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RESUMO:

A tecnologia de conjugac¢do melhorou a imunogenicidade de vacinas constituidas
de polissacarideo, especialmente em criangas. Polissacarideos conjugados a
proteinas carregadoras, como 0 toxdide tetanico, induzem resposta imunolégica
dependente de célula T e meméria imunolégica de longa duragdo. No entanto,
esta tecnologia apresenta custo elevado. Assim, foi investigada a capacidade dos
lipossomos de aumentar a resposta imunolégica ao polissacarideo C de Neisseria
meningitidis (PSC). Camundongos foram imunizados com lipossomos contendo
PSC, conjugado toxdide tetanico-PSC ou PSC livre como controle, com dose de
reforco constituida de PSC livre. Foram gerados anticorpos IgG e IgM contra PSC
nos camundongos imunizados com conjugado ou lipossomo. Os resultados
mostram que lipossomos contendo PSC tém potencial para substituir a vacina
conjugada toxoide tetanico-PSC.



ABSTRACT:

Conjugation technology has improved the immunogenicity of polysaccharide
vaccines, specially in small children. Polysaccharides conjugated to various carrier
proteins, e.g. tetanus toxoid, stimulate a T cell-dependent antibody response and
induce a long-term immunological memory. However, protein-polysaccharide
conjugation technology is expensive and this could constitute an important
drawback. Thus, immunopotentiation of Neisseria meningitidis serogroup C
polysaccharide (PSC) by use of liposomes as an alternative to protein-
polysaccharide C conjugates was investigated. Mice were immunized with
liposomes containing PSC or tetanus toxoid—PSC conjugate or free PSC as control
and boosted with free PSC. Immunogenicity of these different preparations was
compared with each other. Conjugate and liposome containing PSC induced both
IgG and IgM antibodies against the polysaccharide. These results show that
liposomes containing entrépped PSC have potential to be used as an alternative to
tetanus toxoid—PSC conjugate vaccine.
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Introducio

1. INTRODUGAO

A doenga meningocdcica, cujo agente etioldgico é o diplococo aerdbio
Neisseria meningitidis, continua sendo uma das infec¢gdes mais temidas devido
a sua tendéncia a causar surtos e epidemias, constituindo assim um sério
problema de saude publica mundial. No Brasil, séo notificados cerca de 5.000
casos da doencga por ano segundo o Centro de Vigilancia Epidemioldgica, que
também informa uma taxa de mortalidade de aproximadamente 20%. A
mortalidade decorrente de septicemia meningocdcica pode alcangar de 20% a
50% (Morley & Pollard, 2002). Em niveis endémicos, o pico de incidéncia da
doenca ocorre em criangas entre 6 meses € um ano de idade. A imunizagéo
contra o diplococo Neisseria meningitidis € provavelmente a Unica medida que
pode reduzir a morbidade e mortalidade da doenga, e nesse sentido ©
desenvolvimento de novas vacinas com eficacia elevada contra os diversos
sorogrupos pode ter efeito consideravel sobre a epidemiologia da doenca

meningocécica.

1.1. Microbiologia

N. meningitidis € um diplococo gram-negativo encapsulado cuja
presenga na nasofaringe humana ocorre em 10% dos adultos, mas que
raramente coloniza as vias respiratérias de criangas saudaveis (Pollard &

Frasch, 2001). A contaminagdo entre individuos exige contato préximo e a
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colonizacdo resulta da exposicao ao aerosol de secrecdes nasofaringicas de
individuos portadores.

O meningococo N. meningitidis possui uma membrana citoplasmatica e
uma membrana externa separadas por uma parede celular de peptideoglicano

(vide Figura 1 a seguir).

Figura 1 — Estruturas da superficie celular de N. meningitidis.

Membrana citoplasmatica

Adaptado de Pollard & Frasch, 2001.

A membrana externa esta circundada por uma capsula essencial para
patogenicidade, visto que a mesma confere resisténcia a fagocitose e a lise
celular mediada por complemento (Vogel & Frosch, 1999; Jarvis, 1995). Esta
capsula é constituida de polissacarideos aniénicos de alto peso molecular,

cuja estrutura € a base para a classificagdo fenotipica da bactéria em
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sorogrupos. O polissacarideo do sorogrupo C (PSC) é composto por
mondémeros de acido sialico, sendo imunogénico quando apresenta peso
molecular acima de 100 kDa (Ala’Aldeen, 1996). Cepas isoladas de pacientes
com doenga meningocdcica geralmente se mostram capsuladas, indicando a
importancia dessa estrutura na viruléncia da bactéria. Além disso, a membrana
externa contém varias estruturas protéicas que capacitam o microrganismo a
interagir e aderir a células do hospedeiro. Estas estruturas da membrana
externa agem também como proteinas de transporte, permitindo o controle do
ambiente intracelular e juntamente com o polissacarideo capsular, formam os
principais antigenos de superficie do meningococo. A membrana externa
possui também lipopolissacarideo (endotoxina) que colabora na resisténcia
sérica (Vogel & Frosch, 1999) e esta envolvido na patogénese da doenga
meningocdcica. Varias lipoproteinas funcionalmente importantes (por exemplo,
LbpB e TbpB) (Prinz e col., 1999; Petterson e col., 1998) estdo fracamente
ancoradas a superficie externa da membrana externa. Os antigenos de
superficie do meningococo sdo altamente variaveis, com a variagao
provavelmente determinada por fatores ambientais e do hospedeiro (Achtman,
1997; Bart e col., 1999; Froholm e col., 2000; Jelfs e col., 2000; Linz e col.,
2000; Rokbi e col., 2000), criando diferentes variacdes antigénicas.
Tradicionalmente, os meningococos tém sido classificados utilizando
métodos soroldgicos baseados na antigenicidade das estruturas de superficie.
O organismo pode ser classificado em um sorogrupo dependendo de qual das

12 capsulas de polissacarideo antigenicamente e quimicamente distintas ele
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expressa (A, B, C, H, |, K, L, W135, X, Y, Z e 29E) (Jennings & Pon, 1997).
Virtualmente, todos os isolados de doengas pertencem a cinco sorogrupos (A,
B, C, W135 e Y). A classificagdo adicional dos meningococos depende das

diferengas antigénicas das proteinas de membrana externa PorB (sorotipo) e

PorA (subtipo) (Frasch e col., 1985).

1.2. Epidemiologia

Os sorogrupos A, B e C de N. meningitidis sao responsaveis por mais
de 90% dos casos de doenca meningocécica em todo o mundo. Na Africa, os
meningococos do sorogrupo A s&o responsaveis pela maioria dos casos da
doenga, enquanto o sorogrupo B predomina nos casos da doenca nos paises
desenvolvidos (Jennings & Pon, 1997; Zollinger, 1997). No Brasil, atualmente,
a maioria dos casos notificados € causada por meningococos dos sorogrupos
B e C (dados da Secéo de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz).

Em 1906, foram observados os primeiros casos de doenga
meningocdcica no Brasil. A primeira grande epidemia da doenga causada pela
N. meningitidis do sorogrupo A foi relatada entre 1945 e 1951 (Milagres &
Melles, 1993).

A partir da década de 70, ocorreram duas grandes epidemias em Séo
Paulo, atingindo coeficientes de 100 a 200 casos/100.000 habitantes. A
primeira epidemia foi causada por N. meningitidis do sorogrupo C e a segunda,

pelo sorogrupo A. Ambas epidemias foram controladas com sucesso com
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vacinas de polissacarideo produzidas pelo Instituto Mérieux (Taunay e col.,
1974).

Foram descritas epidemias causadas pela N. meningitidis B em varios
Estados do pais entre os anos de 1988 a 1992, motivando o uso da vacina
cubana VA-MENGOC-BC® em campanhas de vacinacdo em massa (Moraes e
col.,, 1992). Esta vacina, no entanto, ndo apresentou eficacia satisfatéria,
sendo que criangas vacinadas apresentaram titulos de anticorpo sérico
semelhantes aos de criangas nao-vacinadas (Carbonare e col., 1995).

No ano de 1988, 90% dos casos de doenga meningocécica foram
referentes ao sorogrupo B, mas a partir de 1990, o sorogrupo C passou a ser
prevalente em mais de 40% dos casos de DM relatados. A partir deste ano,
esse quadro se manteve pelo menos até o fim da década de 90, apresentando
morbidade superior a 5 casos/100.000 habitantes na Regido da Grande Séao
Paulo e no Municipio do Rio de Janeiro (Fukasawa, 2000). Infelizmente,
inexiste uma fonte de dados epidemioldgicos da doenca meningocdcica
atualizados em nivel nacional.

Todos os paises apresentam problemas com a doenga meningocdcica,
cujo pico de incidéncia atinge criangas com menos de cinco anos de idade. O
padrao e frequéncia da doencga variam amplamente entre as diferentes regides
do mundo. Em paises de clima temperado, o padréo usual € de doenca
endémica com incidéncia anual entre 1 e 10 por 100.000 habitantes
(Rosenstein e col.,, 1999; Connoly & Noah, 1999). Estes paises geralmente

apresentam sazonalidade, com a maioria dos casos ocorrendo durante o
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inverno (Ramsay e col., 1997). Periodos hiper-endémicos, com incidéncia de
até 20 casos por 100.000 habitantes, podem ocorrer com a expansao de novos
clones virulentos na populagdo nao-imune (Martin e col., 1998; Krizova &
Musilek, 1995; Whalen e col.,, 1995) ou em populagbes especificas com
suscetibilidade aumentada devido a mas condi¢gbes de higiene (Baker e col.,
2000) ou influéncias genéticas (Bremner e col., 1999). Na maioria das nagdes
industrializadas, os agentes etioldgicos predominantes sédo do sorogrupo B
seguidos de perto pelo sorogrupo C, sendo raros os casos de epidemia
(Connoly & Noah, 1999; Jefferies e col., 1999; Kaczmarski, 1997; Hussey e
col., 1997).

Surtos da doenga sdo particularmente associados a certos clones de
meningococo C, sendo reconhecidos por uma taxa aumentada de doenca
numa comunidade discreta (Rosenstein e col., 1999). Isto contrasta
acentuadamente com o padrdo observado em alguns paises em
desenvolvimento, especialmente no “poligono da meningite” na Africa Sub-
saariana (Morley & Pollard, 2002). O poligono da meningite se estende de
Gambia no oeste a Etiépia no leste, uma area caracterizada por um elevado
indice pluviométrico. Epidemias de doenga meningocécica sorogrupo A
ocorrem nesta regido em ciclos de 5-10 anos e quase exclusivamente na

estacéo seca (Morley & Pollard, 2002).
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1.3. Caracteristicas clinicas

Considerando que a exposicdo a Neisseria meningitidis ocorre
normalmente através de goticulas e que no mais das vezes isto resulta na
presenca assintomatica do microrganismo na nasofaringe, a prevaléncia de
portadores € normalmente avaliada por cultura de secre¢cbes da nasofaringe,
embora alguns autores, utilizando técnicas de imunofluorescéncia, sugiram
que a técnica de cultura do meningococo subestima sua presenga (Sim e col.,
2000).

Aproximadamente 10% dos adultos e até 30% dos adolescentes
apresentam culturas nasofaringicas positivas, sendo esses valores bem
menores em lactentes, os quais sao portadores mais provavelmente de
Neisseria lactamica - um organismo geneticamente préximo, mas né&o-
patogénico. Estes individuos podem adquirir imunidade contra meningococo
por meio da exposi¢cdo repetida a antigenos semelhantes presentes em N.
lactamica e outras bactérias (Coen e col., 2000; Simmons e col., 2000).

N&o se sabe ainda o motivo da progresséo do estado de laténcia para
doenga invasiva em alguns individuos, mas provavelmente isto depende das
caracteristicas do hospedeiro e do organismo infectante. As manifesta¢des
clinicas da doenga meningocécica sdo diversas e variam do portador

assintomatico a meningococemia fulminante, a qual pode progredir muito

rapidamente, resultando frequentemente em morte apés 12-48 horas do inicio
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dos sintomas. A doenca meningocdcica sintomatica também se manifesta na
forma de meningite com febre e erupgcio purpurica caracteristicas. A maioria
dos casos apresenta um quadro septicémico com ou sem meningite € uma
propor¢do menor - 30% a 50% - apresenta apenas meningite.

As criangas estdo sob risco maior de contrair doenga meningocdcica,
embora os lactentes com menos de 6 meses de idade paregam possuir
alguma protegcdo contra a doenga, presumivelmente anticorpos herdados da
mae. A maior incidéncia, portanto, ocorre entre criangas com 6 a 24 meses de
idade, com declinio da incidéncia com o aumento da idade até a adolescéncia
(Rosenstein e col.,, 1999; Campagne e col., 1999), quando pode haver um
pequeno pico secundario (Kaczmarski, 1997). Os fatores de risco da doencga
incluem idade (Rosenstein e col., 1999; Kaczmarski, 1997), superpopulagéo
(Baker e col., 2000; Moodley e col., 1999), mas condicbes de higiene e
migracao de populag¢des (Neal e col., 1999; Berild e col., 1980). Individuos com
deficiéncia de complemento (Nielsen e col., 1989; Fijen e col.,, 1999),
hipogamaglobulinemia (Salit, 1981) e hiposplenismo (Locker e col.,, 1995)

estao também sob risco aumentado.

1.4. Resposta imunoldégica a N. meningitidis

Em 1912, Matsunami e Kolmer (Pollard & Frasch, 2001) mostraram que
a atividade bactericida do sangue de varios animais de laborat6rio apresentava

relagdo com a resisténcia destes animais a infecgdo por N. meningitidis. Eles
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mostraram também que a atividade bactericida do soro de criangas era menor
do que a atividade do soro adulto, fornecendo assim a primeira evidéncia de
que a imunidade contra 0s meningococos era dependente da idade.

O papel dos anticorpos na protegcédo contra a doenca meningocécica foi
demonstrado indiretamente em funcdo da relagdo direta entre o titulo de
anticorpos antimeningocécicos ou atividade bactericida do soro e a incidéncia

de doeng¢a meningococica de acordo com a idade (vide Figura 2 a seguir)

(Pollard & Frasch, 2001).

Figura 2 — Prevaléncia de doenga meningocédcica (DM) em relagéo & atividade bactericida do soro.

A A Atividade
Casos de DM bactericida
(n.nida-de (unidade
arbitraria) arbitraria)
pumumwnu® =1
quuant? wes
L et ="
: R
- o Atividade bactericida
& Prevaléncia de DM
0 12 24 5 8 12 15 20 25
< > « >
Meses Anos
Idade

(adaptado de Pollard & Frasch, 2001)
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A importancia dos anticorpos foi também demonstrada por meio da
eficacia da terapia com soro antes do advento dos antibiticos. A taxa de
mortalidade de doenga meningocoécica ndo-tratada estava entre 60% e 80%. A
introducdo da terapia com soro de cavalo logo apds 1900 reduziu a
mortalidade para 13-30% em pacientes tratados, dependendo do estagio da
doencga em que a terapia era aplicada (Pollard & Frasch, 2001).

Uma outra evidéncia da importancia dos anticorpos na imunidade contra
meningococos vem de individuos com hipogamaglobulinemia que apresentam
risco aumentado de infec¢do meningocécica invasiva (Pollard & Frasch, 2001).

O sistema complemento também é considerado como fundamental para
protecdo contra doenga meningocdcica. Estudos mostram que metade dos
individuos com deficiéncia de componentes do sistema complemento (C5-C9)
desenvolve doenca meningocécica e metade destes apresenta recidiva. E
importante salientar que ha uma deficiéncia destes componentes na infancia, o
que pode explicar em parte a maior suscetibilidade a doenga meningocécica
neste grupo etario (Pollard & Frasch, 2001).

A resposta imunoldgica celular a antigenos meningocécicos €
extremamente importante no contexto da indugéo de anticorpos protetores. No
entanto, a capsula de polissacarideo dos meningococos € considerada um
antigeno T-independente, visto que células T auxiliares ndo s&o consideradas
necessarias a indugdo de anticorpos contra antigenos sacaridicos (Pollard &
Frasch, 2001). Esta caracteristica é parcialmente atribuida & auséncia, em

macrofagos, de enzimas necessarias a clivagem de polissacarideos,

11
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resultando em fraca ligagéo de seus epitopos as glicoproteinas do complexo
de histocompatibilidade principal (CHP) e reduzida ativagdo de células T
(Jennings & Pon, 1997; Milagres & Melles, 1993; Harding e col., 1991). De
fato, sabe-se que a vacinagdo com polissacarideo do grupo A nao apresenta
em humanos efeito proliferativo sobre linfécitos (Pollard & Frasch, 2001).

Além disso, foi sugerido que apés ligagéo cruzada a imunoglobulinas de
superficie, os polissacarideos induzem a diferenciacdo de células B
polissacarideo-especificas em células plasmaticas de meia-vida curta
produtoras de anticorpo. Na auséncia de células T, os sinais de proliferacéo e
diferenciagdo sdo mediados por citocinas produzidas por macréfagos,
monocitos e células epiteliais (Jennings & Pon, 1997). Desse modo, a
imunizagéo com polissacarideo ndo permite a geragdo de células de meméria
duradouras - pois ndo ha sinal proveniente de célula T - e portanto resulta
numa deplecdo das células B de meméria polissacarideo-especificas (Pollard
& Frasch, 2001).

A ontogenia da capacidade de desenvolver resposta imunolégica aos
antigenos polissacarides ocorre tarde (1 a 4 anos em humanos). Um estudo
recente demonstrou que as células B especificas sdo ativadas através de uma
co-ligacéo entre os epitopos e os fragmentos C3d (sistema complemento)
presentes no polissacarideo aos receptores de membrana e ao receptor de
complemento 2 (CR2 ou CD21) das células B, respectivamente. As criangas

neonatas apresentam celulas B com baixa expressdo de moléculas de CD21,

12
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resultando na baixa imunidade observada frente aos antigenos polissacarides
(Rijkers e col., 1998).

Em consequéncia da natureza timo-independente dos antigenos de
polissacarideo, sdo induzidos predominantemente anticorpos IgM e uma
segunda dose desse antigeno n&o resulta em reacdes do tipo “reforgo’,
caracterizando auséncia de membéria imunolégica. Além disso, os anticorpos
formados s&o de curta duragdo e baixa afinidade (Jennings & Pon, 1997:
Milagres & Melles, 1993; Stein, 1992). Por outro lado, a resposta imunolégica
as proteinas é timo-dependente, diferentemente da natureza timo-
independente dos polissacarideos. Além disso, sdo geradas células T e B de
memoria, as quais induzem uma rapida resposta imunolégica do organismo
apds reestimulagdo com o mesmo antigeno. Como a capacidade de
desenvolver imunidade aos antigenos timo-dependentes ocorre cedo na
ontogenia (2 meses), as proteinas sdo escolhidas para a constituicdo de
vacinas de uso pediatrico (Jennings & Pon, 1997).

Com a finalidade de reverter as desvantagens imunolégicas dos
antigenos de polissacarideos, esses tém sido ligados covalentemente a
proteinas carregadoras timo-dependentes. O polissacarideo do glicoconjugado
interage com receptores de superficie presentes em células B e o complexo
formado é endocitado, permitindo o processamento do componente protéico e
reexpresséo dos peptideos em associagdo com as moléculas de CHP de
classe Il, levando a ativagdo de células T auxiliares (TH). A resposta

imunolégica aos polissacarideos conjugados apresentam caracteristicas
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semelhantes a resposta induzida por um antigeno timo-dependente. Ha
expansdo clonal e selecdo de células TH especificas e de células B
polissacarideo e proteina-especificas apds imunizacdo primaria com o
gliconjugado, resultando na diferenciacdo em células secretoras de anticorpos
e células TH e B de meméria. Ocorre também aumento da afinidade e
produgdo de anticorpos de varios isotipos. Uma reexposi¢éo ao polissacarideo
conjugado induz uma rapida resposta imunoldgica através das agbes
sinérgicas das células TH de memoria proteina-especificas e das células B de
memoria polissacarideo-especificas, resultando em rapida producdo e
secregdo de anticorpos, predominantemente do isotipo IgG (Jennings & Pon,

1997).

1.5. Conjugagéo

Recentemente, com a apresentagdo dos resultados obtidos em estudos
clinicos em criangas entre 15 a 24 meses que receberam vacina de
polissacarideo C conjugado a CRMjg;, um mutante ndo-téxico da toxina
diftérica, foi constatado que as vacinas constituidas somente de
polissacarideos induziam um estado hiporresponsivo a esses antigenos, o qual
persistiu por pelo menos 12 meses (Leach e col., 1997; MacDonald e col.,
1998). Existem estudos mostrando que este estado hiporresponsivo ao
polissacarideo C poderia também ser estendido a adolescentes e adultos,

persistindo por 1 a 4 anos (Granoff e col., 1998; Leach e col., 1997). Assim, o
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emprego de vacinas de polissacarideo livre para uso em criangas menores de
2 anos ndo tem sido recomendado, reforcando a importancia do
desenvolvimento de tecnologias de conjugac&o para obtencdo de vacinas mais
eficazes (Cadoz, 1998).

Sabe-se que os polissacarideos quando conjugados, ou seja, quando
ligados covalentemente a proteinas T-dependentes, tornam-se imunégenos
eficientes em criangas, de modo que essa estratégia vem sendo empregada
nos ultimos quinze anos para o desenvolvimento de vacinas contra bactérias
encapsuladas. Ha que se considerar o sucesso desta tecnologia na producéo
da vacina contra Haemophilus influenzae tipo b, a qual praticamente erradicou
a doenga em paises onde foi utilizada.

O processo de conjugagcdo entre polissacarideos e proteinas €
constituido de diversas etapas e reagdes polifuncionais e polidispersas. O
polissacarideo € um polimero de alto peso molecular e cada unidade
constitutiva de sua estrutura quimica apresenta pelo menos um grupo
funcional (hidroxilas ou carboxilas). Além disso, cada molécula de proteina
apresenta grupos carboxilico e aminico livres para a conjugagdo com O
polissacarideo.

Desta forma, varios parametros devem ser controlados para garantir
reprodutibilidade do processo a fim de obter conjugados com caracteristicas
fisico-quimicas  definidas. Tais parametros envolvem: (i) razéo
polissacarideo/proteina; (ii) grau de derivatizagdo do polissacarideo; (iii) tempo

e temperatura de reacgéo; (iv) controle do pH das reagdes e o (v) método de
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conjugacédo a ser empregado (Peeters e col., 1996; Kniskern & Marburg,
1994).

O método de conjugacéo utilizado neste trabalho consistiu da utilizagéo
de um agente espagador homobifuncional contendo grupos hidrazida nas duas
extremidades, a diidrazida do acido adipico (ADH), com o objetivo de conjugar
o polissacarideo de N. meningitidis sorogrupo C ao toxodide tetanico (TT)
(Staros e col.,, 1986). Em uma primeira etapa, os grupos carboxilicos do
polissacarideo s&o ativados com EDAC (etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida), formando um intermediario que reage com os grupos aminicos
do espagador ADH . A seguir, o polissacarideo derivatizado reage com as
moléculas de proteinas previamente ativadas com EDAC para a formagéo do

conjugado (Bartoloni e col., 1995; Kniskern & Marburg, 1994).

1.6. Imunogenicidade do conjugado

O processo de conjugacédo de um polissacarideo a uma proteina com o
objetivo de obter uma vacina imunologicamente eficaz depende de varios
fatores, os quais incluem (i) tamanho da cadeia do polissacarideo conjugado,
(i) natureza da proteina utilizada como carregador, (iii) proporgéo
polissacarideo/proteina, (iv) a quimica de conjugacdo e (v) presenga de

molécula espacgadora.
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1.6.1. Tamanho da cadeia do polissacarideo conjugado

Jennings e col. (1992) observaram que o tamanho ideal do fragmento
de polissacarideo a ser acoplado a proteina carregadora era um
oligossacarideo consistindo de 14 unidades repetidas de sacarideo. Eles
utilizaram polissacarideo de estreptococo grupo B tipo Il conjugado ao toxdide
tetanico e injetaram a vacina em coelhos, observando que quanto menor o
oligossarideo, menor a estabilizagdo conformacional do epitodo. Observaram
também que um comprimento maior do oligossacarido poderia resultar numa
maior independéncia de células T para geracdo de resposta imunolégica por
parte da vacina.

Estudos mostram que na verdade o conjugado deve apresentar uma
cadeia sacaridica com um numero minimo de unidades repetitivas néo-
modificadas em sequéncia a fim de ndo afetar sua imunogenicidade. Todos
esses estudos indicam que os conjugados sdo capazes de induzir anticorpos
com atividade bactericida somente quando os epitopos da forma nativa do
polissacarideo séo preservados (Bartoloni e col., 1995; Jennings, 1992; Devi e

col., 1991; Anderson e col., 1986).

1.6.2. Natureza da proteina utilizada como carregador

As proteinas mais utilizadas nos processos de conjugagao sao: toxodides
tetanico e diftérico, toxoide diftérico detoxificado por mutagdo (CRM197) e as

proteinas de vesiculas de membrana externa (OMV) de N. meningitidis B
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(Donnelly & Liu, 1994). Os toxdides tetanico e diftérico apresentam a grande
vantagem de ja serem utilizados na vacina triplice e portanto ja demonstraram
ser imundgenos eficientes e seguros aprovados para uso humano. Entretanto,
esses toxdides apresentam algumas desvantagens, principalmente
relacionadas ao seus processos de detoxificagdo. O processo de detoxificagéo
quimica destas toxinas bacterianas produz variagdes lote a lote e, portanto, as
propriedades fisico-quimicas dos toxbides resultantes podem apresentar
inumeras variagdes a cada lote, comprometendo a reprodutibilidade do
processo de conjugacéo (Peeters e col., 1996).

Além disso, pode-se empregar como carregadores, proteinas derivadas
da bactéria homdloga da qual foi extraido o polissacarideo com o objetivo de
obter uma acdo sinérgica entre o0s anticorpos anti-proteina e anti-
polissacarideo contra o microrganismo alvo. Tais proteinas incluem: as
proteinas de vesiculas de membrana externa (OMV) e proteinas
recombinantes de classe 3 de N. meningitidis B e pneumolisina, uma toxina de
Streptococcus pneumoniae (Fusco e col., 1998; Michon e col., 1998; Donnelly
& Liu, 1994).

A toxina tetdnica, uma neurotoxina potente, é sintetizada
intracelularmente por Clostridium tetani como um polipeptideo de 150.500 Da.
O toxdide tetanico, utilizado neste trabalho como proteina carregadora, é

obtido por detoxificacdo da toxina tetanica com formaldeido.

i8



Introducio

1.6.3. Proporgao polissacarideo/proteina

A capacidade de induzir resposta imunoldgica de um conjugado
depende da proporcéo entre polissacarideo e proteina. Ocorre diminuicdo da
resposta imunolégica contra o0 conjugado quando ha presengca de
polissacarideo livre na formulagdo da vacina conjugada. Além disso, o tempo
de armazenagem de polissacarideos conjugados pode resultar em
despolimerizagdo ou desacoplamento da proteina carregadora, afetando a
razao polissacarideo/proteina.

A proporcao polissacarideo/proteina reflete a estrutura quimica do
conjugado. Um alto valor da razdo polissacarideo/proteina pode indicar que
uma dgrande quantidade de sacarideos estejam ligados as proteinas,
escondendo do sistema imunolégico epitopos essenciais do carregador,
dificultando assim o reconhecimento do conjugado como um antigeno T-

dependente (Peeters e col., 1996).

1.6.4. Quimica de conjugagéo

O método de conjugacéo a ser escolhido depende da estrutura quimica
do conjugado que se pretende obter e da disponibilidade dos grupos funcionais
presentes nos polissacarideos e nas proteinas. Os grupos funcionais dos
polissacarideos compreendem as hidroxilas ou as carboxilas, sendo os grupos
funcionais das proteinas, as s-aminas da lisina ou os grupos carboxilicos dos

acidos aspartico e glutamico (Kniskern & Marburg, 1994).
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1.6.5. Presenga de molécula espagadora

O emprego de uma molécula espagadora aumenta a eficiéncia do
processo de conjugacéo e impede o ocultamento estérico dos epitopos do
polissacarideo pela presencga de um grupamento volumoso, ou seja, a proteina

carregadora (Peeters e col., 1996).

1.7. Lipossomos

Apesar do carater T-dependente da resposta imunoldgica aos
conjugados polissacarideo-proteina, e sua comprovada eficacia na protecéo
contra doenga meningocdcica, a tecnologia de conjugacdo apresenta baixo
rendimento, em termos de polissacarideo, e custos elevados. Assim, existe
uma demanda por métodos alternativos economicamente viaveis que também
aumentem a memoria imunolégica de antigenos T-independentes.

Os lipossomos sao vesiculas constituidas de uma ou mais bicamadas
lipidicas concéntricas alternadas com espagos aquosos (Gregoriadis, 1994).
Os componentes lipidicos s&o normalmente fosfolipideos ou outros anfifilicos,
como surfactantes nao-iénicos, normalmente suplementados com colesterol e
outros lipideos carregados. As bicamadas podem estar em um estado “fluido”
ou “rigido” a temperatura ambiente (Ta), dependendo da natureza do anfifilico.

O estado fluido é obtido com anfifilicos que apresentam temperatura de
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transicéo gel-liquido cristalino (Tc) — a temperatura em que ocorre fusdo das
cadeias acil — menor que a Ta, enquanto que o estado rigido exige anfifilicos
com uma Tc¢ maior que a Ta.

Os lipossomos tém sido utilizados como sistema de liberacdo para uma
grande variedade de agentes farmacologicamente ativos devido a sua
capacidade de reter 4gua e moléculas soluveis em lipideo nas fases aquosa e
lipidica, respectivamente. A possibilidade do uso de lipossomos como
adjuvantes para aumentar a resposta imunolégica a antigenos foi primeiro
estabelecida em 1974, quando entdo foi observada, apds injecdo em
camundongos, uma forte resposta humoral ao toxdide diftérico encapsulado
em lipossomo. Diferentemente de outros adjuvantes, ndo foram observados
granulomas ou reagdes de hipersensibilidade (Gregoriadis, 1994).

Nos ultimos 10 anos, alguns artigos relataram o uso de lipossomos
como adjuvantes para varios antigenos (Burgeot e col., 2001). Os lipossomos
induzem niveis muito elevados de anticorpos, superando a capacidade
imunoestimulatoria de muitos outros adjuvantes. Além disso, foi investigada a
capacidade dos lipossomos de agir como carregadores de epitopos de células
T e B por meio da incorporagdo néo-covalente dos antigenos na estrutura
lipossémica, eliminando assim a necessidade de uma proteina carregadora
(Gregoriadis, 1994).

Foi proposto que o efeito adjuvante dos lipossomos ocorre em fungao
da formacado de depdsitos no local de injecdo, captura seletiva de antigenos

lipossémicos nos linfonodos locais e apresentagdo mais eficiente de antigeno

21



Introducao

devido a captura massiva de antigenos por células apresentadoras de

antigeno (Cox & Couter, 1997; Gregoriadis, 1997; Alving, 1995).

1.8. Vacinas antimeningocécicas atuais

Vérias companhias  farmacéuticas desenvolveram vacinas
glicoconjugadas sorogrupo C, sendo que o desenvolvimento de vacinas contra
outros sorogrupos (A, B, Y e W135) esta bem avancado (vide Tabela 1 a
seguir). As vacinas atualmente licenciadas contém toxoéide tetanico ou CRMjg7
como proteinas carregadoras, as quais também tém sido utilizadas em vacinas
contra H. influenzae b. Estas proteinas carregadoras apresentam

imunogenicidade equivalente e seguranca comprovada (Decker e col., 1992).

Tabela 1 — Vacinas meningocécicas glicoconjugadas em uso ou em estudo*

Fabricante Polissacarideo Carregador Estudo Licenga
Clinico
Baxter 04 Toxdide Fase lll Reino Unido
teténico finalizada
Baxter B PorB Fase I em -
recombinante andamento
Chiron C CRMyg; Fase Il Reino Unido, Irlanda,
finalizada Unido Européia,

Espanha e Canada

Chiron A/YMW135 Dado Dado Dado n&o-disponivel
néo-disponivel nao-disponivel
Wyeth ] CRM;g; Fase Il Reino Unido, Idanda,
finalizada Portugal, Bélgica,

Hungria, Grécia
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Luxemburgo,
Alemanha e
Argentina
Wyeth Sacarideosdo CRM e toxéide Dado Dado n&o-disponivel
ceme teténico néo-disponivel
Aventis A/IC/YN\W135 Dado Fase lll em Dado n3o-disponivel
Pasteur nao-disponivel andamento

Fonte: Morley & Pollard, 2002.

* Estao ausentes desta tabela as vacinas cubana VA-MENGOC-BC® e norueguesa Folkehelsa® (vide texto).

No Reino Unido, as vacinas conjugadas sorogrupo C foram adotadas no
programa de vacinagdo infanti com base apenas em estudos de
imunogenicidade (Richmond e col., 2001; Borrow e col., 2001). Informagdes
preliminares das autoridade do Reino Unido mostram um declinio bastante
acentuado da doenga sorogrupo C em todas as faixas de idade (Morley &
Pollard, 2002).

E dificil antecipar o efeito de uma campanha nacional de vacinagao que
elimine eficazmente apenas um entre varios sorogrupos meningocdcicos
prevalentes. A vacina meningocdcica conjugada C ndo oferece nenhuma
protecdo contra os outros sorogrupos, em especial 0 sorogrupo B, um dos
mais prevalentes no Brasil. Considerando que os meningococos apresentam
grande plasticidade génica em face de selegdo imunolégica, permitindo a troca
de genes de antigenos (incluindo antigenos sorogrupo-especificos) (Linz e
col., 2000; Jolley e col., 2000; Kriz e col., 1999), é possivel que a presséo
imunolégica gerada por vacinas possa forgar os clones sorogrupo-especificos
a desenvolver outras capsulas com antigenicidade diferente. Esta possibilidade

seria minimizada através da vacinagdo contra outros sorogrupos. Desse modo,
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a auséncia de uma vacina eficaz contra o sorogrupo B pode resultar em
aumento de clones patogénicos deste sorogrupo (Maiden & Spratt, 1999).

O processo de conjugagado parece ser ineficaz no desenvolvimento de
uma vacina contra o sorogrupo B, embora haja a conversio do polissacarideo
B num antigeno T-dependente, aumento de anticorpos bactericidas e produgéo
de anticorpos IgG (Devi e col., 1997; Bartoloni e col.,, 1995). No entanto, esta
resposta é direcionada contra um epitopo sintético originado no processo de
conjugacéo (Bartoloni e col. 1995). Essa baixa imunogenicidade é também
atribuida a semelhanga antigénica do polissacarideo B com glicolipideos e
glicoproteinas presentes em células humanas, a sensibilidade a
neuraminidases do organismo humano e a instabilidade tridimensional da
molécula (Goldblatt, 1998; Jennings & Pon, 1997; Milagres & Melles, 1993).

Diferentemente da doenga meningocoécica sorogrupos A e C, os
anticorpos bactericidas gerados pela doenga B s&o direcionados contra
antigenos ndo-capsulares (Morley & Pollard, 2002), os quais consistem
principaimente de proteinas da membrana externa e lipopolissacarideo,
considerados hoje fortes candidatos a antigenos de uma futura vacina. Desta
forma, todas as estratégias para o desenvolvimento de vacinas contra o
meningococo B estdo direcionadas para as proteinas de membrana externa
(OMPs) ou vesiculas de membrana externa (OMVs).

Varios estudos de eficacia foram realizados utilizando vacinas
constituidas de OMVs. As duas vacinas mais estudadas foram desenvolvidas

nos anos 80 em resposta a surtos da doenca em Cuba (VA-MENGOC-BC®) e
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Noruega (Folkehelsa®) (Morley & Pollard, 2002). A vacina de OMV produzida
pelo Instituto Finlay de Cuba - comercialmente conhecida como VA-MENGOC-
BC® - & produzida a partir da cepa B:4:P1.19,15 complexada nao-
covalentemente ao polissacarideo sorogrupo C (Morley & Pollard, 2002). Esta
vacina foi utilizada numa campanha de vacinagédo em Cuba, o que resultou
num acentuado declinio da incidéncia da doenca meningocdcica no pais.

No entanto, essas vacinas tém demonstrado eficacia limitada entre os
individuos vacinados. Essa limitagdo se deve, em parte, a grande variedade
antigénica das proteinas de membrana externa (OMPs) que geram resposta
imunolégica sorosubtipo-especifica ao meningococo. Como exemplo, a vacina
cubana, a qual foi também empregada no controle das Ultimas epidemias em
varias cidades brasileiras. Essa vacina apresentou eficacia de acordo com a
faixa etéria, sendo inferior a 30% em criangas menores de 2 anos. Esse baixo
desempenho da vacina foi atribuido ao fato de que somente uma parcela da
populagédo vacinada entrou em contato com cepas de N. meningitidis B
pertencentes @ mesma classificacdo da cepa da qual foi extraida a vacina
(Milagres e col, 1998). Assim, é importante desenvolver vacinas

antimeningocécicas utilizando cepas e sorogrupos prevalentes no pais.
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2. OBJETIVOS

2.1. Obtencdo de uma vacina conjugada de polissacarideo capsular de
Neisseria meningitidis sorogrupo C e toxdide tetanico;

2.2. Caracterizagdo quimica dos conjugados polissacarideo C/toxdide
tetanico;

2.3. Caracterizagéo quimica dos lipossomos obtidos por incorporagdo dos
polissacarideos C;

2.4. Comparagio da imunogenicidade em camundongos dos conjugados
polissacarideo C/toxodide tetanico com polissacarideo C encapsulado em

lipossomos e polissacarideo C livre.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obteng&ao do conjugado polissacarideo C/toxéide tetanico

3.1.1. Obtencédo do polissacarideo C

Foi utilizado um polissacarideo capsular sorogrupo C extraido e
purificado pelo laboratério segundo método descrito por Tanizaki e col. (1996)
a partir da cepa IMC 2135 (C:2a:P1.5,2) de Neisseria meningitidis sorogrupo C

proviniente do Instituto Adolfo Lutz.

3.1.2. Obtenc¢ado do toxdide teténico

O toxdide teténico foi obtido na Secdo de Produgé@o de Vacina Triplice
do Instituto Butantan. O mesmo foi dialisado, em seguida liofilisado e

ressuspenso em NaCl 0,2 M na concentragao final desejada.

3.1.3. Reagao de conjugagéo

Os conjugados foram obtidos segundo metodologia descrita
anteriormente (Fukasawa, 2000) (vide Figura 3 na pagina 29). Neste ensaio,
0,5 ml de polissacarideo (21,28 mg/ml dissolvidos em cloreto de sédio 0,2 M,
pH 7,5) reagiu com EDAC (etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) e ADH
(diidrazida do acido adipico) em concentragdes finais de 0,17 M e 0,5 M,

respectivamente, em pH 7,0 por 3 horas a temperatura ambiente. Em seguida,
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procedeu-se didlise a exaustdo contra uma solucdo de NaCl 0,2 M contendo
timerosal a 0,01% (v/v) em pernoite a 4-8°C. Ap6s a didlise, foram misturados
0,5 ml do polissacarideo derivatizado e 1 ml de toxdide tetanico (5 mg/ml) na
presenga de EDAC e ADH (0,1 M e 0,5 M, respectivamente), em pH 7,5
durante 3 horas a temperatura ambiente. O produto foi dialisado contra NaCl
0,2 M a exaust&o. O produto da dialise foi liofilizado até secura. Em seguida, o
mesmo foi ressuspenso num volume menor, ou seja, em 1 ml de NaCl 0,2 M.
O resultado da conjugagao foi monitorado através da analise das fragbes de
cromatografia de exclusdo (gel-filtracdo) utilizando uma coluna Sepharose 4B
(Pharmacia) com NaCl 0,2 M como solvente e um fluxo de 0,5 ml/minuto com
um volume de amostra de 1 ml. A conjugacéo foi indicada por um aumento
progressivo de um pico de proteina na regido do Vo, bem como pela presenca

concomitante de polissacarideo na mesma fracao.
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Figura 3 —~ Processo de conjugagéo de polissacarideo (PS) a proteina.
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3.1.4. Caracterizagao quimica dos conjugados

A fim de realizar a caracterizagdo quimica do conjugado e o cdiculo de
rendimento, foram reunidas as fragdes de gelfiltragdo correspondentes ao
material de alto peso molecular, isto é, as fragbes correspondentes ao Vo da

coluna, e que apresentavam concomitantemente proteina e polissacarideo.
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3.1.4.1. Dosagem de polissacarideo

Para dosagem de polissacarideo conjugado a proteina, foi utilizado o
meétodo do resorcinol adaptado por Fukasawa (2000) com algumas
modificacbes. Neste ensaio, a amostra de conjugado foi diluida 10 vezes num
volume final de 1,0 ml. Em seguida, foi adicionado 1,0 ml de reagente
resorcinol preparado ha menos de 4 horas (10 ml de resorcinol (2,0 g/ml), 0,25
ml de sulfato de cobre 0,1 M, 80 ml de acido cloridrico fumegante, agua q.s.p.
100 ml). A mistura foi aquecida em banho-maria por 15 minutos, apds o que
foram adicionados 2,5 ml de alcool isoamilico. Em seguida, a mistura foi
mantida em gelo por 15 minutos e centrifugada a 4°C a 1000 rpm por 3
minutos. A fase orgénica sobrenadante foi recolhida e determinada sua
absorbancia a 580 nm.

Para construcdo da curva-padrao, foi utilizado acido sialico na faixa de
concentragdo de 10-100 ug/ml. A concentracdo das amostras foi calculada

utilizando a curva-padréo, considerando o fator de diluigao.

3.1.4.2. Dosagem de proteina

O teor de proteina do conjugado foi determinado pelo método descrito
por Lowry e col. (1951) com algumas modificagdes. Neste ensaio, 1,0 ml de
amostra foi incubado por 10 minutos a temperatura ambiente com 3,0 ml de
um reagente constituido de tartarato de soédio 2,0% (p/v) e sulfato de cobre

1,0% (p/v) diluidos 1:100 em solugcdo de carbonato de sédio 2,0% (p/v) e
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hidroxido de sodio 0,1 M. A seguir, foram adicionados 300 ul de reagente Folin
1,0 N, deixando em respouso por 30 minutos a temperatura ambiente. A
mistura foi transferida para cubetas de vidro e a absorbancia foi lida em
espectrofotdbmetro a 750 nm. A curva-padréo foi determinada utilizando
albumina sérica bovina (Sigma) em concentragbes variando entre 50 a 250
ug/ml. A concentragéo das amostras foi calculada através da curva-padrao,

considerando-se o fator de dilui¢do.

3.1.4.3. Dosagem de ADH

O teor de ADH presente nos conjugados foi determinado pelo método
do acido 2, 4,6-trinitrobenzenosulfénico (TNBS) descrito por Schneerson e col.
(1982) com algumas modificagées. Neste ensaio, foi adicionado 0,5 ml de
amostra a 0,5 ml de uma solucao saturada de borato de sodio e em seguida,
foi adicionado 1,0 ml de uma solugdo de TNBS a 0,4% (p/v), incubando por 40
minutos a temperatura ambiente. A seguir, foi adicionado 1,5 ml de carbonato
de soédio 0,1 M/bicarbonato de sodio 0,1 M. A absorbancia foi lida em
espectrofotébmetro a 500 nm e a curva-padrdo foi determinada utilizando ADH
(Sigma) em concentragdes variando entre 4 a 20 ug/ml. A concentracdo das
amostras foi calculada por meio da curva-padréo, considerando-se o fator de

diluig¢do.
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3.2. Obtengao dos lipossomos com polissacarideo C incorporado

Os lipossomos foram fornecidos pelo Laboratério da Dra. Maria Helena
Bueno da Costa do Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan.

Resumidamente, os lipossomos unilamelares (0,1 um) foram
preparados por congelamento e descongelamento seguidos de extruséo
sequencial em filtro. A composic&o basica dos lipossomos foi fosfatidilcolina de
soja (200 mg/ml), colesterol (25 mg/ml), D,L-a-tocoferol (1,2 mg/ml). Os
lipideos foram dissolvidos em diclorometano:metanol 1:1 e submetidos a
evaporagao rotatéria a 40°C. O filme de lipideo seco foi emulsificado com
tampdo MPB (fosfato (20 mM), manitol (295 mM), pH 7,2) contendo
polissacarideo C. Em seguida, a mistura foi submetida a 3 ciclos de
congelamento-descongelamento, seguidos por 5 extrusdes através de filtros
Nucleopore (0,1 um). Os lipossomos assim obtidos foram em seguida filtrados

sob condicdes estéreis e armazenados a —20°C.

3.2.1. Caracterizagao quimica dos lipossomos

O teor de fosfato dos lipossomos foi determinado segundo método
descrito por Rouser e col. (1970): uma amostra de 25 ul foi seca
completamente a 120°C em um tubo de ensaio. Adicionou-se em seguida 0,4
ml de &cido perclorico 70%. A mistura permaneceu a 180°C por 1 hora. Apés
resfriamento das amostras, foi adicionado 1 ml de agua destilada e 0,4 mi de

molibdato de aménio 10 mmol/l. As misturas foram agitadas em vortex.
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Seguiram: adicéo de 0,4 ml de acido ascérbico a 176 mmol/l, agitagéo vigorosa
e aquecimento por 5 minutos a 80°C. A absorbancia foi medida a 797 nm em
espectrofotdmetro.

Para avaliagédo da taxa de incorporagao de polissacarideo no lipossomo,
1 ml de solugéo de lipossomo foi submetido a centrifugagdo a 2000 g por 10
minutos. O sobrenadante foi recolhido, e ao precipitado foi adicionado 1 ml de
tampado MPB, apds o que foi realizada outra centrifugacdo nas mesmas
condicbes da anterior. Este ciclo foi repetido trés vezes. Em seguida, foi
determinada a concentragéo de polissacarideo no precipitado e sobrenadante

segundo método descrito na se¢do 3.1.4.1.

3.3. Esquema de imunizagao

Foram utilizados 3 grupos de 3 camundongos C3H/Hepas machos de
35 dias. Cada grupo recebeu 1 dose via subcutdnea das seguintes
preparacgoes:

Grupo I 50 pg de polissacarideo C conjugado a toxdide tetanico
dissolvidos em 0,1 ml de solug&o salina isotbénica.

Grupo II: 50 pg de polissacarideo C livre dissolvidos em 0,1 ml de
solugéo salina isotbnica.

Grupo lll: 50 pug de polissacarideo C incorporado em lipossomo

dissolvidos em 0,1 ml de solugéo salina isotdnica.
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Foi administrada uma dose de 50 ug de PSC como reforgo 45 dias apés
a primeira dose. A sangria dos animais foi realizada via plexo orbital 20 e 45
dias ap6s a inoculagéo da primeira dose e 6 e 27 dias apés a dose de reforgo.

Os soros obtidos de cada animal foram amazenados a —20°C.

3.4. Determinagédo de anticorpos IgG e IgM anti-polissacarideo C

Os anticorpos IgG e IgM anti-polissacarideo C foram determinados por
ELISA segundo método descrito por Fukasawa e col. (2000) com algumas
modificagbes. Os titulos de anticorpo foram calculados tomando a diluigdo
correspondente a 20% da absorbancia maxima da curva absorbancia versus
logo(dilui¢@o).

Neste ensaio, foram utilizados anti-IgG e anti-IgM totais de camundongo
conjugados a peroxidase. Placas de poliestireno de 96 cavidades (Nunc
Immunoplate Maxisorp, Rocksilde) foram incubadas com 100 ul de uma
solugdo de 5,0 ug/ml de poli-L-lisina (Sigma) em PBS, pH 7,2 por cavidade por
30 minutos a 37°C e lavadas trés vezes com agua destilada. As placas foram
incubadas “overnight” a 4-8°C com 100 ul (por cavidade) de uma solugéo de
20 ug/ml de polissacarideo C em tampao de carbonato 0,05 M — bicarbonato
0,05 M, pH 9,6. As placas foram lavadas trés vezes com PBS contendo Tween
20® a 0,05% (v/v) (PBS-T) e bloqueadas com 200 ul de uma solugéo de leite
desnatado (Molico®) a 10% (p/v) por cavidade por 1 hora a 37°C. Apds o

bloqueio, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T. Os soros a serem
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testados (em duplicata) foram diluidos em PBS-T contendo leite desnatado a
1,0% (p/v), submetidos a diluigao seriada (razéo 2) e levados a incubagéo por
1 hora a 37°C. Na seqiéncia, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T
e incubadas por 1 hora a 37°C com 100 pl por cavidade de uma solugdo
contendo anti-IgG ou anti-lgM de camundongo conjugado a peroxidase
(Sigma) diluido 1:1000 no mesmo tampdo empregado na etapa anterior. A
seguir, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T e incubadas por 15
minutos em ambiente escuro com 100 pul de uma solugéo a 400 ug/mi de orto-
fenilenediamina (Sigma) e 0,5 ul/ml de perdxido de hidrogénio 30% (Aldrich)
em tampao de citrato de sédio 0,1 M — fosfato de sédio monobasico 0,2 M, pH
5,0 por cavidade. A atividade enzimatica foi bloqueada com acido sulfurico 8 N
(50 ul por cavidade) e a absorbancia lida a 492 nm em um leitor de ELISA

(Titertek Multiskan MCC/340, MKII Labsystems).
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizagdo do conjugado

O produto da reagdo de conjugacdo apresentou um perfil de eluicdo
com dois picos sobrepostos de proteina e polissacarideo nas fragcbes
correspondentes a um peso molecular elevado, que coincide com o Vo da
coluna. Isto sugere a ocorréncia de conjugagéo quando também comparamos
0 padréo de eluicdo do toxdide tetanico e polissacarideo C livres com o perfil
de eluigéo do conjugado (Figuras 4, 5 e 6 a seguir).

O rendimento da conjugacdo em funcdo do polissacarideo C (PSC)
utilizado foi de 5,6% + 0,25%. O rendimento em fungéo do toxdide tetanico
(TT) foi de 10% + 0,30%. A relagdo PSC/TT (em massa) foi de 0,57 + 0,08.

O grau de derivatizacdo do polissacarideo foi estimado através do
doseamento da molécula espagadora (ADH) a partir de aliquotas obtidas apés
as reacbes de acoplamento do ADH ao PSC. Em média, para cada 10,5
unidades de acido sidlico, havia 1 molécula de ADH covalentemente ligada a
estrutura polissacaridica.

Os lotes de polissacarideo apresentavam niveis de lipopolissacarideo
(testes de pirogénio em coelhos satisfatérios), de acidos nucléicos (10 mg/g de
polissacarideo) e grupos O-acetil (1,5 mmol/g de polissacarideo) indicados
pela OMS (WHO: Requeriments for meningococcal polysaccharide vaccine).
Os niveis de proteinas dos lotes (20 mg/g de polissacarideo) encontravam-se

superiores ao recomendado (10 mg/g de polissacarideo).
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gura 4 — Perfil de eluigdo do toxdide tetanico livre
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gura 6 — Perfil de elui¢do do conjugado (PS = polissacarideo)
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4.2. Caracterizagao dos lipossomos

A fim de avaliar o grau de incorporagéo de polissacarideo na estrutura
lipossbmica, a concentragdo de polissacarideo dentro dos lipossomos foi
avaliada por diferenga entre a sua concentragao total e a sua concentragdo no

meio externo ao lipossomo. Assim, foram obtidos 0s seguintes valores:

Concentrag¢do de PSC incorporado em

lipossomo
Concentracgao de Concentracgao total de
PSC livre Base seca Base umida PSC
(mg/mL) (9/g) (mg/mL) (mg/mL)
1,055 + 0,050 0,511 + 0,050 0,363 + 0,030 1,417 + 0,050

PSC = polissacarideo C

As doses de lipossomo injetado foram calculadas com base na
concentracdo total de polissacarideo presente da solucdo de lipossomos.
Desse modo, na solugdo injetada havia tanto polissacarideo livre como
polissacaridec incorporado. O grau de incorporagéo de polissacarideo C em
lipossomo foi de 25,6%.

Como o fosfolipideo utilizado na preparagdo do lipossomo continha
exatamente um mol de fésforo por mol de fosfolipideo, a concentragéo de
fosfolipideo pbéde ser derivada diretamente da medida da concentragcéo de
fésforo presente na amostra e dosado na forma de fosfato. A concentragéo de

fosfolipideo foi de 57 mM, obtida a partir da solugdo de lipossomo injetada.
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4.3. Determinagao de anticorpos anti-polissacarideo C

Os titulos de anticorpos IgM e IgG anti-polissacarideo C foram
determinados no soro dos grupos imunizados com ¢ objetivo de verificar a
eficiéncia do conjugado e do lipossomo em induzir anticorpos anti-
polissacarideo C e memoria imunolégica. O controle utilizado consistiu de
animais imunizados com polissacarideo C livre.

Tanto o grupo imunizado com conjugado como o grupo imunizado com
polissacarideo C em lipossomo apresentaram niveis mais elevados de
anticorpos IgG em relagdo ao grupo controle (vide Figura 7).

Figura 7 - Titulo de anticorpos IgG anti-polissacarideo C de “pool” de soros de camundongos imunizados
com diversas preparacoes.
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PSC-TT: conjugado polissacarideo C e toxéide tetanico
PSC/LIPO: polissacarideo C incorporado a lipossomo
PSC livre: polissacarideo C em salina

Obs.: as setas indicam a dose de reforco
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Além disso, foi possivel observar um efeito reforco, ou resposta
secundaria, nos dois primeiros grupos (PSC-TT e PSC/LIPO), mas nao no
grupo controle (PSC livre), sugerindo a geragdo de memoria imunoldgica.

Os niveis de anticorpos IgM anti-polissacarideo C nao apresentaram
diferenca significativa entre os grupos imunizados (Figura 8).

Figura 8 - Titulo de anticorpos IgM anti-polissacarideoc C de “pool” de soros de camundongos imunizados
com diversas preparagbes.
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5. DISCUSSAO

Estd bem estabelecido que anticorpos desempenham uma fungéo
extremamente importante na prote¢do contra infec¢do meningococica por meio
da ligagdo a estruturas da superficie bacteriana e ativacdo de complemento,
resultando em fagocitose ou efeito bactericida direto. As estruturas
imunogénicas da superficie celular dos meningococos que podem induzir
respostas imunologicas protetoras na infancia sdo fundamentais para o
desenvolvimento de uma vacina antimeningocacica.

O polissacarideo capsular de N. meningitidis € a mais importante
estrutura para inclusdo numa vacina antimeningococica porque €
antigenicamente compartilhada por todos os membros de cada sorogrupo,
simplificando a formulagdo da vacina. Os anticorpos IgG e IgM contra a
capsula de polissacarideo de meningococo sorogrupo A e C sdo encontrados
no soro de adultos e protegem contra doencga invasiva quando presentes.
Durante a infancia, ha evidéncia indireta de que os anticorpos anti-
polissacarideo s&o protetores (Pollard & Frasch, 2001).

A classe de anticorpo produzido em resposta a infecgdo meningocécica
tem sido estudada com algum detalhe. Anticorpos IgG, IgM e IgA aumentam
apés infeccdo sistémica com N. meningitidis. Anticorpos IgG s&o
predominantemente das subclasses IgG1 e IgG3. O aumento de anticorpo total
ap6és infeccdo apresenta perfil muito semelhante em lactentes e criangcas mais

velhas em recuperacdo de doenca meningocécica, de modo que estes
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anticorpos s&o bactericidas neste Ultimo grupo etario. Por outro lado, nenhum
anticorpo bactericida anti-polissacarideo B é detectado apds infecgdo em
lactentes (Pollard & Frasch, 2001). Talvez por isso todas as vacinas contra
meningococos sorogrupo B em testes clinicos sejam baseadas em vesiculas
de membrana externa (OMVs) (Jennings & Pon, 1997; Zollinger, 1997).

Foi considerando 0s aspectos acima que propusemos, num primeiro
momento, uma vacina conjugada constituida de polissacarideo C conjugado a
uma proteina, o toxdide tetanico. Este conjugado foi comparado ao
polissacarideo incorporado em lipossomo quanto a capacidade de induzir
memoria imunoldgica, sugerida por uma resposta secundaria aumentada de
anticorpos IgG anti-polissacarideo C.

Antes de imunizar os camundongos com as respectivas preparagdes de
vacina, procedemos (i) a caracterizaggdo quimica do polissacarideo
derivatizado, (ii) a caracterizagdo quimica do conjugado e (iii) a caracterizacéo
dos lipossomos, considerando que varios fatores inerentes as preparagdes
influenciam a resposta imunologica observada, justiificando assim a utilizagao
de condigbes otimas de conjugacido necessarias para obtencido de protecao
imunologica adequada.

O método de conjugacgao utilizado consistiu da formagdo de uma ligacéo
covalente indireta entre o polissacarideo e a proteina, utilizando como
molécula espacadora o ADH (diidrazida do acido adipico). Essa conjugacio é
inicialmente realizada com a derivatizagdo do polissacarideo, ou seja, com a

ligacdo covalente do ADH a uma molécula de acido sialico do polissacarideo, o
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qual, ap0s a derivatizacdo, é covalentemente conjugado a proteina, no caso, o
toxdide tetanico.

O grau de derivatizagdo do polissacarideo, ou seja, o grau de
espacamento entre duas unidades de acido sialico ligado covalentemente a
uma molécula de ADH, é um fator extremamente importante para
imunogenicidade do conjugado. Jennings e col. (1985) mostraram que os
epitopos do polissacarideo C séo constituidos por 5 unidades repetidas de
acido sialico ndo-modificado. Assim, o grau de derivatizagdo do polissacarideo
deve ser tal que n&o haja perda desses epitopos, o que significa dizer que o
grau de derivatizacdo deve ser maior que 5, ou seja, o espagamento entre as
unidades de acido sidlico ligado ao ADH deve ser maior que 5 unidades ou
moléculas de acido sialico. Neste trabalho, obtivemos um grau de
derivatizagéo igual a 10,5, o que permitiu uma certa margem de seguranga
quanto a preservacdo dos epitopos do polissacarideo C. Este grau de
derivatizagao foi obtido empiricamente por meio do ajuste da concentragédo de
ADH e EDAC.

Embora tenhamos obtido uma inducéo de anticorpos significativa com
este grau de derivatizagdo, alguns resultados obtidos em outros estudos
contrastam bastante com a idéia de um epitopo de polissacarideo C
constituido de 5 unidades de &cido sialico. Por exemplo, Fukasawa (2000)
relatou que, mesmo utilizando um conjugado cujo grau de derivatizacdo era de
2,61, foram induzidos titulos de anticorpos bactericidas anti-meningococo C

semelhantes aos induzidos por um outro conjugado com grau de derivatizacédo
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de 5,59 obtido por outra metodologia. Cabe salientar que a proteina utilizada
como carregadora foi a OMV de N. meningitidis. Um outro estudo (Bartoloni e
col,, 1995) mostrou que os conjugados de polissacarideo sorogrupo B e
toxoide diftérico mutante (CRMjg7) com menor grau de derivatizagdo induziram
maiores titulos de anticorpo IgG anti-polissacarideo. Ainda nesse sentido, um
outro estudo (Devi e col., 1991) mostrou que os conjugados de polissacarideo
de E. coli K92 com toxdide tetanico com menor grau de derivatizagdo
induziram maiores niveis de anticorpos IgG anti-polissacarideo C de N.
meningitidis. Portanto, devido ao grau de derivatizagdo do polissacarideo ser
uma medida estatistica da distribuicdo de moléculas espagadoras ao longo da
cadeia polissacaridica, parece que este indice ndo reflete na pratica a
manuteng¢do de alguns epitopos intactos e somente empiricamente é possivel
afirmar a viabilidade de utilizar determinado polissacarideo derivatizado.

Quanto a caracterizagdo quimica do conjugado, foi utilizada nas reagbes
uma proporgéo ideal de polissacarideo e proteina determinada por estudos
realizados durante o mestrado de Fukasawa (2000), considerando o grau de
derivatizacdo do polissacarideo, a razdo final polissacarideo C/proteina e o
rendimento das reagdes de conjugacgao.

O rendimento da conjugac&o em funcéo do polissacarideo C utilizado foi
de 5,6% + 0,25%. Este rendimento foi menor do que o obtido por Fukasawa
(2000) (12,4% + 0,9%) e muito proximo do obtido com a vacina conjugada de
polissacarideo de H. influenzae b com proteinas de OMV de N. meningitidis B

(aproximadamente 6,0%) (Marburg e col., 1989; Marburg e col.; 1986). Este
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rendimento é influenciado pela ocorréncia de ligagbes cruzadas proteina-
proteina em fungdo da competicdo entre os grupos aminas da proteina e
polissacarideo ativado — ou seja, grupos amina do espacador ADH ligado
covalentemente a cadeia polissacaridica (vide Figura 3 na pagina 29) — pela
ligacéo aos grupos carboxilicos ativados da proteina.

O rendimento em fungéo do toxdide tetanico foi de 10% + 0,30%. Cabe
destacar que, em termos de produgao, o custo maior de matéria-prima fica por
conta do polissacarideo em relagdo ao toxdide teténico, e portanto o
rendimento é considerado em fungéo do primeiro.

O método de conjugacgéo utilizado resultou em um conjugado com razao
média de polissacarideo C/proteina de 0,57 + 0,05. As vacinas conjugadas
contra H. influenzae b produzida pela Merck & Co. e contra N. meningitidis
produzida pela Chiron apresentam razées médias de polissacarideo C/proteina
de 0,06 e 0,25, respectivamente, embora obtidas por outros métodos de
conjugacao (Marburg e col., 1989). Considerando os valores destas vacinas
comprovadamente imunogénicas, talvez fosse vantajoso para o rendimento,
diminuir a razdo polissacarideo C/proteina obtida na conjugacédo, desde que
isto ndo resulte em diminui¢do da imunogenicidade do conjugado.

A razéo polissacarideo C/proteina do conjugado indica a quantidade de
polissacarideo acoplado a proteina. Um valor muito alto — reflexo do excesso
de polissacarideo em relagdo a proteina — pode resultar no ocultamento de
epitopos presentes na proteina, de modo que o polissacarideo conjugado pode

nao ser reconhecido como um antigeno T-dependente.
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Tanto as preparagdes de conjugado como de lipossomo induziram
titulos elevados de anticorpos anti-polissacarideo C, mais especificamente
anticorpos IgG. Vale salientar a resposta secundaria acentuada observada
com o lipossomo 6 e 27 dias ap6s a dose de refor¢o (vide Figura 7 na pagina
39), resposta esta maior até que a do préprio conjugado, se considerarmos 0s
titulos de IgG antes e apds a dose de reforgo, ou seja, se considerarmos a
amplitude da diferenca entre as repostas primarias e secundarias.

A diferenca entre os titulos obtidos com o lipossomo e o polissacarideo
livre (controle) chega a 32 vezes o titulo deste ditimo apds 27 dias da segunda
dose e 16 vezes no caso do conjugado em relacéo ao controle. Esta resposta
secundaria caracteristica sugere que as preparagdes, tanto de lipossomo
como de conjugado, foram eficazes na conversado do polissacarideo C em um
antigeno dependente de célula T.

Embora Guttormsen e col. (1999) tenham sugerido que a indugédo de
anticorpos IgM pode ser um evento T-dependente, nédo foi observado aumento
significativo dos titulos de IgM do conjugado e lipossomo em relacdo ao
polissacarideo C livre, um antigeno caracteristicamente T-independente, mas
que usualmente se toma T-dependente por meio de conjugagao (vide Figura 8
na pagina 40). O perfil de inducdo de IgM foi semelhante nas trés preparagdes,
com o lipossomo apresentando no geral titulos desta imunoglobulina um pouco
mais elevados.

O papel de células T na resposta de IgM a polissacarideos capsulares

de bactéria conjugados a proteinas € realmente controverso. alguns
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investigadores observaram niveis substancialmente maiores de IgM
polissacarideo-especifico apds conjugacdo do polissacarideo capsular a
carregadores, enquanto outros observaram diferengca minima ou nula. Cabe
observar que nestes estudos, os niveis de IgM polissacarideo-especifico foram
substancialmente maiores quando utilizados polissacarideos de alto peso
molecular como antigeno, diferentemente de polissacarideos de baixo peso
molecular, que apresentaram niveis baixos (Guttormsen e col., 1999).

O mecanismo pelo qual os lipossomos aumentam a resposta
imunologica antigeno-especifica ndo esta completamente esclarecido. Estudos
in vivo com lipossomos mostram claramente que os mesmos sdo capturados
eficientemente por macréfagos do sistema reticulo-endotelial no sangue e
tecidos, incluindo figado e bago. Como os macréfagos sdo considerados
predominantente responsaveis pelo processamento e apresentacdo dos
antigenos encapsulados, a formulacdo de lipossomo possibilita uma
abordagem excelente para melhorar a apresentagcdo do antigeno em vacinas
para o estimulo imunolégico humoral e celular. Além dos macréfagos, que
apresentam os antigenos principalmente no contexto do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) classe |l (para crescimento de célula B
antigeno-especifica), a liberacéo de antigeno para algumas células dendriticas
e endoteliais pode aumentar a apresentagido do antigeno no contexto do MHC
classe | na mediagio de respostas imunoldgicas celulares, incluindo célula T

citotéxica (ad,2; 58).
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A maturagdo da resposta imunoldgica € caracterizada por (i) uma
alteracdo da expressdo de anticorpo do isotipo IgM para o isotipo
predominante IgG, (ii) o desenvolvimento de uma resposta de anticorpo de alta
afinidade e (iii)) a presenca de linfocitos de memoéria que montarao uma
resposta rapida apdés um segundo desafio antigénico. Este processo
geralmente ocorre apds pelo menos duas doses de antigeno. No entanto, a
exposigao prolongada ao antigeno, induzida pelos lipossomos, permite a
ocorréncia de maturagdo imunolégica. Embora a acéo de células dendriticas
foliculares e lipossomos na facilitagdo deste processo tenha sido demonstrada,
o papel dos lipossomos precisa ainda ser avaliado. Além disso, 0 mecanismo
de liberagdo controlada resulta em niveis baixos de antigeno ao longo do
tempo, de modo que esta disponibilidade limitada de antigeno estimula
primeiramente a proliferacdo de clones de alta afinidade. A indugdo de
respostas de anticorpo de alta afinidade através do uso de doses baixas de
antigeno ja foi anteriormente demonstrada (del. Syst 2; 23-25).

Nos lipossomos, a produgdo de anticorpos IgG e IgM pode ser
influenciada pela forma como os antigenos estdo associados a estrutura
lipidica. Assim, quando dentro do compartimento aquoso interno, os antigenos
incorporados em lipossomos induzem preferencialmente anticorpos IgG;
quando associados a bicamada, estes mesmos antigenos induzem
principalmente anticorpos IgM (Sharum & Thérien, 1994). Neste sentido, os

resultados observados sugerem que o polissacarideo se encontrava na fase
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aquosa do lipossomo, considerando a prevaléncia da resposta de IgG sobre

IgM.
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6. CONCLUSOES

6.1. A conjugacéo do polissacarideo C de N. meningitidis ao toxoéide tetanico
foi eficaz na conversdao do primeiro, um antigeno caracteristicamente T-
independente, num antigeno dependente de célula T.

6.2. Como esperado, o toxodide tetanico foi eficiente como proteina carregadora
de polissacarideo C.

6.3. Os resultados obtidos indicam que os lipossomos apresentam potencial
como adjuvante numa vacina constituida de polissacarideo C, sendo
capazes de induzir resposta secundaria em grau equivalente ao conjugado
polissacarideo/proteina, o que sugere indugdo de meméria imunologica.

6.4. E necesséario compatibilizar o rendimento da reacdo de conjugagéo, em
termos de polissacarideo, de modo a obter maior rendimento possivel com

resposta imunoldgica adequada.
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