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RESUMO 

 

RINALDI, F. M. Imunogenicidade de antígenos de vesículas de membrana externa 
(OMVs) de Neisseria meningitidis B associado a lípide catiônico (DDA-BF). 2014. 
119 f. Dissertação (Mestrado em Biotecnologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2014. 

Neisseria meningitidis é um diplococo Gram–negativo, aeróbio e encapsulado, 
causador mais comum de meningite e septicemia. Este agente é o principal causador 
de infecções bacterianas invasivas no mundo. Apesar de existirem 13 sorogrupos de N. 
meningitidis, apenas 6 são capazes de causar infecção: A, B, C, W135, X e Y. O 
sorogrupo B difere dos outros sorogrupos patogênicos por sua cápsula polissacáride ter 
composição idêntica ao ácido policiálico, presente em muitas glicoproteínas humanas, 
particularmente encontrados no tecido cerebral fetal, e bioquimicamente homóloga com 
a estrutura molecular de adesão do neurônio. Sendo assim, a cápsula polissacáride não 
pode ser usada em vacinas conjugadas, pois pode causar autoimunidade, sendo pouco 
imunogênica. Doenças meningocócicas causadas pelos sorogrupos A, C, Y e W135 
podem ser prevenidas pelas vacinas que contêm polissacarídeos capsulares 
específicos conjugados. Para que uma vacina seja eficaz contra o sorogrupo B, é 
importante que esta abranja todos os sorotipos e seja capaz de promover imunidade 
duradoura, principalmente em crianças abaixo de dois anos, as mais acometidas. 
Vacinas baseadas em vesículas de membrana externa (OMVs, do inglês Outer 
Membrane Vesicles) de N. meningitidis B são amplamente estudadas. No presente 
estudo, OMVs de meningococo B (B:4:P1.9) foram associadas a um lipídio catiônico, o 
dioctadecildimetilamônio (DDA-BF) em preparação antigênica testada em camundongos 
fêmeas não isogênicos, e comparamos os títulos de anticorpos IgG, IgG1, IgG2a e 
IgG2b com os anticorpos produzidos por camundongos imunizados com a mesma 
OMVS associada ao hidróxido de alumínio, por ELISA. As análises foram realizadas 
com soros de cada animal colhidos individualmente, após 60 dias de imunização. A 
avidez dos anticorpos também foi analisada por ELISA.  Immunoblot e Dot-ELISA 
avaliaram a reação específica entre a cepa homóloga usada na imunização e a reação 
a antígenos cruzados com outras cepas de meningococo. A hipersensibilidade tardia 
(HTT) foi comparada entre os dois grupos experimentais, após o desafio com cepa 
homóloga em uma das patas, depois de 24 horas da injeção, após 14 dias da primeira 
dose de imunização.  

Palavras-chave: Neisseria meningitidis B. Vesículas de membrana externa. DDA-BF. 
Adjuvante. Vacinas meningocócicas. Avidez. 

 
 
 
 
 
 



 

 
ABSTRACT 

 
RINALDI, F. M. Immunogenicity of Neisseria meningitidis B outer membrane 
vesicles (OMVs) associated with cationic lipid (DDA-BF). 2014. 119 p. Masters 
thesis (Biotechnology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 
São Paulo, 2014. 

Neisseria meningitidis is an encapsulated Gram-negative aerobic diplococcus, the most 
commom meningitidis and sepsis agent , and the major bacterial invasive disease agent 
worldwide. Infections are caused by only 6 of 13 pathogenic serogroups: A,B,C, W135 
and Y. Meningococcal serogroup B differs from the other pathogenic serogroups 
because it has a capsular polysaccharide identical to the polysialic acid present in many 
human glycoproteins, in particular, it is similar to carbohydrates found in fetal brain 
tissue. This is the reason that it does not allow the use of polysaccharide protein in 
conjugate vaccine, and  for its low immunogenic. An effective meningococcal B vaccine 
development should cover all serotypes and be able to promote long term immunity, 
mainly in children under 2 years, the most affected age.  Meningococcal outer 
membrane vesicles (OMVs) vaccines are widely studied. In this present study, 
meningococcal serogroup B OMVs (B:4:P1.9) was associated with a cationic lipid,  
dioctadecyldimetylammonium (DDA-BF) in an antigenic preparation tested in female 
outbred mice. Individual serum was collected, and antibodies titles IgG, IgG1, IgG2a 
were compared with animals   immunized with OMVs and aluminium hydroxide, 
analyzed by ELISA. Analyses were carried out 60 days after first immunization. 
Antibodies avidity index were also analyzed by ELISA. Immunoblot  and Dot-ELISA were 
carried out to evaluate specific reaction for homologous stranis and cross-reactive 
antigens present in other meningococcal strains. Delayed type hypersensitivity (DTH) 
was compared between two experimental groups, 24 hours before injection of 
homologous strain challenge.  

Keywords: Neisseria meningitidis B. Outer membrane vesicles. DDA-BF. Adjuvant. 
Meningococcal. Avidity. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Gênero Neisseria meningitidis 

 Neisseria meningitidis é um diplococo, aeróbio e encapsulado, causador mais 

comum de meningite e septicemia, podendo também incluir pneumonia, artrite séptica, 

pericardite, conjuntivite e uretrite (ROSENSTEIN et al., 2001). É a principal causa de 

infecções bacterianas invasivas no mundo (MOORE, 1992).  

 Por ser um microrganismo Gram-negativo, a bactéria contêm duas membranas – 

interna ou citoplasmática e externa, separadas por uma camada de peptidoglicano, 

conferindo rigidez à parede celular, determinando a forma da bactéria e protegendo-a 

da lise osmótica. Na membrana externa existem os lipopolissacarídeos (LPS), que são 

endotoxinas, e também diversas proteínas (OMPs, do inglês Outer Membrane Proteins) 

que estão envolvidas na patogênese das doenças meningocócicas (DM). Ainda na 

membrana externa, o meningococo conta com o revestimento por uma cápsula 

polissacarídica que é essencial para a patogenicidade, conferindo resistência contra a 

fagocitose e lise mediada pelo complemento (MORLEY et al., 2002). 

 De acordo com sua cápsula polissacarídica; principal antígeno deste 

microorganismo; o meningococo é classificado em 13 sorogrupos, porém, a maior parte 

das infecções são causadas por apenas seis destes: A, B, C, W135, X e Y (BOISIER et 

al., 2007). 

 A identificação descritiva de uma cepa de meningococo se faz pela sequência – 

sorogrupo:sorotipo:subtipo. O que define o sorogrupo é o polissacarídeo capsular, 

tendo-os como importantes na toxicidade e poder imunogênico destes microorganismos 

(FRASCH; ZOLLINGER; POOLMAN, 1985). As cápsulas dos sorogrupos A e X são 

compostas de N-acetil-D-Manosamina-6-fosfato e N-acetilglucosamina 1-fosfato 

(DOLAN-LIVENGOOD, 2003). Os sorogrupos B, C, W135 e Y possuem cápsulas 

compostas de ácido siálico. Os meningococos possuem a capacidade de mudar o 

genótipo capsular por recombinação genética (HARRISON, 2006). Porém, o sorogrupo 

B difere dos outros sorogrupos patogênicos por conter uma cápsula polissacáride de 

composição idêntica ao ácido policiálico (alfa[2-8] ácido  N-acetil - neuramínico) 
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presente em muitas glicoproteínas humanas, particularmente encontrada no tecido 

cerebral fetal. Também tem estrutura homóloga à molécula de adesão do neurônio, 

causando autoimunidade se usada como antígeno vacinal, além de ser pouco 

imunogênica (HAYRIEN et al., 1995). 

A membrana externa contém entre 3 e 5 proteínas majoritárias subdivididas em 5 

diferentes classes estruturais, que aparentemente estão relacionadas com seus pesos 

moleculares e designam-se de classes 1, 2, 3, 4 e 5. Seus pesos moleculares seriam: 

classe 1 (43 – 47 kDa), classe 2/3 (37 – 42 kDa), classe 4 (33-34 kDa), classe 5 (26- 30 

kDa). Todas as cepas expressam proteína de classe 2 ou 3, mas nunca ambas 

simultaneamente.  As proteínas de classe 1 e 5 podem ser encontradas na maioria dos 

meningococos, mas podem variar qualitativa e quantitativamente na sua expressão. As 

proteínas de classe 1 ou também designadas de Porina A (PorA), são porinas que 

modulam a troca de íons entre o meio e a bactéria e são utilizadas na definação de 

subtipo (POLLARD; FRASCH, 2001). Esta proteína possui duas regiões variáveis no 

DNA (MCGUINNESS; LAMBDE; HECKELS, 1993), sendo que um único aminoácido 

mutante no gene porA pode aumentar a incidência  de DM (MACGUINNESS et al., 

1991). A deleção deste gene em algunas cepas pode fazer com que estas mudem sua 

estrutura, fazendo com sejam novas causadoras da DM invasiva (VAN DER ENDE; 

HOPMAN; DANKERT, 2000). 

   As proteínas de classe 2 ou 3 (PorB) são empregadas na definição dos 

sorotipos, também são porinas em forma de trímeros, se assemelham estruturalmente 

às PorA, e possuem  regiões altamente variáveis nas sequências de aminoácidos (VR1, 

VR2, VR3 e VR4). A maior diferença está em que, enquanto as PorA são cátion-

seletivas, as PorB são ânion-seletivas (POLLARD; FRASCH, 2001). 

Os imunotipos são determinados pelo sorotipo lipooligossacáride, dos quais são 

13, e não são usados frequentemente  para a caracterização molecular de N. 

meningitidis. As cepas meningocócicas geralmente tem 2 determinantes de 

lipooligossacáride, enquanto que em outras cepas encontramos múltiplos 

determinantes (FRASCH, 1987). Mais recentemente, a carcterização de outros genes 
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meningocócicos de proteínas de membrana externa, como NadA, fHBP, e GNA2132 

tem recebido maior atenção por fazer parte de antígenos promissores para uma vacina 

para o sorogrupo B (GUIULIANI et al., 2006).  Como esquematizado na figura 1 a 

seguir, a estrutura do meningococo nos apresenta, que abaixo da cápsula 

polissacarídica dos meningococos encontra-se uma membrana externa contendo 

lipopolissacarídeos (LPS, endotoxina) também conhecido como lipooligossacarídeo 

(LOS), e uma variedade de OMPs das quais distinguem as diferentes cepas (sorotipos 

e sorosubtipos) dependendo da estrutura antigênica das principais porinas (PorA e 

PorB). (POLLARD; FRASCH, 2001). 

Figura 1 – Proteínas de membrana externa de N. meningitidis  

 

Fonte: Morley e Pollard, 2002. 
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1.2 Doença meningocócica (DM)    

  A meningite é uma doença de evolução rápida e com alta letalidade, que pode 

variar de 7 a 70%, acometendo geralmente crianças e adultos jovens, atingindo 

também as outras faixas etárias (CASTIÑEIRAS; PEDRO; MARTINS, 2007).  Cerca de 

10% dos adolescentes e adultos são portadores assintomáticos/sadios de N. 

meningitidis na orofaringe e, assim, podem transmitir a bactéria por secreções 

respiratórias como saliva, espirro e tosse. Após a fase inicial de infecção o 

meningococo permanece na orofaringe do receptor por um curto período de tempo e 

acaba sendo eliminado pelos mecanismos naturais de defesa, ou, a condição do 

portador pode se estender por longos períodos que variam de meses até anos 

(BRICKS, 2002).  

Os mecanismos que produzem a sepsis e a meningite meningocócica envolvem: 

a penetração da bactéria no trato respiratório superior, danos às células endoteliais, 

invasão da barreira hemato-encefálica, atingindo o sistema nervoso central e iniciando 

a cascata inflamatória (BRANDTZAEG, 1992). A adesão da bactéria em células 

mucosas pode iniciar o processo de endocitose direta, da qual os microrganismos são 

internalizados pelas células epiteliais não-ciliadas, frequentemente em vesículas, de 

onde passam a ser transportados até a membrana mucosa (STEPHENS; FARLEY, 

1991).  A doença invasiva ocorre, principalmente, quando as pessoas residem em 

moradias populosas, como conglomerados urbanos, onde entram em contato com 

novas cepas para as quais ainda não possuíam uma resposta imune prévia.  

A infecção meningocócica pode ser restrita somente à nasofaringe, 

apresentando sintomas locais ou ser assintomática, ou pode ocorrer a septicemia 

grave, com manifestações clínicas mais graves. A doença pode ser caracterizada por 

início súbito, apresentando sinais clínicos como calafrios, náuses, febre alta, vômitos, 

dores pelo corpo, prostração e mal-estar. Evolui para a meningococcemia, 

caracterizada por púrpura hemorrágica e exantema patequial. O último estágio da 

doença é caracterizado pela síndrome de Waterhouse-Friederickson e falência múltipla 

dos órgãos (ROSENSTEIN et al., 2001). Uma alta concentração de endotoxina 
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bacteriana tem sido relacionada com o fator prognóstico de falência múltipla dos 

órgãos. A endotoxina é liberada na forma de vesículas de membrana externa (OMVs) e 

podem ser visualizadas no plasma e fluido cérebro-espinhal por microscopia eletrônica, 

durante a doença invasiva (BRANDTZAEG, 1992). 

O risco de adquirir a doença existe em todas as faixas etárias, mas é 

inversamente proporcional à idade, sendo a criança que possui idade entre seis meses 

a um ano encontra-se no período mais suscetível. As alterações climáticas influenciam 

a dinâmica da transmissão da doença e as epidemias são mais frequentes no inverno 

nas regiões temperadas e nas estações secas em regiões tropicais (STEPHENS et al., 

2007). 

Os surtos podem ocorrer a intervalos irregulares e são frequentemente 

associados com a introdução de uma nova cepa virulenta na comunidade (CVE). 

Crianças recém - nascidas são altamente resistentes à meningite meningocócica, 

tornando-se extremamente susceptíveis após os seis meses de idade. Isso ocorre pela 

imunização passiva da passagem de imunoglobulinas especialmente as do tipo IgG 

pela placenta. Dos 2 aos 12 anos há um aumento progressivo do título de anticorpos 

bactericidas contra a doença. Foi feita uma relação da idade e doença meningocócica, 

sendo que o nível de anticorpos bactericidas é idade dependente (GOTSCHLICH  et al., 

1969). 
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Figura 2 - Incidência da doença meningocócica por faixa etária, no estado de São 
Paulo, de 1998 a 2012. 

 

As mais acometidas pela doença meningocócica são as crianças menores de dois anos de idade, e em 
seguida, crianças com faixas etárias entre 2 a 4 anos. Embora a incidência tenha diminuído de 1998 para 
os dias atuais, as idades mais acometidas pela doença meningocócica continuam sendo as mesmas. 
Fonte: SINAN / D.D.T.R. / CVE- dados em 20/05/2013. 

 

 

1.3 Epidemiologia da doença meningocócica (DM) no Brasil e no mundo 

 

Em 1887, Anton Weichselbaum isolou a bactéria Neisseria meningitidis de casos de 

meningite meningocócica, associando-a como agente etiológico dessa patologia. Esta 

bactéria pode colonizar a nasofaringe sem provocar doença e ocasionar eventos 

invasivos, como a doença meningocócica (meningite e/ou meningococcemia) e 

processos em decorrência da disseminação hematogênica (osteomielite, artrite, 

pericardite e peritonite). A transmissão se dá por meio de secreção nasal ou oral e, 

também, por meio de inalação de aerossóis (TRABULSI & ALTERTHUM, 2008). 

Muitos dos dados publicados na literatura sobre a doença meningocócica no Brasil 

diz respeito aos que foram coletados nas cidades como, São Paulo e Rio de Janeiro, 
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duas grandes metrópoles, sendo que, na capital paulista, a epidemia veio pela primeira 

vez em 1906. Historicamente, nosso país vivenciou uma grande epidemia causada pelo 

sorogrupo A, chegando à incidência de 12-25 por 100,000 habitantes nos anos 20 e 40 

(MORAES; BARATA, 2005). Na década de 70, o Brasil sofreu duas epidemias 

sobrepostas, uma causada pelo sorogrupo C e outra pelo sorogrupo A (MORAES; 

BARATA, 2005). Entre os anos de 1990-2002, a média anual da incidência da DM na 

grande São Paulo foi de 6 para 100,000 habitantes, com 59% de DM causada pelo 

sorogrupo B e 36% causada pelo sorogrupo C. Durante alguns anos no Estado de São 

Paulo, o sorogrupo B foi prevalente sobre o C (59% e 33%, respectivamente) com 

diminuição de casos pelo sorogrupo A. Como observado no quadro 1, até o ano de 

2001, o sorogrupo B foi prevalente sobre o C. Depois, ao longo dos anos, até os dias 

atuais, o sorogrupo C tem sido o maior responsável pela causa da DM na população do 

Estado de São Paulo, e o sorogrupo A não tem sido mais identificado (CVE, 2012).  

 

Quadro 1 – Doença meningocócica: casos e porcentagens por sorogrupo no estado de 
São Paulo, de 1998 a 2013. 

 Total= total de sorogrupados. Fonte= SINAN/DDTR/CVE/CCD/SES-SP – dados em 20/05/2013 
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 A grande incidência da doença meningocócica ocorre na África, região 

conhecida como “cinturão da meningite”, onde o sorogrupo A é responsável pela 

maioria dos casos epidêmicos, ocorrendo também pelos sorogrupos C, X e W135. 

Ainda se referindo ao sorogrupo A, casos também foram descritos na China e Rússia, 

mas se tornaram raros em outras partes do mundo. O sorogrupo B causa uma 

substancial proporção de doença meningocócica (DM) endêmica em muitas áreas no 

mundo, incluindo EUA e Europa, tornando-se um dos sorogrupos de maior associação 

com a doença invasiva, juntamente com o sorogrupo C (COHN et al., 2010). 

Felizmente, DM causadas pelos sorogrupos A, C, Y e W135 podem ser eficientemente 

preveníveis até mesmo em pacientes mais novos pelas vacinas que contêm 

polissacarídeos capsulares específicos conjugados (TROTTER et al., 2004).  

 

Figura 3 – Distribuição percentual por sorogrupo da doença meningocócica no estado 
de São Paulo, no período de 1998 a 2012. 

        Fonte: SINAN / D.D.T.R. / CVE – dados em 20/05/2013. 
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No Estado de São Paulo, o sorogrupo que mais causa DM nos dias atuais é o C, 

sendo que o sorogrupo B têm diminuído sua incidência (Figura  3).  

 Vacinas conjugadas para o meningococo C foram licenciadas e recomendadas 

para as populações de risco, entrando no calendário vacinal infantil e distribuídas nas 

redes públicas de saúde à partir de 2011 no estado de São Paulo (CVE). A vacina 

meningocócica conjugada C distribuída nas redes públicas de saúde protege contra o 

sorogrupo C, e foi aprovada para ser administrada a partir dos 2 meses de idade, 

induzindo a produção de anticorpos de longa duração. Na rede pública do estado de 

São Paulo, está indicada para controle de surtos/epidemias e para os grupos de risco. 

Essas vacinas estão disponíveis nos Centros de Referência de Imunobiológicos 

Especiais - CRIE (CVE). 

No mundo, as infecções causadas por meningococos continua sendo um sério 

problema de saúde, sendo infectadas de 500,000 a 1,2 milhões de pessoas e matando 

entre 50,000 a 135,000  por ano (ROUPHAEL; STEPHENS, 2012).   A mortalidade 

global para a DM é de aproximadamente 10% dos indivíduos infectados, mas pode ser 

de até 40% nos casos de septicemia pelo meningococo. Nos últimos anos, conforme 

mostra a figura 3, no estado de São Paulo, a taxa de incidência de meningite por N. 

meningitidis declinou de 4,6 para 2,8 por 100.000 habitantes. 
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Figura 4 – Incidência e letalidade da doença meningocócica no estado de São Paulo, 
de 1998 a 2012. 

 
Fonte: SINAN / D.D.T.R. / CVE – dados em 20/05/2013. 

1.4 Fatores de virulência e mecanismos de escape de Neisseria meningitidis 

 

 Dentre os fatores de virulência da bactéria, podemos enquadrar os que estão 

relacionados com a adesão, como as fímbrias/pili, cápsula e vesículas (OMVs). As 

fímbrias ou pili são apêndices de superfícies, estruturas filamentosas que possuem um 

importante papel na aderência das bactérias à superfície das mucosas (STEPHENS; 

FARLEY, 1991). Isso se explica pelo fato de as estruturas filamentosas protéicas 

glicosiladas promoverem adesão às células epiteliais e endoteliais humanas, que 

atravessam a cápsula polissacarídica e se ligam a receptores nas células nasofaríngeas 

(POLLARD; FRASCH, 2001). Por isso, a presença de fímbrias está associada à 

virulência, sendo imprescindível para que a bactéria colonize e infeccione o hospedeiro 

(MEYER, 1990). 

 O lipopolissacarídeo (LPS) é considerado um dos maiores fatores de virulência 

do meningococo assim como de todas as bactérias Gram-negativas, e são substâncias 

que estimulam a imunidade inata, provendo a inflamação (POOLMAN, 1995; VOGUEL 

et al., 1999). Os lipooligossacárides (LOS) são estruturas encontradas nos gêneros 
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Neisseria, Haemophilus e Bordetella e são glicolípides de membrana externa de 

bactérias que colonizam a superfícies das mucosas respiratórias . Seu arranjo pode 

influenciar diretamente na exposição de proteínas de membrana externa (POOLMAN et 

al., 1985). 

N. meningitidis possui uma variedade de mecanismos de variabilidade antigênica 

(HARRISON, 2006). A variabilidade antigênica ocorre principalmente na transferência 

horizontal, a qual permite ao microrganismo adquirir longas sequências de DNA. 

Também pode ocorrer a conversão de genes, que é um processo de recombinação 

autólogo e não necessita da aquisição de DNA de outra cepa (HOWELL-ADAMS; 

SEIFERT, 2000). 

A mudança de cápsula é o mecanismo pelo qual o meningococo  pode alterar 

seu fenótipo capsular.  Os surtos por esta bactéria podem ter início, inclusive, pela 

mudança de cápsula, pois acredita-se que a população previamente imunizada contra 

os sorogrupos originais encontra-se desprotegida pelo novo sorogrupo (SWARTLEY et 

al., 1997). Este mecanismo provavelmente ocorre durante a co-colonização da faringe 

por duas ou mais cepas.  Mudanças antigênicas sofridas em antígenos de OMPs não-

capsulares também podem ocorrer e estão associadas a um aumento na incidência da 

DM. Com relação ao hospedeiro, a falta de anticorpos bactericidas no soro (SBA) é um 

dos principais fatores do hospedeiro responsável pelo maior risco em crianças.  

 

1.5 Mecanismos da resposta imune durante a colonização por N. meningitidis  

 

A porta de entrada dos meningococs é a mucosa da nasofaringe. Danos no epitélio 

ciliado deste local podem contribuir para a colonização do meningococo, sendo que, o 

hábito de fumar, seja ativo ou passivo, pode aumentar os riscos de um indivíduo se 

tornar portador ou desenvolver a doença invasiva (STEPHENS et al., 1986). Os 

meningococos atravessam o epitélio da mucosa via vacúolos fagocíticos, como 

resultado da endocitose (READ et al., 1995). A defesa do hospedeiro é determinada 

pelas respostas humoral e celular, com a produção de anticorpos específicos. Todavia, 

a defesa inicial é dependente da resposta inata que, fundalmentalmente, possui 
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mecanismos mediados pela bacteriólise induzida pela ativação do sistema 

complemento e opsonofagocitose (MEDZHITOV; JANEWAY, 2000). 

 Após a entrada na circulação sanguínea, a capacidade de N. meningitidis de 

colonizar e causar altos níveis de bacteremia está relacionada com a habilidade deste 

patógeno de escapar do sistema imune humano. Dentre os fatores deste mecanismo, 

podemos citar alguns que contribuem para a sobrevivência da bactéria no hospedeiro. 

 A ampla variação de antígenos de superfície entre as cepas meningocócicas 

provavelmente seja o principal obstáculo frente ao desenvolvimento de novas 

vacinas e de imunidade de memória contra a DM. As células dendríticas (DC), 

presentes no tecido periférico, superfície de mucosas e circulação, são cruciais para 

o desenvolvimento da resposta imune. Na colonização por cepas de meningococos 

selvagens, onde esta bactéria apresenta-se encapsulada, a aderência às DCs é 

menor (KOLB-MAURER et al., 2001).  Os níveis de interleucinas IL-10 e IL-12, que 

ajudam a diferenciar a resposta para Th1 e auxiliar na resposta adaptativa, 

respectivamente, estão alterados quando as DCs encontram-se infectadas com o 

meningococo B (JONES et al., 2007).  

 A cápsula polissacarídica permite a entrada do microrganismo na corrente 

sanguínea e juntamente com o lipopolissacarídeo contribui para inibir a lise e 

opsonização pelo complemento (GEOFROY et al., 2003). A modificação do 

lipooligossacáride (LOS) pela adição de um resíduo de ácido siálico sobre o terminal 

galactose, também pode permitir a fuga da bactéria do sistema complemento 

(PARSONS et al., 1989). 

 A expressão de proteínas de adesão também contribui para a virulência, como os 

píli que permitem movimento e aderência em células epiteliais, endotoxinas e LOS 

que se ligam ao receptor TLR-4, produzindo inflamação aguda vascular e 

cerebroespinhal (ROUPHAEL; STEPHENS, 2012). Um fator fundamental para a 

patogênese da doença é a habilidade da bactéria se aderir ao receptor CD46 

(JOHANSSON et al., 2003). Estudos apontam que um tipo de pili reconhece o 
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receptor CD46 e estabelece a uma comunicação entre a célula alvo e a bactéria 

durante a fase inicial de infecção (SOUZA; SEGURO, 2008). 

 Proteínas envolvidas na aquisição do ferro (IROMPS) permitem aos meningococos 

adquirir o ferro da transferrina humana através de proteínas que se ligam à 

transferrina (Tbp), lactoferrinas e grupo heme da hemoglobina do hospedeiro. Outro 

fator que garante a sobrevivência da bactéria e que tornou-se um dos antígenos 

promissores para o desenvolvimento de uma vacina está relacionado a uma 

lipoproteína de superfície presente em todas as cepas meningocócicas, a fHbp 

(MASIGNANI et al., 2003; FLETCHER et al., 2004). Sua função é ligar-se na 

proteína do complemento humana, a fH, acelerando a diminuição de C3 e C5 

convertase e inibindo o sistema complemento pela Via Alternativa (MANDICO et al., 

2006). 

 N. meningitids possui uma biologia dinâmica em que frequentemente sofre 

variabilidade antigênica para escapar dos anticorpos produzidos pela vacinação ou 

pela imunidade protetora natural (DAVIDSEN; TONJUM, 2006; HILL et al., 2006). 

Mecanismos de variabilidade genética incluem transferência horizontal de 

sequências de DNA (KRIZ et al., 1999), variação de fase (VAN DER ENDE et al., 

1999; BERRINGTON et al., 2002), conversão de genes e recombinação homóloga 

(SWARTLEY et al., 1997; BUDRONI et al., 2011). Como exemplo, a mudança de 

cápsula, que ocorre por transferência horizontal, permite que a bactéria mude a 

biossíntese dos genes responsáveis pela estrutura capsular específica para aquele 

sorogrupo, resultando na mudança de seu fenótipo capsular (KRIZ et al., 1999; 

SWARTLEY et al., 1997). 

 A ausência de anticorpos bactericidas é o maior fator de risco para que o hospedeiro 

desenvolva uma doença invasiva. Para que uma vacina seja protetora, deve 

estabelecer anticorpos no soro tanto de indivíduos expostos quanto dos 

anteriormente vacinados (RODRIGUEZ et al., 1999). Um aumento de anticorpos 

contra proteínas de membrana externa, que embora isoladamente não tenham 

poder bactericida, podem agir sinergicamente com os anticorpos anti-
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polissacarídicos pré-existentes para elevar a atividade bactericida contra o 

meningococo B (MACDONALD et al., 1998).  

 

1.6 Vacinas meningocócicas 

 

Nos anos 60 foram desenvolvidas vacinas polissacarídicas baseadas nas 

cápsulas dos grupos A e C (GOTSCHLICH et al., 1969). Hoje já podemos contar com 

uma vacina quadrivalente que confere proteção contra os tipos A, C, W135 e Y 

(LEPOW et al., 1999). Embora disponíveis para a população, as vacinas polisacarídicas 

tem sido substituídas por vacinas conjugadas de proteínas e polissacarídeos, já que, 

polissacarídeos por si só promovem resposta imunológica fraca em bebês e crianças. A 

segunda razão para a substituição por vacinas conjugadas é de que os anticorpos 

presentes no soro de crianças entre 0 a 24 meses geralmente possuem curta duração, 

e, mesmo em crianças mais velhas e adultos a resposta imunológica protetora dura 

aproximadamente 5 anos (McDONALD et al., 1998). 

Uma vacina preventiva ideal para a DM deve ser efetiva contra todos os 

sorogrupos invasivos meningocócicos, e deve promover imunidade duradoura em todas 

as faixas etárias, especialmente em bebês, crianças e adolescentes.  

 Em 1981, a vacina polissacrídica Menomune®, licenciada pela Sanofi-Pasteur 

era baseada no antígeno polissacarídeo capsular conjugado com a proteína da toxina 

diftérica e é efetiva contra os sorogrupos A, C, Y e W-135 (GIRARD et al., 2006). 

Devido à baixa eficácia após repetidas doses, novas vacinas conjugadas foram 

introduzidas e desenvolvidas. Em 2000, foram desenvolvidas vacinas trivalentes (A, C, 

W-135) e tetravalentes (A, C, Y e W-135) patenteadas pela Sanofi-Pasteur, e mais 

recentemente, pela Novartis (WHO - OMS). A introdução de novas vacinas conjugadas 

e a adição destas no calendário vacinal infantil resultou em uma diminuição de 90% do 

número de mortes e casos clínicos no Reino Unido (MILLER; SALISBURY; RAMSAY, 

2001).  

No século 21, vacinas multivalentes conjugadas tem sido desenvolvidas, 

incluindo, em 2005, a vacina Menactra®, também pela Sanofi-Pasteur  (Pasteur Inc. 
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Swiftwater PA 18370 USA  , contra os sorogrupos A, C, Y e W-135. Em 2010, uma 

vacina similar, Menveo®, foi patenteada pela Novartis. Essas duas vacinas foram 

aprovadas para uso nos Estados Unidos, porém, Menomune® é a única recomendada 

para uso em indivíduos com mais de 55 anos (GIRARD et al., 2006).   

O polissacarídeo do sorogrupo B de N. meningitidis não está incluso em 

nenhuma vacina meningocócica conjugada, devido à homologia estrutural entre os 

polissacarídeos da cápsula deste sorogrupo e as moléculas de adesão celular dos 

neurônios (NCAM, do inglês Neural Cell Adhesion Molecule). Dentre os esforços para 

desenvolver uma vacina específica para o sorogrupo B está a utilização de vesículas de 

membrana externa (OMVs, do inglês Outer Membrane Vesicles) ou OMPs conservadas 

e comprovadamente antigênicas provindas do meningococo deste sorogrupo (HOLST, 

2009). Além da cápsula polissacarídica deste sorogrupo ser pouco imunogênica e 

conferir autoimunidade, há um outro fator que pode dificultar a busca por uma vacina, 

como a ocorrência de novos sorogrupos de cepas B e da diversidade clonal complexa, 

desafiando a formulação de uma vacina que abrangesse proteção a todos os sorotipos. 

Embora existam muitos estudos para uma vacina contra o meningococo B, ainda não 

há uma vacina efetiva. Países como Brasil, Cuba, Canadá, USA, Holanda, Noruega e 

nova Zelândia, que tiveram epidemias durante as duas últimas décadas, têm investido 

bastante em pesquisas na busca de uma vacina para a DM causadas por este 

sorogrupo no Brasil  (DE GASPARI, 1998). 

Na tabela 1, segue, em ordem crescente de datas, um breve histórico das 

vacinas desenvolvidas para meningococos e as que ainda estão em andamento. 
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Tabela 1 - Histórico de vacinas meningocócicas ao longo dos anos 

 Antes de 1900 Bactéria inativada 

1970 Vacinas polissacarídicas 

1992 Primeira vacina conjugada para 

meningococo A e C 

1999 Vacina conjugada para meningococo C 

licenciada no Reino Unido  

2003  Vacina quadrivalente conjugada contra os 

sorogrupos A, C, Y e W135 licenciada no 

Reino Unido para menores de 11 anos 

2010 Vacina conjugada para meningococo A 

licenciada para uso na África 

2012/2013  Vacina conjugada para meningococo A, C, 

Y e W135 aprovada para o uso em 

crianças menores de dois anos  

2012/2013 À espera de aprovação para vacina 

proteica para meningococo B 

 

Fonte: Black et al.(2012). 

 

 

1.7 Vacinas meningocócicas para o sorogrupo B testadas/em desenvolvimento 

 

  As pesquisas direcionadas ao desenvolvimento de vacinas contra o sorogrupo B  

têm focado em antígenos baseados em estruturas de membrana diferente dos 

polissacarídeos. Em 1997, a Noruega desenvolveu um candidato vacinal em uma 
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preparação antigênica hexavalente para PorA de OMVS. A administração desta levou a 

uma forte resposta de linfócitos B e induziu a formação de anticorpos bactericidas no 

soro (VAN DER VOORT et al., 1997).  Este foi um dos estudos precursores que, mais 

tarde, levou ao desenvolvimento de vacinas baseadas em PorA no ano de 2000 . 

 A vacina baseada em PorA  foi usada simultaneamente em Cuba, Noruega e nos 

Países Baixos. Foi usada com sucesso nesses países, com a finalidade de afastar as 

epidemias causadas pelo sorogrupo B. Em 2006 o Instituto de Saúde Pública da 

Noruega reviu a eficácia da vacina de Por A, sugerindo que 65% dos adolescentes que 

receberam a vacina produziram títulos de anticorpos bactericidas após 3 doses, as 

quais foram administradas no intervalo de seis semanas cada. Após o 

acompanhamento de 10 semanas, esta proporção diminuiu para 28%, embora uma 

quarta dose tivesse sido administrada após 1 ano, aumentando os títulos de anticorpos 

a um nível considerado protetor em mais de 90% dos indivíduos. Porém, ainda não está 

claro por quanto tempo esta imunidade protetora pode durar (FEIRING et al., 2006). 

 MeNZB™ é uma vacina de OMVS desenvolvida pela Nova Zelândia a partir da 

cepa P1.7b,4 e contém porinas A e B, LOS. No estudo da fase II de lactentes 

saudáveis, 74% dos vacinados exibiram boa resposta de anticorpos no soro após 3 

doses e os efeitos adversos não foram observados (JACKSON et al., 2009). Ensaios 

clínicos adicionais sugeriram que quatro doses promoveram a produção de anticorpos 

bactericidas na maioria dos adolescentes e crianças testadas (O’HALLAHAN; LENNON; 

OSTER, 2004). Desde o ano de 2004, esta vacina tem sido administrada em toda Nova 

Zelândia (MCNICHOLAS et al., 2007). 

 Em Cuba, foi desenvolvida VA-MENGO-BC®, contra os sorogrupos B e C. A 

vacina conjugada é baseada em OMVS do sorogrupo B da cepa B:4:P1.19, 15:L3, 7,9 e 

do polissacarídeo capsular purificado do sorogrupo C, da cepa C11. A administração 

desta vacina em 15 países foi responsável pela diminuição da incidência da doença 

(PADRON et al., 2007). 
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 Várias vias de administração de vacinas têm sido estudadas, assim como outras 

vacinas baseadas em outras proteínas de membrana do meningococo como antígeno, 

para melhorar a resposta imune (OLIVER et al., 2002). 

 

Tabela 2 - Vacinas desenvolvidas contra o soro grupo B de N. meningitidis.  

 

Fonte: Panatto et al.(2011). 
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Tabela 2 – Continuação: vacinas desenvolvidas contra o sorogrupo B de N.meningitidis 

 

Fonte: Panatto et al. (2011). 

 

1.7.1 Vacinologia reversa no desenvolvimento de vacinas meningocócicas contra o 

sorogrupo B 

 

 A maioria das vacinas licenciadas para a proteção contra as doenças causadas 

pelo sorogrupo B empregam as vesículas de membrana externa. Embora essas vacinas 

sejam capazes de gerar anticorpos protetores nos soros dos vacinados, a principal 

limitação de seu uso está na especificidade das cepas das quais são constituídas. 

Sabe-se que a base para a imunogenicidade dessas preparações antigênicas está 

focada na PorA, uma proteína de membrana externa da qual possui duas regiões 

variáveis no DNA, responsáveis pela grande variabilidade nas cepas do sorogrupo B 

(HOLST et al., 2009). No entanto, avanços tecnológicos para a busca de novos 

antígenos vacinais contam com a vacinologia reversa, que se baseia em estudos 

genômicos in silico (RAPUOLI, 2001). 
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 Um dos estudos mais promissores para a vacina do sorogrupo B por vacinologia 

reversa começou na Itália, a partir da cepa MC58. Foram identificandas 58 novas 

proteínas do meningococo B, que foram chamadas de antígenos derivados do genoma 

do meningococo (GNAs, do inglês – Genome-derived Neisserial Antigens) (GRIFANTINI 

et al., 2002). Destas novas proteínas identificadas, as mais promissoras são  fHbp 

(GNA 1870), NHBA (GNA 2132) e NadA (GNA 1994). Se for comprovado que estas 

proteínas possam ser conservadas em todos os sorogrupos das cepas prevalentes, 

talvez exista uma chance de que uma vacina única possa conferir proteção contra os 

cinco grupos que causam DM no mundo (CAESAR; MYERS; FAN, 2013). 

 A vacinologia reversa também foi usada no desenvolvimento de uma vacina 

4MenB, cujo nome, é baseado em sua composição que contém 4 componentes contra 

o meningococo B. Sua formulação abrange cinco componentes identificados 

genomicamente: GNA 2132 (NHBA), GNA 1030, GNA 1870 (FHbp), GNA 2091 e GNA 

1994 (NadA) (MASIGNANI et al., 2003. Desde o desenvolvimento de vacinas da 

primeira geração com base em vesículas de membrana externa (OMVs), que foram 

capazes de conter epidemias de estirpe específica, mas não foram adequados para uso 

universal, enormes avanços na prevenção de Neisseria meningitidis B foram feitos. A 

primeira vacina multicomponente, Bexsero ®, recentemente foi autorizada para uso; 

outras vacinas, rLP2086 bivalente e vacinas OMVS de última geração, estão em 

desenvolvimento. As novas vacinas podem contribuir substancialmente para reduzir 

infecções bacterianas invasivas, como eles poderiam cobrir a maioria das cepas de 

Neisseria meningitidis B. Além disso, outros candidatos de vacina potencialmente eficaz 

sorogrupo B estão sendo estudados em configurações pré-clínicos. É, portanto, 

adequado rever estudos recentes utilizados na prevenção da doença causada pelo 

sorogrupo B (GASPARINI et al.,  2014). 
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1.8 Vacinas baseadas em vesículas de membrana externa (OMVs) de Neisseria                

meningitidis B 

 

Zollinger e colalaboradores, em 1972, verificaram que, em cultura, os 

meningococos apresentam alto grau de autólise e vesiculação da membrana celular, 

produzindo vesículas, denominadas hoje de OMVs (figura 5). Tais vesículas consistem 

em uma membrana externa conservada com conformação organizacional estável, 

incluindo suas características físico-químicas (HOLST et al., 2009). É bem provável que 

estas estruturas sejam formadas durante o processo infeccioso e liberadas para o meio 

circulante (SOUZA ; SEGURO, 2008). 

 

Figura 5 – Microscopia eletrônica de vesículas de membrana externa (OMVs) de 
meningococo. 

 

As setas indicam formações de vesícula de membrana externa, também conhecidas como “blebs”. Fonte: 

Souza; Seguro (2008); Holst et al. (2009) 

As primeiras tentativas para preparar uma vacina contra o sorogrupo B 

consistiam no uso destas vesículas (OMVs), que contém muitos antígenos 

imunogênicos, incluindo os lipooligossacarídeos e PorA. No entanto, o 

lipooligossacarídeo é uma endotoxina que pode ser perigosa para o hospedeiro, e 

usualmente, pode ser eliminada com o tratamento de detergentes. A Por A é um dos 

principais antígenos meningocócicos já que a administração de vacinas baseadas em 

vesículas de membrana externa provoca uma forte resposta imune contra esta porina. 
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Porém, também se trata de uma proteína altamente variável em cepas deste sorogrupo, 

sendo assim, uma vacina baseada em OMVs é apenas efetiva durante o curso de uma 

epidemia devido a uma única cepa, e que, portanto, expresse a mesma variante de 

PorA (TONDELLA et al., 2000).  Por exemplo, na Nova Zelândia, uma epidemia foi 

controlada com sucesso após o advento de uma vacina baseada em OMVS, que foi 

feita especialmente para a cepa prevalente. Entretanto, no Brasil, uma vacina 

experimental que tinha sido preparada especificamente com base nas características 

das cepas localmente circulantes provaram ter significativamente menos eficácia 

(MORAES et al., 1992). 

Algumas vacinas foram desenvolvidas baseadas em múltiplas OMVs, a fim de 

conseguir englobar maior número de Por A diferentes para abranger uma resposta 

cruzada e maior número de cepas. Os primeiros estudos que consistiam em OMVs de 

duas cepas distintas, das quais se contava com três proteínas para PorA diferentes, 

mostrou que embora a vacina fosse segura e bem tolerada, em termos de 

imunogenicidade ela era relativamente pobre. Quando administrada em lactentes, para 

ocorrer a produção de anticorpos PorA específicos foram necessárias quatro doses da 

vacina. Isso levou a mais outros estudos, com três OMVs, contendo nove proteínas 

para PorA, que foram imunogênicas quando testadas em camundongos, sendo 

atualmente avaliada em ensaios clínicos em humanos (PRINCIPI & ESPOSITO ,2011). 

Para aumentar a imunogenicidade destas vacinas, OMVs nativas (NOMVs), isto 

é, não tratadas com detergente, foram preparadas a partir de cepas meningocócicas 

com baixos níveis de endotoxina ou com endotoxinas modificadas geneticamente. 

Vacinas que continham NOMVs não se mostraram imunogênicas em camundongos. Os 

estudos com vacinas baseadas em OMVs de N. meningitidis sugerem que uma vacina 

com múltiplos antígenos provavelmente possa abranger uma grande parte de cepas 

meningocócicas, assegurando assim, melhor resposta imune e consequentemente 

melhor proteção contra a DM. No entanto, a otimização de vacinas baseadas em OMVs 

requerem ainda mais informação sobre a importância do número de antígenos que 

deve conter, da possível interferência de outras porinas e outros antígenos, assim como 
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o papel de outros componentes imunogenicamente ativos das vesículas (PRINCIPI; 

ESPOSITO, 2011). 

 

1.9 Avidez dos anticorpos produzidos na imunização 

 

Durante a reação imune, o primeiro anticorpo a ser produzido nas respostas 

celulares primárias são os da classe IgM, que possuem ainda baixa afinidade pelo 

antígeno. Com a progressão da resposta imune e a maturação dos linfócitos B, 

aumenta a afinidade das imunoglobulinas pelo antígeno, ocorrendo uma mudança de 

classe de IgM para IgG, fenômeno que exige a seleção de clones celulares de alta 

afinidade com maior capacidade de reconhecimento de agentes externos (GRANOFF et 

al., 1998). Em alguns casos, a quantidade de anticorpos bactericidas presentes no soro 

se torna limitada, como ocorre nos casos de crianças menores de dois anos que 

recebem vacinas polissacarídicas. GRANOFF et al. (1998), desenvolveram um ensaio 

de ELISA  do qual utiliza um agente caotrópico, como o tiocianato de potássio (KSCN), 

e assim conseguiram medir as concentrações de anticorpos anti-capsulares para o 

meningococo C. Os resultados da capacidade de ligação dos anticorpos produzidos por 

indivíduos imunizados, medida no ensaio de avidez, apresentou correlação linear com a 

atividade bactericida nos soros. Para o ensaio de avidez, diferentes substâncias 

caotrópicas podem ser utilizadas, e são capazes de causar alterações na força iônica 

das ligações antígeno-anticorpo, determinando a eluição de ligações fracas, ou seja, as 

de baixa avidez, enquanto que moléculas de alta ligação não são eluídas (GRANOFF et 

al., 1998). 

 O ensaio de avidez é muito útil para diferenciar as respostas imunes primárias e 

secundárias. Têm sido utilizados para o diagnóstico de infecções virais, para discriminar 

infecções primárias e reinfecções ou reativações e para determinar a eficácias ou falhas 

vacinais. 
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1.10 Adjuvantes 

 

 Adjuvantes são moléculas, compostos ou complexos macromoleculares que 

potencializam a resposta imune frente a diferentes antígenos (JENNER, 2010). Um bom 

adjuvante não deve promover alta toxicidade, e ao mesmo tempo, deve aumentar, 

sustentar e direcionar a imunogenicidade dos antígenos, modulando a resposta imune 

de forma apropriada. Também deve se levar em conta, que reduzir a quantidade de 

antígeno ou o número de imunizações requeridas para uma boa resposta imunológica, 

conferir imunidade para todas as faixas etárias e em imunodeprimidos é indispensável 

para caracterizar uma molécula como bom adjuvante (KENNEY; EDELMAN, 2003). 

 Os adjuvantes podem ser classificados de acordo com sua origem, propriedades 

bioquímicas ou mecanismos de ação. Um dos critérios para se escolher o adjuvante 

ideal é saber se possui formulação apropriada para se obter o máximo de seu efeito em 

uma composição vacinal, se tem boa estabilidade, a natureza do antígeno a ser usado 

(se é solúvel ou particulado), o tipo de resposta imune desejada (Th1 ou Th2), a rota de 

apresentação deste antígeno, os efeitos colaterais e a estabilidade deste na vacina. 

Deve ser seguro, estável após a sua administração no organismo, rapidamente 

biodegradável , de baixo custo e fácil execução, capaz de promover resposta antígeno-

específica (LAMBRECHT, 2009). 

 Classicamente são conhecidos alguns tipos de adjuvantes: emulsões saponinas, 

sais de alumínio ou cálcio, polímeros surfactantes não-iônicos, derivados de 

lipopolissacarídeos (LPS), micobactérias entre outros (OGRA et al., 1996). 

 

1.11 Hidróxido de alumínio como adjuvante 

 

 Formulações que levam hidróxido de alumínio em sua composição possuem 

muitos registros que comprovam sua segurança como adjuvante (REED et al., 2009). É 

usado como adjuvante vacinal há mais de 80 anos (BREWER, 2006). Capaz de reter os 

antígenos nas áreas em que foram inoculados, possuem liberação lenta, e podem ser 

fagocitados pelas células apresentadoras de antígeno. Consequentemente à sua 



46 

 

 

atuação como adjuvante, o hidróxido de alumínio promove resposta imune humoral 

promovida por célula Th2 e formação de anticorpos pelos linfócitos B (BREWER et al., 

1999). Mais recentemente, foi sugerido que os antígenos absorvidos pelos sais de 

alumínio são apresentados de forma multivalente, fazendo com que sejam mais 

eficientemente internalizados pelas APCs (MOREFIELD et al., 2005). Também foi visto 

que os componentes do complexo “inflamassoma” aumentam cictocinas pro-

inflamatórias como IL-β e IL-18 (LAMBRECHTet al , 2009).  

 Por outro lado, o hidróxido de alumínio pode levar à formação de granulomas 

nos locais onde foram injetados, sendo esta uma das razões pelas quais as vacinas 

que levam este composto requererem frequentemente outras doses para não prejudicar 

o tecido inoculado (NICHOLLS; MADERA; HANCOCK, 2010). 

 

1.12 Emulsões  

 

Anteriormente, os adjuvantes água – em – óleo eram muito reatogênicos para 

serem usados em humanos e seu uso foi descontinuado. Com pesquisas mais recentes  

feitas nos materiais de base desta formulação, novas versões de emulsões água – em 

– óleo, das quais são mais aceitáveis para o uso em vacinas, surgiram. Uma das que 

passam pela fase de estudos clínicos são emulsões de Montanide (AUCOUTURIER et 

al., 2002), uma família de adjuvantes usada principalmente em vacinas para câncer 

(BARVE et al., 2008). 

Em adição, emulsões óleo-em-água também foram desenvolvidos, mas o 

mecanismo de ação deste tipo de adjuvante ainda não está completamente esclarecido.  

Acredita-se que envolva a resposta imune inata, recrutamento e ativação de APCs, 

melhora a persistência do antígeno nos locais de injeção e a apresentação deste para 

as células imunes competentes, e pode restimulação de muitas vias diferentes de 

citocinas (GARCON; CHOMEZ; VAN MECHELEN, 2007). Um dos exemplos de 

emulsões óleo-em-água é o MF59, que foi licenciado para uso como adjuvante na 

vacina da influenza Fluad™, da qual mostrou estimular resposta imune humoral pela da 

via Th2, e também conseguiu uma boa resposta imune em idosos (PODDA, 2001). 
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Comparado com as emulsões água-em-óleo, as óleo-em-água tem melhorado os perfis 

de reatogenicidade. 

 

1.13 Lipossomas como adjuvantes  

 

 A proteção limitada fornecida pela maioria das estratégias de vacinação 

direcionou as pesquisas focadas no desenvolvimento de adjuvantes efetivos e sistemas 

de liberação controlada (CUNHA, 2008). Os lipossomas são estruturas vesiculares que 

possuem tamanho entre 0,05 e 50 nm (nanômetros), formadas basicamente de 

fosfolipídios organizados em bicamadas (BANGHAM et al., 1964). Eles são formados 

espontaneamente , quando lipídios anfifílicos são dispersos em água. Assim se explica 

que os componentes formadores dos lipossomas se agregam formando bicamadas, 

que se fecham sobre si mesmas, onde as estruturas esféricas englobam parte da 

solução de fármaco em seu interior (PRISTA et al., 1981). 

 Como vantagens, os lipossomas funcionam como ótimos vetores quando 

presentes em preparações vacinais, dentre elas, destacamos a redução da dose 

necessária para a imunização, levando um menor evento de hipersensibilidade 

(UCHIDA, 2003). A maior proposta de utilização dos lipossomas está na liberação lenta 

de antígenos encapsulados (MAZUMDAR et al., 2004). Outras vantagens em relação 

aos adjuvantes tradicionais são: não formam granulomas no sítio de injeção, não 

produzem reações de hipersensibilidade, não estimulam a produção de anticorpos 

contra o componente fosfolipídico, não possuem efeitos colaterais na apliacação de 

mais doses, baixa toxicidade, biodegradáveis, podem ser produzidos de forma sintética, 

podem ser usados em composições que possuem antígenos bacterianos, virais, 

protozoários e tumorais. A imunização produzida gera anticorpos IgM e IgG (FRÉZARD, 

1999). 

 

1.14 Virossomas  

 

 Os virossomas são constituídos de envelopes virais vazios de influenza vírus, e 

seu modo de ação é similar ao do lipossoma, porém, com a vantagem de que possui 
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glicoproteínas do envelope viral, das quais se espera q auxilie na captação celular e na 

fusão da membrana para a apresentação do antígeno às células alvo (MOSER et al., 

2011).  Vacinas que utilizam virossomas como adjuvante incluem as licenciadas para 

hepatite A; Epaxal™, e para influenza, Inflexal™ e Invivac™ (BOVIER, 2008). 

 

1.15 Novos adjuvantes  

 

Toll – like receptor agonists 

Os TLRs são um exemplo de receptores que reconhecem padrões moleculares 

associados aos patógenos, encontrados nas células do sistema imune inato. Sua 

descoberta e o reconhecimento da ligação entre a resposta imune inata e adaptativa 

possibilitou o subsequente desenvolvimento de uma série de novos adjuvantes e 

imunopotencializadores. Os imunopotencializadores exercem suas funções estimulando 

diretamente macrófagos, monócitos e DCs. Um exemplo é o MPL (monofosforil lipídio 

A), que consiste em um tipo de LPS detoxificado de Salmonella minesota. Este 

adjuvante se liga ao TRL-4, atuando nas células do sistema imune inato de acordo com 

o mesmo mecanismo natural de ação do LPS. Assim, estimula a expressão de 

moléculas co-estimuladoras e a produção de citocinas, melhorando qualitativa e 

quantitativamente as respostas imunes humoral e celular, dependendo do antígeno a 

ser usado (SKEIKY et al., 2004).  

Outro exemplo de TLRs são as sequências imunoestimulatórias de DNA 

microbiano, conhecidas por ISS (HIGGINS et al., 2007). Quando reconhecidas pelos 

TLRs das células do organismo, pode levar a uma amplificação da resposta imune 

adaptativa seguida da resposta imune inata. Em caráter preliminar, foi sugerido que 

vacinas que utilizam os ISS como adjuvantes melhora a resposta imune humoral e 

celular aos antígenos presentes nas vacinas (HIGGINS et al., 2007). 
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Saponinas 

As saponinas derivam de plantas. Quil A por exemplo, é uma saponina natural 

extraída de uma árvore existente na América do Sul Quillaja saponaria (GARCON; 

HEPPNER; COHEN 2003). Seus primeiros usos foram em vacinas veterinárias, no 

entanto seu uso em humanos não foi seguido devido a sua alta reatogenicidade. Uma 

fração purificada de Quil A, chamada de QS21, demonstrou habilidades adjuvantes 

potentes, melhorando a apresentação do antígeno às APCs e induzindo o aumento na 

proliferação de CTLs, evidenciando a secreção de citocinas para respostas Th1 e Th2 

em modelos animais (NEWMAN et al., 1997). 

Complexos Imuno-estimulatórios (ICOMs) 

Os ICOMs são complexos formados por lipídios, colesterol, antígeno e Quil A. 

Funcionam através de interações hidrofóbicas que prendem o antígeno proteico e os 

levam às APCs por endocitose. Pesquisas sugerem que este tipo de adjuvante 

promove altos títulos de anticorpos assim como respostas T citotóxicas e auxiliares em 

modelos animais (SKENE; SUTTON, 2006). Outro exemplo é o ISOCOMATRIX, que 

essencialmente possui a mesma estrutura dos ICOMs, porém sem a capacidade de 

incorporar o antígeno, assim, as vacinas são formuladas com a adição dos antígenos, e 

podem ser usados a uma grande variedade de destes, desde que suas membranas 

proteicas hidrofóbicas limitadas não sejam limitadas (PEARSE; DRANE, 2005). Podem 

levar à apresentação de antígeno pelo MHC de classe 1 e de classe 2 (PEARSE; 

DRANE, 2005).  

A atual aplicação dos ICOMs incluem o desenvolvimento por uma vacina para a 

influenza, e o ISOCOMATRIX está sob avaliação em candidatos vacinais para a 

hepatite C (DRANE et al., 2009). 

Sistemas Adjuvantes 

 

A necessidade do desenvolvimento de vacinas com a habilidade de gerar uma 

resposta imune efetiva adaptada ao patógeno e a população alvo, promoveu pesquisas 

que possibilitaram a combinação de antígenos com mais de um adjuvante, os 
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chamados Sistemas Adjuvantes. Esta abordagem introduz o conceito de que a 

interação com a resposta imune inata e o subsequente efeito na resposta imune 

adaptativa pode ser ainda mais modulado quando usamos uma combinação de mais de 

um adjuvante. O mecanismo envolve o princípio de que a ativação de APCs pode 

ocorrer em vários níveis, deste modo, orienta melhor o percurso da resposta adaptativa 

e induz resposta imune mais robusta. MPL e QS21, em combinação com adjuvantes 

clássicos (sais de alumínio, emulsões óleo – em – água, lipossomos) são as chaves dos 

sistemas adjuvantes ASO4, ASO2, ASO1 e AS15, desenvolvidos principalmente pela 

indústria farmacêutica GSK. Cada um foi desenvolvido para estimular de formas 

diferentes a resposta imune, de acordo com a natureza do antígeno e a especificidade 

da resposta (LEROUX-ROELS, 2010). 

 

1.16 Brometo de dioctadecildimetilamonium (DDA) 

 

Muitos anos atrás, GALL (1966), já havia demonstrado que o cloreto de 

dimetilamônio era formado por várias aminas quaternárias e que possuía efeito 

adjuvante promovendo tanto resposta imune humoral quanto celular. Entre muitas 

aminas quaternárias das quais já havia sido demonstrado seu efeito adjuvante, o 

cloreto de dimetilamônio DDA pareceu ser o mais promissor. Desde então, muitas 

investigações se prosseguiram e confirmaram esta informação. DDA pertence a um 

grupo de aminas quaternárias lipofílicas, carregado positivamente. Possuem afinidade 

por cargas negativas e por substratos proteicos (RECK, 1983). Disperso em água, o 

DDA pode formar compostos multivalentes carregados negativamente, sendo um 

colóide. 

 DDA pode estimular respostas imunes humorais e celulares contra antígenos de 

naturezas distintas e de complexidades diferentes. A complexação de antígenos ao 

DDA, têm demonstrado aumentar a resposta imunológica contra microorganismos 

íntegros, vírus, proteínas, haptenos quimicamente definidos conjugados a proteínas, 

conjugados de proteínas e peptídios, antígenos sintéticos, etc (RIJKE et al., 1988).  
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Vacinas contendo DDA podem ser preparadas pela simples mistura de um 

antígeno solúvel com uma solução nova de DDA, e a dose efetora deste adjuvante 

pode variar de acordo com o peso e tamanho do animal, estimulando preferencialmente 

a produção dos isótipos IgG2a e IgG2b (KATZ et al., 1991). Alguns estudos foram 

realizados em humanos com toxóide tetânico e linfoblastos autólogos usados como 

antígeno, demostrando que DDA aumentou ainda mais o título de anticorpos no soro. 

(VERONESI et al., 1970).   

O número de adjuvantes capaz de induzir reações de hipersensibilidade tardia 

(HTT) é limitado. DDA é efetivo ao induzir HTT em muitos animais pesquisados em 

laboratório, como visto em resposta a vários antígenos incluindo Brucella abortus 

(DZATA et al., 1991a, b), albumina de soro bovino (GORDON; PRAGUER, 1980), vírus 

da floresta de Semliki (KRAAJEVELD et al., 1984), toxóide tetânico (GALL, 1966), 

Listeria monocytogenes (WILLERS et al., 1982), arsonato de fosfatidiletanolamina 

conjugado ( HILGERS et al., 1986), arsonato de avoalbumina (VAN HOUTE, 1981).  

Quanto à ação do DDA combinado a outros adjuvantes ou imunomoduladores, 

encontramos, na literatura, vantagens e desvantagens. Por exemplo, DDA foi capaz de 

estimular a produção de anticorpos contra toxóide tetânico absorvido ao hidróxido de 

alumínio (VERONESI et al., 1970). Selênio administrado em água para beber teve um 

efeito adicional na atividade protetora na imunização com antígeno inativo de 

Plasmodium berghei adicionado com DDA (DESOWITZ; BARWELL, 1980). Sulfato de 

dextran combinado com DDA interagiu de forma sinérgica estimulando a produção de 

anticorpos contra hemácias de carneiro (SRBC, do inglês Sheep red blood cells) em 

camundongos. Em contraste, o sulfato de dextran diminuiu o poder adjuvante do DDA 

para reação de hipersensibilidade tardia contra antígenos sintéticos (HILGERS et al., 

1986).  

 O DDA provêm da lecitina da gema do ovo, e, em dispersões aquosas, pode 

resultar em bicamadas fechadas como vesículas ou lipossomos. Alternativamente, a 

sonicação do lipídio sintético catiônico DDA, com macrossonda em temperatura acima 

de 60°C, em solução de baixa força iônica pode resultar em vesículas “interrompidas” 
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que se resumem em fragmentos de bicamada de DDA (DDA-BF), ou ainda, agregados 

sob a forma de discos fechados (figura 6) (CARMONA RIBEIRO, 2006). Os fragmentos 

de bicamada assim produzidos são estáveis em solução aquosa de baixa concentração 

salina (até 1 mM de NaCl) graças à repulsão eletrostática que impede a eventual 

coalescência que ocorreria por efeito hidrofóbico (CARMONA-RIBEIRO, 2001). Os 

fragmentos de bicamada diferem-se das vesículas fechadas por possuírem bordas 

hidrofóbicas, e, sob condições de baixa força iônica, devido à repulsão eletrostática, a 

carga do BF permanece coloidalmente estáveis em dispersões aquosas (CARMONA-

RIBEIRO, 1992). Como imunoadjuvante, a principal vantagem de usar fragmentos de 

bicamada, é a baixa concentração de lípide necessária para atingir o efeito desejado, 

rápida formulação e baixo custo. 

 

Figura 6 – Esquema da formação dos fragmentos de bicamada (BF) de DDA, e os 
complexos DDA-BF/antígeno.  

              

As dispersões de fragmentos de DDA em NaCl 1 mM foram obtidos por sonicação, de vesículas 
fechadas, como previamente descrito. Fonte: Vieira; Carmona-Ribeiro (2001). 

 

 No que se diz respeito à ativação de macrófagos e células dendríticas, as 

micropartículas catiônicas, tais como o DDA-BF, são bem efetivas, desde que existam 

meios que promovam atração eletrostática para ligar e internalizar antígenos dentro 

desta molécula adjuvante, que serão posteriormente apresentados às células do 

sistema imune. Por isso, partículas de polímeros catiônicos, como o DDA, carregadas 

de antígeno, e com carga final positiva, melhoram significativamente a resposta imune, 
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tanto na produção de anticorpos quanto na proliferação de células T citotóxicas, não 

sendo necessário para isso, uma grande concentração de antígeno (SINGH, 2000).  

Fragmentos de bicamada lipídica são eletricamente positivos e interagem com 

proteínas por efeito hidrofóbico e repulsão eletrostática, em baixa força iônica 

(LINCOPAN, 2009). 

 

Uma das maiores vantagens de adjuvantes catiônicos baseia-se na habilidade 

que este possui ao adsorver antígenos de cargas opostas, como é o caso das OMVs. A 

complexação entre DDA-BF e as proteínas usadas como antígeno se deve à atração 

eletrostática e ao efeito hidrofóbico, já que antígenos protéicos devem exibir em altas 

proporções domínios em alfa-hélice hidrofóbicos, como as estruturas secundárias das 

quais se converterão para interagir com as bordas também hidrofóbicas do DDA. A 

carga final deste composto dependerá da natureza protéica e da concentração final 

usada de DDA (LINCOPAN, 2009). 

Possivelmente devido a sua estabilidade química e baixo custo quando 

comparado com outros lipídios sintéticos e naturais, o uso do DDA como 

imunoadjuvante tenha se iniciado há 40 anos (GALL, 1966). Isso foi bem antes de ser 

descrita a formação das bicamadas que ocorrem em solução aquosa, o que, 

recentemente está sendo investigado com o objetivo destas moléculas participarem 

como subunidade vacinal (KORSHOLM, 2007).  

A vantagem dos fragmentos de bicamada é o seu tamanho, pois o complexo 

DDA-BF/antígeno deve ter seu tamanho reduzido e estabilizar em alguns décimos de 

nanômetros, pois as APCs internalizam mais facilmente partículas até 500 nm, gerando 

uma resposta humoral e imunidade mediada por células T (LINCOPAN, 2009). Além 

disso, na preparação da formulação vacinal, busca-se a obtenção de partículas com 

carga final positiva. Este lípide catiônico é, então, capaz de entregar o antígeno para as 

células por contato imediato com a superfície destas, via interação eletrostática, 

seguida por internalização, sendo assim um excelente imunoadjuvante (LINCOPAN, 

2009).  
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 DDA-BF exibe boa estabilidade coloidal quando complexada com antígenos, 

com completa ausência de toxicidade em camundongos e uma indução notável de 

resposta imune do tipo Th1 observado em doses reduzidas do lipídio (CARMONA-

RIBEIRO, 2010).  

DDA-BF já foi estudado com diferentes antígenos como: soro contendo albumina 

bovina, antígeno purificado 18 kDa/14kDa de Taenia crassiceps e a proteína 

recombinante 18 kDa-hsp de Mycobacterium leprae, para comprovar sua atividade 

imunoadjuvante in vivo em comparação a outros adjuvantes (LINCOPAN, 2009). 

DDA também foi investigado em formulações farmacêuticas, como no caso da 

anfotericina B (AMB), utilizada em tratamentos para infecções fúngicas e para 

parasitoses intracelulares como as causadas para Leishmania. O efeito tóxico causado 

pela droga levou a estudos onde a AMB foi complexada ao DDA, e testada em 

camundongos, demonstrando excelente atividade in vivo e baixa neurotoxicidade 

nestes animais (LINCOPAN, 2007).   

Sabe –se que  Nesseria lactamica é uma espécie comensal não patogênica que 

coloniza mais frequentemente crianças do que adultos, sendo estimado que 59% das 

crianças a possuem na nasofaringe durante os quatro primeiros anos de vida. A 

explicação para isso é que este tipo de Neisseria tem a habilidade de usar a lactose, e 

crianças nesta faixa etária tendem a ingerir maiores quantidades de leite, contribuindo 

para o aumento da população desta cepa. Provavelmente crianças pequenas que 

portam bactérias comensais como N. lactamica na nasofaringe, podem adquirir 

imunidade à N. meningitidis através de repetidas exposições aos antígenos de 

reatividade cruzada presentes entre estas bactérias (MORLEY; POLLARD, 2002). 

Deste modo, portadores de N. lactamica podem estar mais protegidos contra a DM 

(POLLARD; FRASCH, 2001). 

Assim, recentemente em nosso laboratório, o DDA-BF foi testado junto à OMVs 

de Neisseria lactamica, com a finalidade de se identificar uma preparação imunogênica 

contra N. meningitidis B, baseada nos antígenos de reatividade cruzada, demonstrando 

resultados promissores (GASPAR et al., 2013).  

Trata-se de uma das vias para se obter uma vacina para o meningococo B, já 

que N. lactamica não possui cápsula nem PorA e compartilha muitos antígenos 
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cruzados com o meningococo. Uma substancial proporção de anticorpos no soro de 

pacientes com DM pode ser adsorvido pela proteína de membrana externa de N. 

lactamica. O uso de vacinas baseadas em OMVs de N. lactamica pode oferecer uma 

potencial proteção contra a D.M.  

 Para testar a eficácia da preparação antigênica do estudo realizado em nosso 

laboratório com N. lactamica, testes de imunogenicidade foram realizados em 

camundongos, sendo que apenas uma dose da preparação antigênica foi suficiente 

para a ocorrência de HTT, enquanto que ao mesmo só ocorreu após duas doses da 

preparação antigênica que utilizava o hidróxido de alumínio como adjuvante. O 

complexo DDA-BF e OMVs de N. lactamica promoveu a produção de anticorpos IgG 

com avidez intermediária em apenas uma dose, sugerindo que esta preparação 

antigênica possui um grande potencial para ser usada como vacina no futuro contra o 

meningococo B (GASPAR et al., 2013). No nosso estudo, complexamos DDA-BF à 

OMVs de N.meningitidis B para estudar o efeito imunoadjuvante desta preparação. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 OMVs na concentração de 2µg de proteína/animal, tanto complexadas a DDA-BF, 

quanto a H.A., foram capazes de gerar anticorpos da classe IgG nos soros de 

camundongos não isogênicos, imunizados com duas doses, por via subcutânea; 

 O H.A foi superior ao DDA-BF em relação à habilidade em auxiliar a geração de 

imunidade humoral, uma vez que, uma dose de imunização com H.A./DDA-BF foi 

suficiente para induzir a produção de IgG total, enquanto que, para alcançar este 

efeito foram necessárias duas doses de DDA-BF/OMVs. Com relação aos índices de 

avidez (IA) dos anticorpos IgG total produzidos após duas doses de imunização, 

H.A. também mostrou efeito adjuvante superior ao DDA-BF, uma vez que nos 

animais imunizados com H.A./OMVs os IA foram de intermediários a altos, enquanto 

que nos animais imunizados com DDA-BF/OMVs os Ias foram todos intermediários; 

 A preparação antigênica DDA-BF/OMVS, após duas doses de imunização, foi capaz 

de induzir a produção dos isótipos IgG2a e IgG2b, e não induziu a produção e 

anticorpos IgG1. Já o complexo H.A./OMVs, após duas doses de imunização, foi 

capaz de gerar nos a produção de todos os isótipos testados(IgG1, IgG2a eIgG2b), 

portanto, com relação à promoção de produção de isótipos de IgG, H.A. também 

mostrou-se ligeiramente superior ao DDA-BF; 

 Tanto os animais imunizados com DDA-BF/OMVs quanto os animais imunizados 

com H.A./OMVs foram capazes de desenvolver resposta imunológica celular, 

evidenciada pelo inchaço das patas provocado pela reação de HTT. Para este 

parâmetro não houve diferença entre os adjuvantes; 

 Soros de camundongos imunizados com DDA-BF/OMVs e H.A./OMVs 

reconheceram diversos antígenos imunogênicos da cepa homóloga, tanto após uma 

dose de imunização, quanto após duas doses.  Nos animais imunizados com 

H.A./OMVs houve o reconhecimento de um número maior de antígenos da cepa 

homóloga que nos animais imunizados com DDA-BF/OMVs. Ademais, ao se 

analisar a resposta individual, por Immunoblot após a segunda dose de imunização, 

o reconhecimento destes antígenos foi mais homogêneo nos animais imunizados 

com H.A./OMVs; 
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 A reatividade cruzada de soros de animais imunizados com DDA-BF/OMVs com 

antígenos de cepa de heteróloga de Neisseria meningitidis,  foi um pouco melhor 

que do soro dos animais imunizados com H.A./OMVs. A Não houve reatividade 

cruzada do soro de animais imunizados com H.A./OMVs com antígenos da espécie 

comensal N. lactamica. Porém, nos animais imunizados com DDA-BF/OMVs a 

reatividade cruzada contra antígenos desta espécie isolada de portador pôde ser 

observada, ainda que fracamente; 

 O pool de soros de camundongos imunizados com o complexo DDA-BF/OMVs foi 

capaz de reconhecer fortemente 88%, de um total de 119 de cepas isoladas de 

pacientes com DM nos anos de 2011/ 2012, enquanto que o pool de soros de 

animais imunizados com H.A./OMVs foi capaz de reconhecer de modo mais fraco, 

30% destas, sugerindo, novamente, que o DDA-BF é superior ao H.A. para auxiliar 

na geração de resposta imunológica cruzada à cepas heterólogas. 
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