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RESUMO 

RESUMO 

A alta característica epidêmica e a mortalidade fazem da doença 
meningocócica um sério problema de saúde pública. Isto fez com que vários 
centros de pesquisas direcionassem sua atenção para o desenvolvimento de 
uma vacina contra o meningococo B. As vacinas existentes no momento são 
contra os sorogrupos A, C, Y e W135. 

Para conseguir uma vacina segura muitos antígenos da membrana 
externa bacteriana tomaram-se alvo de estudos. Um dos COJTl)onentes que tem 
sido estudado para ser utilizado em uma preparação vacinai contra Neisseria 
menigitidis B é o lipopolissacáride (LPS). 

Lipopolissacárides são macromoléculas lipoprotêicas que fazem parte da 
membrana externa das bactérias grarn-negativas. O interessante é que muitos 
estudos com estas moléculas mostraram características adjwantes na resposta 
imune contra a N. meningitidis B. Entretanto um problema com estas moléculas 
é o efeito tóxico que elas causam devido ao lipídio A contido em sua estrutura. 

O presente estudo teve como finalidade a avaliação da especificidade e 
capacidade protetora dos anticorpos induzidos em modelo animal com "outer 
membrane componentsn OMC de cepas de N. meningitidis B:4:P1 .15 
selecionadas por meio de "colony-blor utilizando anticorpos monoclonais anti
L3,7,9 e L8 para maior e menor expressão dos LPS dos imunotipos L3,7,9 e L8. 

A princípio realizamos a seleção das cepas por "colony-blor para depois 
procedermos à extração dos componentes de membrana externa bacteriana 
(OMC) obtidos das cepas selecionadas (B:4:P1.15 L3,7,9t, B:4:P1.15 L3,7,9.,l.., 
B:4:P1 .15 L8t e B:4:P1 .15 L8..1-) e à imunização pela via intranasal (IN) e 
intramuscular (IM) dos camundongos BALB/c. 

Nesse estudo foram analisadas: a reatividade homóloga de anticorpos dos 
isótipos lgM, lgG e lgA presentes nos soros e nas salivas dos camundongos 
imunizados pelas vias IN e IM e a presença no soro de anticorpos com 
atividade bactericida. Nos soros de camundongos imunizados pela via IN foram 
analisadas também a reatividade de anticorpos dos isótipos lgM, lgG e lgA 
presentes 4 meses e 1 ano após a imunização e a reatividade de anticorpos 
dos isótipos lgM, lgG e lgA de reatividade cruzada contra suspensão de células 
bacterianas íntegras das cepas de N. meningitidis heterólogas (B:4:P1 .9, 
8 :4:NT, 8:14:NT, e C:2a:P1 .2). 

Na análise da presença de anticorpos no soro (obtidos em diferentes dias 
após a imunização) e na saliva, foi observada a resposta tanto contra 
suspensão de células bacterianas íntegras como para OMC das cepas 
selecionadas. 

Os resultados da dosagem de anticorpos por ELISA mostram que os 
camundongos imunizados pela via IM produziram altos títulos de anticorpos dos 
isótipos lgG e os camundongos imunizados pela via IN produziram anticorpos 
dos isótipos lgG e lgA específicos contra células bacterianas íntegras das 
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cepas homólogas e heterólogas de N. meningitidis. A análise da especificidade 
por "lmmunoblotting" dos anticorpos presentes nos soros dos camundongos 
imunizados pela via IN e IM mostrou que a resposta foi direcionada para 
proteínas da classe 1, 2, e 5 e também para proteínas de 50, 65 e 70 kDa da 
suspensão de células bacterianas integras e OMC da cepas B:4:P1 .15 L3,7,9t, 
B:4:P1.15 L3,7,9,l,, B:4:P1.15 L8t e B:4:P1.15 L8,l,. A especificidade dos 
anticorpos dos isótipos lgG e lgA ( obtidos soros de camundongos imunizados 
pela via IN) contra cepas B:4:P1.9, B:14:NT, 8:4:NT e C:2a:P1.2 mostrou que a 
resposta foi direcionada principalmente contra proteínas acima de 50 kDa. 

Na saliva de camundongos imunizados pela via IN, anticorpos do isótipo 
lgA foram observados por meio de ELISA e "lmmunoblotting", sendo que por 
meio de "lmmunoblotting", verificamos que esta resposta foi direcionada para 
proteínas de 28 kDa, 33 kDa e acima de 50 kDa. 

Os resultados apresentados dos ensaios bactericidas mostraram que os 
grupos de camundongos que receberam imunização pela via IN produziram 
altos títulos de anticorpos com atividade bactericida contra as cepas 
homólogas. 

Quando comparamos as preparações antigénicas obtidas de cepas com 
maior ou menor expressão dos rnunotipos L3,7,9 e L8 não pudemos observar 
diferenças significativas por meio de ELISA. Entretanto por meio de 
"lmmunob/otting" observamos diferenças na especificidade da resposta, 
especialmente para peptídeos de alto peso molecular. 

As análises da especificidade dos anticorpos indicam que a seleção de 
cepas com maior expressão de LPS pode ser importante para iniciar uma 
resposta efetiva tanto sistémica como de mucosa quando apresentados em 
urna preparação vacinai através da via nasal e vem ressaltar a importância do 
estabelecimento do irnunotipo na produção de vacina rneningocócica capaz de 
induzir uma imunidade duradoura em todas as idades tanto pela via mucosa 
como sistémica. 

Palavras chaves: Neisseria meningitidis, lipopolissacáride (LPS), vacina nasal, 
complexo de membrana externa (OMC). 



ABSTRACT 

ABSTRACT 

Meningococcal disease poses a serious public health problem, dueto 
their characteristics of being highly epidemie, with a high mortality rate. This 
fact led many research centers to tum their efforts to the development of a 
vaccine against Neisseria meningitidis serogroup B. The vaccines available 
at the present time are directed to serogroups A, C, Y and W135. 

ln order to obtain a safe vaccine, many of the antigens of the outer 
membrane of the bacteria are being studied. Among the components being 
studied for eventual use in a vaccine against N. meningitidis B are the 
lipopolysaccharides (LPS). 

Lipopolysaccharides are complex macromolecules lipoprotein which 
integrate the outer membrane of gram-negative bacteria. lt is interesting that 
many of the studies involving these molecules have shown adjuvant 
characteristics in the immune response against N. meningitidis B. However, 
there is a problem with these molecules, due to the toxic effects of the lipid A 
present in their structure. The present study had the aim of evaluating the 
specificity and protective activity of the antibodies induced in an animal 
model by the outer membrane complex (OMC) obtained from strains of N. 
meningítidis B:4:P1 .15. The strains used for immunization of mice were 
selected through colony-blot, using anti L3,7,9 and L8 monoclonal antibodies, 
for the highest and the lowest expression of the LPS of immunotypes L3,7,9 
and L8. First we selected the strains using colony blots, then we performed 
the extraction of the OMC of the bacteria belonging to the selected strains 
(B:4:P1:15 L3, 7, 91', B:4:P1 .15 L3, 7, 9'1,, B:4:P1:15 L81' anel B:4:P1 :15 
L8'1,) followed by, the intranasal (IN) and intramuscular (IM) immunization of 
the BALB/c mice with the purified OMC. 

The present study analyzed the reactivity of the antibodies (lgM, lgG 
and lgA) found in the serum and in the saliva of mice who were immunized 
IN or IM, as well as the presence in the serum of antibodies with bactericida! 
activity. ln the serum of the IN immunized mice, antibodies found four months 
and one year after immunization and with cross-reactivity against a whole
cell suspension of heterologous strains of N. meningitidis bacteria (B:4:P1 .9, 
B:4:NT, B:14:NT and C:2a:P1 .2) were also tested. 

The analysis of the presence of antibodies in the serum (obtained 30 
after immunization) and in the saliva showed reactivity against both the 
whole-cell bacteria and the OMC of the strains selected. ln study of 
antibodies found four months and one year after the immunization against 
the strains B:4:P1 .9, B:4:NT, B:14:NT and C2a:P1 .2 only the reactivity 
against the whole-cell suspension of the bacteria were analyzed. 
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The results of the ELISA test shows that IM immunized mice produced 
higher levels of antibodies of the lgG isotype and the IN immunized ones 
produced higher levels of antibodies of the lgG and lgA isotypes, specific 
against whole-cells of homologous and heterologous strains of N. 
meningitidis. The analysis of specificity through the lmmunoblotting of the 
antibodies found in the serum of the IM and IN immunized mice revealed that 
the response was directed mainly against the proteins of dasses 1, 2 and 5, 
and also against proteins 50, 65 and 70 kDa of the whole-cell suspension 
bacteria and the OMC of strains B:4:P1:15 L3, 7, 91', B:4:P1:15 L3, 7, 9..J-., 
B:4:P1 .15 L81' and B:4:P1 :15 L8..J-. . The specificity of antibodies of isotypes 
lgG and lgA (obtained from the serum of intranasally immunized mice) 
against strains B:4:P1 .9, B:14NT, B:4:NT and C.2a.P1 .2 revealed that the 
response was directed mainly against proteins of molecular weight higher 
than 50 kDa. 

ln the saliva of IN imrnunized mice the reaction of antibodies of the lgA 
isotype was also observed by ELISA and lmmunoblotting. The response was 
directed against proteins of 28 kDa, 33 kDa and higher than 50 kDa. When 
the antigen preparations obtained from the strains with the highest and 
lowest expressions of immunotypes L3,7,9 and L8 were compared, no 
significant differences were found by ELISA. lmmunoblotting analysis, 
however, showed differences in the specificity of the response, particularly 
for peptides of high molecular mass. 

The titers obtained by the assay of bactericida! assay were higher for 
the mice IN immunized with strains selected for LPS L3, 7, 9 and L8. 

The results of antibodie's specificity indicate that the selection of LPS 
may be important to elicit systemic as well as local muccosal effective 
immune response, when used in an intranasal vaccine preparation. This work 
indicates the importance of selecting LPS immunotypes in order to obtain a 
meningococcal vaccine capable of inducing a lasting immunity in people of all 
ages, in both the muccosal and the systemic modes of admission. 

KEYWORDS: NeiS$Bria meningiditis, lipolysaccharide (LPS), nasal vaccine, 
outer membrane complex (OMC). 



INTRODUÇÃO 
1 

1- Introdução 

1a - A doença meningocócica 

Até o momento, um dos principais desafios na doença meningocócica tem 

sido a busca de uma prevenção eficaz através da imunoprofilaxia contra a 

Neisseria meningitidis B. 

Este microrganismo foi reconhecido pela primeira vez por Vieusseux em 

1805, sendo denominada primeiramente de Diplococcus intracellularis 

meningitidis e depois de Neisseria meningitidis. O primeiro isolamento de N. 

meningitidis, também conhecida como meningococo, foi realizado por Anton 

Weichselbaum por volta de 1887, motivo pelo qual, por muito tempo, a doença 

meningocócica ficou conhecida corno "Doença de Weichselbaum" (DE 

VOE,1982). 

Sabe-se que vários agentes etiológicos podem ser considerados como 

causa da meningite cerebroespinhal. Contudo um dos principais agentes é a N. 

meningitidis. Coulciman em 1898 encontrou o meningococo em 31 dos 34 

casos de meningite, relacionando assim este microrganismo como o principal 

agente responsável pela meningite cerebroespinhal (DE VOE, 1982). 

Consideradas ou classificadas como bactérias gram-negativas N. 

meningitidis apresentam-se dispostas aos pares, ou seja, na forma de 

diplococos, capazes de multiplicar-se fora das células do hospedeiro. Suas 

colônias apresentam as seguintes características: são convexas, transparentes, 

não pigmentadas, não hemolíticas e têm com aproximadamente 0,6 a 1 µm de 

diâmetro. A identificação bacteriológica se faz através da semeadura em ágar 

contendo vários açúcares entre os quais pode-se citar: dextrose, maltose, 

levulose e lactose. A utilização de maltose e dextrose é uma propriedade 

característica do meningococo, sendo por isso utilizado para diferenciação 
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desse e de outros microrganismos gram-negativos que não utilizam esses 

açúcares. A Neisseria apresenta bom crescinento em meios de cultura como: 

ágar Müeller-Hinton, Thayer-Martin e Müeller- Hinton -chocolate em atmosfera 

de C02 e à temperatura de 37°C (HOLT et ai., 1994). 

Esse microrganismo é um habitante comum da mucosa do trato 

respiratório superior humano e sua transmissão é feita através do contato de 

pessoas sadias com secreções nasofaríngeas, principalmente dos portadores 

assintomáticos. Aliás, uma das questões que mais intriga na doença 

meningocócica é a presença de portadores assintomáticos. A presença de 

portadores assintomáticos é atribuída ao limitado potencial patogênico das 

cepas dos portadores e pela imunidade induzida por proteínas semelhantes a 

outras cepas não patogênicas ou de outras bactérias gram-negativas, corno a 

E.coli K1, que tem estrutura muito semelhante à do meningococo (RAFF et ai., 

1988; DEVI et ai., 1991). A taxa de portadores e a conseqüente transmissão é 

maior em adultos que vivem em locais de aglomerações e em instituições 

fechadas. 

A transmissão indireta é questionada pois o meningococo é susceptível à 

temperatura e à dissecação. O período de incubação varia de 2 a 1 O dias e a 

transmissibilidade persiste até que o meningococo desapareça das secreções 

da nasofaringe. A freqüência de portadores na população normal varia de 5 a 

10% durante períodos não epidêmicos, mas pode chegar a 100% durante as 

epidemias (FUNASA - MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2001). 

A infecção meningocócica pode ser limitada à nasofaringe, apresentando 

somente sintomas locais ou assintomática, ou pode se manifestar como forma 

septicêmica grave podendo atingir concomitantemente vários órgãos como 

pele, olhos e até coração. A doença é caracterizada por início súbito, 

apresentando sintomas como calafrios, febre alta (39°C ou mais), náuseas, 

vômitos, dores pelo corpo, prostação e mal-estar, e, quando evolui para uma 

meningococcemia, podem aparecer exantema petequial ou púrpuras 

hemorrágicas. O último estágio da doença é caracterizado pela síndrome de 
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Waterhouse-Friderichen e falência múltipla dos órgãos (MEYER et ai., 1994; 

ROSENSTEIN et ai., 2001). 

Em 90% dos casos, a doença meningocócica progride para a inflamação 

das leptomeninges (pia-mater e aracnóide) com lesões cutâneas associadas. 

As complicações geralmente podem deixar seqüelas, sendo as mais freqüentes 

as · de ordem neurológica, como paralisias e paresias, mas também são 

freqüentes necroses de áreas externas, surdez, miocardite e pericardite 

(FUNASA - MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2001 ). 

O diagnóstico etiológico da doença meningocócica pode ser feito através 

de cultura de sangue, secreções de lesões cutâneas e pesquisa de antígenos 

no líquor através da contraimunoeletroforese e aglutinação em látex (MELLES 

et ai., 1978). 

A letalidade é ainda elevada, especialmente quando ocorre a 

meningococcemia, ficando a taxa em torno de 1 O a 200/4 e igual taxa de 

pacientes apresenta seqüelas permanentes (FUNASA - MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2001 ). 

1 b - Epidemiologia 

Na atualidade, a meningite meningocócica tem despertado atenção pela 

mudança no seu padrão epidemiológico e aumento da prevalência em várias 

partes do mundo onde não havia índices significativos de incidência 

(PEL TOLA., 1998; TZENG & STEPHENS, 2000). A doença meningocócica 

continua sendo um problema na África, e, ao mesmo tel'11)o, mortes causadas 

pela doença têm aumentado nos últimos dez anos na América do Sul, no 

sudeste africano, na Europa e na Ásia. No continente africano, na região do 

sub-Sahara situa-se o cinturão da meningite, que abrange desde o Senegal, na 

costa oeste, até a Etiópia, na costa leste, onde a taxa de incidência da doença 

chega a 1 % da população. Os sorogrupos A, B e C são responsáveis por 90% 

da doença meningocócica. A maioria das epidemias são causadas pelos 
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sorogrupos A e C, mas a prevalência do grupo B está aumentando, como foi 

evidenciado em diferentes epidemias ocorridas em várias partes do mundo. 

Desde 1980, a meningite meningocócica causada pelas cepas A e C ocorre 

principalmente na Europa, nos Estados Unidos, Canadá, China, Nepal, 

Mongólia, Nova Zelândia, Cuba, Brasil, Chile, Arábia Saudita e sul da África. No 

Brasil, após epidemia causada por meningococos em 1971-75, o sorogrupo B 

passou a predominar especialmente em São Paulo (SACCHI et ai., 1998). 

A primeira metade da década de 70 foi marcada por uma grande epidemia 

causada pelos meningococos dos sorogrupos A e C, apresentando taxas de 

incidência que atingiram até 170/100.000 habitantes em determinadas cidades 

do país e a partir de 1976, a ocorrência voltou a valores endêmcos. A década 

de 80 iniciou-se com baixa incidência da doença, além do predomínio do 

meningococo do sorogrupo B. A partir de 1986, nota-se um aumento 

significativo na incidência deste sorogrupo. A década de 90 foi caracterizada 

pela diminuição do sorogrupo B e aumento da doença causada pelo 

meningococo C. Os demais sorogrupos estão geralmente mais presentes em 

portadores nasofaríngeos e não muito correlacionados à doença devido ao 

baixo poder destes sorogrupos em transpor a mucosa nasofaríngea (PEL TOLA, 

1998). Segundo dados do Departamento de Controle e Vigilância 

Epidemiológica (CVE) da Secretaria da Saúde do Estado de São Paulo, em 

1999, dos 516 casos de meningite meningocócica notificados no Estado, 

66,28% foram causados pelo sorogrupo B, 30,23% causados pelos sorogrupo C 

e 3,48% causados por outros sorogrupos. Recentemente ALKMIN et ai, 2001 

investigando a prevalência de meningococos em soro de pacientes da região de 

Campinas pela técnica de contraimunoeletroforese demostraram um aumento 

na incidência de N. meningitidis do sorogrupo C em relação ao sorogrupo B. 

O aumento da incidência da doença meningocócica na população está 

relacionada à deficiência dos componentes do complemento, de células com 

funções opsonofagocítica e ainda a fatores ambientais (ROSENSTEIN et ai, 

2001 ). Pode-se citar ainda a mudança de carga e hidrofobicidade da mucosa 
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nasal causadas principalmente por fumo ou infecções preestabelecidas; 

fazendo com que pessoas fumantes ativas ou passivas e aqueles que 

apresentam infecções recentes da mucosa fiquem com maior susceptibilidade a 

infecções pelo meningococo (STEPHENS et ai., 1999). Estudos 

epidemiológicos em relação à doença demonstram a existência de casos 

esporádicos durante todo o ano, sendo estes mais freqüentes nos meses de 

outono/inverno devido principalmente às condições ambientais. Em intervalos 

regulares, a doença aparece em periodos epidêmicos que podem durar de 2 a 

5 anos. A distribuição geográfica da doença é universal, ocorrendo casos 

esporádicos tanto em zonas urbanas como rurais. A aglomeração intradomiciliar 

favorece a transmissão, tanto que a freqüência da doença é alta em 

alojamentos militares, creches e internatos. Ê primordialmente uma doença de 

crianças e adultos jovens. Um terço dos casos ocorrem em idades de O a 4 

anos, um terço ocorre de 5 a 19 anos e outro terço acima dos 20 anos. Em 

situações epidêmicas, a doença geralmente atinge todos os grupos de maior 

idade mas a maioria das crianças, por não ter anticorpos séricos contra o 

meningococo, fica mais susceptível. Estudos epidemiológicos mostram que o 

meningococo raramente causa infecção assintornática em crianças menores de 

4 anos (freqüência inferior a 1 %). Esta prevalência aumenta com a idade 

atingindo cerca de 5% dos indivíduos de 14 a 18 anos (PELTOLA, 1998). 

Quanto ao sorotipo e subtipo há uma grande variabilidade de uma região 

para outra (PEL TOLA, 1998). 

Poucos estudos foram feitos sobre a distribuição dos imunotipos (LPS) 

entre os sorogrupos de meningococos. Estudos de SCHOL TEN et ai., 1994, 

empregando a técnica de Dot - ELISA e anticorpos monoclonais, mostraram, 

por meio de imunotipagem de 563 cepas isoladas na Holanda no periodo de 

1989-90, a prevalência dos imunotipos L3, L3,8 e L 10 ao sorogrupo A; L 1,8, L2, 

L3, L3,8, L4 e L8 ao sorogrupo B e para o sorogrupo C a prevalência dos 

imunotipos L2, L3, L3,8, L4 e L8. Para os demais sorogrupos de N. meningitidis 

foram identificados os imunotipos L2, L3, L3, 1 e L4. 
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Com o uso de dois novos anticorpos monoclonais para epítopos de LPS 

(l8, L 1) e o AcM para o imunotipo L3,7,9, BELO & DE GASPARI, 2001 

avaliaram a prevalência de imunotipos de LPS em cepas isoladas durante 

epidemias de N. meningitidis dos sorogrupos A,B e C ocorridas no Brasil. Esse 

estudo permitiu demonstrar a grande prevalência de 98% do imunotipo L3,7,9 

seguida de L8 (15%) ao sorogrupo B de N. meningitidis isoladas durante o ano 

de 1992. 

1c - Patogenia e fatores de virulência 

O meningococo penetra no organismo humano através do trato 

respiratório superior. Primeiramente o rneningococo invade a barreira mucosa, 

liga-se às células epiteliais não ciliadas, de onde são transportados em 

vacúolos fagocíticos até as camadas subepiteliais, alcançado depois a 

circulação sistémica chegando até as meninges, as membranas que revestem o 

cérebro (DE VOE, 1982; STEPHENS et ai., 1986; JERSE & REST, 1997; 

ROSENSTEIN et ai., 2001 ). 

O pili ou fímbrias é o principal componente bacteriano responsável pela 

adesão do rneningococo à células epiteliais não ciliadas, mas outras proteínas 

de superfície (por exemplo a Opa ( opacity associated protein) e Opc ( outer 

membrane protein class 5 precursor) participam em conjunto deste processo 

(STEPHENS et ai., 1999). As flmbrias são as principais estruturas envolvidas 

no processo de adesão às células epiteliais do hospedeiro e as proteínas Opa e 

Opc são responsáveis pela invasão da bactéria nas matrizes extracelulares, 

células endoteliais, neutrófilos e monócitos (STEPHENS et ai., 1999). Embora a 

função ciliar das células da mucosa nasofaríngea pareça não ser influenciada 

pelo LPS não se descarta a participação deste na adesão do rneningococo (DE 

VOE, 1982). 
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Quando o meningococo atinge as meninges há liberação de componentes 

de sua estrutura externa e estes estimulam várias células do sistema de defesa· 
' 

dentre elas macrófagos e microglia a produzirem citocinas (principalmente TNF

a., IL-1 e IL-6) que induzem resposta inflamatória responsável pelos sintomas 

da meningite. Estas citocinas inflamatórias, TNF-a. e IL-1, liberadas podem 

aumentar também a permeabilidade da barreira hemato-encefálica o que facilita 

a entrada do meningococo no líquor cefalo-raquidiano (DE VOE, 1982). 

Durante o evento de adesão, o meningococo causa, entre outros efeitos, 

perda da atividade ciliar e da microvilosidade das células epiteliais. Além disso, 

os meningococos liberam toxinas solúveis ou induzem no hospedeiro fatores 

citotóxicos. Sabe-se que o LOS (lipooligossacáride), componente do LPS, é o 

principal fator envolvido no choque séptico, pois tem papel importante na 

indução de citocinas e na ativação de complemento (JONES et ai., 1992; 

MACKINNON et ai., 1993; VERHEUL, et ai., 1993). 

Os meningococos possuem vários mecanismos de escape do sistema 

imune. Alguns dos componentes da membrana e da cápsula que estão 

envolvidos na adesão da bactéria na superfície dos tecidos participam também 

de mecanismos antifagocitários e de inibição ou inativação de complemento. 

Componentes como os polissacárides e lipopolissacárides apresentam 

mimetismo imunológico com estruturas idênticas à do hospedeiro, impedindo 

com isso a indução de anticorpos efetivos contra a bactéria. O ácido siálico 

capsular é importante na resistência do organismo à lise mediada pelo 

complemento. A cápsula dos meningococos B, por exemplo, não é capaz de 

ativar a via alternativa de complemento (VIDARSON et ai., 2001). 

Proteínas envolvidas na aquisição de ferro, como lactoferrina e 

transferrina, também colaboram para o aumento do potencial patogênico do 

meningococo (VIRJI et ai., 1995; ROSENSTEIN et ai., 2001). 

Um outro mecanismo de escape muito discutido é o bloqueio da atividade 

bactericida dos anticorpos pela ação da lgA sérica. A lgA, estimulada pela 

presença do meningococo, se liga a superfície dos meningococos, impedindo a 
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fD<ação das imunoglobulinas dos isótipos lgG e lgM e, assim, a ação lítica 

destas imunoglobulinas pela ativação do complemento (VIDARSON et ai. , 

2001 ). Há ainda cepas de meningococos que produzem uma protease capaz de 

clivar moléculas de lgA secretórias, anulando com isto a ação antibacteriana da 

lgA na mucosa do trato respiratório (VIDARSON et ai., 2001). 

1 d - Classificação 

A N. meningitidis apresenta grande diversidade em suas estruturas da 

membrana externa, por isso o desenvolvimento de técnicas que permitem a 

diferenciação e classificação dessas estruturas bacterianas foi de suma 

importância no conhecimento das diferentes cepas que efetivamente causam a 

doença. No caso do meningococo, estes dados fornecem informações sobre o 

perfil das cepas que são observadas tanto em portadores como nos doentes. 

Além disso, auxilia no conhecimento filogenético, bem como na dispersão 

geográfica das cepas meningocócicas que são essenciais para o preparo de 

novas vacinas. A sorogrupagem do meningococo é feita normalmente por meio 

de aglutinação. A sorotipagem e a subtipagem são feitas principalmente pelo 

método de "Dot-blotting" (DE GASPAR! et ai., 1994; FRASCH et al, 1995), 

podendo-se empregar também o "lmmunoblotting" e a contraimunoeletroforese 

(POOLMAN et ai., 1982; DAVIES et ai., 1990; DE GASPAR!, 2000a). 

Nas últimas décadas, com a implantação de metodologias que permitem o 

desenvolvimento de anticorpos monoclonais e de novas técnicas de biologia 

molecular, houve um grande avanço nos esquemas de sorotipagem e 

subtipagem, o que possibilitou a obtenção de dados mais precisos. Atualmente 

os rneningococos têm sido subdivididos pela análise clonal com base na 

variação do comportamento eletroforético de isoenzimas citoplasmáticas (ETs). 

As estruturas da superfície externa do meningococo podem ser divididas 

em quatro grupos: polissacáride capsular (CPS), proteínas da membrana 

externa (OMPs), lipopolissacáride (LPS) e pili. As proteínas consideradas 
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majoritárias e o LPS localizam-se abaixo da cápsula externa do meningococo. A 

grande variabilidade destes componentes entre os meningococos levou ao 

desenvolvimento do sistema de classificação do meningococo que tem se 

baseado no CPS, OMPs e LPS (TSAI et ai., 1981). 

A classificação do sorogrupo baseia-se na diferença do polissacáride 

capsular (CPS). Atualmente são definidos 13 sorogrupos de N. meníngitídís B, 

que são: A, B, C, D, 29E, H, 1, K, L, W135, X, Y, Z. As cápsulas das cepas do 

sorogrupo B e C são homopolímeros de ácido siálico ligado a 2,8 e a 2,9, 

respectivamente. Os outros são copolímeros do ácido siálico e 

monossacarídeos que estão ligados à glicose no caso do grupo Y ou galactose 

no caso do W135 (PEL TOLA, 1998). 

A membrana externa do meningococo contém de 3 a 5 proteínas 

majoritárias subdivididas em 5 classes estruturais que aparentemente estão 

correlacionadas com seus pesos moleculares definidos em gel de poliacrilamida 

(SOS-PAGE) de 46, 41, 38, 33 e 28 kDa, e são classificadas em classes 1, 2, 3, 

4 e 5, respectivamente. (TSAI et ai., 1981; POOLMAN, 1995). Os sorotipos e 

subtipos são definidos tomando-se com base a diferença dessas OMPs. A 

sorotipagem é feita baseando-se na diferença das proteínas da classe 2/3 e o 

subtipo é determinado pela diferença na proteína da classe 1. As cepas de 

meningococos nunca expressam as proteínas de classe 2 ou 3 

simultaneamente. Estas proteínas funcionam como porinas e controlam o fluxo 

de íons na bactéria. 

O imunotipo é determinado pela diferença na estrutura oligossacarídica do 

LPS (ZOLLINGER et ai., 1991a; MORAN et ai., 1994). Pelas técnicas 

desenvolvidas até hoje, foram analisados 12 imunotipos de L 1 a L 12 

(VERHEUL et ai. , 1993; ZOLLINGER et ai., 1991a). Os imunotipos de 

meningococos são definidos mais precisamente a partir da estrutura de seus 

oligossacárides. Esses oligossacárides são componentes dos lipopolissacárides 

situados na membrana externa, formando um núcleo de açúcares dentro dos 

lipossacarídeos (VERHEUL et ai. 1993). 
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As cepas meningocócicas são designadas pelo sorogrupo, sorotipo, 

subtipo e imunotipo; por exemplo B:4:P1.15 L3,7,9,8, sendo B (sorogrupo), 4 

(sorotipo), P1.15 (subtipo), L3,7,9,8 (imunotipos). 

Apesar de todo avanço tecnológico muitos estudos têm que ser realizados 

ainda em relação aos sistemas de tipagem sorológica pois devido à alta 

variação antigênica presente intercepas e nas estruturas da membrana externa 

do meningococo, muitas cepas não podem ser tipadas pelos sistemas de 

sorotipagem existentes (FRASCH et ai., 1995). 

1e - Vacinas 

A imunidade para infecções meningocócicas é adquirida durante a 

colonização nasofaríngea onde são induzidos anticorpos dos isótipos lgM, lgG 

e lgA. A lgG pode iniciar uma série de funções efetoras, como interação com 

componentes do Sistema Complemento como o C1q. Apresenta também papel 

importante no desenvolvimento da resposta imune celular como a citotoxidade 

dependente de anticorpos. Em contraste, a lgA não se liga _ao C1q, não 

ativando a via clássica de complemento, enquanto lgM é extremamente potente 

na ativação do sistema complemento. A lgA secretória que serve como primeira 

linha de defesa parece ter propriedades antiinflamatórias, enquanto a lgA 

subepitelial e sérica pode interferir com polimorfonucleares e estimular potentes 

respostas celulares (VIDARSON et ai., 2001). 

A importância dos anticorpos é mostrada pela alta incidência da doença 

meningocócica em indivíduos com hipogamaglobulinemia e deficiência de 

componentes do sistema complemento (especialmente de C3, inativador de 

C3b, CS, C6, C7 e C8 e de componentes finais do complemento) (FRANK et ai., 

1987). 

Neutrófilos e macrófagos têm L1m papel essencial na imunidade inata, 

particularmente na infância quando anticorpos específicos estão ausentes 
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(ROSS et ai., 1987; STEPHENS et ai., 1986). Células polimorfonucleares de 

crianças de 2 anos têm a capacidade reduzida de migrar e de realizar a 

fagocitose. Este fato pode estar relacionado com o aumento da incidência da 

doença rneningocócica nesta faixa etária. Também a apresentação de 

antígenos por macrófagos e células dendriticas de crianças é menos eficiente 

do que a apresentação por células de indivíduos adultos, sendo que a atividade 

funcional destas células não é alcançada até 1 ano de idade (ROSS et ai., 

1987). 

Há tempos que vem se buscando uma preparação vacinai com grande 

aceitação e, o mais importante, segura e eficaz contra a N. meningítídis do 

sorogrupo B. Países como Brasil, Cuba, Canadá, USA, Holanda e Noruega, que 

tiveram epidemias durante as duas últimas décadas, têm investido bastante em 

pesquisas para vacina contra a doença meningocócica do sorogrupo 8 

(PEL TOLA 1998; POOLMAN, 1995; DE GASPAR!, 2000c). 

Diversos aspectos devem ser considerados na procura de imunoprofilaxia 

para N. meningitidis 8 (POLLARD & FRASCH, 2001): 

-1° encontrar um antígeno que induza proteção à grande diversidade 

existente entre as cepas de rneningococo 8. Isto é fundamental no caso de uma 

epidemia onde aparecem diversos sorotipos, subtipos e imunotipos desse 

microrganismo. 

-2º encontrar um antígeno que seja capaz de induzir anticorpos protetores. 

A atividade bactericida no soro tem sido fortemente relacionada com a 

imunidade à doença meningocócica. Anticorpos específicos e o sistema 

complemento têm um papel chave na defesa do hospedeiro contra o 

rneningococo. Eles causam lise da bactéria, aumentam a fagocitose por 

monócitos ou leucócitos polimorfonucleares e/ou ainda neutralizam os efeitos 

mediados pela endotoxina bacteriana. Na doença meningocócica os anticorpos 

bactericidas são direcionados contra antígenos de superfície não capsulares. 

A análise dos padrões da doença em indivíduos imunodeficientes 

demonstram o papel fundamental dos anticorpos e do sistema complemento no 
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combate à doença. A importância da indução de anticorpos bactericidas na 

eliminação do meningococo tem sido demonstrada indiretamente pela relação 

inversa entre atividade bactericida dos anticorpos antimeningocócicos e a 

diminuição da doença com o aumento da idade (NICHOLSON et ai., 1979; 

ZOLLINGER et. ai., 1983; ROSS, 1987). Estudos mostram ainda que o 

meningococo varia muito na sua susceptibilidade à lise mediada pelo 

complemento. Segundo ROSS et al.,1987, as cepas de meningococo B são 

mais resistentes à atividade bactericida do que as do meningococos A e e e, 

por outro lado, tomam-se mais susceptíveis à ação de leucócitos 

polimorfonucleares. 

-3° a proteção em crianças menores de 2 anos. 

Crianças recém-nascidas são altamente resistentes à meningite 

meningocócica, tomando-se extremamente susceptíveis após os seis meses de 

idade, ou seja; há uma imunização passiva pela passagem através da placenta 

de imunoglobulinas, especialmente do isótipo lgG que permanecem até seis 

meses de idade. Dos 2 aos 12 anos há um aumento progressivo do título de 

anticorpos bactericidas contra a doença. GOLDCHENEIDER et ai., 1969, 

observaram que a imunidade diminui entre 6 meses e 12 meses de idade e 

mostraram que o nível de anticorpos bactericidas é idade-dependente; isto é, 

conforme aumenta a idade, os niveis de anticorpos diminuem. 

Os principais antígenos que têm sido estudados no desenvolvinento da 

vacina contra N. meninigitidis B que contenham as características citadas acima 

são (DE GASPARI, 2000c): 

• Polissacárides, 

• proteínas classe 1 (44 - 47kDa), 2 (40 - 42kDa), 3 (37 - 39kDa), 4 (33 -

34kDa) e 5 (25-28kDa), 

• /ROMs proteinas (proteinas reguladas pelo ferro). As principais IROMs são: 

as Lactoferrin binding protein (também chamadas de Lbp ou Iro A (1 OOkDa), 

/ron restriction protein ou Frp B (70kDa), Transferrim- binding protein ou Tbp 

1 e Tbp 2. As Frp B, Tbp 1, Tbp 2 apresentam variação antigênica enquanto 
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as proteínas ligadas a lactoferrina são estáveis, 

• Lipoproteínas, Lip ou H8 (20kOa) e de proteínas anaerobicamente induzidas 

como a CtrA; sendo essas últimas envolvidas no transporte de componentes 

da cápsula, 

• Lipolissacáride (LPS). 

A variabilidade antigênica de estruturas não capsularas tem sido um 

problema encontrado no desenvolvimento de vacinas para o meningococo B. 

Estudos relacionados a anticorpos dirigidos contra antígenos da membrana 

externa do meningococo B sugerem que a resposta imune é cepa-específica e 

na infecção sistêmica por N. meningitidis B há indução de anticorpos 

direcionados para Por A, Por B, proteínas classe 5, antígeno H8 e LPS. Quanto 

ao LPS pouco se sabe da capacidade destes de induzir uma resposta protetora, 

que no caso do meningococo B relaciona-se com a produção de anticorpos 

bactericidas (ROSS et ai., 1987; POLLARD & FRASCH, 2001 ). 

Vacinas contendo antígenos polissacarídicos têm sido úteis na proteção 

contra os sorogrupos A e C. Anticorpos séricos específicos induzidos pelas 

vacinas polissacarídicas antimeningocócicas A e C são detectáveis uma 

semana após a aplicação. Os polissacárides capsulares dos sorogrupos A e C 

induzem principalmente anticorpos dos isótipos lgG e lgM com atividade 

bactericida. Estudos de imunogenicidade demonstram que polissacárides do 

sorogrupo A mostram-se mais imunogênicos do que o Cem crianças maiores 

de 2 anos. (PEL TOLA, 1998). Em adultos, o pico de anticorpos pós-vacinação 

acontece depois de 1 mês e permanece por aproximadamente 1 O anos 

(PELTOLA, 1998). REINGOLD et ai., 1985, investigando a imunogenicidade da 

vacina polissacarídica contra o sorogrupo A, verificaram uma eficácia de 90% 

no 1º ano após imunização, enquanto LAW et ai., 1998, estudando a resposta à 

vacina em crianças acima e abaixo de 2 anos licenciada contra os sorogrupos 

A, e, e W135, observaram títulos ~ 1 :8 em 50% das crianças entre 1 e 2 anos e 

100% em crianças acima de dois anos de idade. 
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Polissacárides capsulares são úteis para utilização em uma preparação 

vacinai por ser um componente comum de um sorogrupo o que simplificaria a 

produção da vacina para o meningococo (POLLARD & LEVIN, 2000; POLLARD 

& FRASCH, 2001), entretanto para o sorogrupo B continua sendo um desafio 

em conseqüência da fraca imunogenicidade desses antígenos atribuída à 

tolerância imunológica devido à semelhança com o oligômero a(2• 8) do ácido 

siálico ou ácido a(2• 8) N acetil-neuramínico presente nos glicopeptídeos 

humanos e no tecido cerebral. Além disso, o polímero de ácido siálico 

constituinte deste componente é despolimerizado rapidamente pela 

neuraminidase nos tecidos e a estrutura conformacional do epitopo não é ideal 

para a ligação com anticorpos específicos (POLLARD & FRASCH, 2001). 

Em vista das dificuldades encontradas na utilização de polissacárides 

capsulares do meningococo do sorogrupo B, várias estratégias têm sido 

desenvolvidas, como por exemplo a conjugação com proteínas que melhorem a 

imunogenicidade e solubilidade deste componente (MORLEY & POLLARD, 

2002). JENNINGS et ai., 1987b desenvolveram um polissacáride B modificado 

quimicamente que contém o grupo N-propionil no lugar do grupo N-acetil 

encontrado na posição C5 do resíduo de ácido siálico. Este polissacáride 

sintético foi conjugado ao toxóide tetânico e apresentou alta imunogenicidade 

em camundongos. 

As proteínas da classe 1, 2 e 3 são porinas que se apresentam como 

trimeros, formando poros, permitindo que cátions e ãnions passem por meio de 

difusão. Estas proteínas são divididas em PorA (proteína classe 1) e PorB. A 

PorB é subdividida, por sua vez, em Por82 (proteína classe 2) e Por83 

(proteína classe 3). Sabe-se que a PorA apresenta uma variabilidade antigênica 

considerável devido à existência de duas regiões que são hipervariáveis. A 

maioria dos anticorpos é direcionada para uma dessas regiões hipervariáveis e 

estes são, na maioria das vezes, do isótipo lgG1 e lgG3 (MICHAELSEN et ai., 

2001). Outros estudos observaram ainda que a PorA é uma proteína que induz 

anticorpos bactericidas contra antígenos sorotipos específicos devido à 
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hipervariabilidade apresentada por esta proteína, verificando-se ainda que a 

proteção induzida pela PorA é observada em crianças maiores de 2 anos 

(POOLMAN, 1995; VAN DER VOORT et ai., 2000; DE KLEIJN et ai., 2002). 

A PorB é uma proteína coexpressa juntamente com a PorA e tem quatro 

regiões variáveis. Os níveis de anticorpos para PorB aumenta gradativamente 

durante a infância chegando aos níveis encontrados em adulto aos 1 O anos de 

idade. Os anticorpos são dos isótipos lgG1 e lgG3, que foram capazes de 

induzir proteção em crianças com idade inferior a dois anos, contudo os 

mesmos são dirigidos contra antígenos sorotipo específico, não induzindo 

anticorpos com reatividade cruzada para outras cepas de meningococos 

dificultando assim a sua utilização em uma preparação vacinai (MICHAELSEN 

et ai., 2001). Recentemente MICHAELSEN et ai., 2001, demostraram que as 

proteínas da classe 3 não são acessíveis na bactéria integra para ligação com 

anticorpos, sugerindo que proteínas da classe 3 não induzem resposta 

protetora contra o meningococo. 

DE KLEIJN et ai., 2002, analisando a atividade bactericida e a distribuição 

dos isótipos lgG em crianças menores de 1 ano e em fase escolar, após duas 

ou três doses com uma vacina hexavalente com OMV contendo diferentes 

proteínas da classe 1, mostrou que esta preparação vacinai foi capaz de induzir 

anticorpos bactericidas principalmente do isótipo lgG2 e lgG3 e a distribuição 

dos isótipos foi idade-dependente. 

Proteínas da classe 5 são proteínas de massa molecular entre 25 a 

30kDa, apresentam uma grande variabilidade inter-cepa, isto é, uma cepa 

meningocócica pode expressar nenhuma ou até 4 tipos de protefna da classe 5. 

As proteínas da classe 5 são as principais responsáveis pelo contato da 

bactéria com o epitélio das mucosas. O que vem despertando o interesse para 

as proteínas da classe 5, apesar da hipervariabilidade, é seu potencial como 

antígeno vacinai. (WIERTZ et. ai., 1996; JOLLEY et ai., 2001). DANELLI et ai., 

1996, mostraram que os epítopos na proteína classe 5 são reconhecidos por 

anticorpos de indivíduos infectados com N. meningitidis e induzem uma forte 
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resposta de anticorpos do isótipo lgG. DE GASPARI & ZOLLINGER., 2001, com 

o uso de anticorpos monoclonais produzidos contra proteína da classe 5 

mostraram que diferentes proteínas de classe 5 e 5C, que apresentam uma alta 

prevalência, seriam necessárias para o preparo de vacinas utilizando essas 

proteínas no Brasil. 

As NspA (Neisseria/ surpeficie protein A) são proteínas de membrana 

externa com massa molecular aparente de 22kDa, conservadas e estão sendo 

estudadas atualmente principalmente após o seqüenciamento genômico da N. 

meningitidis B cepa MC58. Esta proteína confere proteção a diferentes 

sorotipos e subtipos de meningococos do sorogrupo B e induz a produção de 

anticorpos bactericidas, contudo não é expressa por um terço das cepas 

meningocócicas analisadas (fETTELIN, 20CX>). MARTIN et ai., 1997, mostrou 

que a imunização empregando NspA recombinante em camundongos BALB/c 

induziu proteção contra um desafio de uma dose letal de meningococo do 

sorogrupo B. MOE et ai., 1999, em um estudo realizado com NspA avaliou a 

acessibilidade do epítopo confinnando que essas proteínas são altamente 

conservadas entretanto foram observadas diferenças na acessibilidade dos 

epítopos da NspA e susceptibilidade das diferentes cepas de meningococos a 

anticorpos bactericidas anti-NspA. 

Uma possível alternativa para vacinas baseadas em OMV e OMPs, 

segundo FRASCH et ai., 1995, está relacionada às protelnas da membrana 

externa com massa molecular aparente de 70 e 11 O kDa. A N. meningitidis, 

quando cultivada em meio restrito de ferro, sintetiza estas proteínas de 

membrana externa, muitas das quais essenciais para o crescimento bacteriano 

(BRANDILEONE et ai., 1994, PINTOR, et ai., 1996). Dentre as protelnas 

reguladas pelo ferro temos as Tbp1 e Tbp2, FrpB, FbpA e FbpB. As Tbps são 

proteínas expressas quando o meningococo é crescido em condições 

deficientes de ferro, situação que ocorre nonnalmente "in vivo·. Estas proteínas 

são capazes de induzir anticorpos bactericidas e apresentam uma limitada 

heterogeneidade antigênica, induzindo anticorpos de reatividade cruzada. 
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Anticorpos para estas proteínas são capazes ainda de bloquear a ligação de 

ferro pelo meningococo (POLLARD & FRASCH, 2001). As Tbp1 e Tbp2 são 

proteinas que induzem anticorpos de reatividade cruzada. Tanto a Tbp1 como a 

Tbp2 estão presentes na superfície da membrana externa bacteriana e são 

imunogênicas no homem e em animais. Anticorpos produzidos contra sua 

estrutura nativa são bactericidas e induzem resposta para cepas homólogas e 

muitas cepas heterólogas (ALA' ALDEEN, 1996). As Fbps são proteínas com 

massa molecular aparente de 37kDa e induzem anticorpos de reatividade 

cruzada (TRONCOSO et ai., 2000). 

Os antígeno H8 (Lip), proteínas que se ligam ao ferro e L.pb têm sido 

estudados como mais uns dos candidatos à componente vacinai (POOLMAN, 

1995; PELTOLA, 1998; POLLARD & FRASCH, 2001). O antígeno H8 é uma 

lipoproteína que está na faixa de peso molecular aparente de 20 a 30 kDa 

sendo comum a todas as espécies de Neisseria patogênicas (meningococo e 

gonococo) e apresentando uma menor expressão em espécies comensais, 

como a N. lactamica e N. cineracea. VVOODS et ai., 1987, avaliaram a 

capacidade de proteção de um anticorpo monoclonal (do isótipo lgG) produzido 

para essa proteína. O anticorpo reduziu a bacteremia dos animais quando o 

meningococo foi administrado intraperitonealmente. Entretanto o grau de 

proteção foi baixo. BHATTACHARJEE et al.,1989, observaram que anticorpos 

anti-Lip obtidos de soros de pacientes oonvalescentes ou soro imune de 

coelhos não apresentam capacidade bactericida, mostrando a não efetividade 

desses componentes nas preparações vacinais contra o meningococo B. 

Atualmente a maioria das pesquisas para o desenvolvimento de vacinas 

para o rneningococo B estão também direcionadas para o uso de vesículas de 

membrana externa bacteriana liberadas pelo rneningococo que contém as 

OMPs e LPS (ROSENQVIST et ai., 1988; MANDRELL, et ai., 1989; BJUNE et 

ai., 1991; ROSENQVIST et ai, 1995; ANDERSEN et ai., 1997; TAPPERO et ai., 

1999). Geralmente as vacinas baseadas na OMVs são complexadas com um 

ou mais polissacárides capsulares para melhorar a solubilidade e 
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imunogenicidade deste componente. Apesar dos resultados promissores estas 

vacinas apresentam grande variação fenotípica dos antígenos de membrana 

externa e são consideradas OMPs específica. Essas vacinas ilduzem 

anticorpos bactericidas e são capazes de proteger contra doença 

meningocócica, em adultos e crianças. Entretanto, a limitação das mesmas 

pode-se atribuir ao fato dos antígenos apresentarem grande variabilidade 

antigénica, induzindo anticorpos protetores sorotipo específlCO, isto é, só 

protegem indivíduos infectados com as cepas utilizadas na preparação vacinai 

(cepa homóloga), não induzindo proteção contra cepas heterólogas (VERHEUL, 

et ai., 1993; BOLESGO et ai., 1995; CL.AASEN et ai., 1996, HANEBERG et ai., 

1998, DRABICK et ai., 2000). 

DE KLEIJN et ai., 2000, desenvolveram uma vacina hexavalente 

co111>osta por vesículas de membrana externa bacteriana de duas cepas do 

sorogrupo B (cepa H44/76) manipuladas geneticamente para expressar seis 

proteínas da classe 1 (PorA) presentes em cepas prevalentes na Europa 

ocidental. Esta vacina foi capaz de induzir anticorpos bactericidas em crianças 

maiores e menores de 5 anos e em adolescentes. 

Com exceção da NspA, todas as proteínas expressas nas superfícies 

bacterianas descritas durante as três últimas décadas apresentam em comum 

uma grande variabilidade antigênica. No seqüenciamento recente do genoma 

de N. meningitidis do sorogrupo B, foram demonstrados genes codificadores 

para algumas proteínas que expressam em regiões conservadas (GNA33, 

GNA1162, GNA1220, GNA1946 e GNA 2001). Demonstrou-se por ELISA e 

lmunofluorescência (FACS) que estes antígenos reagiram com 31 cepas de 

diferentes sorotipos (TETTELI N et ai., 2000). Os resultados sugerem que estas 

proteínas induzem imunidade contra a maioria das cepas de N. meningitidis do 

sorogrupo B. Recentemente, DE GASPARI, 2000, descreveu uma proteína de 

massa molecular de 50 kDa expressa na superfície bacteriana de N. 

meningitidis e que induz anticorpos com reatividade cruzada para diferentes 
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sorogrupos, sorotipos e subtipos de meningococos e com alta capacidade de 

proteção. 

Estima-se que para conferir proteção em uma detefTTlinada área 

geográfica é necessário que a vacina desenvolvida apresente eficácia para 5 a 

1 O sorotipos diferentes. O problema é que, para que se atinja uma eficácia 

satisfatória, muitas vezes, o que se tem feito é a corri>inação de antígenos de 

cada uma das cepas de meningococos prevalentes em uma região. A 

combinação de várias OMVs, porém, leva a altos índices de LPS por dose de 

vacina, apresentando inaceitáveis efeitos colaterais, quando administrada pela 

via parenteral (PEL TOLA, 1998). 

Para se tentar resolver este problema tem-se construído cepas com 

toxicidade diminuída empregando-se técnicas de DNA recombinante. A criação 

de cepas deficientes ou mutantes da porção do lipídio A tem sido bastante 

investigada pela melhora da imunogenicidade, evitando-se assim o risco da 

produção de autoanticorpos (VERHEUL, 1993). Tentou-se também a remoção 

do LPS por meio de detoxificação, isto é, retirada do lipídio A utilizando-se 

tratamento com hidróxido de sódio, que remove a porção éster ligada aos 

ácidos graxos da molécula do lipídio A (ZOLLINGER et ai, 1991 b). 

Investiga-se além dessas vacinas, preparações de oligossacárides 

derivados de LPS conjugados a OMPs (VERHEUL et ai., 1993). O emprego 

dessas vacinas seria promissor visto que os mesmos promovem a indução de 

anticorpos neutralizadores de endotoxinas. O que falta nesses estudos, 

entretanto, é a seleção do oligossacáride ideal no que se refere à indução de 

anticorpos protetores de reatividade cruzada (POLLARD & FRASCH, 2001). 

Consideraram também esquemas de imunização empregand~e o 

meningococo inteiro inativado. Tal procedimento apresenta a vantagem de 

possuir todos os antígenos descritos anteriofTTlente, entretanto, um dos grandes 

problemas apresentados por esta preparação vacinai seria os níveis 

inaceitáveis de toxicidade devido à presença de LPS. A recente descrição de 

uma cepa de meningococo deficiente em LPS seria uma alternativa para o 
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desenvolvimento de uma vacina utilizando o microrganismo inteiro, bem como 

obtenção de vesículas mutantes com menor toxicidade (VAN DER LEY et ai., 

2001). 

As vacinas norueguesas, cubanas e chilenas existentes até o momento 

apresentam resultados controversos e muito questionáveis dependendo da 

região geográfica onde são usadas (PEL TOLA, 1998; POLLARD & FRASCH, 

2001) 

A vacina cubana é constituída por proteínas da membrana externa do 

grupo B (50 µg) conjugada com polissacarídeo capsular do sorogrupo C (50 

µg). Esse complexo protéico é adsorvido com hidróxido de aluminio (2 mg) 

(PEL TOLA, 1998). 

Tanto a vacina cubana quanto a norueguesa foram preparadas a partir de 

extratos obtidos de vesículas de membrana externa bacteriana do meningococo 

B com o detergente desoxicolato associadas ao polissacáride do meningococo 

C (VERHEUL et ai., 1993; PELTOLA, 1998). 

MILAGRES et ai., 1994, 1996, em estudo realizado visando a determinar a 

eficácia no ~rasil da vacina cubana VAMENGOC-BC, preparada com proteínas 

de membrana ext~ma da cepa B:4:P1 .15 e polissacáride C que foi aplicada em 

crianças de 3 ê:J 7 anos de idade num programa de vacinação realizada no 

Estado de São Paulo entre 1989-90, mostraram que anticorpos bactericidas 

foram proch..1,;étos. J;::ntretanto os autores observaram neste trabalho que a 
.. 

indução de anticorpos bactericidas foi idade-dependente. Observaram ainda 

que a eficácia .. foi de 74% para crianças acima de 4 anos e 47% para crianças 

na faixa etária de i a 4 anos. Em outro estudo, empregando a mesma vacina 

em Cuba, demonstrou-se prot~o em crianças de 10 a 14 com uma eficácia de 

83% (SIERRA et ai., 1990). 

A vacina norueguesa obtida ~ partir de proteínas de membrana externa da 

cepa B:15:P1.16 (H44/76) apresentou eficácia de 57,2% na Noruega sendo 

considerada ineficiente para imunização em massa. (VERHEUL .et ai.,· 1993; 

PEL TOLA, 1998). 
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A vacina chilena preparada com agregados protéicos da cepa B: 15:P1 .3, 

L3,7 apresentou eficácia de 51%, em voluntários de 5 a 21 anos e em 70% das 

crianças abaixo de 4 anos não apresentou proteção BOLESGO et ai., 1995. 

1f- LPS 

Dentre os quatro diferentes grupos de estruturas da superfície externa 

bacteriana identif"ICadas no meningococo, um que podemos destacar é o LPS. 

O LPS dos meningococos está presente principalmente na membrana externa 

bacteriana, entretanto é liberado também para o meio externo durante a fase

logaritimica de crescimento •in vitro" e ''rn vivo" deste microrganismo. 

(VERHEUL et ai. , 1993). 

O LPS de todas as enterobactérias é composto de três regiões: (1) uma 

região basal glicolipídica (lipídio A) que é ancorada à membrana externa e aos 

quais é ligada; (2) uma região oligossacarídica conhecida como core; (3) uma 

região oligossacarídica repetida ligada à N-acetilglicosamina da região 

oligossacarídica anteriormente descrita, que provém da O-especif"icidade 

antigênica (GRIFFISS et ai. , 1987). As atividades tóxicas atribuídas ao LPS e 

freqüentemente associadas à doença meningocócica são mediadas pelo lipídio 

A. Esse componente do LPS consiste de um dímero N-acetilglucosamina 

fosforilada com 6 a 7 ácidos graxos, sendo uma estrutura altamente conservada 

entre as bactérias gram-negativas. A região do core consiste de pequenos 

açúcares geralmente heptoses que se ligam à posição 6 N-acetilglucosamina 

fosforilada do lipídio A (JENNINGS et ai., 1987a). 

O LOS, porção polissacarfdica constituinte do LPS, contribui na habilidade 

dos meningococos de resistirem à atividade bactericida mediada pelo 

complemento e também pode se ligar a lecitinas expressas pelo hospedeiro 

contribuindo assim para a adesão bacteriana (ESTABROOK et ai., 1997). 

HAMMERSCHMIDT et ai., 1996, demonstraram que só cepas mutantes de N. 

meningitidis B que não apresentam cápsula foram capazes de penetrar em 
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células epiteliais e que um grupo menor dessas bactérias não encapsuladas foi 

inativada, isto é, perderam a capacidade de invasão, pela inserção de uma 

seqüência dentro do gene Sia A, responsável pela biossintese do ácido siálico. 

A sialilação do LOS é variável e é dependente da cepa e condições de 

crescimento (TSAI et ai., 1981 ). A ausência do gene responsável pela enzima 

que realiza a sialilação (a Lsf), do substrato e do receptor desta enzima causam 

a falha do resíduo de ácido siálico (TSANG et al.,2001). 

Dois tipos de epitopos podem ser distinguidos dentro do LPS 

meningocócico: (1) epítopos imunotipo-especifico e (li) epítopos de reatividade 

cruzada (VERHEUL et ai., 1993). Os epítopos imunotipo específico formam a 

base da classificação dos inunotipos meningocócicos. 

As cepas de N. meningitidis possuem uma grande heterogeneidade de 

estruturas de LPS, foram classificadas em 12 imunotipos (POLLARD & 

FRASCH, 2001) e são compostas de um a seis componentes com massa 

molecular variando de 3.2 a 5.1 kDa. As diferenças entre as moléculas de LPS 

expressas por uma cepa ou as diferenças entre os doze imunotipos podem ser 

encontradas na porção oligossacarídica da molécula do LPS. A maioria das 

cepas meningocócicas freqüentemente expressa mais do que um epítopo 

imunotipo-específico de seu LPS, o que levou à classificação por exemplo de 

cepas como L3,7,9 ou L 1,8 (VERHEUL et ai., 1993). 

Uma característica importante do LPS é a alta freqüência de •switching" 

apresentado por essa molécula (MORAN et ai, 1994). JENNINGS et ai., 1999, 

num estudo investigando a base genética das diferenças estruturais entre os 

imunotipos, mostrou o repertório de fase variação do gene lgt, responsável pela 

síntese de LPS. 

O imunotipo L8 está associado com bandas de baixo peso em gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE), com aproximadamente 3,6 kDa e o imunotipo L3,7 

está na faixa de massa molecular aparente de 4,5 kDa (MORAN et ai, 1994). 
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A estrutura do L8 parece diferir do L3,7,9 na ausência de dois açúcares da 

porção terminal do lacto N-neotetraose tetrassacáride, o que leva o L8 a possuir 

um oligossacáride mais curto do que o L3,7,9 (MORAN et ai., 1994). 

Trabalhos usando camundongos como modelo revelaram que 

meningococos do imunotipo L8 predominam na nasofaringe, enquanto que o 

imunotipo L3,7,9 são geralmente mais encontrados no sangue de animais 

infectados. MORAN et al.,1994, mostraram que cepas de meningococos do 

imunotipo L3,7,9 são relativamente resistentes à ação de complemento 

comparado com o imunotipo L8, enquanto VIRJI et al.,1995, observaram que o 

imunotipo L3 é sialilado e o imunotipo L8 não é sialilado. Esta diferença na 

sialilação foi atribuída a diferenças na capacidade de aderência e invasão em 

células de modelos experimentais. 

Quanto à utilização do LPS como componente vacinai, o que tem 

chamado a atenção principalmente nos estudos de vacinas para a N. 

meningítidis B é a função adjuvante atribuída a essa molécula (MELANCON et 

ai., 1983; GRIFFISS et ai., 1987; ZOLLINGER et ai., 1991b; STEEGHS et ai., 

1999). 

EISENSTEIN et ai., 1982, mostraram que camundongos nãer 

respondedores para LPS (C3He/J), tomanderse mais susceptíveis à infecção 

por Salmonela, mostrando a importância desta estrutura na indução de uma 

resposta imune. 

MICHAELSEN et ai., 2001, mostram que os epítopos que definem os 

sorotipos 4 e 15 na proteína Por83 são pouco acessíveis para ligação de 

anticorpos e aparentemente o LPS pode influenciar a exposição de várias 

proteínas do meningococo. Neste trabalho eles observaram que os epítopos da 

Por83 foram melhor expostos nas cepas de bactérias que expressavam L8. 

DIXON et ai., 2001, mostram que o LPS meningocócico é um componente 

chave na indução de resposta de células dendríticas e que o LPS é requerido 

para produção de citocinas, especialmente IL-12. 
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Um dos possíveis mecanismos do LPS é que ele seria um potente ativador 

policlonal de células B, atuando como antígeno T-independente. Me GHEE et 

ai., 1979, mostraram que tanto linfócitos T como macrófagos são ativados pelo 

LPS e regulam a resposta de células B. 

A atividade adjuvante e a toxicidade do LPS parecem estar relacionadas 

ao lipídio A A quantidade de ácidos graxos esterificados no lipídio A e também 

o padrão de fosforilação é que determinam estas atividades do LPS (GRIFFISS 

et ai., 1987). Na característica adjuvante do LPS devemos considerar ainda as 

diferenças intercepas e interespécies que parecem influenciar também o 

comportamento imunológico e imunoquímico do LPS. Além disso, temos a 

influência das condições de crescimento da bactéria (GRIFFISS et ai., 1987). 

MORAN et ai., 1994, observaram que mudanças na expressão de LPS 

podem afetar a sensibilidade de uma cepa quanto à atividade bactericida de 

diferentes maneiras. 

BHASIN et ai., 2001, investigando o papel do LPS na resposta humoral 

contra porinas da cepa H44l76 mostraram que a presença do LPS em 

conjunção com a PorB na superfície externa foi capaz de aumentar a resposta 

imune direcionada para esta proteína. 

A importância do LPS na indução de anticorpos bactericidas não está 

totalmente esclarecida. Dados da literatura demostram a atividade bactericida e 

também a existência de epítopos que induzem a produção de anticorpos com 

atividade de destruir o meningococo presente na molécula de LPS. Contudo 

faltam estudos sobre a neutralização da endotoxina bem como da capacidade 

de opsonização (VERHEUL et ai., 1993). 

Apesar do LPS apresentar características promissoras para o 

desenvolvimento de uma vacina, seu efeito tóxico continua sendo um grande 

problema. Nesses estudos vários métodos quimicos e técnicas de 

transformação têm sido utilizados na tentativa de se conseguirem cepas com 

toxicidade diminuida. Diversos métodos no estudo da vacina para o 

,neningococo B vêm sendo empregados. Neste sentido, existem preparações 
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vacinais que apresentam quantidades de LPS variáveis (2 a 15%). Apesar 

desta variação, o grande desafio é a obtenção de uma preparação vacinai livre 

ou com quantidade inferior de a 1 % de LPS. Estudos vêm sendo realizados 

empregando LPS detoxificado (sem o lipídio A) ou oligossacárides derivados de 

LPS combinados a proteínas de merrbrana externa bacteriana (ZOLLINGER et 

ai., 1991b). RIFKIND, 1967, demonstrou a prevenção da letalidade ocasionada 

pelo LPS em camundongos através da utilização de coluna de Polimixina B 

para retirada do LPS das preparações antigênicas. 

PIZZA, et ai., 2000, realizaram recentemente o seqüenciamento genômico 

da cepa de N. meningitidis MC58 para identificar passiveis candidatos vacinais. 

Com este trabalho foram identificadas três ilhas de transferência de DNA: duas 

que contém genes codificadores envolvidos na patogenicidade, entre eles os 

genes produtores do polissacárides capsulares e do LPS, ambos como se sabe 

críticos na patogenicidade da infecção por meningococo, já que a eficiente 

replicação do meningococo e elaboração da parede celular e outras moléculas 

bacterianas, como o LPS, causam a inflamação das meninges do hospedeiro 

(VAN PUTfEN, 1995). Este achados podem contribuir principalmente no 

desenvolvimento de uma vacina para N. meningitidis B sem os riscos dos 

efeitos tóxicos ocasionados por essa molécula. 

1g - A imunidade mucosa 

A superfície mucosa, que recobre o trato respiratório, intestinal e genito

urinário, possui uma série de mecanismos inespecfficos e específicos que 

podem prevenir a entrada de microrganismos para os espaços internos do 

organismo. Este conjunto de fatores compõe o Sistema Imune Secretor ou 

Sistema Imune das Mucosas (KAGNOFF & MURA Y , 1987). 
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Os mecanismos inespecíficos são compostos pela barreira promovida pelo 

muco, pela camada de glicocálice, pelo fluxo de secreções e excreções, pelo 

muco ciliar e peristáltico, que reciclam o conteúdo da luz e removem material 

não ligado à superfície epitelial, bem como por urna série de substâncias com 

atividade antimicrobiana, como lisozirna, lactoferrina, o interferon e outras 

(KAGNOFF & MURAY, 1987; STROBER & JAMES, 1991). 

Além dos fatores de defesa inespecificos, o sistema imune das mucosas 

possui o tecido linfóide associado às mucosas, denominado genericamente de 

MAL T (Mucosa! Associated Lymphoid Tissue). O conhecimento sobre as 

estruturas que compõem o MAL T advém em grande parte dos modelos 

murinos. Estes modelos ajudam a compreender as interações celulares que 

ocorrem no nível do sistema mune das mucosas, embora muitos aspectos 

necessitem de mais estudos (STROBER & JAMES, 1991 ). 

O MAL T rompreende o tecido linfóide presente nas mucosas dos duetos 

pancreático e biliar, ocorrendo urna rede de interações por meio de células 

linfóides que circulam entre vários sítios (PARMEL Y & BEER, 1977; VAERMAN, 

1987). O MAL T pode se apresentar como tecido linfóide organizado, fonnando 

áreas de acúmulo de tecido linfóide na submucosa, bem como de material 

linfóide difusamente espalhado entre as células epiteliais e na lâmina própria 

(STROBER & JAMES, 1991). 

A região do MAL T na mucosa brônquica é denominada de tecido linfóide 

associado aos brônquios ou BAL T (bronchus-associated lymphoid tissue); e a 

região equivalente na mucosa intestinal é chamada de GAL T (gut-associated 

/ymphoid tissue) e nasal NAL T (nasal-associated /ymphoid tissue). Nesses 

compartimentos encontram-se as áreas de tecido linfóide organizado, como as 

placas de Peyer no trato intestinal, principalmente na região ileal, apêndice e 

cólon. Nas outras áreas do MAL T predomina urna distribuição de tecido linfóide 

ao longo da lâmina própria (KAGNOFF & MURAY, 1987, STROBER & JAMES, 

1991). 
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As placas de Peyer são formadas por três regiões: 1) a cápsula 

composta de células epiteliais associadas ao folículo, ricas em antígenos de 

histocompatibilidade classe li e de células M, que mantém estreito contato com 

linfócitos adjacentes, parecendo ser um local de entrada de alguns 

microrganismos 2) o foliculo fonnado pelo acúmulo de células, na sua maioria 

linfócitos B lgA+; 3) a zona interfolicular T-dependente composta por linfócitos T 

alfa-beta CD4+ e coa+ (na razão 2:1), macrófagos e células dendríticas 

(KAGNOFF & MURAY, 1987; STROBER & JAMES, 1991) 

O tecido linfóide difuso é composto por linfócitos intraepiteliais (UE) e 

linfócitos da lâmina própria. Em condições fisiológicas há presença de 6 a 40 

UE por células epiteliais, havendo um aumento desse número no curso de 

processos inflamatórios. Linfócitos T intraepiteliais apresentam 

predominantemente o receptor gama-delta e fenótipo tipo co2+, CO3+ , CD4-, 

coa·, cujos mecanismos de ativação e função efetora, ainda pouco conhecidos, 

parecem ser distintos daqueles apresentados pelos linfócitos T existentes na 

lâmina própria. Na lâmina própria, ocorrem linfócitos B e T, plasmócitos, 

macrófagos, eosinófilos e mastócitos espalhados no tecido conjuntivo rico em 

vasos linfáticos e sangüíneos. O fenótipo dessa população celular é semelhante 

ao das células presentes nas placas de Peyer (KAGNOFF & MURA Y, 1987; 

STROBER & JAMES, 1991). Os linfócitos encontrados na lâmina própria 

apresentam moléculas de membrana com caracteristicas de células em estado 

de ativação (com aumento da expressão do receptor para IL-2), sugerind~se 

que essas regiões do MAL T constituam locais de resposta imune eferente, por 

serem povoados por células pré-ativadas originárias do tecido linfóide 

organizado (STROBER & JAMES, 1991). 

O tecido linfóide associado ao intestino (GAL T) representa o maior 

acúmulo de linfócitos do organismo com síntese preferencial de S-lgAs (lgA 

secretória) (HANSON et ai., 1993; MESTECKY & MCGHEE, 1987). Os 

anticorpos presentes nas mucosas interagem não apenas com microrganismos 

que chegam à luz, como também com materiais exógenos da dieta alimentar 
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(BURGIO et ai., 1980; MESTECKY et ai., 1980; MCNABB & TOMAS!, 1981; 

KWASNISH & STROBER, 1983; MESTECKY & MCGHEE, 1987). Estudos 

realizados por VANDERHEIDJEN et ai., 1987, em camundongos, mostraram a 

ocorrência de um grande número de plasmócitos produtores de lgAs espalhado 

ao longo do duodeno e jejuno. No homem, estas regiões são responsáveis pela 

absorção de antígenos alimentares e podem ser colonizadas por alguns 

microrganismos patogênicos (KAGNOFF & MURA Y, 1987). 

A produção diária de lgAs, nas mucosas, excede a todas as outras 

classes de imunoglobulinas, porém a sua vida média é a mais curta. Ela é 

encontrada na forma de duas subclasses: lgA1 e lgA2. A lgA1 possui na região 

da dobradiça, uma seqüência de aminoácidos que podem ser clivados por 

proteases bacterianas. Esta seqüência está ausente na IQA2. No GAL T, 35% a 

60% das células são produtoras de lgA2, com predomínio no ileo e no intestino 

grosso. Na glândula salivar, 37% dos linfócitos B são lgA2• (MESTECKY et ai., 

1980; MCNABB &TOMAS!, 1981; KAWANISHI & STROBER, 1983; TOMAS! & 

PLAUT, 1985; BRANDTZAEG et ai., 1987). Acredita-se que a lgA seja, 

evolutivamente, a mais nova das imunoglobulinas parecendo ter a IQA2 surgido 

após a lgA1, devido às pressões evolutivas exercidas pela interação com a 

microbiota. Esta idéia é sugerida pelo fato da estrutura lipolissacarídica (LPS) 

das bactérias gram-negativas induzir, preferencialmente, a síntese de IQA2. 

Além disso, a lgA2 possui na composição de seus carboidratos uma quantidade 

maior de resíduos de manose do que a lgA1 (CONLEY & DELACROIX, 1987; 

MESTECKY, 1987; HANSON & BRANDTZAEG, 1989; LADJEVA et ai., 1989). 

A existência dos resíduos de manose na estrutura pode inibir a aderência 

bacteriana, pois a manose é um importante açúcar com provável envolvimento 

no mecanismo de ação bacteriana por meio de ftmbrias (OFEK et ai., 1977, 

WOLD et ai., 1990). 

As mucosas formam a via natural de entrada de antígenos que podem 

penetrar através dos epitélios associados aos folículos (células M), permitindo 

assim a interação com células acessórias residentes (macrófagos e células 
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dendríticas) e com as células linfóides (TOMASI & PLAUT, 1985; 

BRANDTZAEG et ai., 1987; MESTECKY, 1987). 

As bactérias são capazes de se fixar e de crescer na maioria das 

superfícies. Sabe-se, atualmente, que o primeiro passo para o estabelecimento 

de um processo infeccioso é o contato do microrganismo com a camada de 

muco que recobre a superfície epitelial de uma mucosa do hospedeiro. A 

aderência da bactéria a esse tecido requer o estabelecimento de ligações 

específicas entre estruturas complementares existentes na superfície da 

bactéria e da célula epitelial. Assin, certas espécies patogênicas como os 

Mycop/asma aderem a células epiteliais da traquéia, o que não ocorre com as 

espécies não patogênicas. A capacidade de aderir a células de mucosa 

também parece ser fator inportante na colonização da nasofaringe por 

Streptococcus pneumonniae e por Haemophilus influenzae, precedendo a otite 

média. Estudos realizados com roedores mostraram que amostras altamente 

patogênicas de Streptococcus mutans são importantes como fator etiológico da 

cárie dentária, com formação de grandes massas bacterianas na superfície dos 

dentes, ao contrário das não patogênicas. Amostras virulentas de Shigel/a e E. 

coli enteropatogênica comportam-se de maneira semelhante, aderindo à 

superfície do intestino delgado melhor do que amostras não virulentas 

(HUSBAND et ai., 1993). 

Alguns autores observaram que a exposição primária da mucosa a 

alguns antígenos, com subseqüente •booster' por via parenteral, confere 

imunidade local, ao passo que a sensibilização inicial por via parenteral leva à 

supressão na mucosa por longo período de tempo (OGRA et ai., 1983, 

BIENESTOCK et ai., 1987, MESTECKY, 1987). 

A cornpartimentalização do SIMC é sustentada por vários estudos. De 

acordo com este conceito, a própria estimulação de um sítio indutor de mucosa 

pode induzir respostas imunes em outros sítios. Entretanto, a estimulação ou 

diferenciação de sítios indutores da mucosa induz respostas imunes que são 

distribuídas irregularmente em diferentes sítios efetores. Geralmente, as 
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respostas imunes são fortes perto de sítios efetores de mucosa, ou naqueles 

relatados nos locais dos vasos linfáticos (RUSSELL & VVU, 1991; VVU& 

RUSSELL , 1993; HANEBERG et ai., 1994; MOLDOVEANU et ai., 1995; 

QUIDING-JARBRINK et ai., 1995). 

O uso das novas tecnologias no desenvolvimento de vacinas só vem 

reforçar a importância de se levar em consideração a via natural de entrada do 

patógeno e utilizá-la como estudo quando se pretende avaliar a resposta imune 

a um determinado agente patogênico. 

O NAL T em roedores é considerado ser o equivalente ao anel de 

Walderyer em humanos (KUPER et ai., 1992) e uma faixa do tecido linfóide não 

encapsulado sustentando o epitélio na porção ventral da passagem posterior 

nasal. A morfologia celular, o fenótipo, o desenvolvimento, e a estrutura do 

NAL T, bem com a aderência dos linfócitos neste tecido têm sido estudados em 

roedores (KOORNSTRA et ai., 1992; HAMELEERS et ai. , 1989). Imunização 

efetiva de roedores pela via i.n. foi considerada ser o resultado da estimulação 

do NAL T, entretanto, a resposta imune do NAL T, quando exposto ao antígeno, 

não está ainda totalmente esclarecida (KUPER et ai., 1992). 

Estima-se que 60 a 70% das células linfóides humanas estejam 

associadas a essa superftcie, salientando a relevância da estimulação da 

resposta neste compartimento (MESTECKY, 1987). Para realizar a função de 

prevenir a entrada do microrganismo e assim impedindo sua circulação e 

proliferação, nosso corpo dispõe ainda de vários fatores romo: movimentos 

peristálticos e ciliares que mantêm o fluxo de constituintes da mucosa, 

reduzindo a interação de patógenos com células epiteliais, secreções que 

formam uma barreira entre o patógeno, e enzimas (como lisozimas, 

lactoperoxidase) que têm efeito inibitório sobre microrganismos. 

Sabendo-se que a via aérea superior é o principal meio pelo qual a N. 

meningitidis coloniza a nasofaringe humana, acredita-se que a imunidade de 

mucosa nesta porta de entrada seja fundamental na indução de uma resposta 

protetora contra o meningococo. A lgA tem sido detectada nas secreções 
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nasais de pacientes que se curaram da doença e em voluntários que foram 

imunizados pela via nasal. 

Vários trabalhos descritos na literatura, vêm mostrando que a via de 

imunização nasal é um bom local a ser escolhido no desenvolvimento de uma 

vacina para N. meningitidis B. Hoje observamos na literatura que grupos de 

pesquisa como dos Estados Unidos e Noruega, que há mais de 20 anos 

trabalham com vacinas para o meningococo do sorogrupo B administradas pela 

via parenteral, também estão investigando alternativas através da imunização 

intranasal, pois até o momento não há uma vacina efetiva para N. meninigitidis 

B (HANEBERG et ai., 1998; DRABICK et ai., 2000, KATIAL et ai 2002). 

Entretanto dois pontos importantes têm sido levados em consideração nesses 

estudos: a indução de anticorpos de reatividade cruzada entre diferentes 

sorotipos e subtipos de N. meningitidis e indução de anticorpos com atividade 

bactericida. Sendo assim a continuidade de estudos que visem à procura de 

novos antígenos presentes na membrana externa bacteriana que possam estar 

envolvidos no mecanismo de proteção para esse patógeno é de extrema 

importância. 

SAUNDERS et ai., 1999, observaram que NOMV (vesículas de membrana 

externa nativa) induzem altos títulos de anticorpos bactericidas no soro e 

também uma resposta local nos pulmões quando administradas pela via 

intranasal. Neste trabalho SAUNDERS et ai., 1999, observaram que a 

imunização intranasal parece ter impedido a toxicidade causada pelo LPS do 

que quando a mesma preparação antigênica foi administrada pela via 

intraperitoneal. BAKKE et ai., 2001, mostraram que OMV administrada pela via 

intranasal possui estruturas necessárias para indução tanto de resposta imune 

de mucosa como sistêmica e para desenvolvimento de memória imunológica. 

HANEBERG et ai., 1998, administrando uma vacina consistindo de OMVs de N. 

meningitidis B (B:15:P1.7) em voluntários humanos verificaram que houve 

desenvolvimento de uma resposta de anticorpos do isótipo lgA nas secreções 

nasais e na saliva que persistiram por um período de 5 meses. Eles verificaram 
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que a via de imunização intranasal inicia uma resposta sistêmica e capaz de 

induzir anticorpos bactericidas, entretanto em menores títulos que quando 

administrada pela via intramuscular. 

Além de oferecer proteção, a imunização pela vias de mucosa tem sido 

também uma alternativa para impedir o efeito tóxico do LPS (SAUNDERS et ai., 

1999; KATIAL et ai., 2002). 

Em razão da alta incidência, alta mortalidade e custos com a doença 

meningocócica tem-se investido muito na imunoprofilaxia. 80S et ai., 2002, 

mostraram, através da avaliação do custCH>enefício da vacina hexavalente com 

OMV que está sendo desenvolvida na Holanda, que os custos hospitalares com 

internação e tratamento de seqüelas deixadas pela doença meningoc6cica são 

maiores que os gastos com programa de imunização. 

Embora vacinas administradas pela via parenteral apresentem uma boa 

eficácia elas previnem particularmente doenças sistêmicas causadas por 

patógenos invasivos, entretanto não são efetivas contra microrganismos que 

penetram pela superfície mucosa. 
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OBJETIVOS 

• Gerais 

O objetivo do presente estudo é avaliar a especificidade e capacidade 

protetora dos anticorpos induzidos principalmente pela via de imunização 

intranasal em camundongos BALB/c imunizados com OMC (Outer membrane 

components) das cepas de N. meningitidis B:4:P1 .15 L3,7,9t, B:4:P1.15 

L3,7,9i, B:4:P1 .15 L8t e B:4:P1.15 L8i que foram obtidas através da seleção 

por colony-blot utilizando anticorpos monoclonais contra os imunotipos de LPS 

L3,7,9 e L8 de N. meningitidis B. 

• Específicos 

• Estudo da produção de anticorpos dos isótipos lgM, lgG e lgA presentes nos 

soros de camundongos BALB/c imunizados pela via intranasal e 

intramuscular com OMC das cepas B:4:P1.15 L3,7,9t, B:4:P1.15 L3,7,9i, 

B:4:P1.15 L8t ou B:4:P1.15 L8i. 

• Estudo de anticorpos dos isótipos lgM, lgG e lgA de reatividade especifica e 

cruzada para antígenos de N. meningitidis de diferentes sorogrupos, 

sorotipos e subtipos por meio de ELISA e "lmmunoblotting". 

• Detecção por meio de ELISA e análise da especificidade por 

"/mmunoblotting" dos anticorpos presentes nas salivas dos camundongos 

imunizados pela via intranasal e intramuscular com OMC das cepas 

selecionadas de N. meningitidis B:4:P1 .15. 

• Estudo da persistência de memória imunológica em camundongos 

imunizados pela via intranasal. 
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• Avaliação da atividade de destruição de meningococos (atividade 

bactericida) dos anticorpos presentes nos soros de camundongos 

imunizados pelas vias intranasal e intramuscular. 



Esquema experimental 

Cepa de N. meningitidis B:4:P1.15 L3,7,9,8 

JJ 
Seleção por "colony-blot· 

u u u u 
B:4:P1 .15 B:4:P1 .15 B:4:P1.15 B:4:P1 .15 
L3,7,9t L3,7,9J, L8t L8J, 

JJ 

Extração de OMC ("Outer Membrane Complex") das cepas selecionadas 

JJ 
Imunização dos camundongos 

u u 
Via de inunização intranasal Via de imunização intramuscular 

u u u u u u u u 
8 :4:P1 .15 B:4:P1 .15 B:4:P1.15 B:4:P1 .15 B:4 :P1 .15 B:4 :P1 .15 B: 4:P1 .15 B:4:P1.15 

L3,7,9t L3,7,9J- L8t LBJ- L3,7,9t L3,7,9J- L8t L8J, 

u 
Obtenção de soros e salivas dos camundongos inunizados u u 

Soro 

u 
Via lntranasal 

(obtidos 35 dias, 4 meses 
e 1 ano após inunização) 

u 
ELISA 

(usando ''Whole-cells" 
das cepas homólogas e 

heterólogas) 

Saliva 

u u 
Via intramuscular 

(obtidos 30 e 60 dias 
após imunização) 

Obtidas após 1 ano da imunização 
pela via intranasal) 

u 
"lmmunoblotting" • 

(usando ''Whole-cells" e 
OMC das cepas homólogas 
e heterólogas) 

Atividade 
bactericida 
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11- MATERIAIS E MÉTODOS 

2a. Animais 

Foram utilizados camundongos BALB/c fêmeas adultas pesando entre 20 

a 25 g. Todos os animais provieram do Biotério do Instituto Adolfo Lutz São 

Paulo, SP. 

2b. Cepas de bactérias 

Em nossos estudos foram utilizadas as cepas de N. meningitidis 

B:4:P1.15, B:4 :P1 .9, B:14:NT, B:4:NT e C:2a:P1.2. Estas cepas foram 

escolhidas para nossas investigações por serem prevalentes em nosso país e 

foram obtidas de pacientes portadores de doença meningocócica durante as 

epidemias ocorridas no Brasil desde 1988. As cepas de N. meningitidis 

encontravam-se liofilizadas e foram reativadas em ágar-chocolate com base 

Müeller-Hinton (Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA). O grau de pureza das 

suspensões bacterianas foi verificado pela técnica de Gram. 

As cepas de N. meningitidis B:4:P1.15, B:4:P1.9, B:14:NT, B:4:NT e 

C:2a:P1 .2 foram fornecidas pela Coleção de Culturas de Bactérias do Instituto 

Adolfo Lutz e a cepa B:4:P1 .15 (44/89) utilizada no ensaio bactericida foi 

gentilmente cedida pela Ora. Cecília O. Gorla, da Seção de Bacteriologia do 

Instituto Adolfo Lutz. 

2c. Crescimento bacteriano 

Partindo do crescimento em ágar-chocolate, em base Müeller-Hinton, as 

cepas foram em seguida semeadas em placas de Petri de 15 cm de diâmetro 
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descartáveis (Costar, Cambridge, MA, EUA), uma placa por cepa, contendo 

ágar-soro preparado com base ágar soja e trypticaseina (Difco Laboratories 

Detroit, MI, EUA) enriquecido com 1% de soro de cavalo (Sigma Chemical 

Company, St. Louis, MO, EUA) e incubadas para crescimento em estufa a 37°C 

em atmosfera de 5% de CO2 (Fonna Scientific, Detroit, MI, EUA) por 

aproximadamente 24 horas. 

2d. Purificação do LPS dos imunotipos L8 e L379 da cepa de N. 

meningitidis B:4:P1.15 

A purificação desses imunotipos foi feita nos Estados Unidos (DE 

GASPARI et ai., 1995) no Walter Reed Army lnstitute of Research, Washington 

DC. O LOS foi obtido das OMVs por extração com fenol, seguido de purificação 

por filtração em gel (Sephacryl S-300). As frações de LOS foram monitoradas 

pelo conteúdo de kDO e precipitadas com etanol 80% e NaCI 0,25 M. As 

amostras foram então dissolvidas em água destilada, liofilizadas e conservadas 

a-20°C. 

2e. Colonyblot 

Para o ensaio de •colonyblof' as bactérias foram plaqueadas e distribuidas 

de maneira homogênea com o auxílio de alça do tipo L (Drigalsky) em Placa de 

Petri contendo ágar Müeller-Hinton (Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA) 

suplementado com 1% de soro de cavalo (ágar-soro). As bactérias foram 

plaqueadas e incubadas por 18 horas à 37°C. Após crescimento de 

aproximadamente 18 horas a 37°C foi preparada uma suspensão bacteriana 

com o objetivo de se obter uma concentração correspondente a D.O.= 1,0 em 

um comprimento de onda de 650 nm (CELM - modelo E2250). As suspensões 
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bacterianas com D.O. 1,0 foram então plaqueadas e incubadas em estufa a 

37°C em atmosfera de 5% de C(h por 24 horas. Após o período de incubação, 

as membranas de nitrocelulose (HA TF - de 90 mm de diâmetro, porosidade de 

0,45 µc, Armsham Pharmacia, Upsala, EUA) foram colocadas em contato com 

as placas para se obter uma cópia das bactérias crescidas. Tendo obtido as 

cópias das culturas das placas, as membranas foram colocadas a 37°C por 1 O 

minutos. O bloqueio dos sítios ativos remanescentes das membranas foi 

realizado com leite desnatado à 5% (Molico - Nestlé do Brasil) durante duas 

horas. Posteriormente a uma nova lavagem com PBS, as membranas foram 

incubadas com anticorpos monoclonais para epítopos de LPS, (6E7-10-L8) e 

(4BE12-C10-L3,7,9), gentilmente cedidos pelo Dr. Wendell Zollinger, do Walter 

Reed Army, lnstitute of Research, Maryland, EUA. Os anticorpos monoclonais 

foram utilizados nas diluições previamente padronizadas (6E7-10-L8, 1:10.000 

e 4BE12-C10-L3,7,9, 1 :20.000). As membranas com os rnonoclonais foram 

incubadas por aproximadamente 18 horas. A seguir, novas lavagens com PBS 

foram realizadas e o anticorpo anti-lgG (Sigma Chemical Company, St. Louis, 

MO, EUA) conjugado à peroxidase foi adicionado (1 :2.000, diluído em solução 

de leite desnatado à 2,5%) durante duas horas. A reação foi revelada utilizando

se diaminobenzidina - DAB (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA), 5 

mg de DAB em 30 mL de solução tamponada PBS e 150 µL de H202. Depois 

da reação, as colônias que apresentaram maior ou menor coloração na 

membrana foram selecionadas das placas e a seguir semeadas e crescidas 

como descrito anteriormente e mantidas em solução de preservação (leite 

desnatado a 10%) em freezer a -70°C. 

2f. Citometria Fluxo 

A porcentagem de LPS presente nas cepas B:4:P1 .15 selecionadas foi 

avaliada por citometria de fluxo. Para este ensaio, suspensões de células 
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bacterianas íntegras das cepas B:4:P1 .15 selecionadas para LPS foram 

lavadas e ressuspendidas à D.O. 1,0 a 650 nm em salina (S), contendo soro 

albumina bovina (SAB) (Sigma Chemical Cornpany, St. Louis, MO, EUA) a 1 %. 

Posteriormente, 100 µL da suspensão de células bacterianas íntegras foi 

misturada aos anticorpos monoclonais diluídos à 1: 1000 em 200 µL de S/SAB e 

incubados a 37°C por 30 minutos. Como controle negativo empregou-se 

anticorpos monoclonais para proteínas não relacionadas. Em seguida, as 

bactérias foram lavadas duas vezes com S/SAB e incubadas com 200 µL de 

FITC ligado a um anticorpo secundário (anticorpo de carneiro anti-lgG de 

camundongo ligado à fluoresceína (Sigma Chemical Company, St. Louis, Mo, 

EUA) por 30 minutos a 4°C. Procedeu-se a nova lavagem das bactérias, sendo 

estas depois ressuspendidas com 1 mL de S e analisadas pelo citômetro de 

fluxo (FACsorter, Becton-Dickinson, San Jose, Califórnia). 

2g. Extração das proteínas de membrana externa 

Para a imunização dos grupos de camundongos BALB/c foi feita a 

extração das OMC das cepas B:4:P1.15 L379t, B:4:P1.15 L379,I,, B:4:P1.15 

L8t e B:4:P 1.15 L8..l, anteriormente selecionadas por ·co1onyblot". 

Primeiramente, as cepas de bactérias foram crescidas em ágar base "Müeller

Hínton" com 1 % de soro de cavalo. Após o período de crescimento de 18 horas 

em placas, as bactérias foram transferidas para balões contendo 500 mL de 

caldo "Müeller-Hínton" sob agitação e incubadas por um novo período de 18 

horas a 37°C. O complexo de membrana externa das diferentes preparações 

bacterianas de N. meníngítidis foi purificado empregando-se a técnica descrita 

por DE GASPAR! et ai., 1990. As suspensões bacterianas foram transferidas 

para tubos Falcon (Costar, Cambridge, MA, EUA) e centrifugadas em 10.000 g. 

a 4ºC (Beckman, EUA; Centrifuge Model. J2 MC) por 30 minutos. Ao 

sedimento foi acrescentado 20 mL de solução de cloreto de lítio estéril a O, 1 M e 
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acetato de sódio à O ,2M, juntamente com pérolas de vidro para incubação sob 

agitação por 2 horas a 45°C (New Braunwich, Scientific Company, New Jersey, 

EUA; Shaker incubator Series 25). Após esse procedimento, as preparações 

bacterianas foram centrifugadas a 10.000 g. a 4°C (Beckman, EUA; Centrifuge 

Model ,J2 MC) por 30 minutos. O sobrenadante foi retirado e dialisado por 15-

18 horas. A dosagem proteica das diferentes OMC obtidas foi realizada 

segundo metodologia descrita por LOWRY et ai., 1951. As amostras de OMCs 

foram aliquotadas e armazenadas em freezer à -200C. 

2h. Preparo da suspensão de células bacterianas integras de N. 

meningitidis ( "whole-cellsj 

A partir do crescimento em ágar-chocolate base •Mael/er-Hinton" as cepas 

selecionadas B:4:P1.15 L3,7,9t, B:4:P1.15 L3,7,9,l., B:4:P1.15 L8t e B:4:P1.15 

L8,l. foram semeadas em placas de Petri com 15 cm de diâmetro descartáveis 

(Costar, Cambridge, MA, EUA), como descrito anteriormente. Após crescimento 

de aproximadamente 18 horas a 37°C, foi preparada uma suspensão bacteriana 

com o objetivo de se obter uma concentração correspondente a D.O.= 1,0 em 

comprimento de onda de 650 nm (CELM - modelo E2250) diluidas em PBS com 

0,02% de azida sódica. Após crescimento, cada preparação bacteriana foi 

analisada pelo método de Gram para verificarmos o grau de pureza das 

preparações. As suspensões de células bacterianas íntegras foram agrupadas 

de acordo com a seleção, separadamente em tubos Falcon (Costar, Cambridge, 

MA, EUA) e acondicionadas em geladeira a 4°C. 
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2i. Obtenção de anticorpos policlonais anti- N. meningitidis 

Para obtenção de anticorpos policlonais anti - OMC das cepas de N. 

meningitidis B:4:P1.15 L3,7,9t, B:4:P1.15 L3,7,9,I,, B:4:P1.15 L8t e B:4:P1.15 

L8,I, utilizamos camundongos da linhagem BALB/c. Empregou-se, para 

inoculação, a porta de entrada da bactéria: a via intranasal e também a via 

intramuscular. Nas preparações antigênicas de OMC a serem administradas 

pela via intramuscular, foi acrescentado hidróxido de alumínio (650 µg/ml; 

Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA). Os grupos de animais 

imunizados pela via intranasal receberam os antígenos por instilação sem a 

presença de adjuvantes. O protocolo utilizado para imunização pela via 

intranasal foi de 4 doses de 20 µI {20µg por dose) com intervalos de 7 dias e o 

protocolo de imunização pela via intramuscular foi de 3 doses de 100µ1 (15 µg 

por dose) com intervalos de 30 dias. Os camundongos foram divididos em 8 

grupos sendo que cada grupo era composto de 5 animais: 

- Grupo 1: Camundongos foram imunizados pela via intramuscular com 100 

µI (15 µg por dose) de OMC da cepa L379t com hidróxido de alumínio. 

- Grupo li: Camundongos foram imunizados pela via intranasal com 20 µL 

(20 µg por dose) de OMC da cepa L379t. 

- Grupo Ili: Camundongos foram imunizados pela via intramuscular com 

100µ1 (15 µg por dose) de OMC da cepa L379,I, com hidróxido de alumínio. 

- Grupo IV: Camundongos foram imunizados pela via intranasal com 20 µL 

(20 µg por dose) de OMC da cepa L379,I,. 

- Grupo V: Camundongos foram imunizados pela via intramuscular com 100 

µI (15 µg por dose) de OMC da cepa L8,I, com hidróxido de alumínio 

- Grupo VI: Camundongos foram imunizados pela via intranasal com 20 µL 

(20 µg por dose) de OMC da cepa L8J... 

- Grupo VII: Camundongos foram imunizados pela via intramuscular com 

100 µI (15 µg por dose) de OMC da cepa L8t com hidróxido de alumínio. 
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- Grupo VIII: Camundongos foram imunizados pela via intranasal com 20 µL 

(20 µg por dose) de OMC da cepa L8t. 

A tabela 1 demonstra as etapas dos esquemas de imunização utilizados 

em nossos estudos. 

TABELA 1: Camundongos BALB/c imunizados com OMC de N. meningitldis B:4:P1.15 

pelas vias lntranasal ou intramuscular. 

GRUPOS ~DE . DOSE ~DE DOSES INTERVALO J'7ADE 
IMUNIZADOS . CAMUNDONGOS .. -- DE DOSES IMUNIZAç.iO 

UTILIZADOS . UTILIZADA 
Grupo 1 (L3;7,9i) 5 15µg 3 · 30 Iotramuscular 
Grupo 2 (L3,7,9i) . - . 5 _ 20µg . 4 - .- 7 Iotranasal 
Grupo 3 (L3,7,9,I..) 5 . 15µg 3 30 Intramuscular 
Grupo 4 (L3,7,9,I..) . 5 20µg 4 7 . lntranasal 
Grupo 5 (L8 ,1..) 5 - 15µg 3 . 30 Intramsucular 
Grupo 6 (L8 ,I..) 5 20µg -4 7 lntranasal 
Grupo 7 (L8 i) 5 15µg 3 30 Intramuscular 
Grupo 8 (L8 i) 5 20W!: · 4 7 Intraoasal 

*Os soros dos camundongos foram obtidos pelo plexo oftálmico em diferentes 

dias após a imunização, sendo que, posteriormente à coleta, foi feito um "pool" 

com os soros obtidos de animais dos respectivos grupos. 

2j. Obtenção de saliva 

A saliva foi obtida dos camundongos BALB/c imunizados pela via 

intranasal ou intramuscular com OMC de N. meningitidis B, além da saliva de 

grupos de camundongos normais. Sete dias antes da obtenção da saliva, os 

camundongos receberam um ªbooster' com os respectivos antígenos (Tabela 

1). 

Para a coleta foi injetado primeiramente 100 µL de pilocarpina (O, 1 mg) 

(Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA) por camundongo. A coleta da 

saliva foi realizada com pipeta automática e as amostras obtidas conservadas 
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no gelo. O inibidor de protease PMSF (Sigma Chemical Company, St. Louis, 

MO, EUA) foi acrescentado na concentração de 100 mg/ml do total de saliva 

obtida. Depois da coleta, as amostras de saliva foram conservadas em 

alíquotas no freezer-20°C. 

21. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Os antígenos de N. meningitidis utilizados em nossos estudos foram 

separados por eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de dodecil 

sulfato de sódio (SOS), sob condições redutoras, em sistema descontinuo 

seguindo-se o procedimento descrito por LAEMMLI et ai., 1970. Este método foi 

utilizado para caracterizar a composição peptídica dos extratos utilizados em 

nossos estudos. 

Preparo das Placas 

Foram utilizadas placas de vidro com dimensões de 9,5x9,5cm, 

sobrepostas entre espaçadores de 1 nvn de espessura colocadas nas 

extremidades laterais e inferior da placa. O gel de separação foi preparado a 

13%. Adicionou-se o gel de separação até uma altura de 5,5 cm e acrescentou

se cerca de 1,5 cm de água bi-destilada gota a gota. Após aproximadamente 20 

minutos, foi obtida a polimerização do gel. Em seguida, foi retirada a água por 

inversão da placa e adicionado o gel de empilhamento até o nível próximo do 

topo da placa. Foi inserido o pente que, logo após a polimerização, foi 

cuidadosamente retirado. 

O tampão de corrida (Tris-hidroximetilaminometano 0,075 M, glicina 0,576 

M e SOS O, 15, pH 8,3) foi adicionado e as amostras foram aplicadas. As 

corridas eletroforéticas foram feitas no aparelho da BioRad (model. 200/2.0, 

EUA), sendo a corrida iniciada a 50 V (cerca de 15 mA) até o empilhamento das 

amostras. Em seguida a voltagem foi aumentada e mantida a 100 V até o final 

da corrida eletroforética. 
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Preparo das Amostras 

Em nossos estudos utilizamos células bacterianas integras com D.O. 1.0 

ou OMC na concentração de 100 µg. 

Métodos de coloração utilizados 

•eoomassie Blue" 

Para a caracterização proteica empregando-se a coloração por 

"Coomassie blue" as amostras foram preparadas utilizando 20 µL de células 

bacterianas integras ou OMC, 20 µL de tampão de amostra (62,5 mM de Tris

hydrochloride, pH 6,8, 1 % (v/v) glicerol, 2% de água destilada e 0,5% de SDS a 

10% (v/v) e 5 µL de azul de bromofenol (Sigma Chemical Company, St. Louis, 

MO, EUA)). 

Após a corrida eletroforética o gel foi colocado em solução fixadora 

constituída de metanol a 50% e ácido acético a 10% durante 20 minutos à 

temperatura ambiente e corado por Coomassie Phast blue - R250 (Pharrnacia 

LKB, Biotechnology, Piscataway, New Jersey, EUA) a 56°C por 1 hora. Em 

seguida, o gel foi descorado com várias trocas de ácido acético glacial a 7%. 

Coloração pela Prata 

As preparações antigênicas utilizadas na coloração da prata foram 

diluídas 1:10 em solução de 60 mM, Tris HCI, 1 mM EDTA e SDS à 2%, pH 6,8. 

Em seguida foi feita uma diluição 1 :2 em solução de glicerol 37%, 

mercaptoetanol 7,4% e solução saturada de azul de bromofenol 0,9%. 

Aplicamos juntamente com as amostras um padrão de proteínas com peso 

molecular conhecido (Pharmacia LKB, Biotechnology, Piscataway, New Jersey, 

EUA). Os padrões de peso molecular usados foram: fosforilase b (94kDa): 

albumina bovina (67 kDa): ovalbumina (43 kDa); anidrase carbônica (30, 1 kDa); 

inibidor de tripsina (20 kDa) e alfa-lactoalbumina (14,4 kDa). Os pesos 

moleculares (P.M.) das bandas foram determinados a partir da reação linear 
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entre o log do P.M. e migração relativa (R.F.) de proteínas-padrão. Depois de 

preparadas, as amostras foram aquecidas por 5 minutos a 100ºC. 

A coloração do gel com nitrato de prata foi feita de acordo com TSAI & 

FRASCH, 1982, com algumas modificações. O gel foi fixado durante 18 horas 

em solução contendo etanol à 40%, ácido acético a 5% e ácido periódico a 

0,031 M). Posteriormente, o gel foi lavado com água bi-destilada e foi 

acrescentada solução oxidante para incubação durante 15 minutos e, em 

seguida, lavado mais três vezes durante 15 minutos em água bi-destilada. Para 

preparar esta solução, adicionou-se 5 ml de nitrato de prata a 20% (gota a 

gota) a uma solução contendo 2 ml de hidróxido de amônio a 25% e 14 ml de 

hidróxido de sódio a 0,1 N sob agitação e, em seguida, foram acrescentadas 

132 ml de água bi-destilada. Foram feitas mais duas lavagens de 1 O minutos 

em água bi-destilada e as bandas foram reveladas com solução redutora (ácido 

nítrico a 0,065 mM e 0,25 ml de formaldeído a 37% a um volume final de 500 

ml). Após a coloração, o gel foi lavado duas vezes durante 1 O minutos em água 

bi-destilada. Todo o protocolo técnico foi feito sob agitação (exceto a fixação do 

geQ e à temperatura ambiente de 20°C. 

2m. "lmmunoblotting" 

Para realização do ensaio de •1mmunoblotting"-, após a eletroforese, o gel 

foi retirado cuidadosamente das placas e incubado em tampão de transferência 

(Tris-hidroxirnetilaminometano 25 mM, glicina 192 mM e metanol 20%, pH 8,3) 

por 20 minutos. Foi feito um sanduiche com 3 folhas de papel de filtro (2 folhas 

de papel de filtro n°2 e uma folha de papel de filtro nº 1 (Watman, nº 1, EUA)), a 

membrana de nitrocelulose, o gel e mais uma seqüência 3 folhas de papel de 

filtro, todas previamente embebidas em tampão de transferência. Os peptídeos 

separados por SDS-PAGE foram transferidos do gel, para membrana de 

nitrocelulose, segundo metodologia descrita por TOWBIN et ai., 1979. A 

transferência foi realizada por um período de 18 horas a 50 mA e voltagem 
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constante de 17 V. Em seguida, a membrana foi corada com Ponceau-S a 0,5% 

(Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA) para controle da transferência. 

Após secagem, as membranas foram envolvidas em papel de filtro, vedadas em 

saco plástico e armazenadas a 4°C, até o momento do uso, e foram utilizadas 

no máximo até uma semana após realizada a transferência eletroforética. 

Depois da transferência, as membranas de nitrocelulose foram lavadas 

sob agitação constante com PBS pH 7,4 para então efetuar-se o bloqueio dos 

sítios ativos com leite desnatado 5% (Molico, Nestlé do Brasil) diluído em PBS 

por 2 horas. Foram feitas novas lavagens com PBS após o bloqueio e, em 

seguida, a incubação de 15-18 horas com as amostras de soro normal e anti

soros obtidos de animais dos grupos I a VIII, sendo que os soros dos animais 

imunizados pela via intranasal foram diluídos a 1 :50 e os soros de 

camundongos imunizados pela via intramuscular foram diluídos a 1: 100 em 

solução contendo leite desnatado (Molico, Nestlé do Brasil) a 2,5%. No dia 

seguinte as membranas foram lavadas mais cinco vezes com PBS pH 7,4, 

adicionou-se conjugado específico anti-imunoglobulina de camundongo 

conjugado à peroxidase diluído a 1 :2000 (anti lgM, lgG ou lgA; Sigma Chemical 

Company, St. Louis, MO, EUA) e incubadas por um período de mais de 2 horas. 

Após sucessivas lavagens foi adicionado o substrato AEC (Pierce) 2,6 mL AEC 

à 4% + 40 mL de solução de acetato de sódio, pH 5,0 (Sigma Chemical 

Company, St. Louis, MO, EUA)). A reação enzimática foi interrompida com água 

bi-destilada. 

Utilizamos em nossos estudos para reação com anticorpos monoclonais 

contra classe 1, classe 2, classe 4 e classe 5, proteína de 50kDa e LPS de 

membbrana externa de N. meningitidis e os seguintes substratos: 2,5 mg de 3,3 

Diaminobenzidina - DAB (Sigma Chemical Company, St. Louis, Mo, EUA) e 

AEC (lmmuno pure - AEC - Pierce). Esses monoclonais foram revelados 

individualmente com cada substrato após prévia padronização do tempo de 

incubação em uma mesma frta. 
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2n. ELISA 

O procedimento utilizado foi baseado na técnica de ABDILLAHI & 

POOLMAN, 1988, com algumas modificações. Placas de microtitulação de 

fundo chato (Polysorb - Gostar, Cambridge, MA, EUA) foram sensibilizadas 

com 100 µL da suspensão de bactérias mortas com azida sódica a 0,02% 

(suspensão de células bacterianas integras) das cepas de N. meningitidis 

selecionadas para LPS numa concentração de D.O.= 1,0 à 650 nm, 18 horas a 

37°C. Depois da incubação, foi feita a lavagem com PBS/Tween a 0,05% e, a 

seguir, os sítios ativos das placas foram bloqueados com 200 µL por cavidade 

com leite desnatado a 5% (Molico Nestlé do Brasil) a 37°C por 2 horas. As 

placas foram novamente lavadas cinco vezes por 5 minutos com PBS/Tween a 

0,05%. As amostras de soros de camundongos foram diluídas na razão 2, a 

partir de 1: 100 para animais inoculados pela via intranasal e 1 :200 para a via 

intra muscular e adicionado num volume de 100 µL por cavidade e incubadas à 

37°C por duas horas. Em seguida, mais uma lavagem foi feita com PBS/Tween 

a 0,05% e, posteriormente, foram adicionados 100 µL por cavidade de 

anticorpos anti - lgM, lgG ou lgA marcados com peroxidase diluídos a 1 :2.000, 

previamente padronizados pela titulação em bloco. As placas foram incubadas 

com esses conjugados a 37°C por 2 horas e, posteriormente, lavadas e 

reveladas com 100 µL por cavidade de solução cromógena contendo 250 µL de 

TMB, 12,5 ml de citrato +2,5 ml de H2Ch (30%) por um periodo de 20 minutos. 

A reação enzimática foi interrompida com 100 µL de solução de H2SO,., 1 N. 

2o. Atividade Bactericida 

Fonte de complemento: Para a quantificação dos anticorpos nos soros 

de camundongos, utilizou-se como fonte de complemento um "poo/" de soros de 

coelhos de 3 a 4 semanas de idade ("baby rabbitj . Os soros foram absorvidos 
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com um inóculo bacteriano (109 ufc/ml) da cepa homóloga de N. meningitidis. A 

massa bacteriana foi sedimentada por meio de centrifugação a 10.000 g. por 1 O 

minutos. Uma parte dos soros foi inativada a 56°C por 30 minutos para ser 

utilizada como controle. 

Teste Bactericida: O ensaio foi realizado conforme descrito por 

MASLANKA et ai, 19TT, com algumas modificações. A reação final (50 µL) 

consistiu de diferentes diluições (25 µL) do soro teste inativado a 56°C por 30 

minutos, 25% (12,5 µL) de complemento e 12,5 µL da suspensão bacteriana 

(cerca de 3x103 ufc/ml) obtida na fase log de crescimento em ágar soro. Após 

a incubação a 37°C por 30 minutos adicionou-se TSB (Difco Laboratories, 

Detroit, MI, EUA) mais o ágar 1.5%, (Difco® Laboratories, Detroit, MI, EUA), 

contendo uma mistura de antibióticos (VCN, Difco, Laboratories, Detroit, MI, 

EUA) às microplacas com 96 orifícios (Costar, Cambridge, MA, EUA). Culturas 

quantitativas foram realizadas nos tempos zero e após 30 minutos da reação. 

Seguiu-se a incubação a 37°C /5% de CO2 por aproximadamente 18 horas. O 

título bactericida foi definido como a recíproca da maior diluição do soro teste 

resultando em pelo menos 50% de morte bacteriana. 

O controle positivo consistiu de um soro hiperimune com títulos 

previamente determinados, gentilmente cedidos pela Dra. Cecília O. Gorta, da 

Seção de Bacteriologia IAL. 

A morte bacteriana independentemente de complemento foi controlada 

pela reação do soro teste inativado, complemento inativado e bactérias nas 

condições descritas acima. 
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111- Resultados 

Os experimentos relatados a seguir foram realizados com soros e saliva 

de camundongos BALB/c imunizados pela via intranasal ou intramuscular com 

antígenos de membrana externa de N. meningitidis B, objetivando-se a análise 

das diferentes vias de imunização. 

3a. Caracterização imunoquímica das preparações antigênicas utilizadas: 

Em nossos estudos utilizamos a cepa de N. meningitidis B:4:P1 .15 

L3,7,9,8 que foi sorotipada na Seção de Imunologia do Instituto Adolfo Lutz com 

anticorpos monoclonais para sorogrupos, sorotipos e inunotipos de nossa 

coleção, gentilmente cedidos pelo Dr. Wendell Zollinger e Jan Poolman (RIVM, 

Vaccine, Holanda). A cepa B:4:P1.15 L3,7,9,8 foi primeiramente caracterizada 

imunoquimicamente por meio da separação proteica em gel SDS-PAGE 13% e 

coloração por Coomassie e prata para verificarmos o perfil eletroforético das 

proteinas e do LPS. 
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Figura 1: Perfil de peptideos de suspensão de células bacterianas íntegras ("who/e
ce//s'') e OMC após eletroforese em gel de poliacrilamida (1 J•/4) e coloração por 
Coomassíe blue de cepas de N. meningitidis B:4:P1.15. ~1) Peso molecular; ~2) OMC 
da cepa B:4:P1.15 após coloração por Coomassie Blue; B-(3) OMC da cepa B:4:P1 .15 após 
coloração pela prata; B-(4) perfil de L379 purificado de N. meningitidis após coloração pela 
prata; B-(5) perfil de L8 purificado de N. meningitidis após coloração pela prata; C-(6) 
Reatividade do anticorpo monoclonal anti-L379; C-(7) Reatividade do anticorpo monoclonal 
anti-L8. 

A figura 1 mostra o perfil eletroforético de peptideos de cepas de N. 

meningitidis coradas pelo Coomassie blue (A-2) e nitrato de prata (B-3, B-4 e B-

5) antes da seleção por anticorpos monoclonais. A figura 1 (B-3) apresenta o 

padrão de LPS dos imunotipos L3,7,9 e L8 da cepa de N. meningitidis 

8:4:P1 .15 L3,7,9,8 e na figura 1(8-4, e 8-5) observamos o perfil eletroforético 

dos LPS purificados L3,7,9 (4,5 kDa) e L8 (3,6 kDa). Na figura 1 observamos 

também a reatividade dos LPS L3,7,9 (figura 1C-6) e L8 (figura 1C-7) da cepa 

de N. meningitidis B:4:P1 .15 L3,7,9,8 com os respectivos anticorpos 

monoclonais anti-L3,7,9 (48E12-C10-L3,7,9) e anti-L8 (6E7-10-L8). 
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Após caracterizarmos a presença dos imunotipos de LPS L3,7,9 e L8 na 

cepa de N. meningitidis B:4:P1.15 L3,7,9,8, realizamos a seleção das colônias 

com maior e menor expressão destes dois imunotipos por meio de "colony-blot". 

Com a obtenção das cepas selecionadas B:4P1.15 L3,7,9t, B:4P1 .15 L3,7,9,l,, 

B:4P1 .15 L8t e B:4P1.15 L8,l,, procedemos à extração de OMCs de cada uma 

das cepas e comparamos o perfil eletroforético dessas preparações 

antigênicas. 
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~igura 2: Pe,:til de peptfdeos de suspensão de células bacterianas ínte ras 
( 'w_hole-cel/s ') e OMC _ das de N. meningitidis B:4:P1 .15 selecionadas ~om 
anticorpos monoclona,s. Eletroforese em gel de poliacrilamida (13%) 
colo~ção por Coomassie Blue: (1) B:4:P1 .15 L3,7,9t w.c.; (2) B:4:P1 .15 L3 7 gt 
OMC, -(3) B:4:P1 .15 L3,7,9,I, w.c., (4) B:4:P1 .15 L379,I, OMC· (5) Padrã d p

1

' 

Molecular. • • • o e eso 



RESUl i A.DGS 

1 2 3 4 5 

94 
67 

43 

30 

20 

14 

Figura 3: Perfil de peptldeos de suspensão de células bacterianas integras ("whole
ce/ls'1 e OMC das cepas de N. meningitidis B:4:P1.15 selecionadas com anticorpos 
monoclonais. Eletroforese em gel de poliacrilamida (13%) e coloração por 
"Coomassie Blue": (1) B:4:P1 .15 L8t w.c.; (2) B:4:P1.15 L8t OMC; (3) B:4:P1 .15 L8,I, 
w.c., (4) B:4:P1 .15 L8,I, OMC; (5) Padrão de Peso Molecular. 
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As figuras 2 e 3 mostram o perfil eletroforético de suspensão de células 

bacterianas íntegras ("whole-ce/1s') e OMC da cepa de N. meningitidis 

B:4:P1.15 L3,7,9t, L3,7,9t, L8t, L8t selecionadas por "colony-blot" com 

anticorpos monoclonais anti- L3,7,9 e L8. As diferentes preparações antigênicas 

apresentam antígenos predominantes na faixa de 30 - 90 kDa. A análise entre 

as cepas permitiu verificarmos que não houve uma diferença significativa 

quando comparamos o padrão de peptídeos apresentado pelas suspensões de 

células bacterianas íntegras e OMCs das cepas analisadas. Observamos um 

aumento da intensidade de coloração para os peptídeos de 70 kDa, classe 1 

(46 kDa), classe3 (38 kDa), classe 4 (33 kDa) e classe 5(28 kDa). 

Independentemente da seleção para L3,7,9 ou L8, não observamos diferenças 

significativas quanto ao padrão de peptideos após a coloração por "Coomassie 

Blue". 
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Como nas epidemias de meningite meningocócica estão envolvidos 

meningococos de diversos sorotipos e subtipos, é de fundamental importância a 

análise da reatividade cruzada por anticorpos induzidos pela preparação vacinai 

em estudo. Nesse sentido utilizamos cepas de N. meningítidis prevalentes em 

epidemias ocorridas no Brasil. 
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Figura 4: Perfil de peptideos de suspensão de células bacterianas Integras 
("who/e-ce//s'1 de cepas de N. meningltidis após eletroforese em gel de 
poliacrilamida (13%) e coloração por "Coomassie Blue": (1) w.c. B:4:P1 .15 
L3,7,9,8; (2) w.c. B:4.P1 .9; (3) w.c. B:14:NT; (4) w.c. C:2a:P12; (5) w.c. B:4:NT; (6) 
Peso molecular. 

A figura 4 mostra o perfil eletroforético de diferentes cepas de N. meningítidis 

utilizadas nos estudos de reatividade cruzada por meio de ELISA e 

"lmmunoblotting". Podemos observar por meio da coloração por "Comassie 

Blue" a predominância de peptfdeos na faixa entre 30 e 94 kDa, mostrando um 

perfil homogêneo das cepas utilizadas em nossos estudos. 
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3b. CITOMETRIA DE FLUXO 

Como descrito em Materiais e Métodos selecionamos por •colony-blof', 

colônias que apresentaram maior ou menor reatividade com os anticorpos 

monoclonais 4BE12-C10 (anti-L3,7,9) e 6E7-10 (anti-L8), isto é, foi feita uma 

seleção de colônias da cepa B:4:P1 .15 L3,7,9 L8 com maior (i) ou menor (J..) 

expressão dos imunotipos L3, 7 ,9 e L8. Após a seleção, as cepas foram 

analisadas por citometria de fluxo para controle da expressão dos LPS dos 

imunotipos L3,7,9 e L8. A porcentagem de expressão desses imunotipos na 

membrana externa bacteriana de N. meningitidis pode ser analisada na figura 5. 

Utilizamos como controle positivo da reação o anticorpo monoclonal 

8C7Br1 (anti- 50 kDa) mostrado em (a) e como controle negativo um anticorpo 

monoclonal do isótipo lgG não relacionado (b). Verificamos pelos resultados 

que a cepa B:4:P1 .15 L3,7,9,8 utilizada em nossos estudos expressou 9,7% de 

LPS do imunotipo L3,7,9 (c) e as cepas B:4:P1.15 selecionadas para maior ou 

menor expressão de LPS do imunotipo L3,7,9 expressam respectivamente 

29,1% (d) e 1,3% (e). A expressão de L8 pela cepa B:4:P1.15 L3,7,9,8 foi de 

6,5% (f), enquanto na cepa B:4:P1 .15 selecionada para maior expressão de L8 

foi de 14,8% (g) e na cepa de menor expressão foi de 0,72% (h). 
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3.c ELISA: 

Por ELISA pudemos analisar: 

anticorpos dos isótipos M, G e A no 30° e 60° dia após imunização pela 

via intramuscular; 

anticorpos dos isótipos M, G e A no 35° dia após a imunização pela via 

intra nasal; 

reatividade de anticorpos dos isótipos lgG e lgA para cepas heterólogas 

de N. meningitidis presentes em pools de soros de camundongos imunizados 

pela via intranasal; 

reatividade de anticorpos dos isótipos lgM, lgG e lgA presentes em pools 

de salivas de camundongos imunizados pela via intranasal; 

- presença nos pools de soros de anticorpos dos isótipos M, G e A quatro 

meses e um ano após imunização pela via intranasal. 

Para esse ensaio preparações de células bacterianas íntegras de N. 

meningitidis foram utilizadas na sensibilização das placas de ELISA. 

3.c.1 REATIVIDADE DE ANTICORPOS DOS ISÓTIPOS lgM, lgG E lgA 

PRESENTES NOS POOLS DE SOROS DE CAMUNDONGOS BALB/c 

OBTIDOS NO 30º E 60° DIA APÓS IMUNIZAÇÃO PELA VIA 

INTRAMUSCULAR COM OMC DE CEPAS HOMÓLOGAS DE N. 

MENINGITIDIS B:4:P1.15 SELECIONADAS PARA EPÍTOPOS DE LPS 

(L3,7,9t, L3,79,l,, L8t E L8,l,). 

Os anticorpos dos isótipos lgM, lgG e lgA produzidos pelos camundongos 

imunizados pela via intramuscular foram quantificados utilizando-se como 

antígeno suspensões de células bacterianas integras de cepas de N. 

meningitidis B:4:P1 .15 com as diferentes seleções de imunotipo de LPS 

(L3,7,9i, L3,7,9J., LSt e LS-!-). As amostras de soros utilizadas foram obtidas no 

30º e 60º dia após imunização. 
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As figuras 6, 7 e 8 apresentam a quantidade de anticorpos dos isótipos 

lgM, lgG e lgA presentes nos soros de camundongos imunizados pela via 

intramuscular. Não pudemos detectar a presença dos anticorpos dos isótipos 

lgM (figura 6) e lgA (figura 8) no soro dos camundongos, entretanto anticorpos 

do isótipo lgG (figura 7) puderam ser detectados já a partir do 30° dia após a 

imunização. Um significante aumento nos títulos desses anticorpos puderam 

ser detectados após o "booster" (no 60° dia após imunização, figura 7). Não 

observamos diferenças significativas no título de anticorpos do isótipo lgG 

presentes nos soros de camundongos imunizados com OMC para as diferentes 

seleções do imunotipo de LPS de N. meningitidis. 
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RESULTADOS 

3.c.2 REATIVIDADE DE ANTICORPOS DOS ISÓTIPOS lgM, lgG E lgA 

PRESENTES NOS SOROS DE CAMUNDONGOS BALB/c OBTIDOS NO 35º 

DIA APÓS IMUNIZAÇÃO PELA VIA INTRANASAL COM OMC DE CEPAS 

HOMÓLOGAS DE N. MENINGITID/S B:4:P1.15 SELECIONADAS PARA 

EPÍTOPOS DE LPS (L3,7,9t, L3,79-i, LBt E LB-i). 

Nas figuras 9, 10 e 11 analisamos a reatividade homóloga de anticorpos 

dos isótipos lgM, lgG e lgA presentes nos soros de camundongos imunizados 

pela via intranasal com OMC das cepas B:4:P1 .15 selecionadas. 

Não pudemos verificar a presença de anticorpos dos isótipos lgM no soro 

de camundongos imunizados com OMC das cepas de N. meningitidis 

selecionadas, entretanto anticorpos dos isótipos lgG e lgA foram detectados, 

independente da seleção para os imunotipos L3,7,9 e L8. Anticorpos do isótipo 

lgG foram detectados em maior quantidade no soro de camundongos 

imunizados com OMC das cepas L3,7,9 e não dependeu da quantidade de 

expressão desse imunotipo. Anticorpos do isótipo lgG também foram 

detectados nos soros de camundongos imunizados com OMC de cepas 

selecionadas para L8 só que em menor quantidade. 

Nesse estudo pudemos observar também uma diferença significativa 

quanto ao nível de anticorpos do isótipo lgA presentes nos soros de 

camundongos imunizados com OMC das cepas selecionadas para o imunotipo 

L3,7,9. 
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RESULTADOS 

3c.3 REATIVIDADE CRUZADA PARA CEPAS HETERÓLOGAS DE N. 

MENINGITIDIS POR ANTICORPOS DOS ISÓTIPOS lgM, lgG E lgA, 

PRESENTES NOS SOROS DE CAMUNDONGOS BALB/c IMUNIZADOS 

PELA VIA INTRANASAL COM OMC DE CEPAS B:4:P1.15 L3,7,9t E 

B:4:P1.15 L8t. 

No estudo da reatividade cruzada para diferentes cepas de N. meningtidis, 

o nível de anticorpos dos isótipos lgM, lgG e lgA foram determinados nos soros 

de camundongos obtidos quatro meses após imunização pela via intranasal 

com OMC das cepas B:4:P1.15 L3,7,9i e B:4:P1.15 urt. 
As figuras 12, 13 e 14 apresentam a quantidade de anticorpos dos isótipos 

lgM, lgG e lgA de reatividade cruzada presentes nos soros de camundongos 

imunizados com OMC das cepas selecionadas para o imunotipo L3,7,9, onde 

uma reatividade preferencial pode ser observada para os anticorpos dos 

isótipos lgG e lgA. 

Nas figuras 15, 16 e 17, verificamos a quantidade de anticorpos dos 

isótipos lgM, lgG e lgA de reatividade cruzada nos soros de camundongos 

imunizados com OMC das cepas selecionadas para o imunotipo L8. Anticorpos 

de reatividade cruzada dos isótipos lgG e lgA também puderam ser detectados 

nos soros de camundongos imunizados com OMC da cepa B:4:P1 .15 L8t, 

porém em menor quantidade do que L3,7,9. 

Nessa análise não observamos diferenças de reatividade por anticorpos 

dos isótipos lgG e lgA presentes nos soros de camundongos imunizados com 

OMC das cepas com maior expressão dos imunotipos L3,7,9 e L8. 

Como esperado, não observamos reatividade de anticorpos do isótipo lgM 

para as cepas de N. meningitidis utilizadas. 
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3.c.4 REATIVIDADE DE ANTICORPOS DOS ISÓTIPOS lgM, lgG E lgA 

PRESENTES NOS POOLS DE SALIVAS DE CAMUNDONGOS BALB/c 

OBTIDAS 1 ANO APÓS DA IMUNIZAÇÃO PELA VIA INTRANASAL COM 

OMC DE CEPAS HOMÓLOGAS DE N. MENINGITIDIS B:4:P1.15 

SELECIONADAS PARA EPÍTOPOS DE LPS. 

As figuras 18, 19, 20 apresentam, respectivamente, a reatividade dos 

anticorpos dos isótipos lgM, lgG e lgA presentes nos pools de salivas de 

camundongos obtidas após 1 ano da imunização pela via intranasal com OMC 

das cepas selecionadas para diferentes imunotipos de LPS. Observamos pelos 

resultados que, independentemente da seleção realizada, só detectamos a 

presença de anticorpos do isótipo lgA 

Não observamos diferenças significativas na quantidade de anticorpos do 

isótipo lgA presentes nas salivas dos camundongos com OMC das cepas 

selecionadas para os diferentes imunotipos. 
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3.c.6 REATIVIDADE OE ANTICORPOS DOS ISÓTIPOS lgM lgG E lgA 

PRESENTES NOS SOROS DE CAMUNDONGOS BALB/c OBTIDOS 4 

MESES E 1 ANO APÓS IMUNIZAÇÃO PELA VIA INTRANASAL COM CEPAS 

HOMÓLOGAS DE N. MENINGITID/S SELECIONADAS PARA EPÍTOPOS DE 

LPS (L3,7,9t, L3,7,9,I.., L8t E L8,I..). 

Para analisarmos se pela via de imunização intranasal as preparações 

antigênicas selecionadas para LPS seriam efetivas na indução de células de 

memória, avaliamos a presença de anticorpos dos isótipos lgM, lgG e lgA nos 

soros de camundongos obtidos 4 meses e 1 ano após a imunização pela via 

intranasal. Os camundongos receberam uma dose-desafK>, com OMC das 

cepas homólogas de N. meningitidis B selecionadas para imunotipos de LPS, 

uma semana antes da obtenção do soros. 

Nas figuras a seguir, observamos a reatividade de anticorpos dos isótipos 

lgM (figura 21 ), lgG (figura 22) e lgA (figura 23) presentes nos soros utilizados 

neste estudo. Podemos observar a presença de anticorpos do isótipo lgM após 

1 ano da imunização pela via intranasal, com uma diferença não significativa 

nos níveis de anticorpos detectados nos soros de camundongos imunizados 

com OMC das cepas B:4:P1.15 selecionadas. 

Na ftgura 22 verificamos altos níveis de anticorpos do isótipo lgG, mas 

podemos observar um nível menor de anticorpos desse isótipo após 1 ano da 

imunização pela via intranasal. Quanto aos anticorpos do isótipo lgA, 

verificamos altos títulos e podemos perceber que os níveis de anticorpos desse 

isótipo se mantiveram praticamente constantes quando utilizamos os soros de 

camundongos imunizados com OMC da cepa B:4:P1.15 L3,7,9t e B:4:P1.15 

LB.J-, enquanto nos soros dos camundongos imunizados com OMC de 

B:4:P1.15 L3,7,9,I.. e B:4:P1.15 LBt há uma diminuição dos níveis de anticorpos 

desse isótipo. 

Quanto à seleção, observamos que as maiores quantidades de anticorpos 

do isótipo lgG foram obtidos quando utilizamos soros de camundongos 



76 

RESULTADOS 

imunizados com OMC da cepa B:4:P1.15 L3,7,9t e B:4:P1.15 L3,7,9..l,, 

entretanto não verificamos djferenças entre cepas de maior ou menor 

expressão dos imunotipos analisados. 

Ojferenças signjficativas na quantidade de anticorpos do isótipo lgA e lgM 

não foram observadas quando utilizamos soros de camundongos imunizados 

com OMC das cepas selecionadas. 
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RESULTADOS 

3d. "lmmunoblotting" 

Por meio de "/mmunobloting", pudemos observar a especificidade dos 

anticorpos dos isótipos lgM, lgG e lgA presentes nos soros de camundongos 

BALB/c imunizados pela via de imunização intranasal e intramuscular com OMC 

das cepas B:4:P1 .15 selecionadas. Tanto a imunorreatividade específica para 

cepas B:4:P1 .15 selecionadas como a reatividade cruzada para diferentes 

cepas de N. meningitidis foram avaliadas nesse estudo. Analisamos também 

por "lmmunoblotting" a reatividade de anticorpos dos isótipos lgA presentes na 

saliva dos camundongos imunizados pelas vias intranasal e intramuscular. 

Para realização deste ensaio, suspensões de células bacterianas íntegras 

e OMC das cepas selecionadas foram separados por SDS-PAGE e transferidas 

para uma membrana de nitrocelulose. Anticorpos monoclonais contra proteínas 

da classe 1, classe 2, classe 4, classe 5, 50 kDa e contra o LPS foram utilizados 

como marcadores do posicionamento de peptídeos da membrana externa 

bacteriana. 

3.d.1 REATIVIDADE DE ANTICORPOS DOS ISÓTIPOS lgM, lgG E lgA 

PRESENTES NOS SOROS DE CAMUNDONGOS BALB/C OBTIDOS 30 DIAS 

APÓS IMUNIZAÇÃO PELA VIA INTRAMUSCULAR COM OMC DAS CEPAS 

HOMÓLOGAS DE N. MENINGITIDIS B:4:P1.15 SELECIONADAS PARA 

EPÍTOPOS DE LPS: 

Nas figuras 24, 25, 26, 27, podemos analisar o padrão de reconhecimento 

obtido por meio de "lmmunoblotting" dos soros de camundongos BALB/c 

imunizados com OMC de cepas B:4:P1 .15 L379t (figura 24), B:4:P1 .15 L379-l, 

(figura 25), B:4:P1.15 L8t (figura 26) e B:4:P1.15 L8.J.. (figura 27) pela via 

intramuscular, mostrando a especificidade para proteínas de células 

bacterianas íntegras (A, C e E) e OMC (B, D e F) de anticorpos dos isótipos lgG 

(A e B), lgA (C e D) e lgM (E e F) presentes nos soros de camundongos após 

imunizados com OMC. Nas tabelas 2 e 3, analisamos os peptídeos 
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RESULTADOS 

reconhecidos pelos anticorpos para cepas de N. meningitidis B:4:P1 .15 

homólogas selecionadas por anticorpos monoclonais. 

Por meio de "lmmunoblotting" não houve reatividade de anticorpos dos 

isótipos lgM e lgA para peptídeos de N. meningitidis das cepas selecionadas. 

Os anticorpos do isótipo lgG reconheceram proteinas das classes 1, 2, 5, 

peptídeos de 50kDa e acima de 50 kDa nas suspensão de células bacterianas 

integras e OMC das cepas B:4:P1 .15 selecionadas. 

Nas preparações antigênicas utilizadas, um número maior de peptídeos foi 

reconhecido por anticorpos do isótipo lgG presentes nos soros de 

camundongos imunizados com OMC das cepas B:4:P1.15 L3,7,9-l- e B:4:P1.15 

L8t. Um padrão mais restrito de reconhecinento foi observado por anticorpos 

do isótipo lgG presentes nos soros de camundongos imunizados com OMC das 

cepas B:4:P1.15 l379t e B:4:P1.15 L8-l- tanto para preparações bacterianas 

integras como para OMC de N. meningitidis. 
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Figura 24 : Reatividade homóloga de anticorpos dos iaótipos lgG, lgA • lgM p.....-.ln nos soros de 

camundongos BALB/c imunizados pela via intramuacular com OMC da cepa de N. menlngltldls B:4:P1.15 

(L379 t). A- Reatividade de anticorpos igG contra ~ bectarie,- Integras de cepa B:4:P1.15 (L3,7,9 t), 

B- Reatividade de anticorpos lgG contra OMC dl cepa B:4:P1.15 (L3,7,9 t), e- ReetMdade de anticorpos 19' 

contra células bacterianas integras da cepa B:4:P1.15 (L3,7,9 t), D- ReatMdade ~ •itlcolpos igA contrll OMC de 

cepa B:4:P1.15 (L3,79 t), E- Rulivldade de anticorpos lgM contra~ bacteria,- lnlegras dll cepa B:4:P1.15 

(L3,79 t), F- Reatividade de anticorpos lgM contra OMC de oepa B:4:P1.15 (L3,7'9 t). 1- O ela, 2- 30 ela ~ 

imunizaçlo, 3 e 4- Reatividade oo. anlJcorpos monoclonaia contrll i:in:-1,- dll memtnna utema de N. 

menlngit/dis B: •- 50 kDa, b- ciaue 1 (43 kOII), c- claNe 2 («> kDa), d- ciaae 4 (34 kDa), e- dlNe 5 (28 kDa), 

,_ contra LPS. A esquerda de cada ron (A,B,C,D,E,F) Ntlo os ~ de pNO molecular. 
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Figura 25 : RHtlvldade homóloga de anticorpos doa laótlpoa lgG, lgA • lgM prnentn nos soros de 

camundongos BALB/c Imunizados pela vl1 lntramuscular com OMC da cepa de N. trHllllnflltldl• B:4:P1.15 

(L379J.). A· Reatividade de anticorpos lgG contra células bacterianas Integras da cepa B:4:P1.15 (L3,7,9 J.), 

8- Reatividade de anticorpos lgG ~ra OMC da cepa B:4:P1.15 (L3,7,9 J.), e- Reatividade de anticorpos lgA 

contra células bacterianas Integras da cepa B:4:P1.15 (L3,7,9 J.), D- Reatividade de anticorpos lgA contra OMC da 

cepa B:4:P1.15 (L3,79 J.), E- Reatividade de anticorpos lgM contra células bacterianas integras da cepa B:4:P1.15 

(L3,79 J.), F- Reatividade de anticorpos lgM contra OMC da cepa 8:4:P1.15 (L3,79 J.). 1· O dia, 2- 30 elas após 

Imunização, 3 e 4- Reatividade dos anticorpos monoclonals contra protelnas de membrana externa de N. 

meningítldis B: a- 50 kDa, b- classe 1 (43 kDa). C• dasae 2 (40 kDa). d- dasse 4 (34 kDa), e- dasse 5 (28 kDa). 

f. contra LPS. A esquerda de cada figura (A,B,C,D,E,F) estio 01 padrões de peso molecular. 
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Figura 26 : Reatividade homóloga de anticorpos doa ls6tlpos lgG, lgA • lgM presentes nos soros de 

camundongos BALB/c Imunizado• pala via lntramuscular com OMC da cepa de N. menlngltldls B:4:P1 .15 

(L8 1'). A- Reatividade de anticorpos lgG contra células bacterianas Integras da cepa B:4:P1.15 (L8 1'), 

e- Reatividade de anticorpos lgG contra OMC da cepa B:4:P1 .15 (L8 1'), e- Reatividade de anticorpos lgA contra 

células bacterianas Integras da cepa B :4:P1.15 (L8 i), D- Reatividade de anticorpos lgA contra OMC da cepa 

B:4:P1 .15 (L8 i), E- Reatividade de anticorpos lgM contra células bacterianas integras de cepa B :4:P1 .15 (L8 1'), 

F- Reatividade de anticorpos lgM contra OMC da cepa B:4:P1.15 (L8 i). 1- O dia, 2- 30 dias apôs lmunizaçlo, 3 • 

4- Reatividade dos anticorpos monoclonais contra protelnas de membrana externa de N. menJngltidls B: • 50 kOa, 

b- classe 1 (43 kDa), e- classe 2 (40 kDa), d· classe 4 (34 kOa), e- classe 5 (28 kOa), f• contra LPS. A esquerda 

de cada figura (A,B,C,D,E,F) estão os padrões de peso molecular. 
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Figura 27 : Reatividade homóloga de anticorpos do• lsótlpos lgG, lgA e lgM p,.sentes no• soros de 

camundongos BALB/c Imunizados pela via lntramuscular com OMC da cepa de N. menlngltldls B:4:P1.15 

(L8J.). A- Reatividade de anticorpos lgG contra células bacterianas Integras da cepa B :4:P1.15 (L8 J.), 

B- Reatividade de anticorpos lgG contra OMC da cepa B:4:P1.15 (L8 J.), C- Reatividade de anticorpos lgA contra 

células bacterianas Integras da cepa B:4:P1.15 (L8 J.), D- Reatividade de anticorpos lgA contra OMC da cepa 

B:4:P1 .15 (L8 J.), E- Reatividade de anticorpos lgM contra células bacterianas integras da cepa B :4:P1.15 (L8 J.), 

F- Reatividade de anticorpos lgM contra OMC da cepa B :4:P1.15 (L8 J.). 1- O dia, 2- 30 dias após imunização, 3 e 

4- Reatividade dos anticorpos monoclonals contra protelnas de membrana externa de N. meningitldls B: a- 50 

kDa, b- classe 1 (43 kDa), c• classe 2 (40 kDa), d- classe 4 (34 kDa), e- classe 5 (28 kDa), f. contra LPS. À 

esquerda de cada figura (A,B,C,D,E,F) estão os padrões de peso molecular. 
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TABELA 3: RECONHECIMENTO DE P~PTÍDEOS DE CEPAS DE N. MENINGff/DIS 
B:4:P1.15 SELECIONADAS PARA EPITOPOS DE LPS USANDO ANTICORPOS 
MONOCLONAIS COMO MARCADORES. Reatividade de anticorpos do isótipo lgG presentes 
nos soros de camundongos BALB/c obtidos 30 dias após imunização pela via intramuscular. 

Grupos de Proteínas de "whole- Proteínas de OMC 
camundongos cells" reconhecidas reconhecidas · 

Grupo 2 ( imunizado e/ Classe _5 (28kDa) -
L3,7,9t) . ; •' .... . 

Grupo 4 (imunizado e/ 50kDa 
L3,7,9J..) Classe 1 (43kDa) e Classe 1 (43kDa) . 

Classe 2 (38kDa) 
.. -· Classe 5 (28kDa) . -· Classe 5 (28kDa) .· 

Grupo 8 (Imunizado e/ 
L8t) Classe 1 (43kDa) 50kDa 

.. Classe 5 (28kDa) - Classe 1 (43kDa) 
Classe 5 (28kDa) 

Grupo 6 (imunizado e/ - -
L8,I,) 

O uso de anticorpos monoclonais como marcadores permitiu uma 

melhor caracterização de peptídeos de N. meningitidis reconhecidos por 

anticorpos do isótipo lgG presentes nos soros de camundongos imunizados 

com OMC das cepas selecionadas para LPS. 

' 
3.d.2 REATIVIDADE DE ANTICORPOS DOS ISÓTIPOS lgM, lgG E lgA 

PRESENTES NOS SOROS OE CAMUNDONGOS BALB/C OBTIDOS 35 

DIAS APÓS IMUNIZAÇÃO PELA VIA INTRANASAL COM OMC DAS 

CEPAS HOMÓLOGAS DE N. MENINGITIDIS B:4:P1.15 SELECIONADAS 

PARA EPÍTOPOS DE LPS: 

As figuras a seguir apresentam os resultados da especificidade para, . 

· suspensão de células bacterianas íntegras e OMC de anticorpos presentes 

nos soros de camundongos BALB/c imunizados com OMC de cepas 

B:4:P1 .15 L379t (figura 28), B:4:P1 .15 L379J.. (figura 29), B:4:P1.15 L8t 

(figura 30) e B:4:P1 .15 L8i (figura 31) pela via intranasal. Essa análise foi 

realizada por meio de soros de camundongos obtidos após sangria pelo 

plexo oftálmico no 35° dia após imunização. 
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As tabelas 4, 5 e 6 mostram os peptídeos de N. meningítídis 

reconhecidos pelos anticorpos lgM, lgG e lgA presentes nos soros de 

camundongos imunizados pela via intranasal. 

O reconhecimento por anticorpos é evidente no 35° dia após a 

imunização, onde peptídeos na faixa de 18 à 120 kDa foram reconhecidos 

por anticorpos do isótipo lgG e lgA presentes nos soros de camundongos 

imunizados com OMC obtidos de cepas de N. meningítidis selecionadas. 

Observamos um padrão diferente de reconhecimento para "who/e-cellsn por 

anticorpos do isótipo lgG quando OMC das cepas selecionadas para maior 

('t) ou menor (J..) expressão de LPS L3,7,9 e L8 foram utilizadas na 

imunização de camundongos. Anticorpos do isótipo lgG presentes nos soros 

de camundongos imunizados com OMC da cepa selecionada para o 

imunotipo L8 apresentaram um padrão mais restrito de reconhecimento de 

antígenos. Os peptídeos de 50 kDa e 120 kDa não foram reconhecidos por 

anticorpos do isótipo lgG quando OMC da cepa de menor expressão de 

L3,7,9 foi utilizada e os peptídeos de 38 kDa, 50 kDa e 120 kDa quando 

OMC da cepa de menor expressão de L8 foi utilizada. 

Em relação ao reconhecimento antigênico de peptídeos de N. 

meningitidis por anticorpos do isótipo lgA (presentes nos soros de 

camundongos imunizados com OMC de cepas selecionadas para L3,7,9 ou 

L8), o padrão mais complexo de reconhecimento de antígeno foi 

apresentado para suspensões de células bacterianas íntegras das cepas 

selecionadas. Diferenças quanto ao padrão de reconhecimento por 

anticorpos do isótipo lgA para peptídeos presentes em suspensões de 

células bacterianas íntegras das cepas selecionadas também foi observada. 

Proteínas da classe 4 foram reconhecidas por anticorpos do isótipo lgA 

presentes nos soros de camundongos imunizados com OMC das cepas com 

maior e menor expressão de L3,7,9. 

Observamos, com a seleção para L3,7,9 e L8, um padrão mais restrito 

de reconhecimento de antígenos por anticorpos dos isótipos lgG e lgA 

quando foi utilizado OMC de cepas selecionadas, sendo que foram 

reconhecidos mais peptídeos acima de 50 kDa de OMC. 
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Figura 28 : Reatividade homóloga de anticorpo• dos lsótlpoa lgG, lgA e lgM presente• nos soros de 

camundongos BALB/c Imunizados pala via lntranasal com OMC da cepa de N. menlnr,ltldls B:4:P1.15 

(L379 t). ~ Reatividade de anticorpos lgG contra cêlulas bacterianas Integras da cepa B:4:P1.15 (L3,7,9 t). 

~ Reatividade de anticorpos lgG contra OMC da cepa B:4:P1.15 (L3,7 ,9 t), C- Reatividade de anticorpos lgA 

contra células bacterianas Integras da cepa B:4:P1.1 5 (L3,7,9 t), D- Reatividade de anticorpos lgA oontra OMC 

da cepa B:4:P1.15 (L3,79 t), E- Reatividade de anticorpos lgM contra cêlulas bacterianas Integras da cepa 

B :4:P1 .15 (L3,79 t), F- Reatividade de anticorpos lgM contra OMC da cepa B:4:P1 .15 (L3,79 t). 1- O dia, 2- 35 

dias após imunização, 3 e 4- Reatividade dos anticorpos monoclonais contra protelnas de membtana externa 

de N. meningitidis B: a- 50 kDa , b- classe 1 (43 kDa), c- classe 2 (40 kDa), d- classe 4 (34 kDa), e- classe 

5 (28 kDa), f - contra LPS. À esquerda de cada figura (A,B,C,D,E,F) estio os padrões de peso molecular. 
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Fig ura 29 : Reatividade homóloga de anticorpos dos lsótlpos lgG , lgA • lgM preHntes nos soros de 

camundongos BALB/c Imunizados pala via intranasal com OMC da cepa de N. menlngltldl• B :4:P1.15 

(L379J.). A- Reatividade de anticorpos lgG contra células bacterianas Integras da cepa B:4:P1.15 (L3,7,9 J.), 

B- Reatividade de anticorpos lgG contra OMC da cepa B:4:P1 .15 (L3,7,9 J.), C- Reatividade de anticorpos lgA 

contra células bacterianas Integras da cepa B:4:P1.15 (L3,7,9 J.), D- Reatividade de anticorpos lgA contra OMC 

da cepa B:4:P1.15 (L3,79 J.), E- Reatividade de anticorpos lgM contra celulas bacterianas integras da cepa 

B:4:P1 .1 5 (L3,79 .!.), F- Reatividade de anticorpos lgM contra OMC da cepa B :4:P1.15 (L3,79 J.). 1- O dia, 2- 35 

dias após imunização , 3 e 4- Reatividade dos anticorpos monoclonals contra protelnas de membrana externa de 

N. meningitldls B: a- 50 kDa • b- classe 1 (43 kDa), c- classe 2 (40 kDa), d- dasse 4 (34 kDa), e- dasse 5 (28 

kDa), f. contra LPS. À esquerda de cada figura (A,B,C,D,E,F) estão os padrões de peso molecular. 
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Figura 30 : Reatividade homóloga de anticorpos dos lsótlpos lgG, lgA e lgM presentes nos soros de 

camundongos BALB/c Imunizados pela via lntranasal com OMC da cepa de N. menlngltldls B:-4:P1.15 

(L8 i). A- Reatividade de anticorpos lgG contra células bacterianas Integras da cepa B:-4:P1.15 (L8 i), 

B- Reatividade de anticorpos lgG conlra OMC da cepa B:-4:P1.15 (L8 f), C- Reatividade de anticorpos lgA 

contra células bacterianas Integras da cepa B:4:P1.15 {L8 i), D- Reatividade de anticorpos lgA contra OMC da 

cepa B:4:P1.15 (L8 f), E- Reatividade de anticorpos lgM contra células bacterianas Integras da cepa B:4:P1.15 

{L8 f), F- Reatividade de anticorpos lgM contra OMC da cepa B:-4:P1.15 (L8 f}. 1- O dia, 2- 35 dias após 

Imunização, 3 e 4- Reatividade dos anticorpos monoclonais contra protelnas de membrana extema de N. 

menlngitidls B: a- 50 kDa, b- classe 1 (43 kDa), c- classe 2 (40 kDa), d- classe 4 (34 kDa), e- classe 5 (28 

kDa), f. contra LPS. A esquerda de cada figura (A,B,C,D,E,F) estão os padrões de peso molecular. 
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Figura 31 : Reatividade homóloga doa laótlpoa de anticorpos lgG, lgA • lgM presentes nos soros de 

camundongos BALB/c Imunizados pela via lntranaaal com OMC da cepa de N. menlltflltldls B:4:P1.15 

(UJ.). A- Reatividade de antiCO(J)OS lgG contra c:61ulas bacterianas Integras da cepa B:4:P1.15 (L8 J.). 

B- Reatividade de anticorpos lgG contra OMC da cepa B:4:P1.15 (L8 J.), e- Reatividade de anticorpos lgA 

contra células bacterianas Integras da cepa B:4:P1.15 (L8 J.). O- Reatividade de anticorpos lgA contra OMC 

da cepa B:4:P1.15 (L8 J.), E· Reatividade de anticorpos lgM contra c61ulas bacterianas integras da cepa 

B:4:P1 .15 (L8 J.), F- Reatividade de anticorpos lgM contra OMC da cepa B:4:P1.15 (L8 J.). 1· O dia, 2- 35 dias 

após imunização. 3 e 4- Reatividade dos anticorpos monoclonals contra protelnas de membrana externa de N. 

meningitidis B: a- 50 kDa, b- classe 1 (43 kDa), e- classe 2 (40 kDa), d· classe 4 (34 kDa). e- dasse 5 (28 

kDa), f. contra LPS. A esquerda de cada figura (A,B,C,D,E,F) estio os padrões de peso molecular. 
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TABELA 5: RECONHECIMENTO DE PEPTÍDEOS DE SUSPENSÃO DE CÉLULA 
BACTERIANA ÍNTEGRA E OMC DE N. MENINGrrlDIS B:4:P1.15 SELECIONADAS PARA 
EPITOPOS DE LPS USANDO ANTICORPOS MONOCLONAIS COMO MARCADORES. 
Reatividade de anticorpos do isótipo lgG presentes nos soros de camundongos BALB/c obtidos 
35 dias após a imunização pela via intranasal. 

Grupos de Proteínas de "whole- Proteínas de OMC 
camundongos cells" reconhecidas reconhecidas 

Grupo 2 (imunizado c/ I• 50kDa 50kDa 
L3,7,9 t) Classe 1 (43kDa) 11 Classe 1 (43k0a) 

Classe 5 (28kOa) Classe 5 (28kDa) 
Grupo 4 (imuni~do c/ 50kOa 50kOa 
L3,7,9J.) Classe 1 (43kDa) Classe 1 (43kDa) 

Classe 5 {28kDâ) Classe 5 (2Qt<da) 
Grupo 8 (Imunizado e/ 50KDa 50kDa 
L8t) Classe 1 (43kDa) 

Classe 5 (28k0a) 

Grupo 6 (imunizado c/ 50kOa 
.. 
-

L8J.) Classe2 
. 

Classe 5 

TABELA 6: RECONHECIMENTO DE PEPTÍDEOS DAS CEPAS DE N. MENINGrrlDIS 
B:4:P1.15 SELECIONADAS PARA EPÍTOPOS DE LPS USANDO ANTICORPOS 
MONOCLONAIS COMO MARCADORES. Reatividade de anticorpos do isótipo lgA presentes 
nos soros de camundongos BALB/c obtidos 35 dias após a imunização pela via intranasal. 

Grupos de Proteínas de "whole- Proteínas de OMC 
camundongos cells"· reconhecidas reconhecidas 

Grupo 2 ( imunizado c/ . 

L3,7,9t) 50kDa 50kOa 
Classe 5 (28kDa) 

Grupo 4 (imunizado e/ 50kDa 
L3,7,9J.) ' Classe 5 (28kDa) -

Classe 1 (43kDa) 
Grupo 8 (Imunizado e/ -
L8t) 50kDa 

Classe 5 (28kDa) 
. 

Grupo 6 (imunizado e/ -
L8J.) Classe 1 (43kDa) 
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3.d.3 REATIVIDADE CRUZADA COM CEPAS HETERÓLOGAS DE N. 

MENINGITIDIS POR ANTICORPOS DOS ISÓTIPOS lgG E lgA PRESENTES 

NOS SOROS DE CAMUNDONGOS BALB/c IMUNIZADOS PELA VIA 

INTRANASAL COM OMC DAS CEPAS B:4:P1.15 L3,7,9 t OU B:4:P1.15 L8t. 

As figuras 32 e 33 apresentam, respectivamente, a reatividade cruzada 

dos anticorpos dos isótipos lgG e lgA presentes nos soros de camundongos 

BALB/c imunizados com OMC das cepas B:4:P1 .15 L379t (A), B:4:P1 .15 L8t 

(8). Observamos a reatividade para células bacterianas integras da cepa 

B:4:P1 .15 L3,7,9,8, 1 em (1), da cepa B:4:P1.9 em (2), da cepa B:14:NT em (3), 

da cepa C:2a:P1.2 em (4) e B:14:NT em (5). A análise do padrão de 

reconhecimento de peptídeos pode ser comparada na tabela 7. Os soros 

utilizados neste estudo foram obtidos 4 meses após a imunização pela via 

intranasal. 

Pelos resultados pudemos observar que os anticorpos dos isótipos lgG e 

lgA presentes nos soros de camundongos imunizados com OMC das cepas 

selecionadas apresentaram uma reatividade preferencial para antígenos de alto 

peso molecular (na faixa de 50 a 70 kDa) das cepas heterólogas utilizadas. 

Quando os camundongos foram imunizados com OMC das cepas selecionadas 

para o imunotipo L8, uma reatividade para peptídeos de 14 kDa pode ser 

observada independente da seleção do inunotipo. Na análise dos 

"lmmnoblotting" para suspensão de células bacterianas integras da cepa 

homóloga (B:4:P1.15) observamos que foram reconhecidos também peptídeos 

de 120 kDa e de 43 kDa (classe 1) e de 28 kDa (classe 5). 
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Figura 32: Estudo de reatividade cruzada de anticorpos lgG nos soros de camundongos BALB/c 

imunizados pela via lntranasal com OMC da cepa de N. menlngltldls B:4:P1 .15 (L3,7,9i) e B:4:P1 .15 

(LSÍ). A- soro de camundongos imunizados com OMC da cepa B:4:P1.15 {L3,7,9Í), B- soro de camundongos 

imunizados com OMC da cepa B:4:P1 .15 (L8i), 1- reatividade para células bacterianas integras da cepa 

B:4:P1 .15 L3,7,9,8,1 não selecionada, 2- reatividade para células bacterianas íntegras da cepa B:4:P1.9, 

3- reatividade para células bacterianas Integras da cepa B:14:NT, 4- reatividade para células bacterianas 

Integras da cepa C:2a:P1.2, 5- reatividade para células bacterianas Integras da cepa B:4:NT, 6 e 7- Reatividade 

dos anticorpos monoclonais contra proteínas de membrana externa de N. meningitidis B: a- 50 kDa . b- classe 

1 (43 kDa), c- classe 2 (40 kDa), d- classe 4 (34 kDa), e- classe 5 (28 kDa), f- contra LPS. À esquerda de 

cada figura {A, B) estão os padrões de peso molecular. 
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Figura 33: Estudo de reatividade cruzada de anticorpos lgA nos soros de camundongos BALB/c 

imunizados pela via lntranasal com OMC da cepa de N. menlngltidls B:4:P1.15 (L3,7,9Í} e B:4:P1.15 

(LBi}. A- soro de camundongos imunizados com OMC da cepa B:4:P1 .15 (L3,7,9Í}, B- soro de camundongos 

imunizados com OMC da cepa B:4:P1.15 (LBÍ}, 1- reatividade para células bacterianas Integras da cepa 

B:4:P1 .15 L3, 7,9,8, 1 não selecionada, 2- reatividade para células bacterianas Integras da cepa B:4:P1 .9, 

3- reatividade para células bacterianas Integras da cepa B:14:NT, 4- reatividade para células bacterianas 

integras da cepa C:2a:P1 .2, 5- reatividade para células bacterianas Integras da cepa B:4:NT, 6 e 

7- Reatividade dos anticorpos monoclonais contra protelnas de membrana externa de N. meningitidis B: a- 50 

kDa , b- classe 1 (43 kDa), c- classe 2 (40 kDa), d- classe 4 (34 kDa), e- classe 5 (28 kDa), f. contra LPS. 

À esquerda de cada figura (A, B) estão os padrões de peso molecular. 
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3.d.4 REATIVIDADE DE ANTICORPOS DO ISÓTIPO lgA PRESENTES 

NAS SALIVAS DE CAMUNDONGOS BALB/c OBTIDAS APÓS 1 ANO DA 

IMUNIZAÇÃO PELA VIA INTRANASAL E INTRAMUSCULAR COM OMC 

DAS CEPAS B:4:P1.15 SELECIONADAS PARA EPÍTOPOS DE LPS: 

A figura 34 mostra a reatividade dos anticorpos do isótipo lgA presentes 

nas salivas de camundongos BALB/c contra suspensão de células bacterianas 

integras (figura 34-A e 34-C) e OMC (figura 34-B e 34-D) de cepas B:4:P1 .15 

L379t (1), B:4:P1.15 L379,l,(2), B:4:P1.15 LBt (3) e B:4:P1 .15 L8,l, (4) pela via 

intranasal (figura 34-A e 34-B) e pela via intramuscular (figura 34-C e 34-0). Na 

figura 34-E não podemos observar reatividade por anticorpos do isótipo lgA 

presentes nas salivas de camundongos normais. As tabelas 8 e 9 apresentam o 

padrão de peptídeos reconhecidos por anticorpos lgA na saliva de 

camundongos imunizados pela via intranasal. 

Os peptídeos na faixa de 28 a 70 kDa foram reconhecidos por anticorpos 

do isótipo lgA presentes nas salivas, independentemente da seleção de LPS. 

Ao compararmos os resultados obtidos com as salivas de camundongos 

imunizados com OMC das cepas selecionadas para LPS observamos 

diferenças de especificidade para suspensão de células íntegras ou OMC 

somente quando utilizamos salivas de camundongos imunizados com OMC das 

cepas B:4:P1 .15 selecionadas para o LPS do imunotipo LB. Os anticorpos 

presentes nas salivas de camundongos imunizados com OMC de cepas 

selecionadas para o imunotipo LB apresentaram um padrão de reconhecimento 

maior de peptídeos do que anticorpos presentes nas salivas de camundongos 

imunizados com OMC de cepas selecionadas para o imunotipo L3,7,9. 
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Figura 34: Estudo da lnduçlo de anticorpos lgA na saliva de camundongos BALB/c Imunizados pela via 

lntranasal com OMC das cepas de N. menlngltid/s a:,:P1.15 ••lecionadas. A- Reatillidade de .-iticorpos lgA 

presentes na saliva de camundongos imunizados pela via 11tranasal - Resposta contra ailulas bacterianas Integras 

das cepas homólogas, B- Reatividade de anticorpos lgA presentes na sativa de camundongos lmuruados pela via 

intranasal - Resposta contra OMC das cepas hom0logas, C- Reatividade de antlcorpos lgA presentes na saliva de 

camundongos imunizados pela via lntramuscular - Resposta contra células baderianas Integras das cepas 

hom0logas, D- Reatividade de anticorpos lgA presentes na sativa de camundongos llnulizados pela Ilia 

lntramuscular - Resposta contra OMC das cepas hom0logas E- Reatividade lgA das saliva dos grupos normais. (1-

Resposta de anticorpos contra células bacterianas Integras da cepa B:4:P1.15 (L3.7,91'). 2- Resposta de anticorpos 

contra OMC da cepa B:4:P1 .15 (L3,7,91')). 1- resposta de anticorpos presentes na salva de camundongos 

Imunizados com OMC da cepa B:4:P1 .15 (L3, 7,91'), 2- resposta de anticorpos presentes na salva de cammdongos 

Imunizados com OMC da cepa B:4:P1.15 (L3,7,9J.), 3- resposta de .-itlcorpos presentes na saliva de camundongos 

Imunizados com OMC da cepa B:4:P1.15 (L81'), 4- resposta anticorpos presentes na saliva de camundongos 

Imunizados com OMC da cepa B:4:P1.15 (L8J.), 5 • 1- Reatividade dos anticorpos monoclonals contra protelnas de 

membrana externa de N. menlngitidis B: a- 50 kDa • b- dasse 1 (43 kDa), c- dasse 2 (40 kDa), d- classe 4 (34 

kDa), •· dasse 5 (28 kDa), f. contra LPS. A esquerda de cada figura (A,B,C,D,E) estão os padrões de peso 

molecular. 
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TABELA 8: PEPTiDEOS DE SUSPENSÃO DE CÉLULAS BACTERIANAS INTEGRAS ('WHOLE
CELLS") DE CEPAS DE N. MENINGfflDIS B:4:P1.15 SELECIONADAS PARA O IMUNOTIPO 
DE LPS RECONHECIDOS POR ANTICORPOS DO ISÓTIPO lgA PRESENTES NA SALIVA DE 
CAMUNDONGOS IMUNIZADOS PELA VIA INTRANASAL E INTRAMUSCULAR. 

Reatividade de anticorpos do isótipo lgA na saliva 
Via de knunização OMC utilizada na Peptídeos de ,.whole-cels,. de cepas homólogas 

utilizada imunização reconhecidos (kDa) 
Intra nasal L3,79t 33,65, 70 

L3,7,9..I, 33,65,70 
L8t 28, 33, 
L8..I, 28,33,65,70 

lntramuscular L3,79t -
L3,7,9..I, -
L8t -
L8..I, -

SN -

•(-):não foram reconhecidos Peptideos. 

TABELA 9: PEPTiDEOS DE OMC DE CEPAS DE N. MENINGff/D/S SELECIONADAS PARA O 
IMUNOTIPO DE LPS RECONHECIDOS POR ANTICORPOS DO ISÓTIPO lgA PRESENTES NA 
SALIVA DE CAMUNDONGOS IMUNIZADOS PELA VIA INTRANASAL E INTRAMUSCULAR. 

Reatividade de anticorpos do isótipo lgA na saliva 
Via de Imunização OMC utilizada na Peptídeos de OMC de cepas homólogas 

utilizada imunizacão reconhecidos lkDa) 

lntranasal L3,79t 33,65, 70 
L3,7,9..I, 33,65,70 
L8t 33,43,65,70 
L8..I, 28,33,38,43,65,70 

lntramuscular L3,79t -
L3,7,9..I, -
L8t -
L8..I, -

SN -

•(-):não foram reconhecidos Peptldeos. 
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RESULTADO$ 

3e. ATIVIDADE BACTERICIDA DE SOROS DE CAMUNDONGOS BALB/C 

IMUNIZADOS PELA VIA NASAL E INTRAMUSCULAR COM OMC DE N. 

MENINGITID/S B SELECIONADAS PARA OS IMUNOTIPOS DE LPS L3,7,9 E 

L8. 

Tabela 10: Títulos de atividade bactericida dos soros de camundongos imunizados pela 

via intranasal e intramuscular. 

Cepa B:4:P1.15 Soros de camundongos Soros de camundongos 

i.n (após 35 i.m (após 60 i.n. (após 1 i.m. (após 1 

dias) dias) ano de ano de 

imunização imunização) 

L3,7,9 t 1/512 1/32000 1/1024 1/64000 

L3,7,9J 1/1024 1/16000 1/512 1/32000 

LB t 1/2048 1/64000 1/1024 1/64000 

LBJ 1/512 1/16000 1/512 1/32000 

Outro ponto de relevância no desenvolvimento de uma vacina contra o 

meningococo B é a avaliação da capacidade protetora dos anticorpos induzidos 

pela preparação vacinai que é medida por meio da atividade bactericida, ou 

seja, lítica dos anticorpos induzidos. Neste estudo os títulos de anticorpos 

bactericidas foram detenninados pela diluição do soro onde houve uma redução 

de 50% das colônias bacterianas. 

Não observamos diferenças significativas na capacidade dos anticorpos 

bactericidas capazes de destruir o rneningococo com soros de camundongos 

imunizados com OMC das cepas B:4:P1 .15 selecionadas para epítopos de 

LPS, pois, indendentemente da seleção e/ou expressão dos imunotipos de LPS, 

estes soros apresentaram uma boa capacidade de destruição. 
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* Os resultados da especificidade de anticorpos do isótipo lgG para 

peptídeos de suspensão de células bacterianas íntegras dos soros dos 

camundongos imunizados pela via intramuscular e intranasal utilizados no 

ensaio bactericida são mostrados na figura 35 e, na tabela 11, descrevemos os 

peptídeos reconhecidos por anticorpos presentes nos soros obtidos 60 dias 

após a imunização pela via intramuscular. A descrição dos peptídeos 

reconhecidos pelo soro obtidos 35 dias após imunização intranasal é mostrada 

na tabela 4. Observamos que os anticorpos presentes nos soros de 

camundongos imunizados pela via intranasal e intramuscular são direcionados 

para peptídeos de 3, 5 a 11 0kDa que podem ter atividade bactericida. 

TABELA 11: Peptídeos de suspensão de células bacterianas íntegras e OMC reconhecidos por 
anticorpos dos isótipos lgM, lgG e lgA presentes nos soros de camundongos imunizados pela via 
intramuscular com OMC das cepas B:4:P1 .15 selecionadas para maior ou menor expressão dos 

' LPS dos imunotipos L3,7,9 e L8. 

Imunização lntramuscular 
lsótipo de OMC utilizada na Peptídeos de "whol~ells" n,conhecídos (kDa) 

imunoglobulina imunização Soro Normal Após 60 dias 
lgG L3,7,9 t - 18,28,33,46, 70,110 

L3,7,9 .J, - LP.S, 33, 43, 46, 50, 65, 70, 
110,120 

L8 t - 28, 33, 43, 63, 65, 70, 11 O 
L8 .J, - LPS, 28, 46, 50, 70 

I 
• (-): não foram reconhecidos Peptldeos. / 
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Figura 35 : Reat ividade de anticorpos do lsótlpo lgG presentn nos soros de camundongos BALB/c 

Imunizados pela via lntramuscular com OMC da cepa de N. meningitid is B:4:P1.15 seleclonada para epltopos 

de LPS. A- Reallllidade contra suspensão de células baderianas Integras da cepa B:4:P1.15 (L3,7,9 1'). B

Reatividade contra suspensão de células bacterianas Integras da cepa B:4:P1.15 (L3,7,9 J.). C- Reatillidade contra 

células bacterianas Integras da cepa B:4:P1.15 (L8 1'). D- Reatividade contra suspensao de células bacterianas 

Integras da cepa B:4:P1.15 (L8 J.). 1- o dia, 2- 35 dias apôs ímuniz.açao pela via intranasal, 3- 60 dias após 

imunizaçao pela Ilia intramuscular. A esquerda de cada figura (A,B.C.D,E,F) estio os padrões de peso molecular. 
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IV- DISCUSSÃO 

Os resultados apresentados neste trabalho abordaram o estudo das 

respostas anticorpo-específico principalmente em camundongos inunizados 

pela via intranasal. 

N. meningitídis sorogrupo B sorotipo 4, subtipo P1.15 (B:4:P1.15) tem sido 

a cepa prevalente causadora da doença meningocócica no Brasil e é a 

responsável por uma epidemia na Grande São Paulo desde 1998. Durante o 

ano de 1997, o sorotipo 4 foi o responsável por 81,2% das cepas do sorogrupo 

B sorotipadas e o sorosubtipo P1 .15 foi caracterizado em 79% das cepas 

sorotipo 4 (SACCHI et ai, 1998). 

A resposta imunológica do hospedeiro dirigida contra a meningite 

meningocócica para os sorogrupos A, B e C envolve mecanismos inatos e 

adquiridos. 

O importante papel dos anticorpos no sistema de defesa foi demonstrado, 

onde verificou-se há décadas atrás a efetividade da soroterapia antes mesmo 

do advento dos antibióticos e atualmente pelas vacinas produzidas contra os 

sorogrupos A e C. Importante ressaltar que estudos conduzidos por PEL TOLA, 

1998, mostram que a proteção é conseguida com um aumento significativo do 

nível de anticorpos circulantes. 

Observa-se que, na grande maioria dos indivíduos, a imunidade inata tem 

garantido a prevenção da doença meningocócica. Contudo, para crianças na 

faixa etária entre 6 meses e dois anos de idade e indivíduos imunodeficientes, o 

papel dos anticorpos bem como do Sistema complemento se mostram 

fundamentais. Nota-se que a imunidade proporcionada especificamente por 

anticorpos bactericidas decai rapidamente após o nascimento e aos 6 meses de 

idade quando a susceptibilidade da infecção se toma mais alta. 

A imunidade é predominantemente adquirida como resultado da exposição 

aos antígenos meningocócicos (entre eles proteínas e lipoprotefnas) 

encontrados na superfície externa do microrganismo (PELTOLA, 1998; 
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POLLARD & FRASCH, 2001). Estes antígenos são expressos também por 

cepas de meningococos não patogênicas e outros microrganismos que tenham 

antígenos homólogos aos da N. meningitidis. 

Os inúmeros trabalhos realizados visando ao combate da meningite 

meningocócica B dão ênfase à importância destes antígenos capazes de induzir 

uma resposta imune protetora e duradoura, especialmente na infância, ocasião 

em que os indivíduos estão mais susceptíveis ou predispostos a adquirir 

infecção. Sem esquecer também dos capazes de induzir anticorpos que se 

ligam às estruturas bacterianas e ativam os componentes do complemento 

levando mecanismos como a fagocitose (POLLARD & FRASCH, 2001). 

Entre as diversas estruturas bacterianas capazes de induzir no hospedeiro 

resposta imunológica inata e/ou adquirida, a cápsula merece atenção especial. 

Pode-se afirmar que a cápsula seria dentre esses antígenos a estrutura mais 

adequada, simplificando a produção de vacina por ser um antígeno comum a 

todos os membros de um sorogrupo. Consideramos pertinente comentar que 

em uma epidemia estão envolvidas cepas de meningococos de vários 

sorotipos, subtipos e imunotipos, portanto uma vacina voltada para o antígeno 

capsular que é comum a todos os sorogrupos resolveria o problema; entretanto, 

ao pensannos principalmente no sorogrupo B, devemos comentar que esta 

prática de ação seria pouco efetiva pelo fato de ser pouco imunogênico e 

apresentar características já descritas anteriormente. 

O insucesso da utilização de antígenos capsulares para o sorogrupo B fez 

com que novos antígenos de superfície externa bacteriana se tomassem alvo 

de estudos. Ressalta-se a importância de antígenos envolvidos nos 

mecanismos de adesão e invasão das células epiteliais, entre elas OpA e OpC, 

proteínas expressas em condições restritas de ferro ("iron regulated proteinsj, 

porinas (protefnas da classe 1, 2 ou 3), proteinas de 50 kDa e há ainda 

pesquisas com as NspA ("Neisserial surface protein Aj. Entretanto os 

resultados obtidos com estes componentes foram pouco promissores. 



DISCUSSAO 107 

Apesar dos avanços tecnológicos, muito pouco se sabe sobre os 

mecanismos que levam à baixa eficácia destes antígenos dirigidos contra os 

isolados do sorogrupo B. Fatos como a incapacidade ou dificuldade de 

reproduzir as condições "in vivon capazes de iniciar a imunidade natural ou 

ainda a não inclusão nas preparações vacinais de antígenos relevantes 

responsáveis pelo estímulo de urna resposta satisfatória e duradoura para N. 

meningitidis B, são considerados prepoderantes na ineficácia das preparações 

vacinais até agora desenvolvidas. 

Apesar de, até o momento, não termos encontrado o antígeno que 

proporcione um nível de eficácia ideal, algumas preparações vacinais foram 

desenvolvidas e vêm sendo utilizadas contra o meningococo B (CL.AASEN et 

ai., 1986; SIERRA et ai., 1990; BJUNE et ai., 1991; BOSLESGO et al.,1995). O 

principal objetivo das pesquisas é alcançar uma formulação efetiva que atue em 

dose única e que induza proteção duradoura (especialmente na porta de 

entrada do microrganismo), dispensando assim o uso de seringas e diminuindo 

o custo de produção. Assim, diversos grupos de pesquisa têm direcionado seus 

esforços para a pesquisa de preparações vacinais que estimulem a imunidade 

pela via de mucosas (SAUNDERS et ai., 1999; HANEBERG et ai., 2001; 

KATIAL et ai., 2002). 

Um dos objetivos do presente estudo foi analisar a possível atividade 

protetora dos LPS dos imunotipos l3, 7, 9 e L8 na resposta imune por meio da 

avaliação da resposta dos anticorpos em camundongos BALB/c imunizados 

com OMC de cepas B:4:P1.15 mutantes para esses imunotipos (B:4:P1.15 

L3,7,9t, B:4:P1 .15t, B:4:P1.15t e B:4:P1 .15t que foram obtidas através da 

seleção por "colony-blot" utilizando anticorpos monoclonais. 

Além do L3,7,9 e L8 serem imunotipos prevalentes na grande maioria das 

cepas freqüentemente isoladas em nosso meio, estes podem ser importantes 

como adjuvantes. Estudos realizados em nosso laboratório mostram uma 

prevalência de 98% do imunotipo L3, 7 ,9 e de 15% do imunotipo L8 nas cepas 

de meningococo do sorogrupo B analisadas (BELO et ai, 2001). Estudos 



QISC USSÃ O 108 -----------------------------

descritos na literatura não excluem também a existência de diferenças na 

composição ou no grau de sialilação de LOS (porção polissacarídica 

constituinte dos LPS) dessas cepas que podem ser capazes de interferir· na 

exposição de antígenos alvos aos anticorpos e/ou ativação do sistema 

complemento (FRANK et ai, 1987; VOGEL et ai., 1997). 

Escolhemos para nosso trabalho a cepa B:4:P1.15 L3,7,9,8 por ser esta 

cepa de maior incidência nas epidemias ocorridas no Brasil e por expressar os 

imunotipos L3,7,9 e L8. Pela comparação entre o perfil eletroforético da cepa 

B:4:P1 .15 L3, 7,9,8 visto por meio da coloração da prata e o perfil eletroforético 

do LPS purificado, podemos observar que esta amostra contém peptídeos que 

apresentam a mesma massa molecular dos LPS purificados, sugerindo que a 

banda observada é de LPS. A análise da reatividade dos anticorpos 

monoclonais anti-L3,7,9 e anti-L8 para os LPS purificados mostra que estes 

anticorpos reconheceram os respectivos LPS L3,7,9 (4,5 kDa) e L8 (3,6kDa). 

Após a caracterização da cepa B:4:P1.15 L3,7,9,8, foi feita a seleção para 

maior ou menor expressão dos LPS dos imunotipos L3,7,9 e L8 por meio de 

"co/ony-blot" e da porcentagem de expressão desses imunotipos de LPS por 

meio de citometria de fluxo. Comparando os resultados da porcentagem de 

expressão de LPS contido nas suspensões de células bacterianas integras das 

cepas B:4:P1 .15 não selecionadas e com maior expressão dos imunotipos 

L3,7,9 e L8 podemos observar que há uma maior porcentagem de LPS nas 

suspensões das cepas selecionadas, mostrando que fomos capazes de 

selecionar colônias da cepa B:4:P1 .15 que expressam maior quantidade de 

LPS L3,7,9 e L8. Já os resultados obtidos com cepas de menor expressão de 

LPS L3,7,9 e L8 mostram que há um residual desses imunotipos nas colônias 

selecionadas, ou seja, por "colonyblot" não houve a seleção de colônias que 

não expressassem os imunotipos L3,7,9 e L8. Embora esperássemos que a 

falta de reatividade por •co/onyblot" evidenciada pela ausência de coloração da 

cópia da colônia na membrana indicasse que não houve expressão dos 

imunotipos L3,7,9 e L8 nas cepas selecionadas para menor expressão desses 
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imunotipos, pudemos observar por meio de citometria de fluxo (uma técnica 

com maior sensibilidade) uma pequena porcentagem de expressão dos LPS 

estudados (1 ,3% de L3,7,9 e 0,72% de L8). Este residual de LPS pode ser 

atribuído a uma pequena população bacteriana dentro da colônia selecionada 

que continua a expressar os imunotipos L3,7,9 e L8. 

O perfil da resposta imunológica foi analisado pela pesquisa de anticorpos 

circulantes presentes no soro e na saliva de camundongos imunizados com 

OMC de N. meningitidis empregando-se a técnica de ELISA, que foi realizada 

com suspensão de bactérias inteiras mortas com azida sódica e que permitiu a 

detecção de anticorpos dos isótipos lgM, lgG e lgA de reatividade especifica e 

cruzada presentes nos soros e na saliva e dirigidos para antígenos de 

superfície externa bacteriana do meningococo. A técnica de ·1mmunoblotting", 

realizada com preparações antigénicas de bactérias (suspensão de células 

bacterianas íntegras e OMC) permitiu a avaliação qualitativa da especificidade 

dos anticorpos (induzidas por OMC das cepas selecionadas). 

Após quatro doses por imunização intranasal e três doses pela via 

intramuscular observamos por ELISA e "lmmunoblotting" uma forte reatividade 

de anticorpos dos isótipos lgG e lgA presentes no soro de camundongos. Após 

a quarta dose de imunização, pela via intranasal, verificamos que esta via foi 

capaz de induzir também uma resposta sistémica. Verificamos por meio da 

presença de anticorpos do isótipo lgA na saliva que a imunização pela via 

intranasal foi capaz de induzir células B produtoras do isótipo lgA nos sítios 

efetores de mucosa. Altos níveis de anticorpos do isótipo lgG foram detectados 

nos soros de camundongos imunizados pela via intrarnuscular, contudo não 

detectamos anticorpos do isótipo lgA nem no soro nem na saliva dos 

camundongos. Os resultados mostram que ao contrário do observado pela via 

intranasal a via intramuscular não foi capaz de induzir uma resposta de mucosa. 

Estes dados estão de acordo com outros trabalhos que utilizaram a via de 

imunização intranasal com o meningococo do sorogrupo B (HANEBERG et ai., 

1998; SAUNDERS et ai., 1999) ou outro microrganismo (BAQAR et ai, 1996). 
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Recentemente, KA TIAL et ai., 2002, avaliando a imunogenicidade de uma 

preparação vacinai baseada em OMV de uma cepa mutante de N. meningitdis 

acapsulada observou um aumento nos títulos de anticorpos tanto do isótipo lgG 

como do isótipo lgA no soro de indivíduos analisados. HANEBERG et ai. , 1998, 

previamente obteviveram os mesmos resultados administrando OMV da cepa 

de N. meningitidis B:4:P1 .16 pela via intranasal. 

Em nossos estudos não foi observada resposta de anticorpos do isótipo 

lgM nos soros de camundongos imunizados tanto pela via nasal ou 

intramuscular. A não detecção de anticorpos do isótipo lgM se deve 

provavelmente ao dia escolhido para análise (aproximadamente 30° dia após a 

imunização), onde não se verifica mais anticorpos desse isótipo. Entretanto 

pudemos detectar anticorpos do isótipo lgM em nossos estudos de avaliação de 

resposta imunológica. Nesses estudos, o soro dos camundongos foi analisado 

sete dias após um "chal/enge". Provavelmente anticorpos lgM puderam ser 

detectados devido à estimulação de novos clones de células . 

Altos níveis de anticorpos lgG e lgA reconheceram antígenos presentes na 

suspensão de células bacterianas íntegras das cepas B:4:P1.15 L3,7,9,8; 

B:4:P1.19; 8 :4:NT; B:14:NT e C:2a:P1 .2, por meio de ELISA; portanto podemos 

constatar que a OMC da cepas com maior expressão de L3,7,9 e L8 foram 

capazes de induzir a produção de anticorpos de reatividade cruzada para 

diferentes antígenos destas cepas. 

Verificamos ainda por meio de ELISA que houve a detecção de anticorpos 

presentes nos soros de camundongos após 4 meses e 1 ano, mostrando que a 

OMC foi capaz de induzir clones de células de memória. Deve-se salientar que 

a maioria das células B dentro de uma população clonal ativada revertem em 

células de memória que podem sobreviver por anos e quando ativadas sofrem 

novos ciclos de replicação formando novas células de memória garantindo 

assim a defesa contra um determinado microrganismo. Por isso no 

desenvolvimento de vacinas efetivas para qualquer patógeno é realizada a 

análise da persistência de anticorpos. Um dos pontos chaves é verificar se a 
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preparação antigênica utilizada foi capaz de induzir células de memória. Os 

resultados obtidos por meio de ELISA mostram que soro obtido após 4 meses 

ou 1 ano após imunização com as OMCs de todas as cepas B:4:P1 .15 

utilizadas neste estudo induziram anticorpos dos isótipos lgG e lgA. Estes 

achados indicam portanto que nossas preparações antigênicas das cepas 

B:4:P1 .15 selecionadas para epítopos de LPS foram capazes de induzir pela via 

intranasal após um ano clones de células B produtores de anticorpos. 

Os resultados da especificidade de anticorpos por •1mmunoblotting" foram 

evidenciados no 30° dia após a inunização. Neste estudo verificamos também 

que a resposta foi dirigida para antígenos principalmente da classe 1, 2, 5, 

proteínas de 50 kDa e peptídeos de alto peso molecular. Estas proteínas, como 

sabemos, são importantes na indução de uma resposta imune efetiva contra o 

meningococo do sorogrupo B. As proteínas da classe 1 e 2 são importantes na 

indução de anticorpos bactericidas, bem como as proteínas da classe 5 que, 

além de participar no processo de adesão do microrganismo à células da 

mucosa do hospedeiro, induzem anticorpos bactericidas e as proteínas acima 

de 50kDa são conhecidas como produtoras de anticorpos de reatividade 

cruzada para diferentes cepas de N. meningitidis. 

Contudo, tanto pela via de imunização intramuscular como pela via 

intranasal, verificamos diferenças na especificidade dos anticorpos presentes 

nos soros dos animais imunizados com OMC das cepas selecionadas, 

destacando-se: 

- Os anticorpos do isótipo lgG presentes nos soros de aninais imunizados 

com OMC da cepa B:4:P1.15 L3,7,9,J, e B:4:P1.15 L8t apresentaram um 

padrão de reconhecimento maior para antígenos de suspensão de células 

bacterianas íntegras das cepas homólogas. 

- Pela via de imunização intranasal, anticorpos do isótipo lgG presentes 

nos soros de camundongos imunizados com OMC das cepas B:4:P1.15 L3,7,9t 

e B:4:P1.15 L8t apresentaram um reconhecimento antigênico maior quando foi 

utilizada OMC. 
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- a resposta da especificidade dos anticorpos do isótipo lgA mostra um 

padrão de reconhecimento (tanto para suspensão de células bacterianas 

íntegras como para OMC) maior quando utilizamos na inunização OMC de 

cepas com maior expressão de L8. 

Um outro dado a ser salientado é que na preparação antigênica utilizada 

em nosso trabalho pela via intranasal, não houve indução de anticorpos dos 

isótipos lgG e lgA direcionados para proteína da classe 4 quando os 

camundongos foram imunizados com OMC de cepas com maior ou menor 

expressão de L8; sugestivo de que não há indução de anticorpos bloqueadores 

para outras proteínas. Este fato é de extrema relevância visto que as vacinas 

existentes para N.meningitidis B administradas pela via parenteral mostram que 

essas proteínas induzem anticorpos reconhecidos como bloqueadores. 

Quando utilizamos suspensão de células bacterianas íntegras das cepas 

de N. meningitidis B:4:P1.15 não selecionadas para LPS das cepas B:4:P1 .9, 

8 :4:NT, B:14:NT e C:2a:P1 .2, não pudemos observar diferenças na 

especificidade de anticorpos do isótipo lgG e lgA para peptídeos de alto peso 

molecular utilizando soros de camundongos imunizados pela via intranasal com 

OMC das cepas B:4:P1.15 L3,7,9 t e B:4:P1.15 L8 t. Proteínas, 

principalmente em tomo de 70 kDa, são descritas na literatura como proteínas 

reguladas pelo ferro que são expressas por várias cepas de meningococos e 

induzem anticorpos bactericidas. Trabalhos de PINTOR et ai., 1996, 

TRANCOSO et ai., 2000, mostram que estas proteínas de alto peso (entre 60 a 

1 00kDa); as •;ron regulated proteinsn, são comuns a várias cepas de 

meningococos. Nossos resultados sugerem que a reatividade dos anticorpos 

lgG e lgA contra suspensão de células bacterianas integras das cepas 

B:4:P1.15 L3,7,9,8; B:4:P1.19; 8:4:NT; B:14:NT e C:2a:P1 .2 que proteínas 

contida nessas suspensões sejam comuns entre essas cepas e portanto 

importantes devido à possibilidade de indução de anticorpos de reatividade 

cruzada. Observamos ainda que os anticorpos do isótipo lgG e lgA presentes 

nos soros de camundongos imunizados com OMC das cepas com maior 
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expressão de L3,7,9 e L8 reconheceram a proteína da classe 1 somente na 

cepa B:4:P1.15 L3,7,9,8 utilizadas em nossos estudos, mostrando que esta é 

específica desta cepa. 

Os anticorpos do isótipo lgA presentes na saliva dos camundongos 

imunizados pela via nasal apresentam especificidade para proteínas de alto 

peso molecular e observamos que nas salivas de camundongos imunizados 

pela via intranasal com OMC das cepas B:4:P1 .15 selecionadas para maior ou 

menor expressão do LPS do imunotipo L8 os anticorpos presentes 

reconheceram os peptídeos de classe 5. 

A capacidade protetora dos anticorpos foi verificada através do ensaio que 

mede a atividade lítica dos anticorpos mediada pelo complemento. Pudemos 

observar pelos títulos bactericidas obtidos por meio deste ensaio que holNe a 

indução de anticorpos que causam a lise da bactéria por meio da ativação do 

Sistema complemento. 

GOLDSCHENEIDER et ai., 1969, sugeriram que os títulos mínimos de 

anticorpos bactericidas suficientes para fornecer proteção seriam ~ 4 para o 

sorogrupo C utilizando complemento humano. Considerando que (segundo 

dados da literatura; principalmente de estudos pré-clínicos de imunogenicidade 

de preparações vacinais existentes contra os meningococos dos sorogrupos A, 

B e C) títulos bactericidas acima de 1 :4 mostram-se significativos para a 

eliminação do meningococo, podemos concluir que os títulos de anticorpos 

presentes nos soros de camundongos imunizados pela via nasal são bastante 

satisfatórios. 

Embora não tenhamos observado diferenças significativas entre os soros 

de camundongos imunizados com OMC das cepas B:4:P1.15 selecionadas, 

verificamos que os títulos apresentados podem ser efetivos no combate do 

meningococo do sorogrupo B. Devemos salientar também a permanência de 

altos títulos bactericidas até 1 ano tanto nos soros de camundongos imunizados 

pela via intranasal como intramuscular, isto é a preparação antigénica induziu 

células de memória que produziram anticorpos com atividade bactericida. 
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Com a análise de nosso trabalho verificamos pontos considerados 

importantes para o desenvolvimento de uma vacina contra o meningococo do 

sorogrupo B. A OMC selecionada para maior ou menor expressão dos LPS 

L3,7,9 e L8 induziu anticorpos principalmente do isótipo lgG e lgA de 

reatividade específica e cruzada e com atividade biológica (capacidade lítica). E 

os melhores resultados apresentados com soros de camundongos imunizados 

com OMC de cepas com maior expressão dos LPS L3,7,9 e L8 vem ressaltar 

que a seleção e o estabelecimento dos imunotipos podem ser importantes na 

produção de uma vacina meningocócica capaz de induzir uma imunidade 

duradoura, em todas as idades, pela via de mucosa. 
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V- CONCLUSÃO 

Em nossos estudos utilizando camundongos BALB/c imunizados com 

OMC das cepas selecionadas para maior ou menor expressão dos imunotipos 

de LPS de N. meningitidis L3,7,9 e L8 podemos concluir que: 

- OMC das cepas com maior ou menor expressão de inunotipos de 

LPSquando administradas pela via intranasal foram capazes de induzir tanto a 

imunidade mucosa como sistêmica. Essa imunidade foi evidenciada 

principalmente pelos níveis de anticorpos (dos isótipos lgG e lgA) presentes no 

soro e na saliva dos camundongos imunizados pela via intranasal e 

intramuscular. Ao contrário do apresentado pela via intranasal, na imunização 

pela via intramuscular só observamos resposta de anticorpos lgG sugestiva de 

uma imunidade sistêmica. 

howe pela via intranasal indução de anticorpos direcionados 

principalmente para proteínas da classe 1, 2, 5, 50kDa, e acima de 50kDa; 

proteínas consideradas importantes no combate da infecção meningocócica. 

Anticorpos presentes nos soros de camundongos imunizados com OMC das 

cepas com maior expressão dos LPS dos imunotipos L3,7,9 e L8 

reconheceram também peptídeos de outras cepas de N. meningitidis (B:4:P1 .9, 

B:4:NT, B:14:NT e C:2a.P1 .2), principalmente para proteínas de alto peso 

(acima de 50 kDa). Não houve diferenças entre os títulos de anticorpos 

imunixzados com L3,7,9 e L8 sugerindo que a expressão de diferentes 

imunotipos não afetou a indução de anticorpos. 
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- houve persistência dos anticorpos induzidos pelas preparações antigênicas 

administradas pela via intranasal. No estudo utilizando osoro e a saliva (de 

camundongos imunizados pela via intranasal) obtidos 1 ano após a imunização 

pela via intranasal, observamos pelos títulos de anticorpos dos isótipos lgG e 

lgA a persistência dos anticorpos na saliva e no soro, indicativo de que a 

preparação vacinai com OMC das cepas selecionadas foi capaz de induzir 

células de memória imunológica tanto sistémica como de mucosa. 

- os anticorpos induzidos apresentaram atividade bactericida. Altos títulos 

bactericidas puderam ser detectados no soro de camundongos imunizados pela 

via intranasal e intramuscular, indicando que estes podem ser efetivos no 

combate para o meningococo. Contudo não verificamos diferenças entre os 

imunizados com cepas com maior ou menor expressão dos imunotipos L3,7,9 e 

L8. 

Estes dados sugerem que a seleção de LPS não afeta a capacidade das 

preparações de OMC em induzir anticorpos com capacidade bactericidas nem 

altera os títulos de anticorpos obtidos na imunização. Entretanto diferenças 

importantes na especif"icidade dos anticorpos a antígenos distintos da N. 

meningitidis B. Esta diferença na especificidade indicam que a seleção ser 

muito importante para o desenvolvimento de uma vacina contra a N. 

meningitidis B. 
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