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RESUMO

PORTILHO, A.l. Imunizagdo parenteral e de mucosas com Vesiculas de Membrana
Externa de Neisseria meningitidis do sorogrupo C visando reatividade com sorogrupo W
em camundongos. 2021. 106 f. Dissertagdo (Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2021.

A doenca meningocdcica invasiva (DMI), provocada por Neisseria meningitidis, ocorre
globalmente, contudo, regibes em desenvolvimento sofrem os maiores impactos da doenca.
No Brasil, os principais sorogrupos isolados sdo B e C, e observa-se a emergéncia do
sorogrupo W. Esse trabalho propde o estudo, em camundongos, da imunizacdo com vesiculas
de membrana externa (OMVs) de cepa brasileira de N. meningitidis C que apresenta as
proteinas porinas 2a e P1.5, comuns ao sorogrupo W; sendo as cepas utilizadas para o estudo
classificadas como C:2a:P1.5 e W:2a:P1.5,2. Fémeas adultas, da linhagem A/Sn (H2%), foram
imunizadas por sistema prime-booster utilizando 4 doses intranasais (IN) e reforco
intramuscular (IM) com OMVs associadas a toxina colérica subunidade B (TCB) ou por
sistema de duas doses IM com OMVs associadas ao hidroxido de aluminio (HA). Os animais
foram acompanhados até que fossem idosos. A resposta imune foi avaliada por ELISA,
Immunoblotting, Dot-blot, Imunohistoquimica e ELISpot. Os adjuvantes contribuiram para
inducdo de maiores titulos de anticorpos. OMV+TCB induziu titulos de anticorpos
estatisticamente superiores ao controle pré-imune apds as 4 doses IN e manteve superioridade
em todas as faixas etarias. OMV+HA alcancou diferenca estatistica em relacdo ao controle
apos a dose de reforco e manteve a diferenca até a meia-idade. Todos 0s grupos apresentaram
IgG de indice de avidez elevado, independente do uso de adjuvantes. A razéo 1gG1/1gG2a foi
intermediaria em grupos imunizados com OMVs sozinhas e alta em grupos imunizados com
OMVs associadas a adjuvantes. Os anticorpos reconheceram antigenos de pesos moleculares
atribuidos a Porina A, importante para protecdo especifica contra a cepa de imunizacdo, a
Adesina A de Neisseria e a Proteina de ligacdo a transferrina, importantes para reatividade
cruzada com cepas diferentes. Os anticorpos reconheceram antigenos da cepa heteréloga
W:2a:P1.5,2, além de cepas representativas da circulacdo dos sorogrupos B, C e Y no Brasil.
A caracterizacdo celular dos bacos, feita pelos marcadores anti-CD68, anti-CD4, anti-CD79 e
anti-CD25, ndo apontou diferencas entre os camundongos idosos e individuo adulto. Também
ndo se observou diferencas na populacdo celular de grupos imunes e controles, porém,
esplendcitos dos camundongos imunes, idosos, produziram IL-4 e IL-17 quando estimulados
com as OMVs e com o polissacarideo capsular C de meningococo. Por fim, concluiu-se que o
uso de adjuvantes e a administracdo de doses de reforco favoreceram a elevacdo dos titulos de
anticorpos e sua manutencdo por periodos maiores; estimulou a diferenciacdo da resposta
imune em perfil Th2; levou ao reconhecimento de mais antigenos e a secrecdo de maiores
guantidades de citocinas.

Palavras-chave: Neisseria meningitidis. Doenca meningococica invasiva. Vesiculas de
membrana externa (OMVSs). Hidréxido de aluminio. Toxina colérica subunidade B.



ABSTRACT

PORTILHO, A.l. Parenteral and mucosal immunization with Outer Membrane Vesicles
from Neisseria meningitidis serogroup C aiming cross-reactivity with serogroup W in
mice. 2021. 106 p. Master thesis (Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Séo Paulo, 2021.

Invasive meningococcal disease (IMD), caused by Neisseria meningitidis, occurs globally,
however, developing countries deal with greater burden of the disease. In Brazil, the main
serogroup isolated is serogroup C, and the emergence of serogroup W has been seen. This
work studied, in mice, the immunization with outer membrane vesicles (OMVs) of a Brazilian
strain of N. meningitidis C that presents porin proteins 2a and P1.5, common to serogroup W,
the phenotypic characterization of the strains used was C:2:a:P1.5 and W:2a:P1.5,2. Adult
females of A/Sn (H2%) mice were immunized by prime-booster regimen with 4 intranasal (IN)
doses and one intramuscular (IM) booster dose with OMVs associated with cholera toxin
subunit B (CTB); or by two IM doses regimen with OMVs associated with aluminium
hydroxide (AH). The mice were followed until old age. The immune response was evaluated
by ELISA, Immunoblotting, Dot-blot, Immunohistochemistry and ELISpot. The adjuvants
contributed to the induction of higher antibody titers. OMV+CTB triggered antibodies titers
statistically higher than pre-immune control following 4 IN doses and maintained this
superiority during all ages. OMV+AH needed a booster dose to reach statistical difference in
comparison with control, maintaining it until middle-age. All groups presented a high avidity
index of IgG, regardless of the adjuvant use. The IgG1/lgG2a ratio was intermediary in
groups immunized with OMVs alone and higher in groups immunized with OMVs associated
with adjuvants. The antibodies recognized antigens of molecular weight attributed to porin A,
an important protein to respond specifically against the immunization strain, to Neisserial
Adhesin A and Transferrin-binding proteins, important for cross-reactivity with different
strains. The antibodies also recognized antigens of heterologous strain W:2a:P1.5,2 and
strains which represent the circulation of serogroups B, C and Y in Brazil. The cellular
characterization of spleens, marked with anti-CD68, anti-CD4, anti-CD79 and anti-CD25, did
not point to differences between old and adult mice. Also, it was not observed difference
between the cellular populations of immune and control groups, however, splenocytes of
immunized, elderly mice, produced IL-4 and IL-17 when stimulated with OMVs and capsular
polysaccharide C of meningococci. It was concluded that adjuvant use and booster doses
improved the antibody titers and their persistence for longer periods, provided a Th2 type of
immune response, led to the recognition of more antigens and the secretion of higher
quantities of cytokines.

Keywords: Neisseria meningitidis. Invasive meningococcal disease. Outer membrane
vesicles (OMVs). Aluminum hydroxide. Cholera toxin subunit B.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doenga meningococica invasiva

1.1.1. Agente causador: Neisseria meningitidis

Neisseria € um género de bactérias Gram-negativas, imoveis, aerobias, ndo-esporuladas,
que se apresentam como diplococos. Diversas espéecies fazem parte da microbiota do trato
respiratério superior humano. Entre o género, N. gonorrhoeae é estritamente patogénica,
provocando infecgdes na mucosa genital, anal e da orofaringe; e N. meningitidis, ou
meningococo, pode colonizar a orofaringe humana, estabelecendo portadores saudaveis ou
causando a doenca meningocdcica invasiva (DMI) (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER,
2009; LEMOS; ELIAS JUNIOR; CAMPOS, 2015).

A primeira descricdo da doenca meningococica € atribuida ao Dr. Gaspard Vieusseux e
ocorreu na cidade de Genebra, em 1805. A bactéria foi isolada pela primeira vez em 1887,
pelo Dr. Anton Weichselbaum, em Viena. Ao longo do século XX, diversos surtos e
epidemias de doenca meningocdcica foram descritos pelo mundo (VILLENA, 2012). A
bactéria € transmitida pelo contato com secrecfes respiratorias de enfermos ou portadores
assintomaticos. Fatores ligados a cepa, como patogenicidade e viruléncia, e ao hospedeiro,
como o estado do sistema imunoldgico, determinam a evolucdo da infecgdo. Os principais
grupos de risco para desenvolver a doenca meningocdcica sao criancas menores de 2 anos,
jovens adultos e idosos. Adolescentes e jovens adultos sdo apontados como 0s principais
portadores, responsaveis pela transmissdo do meningococo. Situacdes de aglomeracdo e
climas com baixa umidade relativa do ar favorecem a transmisséo da bactéria (ROUPHAEL;
STEPHENS, 2012). O periodo de incubacdo do patégeno varia de 3 a 10 dias; as primeiras
manifestacdes da infeccdo sdo inespecificas, como febre, nduseas, vomito e sonoléncia,
seguidos de sintomas caracteristicos, como rigidez da nuca e rash purpurico. Se ndo tratada, a
doenca pode evoluir para choque, faléncia multipla de 6rgdos e ébito em até 24 horas
(BRANCO; AMORETTI; TASKER, 2007; NADEL; NINIS, 2018). O método diagnostico
considerado padrdo-ouro € o isolamento de N. meningitidis em cultura. Outras técnicas
laboratoriais empregadas sdo 0 exame quimiocitologico e bacterioscopia do liquido
cefalorraquidiano, prova de aglutinacdo do latex, PCR (do inglés polymerase chain reaction,
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reacdo da cadeia em polimerase) e PCR em tempo real. As principais amostras utilizadas para
0 diagnostico sdo o liquor e o sangue ou soro. O tratamento preconizado se da por
cefalosporinas de terceira geracdo, penicilina ou ampicilina (MINISTERIO DA SAUDE,
2017).

O meningococo apresenta diversos fatores de viruléncia. A cépsula polissacaridica, que
reveste a bactéria, a protege inibindo tanto a fagocitose como a morte mediada pelo sistema
complemento e € importante para a sobrevivéncia intracelular. Raramente cepas néo
capsuladas provocam doenca (POLLARD; FRASCH, 2001; ROUPHAEL; STEPHENS,
2012). O lipooligossacarideo (LOS) atua na adeséo e invaséo ao tecido, inibe a fagocitose e
ativacdo do sistema complemento e, dado seu arranjo na superficie celular, pode influenciar a
exposicdo de antigenos e, consequentemente, a relacdo patdégeno-hospedeiro. Além disso, €
altamente imunogénico e o principal responsavel por induzir a inflamacéo durante a infeccéo
(POOLMAN; HOPMAN; ZANEN, 1985; KAHLER; STEPHENS, 1998). O pili é
responsavel pela interacdo entre a bactéria e as células do hospedeiro e pela motilidade, o que
contribui para que o meningococo ultrapasse a barreira hemato-encefalica, e medeia a troca de
DNA por transformacdo. O pili do meningococo encontra-se na familia do pili tipo 1V,
frequentemente estudado devido a sua importancia para bactérias Gram-negativas (TZENG;
STEPHENS, 2000; COUREUIL et al. 2009; WEYAND et al., 2013).

Os componentes antigénicos, também chamados de proteinas de membrana externa, ou
OMPs (do inglés outer membrane proteins) possuem diversos papéis na patogenicidade da
bactéria. As porinas, ou proteinas de Classe 1 (Porina A ou PorA) e de Classe 2/3 (Porina B
ou PorB), sdo canais ibnicos responsaveis por trocas entre a bactéria e 0 meio (MASSARI et
al., 2003). Rmp (do inglés Reduction modifiable protein, proteina modificavel por reducéo) é
uma proteina auxiliar para ancoragem das porinas e parece interagir com proteinas
sequestradoras de ferro e contribuir para a expressao e outros antigenos, influenciando no seu
reconhecimento pelo sistema imune do hospedeiro (MAHARJAN et al., 2016). Diversas
adesinas propiciam adesdo e invasdo da bactéria ao tecido do hospedeiro, como a adesina A
de Neisseria, NadA (do inglés Neisserial Adhesin A) e a proteina de opacidade, ou apenas
Opa (do inglés Opacity protein). A capsula polissacaridica, o LOS e o pili também sao
considerados adesinas, jA que colaboram para invasdo e adesdo ao tecido (HUNG;
CHRISTODOULIDES, 2013). A proteina de ligacdo a transferrina, ou Tbp (do inglés
Transferrin binding-protein) sequestra ferro do hospedeiro, processo importante para

sobrevivéncia do meningococo durante a infecgdo, ja que este é um elemento chave para
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processos metabolicos da bactéria (SCHRYVERS; STOJILIKOVIC, 1999; FEAVERS;
PI1ZZA, 2009). A proteina de ligacdo ao fator H, fHbp (do inglés factor H binding protein) e a
proteina de superficie A de Neisseria, NspA (do inglés Neisserial surface protein A) inibem a
ativacdo do sistema complemento pela via alternativa, contribuindo para que o patdégeno
escape do sistema imune (LEWIS; CARTER; RAM, 2012). O antigeno de ligacéo a heparina
de Neisseria, ou NHBA (do inglés Neisserial Heparin Binding Antigen) liga-se & heparina e
ao heparan-sulfato, aumentando a resisténcia de N. meningitidis no soro e sua capacidade de
ligar-se ao endotélio (MARITAN et al., 2018). A figura 1 mostra a estrutura da membrana

externa do meningococo e seus antl’genos.

Figura 1 — Membrana externa de N. meningitidis
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fHbp: factor H binding protein; Por: Porin; NadA: Neisseria Adhesin A; Opa: Opacity protein; RmpM:
Reduction modifiable protein. Fonte: Adaptado de Sadarangani e Pollard (2010).

Além de apresentar diversos antigenos, N. meningitidis é capaz de modificar a expressao
destes através dos mecanismos de variacdo de fase e variacdo antigénica: no primeiro, um
gene pode ser expresso ou ndo, de modo reversivel, garantindo uma maior heterogeneidade
entre as bactérias; o segundo trata-se da expressdo de um mesmo antigeno com diferencas
estruturais, o que pode driblar o sistema imune do hospedeiro (PALMER; BANKHEAD;

SEIFERT, 2016). Além disso, a bactéria é naturalmente competente para realizar
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transferéncia horizontal de genes, que pode colaborar com essa heterogeneidade. Atribui-se a
essa caracteristica a dificuldade de se encontrar vacinas amplamente eficazes contra o
meningococo (CAUGANT; BRYNILDSRUD, 2020). Até a capsula polissacaridica, utilizada
como imunizante, passa por variacdo — processo conhecido como “troca de capsula™: a
bactéria, estimulada por pressdo do sistema imune do hospedeiro, recebe informacgéo de cepa
de um sorogrupo diferente por troca horizontal de genes e passa a expressar outro tipo de
capsula polissacaridica (SWARTLEY et al., 1997). A troca de capsula é tdo importante que é
atribuido a ela a emergéncia do meningococo de cépsula do tipo W durante o Hajj,
peregrinacdo isldmica & Meca, no ano de 2000, o que provocou surtos de doenca
meningocdcica em diversos paises (TAHA et al., 2000). O LOS é outro antigeno que sofre
variacdo de fase: ap0s estabelecimento na orofaringe de um portador, apoiada pela expressdo
do LOS tipo L8, a bactéria altera a expressdo para o LOS tipo L3,7,9, que contribui para a
doencga invasiva (JONES et al., 1992; BRAUN et al., 2002).

Urwin et al. (2004) descrevem que, apesar da variedade de antigenos no meningococo,
aqueles relacionados a patogenicidade tendem a ser mantidos. De fato, a frequéncia de
determinados fendtipos entre clones invasivos é expressiva. 1sso demonstra a importancia de
caracterizar as cepas circulantes de N. meningitidis, o que fornece informagfes sobre
viruléncia, permite prever surtos e indica antigenos-chave para imunizacdo (PORTILHO;
TRZEWIKOSWKI DE LIMA; DE GASPARI, 2020).

1.1.2. Classificacdo de Neisseria meningitidis

N. meningitidis € classificada fenotipicamente por um painel de anticorpos monoclonais,
que difere as cepas entre sorogrupos, sorotipos, subtipos e imunotipos. Os sorogrupos sao
classificados com base na natureza imunoquimica da capsula polissacaridica; os sorotipos, a
partir da Porina B; os subtipos, a partir da Porina A e os imunotipos, pelo LOS (FRASCH,;
ZOLLINGER; POOLMAN, 1985). Deste modo, a nomenclatura para as cepas se da, por

exemplo:

C:2a:P1.5 — sorogrupo C, sorotipo 2a, subtipo P1.5. Portanto, os anticorpos monoclonais
para caracterizagdo do polissacarideo capsular C, para a Porina B 2a e para a Porina A P1.5

reconheceram a cepa.
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O imunotipo é sinalizado pela letra -L seguida do nimero reagente. Cepas dos sorogrupos
B e C apresentam, frequentemente, o imunotipo L3,7,9. Os imunotipos L10 e L12 foram
relacionados, até agora, ao sorogrupo A e 0 imunotipo L8, as cepas de colonizacdo
assintomatica. Entre cepas invasivas, € comum gue se encontre o imunotipo L3,7,9, todavia, a
bactéria pode alterar a expressao do LOS durante o processo de infecgdo (JONES et al., 1992;
BRAUN et al., 2002).

Métodos moleculares também sdo empregados para caracterizacdo das cepas, 0 que
aprofunda o conhecimento sobre a filogenia das espécies. A técnica MLEE (multilocus
enzyme electrophoresis) baseia-se no perfil de migracdo de enzimas da bactéria em
eletroforese para agrupa-las em tipos eletroforéticos ou ETs (do inglés electrophoretic type),
caso possuam ndo mais que 2 enzimas com perfis de migracdo diferentes. O PFGE (pulsed-
field gel electrophoresis) consiste na digestdo do DNA por endonucleases para formar
fragmentos de alto peso molecular, os quais, quando submetidos a eletroforese de campo
pulsado, migram formando padrdes especificos que permitem distinguir polimorfismos,
caracterizando as cepas (YAKUBU; ABADI; PENNINGTON, 1999).

O MLST (multilocus sequence typing) é uma ferramenta de tipagem genética utilizada na
caracterizacdo de diversos patdgenos, que foi padronizada primeiramente com N.
meningitidis. Sete genes constitutivos da bactéria sdo sequenciados e permitem a classificacao
dos tipos de sequéncia ou STs (do inglés sequence types), equivalentes aos ETs do MLEE.
Cepas que compartilham 4 desses 7 genes sdo, ainda, agrupadas em complexos clonais, ou
CCs (do inglés clonal complex) (MAIDEN et al., 1997; MAIDEN, 2006).

1.1.3. Epidemiologia

A DMI é considerada um problema de saude puablica devido a rapida progressdo da
doenca, que causa elevados indices de morbimortalidade, e pela sua capacidade de provocar
surtos e epidemias. Estima-se que existam 1,2 milhdes de novos casos e 135 mil ébitos no
mundo anualmente (JAFRI et al.,, 2013). Dentre os 12 sorogrupos conhecidos de
meningococo, 6 sdo frequentemente relacionados a doenca invasiva: sorogrupos A, B, C, W,
X e Y. Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), o impacto das infecgdes
meningocdcicas ndo é exato devido a falta de sistemas adequados de vigilancia ou as
diferengas entre estes, contudo, paises em desenvolvimento sdo mais afetados pela doenca
(BORROW et al., 2017; SHAKER; FAYAD; DBAIBO, 2018). A figura 2 mostra a
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distribuicdo dos sorogrupos de meningococo pelo mundo e o nivel de endemicidade da

doenca meningococica em paises em desenvolvimento.

Figura 2 — Distribuicdo de sorogrupos de N. meningitidis e impacto da DMI nos paises em desenvolvimento
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Fonte: Adaptado de Shaker, Fayad e Dbaibo (2018).

No Brasil, o primeiro caso de doenca meningocécica invasiva foi registrado em 1906,

seguido por surtos esporadicos entre imigrantes. Em 1911, registrou-se o primeiro caso em

nativo brasileiro e até 1919 observou-se elevacdo nos indices da doenca, porém, sem
ultrapassar niveis endémicos (MORAES; BARATA, 2005).

Entre 1920 e 1926, Sdo Paulo enfrentou a primeira epidemia de doenca meningocdcica,

causada principalmente pelo meningococo A, responsavel por aproximadamente 75% dos

casos, 0s demais sendo atribuidos ao sorogrupo C. Essa epidemia acompanhou as dificuldades

socioecondmicas da 12 Guerra Mundial e a Pandemia de Influenza de 1918, ja que a doenca

meningocdcica faz parte das infec¢bes bacterianas propiciadas por infecgdes virais do trato
respiratério (CARTWRIGHT et al., 1991; MORAES; BARATA, 2005; JAFRI et al., 2013).
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Entre 1937 e 1944, as sulfonamidas e a penicilina passaram a ser utilizadas no tratamento
da infecgdo. Em 1945 o Brasil observou sua segunda epidemia de doengca meningococica, que
atingiu seu pico em 1947 e retornou a indices endémicos apenas em 1952. Provocada pelo
sorogrupo A, essa epidemia também € associada ao periodo pos-guerra, contudo, a letalidade
da infeccédo foi diminuida pela melhoria do atendimento hospitalar e uso de antibidticos. Nas
décadas de 1950 e 1960, diversos paises, incluindo o Brasil, observaram surtos esporadicos e
flutuacGes nos niveis de endemicidade da doenca (MORAES; BARATA, 2005).

Em 1970, registrou-se epidemia de meningococo C resistente a sulfonamida que, em
1974, foi sobreposto pelo meningococo A (MORAIS et al.; 1974). A década de 1980
apresentou elevacdo constante dos casos de doenca meningocdcica, 0 que denunciava a
epidemia que teria inicio em 1988, provocada pelo sorogrupo B. Alguns autores sugerem que,
se contados apenas 0s casos provocados por este sorogrupo, 0 periodo ndo poderia ser
considerado epidémico, porém, a soma de casos de MenB e MenC ultrapassam o limiar
endémico (SACCHI et al., 1992). O pico da epidemia ocorreu em 1996 e terminou apenas em
2002. O aumento lento e o tempo prolongado da epidemia sdo caracteristicos do sorogrupo B.
A letalidade deste periodo foi menor, visto 0s avangos tecnoldgicos e a disseminagdo das
informacdes sobre a doenga, que colaboram com seu controle (MORAES; BARATA, 2005).

De 2010 a 2020, foram notificados 187.508 casos de DMI, dos quais 9.095 foram
sorogrupados. Destes, 69,66% foram identificados como MenC; 20,57% como MenB; 6,8%
como MenW e 2,4% como MenY. No geral, a prevaléncia dos sorogrupos C e B se manteve
ao longo dos anos. Todavia, ao se observar a distribuicdo entre faixas etarias ou estados, 0s
percentuais dos sorogrupos podem diferir (MINISTERIO DA SAUDE, 2021). Na regi&o Sul,
tem aumentado a incidéncia de MenW, o que se deve a elevacdo desse sorogrupo em paises
vizinhos, como Argentina, Chile e Uruguai. Esse aumento é atribuido ao potencial patogénico
do clone W:2a:P1.5,2, pertencente ao complexo clonal 11 (WEIDLICH et al., 2008; LEMOS
etal., 2010).

A figura 3 mostra a distribuicdo proporcional dos sorogrupos causadores de DMI nas

regibes do Brasil, permitindo observar como MenW é mais prevalente na regido Sul.



26

Figura 3 — Distribuicdo dos sorogrupos de N. meningitidis entre os isolados identificados de DMI, por
regido, no Brasil
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Fonte: Elaborado pelo autor com base em dados obtidos do Ministério da Saide/DATASUS (2021).

(fonte de dados: DATASUS)

Ja no estado de S&o Paulo, em 2020, o percentual entre isolados sorogrupados contava
com 48,1% de Men B; 45,7% de MenC; 3,7% de MenW e 2,5% de MenY (GOVERNO DO
ESTADO DE SAO PAULO, 2021). Como observado na figura 4, o isolamento de cepas do
sorogrupo C encontra-se em queda desde 2010, enquanto o sorogrupo B cresce. Porém, entre
2019 e 2020 houve uma inverséo, com a incidéncia de MenB caindo e de MenC, crescendo.
Isso mostra o dinamismo da distribuicdo dos sorogrupos de N. meningitidis, o que reforca a
necessidade de vigilancia sobre a doenga (BOOY et al., 2019).
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Figura 4 — Distribui¢éo dos sorogrupos de N. meningitidis entre os isolados identificados de DMI, no estado de
Séo Paulo, de 2010 a 2020
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Fonte: Elaborado pelo autor com base em dados obtidos do Governo do Estado de S&o Paulo/Centro de
Vigilancia Epidemioldgica (2021).

De modo geral, a doenca meningococica é endémica no Brasil, com incidéncia de
aproximadamente 1 caso a cada 100.000 habitantes, apresentando surtos esporadicos. A
letalidade esta na faixa de 20%, mas pode chegar a 50% em casos de meningococcemia. A
infeccdo é de notificacdo compulséria e 0 pais conta com um programa de vigilancia que visa
monitorar a situacdo epidemioldgica da doenca para avaliar as medidas de controle, detectar
surtos de maneira precoce, monitorar os sorogrupos prevalentes e o perfil de resisténcia das
cepas, além de disseminar essas informacdes (MINISTERIO DA SAUDE, 2017; GORLA et
al., 2018).

A vacina meningocdcica conjugada C estad no Programa Nacional de ImunizacGes (PNI)
brasileiro desde 2010, sendo administrada em criangas aos 3 e 5 meses, com refor¢o aos 12
meses. Apés a implementacdo da vacina, a incidéncia da doenga meningococica caiu apenas
nos grupos vacinados. Para atingir o grupo de portadores, o que diminuiria ainda mais o nivel
de endemicidade da doenca, em 2017 inseriu-se dose unica em adolescentes de 12 a 13 anos
e, em 2018, esse reforco passou a abranger a faixa dos 11 aos 14 anos (PRESA et al., 2019).

Por conta da emergéncia de MenW nas Américas e sua elevagdo no Sul do pais, em 2020 o
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Ministério da Saude substituiu a dose de refor¢co da vacina contra 0 meningococo C em
adolescentes pela vacina quadrivalente contra os sorogrupos A, C, W e Y (MINISTERIO DA
SAUDE, 2020).

1.1.4. Vesiculas de membrana externa (OMVs)

As bactérias Gram-negativas possuem membranas interna e externa, separadas pelo
espaco periplasmatico, que contém peptideogliocano. Ambas as membranas possuem
fosfolipideos e proteinas; a membrana externa também expressa lipopolissacarideo (LPS)
(ALTERTHUM, 2015). O processo de vesiculacio da membrana externa acontece
naturalmente, formando as vesiculas de membrana externa (OMVs, do inglés Outer
membrane vesicles), que apresentam diversas fungdes: comunicagdo com outras bactérias, até
mesmo de espécies diferentes; transporte de proteinas, DNA ou RNA; descarte de metabolitos
ou proteinas mal-formadas; aquisi¢cdo de nutrientes; entrega de toxinas ou outros fatores de
viruléncia ao hospedeiro; protecdo contra bacteri6fagos e formacdo de biofilmes (KULP;
KUEHN, 2010). O processo pode ser estimulado em cultura para obtencdo de maiores
concentracdes de vesiculas, utilizando-se diferentes métodos e culminando em diferentes
constitui¢bes antigénicas (BALHUIZEN; VELDHUZIEN; HAAGSMAN, 2021). A figura 5
mostra a estrutura e componentes da membrana externa durante a formacdo das vesiculas, e

resume suas fungdes bioldgicas.
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Figura 5 — Estrutura, componentes e func¢des das vesiculas de membrana externa
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Fonte: Adaptado de Balhuizen, Veldhuzien e Haagsman (2021).

A obtencdo de OMVs com a finalidade de preparar vacinas frequentemente utiliza o
método de estimulo da vesiculagdo com o detergente deoxicolato, o qual promove,
concomitantemente, a detoxificacdo do LPS — dada sua natureza extremamente reatogénica, a
administracdo desse antigeno em ensaios pré-clinicos deve ser limitada a 200 U/mL por dose.
Quando outros procedimentos de extracdo sdo empregados, a detoxificacdo do LPS deve ser
conduzida posteriormente. Um ponto negativo € a perda de outros componentes das OMVs
junto da retirada do LPS, visto que este antigeno influencia na ligacdo de outros antigenos a
membrana (BRITO; SINGH, 2011; ACEVEDO et al., 2014).

O estudo das OMVs como imunizantes contra N. meningitidis se iniciaram devido a
necessidade de antigenos vacinais contra o sorogrupo B — a capsula polissacaridica, que é
utilizada contra os demais sorogrupos, ndo pode ser empregada. Composta de é&cidos
polissialicos a2—8 capsulares, ela mimetiza a molécula adeséo celular neuronal humana,
logo, € pouco imunogénica e seu uso atrelaria risco de autoimunidade (FINNE; LEINONEN;
MAKELA, 1983). Frasch et al. (1976) iniciaram testes de imunizagio com OMVs do
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meningococo B, que se mostraram promissores. Nas décadas seguintes foram licenciadas as
vacinas baseadas em OMVs MENZB (Novartis), MenBvac (Instituto Noruegués de Salde
Pablica) e Va-Mengoc-BC (Instituto Finlay), que controlaram surtos de doenca
meningocdcica na Nova Zelandia, Noruega, e Cuba, respectivamente (PIZZA; BEKKAT-
BERKANI; RAPPUOLI, 2020; SIERRA-GONZALEZ, 2020). A vacina recombinante
Bexsero® (GlaxoSmithKline) também inclui, em sua formulagdo, OMVs de uma cepa
epidémica do meningococo B (GIULIANI et al., 2006; GREEN et al., 2016). Atualmente, as
unicas vacinas de OMVs licenciadas previnem contra a doenca meningocécica. Contudo,
autores sugerem que o uso dessa plataforma para vacinas contra a coqueluche, provocada por
Bordetella pertussis, é promissor: enquanto vacinas acelulares sdo menos imunogénicas e
vacinas celulares sdo mais reatogénicas, vacinas de OMVs seriam o meio termo, conferindo
resposta efetiva e menor reatogenicidade (BALHUIZEN; VELDHUZIEN; HAAGSMAN,
2021). Tambeém se sugere o uso de OMVs como adjuvantes para vacinas contra outros
patdgenos, ja que seu tamanho (20-250 nm) é adequado para internalizacdo em células do
sistema imune e é composta por diversas estruturas agonistas dos receptores do tipo Tol
(TLR), como flagelina, ilhas CpG, RNA ribossomal, LPS e lipoproteinas que ativam a
resposta inata (MANCINI et al., 2020). A figura 6 mostra as estruturas presentes nas OMVs
que interagem com receptores do tipo Tol, além de proteinas de membrana que diferem entre

as espécies e podem conferir resposta especifica e memoria imunolégica.

Figura 6 — Conformacdo das OMVs, estruturas presentes e interagdo com a resposta imune inata
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As vantagens conferidas pela plataforma de OMVs consistem na facilidade técnica,

agilidade e baixo custo, 0 que é importante para paises em desenvolvimento, porém, deve ser
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levada em consideracdo a influéncia do método de extracdo na sua constituicdo final, o que
pode variar a composicao antigénica, além da dominéncia de determinados antigenos, natural
entre cada espécie bacteriana (VAN DER POL; STORK; VAN DER LEY, 2015;
BALHUIZEN; VELDHUZIEN; HAAGSMAN, 2021).

No caso de N. meningitidis, as porinas B (que classifica os sorotipos) e A (que classifica
0s subtipos) predominam no conteddo das OMVs, tornando as formulagdes sorosubtipo
especificas. Sendo assim, sdo eficazes no controle de surtos provocados por determinadas
cepas, mas ndo conferem protecdo ampla, ao contrario das vacinas que empregam o0
polissacarideo capsular. A vacina Va-Mengoc-BC, por exemplo, teve eficacia de 83% em
Cuba mas, quando utilizada para controle do surto de doenca meningocdcica das décadas de
1980 e 1990 em S&o Paulo, variou em eficécia de 55 a 73% (SIERRA-GONZALEZ, 2020).

Em contrapartida, alguns estudos sugerem que as OMVs de meningococo induzem maior
reatividade cruzada do que a literatura classica defende. Petousis-Harris et al. (2017)
associaram a diminuicdo da incidéncia de gonorreia, provocada por N. gonorrhoeae, em
populacdo vacinada com a vacina MeNZB. O mesmo foi observado em populagdo vacinada
com a vacina Va-Mengoc-BC (SIERRA-GONZALEZ, 2020). Biolchi et al. (2020a e 2020b)
verificaram que anticorpos induzidos pela vacina Bexsero® (GlaxoSmithKline) apresentavam
atividade bactericida frente cepas de diferentes sorogrupos e discute que as OMVs podem
colaborar para isto.

Por fim, o uso de OMVs para producdo de vacinas ainda deve ser considerado, vista a
efetividade em controle de surtos, acessibilidade da tecnologia, versatilidade da entrega em
mucosa ou por via parenteral e capacidade de imunomodulacdo (ACEVEDO et al., 2014,
BALHUIZEN; VELDHUZIEN; HAAGSMAN, 2021).

1.1.5. Vacinas meningocdcicas

A imunizagdo contra N. meningitidis tem se mostrado eficiente para controle da doenca.
Esta pode acontecer naturalmente, a partir do contato com espécies ndo patogénicas de
Neisseria, como N. lactamica, N. subflava e N. cinerea, o que induz reatividade cruzada com
papel protetor, ou pode ser adquirida por vacinagdo (POLLARD; FRASCH, 2001).

As primeiras vacinas meningocdcicas foram desenvolvidas na década de 1910 e eram
constituidas por células integras inativadas pelo calor, as quais foram utilizadas por mais de

30 anos, contudo, dada sua baixa eficicia e o surgimento das sulfonamidas para tratamento e
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controle das infeccOes, deixaram de ser utilizadas. Por volta de 1960 surgiram cepas
resistentes as sulfonamidas, o que impulsionou a pesquisa por outros meios de controle. No
final da mesma década, as vacinas constituidas pela capsula polissacaridica passaram a ser
utilizadas, entretanto, estas eram pouco imunogénicas, vista a natureza T independente do
polissacéride, que é um pobre indutor de resposta imune em criangas (o0 principal grupo de
risco para a doenca), e ndo gera memoria imunoldgica nas demais faixas etarias. Apos 20
anos, as mesmas vacinas foram conjugadas a proteinas, como toxoide tetanico ou toxoide
diftérico, o que garantiu resposta T dependente de memoria e vacinas eficazes,
independentemente da faixa etaria (NADEL; NINIS, 2018; HOLLINGSHEAD; TANG,
2019).

Conforme exposto anteriormente (item 1.1.4), a inadequacdo da capsula polissacaridica
como imunizante contra 0 meningococo B estimulou a pesquisa dos antigenos de membrana
externa. No final da década de 1980 e durante a década de 1990, foram empregadas as vacinas
de OMVs Va-Mengoc-BC, MeNZB e MenBvac (PIZZA; BEKKAT-BERKANI; RAPPUOLL,
2020). A pesquisa de vacinas meningococicas contra o sorogrupo B também acompanhou o
campo da vacinologia reversa, que identifica candidatos a antigenos vacinais a partir do
sequenciamento do genoma. Essa ferramenta foi aplicada na pesquisa de antigenos
imunogénicos e de heterogeneidade limitada que pudessem ser utilizados para imunizacéo
abrangente contra MenB, superando a principal desvantagem das vacinas de OMVSs,
sorosubtipo especificas. Esses esforcos geraram as vacinas Bexsero® (GlaxoSmithKline),
composta pelos antigenos fHbp, NadA e NHBA; e Trumenba® (Pfizer), composta por duas
variantes de fHbp (GIULIANI et al., 2006; GREEN et al., 2016).

Segundo Borrow et al. (2013) além de induzir imunidade efetiva e duradoura, uma vacina
ideal contra o meningococo deve diminuir a colonizacdo da orofaringe dos portadores e
atingir a maior parte da populacdo, o que leva a diminuicdo da transmissdo do patdgeno,

protegendo, indiretamente, individuos ndo-vacinados.
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1.2.  Sistema Imune

1.2.1. Resposta imunoldgica sistémica e de mucosas

O termo “imunidade” tem origem no latim imunitas, traduzido como protecdo. Ao
conjunto de células e moléculas envolvidas na protecdo do organismo se da o nome de
sistema imune e sua acdo coordenada e regulada recebe 0 nome resposta imune.
Historicamente, os mecanismos imunoldgicos foram estudados para entender a defesa contra
agentes infecciosos, mas, atualmente, compreende-se o sistema imunolégico como um
sistema de reconhecimento entre o proprio e o ndo proprio, o qual desencadearia a
necessidade de protecdo (MURPHY, 2014; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).
Didaticamente se divide a resposta imunoldgica entre inata e adaptativa, porém, existe grande
interacdo entre elas. A resposta inata constitui a linha de defesa imediata do organismo,
contando com barreiras fisicas, quimicas e microbiologicas, células fagociticas, proteinas de
fase aguda e do sistema complemento, enquanto a resposta adaptativa € mediada
especialmente pelas células B e células T, que interagem de modo especifico com o antigeno
que desencadeou a resposta e sdo responsaveis pela memoria imunoldgica. A resposta
adaptativa tem inicio quando as chamadas células apresentadoras de antigenos (APCs)
apresentam o antigeno em questdo aos linfécitos T, responsaveis pela resposta celular e que
também colaboram para a ativacdo dos linfocitos B, responsaveis pela producdo de
anticorpos. As citocinas presentes no microambiente modulam a resposta para diferentes
modos de atuacdo, conforme exposto na tabela 1 (PARKIN; COHEN, 2001; CRUVINEL et
al., 2010; MESQUISTA JUNIOR et al., 2010).
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Tabela 1 — Polarizagao da resposta imune: células, citocinas e atuagao

Célula Citocinas do Célula Citocinas

precursora  microambiente  diferenciada  produzidas Atuagao
IL-12 Thl IFN-y, Resposta celular, patdgenos
TNF-a intracelulares
IL-4 Th2 IL-4, IL-5, Resposta  humoral,  patégenos
IL-13 extracelulares
Tho TGF-B,IL-6  Thl7 IL-17, IL- Inflamacio mediada por células,
22 patdgenos extracelulares e de
mucosa, autoimunidade
TGF-p Treg TGF-B, Imunorregulacéo, toleréncia
IL-10 imunolodgica

IFN: interferon; IL: interleucina; TGF: fator de crescimento transformador; TNF: fator de necrose tumoral.

Fonte: Elaborado pelo autor com base nas descri¢cGes de Murphy (2014) e Abbas, Lichtman e Pillai (2015).

O chamado sistema imune regional esta associado as mucosas, que recobrem o trato
respiratorio, gastrointestinal e urogenital. E comum referir-se a esses tecidos como MALT, do
inglés mucosa-associated lymphoid tissue (tecido linfoide associado a mucosa). Em gestantes
e lactantes, as glandulas mamarias também sdo consideradas parte desse sistema (MURPHY,
2014; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). As principais funcbes do sistema imune de
mucosas sdo: impedir a colonizagdo e invasdo por microrganismos potencialmente
patogénicos; prevenir a sensibilizacdo por particulas estranhas inofensivas, como de origem
alimentar e, caso essa sensibilizacdo ocorra, evitar que a resposta imunoldgica provoque
danos ao préprio individuo. A competéncia do MALT, portanto, dependera da adequacéo da
resposta para cada situacao; sendo guiada pela natureza antigénica, pelas APCs envolvidas na
resposta e pelas caracteristicas do microambiente (HOLMGREN; CZERKINSKY, 2005). O
equilibrio entre as funcgdes préprias da mucosa e a defesa do organismo é mediado pelas
subpopulacBes de células T, especialmente células T regulatérias (Treg) (NEUTRA;
KOZLOWSKI, 2006; MCGHEE; FUJIHASHI, 2012; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Na literatura, € comum encontrar nomenclaturas nas quais o tecido linfoide associado a
mucosa se ramifica em GALT (gut-associated lymphoid tissue, tecido linfoide associado ao
intestino), NALT (nasopharinx-associated lymphoid tissue, tecido linfoide associado a
nasofaringe), BALT (bronchus-associated lymphoid tissue, tecido linfoide associado aos
brénquios), LDALT (lachrymal-drainage associated lymphoid tissue, tecido linfoide

associado aos ductos lacrimais), entre outros (BRANDTZAEG et al., 2008). A terminologia
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NALT foi originalmente utilizada para descrever o tecido linfoide associado ao nariz de
roedores, contudo, outros autores passaram a utiliza-la para se referir ao tecido linfoide
associado a nasofaringe (PABST, 2015). Em humanos, € caracterizada pelas adenoides, na
qual se vé tecido linfoide organizado, ja nos roedores, esse tecido se organiza na base da
concha nasal (KRAEHENBUHL; NEUTRA, 2000). A figura 7 mostra a localizacdo e
constituicdo do NALT em humanos e camundongos.

Figura 7 — NALT em humanos e camundongos
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NALT (nasopharynx-associated lymphoid tissue) em (A) humanos e (B) camundongos. Fonte: Adaptado de
Génger e Schindowski (2018) e Lohrberg, Pabst e Wilting (2018).

A mucosa do trato respiratorio reveste as passagens nasais, faringe, traqueia e arvore
bronquica, estando frequentemente exposta a corpos estranhos presentes no ar, como
microrganismos, pdlen e particulas de poeira. E revestida por epitélio colunar ciliado
pseudoestratificado, que atua como barreira fisica e quimica, dado o movimento dos cilios, as
juncgdes de oclusdo entre células e producdo e secrecdo de muco, defensinas e catelicidinas
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Sabe-se que a microbiota do trato respiratorio ndo é
tdo densa e diversa quanto a do trato gastrintestinal, porém, tem papel importante na inibigdo
da colonizagdo por patdégenos e na ativacdo do sistema imune (SEPAHI; SALINAS,
2015). Conforme revisdo de Pabst (2015), estudos em modelo murino demonstraram a
proporgdo de 50% de células T e 50% de células B no NALT, sendo que entre os linfocitos T
prevalece a populacdo CD4+.
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1.2.2. Resposta imunologica contra Neisseria meningitidis

A presenca de anticorpos bactericidas é o correlato de protecdo contra N. meningitidis.
Além disso, os anticorpos também contribuem com opsonizacdo para fagocitos, ativacao do
sistema complemento e, ao se ligar a estruturas importantes para o patdgeno, blogueiam sua
acdo e levam a desestabilizacdo da bactéria (POLLARD; FRASCH, 2001). Varios antigenos
presentes nas OMVs sdo estudados quanto a estimulo da resposta humoral: anticorpos
bactericidas anti-PorA e anti-PorB sdo relacionados a prote¢cdo (CARTWRIGHT et al., 1999);
Opa € descrita como indutora de anticorpos bactericidas apds a infeccdo natural e vacinacéo
(POLLARD; FRASCH, 2001); anticorpos anti-NspA e anti-LOS também foram descritos
como bactericidas (HOU et al., 2003; SCHMIEL et al., 2011). Tbp parece induzir tanto
anticorpos bactericidas, como capazes de opsonizar e bloguear a agdo da proteina no
sequestro de ferro (PINTOR et al., 1996). A subunidade PilE, do pili de classe I, induz
anticorpos com elevada especificidade e o pili de classe |1, anticorpos de reatividade cruzada
(GASPARINI et al., 2015). O polissacarideo capsular, por sua vez, tem destaque na resposta
imunolégica aos sorogrupos A, C, W e Y, induzindo anticorpos com potencial de protecdo
contra a doenca e utilizados na imunizacdo por meio de vacinas conjugadas (POLLARD;
FRASCH, 2001).

Mais recentemente, a importancia da resposta imune inata e adaptativa celular tem sido
investigada na infeccdo por N. meningitidis. Encontra-se bem estabelecido que o sistema
complemento é importante para a defesa contra 0 meningococo: individuos com deficiéncias
no complemento sdo mais suscetiveis a doenga meningocdcica, enquanto a atuagdo conjunta
do sistema complemento e dos anticorpos confere uma melhor resposta imunoldgica (PIZZA;
RAPPUOLLI, 2015). Aponta-se que a fagocitose melhora o reconhecimento de PAMPs
(padrGes moleculares associados a patdgenos, do inglés pathogen-associated molecular
patterns), contribuindo para reconhecimento da infeccéo, e atua no controle da disseminacéo
do microrganismo e, consequentemente, da inflamagdo (JOHSWICH, 2017). Quanto a
resposta celular, sdo encontradas células Thl e Th2. O perfil Th2 é apontado como o perfil
ideal de resposta, estimulando células B a produzir anticorpos, todavia, alguns trabalhos ja
relacionaram uma boa resposta imunologica contra 0 meningococo ao perfil Thl (NASS et
al., 2001; PEREZ et al., 2001; POLLARD; FRASCH, 2001).
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Quando se trata da resposta tipo Thl7, ja foi observada correlagdo entre colonizacdo da
nasofaringe por meningococo e mediadores de inflamacdo amparada por este perfil de
resposta (WANG et al., 2020). Gonzalez-Mir6 et al. (2018) observaram resposta mista
Th1/Thl7 ap6s imunizacdo subcutanea com NadA associada ao polissacarideo capsular C.
Um estudo comparativo de OMVs de N. meningitidis mostrou que OMVs expressando LOS
modificado para diminuir toxicidade e aumentar a interagdo com células dendriticas foi mais
efetiva em induzir secrecdo de IL-17 (JONES et al., 2014). Em contraponto, ao estudar a
resposta de individuos que usam anticorpo monoclonal contra IL-17 a vacina meningocdcica
C conjugada, Chioato et al. (2012) ndo encontraram diferengas entre esses pacientes e grupo
controle. Diante de observagdes diferentes, percebe-se que estudos para elucidar melhor o

papel da resposta Th17 na doengca meningocdcica devem ser conduzidos.

1.3.  Imunizacéo

1.3.1. Vacinas parenterais e de mucosa

As praticas de imunizagdo marcaram a historia da medicina, contribuindo para o controle
das doencas infecciosas. Para a OMS, um objetivo comum para os paises é providenciar
vacinas eficazes, seguras e acessiveis a populacdo (VETTER et al., 2018; MAO; CHAO,
2020).

Atualmente, a maioria das vacinas licenciadas é administrada por vias parenterais, como
intramuscular e subcutanea (SAVELKOUL et al., 2015). A natureza da preparacéo antigénica
deve ser levada em consideracdo para escolha da via de administracdo. A via subcutanea, por
exemplo, é preterida para vacinas atenuadas, enquanto a via intramuscular é de escolha para
vacinas inativadas e que contenham hidroxido de aluminio na preparacdo (COOK, 2008). A
administracdo intramuscular € menos associada aos incobmodos no sitio de aplicacédo e efeitos
adversos; e é capaz de induzir resposta imune sistémica robusta a partir de baixas doses
antigénicas, a qual ¢ mediada principalmente por ativagdo de células T (ZIMMERMANN;
CURTIS, 2019). Ainda que as vacinas de administracdo parenteral tenham um historico de
sucesso e garantam protecdo em longo prazo, esbarram em questdes como a manutencéo de

rede de frio, treinamento para aplicagéo, riscos inerentes ao uso de pérfuro-cortantes, podem
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provocar dor e, eventualmente, fobia de agulhas, especialmente em criancas (ZHENG et al.,
2018).

A resposta imunologica local é importante para protecdo contra doengas nas quais o
patdgeno penetra pela mucosa e, para induzir a resposta local de modo eficaz, ¢ ideal utilizar
vacinas de mucosa. O reconhecimento da importancia da imunidade de mucosas tem
acelerado pesquisas na area (NEUTRA; KOZLOWSKI, 2006). As vacinas de mucosa nao sdo
invasivas, reduzindo riscos por pérfuro-cortantes, sdo faceis para aplicar e induzem imunidade
sistémica e nas mucosas (ZHENG et al., 2018). Contudo, passam pelos mesmos desafios
enfrentados pelos patogenos: sdo diluidas nas secrecGes, onde estdo sujeitas a atividade de
enzimas proteoliticas; sdo capturadas pelo muco; barradas pelas células epiteliais; além de
serem administradas em ambientes naturalmente tolerogénicos. Para tornar-se efetiva, é
interessante que a vacina em questéo tenha estrutura particulada ou multimérica, seja capaz de
aderir @ mucosa e assim, estimular as respostas inata e adaptativa (NEUTRA; KOZLOWSKI,

2006). A tabela 2 mostra as vacinas de mucosa que ja foram licenciadas.
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Tabela 2 — Vacinas de mucosa atualmente licenciadas

Nome ~ Via de .
comercial Formulagdo administracdo Fabricante
Sabin Poliovirus atenuado Oral FIOCRUZ (no Brasil)

Dukoral Vibrio cholerae inativado + TCB Oral Shanta-Biotechnics
Shanchol Vibrio cholerae inativado Oral Sanofi-Pasteur
Oraochol Vibrio cholerae (ndo expressa Oral Crucell
TCA) atenuado
Vivotif Salmonella Typhi atenuada Oral Crucell
RotaRix Rotavirus atenuado (monovalente) Oral GlaxoSmithKline
Rotateq Rotavirus atenuado (pentavalente) Oral Sanofi-Pasteur
FluMist Influenza subtipos A e B atenuado Nasal AstraZeneca
NASOVAC Influenza H1IN1 atenuado Nasal Instituto de Soro da india

TCA: toxina colérica subunidade A; TCB: toxina colérica subunidade B. Fonte: Elaborado pelo autor com base
nas descricdes de Holmegren e Czerkinsky (2005) e Lycke (2012).

A compartimentalizacdo do MALT também deve ser observada: ao imunizar determinado
sitio de mucosa, a resposta se estende a compartimentos adjacentes ou conectados, devido a
expressdo de citocinas em diferentes Orgdos. Essa caracteristica deve ser levada em
consideracao para induzir resposta no sitio desejado. Estudos com imunizacao intranasal, por
exemplo, mostraram IgA secretoria na mucosa urogenital feminina, dada a expressdo de
CCRI10 e a4Ps-integrina por células B produtoras de IgA e sua migracdo para os sitios que
apresentam os receptores CCL28 e VCAM1 (KIYONO; FUKUYAMA, 2004; HOLMGREN;
CZERKINSKY, 2005).

Quanto a vacinacao intranasal, a primeira documentacdo sobre o assunto estd em um texto
de medicina chinesa de 1742 e consistiu em uma tentativa de imunizagdo contra variola. No
ano 2000 foi licenciada a primeira vacina nasal para uso em humanos nos Estados Unidos,

FluMist® (AstraZeneca), contra Influenza. O desenvolvimento dessa vacina propiciou 0
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investimento em pesquisas relacionadas ao NALT e a imunizagdo intranasal (SEPAHI;
SALINAS, 2015).

Apbs se atestar a conexdo entre uma vacina intranasal de virus Influenza inativado
associado ao adjuvante toxina termolabil de Escherichia coli e casos de paralisia em nervo
facial (Paralisia de Bell), entre 2002 e 2003, tornou-se evidente que vacinas intranasais devem
considerar a proximidade anatémica entre a cavidade nasal e o sistema nervoso central
(MUTSCH et al.,, 2004). Para aumentar sua seguranca, estas vacinas devem utilizar
adjuvantes e sistemas de transporte que direcionam o antigeno a mucosa nasal com seguranca,
prevenindo o deposito da formulagdo no sistema nervoso (NAKAHASHI-OUCHIDA,; YUKI;
KIYONO, 2018). Para Kiyono e Fukuyama (2004), o ponto chave para vacinas de mucosa é o
desenvolvimento de adjuvantes seguros e eficazes para entrega do antigeno. Apesar das
limitaces e desafios, as vacinas de administracdo livre de agulhas sdo promissoras,
especialmente em paises em desenvolvimento e em situaces epidémicas (LAWSON;
NORTON; CLEMENTS, 2011).

1.3.2. Adjuvantes

Os adjuvantes sdo componentes utilizados para garantir uma resposta efetiva apds
imunizagdo. Podem potencializar a imunogenicidade de antigenos recombinantes ou
purificados; modular a resposta imunoldgica para o perfil mais adequado de protecéo; liberar
0 antigeno em mucosas, entre outras atuacdes (PETROVSKY; AGUILAR, 2004). Visto que
as vacinas de subunidades possuem composicdo bem definida, sua producdo pode ser menos
laboriosa e seu uso é mais seguro, entretanto, costumam ser menos imunogénicas que vacinas
atenuadas ou inativadas. Desta maneira, a busca por adjuvantes ideais deve unir os beneficios

das vacinas de subunidades e uma resposta imunolégica efetiva (SCHWENDENER, 2014).

Durante anos, os adjuvantes baseados em aluminio foram os Unicos adjuvantes licenciados
para uso humano, agregando custo relativamente baixo e seguranca — o hidréxido de aluminio
(HA) foi o mais utilizado (HE; ZOU; HU, 2015). Os mecanismos responsaveis pelo efeito
adjuvante do hidroxido de aluminio ndo sdo completamente compreendidos, mas a inducgdo de
resposta inflamatdria, o efeito de depdsito que prolonga a interacdo entre antigenos e APCs, a
capacidade de interacdo com macrofagos e o recrutamento de mondcitos inflamatorios que

podem se diferenciar em células dendriticas e migrar para linfonodos sdo as principais
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explicagdes apontadas (HE; ZOU; HU, 2015; MARTINON et al., 2019). Em contrapartida,
esses adjuvantes apresentam limitagdes: ndo podem ser liofilizados ou congelados e induzem
resposta imune preferencialmente humoral (FREZARD, 1999; GOLOS; LUTYNSKA, 2015).
Porém, estudos indicam que, a depender do antigeno utilizado e via de administracéo, vacinas
formuladas com hidréxido de aluminio podem induzir perfis mistos de resposta Th1/Th2 que
garantiriam uma resposta imunologica mais ampla (HE; ZOU; HU, 2015). As vacinas Va-
Mengoc-BC e Bexsero®, contra 0 meningococo B, por exemplo, utilizam o hidréxido de
aluminio em sua composicéo (GIULIANI et al., 2006; SIERRA-GONZALEZ, 2020).

A toxina colérica (TC) é o principal fator de viruléncia de Vibrio cholerae. A toxina é
composta por duas subunidades: A (TCA), responsavel pela patogenicidade, e B (TCB), que
age como veiculo para entrega da TCA nas células e, mesmo isoladamente, possui acdo
adjuvante, apresentando bons resultados para imunizacdo de vias de mucosa (BALDAUF et
al., 2015). Encontra-se descrito na literatura que TCB contribui na apresentacdo dos antigenos
as APCs e estimula células B, vista a presenca do receptor GM1 nessas células, com o qual a
TCB interage, induzindo, entdo, producdo de IgA nos sitios de mucosa e de IgG sistémica. O
adjuvante pode estimular células T, dentre as quais ocorre polarizacdo para subpopulacéo
Th2, ainda que alguns autores indiquem perfis mistos Th1/Th2 (HOLMGREN; LYCKE;
CZERKINSKY, 1993; STRATMANN, 2015). A toxina esta presente na vacina Dukoral,
contra Vibrio cholerae (HOLMEGREN; CZERKINSKY, 2005).

1.3.3. Vacinas para paises em desenvolvimento

A acessibilidade das vacinas é um impeditivo para seu uso amplo. Observa-se que paises
em desenvolvimento tendem a introduzir menos vacinas em seus programas de imunizagdo. A
Organizacdo Mundial da Saude estima que em 2001, a imunizacdo de uma crianca segundo
seu esquema vacinal custaria $ 0,61, j& em 2014, custaria $ 32-45, devido & introducéo de
novas vacinas, mais caras e produzidas por até dois fabricantes (LANCET, 2015). Na anélise
de custos de Munira et al. (2019), a producéo local de vacinas em paises em desenvolvimento
pode ser 47% mais barata se comparada a precos de mercado. Por vezes, 0 custo para
purificacdo de antigenos para vacinas de subunidades é incompativel com a realidade de
paises em desenvolvimento (PAGLIUSI et al.,, 2013). Adjuvantes podem aumentar
consideravelmente o custo de formulacGes, logo, deve-se estimular a investigacdo de

adjuvantes adequados a realidade financeira de cada pais (MIYAJI et al., 2011). A pesquisa
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por imunizantes acessiveis, técnica e financeiramente, & necessaria para garantir que
populagdes mais pobres tenham acesso a vacinas de qualidade e que doencas infecciosas
sejam controladas (CROWCROFT; DEEKS; UPSHUR, 2015).

A vacina MenAfriVac, contra o meningococo A, foi resultado de esfor¢os para uma
vacina conjugada acessivel que pudesse ser usada na Africa, onde se localiza o Cinturdo da
Meningite, area na qual o impacto da doenca é elevado e o desenvolvimento socioecondmico
é limitado. O desenvolvimento de vacinas quadrivalentes para essa populacdo também é
estimulado (DRETLER; ROUPHAEL; STEPHENS, 2018). Isso reforca que, apesar da
doenca meningococica se distribuir pelo mundo todo, paises em desenvolvimento ainda
sofrem os maiores impactos. Logo, a pesquisa por vacinas alternativas, de menor custo e
maior facilidade de producdo, adequadas para programas nacionais, contribui para o controle
mundial da doenca meningocécica (CROWCROFT; DEEKS; UPSHUR, 2015; SHAKER;
FAYAD; DBAIBO, 2018; KAUFMANN, 2019).
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6. CONCLUSOES

Com os resultados deste estudo, conclui-se que:

— O uso de adjuvantes (TCB para via de mucosa e HA para via parenteral)
contribuiu para inducdo de titulos de anticorpos significativamente maiores
qguando comparados aos controles, bem como para persisténcia de titulos elevados
até a meia-idade dos camundongos, todavia, apenas TCB foi um adjuvante eficaz
para manutencéo dos titulos até a velhice;

— O indice de avidez foi alto em o0s grupos imunes, independente do uso de
adjuvantes, sugerindo que a cepa é imunogénica e capaz de induzir anticorpos
funcionais, mesmo que em baixos titulos;

— As bandas do ensaio de Immunoblotting sugerem reconhecimento das proteinas
NadA, Tpb e PorA de ambas as cepas (C:2a:P1.5 e W:2a:P1.5,2); sendo que a
intensidade da reacdo e quantidade de antigenos reconhecidos foi maior no grupo
OMV+TCB, seguido por OMV+HA e entdo, OMV IM/1M;

— No ensaio de Dot-blot, 0s grupos imunes reconheceram a cepa mais prevalente de
MenC no Brasil no periodo de 2007 a 2017 (C:23:P1.14,6), todos os isolados
testados de MenB e cepas representativas dos principais fendtipos de MenY nos
ultimos anos, sugerindo potencial de reatividade cruzada;

— Os animais idosos ndo apresentaram diminuicdo de linfécitos no baco, se
comparados com individuo adulto;

— Na&o se observa diferenca consideravel entre as populacGes celulares do baco dos
animais controle e imunes, porém, animais imunes secretaram IL-4 e IL-17 apds
estimulo antigénico;

— Tanto OMVs como PSC foram capazes de estimular esplendcitos a secretar 1L-4 e
IL-17;

— Os esplendcitos dos grupos imunizados com OMVs associadas a adjuvantes
secretaram mais IL-4 e IL-17 quando comparados aos grupos sem adjuvantes e a
imunizacdo IN/IM colaborou para maior secre¢éo de 1L-17;

— A razéo de isétipos 1gG1/1gG2a e a secre¢do de IL-4 apontam para um perfil de

resposta do tipo Th2, modulado pelos adjuvantes;
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— Na&o se observou diferenca entre administragdo prime booster ou parenteral para
inducdo de titulos de anticorpos ou de citocinas. A administracdo de OMV+TCB
se mostrou superior para persisténcia de titulos de anticorpos e inducéo de I1L-17,
todavia, a administracdo de 4 doses IN subsequentes ndo € promissora para
calendarios vacinais, exigindo estudos com menor numero de doses para

adequacao do esquema.
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