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RESUMO

SANTOS, M.V. dos. Imunizacdo nasal comantigenos de membrana externa
de Neisseria meningitidis B selecionados para a maior expressao do
imunotipo de LPS 3,7,9 com anticorpos monoclonais e Bordetella
pertussis como adjuvante em camundongos neonatos. 2008. 69 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) - Instituto Butantan/IPT, Universidade
de Sao Paulo, S&o Paulo, 2008.
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O habitat natural da Neisseria meningitis € a nasofaringe humana e a
transmissao da bactéria é por contato direto ou por inalagcdo de particulas
durante a fase de transmissdo. N. meningitis € uma bactéria Gram-negativa
responsavel por uma significante mortalidade em todo o mundo. Embora
existam vacinas polissacéarides contras os sorogrupos A, C, W135 e Y , ndo héa
uma vacina adequada para criangas menores de 4 anos para 0 sorogrupo B.
Estudos estdo sendo direcionadas para pesquisa de antigenos vacinais que
sdo derivados da proteinas de membrana externa(NOMV). Entretanto vacinas
baseadas em NOMV séao consideradas pouco imunogénicas , fazendo com que
0 uso de adjuvantes seja necessario. Este estudo investiga a imunogenicidade
da NOMV de N .meningitidis administrada pela via intranasal/intramuscular em
camundongos neonatos BALC/c, usando proteina de membrana externa
(NOMC) obtido de uma cepa epidémica de N.meningitidis B:4:P1:15. As cepas
usadas para imunizacdo dos camundongos foram selecionadas por colony-blot,
usando anticorpo monoclonal anti L3,7,9 para maior expressao do LPS contra o
imunotipo L3,7,9 presente na cepa (B:4:P1:15 3,7,91). Como adjuvantes de
mucosa foram utilizados Bordetella pertussis (células integras) ou
sobrenadante de cultura com 48 horas. O soro dos camundongos imunizados
foram analisados pelo método de ELISA a fim de se comparar os diferentes
adjuvantes utilisados. O indice de avidez também foi determinado. 1gG e IgM
foram detectados nos soros dos camundongos apés imunizagdo, com indices
de intermediaria e alta avidez. Todos os adjuvantes foram capazes de
aumentar a resposta imune contra NOMV de N.meningitidis. A via intranasal foi
adequada para sensibilizar as células do sistema imune que foram rapidamente

estimuladas pela via intramuscular usando os adjuvantes utilizados na presente



investigacdo. Dados sugerem que o estudo da NOMV é importante na inducao
da imunidade de mucosa para N. meningitidis B, e que a qualidade e
magnitude da resposta imune gerada pelas vacinas de mucosa sé&o
influenciadas tanto pelo adjuvante como pelo antigeno. Concluimos que NOMV
juntamente com adjuvantes de mucosa tem consideravel potencial no

desenvolvimento de vacinas contra 0 meningococo do sorogrupo B.

Palavras-chave: Neisseria meningiditis, Lipopolissacaride (LPS), Imunizacdo
nasal, Complexo de membrana externa(NOMC), Camundongos neonatos,

Bordetella pertussis.



ABSTRACT

SANTOS, M. V. dos. Nasal immunization with outer membrane antigens
with a high expression of LPS immunotype L3,7,9 with monoclonal
antibodies and Bordetella pertussis as adjuvant in neonates mice. 2008.
69 f. Dissertagédo (Master Thesis) - Instituto Butantan /IPT, Universidade de S&o
Paulo, Sado Paulo, 2008.

The natural habitat of Neisseria meningitidis is the human nasopharynx and the
bacterium is transmitted by direct mouth-to-mouth contact or by the excretion
and inhalation of mucous particles during close contact. N meningitidis is a
Gram-negative bacterium responsible for significant mortality worldwide. While
effective polysaccharides-based vaccines exist against serogroups A, C, W135,
and Y, no similar vaccine is suitable for children under 4 years against disease
caused by serogroup B strains. Current studies are searching vaccinal antigens
that are derived from the native outer membrane (NOMV). However, vaccines
based on NOMV are considered weak, being necessary the use of adjuvants.
This study investigated the immunogenicity of intranasally /intramuscullary
administered NOMYV of N.meningitidis in an neonates BALB/c mice by native
outer membrane complex (NOMC) obtained from a epidemic strain of N.
meningitidis B:4:P1.15. The strains used for immunization of mice were
selected through colony-blot, using anti L3,7,9 monoclonal antibodies, for the
highest expression of the LPS of immunotypes, (B:4:P1:15 L91). As mucosal
adjuvants we used Bordetella pertussis (whole cells) or culture supernatant of
this bacteria after 48h of bacteria crescimento followed by an intramuscular
dose of the same protein adsorbed onto , Bordetella pertussis (whole cells) ,
culture supernatant of 48h de crescimento . Sera of immunized mice were
evaluated by ELISA in order to compared the different adjuvants used.We also
verified the avidity index of them. Expressive titers of IgG and IgM were
detected in the serum of mice after the immunization, with avidity indexes that
from intermediary to high. All adjuvants were capable to increase the immune
response against NOMV of N.meningitidis in a homologous prime/boost

schedule used. The intranasal route was capable to sensitize the cells of the
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1 INTRODUCAO

Sabe-se que o trato respiratdrio superior humano é colonizado por
diversos microorganismos. Contudo, alguns desses microorganismos S&o
responsaveis por infec¢cdes que se iniciam nas vias respiratorias, superam as
defesas do sistema imunoldgico e provocam enfermidades como pneumonias,
amidalites, sinusites, septicemias e meningites, além de outras mais raras e
invasivas, como meningoencefalites e choques septicémicos. Dentre o0s
microorganismos que produzem esse tipo de infeccdo encontram-se as
bactérias Streptococcus pneumoniae (ou pneumococo), Haemophilus
influenzae e Neisseria meningitidis (ou meningococo).

N. meningitidis sdo bactérias gram-negativas, apresentam-se aos em
pares na forma de diplococos, e sdo capazes de se multiplicarem fora das
células do hospedeiro. Ao serem cultivadas em placas, as colénias formadas
sdo transparentes, ndo pigmentadas, convexas, ndo hemoliticas, com
aproximadamente 0,6 a 1um de didametro. A identificacdo bacteriolégica é feita
através do plagueamento em agar contendo agucares, entre 0s quais pode-se
citar: dextrose, maltose, levulose e lactose. O uso da maltose e dextrose é uma
propriedade caracteristica do meningococo, sendo portanto utilizado para
diferencia-lo de outros microrganismos gram-negativos que nao utilizam esses
acucares. O microrganismo apresenta um bom crescimento nos meios de
cultura, Mdaller Hinton, Thayer-Martin e Mduller Hinton-chocolate a uma
atmosfera de CO2 e a uma temperatura de 37° C (HOLT et al., 1994).

7

O microrganismo € comum na mucosa do trato respiratdrio superior
humano e sua transmissdo ocorre através do contato de pessoas sadias com
secrecOes nasofaringeas de pessoas portadoras assintomaticas (RAFF et al.,
1988; DEVI et al., 1991).

N. meningitidis tem um reconhecido papel em casos esporadicos e
epidémicos de meningites em todo o mundo. Na atualidade, a meningite
menigocaocica tem despertado atencao pela mudanca no seu padrdo e aumento
da incidéncia em varias partes do mundo, onde n&o havia indice significativo de
incidéncia (PELTOLA,1998; TZENG e STEPHENS, 2000).
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Essa doenca ainda continua sendo um problema na Africa, e a0 mesmo
tempo mortes causadas pela doenca tém surgido nos ultimos dez anos na
América do Sul, no sudeste Africano, na Europa e na Asia. No continente
africano, na regido do sub-Sahara situa-se o cinturdo da meningite, que
abrange desde o Senegal até a Etiopia na costa leste, onde a taxa de
incidéncia da doenca chega a 1% da populacéo.

O aumento da incidéncia da doenca na populacdo esta relacionada a
susceptibilidade humana, resultante principalmente da deficiéncia dos
componentes do complemento, de ceélulas com fungdes opsonofagocitica e
ainda, a fatores ambientais. Pode-se citar ainda a mudanca de carga e de
hidrofobicidade da mucosa nasal, causada principalmente por fumo ou
infeccBes pré-estabelecidas, que torna mais susceptivel a infec¢bes pelo
meningococo (STEPHENS et al., 1999).

Os estudos epidemiolégicos demonstram a existéncia de casos
esporadicos durante todo o ano, sendo estes mais frequentes nos meses de
outono/inverno devido as condigbes ambientais. A aglomeragao intradomiciliar
favorece a transmisséo, tanto que a freqiéncia é alta em alojamentos militares,
creches e internatos. E primordialmente uma doenca de crianca e adultos
jovens. Estudos mostram que 0 meningococo raramente causa infeccao
assintomatica em criancas menores de quatro anos. Esta prevaléncia aumenta
com a idade atingindo cerca de 5 % dos individuos de 14 a 18 anos (PELTOLA,
1988).

O principal fator de viruléncia é a presenca do polissacarideo capsular
que classifica a espécie em 12 diferentes sorogrupos: A, B, C, 29E, H K, I, L, X,
Y, W135 e Z. Os sorogrupos envolvidos em casos epidémicos sdo A, B, C, Y e
W135 (PELTOLA, 1988).

Neisseria meningitidis do sorogrupo B é a responsavel pela septicemia
fulminante e é a causa comum de meningite piogénica. Em conjunto com
surtos esporadicos, as grandes epidemias de doenca meningocoéccia do
sorogrupo B ocorrem em muitas partes do mundo, portanto, o desenvolvimento
de uma vacina contra N. meningitidis do soro grupo B constitui alta prioridade
mundial. Diferente de outros sorogrupos em que os polissacérides da capsula
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constituem uma vacina eficaz, a capsula do sorogrupo B é pouco imunogénica
em humanos. Para o preparo de novas formulacdes vacinais, é dado énfase ao
sistema de imunizacdo de mucosas.

Durante seu crescimento a bactéria libera vesiculas para o meio externo,
as quais sao formadas por evaginacbes da membrana externa e S&o
constituidas de proteinas e lipopolissacarideos (LPS) (FRASCH et al., 1986;
MEYER at al.,, 1994). Distinguem-se em quatro grupos as estruturas de
superficie presentes na parede bacteriana: capsula polissacaridica, proteinas
de membrana externa, LPS e fimbrias (MEYER et al., 1994). Essas estruturas
sdo a base para classificacdo fenotipica do microrganismo, sendo o0s principais
antigenos envolvidos na resposta imune do hospedeiro.

As proteinas de membrana externa sdo divididas em cinco classes de
acordo com 0 mapeamemento protéico e o peso molecular, o qual pode variar
de 44-47 kDa para as proteinas de classe 1, 26-30 kDa para a proteina de
classe 5 (FRASCH et al., 1986). As proteinas da classe 2 ou 3 nao se
apresentam simultaneamente em uma mesma cepa e sdo a base para a
classificacdo da bactéria em sorotipo 37kDa. As proteinas da classe 1
determinam o subtipo( FRASCH et al., 1985). A classificagdo do meningococo
em imunotipo é baseada na composicao do lipopolissacarideo, sendo que uma
bactéria pode expressar diferentes imunotipos. Atualmente, reconhecem-se 12
imunotipos, sendo que L1 a L8 estdo associados aos sorogrupos Be C e L10 —
L12 com o sorogrupo A (VERHEUL et al., 1993 ; ZOLLINGER et al., 1991a) .
Dessa forma pode-se classificar o meningococo em: N. meningitidis B:4:P1.15,
L3,7,9 onde (B) é o sorogrupo, (4) € o sorotipo, (P1.15) é o subtipo e (L3,7,9) o
imunotipo.

Atualmente, s&o descritos mais de 20 sorotipos e subtipos
reconhecidos por anticorpos monoclonais (MAbs) (WEDEGE et al., 1990). As
epidemias de doenca meningocdécica (DM) causadas por N.menigitidis B e C
tém sido descritas em diversos Estados do Brasil desde 1988, o que motivou 0
uso da vacina cubana antimeningococica (VA-MENGOC-BC) em campanhas

de vacinacdo em massa (MORAES et al., 1992). O desenvolvimento de uma



22

vacina eficaz contra meningococo B continua sendo um desafio para
pesquisadores de diversas partes do mundo (POOLMAN, 1995).

A imunidade ao meningococo tem sido historicamente associada ao
desenvolvimento de anticorpos capazes de ativar o sistema complemento
induzindo lise da bactéria, apos a formacdo do MAC (membrane attack
complex), o qual é formado pelas 5 proteinas finais do sistema complemento:
C5 a C9 (FIGUEROSA e DENSEN, 1991; GOLDSCHNEIDER et al., 1969a;
GOLDSCHNEIDER, 1969b). A quantificacdo dos anticorpos ativadores do
complemento (anticorpos bactericidas) tem sido o principal determinante da
imunidade ao meningococo conferida por varias vacinas ou doenca
(ROSENQVIST et al., 1995; van der VOORT et al. ,1996).

A maioria das epidemias sado causadas pelos sorogrupos A e C, mas
ocorreu um aumento da prevaléncia pelo grupo B logo apdés a epidemia
causada pelos grupos A e C, como foi evidenciado em epidemias ocorridas em
varias partes do mundo. Desde 1980, a meningite meningocécica causadas
pelas cepas A e C ocorre principalmente na Europa, nos Estados unidos,
China, Nepal, Mongolia, Nova Zelandia, Cuba, Brasil, Chile, Arabia Saudita e
Sul da Africa. No Brasil, apés a ocorréncia de epidemia causada por
meningococos A e C em 1970-75, o sorogrupo B passou a predominar em S&o
Paulo (SACCHI et al.,, 1998). Mas um dado interessante foi a inversao da
proporcao entre os grupos B e C, fato que vem ocorrendo desde o final da
década de 90 e atualmente no Brasil ha o predominio do sorogrupo C.

Foi demonstrado por GRIFFIS et al., (1984) que a maioria das criangas
convalescente da infecgdo por N. meningitidis B ndo desenvolviam anticorpos
especificos para o polissacarideo B, mas tinham anticorpos bactericidas contra
as cepas infectantes. Esta observacdo somada ao fato que os individuos com
sistema imune normal raramente sofrem de infec¢cdo recorrente, apesar da
existéncia de N.meningitidis de diferentes sorogrupos levou ao reconhecimento
que a imunidade contra o0 meningococo deveria estar associada com o
desenvolvimento de anticorpos especificos para antigenos nao-capsulares.

Diversos estudos demonstraram a presenca de anticorpos direcionados as
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varias proteinas da membrana externa da bactéria, induzidos pela doenca ou
pela vacinacdo (MANDRELL e ZOLLINGER, 1989; POOLMAN et al., 1983).

A imunidade para infeccbes meningococicas € adquirida durante a
colonizac@o da nasofaringe, onde sé@o induzidos anticorpos dos isoétipos IgM ,
IgG e IgA. A IgG pode iniciar uma série de funcdes efetoras, como interacao
com componentes do sistema complemento como o Clg. Apresenta também
papel importante no desenvolvimento da resposta imune celular como a
citotoxidade dependente de anticorpo. Em contraste com a IgA que nao se liga
aos componentes do complemento, ndo ativando a via classica do
complemento, enquanto a IgM é extremamente potente na ativacao do sistema
complemento. A IgA secretéria , que serve como primeira linha de defesa,
parece ter propriedades antiinflamatéria , enquanto a IgA subepitelial e sérica
pode interferir nos polimorfonucleares e estimular potentes respostas celulares
(VIDARSON et al., 2001).

A importancia dos anticorpos foi mostrada pela alta incidéncia da doenca
meningococica em individuos com hipogamaglobulenemia e deficiéncia de
componentes do sistema complemento, especialmente C3, inativador de C3b,
C5, C6, C7 e C8 e de componentes finais do complemento (FRANK et al. .,
1987).

Os neutréfilos e macréfagos tém papel importante na imunidade inata,
particularmente na infancia quando os anticorpos especificos estdo ausentes (
ROSS et al., 1987; STEPHENS et al., 1986). As células polimorfonucleares de
criancas de 2 anos de idade tém a capacidade reduzida de migrar e de realizar
a fagocitose. Este fato pode estar associado com o aumento da incidéncia da
doenca meningocoécica nesta faixa etaria. A apresentacdo de antigenos por
macrofago e células dendriticas de criancas € menos eficiente do que a
apresentacdo por ceélulas de individuos adultos, pois a atividade funcional
destas células ndo sao alcancadas até 1 ano de idade (ROSS et al., 1987).

Ha tempos que vem se buscando uma preparagao vacinal com grande
aceitacado e principalmente que seja segura e eficaz contra a N.menigitidis do
sorogrupo B. Paises como o Brasil, Cuba, Canada, USA, Holanda e Noruega,

que tiveram epidemias durante as duas Ultimas décadas, tem investido muito
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em pesquisa para vacina contra a doenca menigocécica do sorogrupo B
(PELTOLA,1998; POOLMAN,1995; De GASPARI, 2000c ).

As criangas recém-nascidas sdo altamente resistentes a meningite
meningococica, tornando-se extremamente susceptiveis apds 0s seis meses
de idade ou seja, h4a uma imunizacdo passiva pela passagem através da
placenta de imunoglobulinas, especialmente do is6tipo IgG que permanecem
até os seis meses de idade. Goldcheneider et al., 1969 observaram que a
imunidade diminui entre 6 meses e 12 meses de idade e mostrou que o nivel
de anticorpos bactericidas € idade—dependente; isto €, conforme aumenta a
idade os niveis de anticorpos diminuem .

A variabilidade antigénica de estruturas nao capsulares tem sido um
problema no desenvolvimento de vacinas para o meningococo B. Estudos
relacionados a anticorpos dirigidos contra antigenos de membrana externa do
meningococo B sugerem que a resposta imune é cepa-especifica e na infeccao
sistémica h& inducdo de anticorpos direcionados para Por A, Por B, proteinas
da classe 5, antigeno H8 e LPS. Quanto ao LPS pouco se sabe sobre a
capacidade deste em induzir uma resposta protetora. No caso do meningococo
B parece relacionar-se com a producao de anticorpos bactericidas. (ROSS et
al., 1987; POLLARD e FRASCH, 2001).

As vacinas contendo polissacarideos tém sido Uteis na protecdo contra
os sorogrupos A e C. Os anticorpos especificos induzidos pelas vacinas
polissacaridicas antimeningocécica A e C sdo detectaveis uma semana apos a
imunizacdo. Os polissacarideos capsulares dos sorogrupos A e C induzem
principalmente anticorpos dos isotipos IgG e IgM com atividade bactericida
(PELTOLA, 1998).

Os polissacarideos capsulares sdo (teis para utilizacdo em uma
preparacao vacinal por ser um componente comum de um sorogrupo, o0 que
simplificaria a producdo de vacinas para o meningococo (POOLARD e LEVIN,
2000; POLLARD e FRASCH, 2001), entretanto, para o sorogrupo B continua
sendo um desafio em virtude da fraca imunogenicidade desses antigenos,
atribuidas a tolerancia imunoldgica devido a semelhanca com o oligdmero

a(2—8) N acetil-neuraminico presente nos glicopeptideos humanos e no tecido
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cerebral. Além disso, o0 polimero de acido sialico € despolimerizado
rapidamente pela neuraminidase nos tecidos e sua estrutura conformacional do
epitopo ndo é ideal para a ligagdo com anticorpos especificos (POLLARD e
FRASH, 2001).

Recentemente, foi divulgada a sequéncia completa do genoma da cepa
MC58 (B:15:P1.7,16) de N meningitidis do sorogrupo B (TETTELIN et al.,
2000). A partir dessa divulgacéo, os pesquisadores da Chiron Vaccines (Siena,
Italia) utilizando programas de computadores, analisaram fragmentos de DNA
que poderiam codificar para 0s possiveis antigenos vacinais. Essa estratégia
foi denominada vacinologia reversa, pois se inicia com a analise da sequéncia
genbmica ao invés de se estudar potenciais antigenos extraidos da superficie
dos microrganismos (PIZZA et al., 2000).

A partir da analise do genoma foram identificados 350 candidatos a
antigenos vacinais, 0os quais foram clonados e expressos em Escherichia coli.
Das 350 proteinas obtidas, foram selecionadas 85 proteinas e, destas,
somente 7 apresentaram bom potencial como candidatas a vacinas. As 7
proteinas foram selecionadas, pois encontravam-se presentes na superficie
das bactérias e foram capazes de induzir anticorpos com atividade bactericida
em camundongos. Das proteinas bem estudadas até o presente momento
podem ser destacadas: GNA33, GNA2132, GNA1870 e NadA.

1.1 Colonizacéo e invasdo da mucosa nasofaringea pelo meningococo

De acordo com Stephens e MacGee (1981), a colonizacao
meningococica pode se localizar tanto na superficie externa da mucosa como
intracelular ou sub-epitelialmente. STEPHENS et al.,(1986); (RAYNER et
al.,1995) afirmam que os danos ao epitélio ciliado da nasofaringe podem ser o
primeiro passo na colonizacdo e 0s possiveis danos fisicos causados pelo
habito de fumar (ativo ou passivo) aumentam 0s riscos de se tornar um
portador ou desenvolver a doencas invasiva (FISCHER et al., 1997). O “stress”
e infec¢des virais precedentes, os quais alteram a integridade da superficie

mucosa ou influenciam na imunidade local e sistémica também concorrem para
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gue estes riscos aumentem (RAZA et al., 1999). Os meningococos atravessam
o epitélio da mucosa via vacuolos fagociticos como resultado da endocitose
(McGEE et al.,1983; STEPHENS et al., 1983, READ et al.,1995).

Ayala et al. (1998) verificaram que a degradacdo de uma glicoproteina
presente  nas membranas de endossomos e lisossomos, promove a
sobrevivéncia dos meningococos nas células epiteliais, sugerindo que a
invasdo celular pelo meningococo reduz os niveis dos constituintes

lisossomais.

1.2 Adjuvantes para imunizagédo de mucosas

Os Unicos adjuvantes até hoje licenciados para o uso clinico sédo os sais
de aluminio, principalmente hidroxidos e fosfatos. Entretanto, a maioria dos
adjuvantes, de uso clinico ou ndo, apresentam como principais limitacdes a
necessidade de administracdo parenteral e efeitos restritos as respostas
imunoldgicas sistémicas. Os adjuvantes de mucosas, administrado por via oral
ou nasal, por sua vez, promovem respostas sistémicas e locais (SIMOES e
FERREIRA, 2001).

Dos adjuvantes até hoje testados, dois se destacam pelo efeito sobre o
sistema imune de mucosas, a toxina colérica (CT) de Vibrio cholerae e a toxina
termo-labil (LT), produzidas por algumas linhagens de E. coli enterotoxigénica.
CT e LT sao enterotoxinas do tipo A-B, ou seja, toxinas que apresentam uma
subunidade A, responsavel pela atividade téxica, e uma subunidade B,
envolvida com a ligacao a receptores especificos em células do hospedeiro. LT
e CT apresentam 80% de identidade em suas sequéncias de aminoacidos;
entretanto, CT leva a ativacdo de respostas imunoldgicas que se caracterizam
pela producdo de IgE, o que pode resultar em choque anafilatico em animais
re-expostos a toxina. Por outro lado, LT induz respostas imunologicas sem o
acimulo de IgE, o que reduz o risco de efeitos colaterais (SIMOES e
FERREIRA, 2001).
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1.3 A toxina colérica como adjuvante para uso em vacinas de mucosas

A estrutura molecular da toxina colérica (TC) € composta por uma
subunidade A (TC-A) e uma subunidade B (TC-B). A TC-A é toxigénica e é
uma proteina de 28 kDa, podendo ser clivada em Al e A2, sendo a primeira
responsavel pela atividade enzimatica. A TC-B é a subunidade de ligacdo com
as células do hospedeiro. Por analise cristalografica a TC esta intimamente
relacionada com a toxina termolabil de Escherichia coli (TL), indicada pela
presenca de uma alfa-hélice que conecta o peptideo A1 com a TC-B (ELSON e
DERTZBAUGH, 1999).

A TC-B é um homopentamero de 11,6 kDA que forma uma
estrutura anelada com um poro central através do qual a subunidade A2 se
projeta. A TC-B se liga ao GM1 presente em todas as células nucleadas,
incluindo as células M da superficie intestinal, nas quais a toxina sofre a
transcitose para a membrana lateral e induz fortes respostas de IgA-S (ELSON,
1996).

De maneira contraria a maioria dos antigenos protéicos, a TC nao
induz tolerancia pela administracdo oral e induz memaria imunologica, fato que
pode ser presumidamente aplicado a imunizagdo de outros sitios de mucosas.
A adjuvanticidade da TC parece estar relacionada com a sua imunogenicidade
(ELSON e DERTZBAUGH, 1999).

A resposta imune para a TC é do tipo T-CD4 dependente e,
portanto requer a apresentacdo do antigeno pelas moléculas do MHC de
classe Il. Em camundongos, a resposta apds a imunizacdo intestinal é
predominantemente TH2. Elson (1992) estudou a capacidade adjuvante da TC
e sua holotoxina (TC-B), relacionando as influéncias genéticas e seus efeitos
em linhagens de camundongos ‘“inbred” e “outbred” na capacidade
imunogéncia e adjuvante toxina.

Os efeitos adjuvantes da TC estdo associados com a inducédo de
ribosilacdo de ADP e inducdo de AMP ciclico e com uma variedade de efeitos

nas células linféides. Estes estudos foram recentemente revistos e
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extensivamente detalhados por ELSON e DERTZBAUGH (1999). Tais efeitos
sdo demonstrados no soro pela producdo de anticorpos IgG e nas mucosas
pela producdo de IgA e IgM contra os antigenos administrados ao mesmo
tempo. Tanto a subunidade livre (TC-B) ou conjugada pode atuar como
adjuvante pela via de imunizacdo nasal, no entanto a TC-B ndo conjugada
(holotoxina) ndo é tao efetiva como adjuvante oral, porém pode exibir alto nivel
de sinergia aos antigenos. Em geral, a atividade adjuvante da TC nativa esta
diretamente relacionada com a toxicidade. Apesar da TC apresentar efeitos de
toxicidade quando administrada em doses de 5a 10pug em estudos animais,
doses menores (100 a 500 ng) inibem os efeitos adjuvantes aos antigenos co-
administrados (VERHUEL et al.,, 1993; GRDIC et al., 1998). Devido a
dificuldade em segregar todo o efeito toxigénico, tém-se produzido cepas
mutantes com toxidade reduzida ou ausente, mas significante atividade
adjuvante (WU e RUSSEL, 1993; GUILLOBEL, 2000). A quantidade de TC
administrada pela via intranasal € um fator importante para a inducdo de uma
boa resposta imune (ELSON, 1996).

1.4 O LPS como adjuvante para uso em vacinas de mucosas

O LPS estimula os macrofagos a secretarem interleucinas (IL-1, IL-6 e
IL-8), fator alfa de necrose tumoral (TNF-a), oxigénio reativo, nitrogénio
intermediario (6xido nitrico), interferon a, B e vy, fatores ativadores de plaguetas
e prostaglandinas. Mesmo quantidades pequenas de endotoxinas sdo capazes
de induzir a resposta inflamatdria. A toxicidade € devida a presenca do lipide A
e a producdo de mutantes (sem o lipide A) fazem-no mais aceitavel para o uso
em vacinas, pois a reatogenicidade deixa de existir, a endotoxicidade é
reduzida e a atividade adjuvante € retida. Adicionalmente, esta molécula tem
chamado atencéo principalmente nos estudos de vacinas para N. meningitidis
B (STEEGHS et al., 1999). A atividade endotoxina do LPS também pode ser
reduzida por modificacdo quimica ou enzimética do lipide A. Verhuel et al.,
(1993) utilizaram LPS meningococico como adjuvante em vacinas. A baixa

imunogenicidade de complexos de membrana externa (OMC) de um



29

meningococo mutante, deficiente em LPS pode ser aumentada quando o LPS
€ adicionado a preparacdo antigénica, como adjuvante. Algumas formas de
lipide A tém sido produzidas e testadas como alternativas ndo téxicas como € o
caso do MPL (monophosphorylipid A) que possui muitos dos efeitos adjuvantes
do LPS (ELSON e DERTZBAUGH, 1999). Esse adjuvante pode ser combinado
com outros adjuvantes e tem se mostrado seguro para uso em humanos.

Ao contrario da TC, o LPS pode ser administrado como adjuvante em
diferentes tempos em relacdo ao antigeno (ELSON e DERTZBAUGH, 1999).
Adicionalmente, quando o LPS é administrado pela via nasal, perde o seu
efeito toxico (KATIAL e al., 2002).

1.5 As principais propriedades dos adjuvantes

*Diminuicdo do periodo necessério para a inducdo da resposta imune e
aumento da duracdo da resposta de memaria imunoldgica.

*Capacidade de modular a avidez, a especificidade, o is6tipo e/ou a
distribuicdo dos anticorpos gerados.

*Aumento da resposta imunologica em individuos idosos ou imaturos
imunolégicamente.

*Em alguns casos, promover a indugdo de imunidade em mucosas

(adjuvante de mucosa).

Aumento da poténcia imunolégica de peptideos recombinantes ou
sintéticos.
*Capacidade de modular a resposta imune, tanto celular como humoral.
Desde a descricdo do sistema imune de mucosas tem havido um
consideravel progresso no entendimento da imunidade secretéria em humanos.
A maioria das proteinas e vacinas peptidicas apresenta atividade
imunogénica somente quando administradas em meio aquoso com o auxilio de
adjuvantes para a inducdo da resposta imunologica desejada (ELSON e
DERTZBAUGH, 1999).
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Adjuvantes sdo definidos como um grupo de componentes
estruturalmente heterogéneos utilizados para se conseguir um aumento da
resposta imune para um antigeno (STORNI et al., 2005). Classicamente sédo
reconhecidos alguns exemplos de adjuvantes: emulsdes, saponinas, sais de
aluminio ou calcio, polimeros surfactantes n&o-ibnicos, derivados de
lipopolissacarideos (LPS), micobactérias entre outros (OGRA et al., 2001).
Teoricamente, cada molécula ou substancia capaz de favorecer os eventos
imunolégicos, promovendo uma melhor resposta imune pode ser definida como
um adjuvante (STORNI et al., 2005). Devido a necessidade de otimizacdo da
seguranca e eficacia dos antigenos utilizados, as pesquisas atuais em
Imunizacao de mucosas tém-se focado no estudo de adjuvantes, entre os quais
destacam-se as toxinas e seus derivados (BOUVET e FISCHETTI, 1999).

1.6 Bordetella pertussis

O género Bordetella inclui coco-bacilos aerbbicos restritos, gram-
negativos de 0,2 a 0,3 um por 0,5 a 1,0um, podendo aparecer isolados , em
pares ou pequenos grupos . Em culturas primarias tém aspecto uniforme mas
em subculturas tornam-se pleomorficas e filamentosas .

Durante a infeccdo pela B.pertussis sdo liberadas varios fatores de
viruléncia, incluindo adesinas e toxinas, envolvidos tanto na infeccdo como na
doenca (KHELEF et al., 1994).

Entre as toxinas envolvidas na doenca caracterizam-se a toxina
pertussis, (PTX) , a hemolisina adenilato-ciclase (HAC) , a citotoxina traqueal
(TCT), a toxina dermanecrotica (DNT) e a endotoxina lipopolissacaride (LPS)
. (CROWCROFT e PEBODY, 2006; MATOO e CHERRY,2005; PRESTON,
2005) .

Entre os fatores envolvidos na infeccdo encontram-se as adesinas ,
hemaglutinina filamentosa (FHA), aglutinbgenos (Ags) e pernactina, uma
proteina de 69 kDa associada a membrana e envolvida na adsor¢cdo da

bactéria a membrana das células (LOCHT, 1999).
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1.6.1 Bordetella pertussis como adjuvante para uso em vacinas de
mucosas

Bactéria gram-negativa, a B. pertussis € 0 agente causador da
coqueluche. Sendo que o primeiro organismo foi isolado de um paciente e
identificado como a causadora da doenca no inicio do século XIX. Foi
desenvolvido uma vacina com a utlizacdo de células integras eficaz no
controle da doenca, e que continua em uso até os dias de hoje. Uma das
importantes consideracdes a respeito da producdo de uma nova vacina € a
patofisiologia da Bordetella pertussis, identificacdo dos fatores de viruléncia e a
aprovacao de seu papel na doenca, estes fatores fornecerdo bases mais
confiaveis para o desenvolvimento da vacina, a qual teve uma base empirica
(sem base cientifica) no passado (WEISS e HEWLETT, 1986).

As cepas virulentas possuem uma capsula, as bactérias fixam-se
especificamente a células ciliadas na traquéia, primeiro impedindo sua agao e
entdo progressivamente destruindo-as. Isto impede o movimento do muco pelo
sistema da escada rolante ciliar. A B. pertussis produz varias toxinas. A
citotoxina traqueal, uma fracdo da parede celular da bactéria, € responsavel
pela lesdo as células ciliadas, e a toxina pertussis esta associada aos sintomas
sistémicos da doenca. A doenca € transmitida por inalacdo de patdgenos
expelidos pela tosse das pessoas infectadas. E altamente infecciosa, com uma
taxa de transmissao de 90% entre contatos n&o-imunes (TORTORA e al.,
2002).

B. pertussis € um patégeno exclusivamente humano altamente
contagioso por meio de goticulas de saliva e aerossois. Possui diversos fatores
de viruléncia que incluem a toxina pertussis (TP), flamentos de hemaglutinina
(FHA), hemolisinas, toxina termo-labil, endotoxina (LPS), entre outros, que
determinam a aderéncia ao epitélio ciliado do trato respiratorio e as atividades
biolégicas que incluen leucocitose, mitogenicidade e efeitos adjuvantes. O LPS
de Bp possui as mesmas propriedades do LPS de outros patdégenos Gram
negativos, que incluem pirogenicidade, toxicidade, indugéo de imunidade n&o-
especifica, producdo de citocinas, etc. (FRIEDMAN, 1988; PARTON, 1999).

Interacdes da bactéria com as células epiteliais respiratérias podem modular as
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respostas imunes do hospedeiro pela secrecdo de IL-6 e, em menores niveis
IL-8 (BASSINET et al., 2004).

A imunizagédo com “whole cells” (wc) de B. pertussis morta pelo calor ou
a imunizagdo com vacinas acelulares contendo B. pertussis detoxificada
confere protecdo em humanos e animais (van den BERG et al., 1999). Estudos
demonstraram que os filamentos de hemaglutinina, as fimbrias ou a pertactina
purificada de B. pertussis foram capazes de proteger camundongos contra um
desafio com B. pertussis. Em humanos, as presencas de anti-FHA e anti-
fimbria tém sido correlacionadas com a protecdo contra infeccdo por este
patdgeno (van den BERG et al., 1999). Particularmente a B. pertussis aumenta
a resposta celular, mas também pode provocar a elevacdo da resposta
humoral, induzindo a producédo de anticorpos dos isétipos IgG e IgE (ELSON e
DEUTZBAUGH, 1999).

Haugan et al. (2003) comparando os efeitos adjuvantes de Bp e TC em
uma vacina nasal para Influenza virus (INV) em camundongos verificaram
efeitos semelhantes entre IgG e IgA produzidos no soro e saliva dos
camundongos imunizados, para os dois adjuvantes utilizados.

Berstad et al. (2000) testaram wc de N. meningitidis e B. pertussis
mortas, utilizadas como adjuvantes em uma vacina nasal para INV em
camundongos e observaram uma substancial elevacéo nos titulos de 1gG e IgA
sérica e IgA na saliva dos animais imunizados. Os autores verificaram ainda,
reatividade cruzada entre os anticorpos produzidos para N. meningitidis e B.
pertussis.

Thompson et al. (1993), estudando anticorpos monoclonais para
proteinas reguladas pelo ferro (IRP) de N. meningitidis verificaram que essas
proteinas se relacionavam com um grupo de citotoxinas encontradas em
diversos patdgenos gram negativos, entre eles a B. pertussis.

O potencial uso em humanos verificado pela existéncia de vacinas
efetivas utilizadas em criancas, a presenca de antigenos de reatividade
cruzada com o meningococo, a semelhanca da via de contagio entre esses

dois patdgenos e as suas propriedades imunogénicas e adjuvantes
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demonstram que a B. pertussis € importante para o estudo de adjuvantes em

vacinas de mucosas para N. meningitidis, em especial para uso em criancas.

1.7LPS

O LPS esta localizado na membrana externa bacteriana, entretanto €
liberado também para o meio externo durante a fase logaritimica de
crescimento “in vitro e “in vivo” (VERHUEL et al., 1993).

O LPS é composto de trés regides (1) uma regido basal glicolipidica que
estd ancorado a membrana externa (2) uma regido conhecida como core (3)
uma regido oligossacaridica repetida ligada a N-acetiglicosamina da regidao
oligossacaridica anteriormente descrita .

As atividades toxicas atribuidas ao LPS e freqientemente associada a
doenca menigocécica, sdo mediadas pelo lipideo A. Esse componente do LPS
consiste de um dimero N-acetilglucosamina fosforilada com seis a sete acidos
graxos, sendo uma estrutura altamente conservada entre as bactérias gram
negativas. A regido do core consiste de pequenos agucares que se ligam a
posicdo 6 N-acetilglucosamina fosforilada do lipideo A (JENNINGS et al., 1987
a).

O LOS, porcao oligossacaridica do LPS, contribui na habilidade dos
meningococos de resistirem a atividade bactericida mediada pelo complemento
e também, pode se ligar a lectinas expressas pelo hospedeiro contribuindo
assim para adeséao bacteriana (ESTABROOK et al., 1996).

Dois tipos de epitopo podem ser distintos dentro do LPS: (1) epitopos
imunotipo-especifico e (2) epitopos de reatividade cruzada (VERHUEL et
al.,1993). Os imunotipos especificos formam a base da classificacdo dos
imunotipos meningococicos.

As cepas de N.meningitidis possuem uma grande heterogeneidade de
estruturas de LPS e foram classificadas em 12 imunotipos (POLLARD e
FRASCH, 2001). As diferencas entre as moléculas de LPS expressas por uma
cepa ou as diferencas entre os 12 imunotipos, podem ser encontrados na
porcdo oligossacaridica da molécula do LPS. A maioria das cepas de
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meningococo pode expressar mais do que um epitopo imunotipo-especifico de
seu LPS, o que levou a classificacdo por exemplo de cepas como L3,7,9 ou
L1,8 (VERHUEL et al., 1993).

Quanto a utlizacdo do LPS como componente vacinal, o que tem
chamado a atencdo, principalmente nos estudos de vacinas para N.meningitidis
B, € a sua funcdo adjuvante atribuida a essa molécula ( MELANCON et al.,
1983; GRIFFISS et al., 1988; ZOLLINGER et al., 1991; STEEGHS et al.,1999).

A atividade adjuvante e a toxicidade do LPS parecem estar relacionadas
ao lipideo A. A gquantidade de acidos graxos esterificados no lipideo A, e
também o padrdo de fosforilacdo, determinam essas atividade do LPS
(GRIFFISS et al., 1988). Quanto a caracteristica adjuvante do LPS devemos
considerar ainda as inter cepas e inter espécies que parecem influenciar
também no comportamento imunolégico e imunoquimico do LPS. Além disso,
ha a influéncia das condi¢cdes de crescimento da bactéria (GRIFFISS et al.,
1987).

Moran et al., (1994) observaram que mudancas na expressao de LPS
podem afetar a sensibilidade quanto a atividade bactericida de diferentes
maneiras.

A importancia do LPS na inducdo de anticorpos bactericidas nédo esta
totalmente esclarecida. Dados da literatura demonstraram que a atividade
bactericida e também a existéncia de epitopos que induzem a producdo de
anticorpos com a capacidade de destruir 0 meningococo, estdo presentes na
molécula de LPS. Contudo, faltam estudos sobre a neutralizagcdo da endotoxina
bem como da capacidade de opsonizacao (VERHUEL et al., 1993).

Apesar do LPS apresentar caracteristicas promissoras para o
desenvolvimento de uma vacina, seu efeito téxico continua sendo um grande
problema. No estudo de vacinas para o meningococo B diversos métodos
estdo sendo empregados. Neste sentido, existem preparacdes vacinais que
apresentam quantidades de LPS variaveis (2 a 15%). Apesar desta variacao, o
grande desafio é a obtencdo de uma preparacdo vacinal livre ou com

quantidades inferior a 1% de LPS . Estudos vém sendo realizados empregando
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LPS detoxificado (sem o lipideo A) ou oligossacarideos derivados de LPS
combinados a proteinas de membrana externa (ZOLLINGER et al., 1991 b) .

A maioria das cepas isolada da nasofaringe ndo é capsulada e também
expressa LOS néo sialilado, como L1 e L8 (BROOME, 1986; POOLMAN et al.,
1995). Cepas que possuem na estrutura do LOS a molécula de lacto-N-
neotetrose podem, através da acao catalizadorada da enzima sialiltransferase,
utilizar o acido sialico do hospedeiro para sialilar essa molécula.

Os fendtipos de LOS com baixa sialilacdo, como L8, predominam na
fase inicial da infeccdo pois favorecem a entrada da bactéria nas células da
mucosa entretanto sdo mais susceptiveis a atividade bactericida (MORAN et
al., 1994). Contudo, cepas com LOS altamente sialilados como por exemplo L3,
L7 e L9, sdo incapazes de penetrar nas células epiteliais, mas sdo mais
resistentes a morte mediada por anticorpos e complemento (ESTABROOK et
al., 1997).

As cepas de meningococo podem ainda expressar mais que um
imunotipo e, sob pressdo das defesas do hospedeiro, pode sofrer mudancas
genéticas deixando de expressar determinado imunotipo (JENNINGS et al.,
1999).

Esses achados podem contribuir no desenvolvimento de uma vacina
para N.meningitidis B sem os riscos dos efeitos tdxicos ocasionados por essa

molécula.
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Figura 1- Estudo da reatividade por meio de Imunodot dos Anticorpos
monoclonais para o0 imunotipo Lz7o9 presente em cepas de N.
meningitidis, isoladas durante epidemias no Brasil. (A) cepas N.
meningitidis do sorogrupo A, (B) cepas N. meningitidis sorogrupo B, (C)
cepas N. meningitidis do sorogrupo C. Imunoreatividade com os
anticorpo monoclonal AcM 4BE12-C10 (L3 7.)

1.8 Imunidade em neonatos

A sensibilidade de neonatos para as doencas infecciosas se deve
parcialmente a falta de memdria imunologica prévia e ao pequeno numero de
células presentes nos tecidos linfoides periféricos no inicio da vida (Adkins et
al., 2004). Aléem dessas diferencas quantitativas, muitos estudos em humanos e
camundongos tém demonstrado que as células imunes de neonatos sao
qualitativamente distintas das células de adultos e, entre as células de mesmo
subtipo existem diferencas fenotipicas. Em adicdo, muitos estudos “in vivo” e
“in vitro” tém descrito deficiéncias ou diferengas entre as células T, B e células
apresentadoras de antigenos (APCs) em neonatos. Até uma década atras, 0s
neonatos eram considerados imunodeficientes. Este conceito se devia a
limitada producdo de interleucina-2 (IL-2) e células T. No entanto, segundo
Adkins (2000 e 2002), com a descoberta das populacdes de células TH1/TH2,
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tornou-se claro que as respostas T-celulares em camundongos neonatos nao
eram deficientes, mas tendiam para a resposta TH2. A identificacdo de
subclasses de células T de memodria foi, portanto um grande avanco para que
novos estudos fossem realizados com o intuito de modulacdo da resposta
imune em neonatos (SALLUSTO et al., 1999, SALLUSTO et al., 2000). Kovarik
e Siegrist (1998) estudaram a quantidade de anticorpos maternos presentes
no momento da imunizagdo da crianga, levando em consideracdo o tipo e a
quantidade do antigeno, a via de imunizacao e a idade da crian¢a ao receber a
vacina sugerindo que, as varias estratégias vacinais utilizadas incluindo a
imunizacdo de mucosas parecem ser pouco afetadas pelos anticorpos
maternos, demonstrando que neonatos sé&o capazes de produzir anticorpos dos
isétipos IgM, 1gG e IgA quando expostos a antigenos e ainda, que a aquisicdo
de uma resposta completa com diversificacdo do repertério de anticorpos,
semelhante aos adultos ocorre entre dois e seis meses de vida para o isotipo
IgM, porém um pouco mais tarde para o isotipo 1gG.

Todavia, h4 mais de trinta anos sabe-se que 0s neonatos nédo
respondem a certas bactérias capsuladas antes da idade de dois anos, o que
cria um intervalo de suscetibilidade a infeccbes no momento em que
desaparecem o0s anticorpos protetores maternos (GOTSCHLICH et al., 1969).

Devido aos fatores de suscetibilidade e baixa efichcia em criancas
menores de 2 anos de idade, a imunizacdo desses individuos € um campo
particularmente importante, com varios desafios para a pesquisa e
desenvolvimento de novas vacinas.

Pollard et al. (1999) estudaram imunidade em criangas menores de 12
meses contra 0 meningococo B e verificaram que nesta faixa etaria houve um
desenvolvimento semelhante dos niveis de IgG em relacdo os anticorpos
desenvolvidos por criangcas maiores de 10 anos, sendo os isétipos destes
anticorpos em sua maioria IgG1 e 1gG3. No entanto, os anticorpos IgG das
criancas menores de 12 meses eram de baixa avidez e sem nenhuma atividade
bactericida, enquanto que nas criancas maiores de 10 anos, estes anticorpos
eram de alta avidez correlacionando-se de maneira direta com a atividade
bactericida (POLLARD e LEVIN, 2000).
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Estas tentativas de se estabelecer as razbes da baixa eficacia das
criancas contra 0 meningococo B, sugerem que as criangcas menores
apresentam diferencas na maturacao da afinidade dos anticorpos IgG e que a
baixa avidez destes anticorpos pode estar relacionada com a baixa eficicia
nesta faixa etaria.

Como a protecdo contra 0 meningococo B € dependente do
desenvolvimento de anticorpos bactericidas (POLLARD e LEVIN, 2000);
JODAR et al.,, 2002), varias estratégias tém sido estudadas para que se
consiga levar ao desenvolvimento de anticorpos bactericidas e de alta avidez
em criancas imunizadas, entre as quais, a escolha de adjuvantes adequados.

Vacinas baseadas em OMVs, além de serem pouco imunogénicas em
criancas menores de 12 meses induzem resposta sorosubtipo, ou seja, 0s
anticorpos gerados conferem apenas protecdo contra cepas homologas
(ZOLLINGER, 1997; JODAR et al., 2002). As vacinas cubana e norueguesa
mostraram resposta direcionada contra cepas heterdlogas, com a producao de
anticorpos bactericidas somente em individuos maiores de 10 anos de idade e
adultos (TAPPERO et al., 1999).

Varios estudos tém demonstrado que a presenca da porina A (PorA) em
vacinas baseadas em OMV induz ao aumento da atividade bactericida no soro
(ZOLLINGER, 1997; TAPPERO, 1999; POLLARD e FRASCH, 2001; JODAR e
al., 2002). Segundo Rosengvist et al. (1995) e Milagres et al. (1998), os
anticorpos produzidos em individuos adultos vacinados contra 0 meningococo
B foram dirigidos para as proteinas de classe 2 e em menor extensao para as
proteinas de classe 5. Quando os individuos eram menores de 12 meses 0s
anticorpos foram predominantemente direcionados contra a proteina PorA
(TAPPERO et al., 1999).

Por estas caracteristicas foi desenvolvida na Holanda, uma vacina
hexavalente baseada em OMVs de duas cepas, cada uma expressando 3
subtipos (PorA) diferentes, escolhidos dos seis subtipos prevalentes naquele
pais e em grande parte da Europa. No entanto, 4 doses desta vacina
(Hexamen®) nao foram suficientes para a indugédo de anticorpos bactericidas
em criancas menores de 12 meses (LONGWORTH et al., 2002). Entre as
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cepas circulantes nos EUA, esta vacina confere protecdo de apenas contra
50% das cepas associadas a doenca meningocdcica do sorogrupo B (JODAR
et al.,, 2002). Diversos estudos vém sendo realizados com o intuito de se
identificar novos antigenos baseados em proteinas conservadas, capazes de
inducdo a producédo de anticorpos de reatividade cruzada entre a diferentes
cepas de N. meningitidis e que sejam imunogénicas em criancas menores de 2
anos de idade (MARTIN et al., 1997; De GASPARI, 2000; SIEGRIEST, 2001;
COMANDUCCI et al., 2002), no entanto, existem poucos estudos utilizando
modelo animal para demonstrar a importancia da imunizacdo neonatal contra
patdgenos de natureza bacteriana (RAYEVSKAYA et al., 2002; RODUIT et al.,
2002; EISENBERG et al., 2003).

1.9 Avidez de anticorpos

Durante a reacdo imune, as respostas celulares primarias produzem anticorpos
IgM de baixa afinidade. Com a progresséo da resposta imune, a maturacéo das
células B toma lugar, aumentando a sua afinidade pelo antigeno. Ocorre entédo
um “switch” de classe de IgM para IgG, fenbmeno que exige a selecdo de
clones celulares de alta afinidade com maior capacidade reconhecimento de
agentes externos (GRANOFF et al., 1998). Em alguns casos a quantidade de
anticorpos bactericida se torna limitada, como no caso de criangas menores de
2 anos de idade que recebem vacinas antimeningocoécicas polissacaridicas.
Além disso, existem dificuldades envolvidas no desenvolvimento dos ensaios
para a avaliagdo da atividade bactericida dos soros, incluindo variacdo dos
resultados dependente da cepa utilizada, condi¢cdes de crescimento bacteriano
e fonte de Complemento. Granoff et al. (1998) desenvolveram um ensaio de
ELISA no qual utilizando um componente caotropico, foram capazes de medir
as concentracbes de anticorpos anti-capsulares para o meningococo C. Os
resultados da atividade funcional dos anticorpos produzidos por individuos
imunizados, medida no ensaio de avidez apresentou correlacdo linear com a
atividade bactericida nos soros. Diferentes substancias caotrépicas podem ser
utilizadas em diferentes concentragcdes e pH, capazes de causar alteragdes na
forca ibnica das ligagbes antigeno-anticorpo, determinando a eluicdo de
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ligacdes fracas, ou seja, de baixa avidez, enquanto moléculas com alta forca de
ligacdo ndo sao eluidas. Devido a caracteristica de maturacéo das células B, o
ensaio de avidez é muito Util para a diferenciagdo entre as respostas imunes
primarias e secundarias. Testes de avidez de IgG tém sido utilizados para o
diagnéstico de infecgbes virais, para a discriminacdo entre infeccbes primarias
e reinfeccdes ou reativacdes e ainda, para se estimar a eficacia ou falhas
vacinais (NARITA et al., 1998; de SOUZA et al., 2004).

Vermont et al. (2002), utilizando NaSCN 1,5M para a anélise do indice
de avidez de anticorpos IgG para anticorpos produzidos por uma vacina OMV
de meningococo B verificaram altos titulos de anticorpos funcionais que se
correlacionaram fortemente com a atividade bactericida.

Soenawan et al. (2004), estudaram o0s mecanismos envolvidos na
resposta imunologica, apds imunizacdes pela via oral versus imunizacao pela
via intramuscular com a toxina colérica em camundongos. Os autores
utilizaram o tiocianato de aménia a 4N e observaram uma variacdo nos indices
de avidez de acordo com a fase da resposta imune. No entanto, apds a
imunizacao oral os anticorpos persistentes de maior funcionalidade pertenciam
ao isotipo IgM, sugerindo ser este isétipo importante na manutencdo da
memoria imunoldgica.

Fusakawa et al.(2004), em imuniza¢gbes de camundongos neonatos com
duas formulacbes de vacina OMV contra os meningococos B e C, verificaram
que alguns adjuvantes que atualmente estdo em testes em humanos, tais como
MPL (Monofofosforil Lipide A), “Titermax” e MF59 Monofosforil 59), seriam
capazes de inducdo a producdo de anticorpos do isétipo IgG de alta avidez.
Os autores puderam concluir que a utilizacdo do adjuvante MF59 foi capaz de
aumentar a resposta induzida por vacinas OMVs contra 0 meningococo B e os
anticorpos apresentaram acentuada funcionalidade quando medidos por meio
de ELISA utilizando o tiocianato de potassio 1,5 M como agente caotrépico.

Usinger e Lucas (1999) compararam o indice de avidez e a atividade de
opsonizacdo de anticorpos IgG2 produzidos em soros de camundongos
imunizados contra S. pneumoniae dos sorotipos 6B e 23F, verificando que

houve uma correlacdo inversa entre a magnitude da resposta e a quantidade
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de anticorpos necessarios para proteger os camundongos de uma bacteremia
letal, causada pelo sorogrupo 6B, demonstrando que anticorpos de maior
avidez foram mais efetivos na destruicdo do pneumococo quando comparados

com os de baixa avidez.
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6 CONCLUSAO

Vérios estudos estdo em andamento em nosso laboratério, os dados
obtidos provavelmente venham contribuir na formulacdo de um novo esquema
de imunizacdo e preparo de uma vacina contra a bactéria N.meningitidis B.
Esta bactéria, pela grande diversidade de tipos (cepas) existentes, tem sido o
objeto da atencdo de vérios centros de pesquisa no mundo. O modelo
camundongo neonato é uma etapa necessaria para liberacdo e aprovacao de
novas vacinas antes da aprovacao para serem utilizadas no seres humanos

principalmente em criangas. Muitos estudos ainda séo necessarios.
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