a disfungdo mitocondrial em que ha
producao de espécies reativas de oxigénio, levando a modificagdes pods-traducionais
de proteinas nos neurdnios (PIRSCOVEANU et al., 2017).

Ha duas categorias de DA: de inicio precoce, early-onset Alzheimer Disease
ou EOAD, e de inicio tardio, late-onsete Alzheimer Disease ou LOAD. Na EOAD, os
sintomas comumente aparecem antes dos 65 anos de idade; em contrapartida, na
LOAD, os sintomas nao aparecem antes desta idade. Ambos os subgrupos
apresentam caracteristicas patoldégicas comuns, com grande grau de herdabilidade:
para EOAD, as taxas de herdabilidade sdo maiores e variam entre 90-100%; para
LOAD, as taxas sao ligeiramente menores, variando entre 60-80% (NEUNER et al.,
2020).

Outra classificagdo a ser utilizada, dentro da categorizacdo de inicio da
sintomatologia da doenca se da através da ocorréncia da DA: esporadica ou familiar.

Para os casos esporadicos, apresenta-se, em maior numero, LOAD, enquanto, para



casos familiares, a heranga familiar € associada a EOAD (NEUNER et al., 2020). A
heranca familiar esta relacionada com mutagdes nos genes da APP, no cromossomo
21, e presenilina 1 ou 2, nos cromossomos 14 e 1, respectivamente, possuindo curso
agressivo. Um detalhe importante se da pela patologia da DA em pacientes com
sindrome de Down com trissomia parcial ou total do cromossomo 21, que inclui a
regiao do cromossomo onde reside a APP. Ja os casos esporadicos possuem fatores
de risco associados ao alelo 4 da Izheimer os or E, localizada no cromossomo 19
(DETURE, DICKSON, 2019).

A DA possui diversos estagios: precoce ou pré-clinica, leve, moderada e
avancada. Na fase precoce, os pacientes sao assintomaticos e biomarcadores sao os
unicos achados compativeis com a doenca. Estes achados incluem baixos niveis de
AB e aumento de proteinas tau no liquido cefalorraquidiano (LCR). Nao ha evidéncia
de declinio ou comprometimento cognitivo ou funcional, de forma que a vida diaria do
paciente nao é afetada. No comprometimento cognitivo leve, os pacientes apresentam
comprometimento na memaoria e em habilidade executivas ou de fung¢do de linguagem.
No entanto, continuam a realizar suas ag¢des diarias de forma independente. Os
pacientes que progridem para os demais estagios desenvolvem graves déficits
cognitivos que interferem em seu funcionamento social, necessitando de assisténcia
em atividades de vida diaria. A medida que a DA progride, estes sintomas
comportamentais sdo mais graves, resultando na perda da independéncia e
necessidade de cuidados constantes e permanentes. No estagio moderado, os
pacientes ndo mais realizam tarefas complexas de forma eficiente, necessitando de
assisténcia em atividades diarias. Por fim, na DA grave, os pacientes apresentam-se
dependentes inteiramente de seus cuidadores, e a patologia leva a perda de
habilidades verbais e psicomotoras (PORSTEINSSON et al., 2021, THERRIAULT et
al., 2022).

Os achados patologicos da DA sao o padrao ouro para o diagnéstico devido
as suas caracteristicas altamente sugestivas da doenga. No entanto, ndo sé&o
observados nos estagios iniciais da doenga, dificultando o diagndstico. Ha atrofia
cortical, mais acentuada nos cértices de associacdo multimodal e estruturas do lobo
limbico; cértices frontal e temporal apresentam-se com sulcos aumentados e atrofia
dos giros. Em consequéncia desta atrofia, ha alargamento dos cornos frontal e

temporal dos ventriculos laterais e diminuicdo do peso do cérebro. Também é



comumente observada a perda de pigmentagdo na neuromelanina no locus coeruleus
na DA (DETURE, DICKSON, 2019).

Dois sédo os principais impactos gerados pela DA: social e econémico. Os
pacientes acometidos pela doenca tém diminuicdo das fungdes relacionadas a
memoaria, linguagem, habilidades instrumentais e outros (WELLER, BUDSON, 2018),
levando a diminuigado da qualidade de vida e perda de autonomia por parte desses
individuos (GOTTLIEB et al., 2011). E, de acordo com o World Alzheimer Report, o
custo global com tratamento para deméncia tem custo anual superior a US$1 (um)
trilhdo, com previsdo de atingir US$ 2 (dois) trilhdes em 2030 (FLEMING et al., 2020).

A destruicdo neuronal, que € progressiva, leva ao desequilibrio e escassez de
diversos neurotransmissores — serotonina, dopamina, acetilcolina e outros — e,
também, as deficiéncias cognitivas observadas no decurso da DA. Dentre as
abordagens farmacoterapéuticas utilizadas, tem-se os inibidores de
acetilcolinesterases e de receptores de glutamato. Para a hipotese colinérgica, os
sistemas colinérgicos sédo afetados, ainda no inicio do desenvolvimento da DA,
através da perda da sintese do neurotransmissor e, também, da perda de neurbnios
de acetilcolina. Como estratégia para aumentar a transmissao colinérgica, utilizam-se
inibidores de acetilcolinesterases. A inibigdo de acetilcolinesterases eleva a
concentracdo dos neurotransmissores acetilcolina, que havia sido perdida durante a
morte neuronal, por retardar a degradagdo deste neurotransmissor nas fendas
sinapticas. Receptores de glutamato, como N-metil D-aspartato, por sua vez, quando
inibidos, diminuem seus efeitos de citotoxicidade, preservando neurbnios. Os
tratamentos psicoldgicos disponiveis, como exercicios fisicos e estimulagao cognitiva,
visam diminuir as limitagdes relacionadas, bem como melhorar a qualidade de vida do
paciente com DA (YIANNOPOULOU, PAPAGEORGIOU, 2012).

Os tratamentos disponiveis para esta doenca sao capazes de melhorar,
temporariamente, disturbios neurotransmissores. As metodologias
farmacoterapéuticas atuais, no entanto, ndo curam ou retardam a progressao de
estagios da doenga. Faz-se necessario, portanto, o desenvolvimento de formas mais
eficazes de tratamento para a DA (WELLER, BUDSON, 2018). A imunoterapia ativa,
através do uso de vacinas, tem sido a abordagem mais promissora para a interrupgao
da progressao da DA.

O desenvolvimento de intervengdes imunoterapéuticas ativas para a DA deve

levar em consideragcdo 0s mecanismos e moléculas que impulsionam o



desenvolvimento da condigao patoldgica. As caracteristicas patolégicas associadas a
placa AB e tau hiperfosforilada tém sido os alvos para potenciais tratamentos, visto
que, do ponto de vista fisiopatologico da DA, a mesma pode ser prevenida ou
efetivamente tratada através da: (1) diminuigdo da producao de Ap e tau; (Il) prevengéao
da agregacao ou dobragem incorreta de ambas as proteinas; (lll) neutralizacado ou
remogao dos agregados toxicos e proteinas mal dobradas; ou (V) combinagao dessas
modalidade (YIANNOPOULOU, PAPAGEORGIOU, 2012).

O objetivo principal da imunoterapia ativa é gerar imunidade protetora através
de diferentes tipos celulares. Apds a administragdo da vacina, as células
apresentadoras de antigenos, APC'’s, do inglés Antigen-presenting Cells, processam
e apresentam os peptideos derivados da vacina através de moléculas classe | e |l do
complexo principal de histocompatibilidade, MHC, do inglés Major Histocompatibility
Complex. Posteriormente, as células T CD8* e CD4* sdo ativadas quando seus
respectivos receptores de antigenos se ligam aos peptideos apresentados por
moléculas do MHC classe | e Il, respectivamente (AGADJANYAN et al., 2015). As
células T CD4* tornam-se células T auxiliares, Th, inglés T helper, do tipo 1, 2 e 17
(Th1, Th2 e Th17, respectivamente), modulando a resposta imune em eventos pro-
inflamatoérios ou anti-inflamatérios, devido seus distintos padrdes de citocinas
secretadas, auxiliando as células B a produzirem anticorpos; as células T CD8", por
sua vez, diferenciam-se em linfécitos T citotoxicos, que removem células danificadas
e infectadas (MESQUITA JUNIOR et al., 2010).

Estimula-se o sistema imunolégico do paciente a reconhecer e atacar AB e
tau hiperfosforilada ou produzir anticorpos que depurem a placa AB, através da
depuragao microglial e redistribuicdo para a circulagao sistémica (CHEN et al., 2017).
Ainda, a producdo de anticorpos especificos antes do aparecimento dos primeiros
sintomas da patologia pode precaver o aparecimento das disfungdes cognitivas
relacionadas a DA (KABIR et al., 2020).

O aumento da predominancia da DA demanda que esta se torne um tépico
mais presente na comunidade cientifica e que o desenvolvimento de novas
intervencdes terapéuticas seja ampliado o quanto antes (CACABELOS, 2019),
minimizando os impactos da doenga. Diante dessas estimativas, é necessaria a
reflexdo acerca dos esforcos mais recentes na tentativa de desenvolvimento de
métodos terapéuticos ou profilaticos que possam reverter ou prevenir completamente

o decurso da DA e das maiores dificuldades encontradas pelos pesquisadores.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Analisar o progresso acerca do desenvolvimento de imunoterapias ativas,
através do uso de vacinas, para a prevencao e interrupgédo da progressao da DA, a
fim de identificar as principais dificuldades encontradas na promocéao e avaliagao de

seguranga, imunogenicidade e eficacia das mesmas.
2.2 Objetivos especificos

o Descrever a patologia multifatorial da DA e seus mecanismos celulares e
moleculares no estudo de vacinas;

e Avaliar a importancia das proteinas tau e AR no desenvolvimento da DA
como alvos para o controle do decurso da doencga;

e« Descrever o uso do reconhecimento de proteinas anormais, através de
anticorpos, como método de imunoterapia ativa para a DA;

e Identificar as principais limitagdes das vacinas em estagio de
desenvolvimento contra DA;

e Analisar a possivel eficacia do uso combinado de vacinas anti-tau e anti-
AB.
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3. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo, de cunho descritivo qualitativo, foi desenvolvido a partir de
revis&o bibliografica, tendo como meios de fundamentacao tedrica revistas cientificas
e académicas, artigos, livros e teses de mestrado e doutorado em bases de dados,
incluindo Scopus, Web of Science, National Library of Medicine, Literatura Latino-
Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude, Scientific Electronic Library on Line,
ScienceDirect, Google Scholar e Elsevier, tendo como corte de tempo dados a partir
do ano de 1995.

Como critério de inclusao, a pesquisa delimitou-se a obter informagdes acerca
de vacinas contra a DA, seus adjuvantes e imundgenos e seus estudos clinicos e
resultados obtidos, buscando correlacionar as dificuldades encontradas na producao
e uso das mesmas. Como critérios de exclusdo, descartam-se outros tipos de
deméncia e patologias associadas as proteinas AB e tau e tratamentos que ndo sejam
caracterizados como imunoterapia ativa.

Como descritores para a pesquisa, foram utilizados os termos Doencga de
Alzheimer; Vacina; Imunoterapia ativa; Proteina tau; Proteina B-amiléide e seus
respectivos equivalentes em inglés. Foram utilizados os operadores booleanos “E” e
“OU” ou “AND” e “OR”, para combinacéo.

Para sistematizacio e analise de dados obtidos foi realizada, primariamente,
a leitura critica dos estudos apds o que, se atendidos os critérios de inclusdo, foram
exportados para o software on-line EndNote Web® para armazenamento e

organizacao, avaliando-se, comparativamente, os diferentes dados obtidos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O primeiro relatorio de prevengao da DA, pelo uso de vacinas, se deu em
1999, em um modelo animal. Camundongos transgénicos que superexpressam APP
humana mutante, resultando no aumento da producao da forma de 42 aminoacidos
do peptideo AR, desenvolvem, progressivamente, caracteristicas neuropatologicas da
DA. Estes camundongos apresentam troca do aminoacido valina, na posi¢ao 717, por
fenilalanina, gerando a APP humana mutante. Em estudo, os animais transgénicos
foram imunizados com formulagdo vacinal constituida de AB42, um imundgeno
humano sintético (STERNER et al., 2016, SCHENK et al., 1999).

A imunizagdo resultou na prevencdo quase completa da deposicdo de
placa AR devido ao desenvolvimento e manutengdo de altos titulos de anticorpos
séricos contra AB. Estudos subsequentes indicaram que a produgao de AB néo foi
afetada e, portanto, a imunizacdo de AB42 preveniu a deposicdo ou aumentou a
depuracgao de AB nos camundongos (SCHENK et al., 1999).

Apesar do titulo significativo de anticorpos anti-AB, ndo houve complicagbes
imunomediadas, indicando que um possivel mecanismo de agao para a imunizagao
contra a formacéao de placa AB € que os anticorpos anti-Ap facilitam a depuracao de
AB antes da deposicao ou apds a formacao da placa AR, sugerindo, de tal forma, que
a imunizagao contra AB é benéfica tanto para o tratamento quanto para prevencao da
DA (SCHENK et al., 1999).

Como primeiro relato de um tratamento clinicamente relevante que reduziu a
progressao da neuropatologia da DA, em modelo animal transgénico da doencga, o
estudo de Schenk et al. Foi utilizado como base para estudos clinicos em humanos
considerando a possibilidade de redugdo semelhante da neuropatologia em pacientes
com DA como um beneficio clinico da imunizacado (SCHENK et al., 1999, STERNER
et al., 2016). As caracteristicas e resultados obtidos nestes principais estudos clinicos,
realizados em pacientes com DA leve a moderada, estdo apresentados na Tabela 1 e

sao explanados posteriormente.
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Tabela 1: Principais estudos clinicos de vacinas contra a patologia da DA.
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Fonte : Adaptado de AGADJANYAN et al., 2015, STERNER et al., 2016, USMAN et al., 2021.



14

O primeiro ensaio clinico em humanos da vacina contra a DA, OS1792, utilizou
AB42 agregado, formulado em adjuvante de mistura de saponinas Quil-A, QS21, uma
mistura de saponinas extraidas de Quillaja Izheimer Molina, uma arvore sul-
americana e, também, excipiente polissorbato 80, OS80. A resposta imune a OS1792
induziu a producgao de anticorpos anti-Ap42, com resultados satisfatérios nos ensaios
pré-clinico e de fase | (JI et al., 2021). No entanto, em estudo de fase I,
aproximadamente 6% dos pacientes tratados com 0S1792 desenvolveram
meningoencefalite, levando ao encerramento do estudo (STERNER et al., 2016).

Estudos de acompanhamento de fase || demonstraram que os anticorpos anti-
AB42 identificam, efetivamente, tanto as placas AB quanto os depdsitos difusos de AR,
em animais transgénicos. O acompanhamento de pacientes por periodo de cerca de
4,6 anos indicou a presenca de baixos niveis de anticorpos nos anos subsequentes a
vacinagao, mas maiores do que em comparagao aos pacientes tratados com placebo
(Jl et al., 2021).

As formulagbes vacinais possuem antigenos necessarios para induzir a
resposta imune especifica; na vacina OS1792, direcionada a placa AB, Ap42 é
utilizado como antigeno para induzir o sistema imunolégico a gerar os anticorpos anti-
AB. Assim como em outras proteinas, Ap possui dominios N e C-terminal; o dominio
N-terminal constitui o dominio hidrofilico, com 1-28 residuos, enquanto C-terminal
constitui o dominio hidrofébico, com 29-42 residuos. Os epitopos de AB42 localizados
na regiao C-terminal e central de AB constituem zona rica em epitopos de células T,
enquanto os epitopos da regido N-terminal constituem zona rica em epitopos de
células B (USMAN et al., 2021).

Os estudos adicionais de mapeamento de AB42 estabeleceram que a regido
central do peptideo, que compreende os residuos 14-34, induz resposta imune celular
do tipo Th1. Por outro lado, a regido N-terminal, que compreende os residuos 1-15,
induz a produgao de anticorpos anti-AB através de resposta de células B, que é uma
resposta do tipo Th2 (PARROCHA, NOWICK, 2022).

Dos pacientes com meningoencefalite, aproximadamente 28% produziram
baixos niveis séricos de anticorpos ati-AB (LOBELLO et al., 2012), inferindo-se que,
nestes pacientes a resposta imune para produgao de linfécitos T autorreativos foi mais
acentuada do que a resposta imune para a produgao de anticorpos, o que condiz com

0 uso de epitopos de ABR42.
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Uma vacina constituida de epitopo da DA deve possuir epitopo de célula B ativo
advindo de ApB. Este, por sua vez, se ligara ao receptor de célula B, induzindo a
producgao de anticorpos anti-AB. Para a maxima eficiéncia de produgao de anticorpos,
as células B anti-AB especificas necessitam do auxilio de linfécitos T. Este auxilio é
iniciado através do reconhecimento dos peptideos processados e apresentados a
estes linfécitos T por células APC’s. Estes linfécitos T, até entdo Th antigeno-
especificos, irdo interagir com células B especificas de antigeno ativadas, através da
ligacdo aos peptideos AR apresentados em moléculas do MHC classe Il. E, a partir
deste segundo sinal, que as células B iniciam a produgédo dos anticorpos de elevada
afinidade aos antigenos (AGADJANYAN et al., 2015).

Visto o exposto, idealmente, uma vacina de epitopos AB, para garantir sua
segurancga e eficacia, ndo deve englobar epitopos de células T préprias, ja que ha
possibilidade de se gerar linfécitos T autorreativos. Para contornar tal situacéo e,
considerando a necessidade de auxilio destas células para a ativagao das células B
produtoras de anticorpos, foi proposto o uso de proteinas de fusdo que expressam
epitopos de células Th ndo-préprios ou estranhos, fundidos aos epitopos de células B
especificas a AB comum a patologia da DA. Estas células Th estranhas, ativadas
pelos componentes da vacina, induzirdo as células B, especificas de epitopos da DA,
a secretar os niveis elevados requeridos de anticorpos sem o risco de ocasionar
meningoencefalite mediada por células T autorreativas ou outras condigdes
inflamatadrias prejudiciais (AGADJANYAN et al., 2015).

De modo ideal, os epitopos de células Th ndo-préprias devem ser derivadas de
proteinas aos quais os individuos ja foram previamente sensibilizados, através de
imunizagdes ou infecgdes anteriores como, por exemplo, forma mutante ndo téxica da
toxina da difteria e antigenos da gripe, gerando anticorpos especificos a
automoléculas caracteristicas a DA e reforcando as resposta imune celular de
linfécitos T inofensivos (AGADJANYAN et al., 2015).

Ao aprender com os resultados dos ensaios clinicos de OS1792 e suas
andlises, os estudos com novas vacinas trabalharam para atingir epitopos mais
especificos para induzir uma resposta imune mais favoravel (STERNER et al., 2016).
Para ser segura, portanto, uma vacina anti-AB deve contemplar formulagdes que
evitem a ativacdo de células T autorreativas a autoepitopos, dentro de AB, que

possam atravessar a barreira hematoencefalica (BHE), atingindo o sistema nervoso
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central (SNC), e atacar as células do SNC, além de estimular respostas imunes
humorais (AGADJANYAN et al., 2015).

A ACC-001 compreende a vacina de epitopo de AB testada em ensaios clinicos
apods as observagdes advindas do fracasso da vacina peptidica OS1792 e possui parte
de seus dados publicados para analise.

A ACC-001 contém fragmentos do dominio N-terminal de AR de residuos 1-7,
conectado a proteina transportadora mutante ndo téxica da toxina da difteria
(CRM197) por meio de QS21. Em ensaios clinicos de fase | de dose unica, ACC-001
mostrou seguranca e tolerabilidade. Nos ensaios de fase IlI, os pacientes que
receberam doses multiplas de ACC-001 apresentaram titulos de anticorpos anti-AB
sustentados e, consistentemente, com picos mais altos a cada imunizagao. Nao houve
registros de meningoencefalite, no entanto, alguns pacientes sofreram efeitos
adversos como microhemorragia e edema vasogénico. O estudo foi abortado devido
a efeitos adversos consistentes com respostas autoimunes e falta de eficacia (USMAN
et al., 2021).

A correlagado entre OS1792 e ACC-001 se da pelos efeitos advindos de
respostas autoimunes que persistem mesmo apos a supressao de autoepitopos de
células T. Estudos post mortem de pacientes sugeriram que a meningoencefalite é
pertinente a infiltragdo de células T no cérebro dos individuos imunizados com
0S1792 (AGADJANYAN et al.,, 2015, ORGOGOZO et al., 2003). As autopsias
demonstraram grande numero de células T CD4+ e depuragao de placas AR,
condizentes a vacinacao (MARCIANI, 20152).

As células T CD4+, presentes no infitrado do cérebro dos individuos
imunizados com 0S1792, diferenciam-se em células Th a depender de estimulos,
ambiente tecidual e sinalizagdo de APC’s especificas. As células Th1, que ja sao
superativadas em doencgas neurodegenerativas, induzem o estado neuroinflamatério
através da liberagao de citocinas e mediadores pro-inflamatérios como, por exemplo,
interferon-gama, fator de necrose tumoral alfa e interleucina 17. As células Th2, por
sua vez, produzem citocinas anti-inflamatérias, como a interleucina 4. Ambos os tipos
celulares sao imprescindiveis para a manutengao de um ambiente saudavel no SNC
e a alteracdo na relacdo Th1/Th2 €& considerada evento causador da
neurodegeneragao e na sua progressao (BURGALETTO et al., 2020). Um novo tipo
de célula Th é a Th17, que também induz imunidade inflamatéria através de

interleucina 17 e interleucina 22. Embora proporcione uma forte resposta
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antimicrobiana, a resposta Th17 também esta frequentemente associada a respostas
inflamatadrias prejudiciais, incluindo lesao tecidual, em diversas condi¢gdes autoimunes
(MARCIANI, 20153).

QS21, adjuvante utilizado tanto na formulagdo de OS1792 quanto ACC-001,
trata-se de adjuvante pro-inflamatério indutor de resposta Th1. O adjuvante constitui
o componente da formulagdo que influencia e estimula a resposta imune requerida,
nao apenas dando inicio como, também, direcdo da resposta imunoldgica
(MARCIANI, 2015%). Os adjuvantes induzem resposta imune sistémica de tal forma
que, numa imunidade sistémica Th1, citocinas proé-inflamatérias podem induzir a
producao de mediadores também pro-inflamatérios no cérebro através de células
endoteliais da BHE, agravando a inflamagado, e contribuindo para o processo de
meningoencefalite (MARCIANI, 2015b).

Sob o ambiente neurodegenerativo, caracteristico a DA, o parénquima cerebral
€ infiltrado por altas taxas de linfocitos T, gerando um estado neuroinflamatério que
possui papel fisiopatoldgico critico. Nestas condigdes, o estado neuroinflamatério
cronico afeta ndo somente a integridade estrutural como, também, a permeabilidade
da BHE, induzindo o aumento da transmigracao de células imunes periféricas em
direcdo ao SNC e a difusdo de moléculas inflamatérias produzidas no ambiente
neuroinflamatério, corroborando com o desenvolvimento e progresséo das lesdes
(BURGALETTO et al., 2020).

Devido a desestabilizacdo das fungbes adequadas da BHE, a alta frequéncia
de células T auto reativas especificas de A produzidas sistematicamente na periferia,
por indugao da resposta Th1 por QS21, foram capazes de atravessar a BHE, migrando
para as placas AB presentes nos cérebros com patologia associada a DA, contribuindo
para o desenvolvimento da meningoencefalite (AGADJANYAN et al., 2015,
ORGOGOZO et al., 2003). No caso de ACC-001, estas células foram responsaveis
pelos efeitos adversos caracteristicos de respostas autoimunes.

0S80, outro componente da formulagao vacinal de OS1792, com funcao de
aumentar a solubilidade desta em agua, também teve importante papel na indugéo da
referida meningoencefalite (AGADJANYAN et al., 2015). Em estudos de
direcionamento de farmacos revestidos com OS80 para entrega direcionada ao
cérebro para tratamento da DA, OS80 aumenta consideravelmente a concentracao de
farmaco no SNC em comparacao ao farmaco livre. Dentre os mecanismos propostos

para OS80 como facilitador do transporte de compostos através da BHE, tem-se o
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mecanismo de endocitose, visto que o composto adsorve apolipoproteinas apos a
injecdo na corrente sanguinea, mimetizando particulas de lipoproteina de baixa
densidade, interagindo com estas e, seguidamente, sendo absorvido por células
endoteliais de capilares cerebrais através de endocitose mediada por receptor
(YUSUF et al.,, 2021). De tal forma, a penetracdo no SNC dessas células T
patogénicas foi possivelmente facilitada pela presenga de 0S80, induzindo a
meningoencefalite (AGADJANYAN et al., 2015).

Considerando que adjuvantes Th1 sao extremamente eficazes, sugeriu-se usa-
los como indutores de citocinas inflamatdrias. No entanto, mesmo em auséncia de
epitopos de células T em um imundgeno, adjuvantes Th1 induzem imunidade
sistémica produtora de citocinas que, quando transportadas através da BHE, induzem
a resposta inflamatéria no SNC. De tal forma, as vacinas para a DA devem induzir
uma imunidade Th2, anti-inflamatéria, evitando a progressdo de processos

Izheimer os orio prejudiciais. Assim, um objetivo em estudo a ser alcangado pelos
pesquisadores é o uso de adjuvante adequado (MARCIANI, 2015b).

As constatagcdes acerca do uso de adjuvantes imunoestimuladores levou a
formulacdo de trés vacinas: CAD106, UB-311 e ACI-24. Nestas, além do uso de
adjuvantes Th2, tem-se especial atencao, também, ao uso de epitopos de células B.

A CAD106 utiliza o fragmento de aminoacido 1-6 de AB como epitopo de célula
B anexada a revestimento proteico do bacteriéfago Qubevirus (virus de RNA de fita
positiva que infecta Escherichia coli e outras bactérias que possuem pilus) como
carreador e alumen como adjuvante. Os estudos de fase | demonstraram a indugao
de forte resposta imune humoral sem ativacao de células T especificas. Nao obstante,
ndo houve relatos de casos clinicos ou subclinicos de meningoencefalite. Em fase |l,
81% dos pacientes que foram imunizados tiveram resposta imune sérica requerida,
indicando que CAD106 induz resposta sustentada e especifica de células B para AB
(STERNER et al., 2016, JI et al., 2021). Estudos em imagem por tomografia de
emissao de poésitrons demonstraram diminuicao das placas A nos pacientes tratados
CAD106. Apesar de nao haver evidéncia de resposta imune de células T especificas,
alguns dos pacientes apresentaram hemorragia intracerebral. Em fase Ill, pacientes
tiveram mudancas inesperadas na fungao cognitiva, com perda de volume cerebral e,
também, de peso corporal, 0 que levou a descontinuagéao do estudo (USMAN et al.,
2021, PARROCHA, NOWICK, 2022).
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A UB-311 é constituida de aminoacidos AB de residuos 1-14 com adjuvantes
CpG (oligodesoxinucleotideos polianidénicos de trifosfato de citosina e guanina) e
alumen. Contém, no entanto, uma mistura de dois antigenos peptidicos diferentes,
ambos hibridos, visando a indug&o de resposta de células Th: (1) AB ligado a proteina
de fusao virus do sarampo; (Il) AB ligado a antigeno de superficie de virus da hepatite
B (PARROCHA, NOWICK, 2022). Os resultados dos ensaios clinicos de fase |
demonstraram aumento nos niveis de anticorpos anti-Ap e estabilizacdo da fungcao
cognitiva dos pacientes. No ensaio clinico de fase Il, esta resposta positiva de
aumento de anticorpos e auséncia de feitos colaterais graves, ocorre em 96% dos
pacientes. No entanto, estes ensaios foram encerrados devido a um erro no desenho
do tratamento (STERNER et al., 2016, Jl et al., 2021, USMAN et al., 2021).

A ACI-24 é baseada no peptideo AB de residuos 1-15 com lisinas
tetrapalmitoiladas acoplado a lipossomas contendo, como adjuvante, lipidio A
monofosforilado, MPLA, do inglés Monophosphorylated Lipid A. O estudo clinico se
deu em pacientes com Sindrome de Down. Em estudos de fase |, ndo foram
encontradas anormalidades em marcadores de inflamacédo no SNC. Houve aumento
nos titulos de anticorpos anti-AB em comparagdo com o grupo que recebeu placebo.
Ainda, foram observados aumentos em niveis plasmaticos de AB40 e AB42 em
comparagao com o grupo controle, indicando a depuragéo da placa p-amiléide (RAFII
et al., 2021, USMAN et al., 2021). Estudos de fase Il ainda estdo em andamento.

A ACC-001, CAD106, UB-311 e ACI-24 sao classificadas como vacinas AR
convencionais por restringirem o comprimento do antigeno ou por excluirem os
epitopos de células T genuinos. Tratam-se de conjugados de fragmento do dominio
N-terminal de A e transportador e adjuvante. O dominio N-terminal & acessivel tanto
em mondémeros e agregados de AB quanto nas placas AB. De tal forma, os anticorpos
anti-AB induzidos por estas vacinas podem né&o discriminar os diversos estados de
agregacao de AB. Como mencionado, monémeros AR tém fungao fisiolégica enquanto
os agregados tém fungéo toxica (tanto para neurdnios quanto para as sinapses). Isto
pode ser evidenciado pelas mudangas inesperadas na fungéo cognitiva dos pacientes
vacinados com CAD106. Foi considerado, portanto, que o efeito benéfico potencial de
vacinacao deve estar aliado aos anticorpos anti-AB seletivos apenas aos agregados
presentes em placas senis (MANDLER et al., 2015).

Devido ao risco de autoimunidade humoral patolégica, mecanismos para

reconhecimento seletivo de agregados AB tém sido estudados. As vacinas ADO1 e
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ADO2 utilizam tecnologia baseada em mecanismos de mimetismo molecular
(MANDLER et al., 2015). AD01 e AD0O2 sao constituidas de peptideos AB de residuos
1-6 que mimetizam o dominio N-terminal de AB42, conjugados com hemocianina de
lapa, KLH, do inglés Keyhole Limpet Hemocyanin, uma metaloproteina presente na
hemolinfa de alguns moluscos, como carreador, e alumen como adjuvante (USMAN
et al., 2021). Para a busca dos peptideos, foram rastreadas bibliotecas de peptideos,
com anticorpos monoclonais especificos para o dominio N-terminal de AB40/42. Tanto
ADO1 quanto AD02 foram caracterizados por uma diferenga de, aproximadamente,
50% em sua sequéncia de aminoacidos quando comparados ao epitopo AB de
residuos 1-6 enddégeno (MANDLER et al., 2015).

Em ensaios clinicos de fase |, tanto ADO1 quanto ADO2 demonstraram
capacidade em estabilizar parametros cognitivos nos pacientes vacinados. Em fase I,
com ADO02, no entanto, foi constatada eficacia limitada (USMAN et al., 2021).

Como observado, grande parte das vacinas de epitopo de AB contra a DA sao
formuladas em alumen, enquanto uma delas, UB311, possui a mistura de alumen com
CpG, formando complexos imunoestimuladores de tendéncia Th2 (PARROCHA,
NOWICK, 2022). Até recentemente, o alumen constituia como o uUnico adjuvante
aprovado para uso humano e que, concomitantemente, se trata de adjuvante
estimulador da resposta imune celular do tipo Th2 (MARCIANI, 2015b).

A atividade imunoestimulante do alumen advém de sua capacidade de
desencadear a liberagdo de acido urico, que € entendida como sinal de perigo,
amplificando a ativagdo de APC’s pelo aumento de ligante coestimulador ou cluster
de diferenciacdo 86. A ativacido de APC’s leva a resposta celular adaptativa com
imunidade Th2 persistente. No entanto, o alumen ndo estimula a imunidade em idosos
de forma tao eficiente. Isto € demonstrado pela vacina inativada contra o virus da
influenza, que apresenta eficacia de 90% em jovens, caindo para 30%, ou menos, em
pacientes com idade superior a 65 anos de idade. O mesmo caso pbde ser observado
no uso da vacina AD02, que teve eficacia limitada. De tal forma, devido aos efeitos
imunoestimuladores do alumen em idosos, em baixas taxas, torna-se impraticavel o
uso deste em novas formulagdes vacinais que visem a patologia da DA (MARCIANI,
2015b).

Todos estes resultados colocam em evidéncia que a imunossenescéncia &
entrave no desenvolvimento de vacinas contra DA visto a disfuncéo do sistema imune

na populagdo idosa, devido a involugdo do timo e declinio da modulagdo das
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populacgdes de células da classe dos leucdcitos, incluindo os linfécitos. (MARCIANI,
2015b). Neste processo, as células T perdem receptores e ligantes que sao
necessarios para a ativacdo das células T essenciais na ativagdo de células B
produtoras de anticorpos, tornando-se anérgicas (MARCIANI, 20152).

Este sistema imunoldgico senescente tem menor propensao a gerar titulos de
anticorpos terapeuticamente adequados em resposta a vacinagao e, ainda, maior
propensao ao desenvolvimento de efeitos colaterais autoimunes. Nao obstante,
podem ocorrer efeitos adversos apds a administragdo da imunoterapia ativa a
depender dos epitopos de ligagdo dos anticorpos produzidos, como visto nos ensaios
clinicos de vacinas explanadas ao decorrer do texto (LANNFELT et al., 2014?).

As vacinas para idosos devem conter adjuvantes que aumentem a imunidade,
melhorando os efeitos da imunossenescéncia. Os adjuvantes geralmente estimulam
a resposta Th1 concomitantemente com uma resposta imune Th2 humoral; ou seja,
adjuvantes que induzem exclusivamente a imunidade Th2 sao raros. De tal forma, a
objecédo ao uso de adjuvantes anti-inflamatorio Th2 da-se pela sua raridade. Estes
estdo, primariamente, relacionados a compostos e produtos produzidos por parasitas
metazoarios, como helmintos, que asseguram sua sobrevivéncia ao atuar inibindo a
resposta inflamatéria do hospedeiro e intensificar uma resposta humoral de aspecto
brando (MARCIANI, 2015%). Esta resposta protetiva se da pela mimetizagdo de
compostos produzidos por mamiferos para regular respostas Th1 e induzir imunidade
Th2 (MARCIANI, 2015b).

Dois compostos produzidos e derivados de helmintos sao potenciais adjuvantes
Th2: baseados em esfingolipidios e glicanos fucosilados. Ambos atuam por diferentes
vias, inibindo a imunidade inflamatéria, Th1, e induzindo a imunidade anti-inflamatéria,
Th2 (MARCIANI, 2015b).

Esfingolipidios podem induzir imunidade do tipo Th17 que, como ja
mencionado, esta relacionada a processos inflamatérios em doencas autoimunes e,
portanto, ha limitagdes em seu uso como constituinte de uma vacina para a patologia
da DA em idosos. De tal forma, agentes que propiciem imunidade Th2 e, ao mesmo,
possam induzir Th17 em auséncia da imunidade Th1 sdo compostos importantes a
serem estudados na concepgao e producao de vacinas contra a DA (MARCIANI,
20153).

Glicanos fucosilados ligam-se ao ligante coestimulador ou cluster de

diferenciacdao 209, uma lectina C presente em algumas APC'’s, direcionando as
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mesmas para imunidade Th2 e inibindo a imunidade Th1 (MARCIANI, 20152). Outro
exemplo de possivel adjuvante benéfico que previna este processo de anergia de
células T se da através da desacilacdo de QS-21. Este derivado induz forte imunidade
sistémica por resposta do tipo TH2 e, através de grupo quimico aldeido em sua
composic¢ao, fornece sinal coestimulatério necessario e suficiente para ativacéo de
células T. Quando desacilado, libera residuo fucosil que se torna disponivel para se
ligar ao coestimulador, direcionando APC’s para a imunidade do tipo Th2. A sintese
destes compostos, no entanto, € relativamente cara, o que limita, também, a sua
utilizacdo (MARCIANI, 20152).

Considerando o uso de uma vacina para a DA como tratamento, presume-se
que sua administragéo seria frequente e por longo prazo. De tal forma, deve-se dar
especial atengdo a imunogenicidade dos adjuvantes a serem utilizados. Compostos
de natureza proteica, como toxinas bacterianas, sdo imunogénicas, resultando, com
o passar do tempo e de imunizagdes frequentes, na producgao de titulos de anticorpos
neutralizantes, que levariam a perda de eficacia da vacina. Isto se aplica, também, a
carreadores, como, por exemplo, KLH e particulas virais e bacterianas, usados nas
vacinas ACC-001, CAD106, UB-311, AD0O1 e AD02. Os anticorpos contra as proteinas
do carreador utilizado podem inibir a resposta imune direcionada aos antigenos
conjugados. Esse processo é conhecido como supressido epitopica induzida por
carreador ou CIES, do inglés Carrier-Induced Epitope Supression (MARCIANI,
2015b).

Acredita-se que a interferéncia na resposta de anticorpos, no fendmeno CIES,
surja devido a competicdo entre peptideos ou polissacarideos ligados a proteinas
transportadoras homologas por numero limitados de células Th especificas do
transportador. Em consequéncia, ha aumento na resposta de anticorpos ao carreador
e diminuicdo na resposta a peptideos ou polissacarideos conjugados e utilizados
como antigenos (POBRE et al.,, 2014). A ACC-001, que contém proteina
transportadora mutante nao toxica da toxina da difteria, teve falta de eficacia em
analise de seus resultados de estudos clinicos. Os resultados publicados nao
comtemplam a analise de anticorpos neutralizantes, mas este pode ser elucidado
como mecanismo indutor da falta de eficacia dos anticorpos produzidos a partir de
imunizagdes frequentes.

Um carreador ideal seria, portanto, uma molécula capaz de induzir baixa

resposta de anticorpos a si mesma e alta resposta de anticorpos ao antigeno (POBRE
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et al., 2014). Particulas semelhantes aos virus, VLP’s, do inglés Virus-like particles,
sao uma opgao viavel para aumentar a resposta de anticorpos a qualquer antigeno
conjugado a eles, mesmo em imunizagdes frequentes. Em estudos com camundongos
vacinados com peptideo Salmonella como antigeno e VLP’s de bacteriéfago como
carreador, foi observado que a supressdo imune, quando utilizados VLP’s, é
fortemente reduzida quando se conjuga o antigeno proteico as VLP’s de alta
densidade, por injecdes repetidas e aumentando-se a dose da vacina. De tal forma,
observa-se que CIES é superado como remodelamento de desenho de vacina e de
protocolo de imunizacao (JEGERLEHNER, et al., 2010).

A hipdétese da cascata AB ocupa posicdo dominante nas propostas de
mecanismos patologicos da DA e, consequentemente, grande parte dos estudos,
tanto preventivos quanto terapéuticos, foram coordenados a partir desta teoria. No
entanto, como ja explanado, a proteina tau tem papel importante na patologia da DA
de forma que, uma vacina direcionada a esta, € critica para inibir o processo de
fosforilagdo da proteina e sua agregacédo excessiva, visando a estabilizacdo dos
microtubulos com a consequente manutengdo da funcdo fisiolégica normal de
neurénios (JI et al., 2021).

A eficacia de uma vacina direcionada a tau foi demonstrada, pela primeira vez,
em 2007. A vacina era constituida de fragmento de tau hiperfosforilada, abrangendo
os aminoacidos 379-408, compreendendo serinas 396 e 404 fosforiladas
(AGADJANYAN et al., 2015). Em camundongos transgénicos superexpessando tau-
P301L mutante humano (uma mutacdo no gene da proteina tau associada a
microtubulos mais frequentemente observada em pacientes com deméncia) a
producdo de anticorpos anti-tau foi suficiente para diminuir a patologia da tau no
cérebro destes e melhorou a funcéo cognitiva dos mesmos (JI et al.,, 2021). O
resultado desse estudo suportou a viabilidade do direcionamento de conférmeros de
tau patolégicos em pacientes com DA.

A AADvac1, primeira vacina direcionada a tau, possui uma proteina tau
truncada e mal dobrada, no dominio N-terminal, de residuos 294-305, de ocorréncia
natural, conjugada com KLH e adjuvante hidroxido de aluminio (JI, SIGURDSSON,
2021). Nos estudos de fase |, o conjugado peptideo-KLH induziu a produgéo de
anticorpos contra tau em 96,7% dos pacientes e estes titulos aumentaram conforme
o regime de doses (NOVAK et al.,, 2019). A cognigdo dos pacientes permaneceu

estavel e, em estudo de acompanhamento, os titulos de anticorpos diminuiram apos
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seis meses, sendo restaurados apds a aplicagdo de doses de reforco. Foram
relacionadas as taxas de titulos com taxas de atrofia hipocampal, de forma que
pacientes com titulo de anticorpos anti-tau mais elevados possuiam tendéncia a
menor taxa de atrofia (JI, SIGURDSSON, 2021).

Em estudos de fase Il, 80% dos pacientes que receberam o tratamento
desenvolveram anticorpos anti-tau de alta afinidade. Estes reconheceram tau
agregada no SNC de pacientes com DA e, em modelo celular, foram capazes de
bloquear a captagdo neuronal de tau patologica. No entanto, ndo houve beneficios
cognitivos significativos (JI, SIGURDSSON, 2021).

A ACI-35, segunda vacina candidata a produgao de anticorpos a tau patoldgica,
trata-se de vacina lipossémica constituida de peptideo sintético de 15 aminoacidos,
de 393 a 408, baseada na sequéncia sintética da tau humana fosforilada em serina
396 e serina 404, sitios principais de hiperfosforilagdo na patologia da DA, sendo
indicadores periféricos da doenca (SHI et al.,, 2020). Assim como em ACI-24, o
peptideo é tetrapalmitoilado formando lipossomas e entregue com o adjuvante lipidio
A monofosforilado. Nos ensaios clinicos de fase |, embora os resultados tenham
demonstrado segurancga da formulacgéao, os titulos de anticorpos anti-tau foram baixos
mesmo em subsequentes injecdes de reforco. Os ensaios de fase |l estdo em
andamento (JI, SIGURDSSON, 2021).

Como observado nos estudos clinicos, nos ultimos anos, o desenvolvimento de
vacinas contra DA teve enfoque em A ou placas senis e proteina tau, isoladamente.
No entanto, ha evidéncias de que tau, em conjunto com AB, desempenha papel na
patologia da DA. Dimeros soluveis de AP, de pacientes com DA, induzem a
hiperfosforilagdo de tau e degeneragao neuritica, demonstrando, portanto, a intima
relagdo entre ambas as proteinas quando presentes em células neurais (MARCIANI,
2015b).

Estudos in vivo anteriores demonstraram que a infusao intracerebral de extratos
de cérebro contendo AB, de camundongos idosos, induziu a patologia de tau em
camundongos jovens. Em outros estudos usando modelo de camundongo com
nocaute genético para a proteina tau, preveniu-se a disfungéo sinaptica ocasionada
pela exposigdo aguda ao AB42. Nao obstante, o mesmo estudo demonstrou que tau
atua a jusante de AB (MARCIANI, 2015?).

Visto que tau atua a jusante de AB, € imprescindivel que a patologia AB seja

contida para que mecanismos anti-tau tenham efeito significativo sobre a DA. Isto é
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verificado nos estudos de fase Il de AADvac1, em que os beneficios cognitivos dos
pacientes imunizados nao foram suficientemente significantes. De tal forma, uma
opgao viavel seria 0 uso da imunizagdo composta por antigenos relevantes, ou seja,
fazer o uso de vacinas polivalentes. Visto o potencial para efeitos deletérios
cooperativos entre proteinas AB e tau, a abordagem de vacinagao multi-alvo torna-se
valida para uso na patologia da DA (MARCIANI, 2015b).

O aumento no numero de antigenos, no entanto, por efeito sinérgico,
potencializa riscos de desenvolvimento de respostas imunologicas inflamatorias e
prejudiciais. Ha, mais uma vez, a necessidade critica de imunoterapia que previna
respostas Th1 prejudiciais e induzam respostas Th2 protetoras (MARCIANI, 2015b).

Considerando o modelo cronoldgico de biomarcadores da DA, em que as
placas senis desenvolvem-se na fase inicial da DA e os emaranhados apresentam-se
em fases posteriores da doenca (USMAN et al., 2021), outra abordagem pode se dar
através do uso de duas vacinas, uma composta pelos epitopos de células B relevantes
de AB e outra por epitopos de células B relevantes de tau, ambos fundidos pelo
mesmo carreador portador de epitopo de célula T ndo-propria, adequado para inibir o
processo de CIES, e adjuvante responsaveis pela ativagao de células Th de mesma
especificidade. A imunoterapia ativa para AB deve ser iniciada nos estagios precoces
ou iniciais e, posteriormente, deve-se utilizar ou trocar o esquema vacinal para tau nos
estagios tardios, quando os sintomas clinicos se tornarem aparentes (AGADJANYAN
et al., 2015).

Um estudo clinico deve ser avaliado em modelos animais, em ensaio
denominado fase pré-clinica, para verificacdo de dados de eficacia, toxicidade e
outros, demonstrando a segurancga e potencial imunogénico da vacina. Esta fase pré-
clinica é realizada in vitro e/ou in vivo, em modelos celulares e, principalmente, em
animais. Pode-se questionar, portanto, o motivo pelo qual as vacinas para DA sao
eficazes em modelos animais, mas falham (parcialmente ou completamente) em
humanos. Outra razdo em evidéncia é que, nos animais transgénicos, principalmente
camundongos, a imunoterapia ativa através de vacinas funciona em modo preventivo,
em animais pre-sintomaticos, enquanto que, em pacientes com DA, as mesmas atuam
apos o inicio da patologia e, portanto, de modo terapéutico (MARCIANI, 20152).

Houve pouca ou nenhuma consideracdo acerca das diferencas entre as
vacinas utilizadas nos modelos animais e humanos e, também, sobre as disparidades

nas respostas imunoldgicas entre as espécies. Esta disparidade pode ser evidenciada
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pela vacina OS1792 em que o0 AB42, agregado formulado com QS21 e OS80, produziu
resultados promissores e sem efeitos colaterais em camundongos, mas, em pacientes
com DA, produziu efeitos adversos graves (MARCIANI, 2015b). Isto se deve né&o
somente a compreenséao limitada da patologia como ao nivel, também limitado, de
tecnologia de modelagem de modelo animal (JI et al., 2021).

A inducdo da imunidade Th1 é resultado da estimulacdo da imunidade inata e,
seguidamente, da imunidade adaptativa. Este mecanismo € dependente do receptor
da imunidade inata envolvido no processo como, por exemplo, os receptores toll-like,
moléculas de superficie presentes nas células de defesa responsaveis pelo
reconhecimento de patégenos. A estimulagado simultdnea de diferentes receptores
resulta num efeito sinérgico na modulagdo da resposta imune. O efeito sinérgico
advém de interagdes entre diversas e independentes vias imunomoduladoras. Isto
também pode explicar as diferencas nos resultados obtidos dos ensaios clinicos em
animais e a falha dos mesmos no desenvolvimento da vacina plenamente eficaz
contra a patologia da DA em humanos (MARCIANI, 20152).

Para contornar tal problema, deve-se estabelecer o modelo mais adequado de
animais com DA que reflta de maneira mais eficiente o estado patolégico dos
pacientes com DA, ja que o modelo animal € de extrema importancia nos ensaios
clinicos, dada a limitacdo da pesquisa clinica nos pareceres éticos. Um modelo animal
ideal simula o percurso da DA em humanos, permitindo a exploragdo da etiologia,
patogénese e estratégias de tratamento. Estes modelos adequados advém do
advento de novas tecnologias de edi¢cdo de genes. Dentre estes, CRISPR, Sistema
de Repeti¢des Palindrémicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas, do
inglés Clusters of Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, auxilia no
processo de modificacdo genética precisa e especifica em cadeias de DNA além de
gerar rearranjos gendmicos, acelerando o processo de construgdo de modelo mais
eficazes de animais (JI et al., 2021).

Os ensaios clinicos ainda ndo promoveram descobertas acerca de
consequéncias fisioldgicas ou patologicas da depuragdo de AR e emaranhados
neurofibrilares a longo prazo. Nao ha, portanto, dados conclusivos da eficacia da
depuracao crbénica destas proteinas sem repercussoes futuras na fungao cerebral dos
pacientes, ou seja, ndo se tem dados acerca do potencial encefalitogénico e

Izheimer os da imunoterapia para AB e tau (CACABELOS, 2019). A dificuldade

destes estudos a longo prazo, para a vacina contra DA, se relacionam a dois fatores:
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(I) primariamente, os estudos em humanos tiveram inicio ha, aproximadamente, 20
anos, com falhas no desenho do estudo clinico e promogéao de eventos adversos
graves, encerrando os estudos; e (ll), devido a fragilidade, multimorbidade e
deficiéncias, idosos necessitam de apoio para participar dos estudos clinicos, de
forma que sédo necessarios procuradores para assinar os termos e formularios de
consentimento informado, o que gerarisco de desisténcia. Ainda, devido as condigbes
inerentes a DA, estes pacientes adoecem, sao hospitalizados ou falecem. Estas
desisténcias ou baixas em numero de participantes diluem os achados dos ensaios
clinicos e diminuem o poder do estudo devido insuficiéncia do delineamento do ensaio
clinico (PITKALA, STRANDBERG, 2022). A concepgao destes ensaios clinicos em
pacientes idosos representa, portanto, um conjunto de desafios no que tange ao
recrutamento e retencado dos pacientes durante todo o estudo e na analise de dados.
Estratégias devem ser desenvolvidas em todas as fases do desenho do estudo. Deve-
se incorporar metodologia estatistica adequada para dados ausentes, estratégia para
minimizar a falta de dados no desenho do estudo (CARROLL, ZAJICEK, 2011).

Estes estudos, em humanos, apenas reproduzem procedimentos utilizados
para testes clinicos de sintomatologia em pacientes ja com estado de deméncia. De
tal forma, ha evasao de dados acerca de intervencgao profilatica da vacina da DA para
retardar o inicio da doenga ou, numa condigéo ideal, evitar a patologia da DA. H3,
portanto, a necessidade de estudos clinicos aprimorados para a doenca. Neste
sentido, autoridades reguladoras que acompanham os estudos clinicos, juntamente
com a comunidade cientifica e a industria farmacéutica, devem conceber novos
protocolos para ensaios clinicos de intervencdo preventiva na DA (CACABELOS,
2019).

As visbes emergentes indicam que os pacientes devem ser imunizados mais
cedo, idealmente num estagio prodrémico ou em auséncia de sintomas clinicos. Em
todos os estudos, os pacientes inseridos nos ensaios clinicos foram, tradicionalmente,
diagnosticados com DA leve a moderada. A segmentagao de AB e tau, mesmo nesta
fase da patologia, pode ser tarde demais. Diversos estudos sugerem que os niveis de
AB soluvel aumentam precocemente na progressado da DA e precedem os sintomas
clinicos. De tal forma, a populagdo alvo ideal para a prevencdo da DA deve ser
constituida por pacientes com DA precoce, tendo comprometimento cognitivo leve. No
entanto, ndo ha biomarcadores de diagndstico sensiveis e especificos o suficiente

para detectar estes pacientes com precisao (LANNFELT et al., 2014b).
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O diagnéstico diferencial da DA precoce tém sido a condi¢ao clinica de maior
incerteza diagnostica. Nao ha dados disponiveis sobre mudangas nos desfechos de
saude, como incapacidade, mortalidade, morbidade ou qualidade de vida, devido a
falta de tratamento eficazes no retardo da progressdo da doenga (FRISONI et al.,
2017). Pesquisas tém estudado o uso de biomarcadores como ferramenta de
diagnostico para prever a patologia em pacientes assintomaticos. Uma das técnicas
em analise é a imagem por tomografia de emissdo de pdsitrons, em que é possivel
visualizar a deposicao de placas AB. Marcadores adicionais que podem ser utilizados
para auxiliar tanto o diagnostico quanto avaliagado da progressao da doencga s&o o0s
niveis de AR e tau no LCR que se mostram alterados em pacientes com DA
(FETTELSCHOSS et al.,, 2014). No LCR, ha diminuicdo de AB42 e aumento de
isoformas de tau. Os menores niveis de AB42 sao reflexo do aumento da agregagao
e deposigao destes no cérebro. O aumento das isoformas de tau, tanto fosforilagao
quanto as nao fosforiladas, refletem diretamente a perda neuronal cortical
(PORSTEINSSON et al., 2021).

Individuos cognitivamente saudaveis, no entanto, apresentam biomarcadores
de patologia AR e patologia tau e, ainda assim, ndo desenvolvem manifestagdes
clinicas da doenga durante a vida. Estudos post mortem de numerosos individuos
cognitivamente intactos demonstram presenca de lesdes cerebrais por AB e tau na
populacdo acima dos 70 anos. Ainda, estudos recentes, identificaram concentragdes
mais baixas de tau fosforilada e tau total no LCR de pacientes afro-americanos em
comparagao com pacientes brancos. Estes resultados indicam que se deve ter cautela
ao aplicar limiares de biomarcadores advindo de estudos observacionais com dados
demograficos que, por ventura, possam néo refletir dados da populagao geral. De tal
forma, a validagdo da utilidade clinica desses biomarcadores ainda é incompleta. O
que ocorre é que nao ha padronizacao de leitura desses ensaios e ideais de limiares
de normalidade, o que dificulta a avaliagcdo do desempenho destes na deteccao
precoce da patologia (FRISONI et al., 2017, THERRIAULT et al., 2022).

Para pacientes que ja possuem declinio cognitivo consideravel, com a
formacao de placas AB e emaranhados neurofibrilares evidentes, as imunoterapias
devem ser avaliadas como tratamento estabilizador da patologia. No entanto, a longa
meia-vida de anticorpos com a falta dos marcadores de efeito sensiveis e estaveis

torna a dosagem ideal desafiadora. De tal forma, o desenho de ensaio clinico deve
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ser otimizado para encontrar os regimes de dose corretos para cada estagio da DA
(LANNFELT et al., 2014b).
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5. CONCLUSAO

Considerando a DA como uma crise médica em expansao, as sociedades
devem se adequar as mudangas de realidades demograficas e, de tal forma, antecipar
as tendéncias populacionais e suas caracteristicas inerentes de saude, incorporando
estes dados em politicas publicas. A DA é um problema de saude global n&o sé pelo
aumento de numero de casos em concomitancia com o aumento de taxa de populagao
de idosos como, também, devido a sua complexidade de mecanismos patologicos. A
analise de vias imunoterapéuticas, em destaque para a imunoterapia ativa através de
vacinas, com alvo na proteinopatia, tém trazido esperanga aos cientistas e pacientes
como métodos para cura da DA, através da remocao de placas AP e emaranhados
neurofibrilares, ou retardo da progressdo da doenga pela mitigagdo do declinio
cognitivo.

As hipéteses acerca dos efeitos da remoc¢ao do excesso de A e emaranhados
neurofibrilares do cérebro destes pacientes levaram os estudos de vacinas
direcionadas a DA a se concentrarem na redugao destas placas senis e na
estabilizacdo dos microtubulos de neurbnios através da geracdo de anticorpos
especificos induzidos por imunizacao ativa. As vacinas candidatas a imunoterapicos,
até o presente momento, demonstram as limitagdes das pesquisas e ensaios clinicos.

A compreensao limitada acerca dos mecanismos descritos como indutores da
patologia da DA, como os fatores genéticos e proteinas plasmaticas e cerebrais,
incluindo a sua clivagem, abre espago para os gargalos acerca dos alvos
imunoterapéuticos mais assertivos. Apesar da analise de estudos de mapeamento dos
antigenos proteicos, as respostas imunes obtidas ndo se apresentaram suficientes
para garantir beneficio clinico. Considerando a estreita relagdo entre AR e tau, a
terapia de combinagao deve ter especial atengcédo no direcionamento de antigenos
para a producdo de anticorpos. Esta vacina polivalente deve ser capaz de induzir
respostas imunomediadas contra dois antigenos diferentes.

As adversidades encontradas para as formulagdes vacinais concentram-se na
busca de adjuvantes eficazes e capazes de aumentar as respostas Th2, anti-
inflamatodrias, necessarias ao individuos imunossenescentes, além de inibir a
imunidade Th1, pro-inflamatéria, que é potencialmente danosa aos idosos que ja
possuem estado neuroinflamatério em evidéncia. Existe grande quantidade de

compostos que demonstram ter agdo adjuvante, no entanto, poucos sao aprovados
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para uso em humanos, o que, até entdo, tem tornado inviavel fornecer novas
propostas de composicao vacinal. Alumen, até recentemente o unico adjuvante Th2
utilizado em vacinas, nao induz, de forma eficiente, a imunidade requerida no publico
alvo desta imunoterapia. A procura por novos produtos com este potencial tem se
concentrado em compostos advindos de helmintos. No entanto, o entrave a estes se
da pelo alto preco de producgao, limitando sua utilizagao.

Apesar de demonstrarem resultados promissores em fase pré-clinica de testes
em modelo animal, em humanos os resultados apresentaram lacunas. Apesar dos
avangos tecnoldgicos na produgdo de animais transgénicos, as diferengas entre
espécies nao mimetizam, de forma absoluta, as vias imunomuladoras de humanos.
Os riscos inerentes a extrapolagado dos modelos para o seres humanos abrangem que
a inocuidade ou eficiéncia de compostos em animais pode ser nocivo ou ineficaz em
humanos. De tal forma, os modelos animais mais adequados ainda sao impasse no
desenvolvimento de vacinas para a DA e devem ser superados o quanto antes.

Ainda que haja alguns resultados positivos advindos das descobertas acerca
da especificidade de anticorpos produzidos apés a vacinagao, os dados publicados
nao podem contemplar o beneficio a longo prazo da imunizagédo e as consequéncias
advindas da depuragdao da proteinopatia caracteristica a DA. A falta de dados,
considerando que as pesquisas na area tém somente 20 anos, € uma exigéncia que
deve levar anos para ser ultrapassada e dependera da superacdo das demais
dificuldades inerentes a pesquisa de vacinas para a DA de forma que os estudos
devem progredir para fases novas clinicas e incluir estudos de acompanhamento a
longo prazo. As baixas no numero de participantes do estudo, devido a morte ou
desisténcia também apresentam impasse para a analise a longo prazo, considerando
0 menor numero de dados, que diminuem o poder de predi¢ao do estudo.

Os estudos tém utilizado pacientes com a patologia da DA ja evidente. De tal
forma, a analise de dados nao engloba o uso de vacinas para a prevencao da
patologia. A adversidade ao recrutamento de pacientes em estado precoce se da pela
falta de biomarcadores sensiveis que delimitem os limiares entre individuos saudaveis
e individuos com a patologia da DA.

As dire¢des a serem exploradas em pesquisas futuras para imunoterapia ativa
para a patologia da DA s&o claras: devem ser alcangados maiores titulos de
anticorpos destinados a alvos especificos de seu multifatorial mecanismo patolégico

e otimizar as caracteristicas qualitativas destes que devem se manter em niveis
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séricos e persistentes ap6s a imunizagdo. E necessario o aprofundamento acerca do
conhecimento da interagdo dos imunégenos com o sistema imunolégico do paciente
e a capacidade de evasio ou neutralizagdo dos mecanismos de imunidade, tanto inata
quanto adaptativa, bem como o momento ideal para a vacinagdo como método de
prevencgao e como método cura. De tal forma, mais pesquisas se justificam para suprir

todas as dificuldades encontradas pelos pesquisadores.
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