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RESUMO

MACHADO, M. S. Estudo da Imunogenicidade de antigenos de Neisseria lactamica:
Utilizacdo de Anticorpos Monoclonais. 2008. 119 f. Dissertagdo (Mestrado em Biotecnologia)
- Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2008.

Evidéncias epidemioldgica e imunoldgica sugerem que o desenvolvimento da imunidade
natural contra doenga meningocdcica pode esta associado com a reagdo cruzada de antigenos
em comuns com Neisseria meningitidis e outras bactérias comensais, como Neisseria
lactamica. O Objetivo deste trabalho foi de investigar a imunogenicidade de antigenos de
vesiculas de membrana externa (OMV) de N. lactamica, com ou sem a presenca de Bordetella
pertussis (BP), utilizada como adjuvante. Proteinas de (OMV) de N. meningitidis, N.
lactamica e outras espécies do género Neisseria, foram analisadas por SDS- PAGE, Dot-
ELISA e Immunoblot. Grupos de camundongos neonatos da linhagem BALB/c foram
imunizados pela via intranasal com auxilio de uma pipeta automatica contendo um volume
final de 5pl de solugdo contendo antigenos de N. lactamica. Estes animais receberam quatro
doses de antigenos de N. lactamica pela via intranasal nos dias 3, 7, 9 e 12 depois do
nascimento. No trigésimo quinto dia de nascimento os camundongos foram imunizados pela
via intramuscular (i.m) com OMV de N. lactamica emulsificados com hidroxido de aluminio
[AL(OH)3]. Os resultados de nossos estudos mostraram o predominio de altos titulos de
anticorpos dos isotipos IgG e IgM com alta e intermediaria avidez, depois das imunizacdes
pela via (i.n) com N. lactamica. A analise do soro por immunoblot mostrou proteinas com
reatividade cruzada entre as espécies do género Neisseria e os anticorpos monoclonais
utilizados neste trabalho. Estes resultados sugerem que antigenos de N. lactamica e N.
meningititdis em comum, possam ser importantes na imunidade natural contra doenga

meningocacica, e no desenvolvimento de vacina.

Palavras chaves: Anticorpos monoclonais, Vacinas, Neisseria lactamica, Vesiculas de

membrana externa(OMV)



ABSTRACT

MACHADO, M. S . Study of Immunogenicity of Neisseria lactamica antigens: Use of
Monoclonal Antibodies 2008. 119 f. Masters Thesis (Biotecnology) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2008.

Immunological and epidemiological evidences suggest that the development of natural
immunity to meningogoccal disease may be associated with crossreactive antigens together
with Neisseria meningitidis and other commensal bacteria, like Neisseria lactamica. The
present study aimed to investigate the immunogenicity of antigens of outer membrane
vesicles (OMV) of N. lactamica with or without the presence of Bordetella pertussis (BP)
used as an ajuvant. Proteins of (OMV) of N. meningitidis, N. lactamica and other species of
the gender Neisseria were analyzed by SDS-PAGE, Dot-ELISA and Immunoblot. Groups of
neonate BALB/c mice were immunized intranasally using an automatic pipette with a final
volume of 5ul of solution containing antigens of N. lactamica. Four doses of antigens of N.
lactamica were administered intranasally to these animals 3, 7, 9 and 12 days after birth. At
the 35" day the animals were immunized intramuscularly with OMV of N. lactamica
emulsified with aluminium hydroxide [AL(OH)3]. The results of our studies showed the
predominance of high titers of antibodies of 1gG and IgM isotipes with high and intermediate
avidity after intranasal immunization with N. lactamica. Immunoblot analysis of serum
showed cross-reactivity proteins between the species of the gender Neisseria and the
monoclonal antibodies used in this study. These results suggest that antigens of N. lactamica
and N. meningitidis in common may be important in natural immunity against meningogoccal

disease and in the development of vaccine.

Key words: Monoclonal antibodies, Vaccines, Neisseria lactamica, Outer Membrane
Vesicles (OMV).



1 INTRODUCAO

1.1 Género Neisseria

O género Neisseria engloba bactérias definidas como diplococos gram-
negativos, aerobios e oxidase-positivos e frequentemente sdo isolados da superficie da
mucosa de humanos e animais (MORSE et al., 1992). Apresentam a capacidade de
fermentar acucares, com excecdo da sucrose, sendo esse um dos critérios de
diferenciag@o entre as espécies, uma vez que Neisseria lactamica difere das demais, por
ser a unica a consumir lactose, além de maltose e glicose. (HOLLIS et al, 1969).

Dois membros deste género causam doengas em humanos: N. meningitidis,
responsavel por causar septicemia e meningite, ¢ Neisseria gonorrhoeae, agente
etiologico da gonorréia (CARTWRIGHT, 1987). Neisseria lactamica esta proxima a
ambas essas espécies, comportando-se como bactéria comensal, embora eventualmente,
possa ser um patogeno oportunista (WILSON et al., 1976).

Todos os meningococos compartilham varios determinantes antigénicos,
especialmente, com outras espécies de Neisseria como a N. lactamica, N. mucosa, N.
sicca, N. flavences, N. subflava, N. perflava, N. flava, mas também, com espécies
diferentes como Escherichia coli K1, K2 e K64 (KASPER et al., 1973), Bacillus
pumilis (ROBBINS et al., 1972) e streptococcus faecalis (GRIFFISS et al., 1977).

1.1.1 Neisseria lactamica

A taxa de portadores com N. lactamica ¢ elevada em todo o mundo, trata-se de
uma espécie comensal, ndo patogénica, colonizadora do trato respiratorio, na regido da
nasofaringe humana. Nao contém céapsula polissacaridea e apresenta caracteristicas
bioquimicas similares e determinantes antigénicos em comum com N. meningitidis
(HOLLIS et al., 1969). A maioria dos isolados de N. lactamica apresenta reatividade
cruzada com lipopolissacarideo de imunotipo L 3,7,9 de N. meningitidis . Essa fra¢ao de
LPS esta associada com a viruléncia da cepa do meningococo, ¢ sugere que esse possa
ser o antigeno mais envolvido no desenvolvimento da imunidade natural contra a

doenca meningococica. (BRAUN et al., 2004).
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Criangas pequenas portadores de N. lactamica podem adquirir imunidade a N.
meningitidis através de repetidas exposi¢cdes aos antigenos de reatividade cruzada
presentes nestes organismos (MORLEY e POLLARD, 2002). Como as N. lactamica
sdo acapsuladas (GRIFFISS et al.,, 1987), esta imunidade pode ser ativa contra os
componentes subcapsulares dos meningococos, dada a diversidade antigénica e genética
das populagoes de meningococos (CAUGANT, 1998), a protecdo ativa induzida por N.
lactamica pode também apresentar prote¢do cruzada contra muitas cepas de
meningococos. Esta ampla protecdo pode, por exemplo, ser uma conseqiiéncia da
exposicdo a muitas cepas diferentes de N. lactamica, resultando em uma resposta imune
contra muitas variantes dos diversos componentes das células de N. meningitidis.
Alternativamente a exposi¢do a uma unica cepa de N. lactamica pode resultar numa
imunidade aos componentes celulares que sdo altamente conservados dentro do género
Neisseria (BENNETT et al., 2005).

Troncoso e colaboradores (2000) observaram a existéncia de antigenos
comuns para espécies do género Neisseria, verificando o soro de camundongos
imunizados contra Proteinas de Membrana Externa (OMPs) de cepas de N. meningitidis
e N. lactamica e também de pacientes em recuperacdo de meningite meningococica o
que os levou a identificar os determinantes comuns para as duas cepas. Os principais
determinantes encontrados foram proteinas de 55 kDa e 32 kDa, sendo mais tarde
conhecidas como proteinas reguladas pelo ferro, e por isso, sdo consideradas como
componentes em potencial para uma nova preparagdo de vacina para N.meningitidis.

Outras proteinas encontradas eram variaveis de acordo com o soro analisado,
como a proteina de 65 kDa, visualizada no soro humano e no soro anti-N. lactamica de
camundongos. O soro de camundongos imunizados com N. meningitidis reconheceu
algumas proteinas como a de 37 kDa, identificado como proteina ligada a ferro (“ferric
binding protein” — FbpA) e ainda duas proteinas de 83 e 15 KDa. Os resultados
demonstraram a existéncia de varias outras proteinas de membrana em comum para as
duas espécies, refor¢cando o fato de que a imunidade natural é parcialmente conferida
por espécies comensais do género Neisseria (GOLDSCHNEIDER, 1969).

Em estudos, Oliver e colaboradores (2002) demonstraram que preparagdes
vacinais feitas com vesiculas de membrana externa de N. lactamica protegem contra a
doenga meningocécica em modelo murino. Embora tenha sido confirmada a protecdo
contra desafios com os meningococos, ndo foram observados anticorpos com atividades

bactericidas. Segundo esses pesquisadores, titulos desses anticorpos nao sdo bons
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indicadores de protecdo em modelos de infec¢do em camundongos. A faixa da atividade
bactericida in vitro dos animais imunizados indica que outros mecanismos de protecao,
como opsonofagocitose, possam estar envolvidos.

Em continuidade a esse estudo, Troncoso e colaboradores (2002) verificaram
que apenas o soro de criangas convalescentes tinham uma reatividade preferencial com
as proteinas de 55 e 65 kDa, sugerindo estes antigenos como de grande importancia na

inducdo do mecanismo de protecdo para a doenga meningococica.

1.1.2 Neisseria meningitidis

A bactéria N. meningitidis ¢ um colonizador eficiente da regido da nasofaringe
humana. A infec¢do ¢ adquirida pelos individuos sadios por meio de aerossois
infectantes, provenientes das secre¢des respiratorias de portadores dos meningococos.
(TZENG e STHEFENS 2000; DE VOE,1982).

As bactérias do género Neisseria crescem bem em atmosfera de 5% de gas
carbonico a 37° C, os meios de cultura contendo agar sangue, triptose-soja, Miieller-
Hinton e chocolate, constituem as condi¢des ideais para o crescimento das cepas de
Neisseria. Em meio solido, as colonias sdo convexas, transparentes, nao pigmentadas,
ndo hemoliticas, ¢ os didmetros bacterianos variam de 1 a 5 milimetros (FREUDLUND,
1993).

Os meningococos desenvolveram um sofisticado mecanismo de escape do
sistema imune para sobreviver as bactérias comensais do trato respiratorio superior
humano e ocasionalmente, invadir a circulacdo, dentre os quais podemos citar alguns
componentes da membrana e da capsula que estdo envolvidos na adesdo da bactéria a
superficie dos tecidos, podendo também participar de mecanismos antifagocitarios e de
inibi¢do ou inativacdo do complemento (VIDARSON et al., 2001). Os fatores de
viruléncia melhor definido do meningococo, estdo relacionados com a estrutura dos
polissacarideos capsulares, das proteinas de membrana externa e dos lipoligossacarideos

(LEE, 1987).

21



1.1.2.1 Capsula polissacaridica

Neisseria meningitidis apresenta externamente a parede celular, uma camada
viscosa denominada capsula que constitui uma forma de protecdo da bactéria contra as
condicbes externas desfavoraveis. Geralmente as capsulas s@o de natureza
polissacaridea homopolissacarideas, composta por um unico tipo de acgucar ou
heteropolissacarideas, composta por diferentes agucares, embora também possam ser
constituidas por polipeptideos.

A capsula estd relacionada com a viruléncia da bactéria pois confere
resisténcia a fagocitose, de modo que, em uma mesma espécie, as amostras capsuladas
sdo mais virulentas que as ndo capsuladas. A capsula polissacaridica propicia a entrada
do microrganismo na circulagdo sanguinea, além de resistir a fagocitose mediada pelos
neutrofilos, aumentando a sua viruléncia. As cepas bacterianas ndo-capsuladas sdo
encontradas somente na nasofaringe de portadores assintomaticos, € ndo no sangue

(LEE, 1987).

1.1.2.2 Vesiculas de membrana externa(OMVs)

Zollinger e colaboradores (1972) verificaram que em cultura, os meningococos
apresentam alto grau de autdlise e vesiculacdo da membrana celular, produzindo
vesiculas (ou “blebs”), denominando-as de complexo nativo. De acordo com Schuch
(1994), é provavel que durante o processo infeccioso, estruturas vesiculares da
membrana externa sejam naturalmente formadas e liberadas para o meio circulante.
Essas vesiculas apresentam interesse imunogénico porque sdo constituidas de todos os
componentes presentes na superficie da membrana externa da bactéria, isto ¢
polissacarideos, fosfolipideos, lipooligossacarideos e princinpalmente proteinas

(SANTOS, 2007)

1.1.2.3 Proteinas de membrana externa (OMPS).

As OMPs de diferentes sorotipos de N. meningitidis foram separadas pela

primeira vez por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida usando o sistema de
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Laemmli (1970). Esses estudos sugerem que tais mecanismos devem ser um dos
motivos pelos quais as proteinas da membrana externa de N. meningitidis sao altamente
imunogénicas e funcionam como potentes estimulantes de resposta imune humoral e
celular a antigenos polissacaridicos quimicamente conjugados aquelas proteinas

(DONNELLY et al, 1990).

1.1.2.4 Lipopolissacarideos (LPS)

A estrutura da membrana externa ¢ composta por fosfolipidios, lipoproteinas e
lipopolissacarideos (LPSs). Os lipopolissacarideos estdo localizados exclusivamente na
camada externa da membrana, enquanto que os fosfolipideos estdo presentes quase

completamente na camada interna.

Os glicolipides da membrana externa de bactérias que colonizam as superficies
das mucosas respiratorias apresentam uma cadeia polissacaridica de menor extensao que
aquelas observadas em microrganismos da mucosa intestinal, sendo por isso
denominados lipooligossacarides (LOS) e encontrados nos géneros Neisseria,
Haemophilus ¢ Bordetella (GRIFFISS et al, 1984). O arranjo do LOS na superficie
celular € importante por influenciar diretamente na exposi¢do de proteinas de membrana
externa (POOLMAN et al, 1985, SAUKKONEN et al, 1988).

O LPS ¢ considerado o maior fator de viruléncia de microrganismos Gram
negativos, determinando efeitos bioldgicos que resultam na amplificacdo das reagdes
inflamatdrias e constituem a base para a classificagdo de N. meningitidis em imunotipos

(TSAI etal, 1985, TSAI et al, 1987).

1.1.2.5 Proteinas reguladas pelo ferro (IRP).

O elemento ferro desempenha um importante papel no crescimento bacteriano
e sua obtencdo constitui um relevante fator de viruléncia. As espécies patogénicas do
género Neisseria apresentam diferentes mecanismos de aquisi¢do de ferro. Enquanto
que os gonococos (N. gonorrhoeae) o fazem diretamente das moléculas transferrina e

lactoferrina, os meningococos sintetizam um namero adicional de membranas externas
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de proteinas, em resposta a condi¢des limitantes do elemento (BULLEN, 1981; DE
VOE, 1982; MICKELSEN e COLS., 1982). Como a quantidade de ferro livre no
ambiente extracelular humano ¢ baixa, o elemento encontra-se associado as moléculas
de transferrina no soro, ¢ lactoferrina na superficie da mucosa. As estruturas da OMP
do meningococo, provavelmente agem como receptores dessas moléculas

(PETTERSSON e COLS., 1993).

1.1.2.6 Pili

Fimbrias ou pili sdo apéndices de superficie, filamentosos que apresentam um
importante papel na aderéncia de diferentes bactérias a superficie das mucosas (
STEPHENS et al, 1983).

A estrutura filamentosa protéica glicosilada da pili promove a adesdo dos
meningococos as células epiteliais e endoteliais humanas. Estes apéndices atravessam a
capsula polissacaridica e se ligam a receptores nas células nasofaringeas, como por
exemplo, no co-fator protéico ou CD46 (KALLSTROM et al, 1997, POLLARD e
FRASCH, 2001). A presenga de pili esta freqiientemente correlacionada com viruléncia,
sendo necessaria para a colonizag@o e subseqiiente infec¢do do hospedeiro (STEPHENS

et al, 1981, STEPHENS et al, 1983, MEYER et al, 1988)

1.1.3 Classificagdo dos meningococos

Tradicionalmente, as cepas foram caracterizadas pelo uso de anticorpos que
reconhecem epitopos expostos na superficie da capsula ou na membrana externa. Por
essa técnica, sdo definidos 12 sorogrupos: A, B, C, H, [, K, L, W135, X, Y, Z e 29E.
Cada sorogrupo ¢ definido pelo seu polissacaride capsular. Estudos indicam que essa
capsula exerce importante papel na toxicidade e no poder imunogénico dos
meningococos. Ainda sdo classificados em sorotipos, que sdo definidos por diferengas
das proteinas de classe 2/3, tendo sido descritos mais de 20 deles. Além dos sorotipos as
cepas de N. meningitidis podem ser classificadas em subtipos. Foram caracterizados
mais de 20 subtipos identificados por antigenos de membrana externa de classe 1

(FRASCH et al, 1985), denominados pelo simbolo "P1" (proteina de classel) seguido
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de um numero (P1.1, P1.2, P1.16,...), podendo uma mesma cepa expressar mais de um
subtipo simultaneamente. Ja os imunotipos sdo definidos a partir da estrutura dos seus
oligossacarideos que compdem o LPS, dos quais sdo descritos atualmente 12 deles, L1 &
L12 (MANDRELL e ZOLLINGER, 1977, SCHOLTEN et al., 1994).

A identificagdo descritiva de uma cepa de meningococo se faz pela seqiiéncia:
sorogrupo: sorotipo: subtipo. Um exemplo desta tipagem soroldgica é a representacdo
da cepa de N. meningitidis B:4:P1.15, indicando sorogrupo B, sorotipo 4 e subtipo
P1.15.. Neste caso também, uma mesma cepa pode expressar mais de um imunotipo (L)
simultaneamente. Esta defini¢do se da pela presenga de oligossacarideos que compdem
o LPS.

No Brasil as epidemias do inicio do século XX tiveram maior participagdo do
meningococo A. Durante os anos 1950/ 1960 predominava o meningococo C. Na
década de 1970 o meningogoco A alcangou uma prevaléncia de 60% ficando 33% para
0 C e 6% para o B. Em 1980-81 as taxas de meningococos A ¢ C cairam para 15%
enquanto o meningococo B alcancou a taxa de 60%, predominando até¢ a década de
1990. Atualmente os fendtipos B:4:P1.15 e C:2b: P1.3, sdo predominantes no Brasil
(REQUEJO, 2005).

1.2 Doenga meningocécica

A doenga meningocdcica ¢ um problema de saide publica no mundo todo. O
risco de casos com ligacdo temporal e espacial, grandes epidemias, o potencial fatal da
infecgdo invasiva, as complicacdes da doenca e a possibilidade do desenvolvimento de
seqiielas neuroldgicas permanentes, justificam a busca e a aplicacdo de medidas de
controle para a populacdo (DE GASPARI, 2000).

As meningites sdo causadas por uma variedade de microorganismos. Em satde
publica, duas etiologias sdo de especial importancia: meningococo (N. meningitidis) e
bacilo da tuberculose (Mycobacterium tuberculosis). Todavia, para o seu correto
acompanhamento, ¢ fundamental que todas as meningites sejam investigadas e tratadas.
Deve-se levar em consideragdo que outras etiologias podem ter importancia maior em
determinados momentos, pelo aumento do numero de casos ou pelo aumento da

letalidade (CVE — Centro de Vigilancia Epidemiolégica, Estado de Sdo Paulo, 2007).
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(GEDDE-DAHL et al., 1983) 1- pacientes com bacteremia sem choque, 2- pacientes
com bacteremia com choque, mas sem sepsis meningocécica fulminante (FMS), 3-
pacientes com choque e¢ meningite, ¢ 4- pacientes com meningite somente. Esta
classificag@o esta correlacionada com a duragdo da doenga antes da hospitalizagdo, o
sitio, a severidade e o padrio de ativagio de mediadores, e progndstico.
Incidentalmente, outras infecgdes metastaticas compartimentalizadas, como artrites ou
pericardites, podem ser desenvolvidas. Esta ultima pode ser causada principalmente
pelo sorogrupo C (GEDDE-DAHL et al., BLASER et al., 1984; GIBBONS, 1997).

As diferengas entre FMS e meningite estdo evidentes clinica e
histopatologicamente. A maior diferenga entre sepsis € meningite € que na meningite a
resposta inflamatoria esta localizada em um compartimento extravascular destituido de
zimogénios para o sistema complemento e de coagulacdo. Enquanto que a sepsis
meningococica € a mais devastadora forma de sepsis, com alta taxa de mortalidade,
causando seqiielas pela inflamagdo endovascular e tromboses, a meningite
meningococica tem uma taxa relativamente baixa de mortalidade e seqiielas
neurologicas comparada com outros tipos de meningites bacterianas (BARAFF, LEE,

SCHRIGER. 1993; GOLD, 1983).

1.2.1 Aspectos clinicos

A doenca meningocdcica manifesta-se, geralmente, por uma dessas formas
clinicas principais: meningite meningocécica e meningococcemia. A meningococcemia,
algumas vezes, ndo se propaga as meningites, devendo-se suspeitar da presenga dessa
forma nos casos de manifestacdes febris ndo diagnosticadas, especialmente, quando
acompanhada de erupcao cutinea (petequial) e elevada leucocitose.

A infec¢do meningococica pode ser limitada a nasofaringe, somente com
sintomas locais ou assintomatica, ou ainda pela forma septicémica grave, caracterizada
por inicio subito, com calafrios, febre alta (39° C ou mais), dores pelo corpo, prostracdo
e mal-estar, acompanhados de exantema petequial e meningococcemia.

As complicagdes geralmente sdo graves podendo deixar seqiiclas. As mais

freqlientes sdo necroses profundas com perda de substincia de areas externas, surdez
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parcial ou completa, uni ou bilateral, miocardite, pericardite, e complicagdes da area
neurolégica (CVE, 2007).

Varias intera¢des entre bactérias e as estruturas das células da superficie da
mucosa estdo envolvidas na aderéncia e invasdo dos meningococos. Os meningococos
aderem a mucosa nasofaringea via interagdes entre as células epiteliais humanas e os
pili bacterianos e proteinas de membrana externa (POLLARD e FRASCH, 2001). Ha
provavelmente inimeros fatores que contribuem para a integridade da barreira mucosa e
previne a colonizagdo e invasdo. A superficie da mucosa nasal possui cargas e
hidrofobicidade que estdo relacionadas com a adesdo bacteriana, ou seja, mudancas
desta carga podem resultar na adesdo bacteriana, como ocorre com maior facilidade em
fumantes que estdo mais predispostos & doenca na forma invasiva (POLLARD e
FRASCH, 2001). Portadores de meningococos provavelmente também sao atingidos
pela competicao da flora bacteriana, como com N. lactamica. Anticorpos anti-
meningococos nas secrecdes nasofaringeas provavelmente desempenham o maior papel
na prevencdo da colonizagdo e invasdo desta bactéria (POLLARD ¢ FRASCH, 2001).

A defesa do hospedeiro depois da invasdo meningococica ¢ determinada pelas
respostas humoral e celular, pertencentes aos sistemas inato e adaptativo
(MEDZHITOV e JANEWAY, 2000). Anticorpos especificos promovem protecio
completa. Todavia, a defesa inicial ¢ primariamente dependente de elementos da
resposta inata que, fundamentalmente, possuem mecanismos mediados pela bacteridlise
induzida pela ativagdo do sistema complemento e opsonofagocitose. (FIJEN et al, 1995,
HIBBERD et al, 1999). Por outro lado, os meningococos em geral, apresentam diversas
formas de escape do sistema imune, podendo-se citar o combate a Imunoglobulina A
(IgA), através da secrecdo de uma protease capaz de clivar o anticorpo, além de
estruturas que permitem a adesdo do patdégeno na mucosa e mimetismos imunoldgicos
que impedem a produgdo de anticorpos, por apresentarem estruturas idénticas as do

hospedeiro.
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1.2.2 Diagndstico e reconhecimento de pacientes de risco

Os estagios iniciais da meningite meningococica lembram a FMS, uma vez que os
sintomas iniciais sdo determinados pela repentina entrada dos meningococos na corrente
sanguinea. No entanto, geralmente o curso da doenca ¢ mais insidioso. As caracteristicas de
lesdes hemorragicas na pele aparecem somente entre 12 e 18 horas apds os sintomas da
doenca, e 20% dos pacientes ndo desenvolvem lesdes (BRANDTZAEG, DAHLE, HOIBY,
1983; RUBENSTEIN, ESTERLY, 1986). O diagnostico bacterioldgico em pacientes com
FMS ¢ possivel com a coloragdo de Gram através de uma bidpsia da lesdo da pele ou LCR
(PERIAPPURAM, TAYLOR, KEANE, 1995; VAN DEUREN et al., 1993). O rapido
diagnostico da FMS e o reconhecimento de pacientes de risco sdo cruciais para o inicio da

terapia com antibioticos e terapia anti-choque

1.2.3 Epidemiologia

Ocorrem casos esporadicos da doenga meningocécica durante todo o ano, sendo
mais freqiientes nos meses frios. Em intervalos regulares, a doenca aparece em ondas
epidémicas que podem durar de 2 a 5 anos. A distribuicao geografica da doenga ¢ universal,
ocorrendo casos esporadicos tanto em zonas urbanas, como rurais. A aglomeragdo
intradomiciliar favorece a transmissdo. E primordialmente uma doenga de criangas e adultos
jovens, em contato com portadores. Em situagdes epidémicas, a doenca geralmente, atinge
todos os grupos de maior idade. A primeira metade da década de 70 foi marcada por uma
grande epidemia causada pelos meningococos dos sorogrupos A e C, com taxas de incidéncia
que atingiram até 170/100.000 habitantes em determinadas cidades do pais. A década de 80
iniciou-se com baixa incidéncia da doenga, além do predominio do meningococo sorogrupo
B (CVE, 2007).

Em 1988, a incidéncia de meningites na grande Sdo Paulo, area do Estado de Sao
Paulo, foi de cerca de 4 por 100.000 habitantes na grande Sao Paulo (DE GASPARI e
ZOLLINGER, 2001). O surto foi causado pelas cepas do sorogrupo B em 1990 (SACCHI et
al., 1998). Durante este periodo, os isolados de N. meningitidis foram caracterizados pela

tipagem sorologica B:4P1.15 (HOBBSETAL.,1998).
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Ja na década de 90, caracterizou-se por uma diminui¢do proporcional da presenga do
sorogrupo B e aumento progressivo da doenga causada pelo meningococo sorogrupo C.

Durante periodos ndo epidémicos, a auséncia de sintomas ¢ estimada em cerca de 30%
das criangas portadoras, e em 5 a 10% em adultos. Esse fato sugere que sdo requeridas
condi¢bes particulares para se estabelecer a infecgdo. Alguns estudos indicam que fatores
como viruléncia clonal, e aumento da susceptibilidade do hospedeiro, decorrente de infeccdes
respiratorias, podem afetar o balangco entre o estado do portador e o desenvolvimento da

doenca (VRIES et al., 1996).

1.2.4 Transmissao

Para que a transmissdo ocorra ¢ fundamental contato intimo com o portador ou o
doente. O tempo de incubacdo pode variar de 2 a 10 dias, ou geralmente de 3 a 4 dias. O
periodo de transmissibilidade persiste até que o meningococo desapareca das secrecdes da
nasofaringe. Em geral, os meningococos sensiveis desaparecem da nasofaringe dentro de 24
horas depois de iniciado o tratamento especifico www.cve.saude.sp.gov.br. Entretanto, o
estado de portador pode ser longo, sendo que outras pessoas podem albergar a cepa por
muitos meses ou anos sem ficarem doentes (KRISTIANSEN et al, 1998) — sdo os chamados

individuos portadores (YAZDANKHAH e CAUGANT, 2004).

1.3 Resposta imune

A presenca de atividade bactericida no soro ¢ um dos fatores que contribuem para
evitar a dissemina¢do da N. meningitidis no hospedeiro, protegendo-o contra doenca
meningococica. Os anticorpos contra o meningococo sdo inicialmente transferidos via
placentaria e posteriormente, desenvolvidos ativamente através do contato com a propria
Neisseria; como por exemplo as ndo tipaveis ou Neisseria lactamica, além de outros agentes
etiologicos, como as enterobactérias, cujos antigenos sdo imunologicamente semelhantes aos

do meningococo.

30



Em individuos normais, anticorpos especificos sdo continuamente produzidos no
organismo pela presenga das diferentes cepas de meningococos e Neisseria lactamica
(JONES et al 1998). A presenga de anticorpos IgG e IgM com atividade bactericida em
resposta a colonizagdo ¢ provavelmente o fator mais importante na prevengdo da doenca
invasiva. Anticorpos protetores sdo também produzidos por antigenos de reatividade cruzada
em outras espécies de bactérias.

O corpo humano apresenta inimeros mecanismos para evitar a invasao da mucosa e
a colonizagdo do invasor, como as cargas da superficie e a interacdo hidrofobica das células
da mucosa nasal do hospedeiro, que dificultam a adesdo da bactéria. A defesa do hospedeiro
depois da invasdo meningocdcica ¢ determinada pela resposta humoral e celular, pertencente
aos sistemas inato e adaptativo (MEDZHITOV e JANEWAY, 2000). Anticorpos especificos
promovem prote¢do completa. Todavia, a defesa inicial ¢ primariamente dependente de
elementos da resposta inata, que fundamentalmente, possui mecanismos mediados pela
bacteridlise induzida pela ativagdo do sistema complemento e opsonofagocitose. (FIJEN et al,
1995, HIBBERD et al, 1999)

O conhecimento da resposta imune ¢ importante para o desenvolvimento de vacinas.
No entanto, o mecanismo de defesa contra a doenga invasiva causada por N. meningitidis em

humanos, ainda nao esta totalmente esclarecido. (FRANK et al., 1987).

1.3.1 Resposta humoral

Os mecanismos de imunidade humoral incluem lise pelo complemento, fagocitose
mediada por anticorpos e citotoxidade celular dependente de anticorpo.

Os anticorpos produzidos contra os meningococos sdo de diferentes classes de Ig e,
portanto t€m diferengas funcionais. A imunoglobulina IgG pode iniciar uma série de fungdes
efetoras, como interagdo com componentes do sistema complemento com o Clq, além de
apresentar importante papel no desenvolvimento da resposta imune celular como a
citotoxidade dependente de anticorpos. Os anticorpos da classe IgG em resposta a infecgdo,
sdo predominantemente das subclasses IgGl e IgG3, os da subclasse 1gG2 aparece em
criancas mais velhas, ja os da subclasse 1gG4 ndo sdo detectaveis (POLLARD e FRASCH,
2001). A imunoglobulina IgA ndo se liga ao Clq, mas bloqueia a atividade bactericida. Ja o
anticorpo IgM ¢ extremamente potente na ativacdo do sistema complemento (VIDARSON et

al., 2001). Anticorpos IgM possuem maior atividade bactericida do que os da classe IgG
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(CRAVEN et al., 1982). Esta claro que via alternativa do complemento que ndo depende de
anticorpo, ¢ crucial na protec¢do contra a doenga meningocécica, mas ainda nao esta claro qual
a importancia da ativag@o da via alternativa do complemento na resisténcia a infeccdo causada
pelo sorogrupo B, uma vez que a capsula do acido sidlico e a sialilagdo do LPS do sorogrupo
B, inibem a ativacdo da via alternativa do complemento in vitro (POLLARD e FRASCH,
2001).

1.3.2 Resposta imune celular

Tem sido descrito que linfocitos T isolados na fase aguda da doenga meningocdcica
(DM) apresentam capacidade reduzida de proliferacdo, quando estimulados por mitogenos
convencionais (GREENWOOD et al, 1979). Estudos em pacientes com meningite
meningococica relataram um percentual elevado de células CD4 com receptores do tipo yd
(CD4y6) e uma diminuicdo de linfocitos CD4 com receptores do tipo aff (CD4af). As células
CD4v9, quando estimuladas com concanavalina A produziram niveis elevados de citotoxinas
pro-inflamatérias (TNF-a e IL-6) (RAZIUDOLIN et al, 1994). Estes achados sdo
interessantes, visto que pouco se sabe sobre a fungdo de mecanismos de ativacao das células
T-yd), as quais sdo geralmente descritas como CD4- e CDS8- .

As proteinas de membrana externa de N. meningitidis sdo altamente mitogénicas para
linfocitos B, em individuos normais nao estimulam os linfocitos T (WETZLER et al, 1996).
Estes autores demonstraram que as proteinas de classe 1 e de classe 3 estimulam
especificamente a expressdo de B7-2 em linfocitos B que sdo os principais receptores
envolvidos na co-estimulag@o de linfécitos T por meio dos ligantes CTLA-4 e CD28. Uma
vez estimulados, os linfocitos T produzem diversas citocinas incluindo IL-2 e IL-4, as quais
irdo induzir os linfocitos B a se transformarem em células secretoras de anticorpos.

O envolvimento de linfocitos T na resposta imune a N. meningitidis tem sido
demonstrado por meio de estudos de proliferacdo celular de individuos imunizados.
Individuos adultos, apds terem sido imunizados com a vacina norueguesa para N. meningitidis
apresentaram significativa resposta imune dos linfécitos T, quando estes foram estimulados
“in vitro” com OMYV ou com a proteina de classe 1 da cepa vacinal (B:15:P1.17,16). Com o
uso da proteina de classe 3 da membrana externa de N. meningitidis, os resultados foram

marcadamente inferiores (NAESS et al, 1998).
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O reconhecimento da proteina de classe 1 da membrana externa de N. meningitidis por

linfécitos T foi demonstrado ser restrito as moléculas de classe 11 do Complexo de
Histocompatibilidade Principal (MHC) (WIERTZ et al, 1991). Estudos utilizando peptideos
sintéticos representando toda a seqiiéncia da proteina de classe 1 demonstraram que os
epitopos T-imunodominantes estdo localizados principalmente na regido transmembranica,
sendo portanto, altamente conservados no género Neisseria. Todos os 45 peptideos estudados
foram reconhecidos por linfocitos T de um ou mais individuos, ndo sendo possivel uma
associagdo com o haplotipo do MHC e o reconhecimento de um peptideo especifico
(WIERTZ et al, 1992).
As fungoes das células T-Helper (TH) maduras sdo baseadas nos tipos de citocinas produzidas
(ADKINS, 2000). Células TH-1 secretam IFN-gama, IL-2 e TNF-alfa e beta e estdo
associadas com hipersensibilidade do tipo tardia. Células TH2 secretam IL-4, IL-5, 1L-6, IL-9,
IL-10 e IL-13 em auxilio a respostas humorais (ADKINS et al, 2000, ADKINS et al, 2002). O
isotipo de anticorpo produzido depende do fenotipo da célula TH. As citocinas dos linfocitos
TH2 sao responsaveis pelos “switches” dos anticorpos do isotipo IgM para o isotipo IgG e
IgE (OGRA, 1996).

A resposta humoral para antigenos de mucosas ¢ dependente das células CD4 e a
freqiiéncia de respostas TH1 e TH2 apods a imunizacdo das mucosas pode determinar o nivel e
0 isotipo de anticorpos na mucosa bem como circulantes. Por isso, o conhecimento do tipo de
resposta induzida por um antigeno € uma potente ferramenta a ser utilizada na escolha de um

antigeno candidato a uma vacina de mucosas (ELSON ¢ DEUTZBAUGH, 1999).

1.3.3 Avidez de anticorpos

Devido a caracteristica de matura¢do das células B, o ensaio de avidez é muito util
para a diferenciacdo entre as respostas imunes primarias e secundarias. Testes de avidez de
IgG tém sido utilizados para o diagnostico de infecgdes virais, para a discriminagdo entre
infecgOes primarias e reinfecgcdes ou reativacdes e ainda, para se estimar a eficacia ou falhas
vacinais (NARITA et al., 1998, de SOUZA et al., 2004).

Usinger e Lucas (1999) compararam o indice de avidez e a atividade de opsonizacdo de
anticorpos 1gG2 produzidos em soros de camundongos imunizados contra S. pneumoniae dos

sorotipos 6B e 23F, verificando que houve uma correlagdo inversa entre a magnitude da
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resposta e a quantidade de anticorpos necessarios para proteger os camundongos de uma
bacteremia letal, causada pelo sorogrupo B, demonstrando que anticorpos de maior avidez
foram mais efetivos na destruicido do pneumococo quando comparados com os de baixa
avidez.

A imunizagdo com células integras de B. pertussis morta pelo calor ou a imunizagdo
com vacinas acelulares contendo B. pertussis detoxificada confere prote¢do 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 presengas de
anti-FHA e anti-fimbria t€ém sido correlacionadas com a prote¢do contra infecgdo por este
patogeno (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 producdo de

anticorpos dos isotipos IgG e IgE (ELSON e DEUTZBAUGH, 1999).

1.3.4 Mucosa nasal

A nasofaringe ¢ o sitio de colonizagdo pelos meningococos e deve ser o sitio
primario da invasdo inicial para o desenvolvimento da infec¢do sistémica (POLLARD e
FRASCH, 2001).

A imunizag@o nasal tem sido amplamente utilizada com vacinas contra Streptococcus
pneumoniae e os virus Influenza A e B em criangas e adultos (KUNO-SAKALI et al., 1994,
BELSHE et al, 1998). Varios grupos de pesquisas dos Estados Unidos e Noruega, que ha mais
de 20 anos trabalham com vacinas para o meningococo do sorogrupo B administradas pela via
parenteral, também estdo investigando alternativas por meio da imunizagdo intranasal, pois
até o momento, ndo ha uma vacina efetiva para N. meningitidis B (HANEBERG et al, 1998,
BAKKE et al, 2001, KATIAL et al, 2002).

Vesiculas de membrana externa (OMVs) administradas pela via intranasal possuem
estruturas necessarias para indugdo tanto de resposta imune de mucosa como sistémica e para
desenvolvimento de memoria imunoldgica. HANEBERG et al (1998), administrando uma
vacina consistindo de OMVs de N. meningitidis B (B:15:P1.7) O papel desses anticorpos
produzidos pela imunizacdo intranasal, apesar da necessidade de maiores estudos,
demonstram que, além de oferecer protecdo, a via das mucosas tem sido também uma

alternativa para impedir o efeito toxico do LPS. COUTINHO (2002), utilizando preparacdes
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antigénicas (Complexo Nativo de Membrana Externa - NOMC), com maior ou menor
expressdo de LPS dos imunotipos L3,7,9 e L8 administradas pela via intranasal em modelo
murino, verificou que essas preparagdes antigénicas foram bem toleradas pelos animais,
induzindo a producdo de anticorpos dos isotipos IgG e IgA em seus soros. Além disso, os
anticorpos do isotipo IgG induzidos pela imunizag¢do intranasal apresentaram capacidade
bactericida, o que vem ressaltar a importancia da resposta imune de mucosas, para a produgao

de uma vacina contra o meningococo do sorogrupo B.

1.3.5 Imunidade em neonatos

A sensibilidade de neonatos para as doengas infecciosas se deve parcialmente a falta
de memoria imunoldgica prévia e ao pequeno numero de células presentes nos tecidos
linféides periféricos no inicio da vida (ADKINS et al, 2004).At¢ uma década atras, os
neonatos eram considerados imunodeficientes. Este conceito se devia a limitada produgdo de
interleucina-2 (IL-2) e células T. No entanto, segundo ADKINS (2000 e 2002), com a
descoberta das populagdes de células TH1/TH2, 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 memoria foi portanto, um grande avango para que
novos estudos fossem realizados com o intuito de modulagao da resposta imune em neonatos
(SALLUSTO et al, 1999; SALLUSTO et al, 2000).

Estas tentativas de se estabelecer as razoes da baixa eficacia das criancas contra o
meningococo B, sugerem que as criangas menores apresentam diferencas na maturagdo da
afinidade dos anticorpos IgG e que a baixa avidez destes anticorpos pode estar relacionada

com a baixa eficacia nesta faixa etaria.

1.3.6 Adjuvantes
Adjuvantes sdo definidos como um grupo de componentes estruturalmente

heterogéneos utilizados para se conseguir um aumento da resposta imune para um antigeno.

Teoricamente, cada molécula ou substincia capaz de favorecer os eventos imunolédgicos,
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promovendo uma melhor resposta imune pode ser definida como um adjuvante (STORNI et
al, 2005).

Nesse trabalho nos utilizamos B. pertussis (Bp) como adjuvante, que é 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), filamentos de
hemaglutinina (FHA), hemolisinas, toxina termo-labil, endotoxina (LPS), entre outros, que
determinam a aderéncia ao epitélio ciliado do trato respiratorio e as atividades biologicas que
incluen leucocitose, mitogenicidade e efeitos adjuvantes.

O LPS de B. pertussis possui as mesmas propriedades do LPS de outros patdégenos
Gram negativos, que incluem pirogenicidade, toxicidade, inducdo de imunidade ndo-
especifica, producdo de citocinas, e outras. (FRIEDMAN, 1988; PARTON, 1999). DE
GASPARI (2000) com pesquisas com o anticorpo monoclonal 8C7Brl do isétipo IgM,
verificou que esse AcM reconheceu epitopos de N. meningitidis e reagiu de maneira cruzada
com outros microrganismos Gram negativos, inclusive com a B. pertussis. O potencial uso em
humanos verificado pela existéncia de vacinas efetivas utilizadas em criangas, a presenca de
antigenos de reatividade cruzada com o meningococo, a semelhanca da via de contagio entre
esses dois patdogenos e as suas propriedades imunogénicas e adjuvantes demonstram que a B.
pertussis ¢ importante para o estudo de adjuvantes em vacinas de mucosas para N.

meningitidis, em especial para uso em criangas.

1.4 Vacinas para doenga meningocdcica

Para a eficacia de novas preparacdes vacinais contra meningites, S30 necessarios
varios requisitos: a vacina deve oferecer protecdo contra todos os grupos de meningococos
patogénicos; ser efetiva para criancas menores de dois anos de idade; induzir prote¢do imune
de longa duracdo; induzir respostas com altos titulos de anticorpos, além de apresentar

seguranca e boa tolerincia (BROKER, 2003).

As vacinas contra N. meningitidis normalmente tém por base a rea¢do imunogénica do
hospedeiro ao polissacarideo capsular dos meningococos, e portanto, € sorogrupo especifico.
As vacinas disponiveis comercialmente sdo contra o sorogrupo A, C (isoladas ou combinadas)

e a tetravalente, contra os meningococos dos sorogrupos A, C, W135, Y (CVE, 2006).
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Os principais sinais e sintomas clinicos da doenga meningocécica foram
descritos primeiramente por Vieusseaux em 1806, ¢ o microrganismo causador desta
doenca foi identificado por Weichselbaum em 1887. A bactéria foi inicialmente
chamada de Diplococcus intracellularis e posteriormente foi inserida no género
Neisseria (FREDLUND, 1993).

Embora a maioria dos casos seja assintomatica, em algumas situagdes o
patégeno pode penetrar na circulagdo sangiiinea, através da invasdo das superficies
mucosas e infectar as meninges ocasionando a meningococcemia. Este processo ocorre
através da ligagdo da bactéria com células epiteliais nao ciliadas, de onde ¢ transportada
até as camadas sub-epteliais, englobada em vacuolos fagociticos, alcancando a
circulagdo sist€émica e resultando em graves infecgdes, muitas vezes, fatais
(CARTWRIGHT, 1987; DE VOE, 1982).

Em jovens e adultos os sintomas e sinais especificos sd3o mais comuns e se
caracterizam como febre, dores de cabeca, vomito, fotofobia, confusdo mental, sinais de
rigidez cervical (sinal de Brudzinski) e rigidez toracolombar (CVE, 2006). A severidade
da doenga meningocdcica estd relacionada com o nivel da endotoxina no plasma e no
liquido cérebro espinal (liquor), o qual determina a intensidade da resposta pro-
inflamatoria do hospedeiro (OGRA et al, 1994, VAN DEUREN et al, 1995. O ultimo
estagio ¢ caracterizado pela sindrome de Waterhouse-Frederichen e faléncia multipla
dos orgaos (MEYER e COLS., 1994; ROSENSTEIN e COLS., 2001).

Os mecanismos que produzem a sepsis € a meningite meningococica
envolvem a penetragdo da bactéria no epitélio do trato respiratorio superior, danos as
células endoteliais, invasdo da barreira hemato-encefalica, atingindo o sistema nervoso
central ¢ iniciagdo da cascata inflamatoria (BRANDTZAEG, 1992). A invasdo da
superficie da mucosa ¢ uma caracteristica de bactérias patogénicas. A adesdo pode
iniciar um processo de endocitose direta através do qual, os organismos sdo
internalizados pelas células epiteliais nao-ciliadas, freqiientemente em vesiculas, de
onde sdo transportados até a membrana da mucosa. Os pilis sdo as estruturas mais
importantes da superficie do meningococo que iniciam a ligacdo da bactéria as células
epiteliais da mucosa nasofaringea (STEPHENS e FARLEY, 1991).

As cepas isoladas de pacientes com choque séptico meningococico liberam
mais endotoxinas do que as cepas isoladas de pacientes com meningococemia cronica
benigna (PRINS et al. 1998). Baseados em eventos patofisioldgicos, pacientes com

doenca meningocdcica invasiva podem ser classificados dentro de quatro grupos,
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1.4.1 Vacinas baseadas na imunidade cruzada com cepas de Neisseria

Todos o0s meningococos compartilham varios determinantes antigénicos,
especialmente com outras espécies de Neisseria, como N. lactamica. Podem-se destacar ainda
outras espécies como E. coli K1, K2 e K64 (KASPER e COLS., 1973), Bacillus pumilis
(ROBBINS e COLS., 1972) ¢ Streptococcus faecalis e mais atualmente Moraxella catarrhalis
(TRONCOSO e COLS., 2003; BRAUN e COLS., 2004). Estudos recentes demonstram que a
protecdo contra a doenga meningococica pode ser advinda dessas espécies, especialmente, a
espécie N. lactamica.

Uma das linhas de investigacdo ¢ baseada na busca de um antigeno universal para

1113

todas as cepas de meningococos, que eliminaria o problema do ““switch capsular”, freqliente
em vacinag¢ao utilizando vacinas para sorogrupos (ALONSO e COLS, 2003).

De Gaspari (2000) descreveu uma proteina de massa molecular atribuida ao peptideo
de 50kDa, presente na superficie bacteriana de N. meningitidis, com alta capacidade de
protecdo e capaz de induzir reatividade cruzada para diferentes sorogrupos, sorotipos e
subtipos, além de Neisseria gonorrhoeae, N. lactamica, H. influenzae B, E. coli, Salmonella
thypi, Shigella flexneri, Bordetella pertussis e Bacillus subtilis. Através da produgdo de um
anticorpo monoclonal originado de uma linhagem de células de hibridomas, produtor de um
clone denominado 8C7Brl e de anticorpos da classe IgM, foi capaz de reconhecer os
peptideos de 50, 65 e 60 kDa, através de analise de citometria de fluxo, sendo reativo com

98% das cepas de N. meningitidis B. Esses resultados, demonstram a importancia do peptideo

de 50kDa como candidato em potencial para a composi¢do de uma nova vacina.

1.4.2 Uso de vacinas utilizando N. lactamica

N. lactamica é um organismo comensal intimamente relacionado a N. meningitidis, o
agente causador da doenga meningococica. N. lactamica compartilha muitos antigenos
comuns com N. meningitidis, mas ndo apresenta capsula polissacaridica nem o antigeno de
subtipo Por A. Estudos de portadores tém demonstrado que N. lactamica é encontrada na
nasofaringe de criangas pequenas ao mesmo tempo em que o encontro de meningococos ¢é

raro. No entanto, a imunidade natural contra a doenga meningocdcica desenvolvida durante
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este periodo ¢ a presenca de Neisseria comensal estd implicada no desenvolvimento de
imunidade. Recentes pesquisas t€ém estudado os antigenos que podem ser responsaveis pela
inducdo de resposta de anticorpos de reatividade cruzada, os quais t€ém demonstrado que
vacinas baseadas em N. lactamica podem proteger contra a doenga meningococica
(GORRINGE et al., 2005).

Um recente estudo demonstrou que OMVs de N. lactamica também sdo efetivas na
geragdo de resposta imune de reatividade cruzada em camundongos, quando administrados
pela via intranasal (SARDINAS et al., 2005). Em adi¢ao, estas OMVs sdo efetivos adjuvantes
intranasais, aumentando grandemente, a resposta de anticorpos quando foi co-administrado
com antigenos de superficie da hepatite B.

Estudos com modelos animais embora ndo mimetizem com precisdo a patogénese da
doenca em humanos, demonstram prote¢do contra isolados clinicos de diferentes linhagens
clonais. N. lactamica tem uma vantagem adicional sobre N. meningitidis por ser um
organismo seguro € nao requer todo o aparato que € necessario para a cultura em larga escala
de N. meningitidis. Desta forma, esta consideravel experiéncia na manufatura de vacinas de
OMYV podendo ser diretamente aplicadas para uma vacina usando esta cepa comensal ao invés

da patogénica.

1.4.3 Vacinas contra o meningococo do sorogrupo A

E constituida de polissacarideo capsular, purificado. O poder imunogénico e¢ a
duracdo da imunidade desta vacina t€ém relacdo com diversos fatores, entre os quais se
destacam a idade da pessoa a ser imunizada e o numero de doses aplicadas. Essa vacina
apresenta eficacia em torno de 90%, observada em estudos realizados no Egito, em criangas
de 6 a 15 anos (WAHDAN.,, et al 1973). Na Finlandia, nos anos de 1974-75 durante epidemia
provocada pelo meningogococo sorogurpo A, algumas criangas vacinadas contra o
meningococo A, adquiriram a doencga causada pelos sorogrupos B, C e Y( PELTOLA., et al,
1977).

Estudos desenvolvidos por Kayhty com a vacina anti-A, revelaram que em criancas
com idade abaixo de 12 meses, uma resposta de anticorpos estatisticamente significante foi
mantida por um ano; nas de 12 a 17 meses de idade, por dois anos; na faixa etaria de 18 a 23

meses houve um rapido declinio dos niveis de anticorpos, sendo mantidos por um pouco mais
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de uma ano, e com o aumento da idade, decresceram gradativamente os niveis de anticorpos

induzidos pela vacinagdo (REQUEJO, 2005).

1.4.4 Vacina contra meningococo do sorogrupo C

O meningococo C ¢ constituido de polissacarideo capsular purificado. A idade é um
fator determinante na resposta imune ao polissacaride. Essa vacina ndo induz a formagao de
anticorpos em criangas com idade inferior a 2 anos. Nas criangas com mais de 3 meses de iade
a resposta imune corresponde somente a 1/80 daquela obtida em adultos e, por volta dos 2
anos de idade as criangas alcangam uma média de anticorpos proxima a 1/10 daquela
observada em adultos. Nas criangas com mais de 2 anos a resposta imune ¢ mais prlolgada,
mas declina rapidamenet apos dois anos de observacao, para menos de 25% do nivel atingido

inicialmente (REQUEJO, 2005).

1.4.5 Vacina tetravalente contra meningococos dos sorogrupos A, C, Y e W135

Aplicada em criancas de 2 a 12 anos, mostra boa resposta imunologica aos 4
sorogrupos. A resposta foi menor nas criangas abaixo de 2 anos, caindo rapidamente o titulo
de anticorpos. Nao ha referéncia a estudos de campo utilizando-se a vacina contra W135 e o
Y, devido a baixa incidéncia da meningite por esses sorogrupos. (CVE, 2007).

A vacinagdo tem sido efetiva no combate a surtos comunitarios ¢ epidemias em
centros militares (ROSENSTEIN et al, 1998). De maneira similar, essa vacina ¢ capaz de
controlar grandes epidemias em paises da Africa, situados no chamado “cinturio da

meningite”, promovendo seguranca adequada (VEEKEN et al, 1998).

1.4.6 Vacinas atuais em desenvolvimento para o sorogrupo B

Diversas pesquisas tém sido direcionadas para o desenvolvimento uma vacina eficaz
contra o sorogrupo B. O desafio estd em encontrar uma preparagao vacinal capaz de induzir a
producdo de anticorpos de reatividade cruzada e bactericidas para diferentes sorotipos e

subtipos, além de produzir uma resposta satisfatoria dentro da faixa de risco.
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A vacina constituida pelo polissacarideo capsular do meningococo B ¢ pouco
imunogénica em criangas e adultos. Uma das provaveis causas dessa tolerancia imunologica
pode ser a reagdo cruzada deste antigeno com o polissacarideo contendo acido sialico,
substancia que existe, naturalmente, nos tecidos corporais, impedindo assim, que o
polissacarideo capsular do meningococo B seja reconhecido como substincia estranha e,
consequentemente, nao induzir a producdo de anticorpos (CVE, 2006).

Estudos vém sendo realizados com o intuito de se identificar novos antigenos baseados
em proteinas conservadas, capazes de indugdo a produgdo de anticorpos de reatividade
cruzada entre a diferentes cepas de N. meningitidis e que sejam imunogénicas em criangas
menores de 2 anos de idade (MARTIN et al, 1997, DE GASPARI, 2000, SIEGRIST, 2001,
COMANDUCCI et al, 2002). No entanto, existem poucos estudos utilizando modelo animal
para demonstrar a importincia da imunizagdo neonatal contra patégenos de natureza
bacteriana (RAYEVSKAYA et al, 2002, RODUIT et al, 2002, EISENBERG et al, 2003).

As pesquisas visando uma vacina contra o sorogrupo B tém se concentrado nas
proteinas da membrana externa da Neisseria meningitidis B (FRASCH, 1988).

A vacina de OMV produzida pelo Instituto Finlay em Cuba (comercialmente
chamada de VA-MENGOC-BC®) foi produzida da cepa B:4P1.19,15 com polissacaride do
sorogrupo C e uma preparagdo de OMP de alto peso molecular e adsorvida com hidroxido
de aluminio (SIERRA et al, 1991). A vacina foi designada em resposta a uma Unica cepa
(B:4P1.19,15) epidémica da doenga meningococica a qual houve uma grande eficacia de
cerca de 95% num regime de duas doses administradas em programa de vacinagdo a jovens
e criancas de 3 meses a 19 anos de idade no ano de 1988, a qual contribuiu para o rapido
declinio da epidemia em Cuba (RODRIGUEZ et al, 1999). Subseqiientes estudos de
eficacia da vacina foram realizados no Brasil (durante um surto epidémico da doenga
meningococica causada por varios sorogrupos B e C incluindo a cepa B:4P1.19,15 | e
embora tenha ocorrido a prote¢do em cerca de 70% em criangas mais velhas , ndo houve
protecdo semelhante em criangas mais jovens (MILAGRES et al., 1994).

De acordo com De Gaspari e Zollinger (2001), uma vacina contra o meningococo B
a ser produzida no Brasil, deveria conter a proteina de classe 5C, devido a sua expressdo
altamente significante em cepas desse microrganismo isoladas neste pais. A proteina de
classe 5C ¢é expressa pela cepa 44/76 N. meningitidis B e ¢ incluida em uma vacina
norueguesa contra o meningococo B, baseada em vesiculas de membrana externa,
demonstrando uma correlagdo linear entre os niveis de anticorpos bactericidas e os titulos de

IgG contra a classe SC (ROSENQVIST et al, 1993).
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1.4.7 Vacinas de vesiculas de membrana externa

Os estudos mais recentes fazem uso das vesiculas do complexo nativo como vacinas.
Geralmente essas preparagdes vacinais sdo complexadas com um ou mais polissacarideos
capsulares, para melhorar sua solubilidade e imunogenicidade. Apesar dos bons resultados,
essas composi¢cdes apresentam grande variagdo fenotipica dos antigenos de membrana

externa, sendo consideradas OMPs especificas (FRASCH, 1995).

Vacinas baseadas em OMVs, além de serem pouco imunogénicas em criangas
menores de 12 meses induzem resposta sorosubtipo, ou seja, os anticorpos gerados conferem
apenas protegdo contra cepas homoélogas (ZOLLINGER , 1997 ¢ JODAR et al, 2002). As
vacinas cubana e norueguesa mostraram resposta direcionada contra cepas heter6logas, com a
producdo de anticorpos bactericidas somente em individuos maiores de 10 anos de idade e
adultos (TAPPERO et al, 1999).

Em acordo com os estudos de Oliver e colaboradores (2002), os anticorpos de
atividade bactericida ndo foram observados seguindo-se a imunizacdo com OMVs de N.
lactamica, mas a protecdo foi observada em um modelo de camundongos neonatos de
bacteremia meningococica.

Atualmente esta sendo preparada em fase I de testes clinicos, uma vacina utilizando
OMVs de N. lactamica,. Estao sendo feitas avaliagdes da imunogenicidade em voluntarios
homens adultos, os quais irdo determinar se as OMVs destes organismos possuem uma
seguranga similar ao perfil das vacinas de OMVs de meningococos, € se as respostas imune
de reatividade cruzada observadas em camundongos serdo observadas também em humanos

(GORRINGE, 2005; FINNEYet al, 2007; LIU et al, 2008 ).
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6 CONCLUSAO

e A imunizagdo pela via intranasal com OMYV das cepas (954 e 767) utilizadas,
foi capaz de sensibilizar as células do sistema imune, as quais foram
rapidamente estimuladas quando os camundongos foram imunizados pela via

intramuscular.

e Titulos expressivos de anticorpos de isétipos IgG e IgM, anti-N. lactamica
foram detectados no soro de camundongos neonatos, apds a imuniza¢do com

antigenos de N. lactamica cepas 954 e 767.

e Os anticorpos IgG e IgM produzidos foram de intermediaria e alta avidez,

mostrando assim, uma provavel funcionalidade dos mesmos.

e Os anticorpos monoclonais 9B3, 1D8, PIE ¢ WBEI12-C10 apresentaram
reatividade cruzada com antigenos presentes nas cepas de N. meningitidis e N.

lactamica utilizadas neste estudo .

e Os antigenos de OMV de N. lactamica reconhecidos pelos anticorpos
monoclonais produzidos, podem ser importantes para fazer parte de uma
preparagdo vacinal para N. meningitidis, quando administrada pela via

intranasal por induzir a produc¢do de anticorpos de alta e intermedidria avidez
e O estudo de antigenos de membrana externa de N. lactamica utilizando

anticorpos monoclonais pode ser importante na indug¢do de anticorpos que irdo

conferir imunidade aos portadores e a doenga meningococica.
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