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RESUMO

DE ALMEIDA, A.F. Avaliagéo do uso do Brometo de Dioctadecildimetilaménio como
adjuvante complexado a antigenos de membrana externa de Neisseria meningitidis B:
Efeito da imunizacdo materna pela via subcutanea e intranasal na resposta imune humoral da
prole de camundongos. 2018. 99f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2018.

A bactéria Neisseria meningitidis € um diplococo Gram-negativo. Dentre os sorogrupos de N.
meningitidis, o sorogrupo B é um dos principais causadores da doenca meningocdcica
invasiva (DMI), de ocorréncia mundial. Recém-nascidos e criancas sdo especialmente
susceptiveis a este tipo de infec¢do, uma vez que o0s seus sistemas imunitéarios ainda estdo em
desenvolvimento, assim mais estudos sobre a utilizagdo da imunizacdo materna para a
protecdo contra esta doenga, sdo necessarios. O objetivo desse estudo foi avaliar o potencial
imunogénico dos antigenos de membrana externa de N. meningitidis sorogrupo B em
camundongos Swiss quanto ao efeito da imunizacdo passiva na prole, além de analisar o efeito
de diferentes adjuvantes na producdo de anticorpos e transferencia materno-fetal destes. O
hidroxido de aluminio (HA) e fragmentos de bicamada de brometo de
dioctadecildimetilaménio (DODAB-BF) foram utilizados como adjuvantes junto as vesiculas
de membrana externa (OMVSs) para a imuniza¢do de camundongos adultos fémeas, o que
resultou em um aumento dos titulos de anticorpos do isétipo IgG quando comparado a
imunizacdo apenas com o antigeno, tanto pela via de imunizacdo subcutanea com booster
intramuscular (SC/IM), quanto pela via intranasal com booster subcutaneo (IN/SC). Esses
anticorpos foram transferidos para a prole, que apresentou titulos de anticorpos significantes
até o periodo no qual os camundongos apresentavam cinco semanas de vida. A imunizacao
com OMVs + DODAB-BF foi capaz de gerar o reconhecimento especifico de um maior
namero de antigenos que OMVs + HA, nos camundongos adultos fémeas imunizados pela via
SC/IM. A imunizacdo com OMVs + DODAB-BF pela via SC/IM também resultou em
anticorpos na prole que foram capazes de reconhecer antigenos proteicos da cepa homologa e
de cepas heterdlogas, o que ndo ocorre quando essa imunizacdo é realizada pela via IN/ SC.
Apesar da presenca de titulos de anticorpos na prole, estes irdo apresentar funcionalidade
diferente em comparacdo aos anticorpos da prole de maes imunizadas pela via SC/IM,

sugerindo que a via SC/IM é melhor para a imuniza¢do materna com OMVs + DODAB-BF.

Palavras-chave:  Neisseria  meningitidis.  Imunizagdo  materna.  Brometo  de

Dioctadecildimetilamdnio. Hidréxido de Aluminio. Vias Subcutanea e Intranasal.



ABSTRACT

ALMEIDA, A.F. Evaluation of the use of Dioctadecildimetilaménio Bromide as an
adjuvant complexed to antigens of outer membrane of Neisseria meningitidis B: Effect of
maternal immunization by subcutaneous and intranasal routes on humoral immune response
of mice offspring. 2018. 99f. Dissertation (Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2018.

The Neisseria meningitidis bacterium is a Gram-negative diplococcus. Among the serogroups
of N. meningitidis, serogroup B is one of the main causes of invasive meningococcal disease
(IMD), worldwide occurrence. Newborns and children are particularly susceptible to this
type of infection, since their immune systems are still developing, so further studies about the
use of the maternal immunization to protect against this disease, are needed. The aim of this
study was to evaluate the potential immunogenic antigens from outer membrane of N.
meningitidis serogroup B in Swiss mice as to the effect of passive immunization in the
offspring, in addition to analyze the effect of different adjuvants in the production of
antibodies and maternal-fetal transfer of these. The aluminium hydroxide (HA) and bilayer
fragments from dioctadecyldimethylammonium bromide (DODAB-BF) were used as
adjuvants with the outer membrane vesicles (OMVSs) for immunization of adult female mice,
which resulted in an increase of the antibodies’ titers of 1gG isotype when compared to
immunization with only the antigen, either by subcutaneous route of immunization with
intramuscular booster (SC/IM), as by the intranasal route with subcutaneous booster (IN/SC).
These antibodies were transferred to the offspring, which presented significant antibodies’
titers to the period in which the mice had five weeks of live. Immunization with OMVs +
DODAB-BF was able to generate the specific recognition of a greater number of antigens
than OMVs + HA, in adult female mice immunized by SC/IM route. Immunization with
OMVs + DODAB-BF SC/IM route also resulted in antibodies in offspring that were able to
recognize protein antigens of the homologous strain and heterologous strains, which does not
occur when this immunization is carried out by IN/SC route. Despite the presence of
antibodies in the offspring, they will present different functionality compared to antibodies of
the offspring of mothers immunized by SC/IM route, suggesting that the SC/IM route is better
for maternal immunization with OMVs + DODAB-BF.

Keywords: Neisseria meningitidis. Maternal Immunization. Dioctadecyldimethylammonium

Bromide. Aluminium Hydroxide. Subcutaneous and Intranasal Routes.
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1 INTRODUCAO

A bactéria Neisseria meningitidis, também conhecida como meningococo, é um
diplococo, Gram-negativo, aerdbio, pertencente a familia Neisseriaceae. Seu metabolismo é
do tipo heterotréfico e, portanto, necessita de sais minerais, lactato, alguns aminoacidos e
acido glutamico como fonte de carbono, algumas cepas também utilizam cistina ou sais de
amonio como Unica fonte de nitrogénio (BRITO, 2015; LEMOS, 2005; SAFADI; BEREZIN;
OSELKA 2012).

Assim como todas as bactérias Gram-negativas, possui envoltério celular formado por
duas camadas lipidicas e uma camada semirrigida de peptidoglicana. A camada mais externa,
chamada de membrana externa, é constituida por lipidios, proteinas de membrana externa, do
inglés Outer membrane proteins (OMPs), e lipopolissacarideos (LPS), que também s&o
referidos como lipooligossacarideos (LOS). N. meningitidis apresenta também uma cépsula
polissacaridica, associada a esta membrana externa, 0 que € tipico dos meningococos
(BRITO, 2015; SAFADI; BEREZIN; OSELKA 2012).

Este microrganismo € um patégeno humano obrigatdrio, ou seja, somente consegue se
replicar no portador humano, é capaz de causar a doenga meningococica invasiva (DMI) uma
infeccdo aguda séria, de ocorréncia mundial, com variagdes sazonais e manifestacdes
epidémicas localizadas, que esta relacionada com a meningite (infeccdo das membranas que
revestem o sistema nervoso central) e a meningococcemia (infeccdo generalizada) (SAFADI;
BEREZIN; OSELKA 2012).

Durante seu crescimento, N. meningitidis libera vesiculas de membrana externa (OMVs,
do inglés Outer Membrane Vesicles), chamadas também de blebs, que mantem um elevado
nivel de LPS na sua conformacdo natural (NAGAPUTRA et al.,, 2014; STEPHENS;
GREENWOOD; BRANDTZAEG, 2007). Para o isolamento deste patdgeno costuma-se
utilizar o &gar sangue ou chocolate, tendo como base o agar Muller-Hinton ou outro similar,
para amostras usualmente estéreis, como o liquido cefalorraquidiano e o sangue. Para
materiais bioldgicos originarios de sitios contaminados, como a nasofaringe, 0s meios
seletivos devem ser utilizados, assim 0 meio Thayer-Martin é recomendado para este tipo de
cultivo. A temperatura étima de crescimento é de 36-37 °C, sendo que o cultivo em Didxido
de carbono (3-10%) e umidade (50%) favorece o crescimento deste microrganismo (LEMOS,
2005).
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1.1 Classificagdo dos meningococos

A classificacdo do meningococo pode ser realizada em sorogrupos, de acordo com a
estrutura do antigeno polissacarideo presente em sua capsula, e também em sorotipos e
subtipos (FRASCH; ZOLLINGER; POOLMAN, 1985).

1.1.1 Sorogrupos

A partir da variacdo estrutural da capsula polissacaridica de N. meningitidis é possivel
realizar a classificacdo dos meningococos em sorogrupos, sendo que atualmente, sdo
conhecidos 12 sorogrupos (A, B, C, E, H, I, K, L, W, X, Y e Z). Os polissacarideos
capsulares que definem esses sorogrupos apresentam um bom potencial imunogénico em
vacinas e dentre estes, seis sorogrupos (A, B, C, W, X e Y) séo relacionados com a DMI
(FRASCH; ZOLLINGER; POOLMAN, 1985; HARRISON et al., 2013).

Esta bactéria possui a capacidade de alterar a expressdo capsular quando necessario e
modifica-la, sendo essas caracteristicas fatores para o aparecimento e o potencial epidémico
do meningococo (STEPHENS; GREENWOOD; BRANDTZAEG, 2007).

1.1.2 Sorotipos e Subtipos

A membrana externa de N. meningitidis contém de 3 a 5 OMPs divididas em 5
diferentes classes estruturais que estdo correlacionadas com seus pesos moleculares. Essas
classes sdo designadas como classes 1, 2, 3, 4 e 5 e apresentam 0s seguintes pesos
moleculares: 43 a 47 kDa (classe 1), 37 a 42 kDa (classes 2, 3 ou 4) e 26 a 30 kDa (classe 5)
(POLLARD; FRASCH, 2001).

De acordo com as diferencas imunologicas dessas classes, pode-se realizar a
classificacdo desta bactéria em sorotipo e subtipo (FRASCH; ZOLLINGER; POOLMAN,
1985; REQUEJO, 2005).

As proteinas de classe 1 sdo porinas do tipo A (PorA) e sdo empregadas na definicdo do
subtipo, ja as de classe 2 e 3, sdo porinas do tipo B (PorB) que sdo empregadas na definicdo
dos sorotipos. Todas as cepas de meningococos expressam a proteina de classe 2 ou 3, mas
nunca ambas simultaneamente (ABDILLAHI; POOLMAN, 1988).
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A identificacdo descritiva de uma cepa do meningococo se faz pela sequéncia
Sorogrupo: Sorotipo: Subtipo, designada férmula antigénica (FRASCH; ZOLLINGER,;
POOLMAN, 1985). Por exemplo, a denominacdo B:4:P1.9 de N. meningitidis indica que esta
bactéria pertence ao sorogrupo B, sorotipo 4 e subtipo P1.9 (DE GASPARI; ZOLLINGER,
2001).

Os sorogrupos e sorotipos permitem a identificacdo das cepas em situa¢des endémicas e
epidémicas, de tal modo, a combinacdo de classificagcbes de sorogrupos, sorotipos e subtipos
podem fornecer informacdes suficientes para acompanhar a propagacdo de cepas dentro e
entre paises, 0 que é necessario para a vigilancia das doencas meningocécicas, além de ajudar
na identificacdo de antigenos relacionados com infeccdes (ABDILLAHI; POOLMAN, 1988).

1.2 Fatores de Viruléncia

Para ser capaz de colonizar, sobreviver na corrente sanguinea e se espalhar, a bactéria
pode usar estratégias diferentes para escapar do sistema imunologico e se adaptar a diferentes
ambientes. Assim, 0s principais componentes da membrana externa (polissacarideo capsular,
OMPs e LPS/LOS) estdo relacionados com a viruléncia meningocdcica (STEPHENS;
GREENWOOD; BRANDTZAEG, 2007).

A cépsula é o principal fator de viruléncia do meningococo e sua expressdo sofre
regulacdo genética durante a patogénese. Durante a adesdo celular e a formacéo do biofilme, a
expressdo da cépsula é regulada negativamente ou perdida. Por outro lado, a capsula é
importante para a sobrevivéncia no sangue e € consequentemente regulada positivamente
durante a invasao na corrente sanguinea (PIZZA; RAPPUOLLI, 2015).

Os polissacarideos capsulares ajudam, portanto na transmissdo e colonizacdo, ademais
também podem exercer um papel importante na protecdo da bactéria contra a dessecacdo,
fagocitose, opsonizacdo e atividade bactericida mediada pelo complemento
(QUAGLIARELLO, 2011; STEPHENS; GREENWOOD; BRANDTZAEG, 2007).

Entre as OMPs, os pili do tipo 1V séo estruturas comuns a muitas bactérias patogénicas.
Essas organelas se estendem varios milimetros (mm) da superficie celular, e assim, facilitam a
ligacdo inicial dos meningococos as células hospedeiras e estdo associadas com a chamada
motilidade espasmddica, que é importante para a passagem através da camada de muco e
movimento sobre as superficies epiteliais (QUAGLIARELLO, 2011; STEPHENS;
GREENWOOD; BRANDTZAEG, 2007).
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A bactéria também apresenta outras proteinas de membrana externa importantes no
processo de viruléncia. As proteinas de opacidade, pertencentes a classe 5 das proteinas,
facilitam as interacfes com a bactéria e as células epiteliais e endoteliais, auxiliando na
adesdo. Estas proteinas sdo expressas de forma variavel, dependendo do ambiente, o que
permite que a bactéria se adapte rapidamente a mudancas nas condi¢cbes ambientais
(QUAGLIARELLO, 2011).

Outro fator de viruléncia importante encontrado na membrana externa sdao os LOS,
estruturas analogas ao LPS de bactérias entéricas Gram-negativas, que contém em sua
estrutura uma porgdo com atividade de endotoxina, 0 que promove a sepse Sistémica
encontrada clinicamente, além de possuir papel na adesdo e colonizacdo (QUAGLIARELLO,
2011; STEPHENS; GREENWOOD; BRANDTZAEG, 2007).

1.3 Transmissdo, Patogenicidade e Manifesta¢es clinicas da infeccdo por N.
meningitidis

Em geral, a disseminacdo do meningococo ocorre de pessoa para pessoa e pode resultar
em epidemias comunitarias de meningite bacteriana, com consequéncias importantes para a
salde (STEPHENS; GREENWOOD; BRANDTZAEG, 2007).

Como patdégeno humano obrigatério, N. meningitidis deve realizar uma colonizacao
eficiente para conseguir se desenvolver. A figura 1 demonstra o processo de colonizacédo da
bactéria no organismo humano. Assim que a bactéria entra em contato com o hospedeiro, ela
inicialmente se adere as células epiteliais da nasofaringe e para isso, conta com proteinas
filamentosas, chamadas de pili do tipo 1V, que também estdo relacionadas com muitos
estagios do processo infeccioso e sdo responsaveis pela adesdo a receptores especificos de
mucosa (PIZZA; RAPPUOLLI, 2015).

Apos a adesdo, inicia-se a fase de proliferacdo na qual este microrganismo consegue se
multiplicar. N. meningitidis induz a formacdo de protrusGes na membrana plasmatica do
hospedeiro, e com isso ocorre a agregacdo da bactéria em microcolénias, além de facilitar o
contato mediado pelos pili entre as células bacterianas e as células do hospedeiro
(QUAGLIARELLO, 2011).

Chamot-Rooke et al., 2011 observaram que apds quatro horas do contato entre a
bactéria e as células do hospedeiro, os pili sofrem uma modificacdo pds-traducional, o que
altera a carga dos pili e por consequéncia faz com que o meningococo se desagregue das

microcol6nias para invadir sistematicamente o hospedeiro, por meio de uma via transcelular
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que cruza o epitélio respiratorio e chega a corrente sanguinea, no caso da infec¢do invasiva,
ou ainda, pode se tornar aerossolizado e se disseminar realizando a colonizagdo de novos

hospedeiros.

Figura 1 — Adeséo, proliferagdo e disseminagdao de N. meningitidis no hospedeiro.

Neisseria

meningitidis ’ Nasal
e —— asal cavity
o
Type IV pilus— ~—

A \ : : \
Attachment e Aggregation and deaggregation ¢ Reattachment and invasion
> | %
. Altered e d o
Nasal cavity charge™—__ % _ - S'px_:a:i?;;fr
\ p 7\ ) o
e \ e DR Samee
1 - r
4 ) TN
¢ . 1 ke
| b | Sty P B R e
: f ‘ @ | ' \
[}
Respiratory g :
mucosa J k
b 4
l 1 |
Submucosa

Legenda — (A) Adesdo. A colonizacgdo por N. meningitidis tem inicio com a adesdo da bactérias &s células da
mucosa respiratoria, este processo € facilitado pelos pili do tipo IV. (B) Agregacdo e Desagregacdo. Apos a
adesdo, ocorre a multiplicacdo de N. meningitidis que entdo se agrega, porém em 4 horas os pili sofre uma
modificacdo pds-traducional, que altera a carga dos pili e por consequéncia faz com que o meningococo se
desagregue das microcolénias (C) Readesdo e Invasdo. A bactéria pode entdo aderir novamente as células
epiteliais da mucosa respiratoria, passar por disseminacdo sistémica ou ainda, pode torna-se aerossolizado e
colonizar novos hospedeiros.

Fonte - QUAGLIARELLO, 2011.

O contagio ocorre por meio do contato proximo do individuo saudavel com secrecoes
respiratorias ou saliva do individuo que carrega o meningococo e o periodo de incubacdo
geralmente ocorre dentro de 1-14 dias ap6s aquisicdo. Esta aquisicdo pode ser transitoria,
levar a colonizacdo sem causar a doenca (portador assintomatico), ou resultar em doenca
invasiva. Além disso, diversos fatores ambientais, como a exposicdo a fumaca de cigarro,

podem causar inflamacdo da superficie da mucosa nasofaringea, o que tambem tem sido
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associado com risco aumentado de DMI (BORROW et al, 2017; STEPHENS;
GREENWOOD; BRANDTZAEG, 2007).

A colonizagdo do microrganismo em portadores assintomaticos leva a imunidade
protetora contra 0 meningococo. Aproximadamente 10% da populacdo humana pode
apresentar o trato respiratdrio superior colonizado por N. meningitidis sem apresentar nenhum
sintoma (BORROW et al.,, 2017; PIZZA; RAPPUOLI, 2015). As taxas de portadores
assintomaticos aumentam em certas condi¢des e em diferentes idades, com predominancia na
adolescéncia e em adultos jovens, mas muito mais baixa em idosos e lactentes (BORROW et
al., 2017).

Esta condicdo pode aumentar especialmente quando ha agrupamentos de pessoas, COmo
na faculdade e em ambiente militar, porém esta colonizacdo pode servir como porta de
entrada para a corrente sanguinea, causando septicemia, € em seguida para o cérebro,
resultando em um quadro de meningite bacteriana (CHAMOT-ROOKE et al., 2011; PIZZA,
RAPPUOLLI, 2015). Os meningococos podem também se espalhar da nasofaringe para as
células epiteliais adjacentes e ainda, mesmo que raro, causar infeccdes locais, incluindo
pneumonia, sinusite ou otite (STEPHENS; GREENWOOD; BRANDTZAEG, 2007).

A meningite bacteriana é o principal quadro relacionado a N. meningitidis, e seus sinais
e sintomas incluem febre alta que comeca abruptamente, dor de cabeca intensa e continua,
vOmito, nauseas, rigidez de nuca e manchas vermelhas na pele (petéquias), em criangas
menores de um ano de idade os sintomas referidos acima podem ndo ser tdo evidentes e,
portanto a presenca de moleira tensa ou elevada, irritabilidade, inquietacdo com choro agudo e
persistente e rigidez corporal com ou sem convulsGes podem ajudar no diagndstico (BOSIS;
MAYER; ESPOSITO, 2015; MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

O diagndstico rapido da infeccdo meningocdcica, além do tratamento inicial agressivo é
importante para a reducdo da mortalidade. Os antibioticos cefotaxima, ceftriaxona e penicilina
sdo os antibioticos de escolha para terapia inicial em pacientes com diagndstico clinico de
DMI. Junto ao uso de penicilina, deve-se fazer o tratamento de seguimento com ceftriaxona,
ciprofloxacino ou Rifampicina, que é necessario para eliminar o transporte nasofaringeo. O
cloranfenicol e o meropenem podem ser utilizados em casos de alergia a penicilina (NADEL,
2016).

Ademais, todos os individuos que estejam em contato proximo com um individuo
infectado pelo DMI devem receber a quimioprofilaxia, independentemente se foram ou néo
vacinados contra o meningococo. Nestes casos, costuma-se utilizar antibioticos como a

rifampicina, ceftriaxona, ciprofloxacino e azitromicina (NADEL, 2016).
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1.4 Epidemiologia

O médico Gaspard Vieusseux, relatou a primeira observacdo de N. meningitidis e
descreveu clinicamente a DMI, durante a epidemia de Genebra em 1805, na qual, este surto
resultou em 33 mortes. Em 1887, Anton Weichselbaum conseguiu isolar esta bactéria pela
primeira vez em Viena, nomeando-a Diplococcus intracellularis meningitidis, o isolamento
foi realizado a partir de amostras post-mortem coletadas do liquido cefalorraquidiano de seis
pacientes (SAVONA-VENTURA, 1994).

Somente em 1896, a descoberta de Weichselbaum foi confirmada, quando Jaeger
observou diplococos similares em 12 casos de meningite de Stuttgart, e assim 0s conceitos
basicos relacionados a bacteriologia da meningite foram aceitos (SAVONA-VENTURA,
1994).

A infeccdo por N. meningitidis € um problema de saude puablica global que é
responsavel por quadros endémicos ou epidémicos. A DMI ocorre no mundo todo, embora as
epidemias sejam mais frequentes nos paises em desenvolvimento que nos desenvolvidos
(BOSIS; MAYER; ESPOSITO, 2015; FERNANDES et al., 2007).

Esta doenca pode causar Obito em poucas horas em um individuo que até entdo era
considerado saudavel, sendo fatal em cerca de 50-80% dos casos ndo tratados, porém mesmo
em individuos tratados as taxas de letalidade sdo de aproximadamente 10-15%. Ademais, esta
doenca causa grande morbidade, com 12-20% dos sobreviventes sofrendo sequelas clinicas
significativas, como por exemplo, paralisia, surdez, deficiéncia mental, amputacbes e
convulsbes (BORROW et al., 2017; FERNANDES et al., 2007).

A incidéncia geogréfica e a distribuicdo pelo mundo variam de acordo com o sorogrupo,
como é mostrada na figura 2, deste modo, a incidéncia desta doenca esta entre 0,5 e 1.000
casos / 100.000 habitantes (hab) dependendo da area epidemioldgica, embora seja uma
doenca que afeta individuos de todas as idades, as maiores taxas de doenca sdao em lactentes
menores de 1 ano de idade, porém picos de incidéncia também podem ocorrer em
adolescentes e idosos (BORROW et al., 2017; PIZZA; RAPPUOLLI, 2015).

Dentre 0s sorogrupos, 0 sorogrupo B esta associado a epidemias de longa duracdo, com
altas taxas de morbidade e mortalidade, enquanto que o sorogrupo C tem causado surtos e
epidemias, além de estar relacionado a aumento da incidéncia dos casos de DMI em
adolescentes e adultos jovens (FERNANDES et al., 2007).
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Figura 2 — Distribuicdo global dos sorogrupos meningocdcicos.
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Legenda — O grafico mostra a distribuicdo dos sorogrupos de N. meningitidis em diferentes regides do mundo.

(A) Sorogrupo A, representado em verde; (B) Sorogrupo B, representado em vermelho; (C) Sorogrupo C,
representado em laranja; (W-135) Sorogrupo W, representado em azul; (X) Sorogrupo X, representado em roxo,
(YY) Sorogrupo Y representado em marrom. Os sorogrupos que ndo puderam ser definidos estdo representados no
gréafico em cinza.

Fonte - OVIEDO-ORTA et al., 2015.

Uma das regides geograficas com maior incidéncia de DMI no mundo é a Africa
Subsaariana, também conhecida como “Cinturdo africano da meningite”, que se estende desde
0 Senegal até a Etiopia, sendo composta por 13 paises. Esta regido é caracterizada por surtos
anuais de DMI durante a estacdo de secas e grandes epidemias emergem em média a cada 8-
10 anos, a incidéncia destes surtos é de até 1.000 casos/ 100.000 hab ao ano, 200 vezes maior
do que a incidéncia em outras areas do mundo (CAUGANT et al., 2012; OVIEDO-ORTA et
al., 2015). Por muito tempo o sorogrupo A foi responsavel pela maior parte da doenca
endémica, bem como pelas grandes epidemias, porém recentemente os sorogrupos W e X
também tem sido relacionados a casos da doenca (BOSIS; MAYER; ESPOSITO, 2015;
CAUGANT et al., 2012).

A epidemia mais grave que ocorreu na Africa foi em 1996 causada pelo sorogrupo A,
com mais de 150.000 casos notificados e 16.000 mortes. Em 2002, o pais Burkina Faso, foi o
primeiro pais da regido a sofrer uma epidemia grave de sorogrupo W, com 13.000 casos

notificados e 1.400 mortes. Assim, a vacina monovalente MenAfriVac® (Serum Institute of
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India Ltd., Pune, India) contra o sorogrupo A comecou a ser distribuida em 2002 para tentar
conter os surtos e resultou na diminuigdo dos casos desde entdo (CAUGANT et al., 2012).

Outros surtos de destaque também ocorreram pelo mundo, como o surto da Nova
Zeléandia causado por uma cepa B:4:P1.7-2.4, que apresentou um aumento rapido no nimero
de casos, cerca de 86% entre 1990 e 2003, no qual o pico de casos notificados foi em 2001,
com 10 casos/100.000 hab. ao ano; Na Europa e nos Estados Unidos da América (EUA), o
sorogrupo A era o principal causador da DMI até os anos 1950, no entanto ap6s o Ultimo
surto descrito na Finlandia em meados da década de 1970, sua incidéncia diminuiu muito e
hoje o principal sorogrupo encontrado nos casos notificados é o sorogrupo B; Em 2013, surtos
de MenB ocorreram em duas universidades nos Estados Unidos da América (Princeton, NJ, e
Universidade da Califérnia, Santa Barbara) mas foram contidos pelo uso da vacina Bexsero®
(GlaxoSmithKline Biologicals SA, Rixensart, Belgium) (BORROW et al., 2017; OVIEDO-
ORTA et al., 2015).

No Brasil, a primeira epidemia de DMI ocorreu em 1920, na qual o sorogrupo C foi
responsavel por 50% dos casos e 0 sorogrupo A responsavel por aproximadamente 25% dos
casos (MORAES; BARATA,; 2005). Atualmente o meningococo do sorogrupo C (MenC)
continua sendo a causa mais comum de doenca, porém desde a introducao da vacina MenC no
Brasil em 2010, houve uma reducdo imediata das taxas de incidéncia de DMI, especialmente
nas criancas alvo de vacinagdo. Embora as vacinas polissacaridicas oferecam protecdo contra
a doenca, estas ndo impediram a aquisicdo do transporte assintomatico de MenC nos surtos de
2010 e, portanto, recomenda-se 0 uso das vacinas conjugadas para controlar surtos, uma vez
que essas também impedem que individuos se tornem transportadores do meningococo
(BORROW et al., 2017).

No Estado de S&o Paulo, o sorogrupo C também é responsavel pela maioria dos casos,
assim como no pais em geral, todavia, dados recentes do Centro de Vigilancia Epidemiolégica
(CVE) do Estado de Séo Paulo (Figura 3), mostram que de 2010 a 2016 houve uma
diminuicdo de sua incidéncia, com um aumento em 2017, enquanto que, a taxa de incidéncia
da DMI causada pelo sorogrupo B se manteve entre 2016 e 2017 (CENTRO DE
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA - CVE, 2017).
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Figura 3 — Distribuicdo percentual da doenga meningococica por sorogrupo no Estado de Séo
Paulo entre 1998 e 2017.

D. MENINGOCOCICA: DISTRIBUICAO PERCENTUAL POR SOROGRUPO,
ESTADO DE SAO PAULO, 1998 a 2017.

PORCENTAGEM

Legenda — O gréfico, que foi atualizado em 26 de dezembro de 2017 pelo Centro de Vigilancia Epidemioldgica,
mostra a distribuicdo percentual dos sorogrupos de N. meningitidis no periodo de 1998 a 2017 em Séao Paulo. As
linhas representam os diferentes sorogrupos: Azul (Sorogrupo B); Vermelho (Sorogrupo C); Verde (Sorogrupo
W); Roxo (Sorogrupo Y); Laranja (Outros Sorogrupos); Preto (Sorogrupagem). E possivel observar que até o
momento o sorogrupo C apresenta o maior percentual de casos no Estado de Sdo Paulo até o momento e que o
porcentual de casos por Sorogrupo B se manteve entre 2016 e 2017.

Fonte - CENTRO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA - CVE, 2017

Também de acordo com o CVE do Estado de S&o Paulo, apesar da incidéncia da DMI
ter diminuido a partir de 2010, o grupo que apresenta o maior risco de adquirir a infec¢cdo sdo
as criancas menores de 2 anos de idade, seguido por criangas de 2 a 4 anos, como €
demonstrado na Figura 4 (CVE, 2017).
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Figura 4 — Incidéncia da doenca meningocdcica por faixa etaria no Estado de S&o Paulo entre
1998 a 2017.

DOENGA MENINGOCOCICA: INCIDENCIA POR FAIXA ETARIA, ESTADO DE SAO PAULO, 1998 a 2017.
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Legenda — O grafico, que foi atualizado em 26 de dezembro de 2017 pelo Centro de Vigilancia Sanitaria, mostra
a incidéncia da doenga meningococica por faixa etaria no periodo de 1998 a 2017 no estado de S&o Paulo, no
qual cada faixa etéaria esta sendo representada por uma cor. E possivel observar que a incidéncia da doenca
meningocédcica diminuiu, no entanto, a faixa etaria de criancas menores de 2 anos ainda é a mais prevalente em
2017.

Fonte — CVE, 2017.

O reconhecimento precoce de criangas com infeccdo meningocdcica é importante, para
que se inicie rapidamente a terapia antibidtica sistémica, embora a vacinacao continue a ser a
melhor estratégia para controlar a doenca meningocdécica (BOSIS; MAYER; ESPOSITO,
2015).

1.5 Vacinacéao

A vacinacdo ainda é o método chave para a prevencdo de muitas doencas, portanto
varias vacinas e estratégias vacinais tem sido desenvolvidas, tendo como principal objetivo
proteger 0s vacinados quando estes forem expostos ao patdgeno, bem como reduzir a
aquisicdo e o transporte, particularmente de isolados hiperinvasivos, e a subsequente
transmissdo (BORROW et al., 2017).
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Fatores como sexo, hormonios sexuais e fatores ambientais podem interferir na resposta
imune frente & vacinacdo. Estd descrito na literatura que individuos do sexo feminino
apresentam uma resposta inata, humoral e celular maior e mais prolongada do que individuos
do sexo masculino, tornando-as mais resistentes a infecgfes, no entanto a administracdo de
vacinas costuma ser realizada da mesma maneira entre ambos os sexos (RUGGIERI et al.,
2016).

Com o passar dos anos e 0s avanc¢os tecnolégicos, diversas vacinas foram desenvolvidas
para conter a DMI, a tabela 1 mostra algumas das vacinas mais utilizadas contra 0s

sorogrupos.

Tabela 1 — Principais vacinas disponiveis contra a doenca meningocdcica e seus fabricantes.

) Cobertura (Sorogrupos de )
Vacina - Fabricantes
N. meningitidis)

Vacinas Polissacaridicas

Varias Um ou mais sorogrupos A, C, W Vaérios (Disponivel a mais de 40

elou’Y anos)

Vacinas Conjugadas com Proteinas

Meningitec® C Nuron Biotch Inc. Exton, PA,
USA

Menjugate® C GlaxoSmithKline  Biologicals
SA, Rixensart, Belgium

NeisVac-C® C Pfizer Inc., New York, NY, USA

MenAfriVac® A Serum Institute of India Ltd.,
Pune, India

Menactra® A CWY Sanofi Pasteur SA, Lyon, France

Menveo® A CWY GlaxoSmithKline  Biologicals
SA, Rixensart, Belgium

Nimenrix® A C WY Pfizer Inc., New York, NY, USA

Vacinas Conjugadas Combinadas

Menitorix® C + Haemophilus influenzae tipo  GlaxoSmithKline  Biologicals
B SA, Rixensart, Belgium

MenHibrix® C, Y + Haemophilus influenzae GlaxoSmithKline  Biologicals
tipo B SA, Rixensart, Belgium

Vacinas de Antigeno Meningocdcico Subcapsular

Trumenba® B Wyeth  Pharmaceuticals Inc.,
Filadelfia, FA, USA.
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Bexsero® B GlaxoSmithKline  Biologicals
SA, Rixensart, Belgium
Fonte - BORROW et al., 2017.

Atualmente o Calendario Nacional de Vacinagdo, que estd disponivel no site do
Ministério da salde, contém uma vacina contra a DMI (Tabela 2). A vacina MenC conjugada
estd disponivel na rede publica desde final de 2010, e deve ser administrada a partir do
terceiro més de vida crianga, com uma segunda dose aos 5 meses e uma dose refor¢o aos 12
meses (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Neste programa de vacinacdo, o Ministério da
Saude recomenda administrar uma dose da vacina meningococica C em criangas entre 2 e 4
anos que ndo tenham recebido o refor¢o ou que tenham perdido a oportunidade de se vacinar
anteriormente. A vacina conjugada também passou a ser oferecida em 2017 para adolescentes
de 12 a 13 anos no sistema publico de salde e esta faixa-etaria sera ampliada gradativamente
até 2020, quando serdo incluidos criancas e adolescentes com 9 anos até 13 anos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Tabela 2 - Calendario Nacional de Vacinacao de 2017.

Idade Vacinas
A0 nascer - BCG
— Hepatite B
2 meses — Pentavalente 12 dose (Tetravalente + Hepatite B 22 dose)

— Poliomielite 12 dose (VIP)
— Pneumocdcica conjugada 12 dose
— Rotavirus 12 dose
3 meses — Meningocdcica C conjugada 12 dose
4 meses — Pentavalente 22 dose (Tetravalente + Hepatite B 32 dose)

— Poliomielite 22 dose (VIP)
— Pneumocdcica conjugada 22 dose

— Rotavirus 22 dose

5 meses — Meningocdcica C conjugada 22 dose

6 meses — Pentavalente 32 dose (Tetravalente + Hepatite B 42 dose)
— Poliomielite 32 dose (VIP)

9 meses — Febre Amarela

12 meses — Pneumocdcica conjugada reforco

— Meningocdcica C conjugada reforco
— Triplice Viral 12 dose
15 meses — DTP 1°reforgo (incluida na pentavalente)
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— Poliomielite 1° reforco (VOP)

— Hepatite A (1 dose de 15 meses até 5 anos)

— Tetra viral (Triplice Viral 22 dose + Varicela)
4 anos — DTP 2°reforgo (incluida na pentavalente)

— Poliomielite 2° reforgo (VOP)

— Febre amarela reforgo

9-14 anos — HPV 2 doses

— Meningocdcica C (reforgo ou dose Gnica com 12-13 anos)
Adolescentes, — Hepatite B (3 doses a depender da situacdo vacinal)
Adultos e Idosos — Febre Amarela (1 dose a cada 10 anos)

— Triplice Viral (2 doses até os 29 anos ou 1 dose em > 30 anos.
Idade maxima: 49 anos)

— DT (Reforgo a cada 10 anos)

— dTpa (para gestantes a partir da 20 semana, que perderam a

oportunidade de serem vacinadas)
Fonte - MINISTERIO DA SAUDE, 2017.

1.5.1 Vacinas contra 0 meningococo sorogrupo B

A protecdo contra N. meningitidis depende principalmente da producdo de anticorpos,
no geral, daqueles que apresentam atividade bactericida. Matsunami e Kolmer (1918)
utilizaram um ensaio bactericida para mostrar que anticorpos bactericidas do sangue de varios
animais estavam relacionados com a resisténcia a infeccdo com N. meningitidis. Mais tarde,
foi visto que o ensaio de atividade bactericida esté relacionado com o ensaio de avidez de
anticorpos anti-N. meningitidis, sendo um ensaio de facil padronizacdo, além de ndo ser tao
laborioso, deste modo as vacinas contra 0 meningococo buscam a protecdo por meio de
anticorpos bactericidas e com alta avidez (GRANOFF et al., 1998).

O sorogrupo B apresenta polissacarideos em sua capsula que sdo pouco imunogénicos
uma vez que sua estrutura apresenta homologia ao acido polisialico, que esta presente em
muitas glicoproteinas humanas, incluindo as das células neuronais humanas e, portanto, nao
pode ser utilizado como antigeno vacinal, pois 0s anticorpos anticapsulares produzidos
poderiam cruzar com os antigenos do individuo vacinado e resultar em uma resposta
autoimune (HARRIS et al., 2017; SADARANGANI; POLLARD, 2010; STEPHENS;
GREENWOOD; BRANDTZAEG, 2007).

Assim, as primeiras vacinas de proteinas de membrana externa comecaram a ser
testadas na década de 1970 e foram imunogénicas em animais, mas ndo provocaram

anticorpos bactericidas séricos em seres humanos, este fato levou ao desenvolvimento de
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vacinas de proteinas soliveis na forma de OMVs. Estas estruturas sdo semelhantes as OMVs
liberadas naturalmente por N. meningitidis durante a cultura e infeccdo e contém OMPs,
proteinas periplasmaticas e fosfolipidios, porém apresentam LOS em quantidade reduzida
(SADARANGANI; POLLARD, 2010).

As OMVs tem sido usadas no controle de surtos contra cepas especificas desde a década
de 1980, estas apresentam eficécia clinica contra o sorogrupo B com antigenos homdlogos e
anticorpos bactericidas em adultos, porém ndo sdo tdo eficientes em criangcas menores de 6
anos e contra cepas que expressam antigenos heterélogos (HARRIS et al., 2017; PIZZA,
RAPPUOLLI, 2015; SADARANGANI; POLLARD, 2010). Portanto, o desenho de uma vacina
contra 0 meningococo B enfrenta inimeros desafios e para tentar contorna-los, busca-se uma
vacina contra 0 meningococo do sorogrupo B (MenB) baseada em proteinas conservadas que
contenham OMVs de forma que esta possa gerar uma protecdo contra cepas endémicas e
epidémicas de MenB (HARRIS et al., 2017; P1IZZA; RAPPUOLLI, 2015).

A primeira vacina MenB altamente eficaz a ser desenvolvida foi a vacina cubana VA-
MENGOC-BC® (Instituto Finlay, Habana, Cuba), esta apresentou eficacia de 83% e apds
uma campanha de vacinacdo em massa, a incidéncia de doenca meningococica invasiva em
Cuba caiu de um pico de 14,4/100.000 hab. ao ano em 1983 para 0,8/100.000 hab. ao ano em
1993-94. No Brasil, esta vacina apresentou eficacia de 70-74% em criancas de 4-9 anos de
idade, porém a vacina foi ineficaz em criancas mais jovens (SADARANGANI; POLLARD,
2010).

A vacina da Nova Zelandia foi a segunda a ser licenciada para o sorogrupo B. A partir
de 1991, o pais sofreu uma epidemia de DMI com pico em 2001, sendo que esta epidemia foi
causada principalmente pela cepa B:4:P1.7-2,4, que foi utilizada para o desenvolvimento da
vacina. Esta apresentou eficacia em 53% dos lactentes jovens (6-8 semanas), 74-76% dos
idosos e criancas de 6 meses a 12 anos, e 96% dos adultos, porém foi visto uma diminuicao
substancial da imunidade a longo prazo com apenas 3-34% das criangas com idade entre 6
semanas e 24 meses, mantendo resposta por 4-16 meses apos a terceira dose, sendo necessario
multiplas doses para uma resposta mais persistente (SADARANGANI; POLLARD, 2010).

Atualmente, o desenvolvimento de novas vacinas contra o sorogrupo B tem utilizado
com base outros antigenos subcapsulares e a inclusdo de multiplos antigenos reduz o risco de
escape das variantes, o que poderia ocorrer com vacinas que sdo fabricadas a partir de um
Unico antigeno, devido ao fato de N. meningitidis apresentar alta taxa de variacdo de fase,
recombinacdo e mutacao de seu genoma (SADARANGANI; POLLARD, 2010).
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A diversidade antigénica das proteinas de superficie meningocdécicas tem sido uma das
principais limitacGes no desenho de vacinas meningocdcicas amplamente protetoras e novas
abordagens tém sido adotadas. S&o elas: Vacinologia Reversa, que é baseada na identificacéo
de multiplos antigenos e resultou no desenvolvimento da vacina Bexsero® (também chamada
4CMenB) licenciada até agora em paises como Portugal, Italia, Reino Unido, Alemanha,
Austria, Espanha, Grécia, Irlanda, Polonia, Republica Checa, Hungria, Franca, Estados
Unidos, Australia, Canada, Brasil e Chile; A outra abordagem é baseada na combinacdo de
duas variantes recombinantes da proteina de ligacdo do fator H (fHBP) lipidadas de N.
meningitidis sorogrupo B, uma da subfamilia A da fHBP e uma da subfamilia B (A05 eB01),
respectivamente (chamada Trumenba) e ambas as abordagens parecem ser promissoras
(P1ZZA; RAPPUOLLI, 2015).

1.5.2 Adjuvantes

Muitas vacinas sdo baseadas em virus e bacterias vivas atenuadas ou mortas e apesar de
efetivas, essas vacinas costumam causar diversos efeitos adversos como febre, erupgdes
cuténeas, inchaco e em alguns casos até infeccdes derivadas de vacinas. Tendo em vista este
problema, novas estratégias vacinais envolvem o desenvolvimento de vacinas nas quais
apenas partes do microrganismo sdo incluidas, sendo chamadas de vacinas de subunidades
(CHRISTENSEN, 2016).

Essas novas formulacdes produzem menos efeitos adversos, porém sdo menos
imunogénicas e consequentemente menos efetivas, sendo necessario o uso de adjuvantes, para
aumentar a imunogenicidade dessas vacinas e assim induzir uma resposta imune protetora e
duradoura (CHRISTENSEN, 2016; REED et al., 2009).

Os adjuvantes sdo moléculas, compostos ou complexos macromoleculares que
aumentam a poténcia e a longevidade da resposta imune especifica aos antigenos,
normalmente por meio da inducdo de uma inflamagdo controlada, causando toxicidade
minima. Sua adi¢do as vacinas aumenta, sustenta e dirige a imunogenicidade de antigenos,
modulando de forma eficaz as respostas imunes, reduzindo a quantidade de antigeno ou
namero de imunizacdes necessarias e melhorando a eficacia de vacinas em recém-nascidos,
idosos ou individuos imunocomprometidos, porém devem ser formulados de forma adequada
para apresentar a eficcia necessaria e ndo apresentar efeitos adversos toxicos (REED et al.,
2009).
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Os adjuvantes tem sido estudados desde 1925, quando Gaston Ramon observou que
adicionando certas substancias (como farinha de tapioca, lecitina, agar, saponina, pdo ralado)
ao toxoide diftérico a resposta imune era aumentada. Alexander T. Glenny demonstrou em
1926 que o toxodide diftérico precipitado com sais de aluminio aumentava significativamente a
resposta ao toxdide e entdo durante a década de 1930 os sais de aluminio foram usados pela
primeira vez como adjuvantes (CHRISTENSEN, 2016).

O hidréxido de aluminio (Al(OH)s), um dos sais de aluminio que é amplamente
utilizado, foi por aproximadamente 60 anos o Unico adjuvante licenciado para humanos, mas a
partir de 1990 novos adjuvantes passaram a ser utilizados, como o MF59 um imuno-
potenciador a base de emulsdo de esqualeno incluido na Fluad®, virossomas de influenza
reconstituidos nas vacinas Epaxal® e Inflexal®, o ASO1E e QS-21, um adjuvante lipossomal
e saponina imunoestimuladora, respectivamente, presentes na vacina contra a malaria
Mosquirix®. Atualmente, permanece a busca por novos adjuvantes para induzir a imunidade
das células T e a imunidade local nos tecidos da mucosa, que atuam como porta de entrada
para muitos patdgenos (CHRISTENSEN, 2016).

Apesar do amplo uso de adjuvantes em vacinas, 0s mecanismos de acdo pelos quais
estes potenciam as respostas imunes nao estdo bem caracterizados (AWATE; BABIUK;
MUTWIRI, 2013). Estes compostos utilizam maultiplos mecanismos para promover uma
melhor resposta imunologica, que incluem (1) geracdo de depodsitos, que promovem a
liberacdo prolongada de antigenos no local da injecéo, (2) regulacdo positiva de citoquinas e
quimiocinas, (3) recrutamento no local da injecdo e (4) uma maior apresentacdo imunologica
de antigenos por células apresentadoras de antigenos (APC) (AWATE; BABIUK;
MUTWIRI, 2013; CHRISTENSEN, 2016; REED et al., 2009).

Com base nos seus mecanismos de acdo, os adjuvantes podem ser divididos em
Imunoestimulantes e Sistemas de Liberacdo. Em geral, os imunoestimulantes atuam
diretamente sobre o sistema imune ativando as células do sistema imune inato, sendo
exemplos citoquinas, saponinas e exotoxinas bacterianas que estimulam respostas imunes, ja
os Sistemas de Liberacdo atuam providenciando um depdsito de antigenos ou também de
imunoestimulantes no local da injecdo, porém foi visto que alguns Sistemas de Liberacédo
também podem ativar a imunidade inata, sendo exemplos: sais, emulsdes, lipossomas,
virossomas, micro e nanoparticulas, hidrogéis, peptideos catibnicos e 0s chamados complexos
de estimulacdo imunoldgica, como o ISCOM e ISCOMATRIX (AWATE; BABIUK;
MUTWIRI, 2013; CHRISTENSEN, 2016).
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O uso de adjuvantes apropriados pode conferir imunidade protetora, portanto um maior
conhecimento destes é importante para o desenho racional de vacinas (AWATE; BABIUK;
MUTWIRI, 2013).

1.5.2.1 Hidréxido de Aluminio

O hidroxido de aluminio é um dos adjuvantes mais utilizados em vacinas, uma vez que
apresenta histérico de seguranca, facilidade de preparacdo, estabilidade e efeitos
imunoestimuladores e embora este adjuvante ja esteja em uso a cerca de 90 anos, 0s seus
mecanismos de acdo permaneceram indescritiveis. Diversos efeitos induzidos pelo aluminio
podem contribuir para 0 aumento da imunogenicidade das vacinas, no entanto, em muitos
casos, estes efeitos sdo apenas parcialmente descritos ou a relagdo com a funcéo de adjuvante
ndo é esclarecida (GHIMIRE, 2015).

Até recentemente, acredita-se que as propriedades adjuvantes deste composto estavam
ligadas apenas ao efeito de deposito, ou seja, a liberacéo lenta do antigeno associado a ele. No
entanto, foi visto que se o complexo antigeno-adjuvante for removido horas apds a
imunizacdo, ainda havia resposta imune, demonstrando que o efeito de deposito e liberagédo
lenta do antigeno nio foram responsaveis pela sua atividade adjuvante (APOSTOLICO et al.,
2016).

Em um segundo mecanismo proposto, este composto também é capaz de ativar as
células imunes inatas, o que resulta em uma resposta imune do tipo T helper 2 (Th2). Outra
hipdtese é que a citotoxicidade do hidroxido de aluminio parece levar a liberacdo de &cido
drico in vivo, 0 que atua como um padrdo molecular associado a dano (DAMP), o que é
responsavel pela atividade adjuvante deste composto (MARRACK; MCKEE; MUNKS,
2009).

Mesmo com a falta de compreensdo exata sobre 0 modo de acdo do hidroxido de
aluminio, este permanece como o principal candidato a uso em novas vacinas, assim o estudo
do seu mecanismo de acdo € importante para o desenvolvimento de futuras vacinas
(GHIMIRE, 2015).
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1.5.2.2 Brometo de Dioctadecildimetilamdnio (DODAB)

O dioctadecildimetilamdnio (DDA) foi mencionado pela primeira vez como adjuvante
por Gall em 1966. Este é um lipide catibnico, que pertence ao grupo das aminas quaternarias,
é carregado positivamente e apresenta um atomo de nitrogénio ligado a dois grupos metil e
dois grupos octadecil (CHRISTENSEN et al, 2011; CARMONA-RIBEIRO;
CHAIMOVICH, 1983). Sua estrutura quimica pode apresentar ions cloreto (Cl-) ou brometo
(Br-), sendo que n&o existem indicacOes de que estes afetam o efeito adjuvante do composto
(HILGERS; SNIPPE, 1992).

Com a adi¢do do ion Br- se obtém o brometo de dioctadecildimetilaménio (DODAB),
cuja estrutura quimica é apresentada na figura 5, um lipide catiénico sintético e barato que
devido ao seu carater anfifilico, € dispersivel em agua e quando aquecido acima da sua
temperatura de transicao de fase de gel para liquido (~ 47 ° C) se agrupa formando vesiculas
em bicamadas ou fragmentos de bicamada, dependendo do método de dispersdo que é
empregado (LINCOPAN; MAMIZUKA; CARMONA-RIBEIRO, 2003).

Figura 5: Estrutura quimica do Brometo de Dioctadecildimetilaménio.
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Fonte - SOBRAL; SOTO; CARMONA-RIBEIRO, 2008.

Os fragmentos de bicamada (BF, do inglés bilayer fragments) de DODAB (DODAB-
BF) sdo eletrostaticamente estabilizados em dispersdo pela repulsdo eletrostatica entre 0s
fragmentos e ja foram previamente utilizados como agentes antimicrobianos ou na producéo
de particulas revestidas, tais como silica ou latex revestidos com a bicamada, desta forma o
DODAB-BF interage com particulas carregadas negativamente resultando em particulas
catibnicas. Na figura 6, podemos observar as estruturas que o0 DODAB pode assumir de
acordo com o método de dispersdo que é empregado, resultando em vesiculas (esquerda) ou
fragmentos de bicamada (direita), assim como a interacdo com a particula carregada
negativamente, logo abaixo (LINCOPAN et al., 2009).
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Figura 6: Estruturas que o DODAB pode assumir de acordo com o método de dispersdo

empregado.
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Legenda - Esquema de formacdo dos fragmentos de bicamada (BF) de Brometo de Dioctadecildemetilaménio
(DODAB) e o0s complexos DODAB-BF + antigeno.
Fonte - LINCOPAN et al., 2009.

A organizacao estrutural de DODAB-BF também permite que farmacos hidrofobicos
sejam solubilizados em suas bordas, uma vez essa conformacao apresenta bordas mais fluidas,
0 que ndo ocorre em sistemas de bicamada fechados tais como vesiculas ou lipossomas
(LINCOPAN et al., 2009).

Hilgers e Snippe (1992) indicam que preparacdes vacinais com DODAB, podem ser
preparadas simplesmente misturando uma solucdo de antigeno com uma solucédo
recentemente preparada de DODAB. Eles avaliaram a atividade adjuvante do
dioctadecildimetilaménio e observaram que este composto é um indutor forte para respostas
imunes do tipo Thl e Th2, gerando respostas balanceadas. Isso ocorre devido a carga
superficial positiva e a capacidade de associacdo a antigenos que esse lipide catidnico
apresenta.

Em comparacdo ao hidroxido de aluminio, o DODAB exibe maior estabilidade coloidal
e melhor eficacia na inducdo de respostas imunes celulares superiores e tem sido testado
como adjuvante junto a antigenos como os de Candida albicans (CARNEIRO et al., 2015) e

Neisseria lactamica, tendo apresentado resultados promissores (GASPAR et al., 2013). Além
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disso, 0 DODAB-BF pode apresentar fragmentos de 200 nm de tamanho, 0 que representa

também um potencial para o uso em vacinas de mucosa (LINCOPAN et al., 2009)

1.6 Imunidade de Mucosa e Adjuvantes

As superficies mucosas incluem as vias aéreas, cavidade oral, os tratos gastrointestinal e
urogenital, conjuntiva ocular e ouvido interno, essas superficies apresentam uma grande
extensdo no corpo humano, com mais de 300 m? no intestino humano, e sio expostos a
milhGes de antigenos potencialmente nocivos provenientes de bactérias, alimentos e do
ambiente (NEURATH; FINOTTO; GLIMCHER, 2002).

Esta estrutura possui um sistema imune inato e adaptativo de mucosa altamente
especializado que protege essas superficies e, portanto, também o interior do organismo,
contra possiveis agressoes e patdgenos do ambiente (HOLMGREN; CZERKINSKY, 2005).
As glandulas exocrinas sdo dotadas de poderosos mecanismos mecanicos e quimicos de
limpeza que degradam e repelem a maioria das matérias estranhas que tentam transpassar as
mucosas (HOLMGREN; CZERKINSKY, 2005), além disso, a mucosa forma uma barreira
fisica forte, possui enzimas no lamen que alteram a natureza do antigeno, celulas T
regulatorias, e também apresenta imunoglobulinas A secretoras (slgA) (MAYER, 2003).

Em um adulto humano saudavel, este sistema imune local contribui com quase 80% de
todos os imundcitos. Estas células estdo acumuladas, ou em transito, entre varios tecidos
linfoides associados a mucosas (MALT), os quais, em conjunto, formam o maior sistema de
orgaos linfoides de mamiferos (HOLMGREN; CZERKINSKY, 2005).

Uma vez que as mucosas constituem a principal porta de entrada de patdgenos, as
vacinas administradas pela via de mucosas sao potencialmente uma estratégia promissora para
combater doencas infecciosas, além de serem vantajosas em relacdo ao método convencional
de vacinacdo, uma vez que as vacinas injetaveis induzem uma resposta imune de mucosa
fraca em contraste da forte resposta imune de mucosa que é necessaria nos sitios de entrada de
patégenos (NAKAHASHI-OUCHIDA,; YUKI; KIYONO, 2017).

Ademais as vacinas de mucosa sdo de facil administracdo, ndo sendo necessario
treinamento extensivo ou habilidades profissionais, podem induzir respostas imunes de
mucosas e sistémicas, podem ser usadas para imunizar populacdes grandes por causa da
eficiéncia e facilidade do método de administracdo, ndo necessitam de agulhas e seringas e,
portanto, eliminam a dor, o0 medo e a ansiedade causados por vacinas injetaveis
(NAKAHASHI-OUCHIDA; YUKI; KIYONO, 2017)
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No entanto, mesmo com diversas vantagens poucas Vvacinas de mucosa estdo
comercialmente disponiveis, sendo apenas duas aprovadas para a imunizagdo pela via
intranasal: as vacinas atenuadas quadrivante FluMist® (Medimmune) e trivalente Nasovac™
(Serum Institute of India), utilizadas para a protecdo contra a influenza, comercialmente
vendidas nos EUA e Asia, respectivamente (BERNOCCHI; CARPENTIER; BETBEDER,
2017). Deste modo, esta via de vacinacdo ainda nao é amplamente utilizada na clinica devido
principalmente a problemas como a falta de um adjuvante de mucosa que seja seguro e eficaz
(NAKAHASHI-OUCHIDA; YUKI; KIYONO, 2017; TADA et al, 2015).

Os adjuvantes de mucosa podem ser administrados junto a vacinas por via oral ou pela
via nasal, promovendo uma resposta sistémica e local, diminuindo o tempo necessario da
resposta imune e aumentando a duracéo da resposta imunologica (KUMAR; KONG; KOLLS,
2013).

Diversos adjuvantes tem sido avaliados e as nanoparticulas tem apresentado bons
resultados, uma vez que atuam como sistemas de distribuicdo e/ou moduladores imunologicos
eficientes para aplicacfes de vacina, protegem antigenos contra a degradacdo proteolitica e
sdo capazes de contornar o0 muco da via intranasal, possibilitando assim, uma interacao direta
com as células da mucosa, desencadeando a resposta imune (BERNOCCHI; CARPENTIER,;
BETBEDER, 2017).

Além disso, as nanoparticulas podem estabelecer uma liberacdo sustentada do antigeno
na mucosa, de modo a melhorar as chances de absorcdo de antigeno pelas células, o que as
tornam boas candidatas para os sistemas de administracdo para proteinas (BERNOCCHI;
CARPENTIER; BETBEDER, 2017).

TADA et al., 2015, avaliaram a administracdo intranasal de um lipide catiénico junto a
ovalbumina (OVA) e puderam observar um potente efeito adjuvante de mucosa em
camundongos, com producdo de IgA especifica para OVA em secrecdo nasal e niveis
aumentados de 1gG1 no soro, sugerindo inducdo de uma resposta imune do tipo Th2. Estes
resultados sugerem que os lipides catidnicos merecem maior desenvolvimento como

adjuvante de mucosa para a vacinacdo contra doencas infecciosas.
1.7 Imunizacdo Materno-Fetal
Os neonatos, lactentes e mulheres gravidas sdao o grupo de maior risco de adquirir

doencas infecciosas (GERDTS; VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN HURK; POTTER,

2016). Mesmo com a transferéncia de anticorpos via transplacentéaria, colostro e leite da mae
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para o lactente, muitas vezes 0s niveis destes anticorpos ndo sao elevados o bastante para
garantir a protecdo necesséria até a imunidade ativa ser desenvolvida na crianga, além disso, a
imunizagdo em criangas jovens apresenta baixa imunogenicidade, logo a imunizagdo materna
tem o potencial de providenciar protecdo a mae e também ao feto e lactente por meio da
transferéncia transplacentéaria de imunoglobulina G (IgG), e imunoglobulina A (IgGA) por
meio do colostro e leite, sendo uma estratégia atraente para aumentar os niveis de
imunoglobulinas em neonatos e uma pratica que tem sido usada ha décadas (OMER, 2017;
SWAMY; BEIGI, 2015).

Dentre as vacinas que sdo recomendadas para gestantes, a vacina meningocdcica
quadrivalente conjugada (Menactra®) contra os sorogrupos A, C, W e Y é recomendada para
gravidas que apresentam fatores de risco (SWAMY; BEIGI, 2015). Esta vacina pode ser
aplicada em gestantes no caso de uma indicagdo especifica, assim como a vacina contra o
sorogrupo B (Bexsero®). A decisdo deve ser baseada em uma avaliagdo risco-beneficio para
0 paciente, uma vez que poucos dados de estudos clinicos estdo disponiveis (OMER, 2017).

Estudos avaliaram a vacina conjugada contra os sorogrupos A e C e também a vacina
quadrivalente contra os sorogrupos A, C, W e Y na imunizacdo materna, ambas foram
utilizadas para imunizacdo em gravidas no terceiro trimestre e promoveram o0 aumento de
anticorpos nessas mulheres. Os anticorpos foram transferidos para os lactentes por meio da
placenta e do aleitamento e se mantiveram circulantes nos primeiros meses de vida dos
lactentes (MCCORMICK et al., 1980; O'DEMPSEY et al., 1996; SHAHID et al., 2002).

Em 2016 foi publicado um estudo no qual um grupo de pesquisadores em Mali
avaliou de forma randomizada a vacinagdo em gestantes com a vacina Menactra®, e a vacina
Vaxigrip® contra o virus da influenza, porém os dados sobre eficacia, seguranca e
imunogenicidade da vacina meningococica neste ensaio ainda ndo foram publicados (TAPIA
et al., 2016).

As principais preocupacfes com a imunizacdo materna sdo a seguranca do feto, bem
como a possivel interferéncia das vacinas na primeira infancia, e por esse motivo costuma-se
recomendar a imunizacdo maternal principalmente durante o Ultimo trimestre da gravidez.
Outro ponto importante de preocupacdo é a escolha do adjuvante e o impacto que este poderia
ter sobre o sistema imunoldgico materno e consequentemente em sua interagdo com o sistema
imune fetal (GERDTS; VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN HURK; POTTER, 2016).

Durante a gravidez, o sistema imune materno é regulado, de forma que as células T
citotoxicas maternas sdo reduzidas, pois caso contrario, estas poderiam atacar as moléculas do

complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do inglés major histocompatibility
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complex) paternas que sdo expressas localmente em células fetais. Outras modificagdes na
resposta imune como a expressao de citocinas, quimiocinas, além do receptor Fc neonatal
ocorrem e facilitam a transferéncia de grandes quantidades de anticorpos através da placenta
(LEVY, 2007).

Esse equilibrio de citocinas na placenta pode ser afetado pela utilizacdo de adjuvantes
na vacinacdo maternal, o que poderia levar a uma supressdo inadequada de linfocitos T
citotoxicos e ataques subsequentes durante o desenvolvimento do feto. Além disso, como as
citocinas sdo encontradas em altas concentracfes no colostro e no inicio do leite, estas
também poderiam afetar o desenvolvimento precoce do tecido linfoide associado & mucosa,
principalmente o intestino, no qual a homeostase depende de um ambiente Th2 (GERDTS;
VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN HURK; POTTER, 2016).

Até o momento os adjuvantes que induzem respostas balanceadas ou do tipo Th2
parecem ndo oferecer riscos para a imunizagdo materna, porém, uma investigacdo adequada é
importante para compreender claramente o0 mecanismo de acdo dos adjuvantes para este tipo
de imunizacdo e principalmente avaliar sua seguranca para o uso (GERDTS; VAN DRUNEN
LITTEL-VAN DEN HURK; POTTER, 2016).

Assim, estudos iniciais utilizando modelos animais, como camundongos, costumam ser
muito utilizados e sdo importantes para uma melhor compreensdo dos efeitos que as vacinas
podem gerar (JAMESON; MASOPUST, 2017).

Encontram-se disponiveis na literatura varios estudos em modelo animal avaliando
diversos tipos de preparacGes antigénicas para imunizacdo materno-fetal contra muitos
patogenos diferentes. Dentre estes estudos, Marruggi et al., 2017 avaliaram uma vacina
baseada em mRNA para vacinagdo materna, que demonstrou ser protetora contra bactérias
Streptococcus Grupo A e B em ensaio pré-clinicos com camundongos, com a protecdo
transferida também para a prole.

Outros pesquisadores como Fenou, Mielcarek e Locht (2016) a partir de estudos
também em camundongos puderam observar que a imunizacdo materna protege 0 neonato
contra a coqueluche e que o uso de diferentes vacinas contra o patégeno ndo influencia na
vacinacdo infantil e estudos de Hwang et al., 2010 contra o virus influenza H5N1 também se
mostraram promissores para a imunizagdo materno-fetal em camundongos.

Apesar da ampla gama de artigos publicados, ndo ha estudos na literatura nos quais
OMVs de Neisseria meningitidis tenham sido complexadas ao lipide catibnico DODAB-BF

para imunizacdo materno-fetal, logo, esse estudo teve como objetivo avaliar o DODAB-BF
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como adjuvante e sua capacidade de proporcionar uma resposta humoral protetora na prole de
maes que foram imunizadas com este adjuvante junto as OMVs.
Parte deste estudo foi:

e Aceito para publicagdo na revista Pathogens and Disease: DE ALMEIDA, A.F.; DE
GASPARI, E. Dioctadecyldimethylammonium bromide (DODAB-BF) as a new
adjuvant for maternal-fetal immunization in mice against Neisseria meningitidis:
Evaluation of humoral response. Pathogens and disease, 2018. doi:
10.1093/femspd/ftx128.

e Apresentado em 19 de julho de 2017 no 18" International Congress of Mucosal
Immunology (19/07/2017- 22/07/2017) — Washington D.C. U.S.A - WO01. Analysis of
Immunization in Outbred Mice with Diferent Adjuvants: Interference in Production and
Maternal-Fetal Transfer of Antibodies.
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CONCLUSAO

e O adjuvante DODAB-BF em associa¢do ao antigeno, foi capaz de gerar anticorpos IgG
para N. meningitidis B nas fémeas de camundongos adultos ap6s imunizagdo pelas vias
IN/SC ou SC/IM.

e A imunizacdo de fémeas de camundongos com OMVs junto a DODAB-BF ou HA pela via
SC/IM ou OMVs + DODAB-BF pela via IN/SC é capaz de promover a transferéncia
passiva (materno-fetal) de anticorpos quando estes sdo imunizados, com titulos
significativos, até a quinta semana de vida da prole.

e Nas proles de mdes imunizadas com OMVs+DODAB-BF ou HA pela via SC/IM, 0s
anticorpos apresentaram baixa avidez, porém e possivel que ainda possuam funcao efetora,
uma vez que mesmo apresentando baixa avidez a efetividade da resposta dependera da
carga bacteriana na infeccdo e da quantidade de anticorpos que esta presente para
desenvolver a resposta imune.

e Os anticorpos presentes nos soros de camundongos imunizados com OMVs + DODAB-BF
e OMVs + HA pela via SC/IM reconheceram antigenos imunogénicos da cepa homdéloga
pela técnica de immunoblotting, sendo que o mesmo ocorreu com a prole. Nas mées, a
imunizacdo com OMVs + DODAB-BF ¢ capaz de gerar o reconhecimento especifico de
um maior nimero de antigenos que OMVs + HA.

e A reatividade cruzada dos anticorpos IgG em fémea imunizada com OMVs + DODAB-BF
com antigenos de cepas heterdlogas de Neisseria meningitidis foi superior ao soro do
camundongo imunizado com OMVs + HA sugerindo, que o DODAB-BF é superior ao HA
para auxiliar na inducdo da resposta imune cruzada com cepas heterdlogas, o que € util em
uma vacina universal, no entanto as proles ndo apresentaram grande diferenca quanto a
reatividade cruzada.

e A imunizacdo pela via IN/SC com OMVs + DODAB-BF resulta em anticorpos de baixa
avidez no camundongo adulto fémea e sua prole, ndo havendo reconhecimento de
antigenos da cepa homdloga e baixo reconhecimentos de antigenos da cepa heteréloga pela
prole, assim a imunizacao pela via IN/SC utilizando OMVs+DODAB-BF parece nao ser a
ideal.
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