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RESUMO

O principal agente causador da meningite bacteriana é a Neisseria meningitidis. Seis sorogrupos
(A, B, C, W-135, X e Y) sdo responsaveis por 95% dos casos de doenca meningococica
invasiva, uma doenga que apresenta grande variacdo epidemioldgica de acordo com a area
geografica e ao longo do tempo. Os anticorpos desempenham papel central na protecdo desta
doenca, devido a capacidade litica dos mesmos através da fixacdo do complemento. Bio-
Manguinhos esta envolvido no desenvolvimento da vacina brasileira contra o meningococo B,
composta de vesiculas de membrana externa (VME) das duas cepas de maior prevaléncia e LOS
detoxificado (dLOS). Neste momento, € importante compreender melhor a participacéo de cada
um dos antigenos vacinais na resposta induzida pela vacina meningocécica B brasileira.
Portanto, o presente trabalho tem o objetivo de determinar o papel de cada antigeno vacinal na
inducdo da resposta bactericida em camundongos, a fim de discutir uma potencial otimizacéo
da vacina teste. Para isso, camundongos suicos foram divididos em seis grupos, onde cada
grupo recebeu uma das seguintes formulagGes em hidréxido de aluminio: vacina meningococica
B, vacina meningocdécica B combinada a vacina meningococica C conjugada produzida em
Bio-Manguinhos, vacina de VME de N44/89, vacina de VME de N603/95, vacina de VME de
N603/95 combinada a VME de N44/89 e vacina de dLOS. Os anticorpos obtidos a partir do
soro dos camundongos foram submetidos a um ensaio bactericida convencional e a um ensaio
bactericida competitivo. Além disso, novas formulacdes com diferentes proporcdes e
concentracfes de antigenos foram submetidas ao teste de pirogénios. No ensaio bactericida
convencional, realizado para as duas cepas vacinais, N44/89 e N603/95, todas as preparacdes
testadas induziram soroconversdo em titulo bactericida > 4 vezes em relacdo aos valores dos
soros pré-imunes, exceto no grupo que recebeu o dLOS separadamente, que ndo apresentou
resposta protetora. A combinagdo da vacina meningocécica B a vacina meningocécica C
conjugada ndo interferiu na resposta imunologica induzida para a vacina B, o que possibilita o
uso futuro das duas vacinas combinadas. Foi observada reatividade cruzada entre as cepas
vacinais, induzida por algum componente presente nas VMEs. Os dados obtidos no ensaio
bactericida competitivo sugerem que o LOS residual, presente nas VMEs, parece desempenhar
um papel na reatividade cruzada. Este ensaio ainda permitiu verificar que as VMEs e o0 LOS
contribuem para a inducéo de anticorpos bactericidas protetores, e essa atuacéo parece ocorrer
de forma sinérgica. Em geral, os titulos bactericidas obtidos para N44/89 foram maiores que 0s
obtidos para N603/95. Essa inducéo preferencial de anticorpos para a N44/89 foi confirmada
no ensaio de soroneutralizagdo, onde foi necesséria a utilizacdo de pelo menos trés vezes a
concentracédo de proteinas de VME dessa cepa em relagdo a concentracéo usada para N603/95.
Esses resultados indicam a importancia de avaliar diferentes concentrac@es e proporcgdes dos
antigenos na vacina. Como qualquer mudancga nas suas concentracdes precisa ser avaliada antes
de um possivel uso em humanos, formulacdes com diferentes proporgdes e concentragdes de
antigenos foram submetidas ao teste de pirogénios. Os resultados deste teste indicam que existe
a perspectiva de avaliar a imunogenicidade das novas vacinas testes, contendo diferentes
proporcdes dos antigenos.
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ABSTRACT

Neisseria meningitidis is the main causative agent of bacterial meningitis. Six serogroups (A,
B, C, W-135, X e Y) are responsible by 95% of invasive meningogoccal disease cases, that has
a large epidemiologic variation according to the geographic area and along time. Antibodies
plays a central role in protection of this disease, due to their lytic capacity through the
complement fixation. Bio-Manguinhos is involved in the development of Brazilian vaccine
against meningococcus B, formulated with outer membrane vesicles (OMV) of the two most
prevalent strains and detoxified LOS (dLOS). At this point, better understand the participation
of each vaccine antigen in induced response by Brazilian meningococcal B vaccine is important.
Therefore, this study aims to determine the role of each vaccine antigen in inducing of a
bactericidal response in mice, in order to discuss a potential optimization of test vaccine. For
this, Swiss mice were divided into six groups and each one received one of the following
formulations in aluminum hydroxide: meningococcal B vaccine, meningococcal B vaccine
combined with meningococcal C conjugate vaccine, produced in Bio-Manguinhos, VME
N44/89 vaccine, VME N603/95 vaccine, VME N603/95 combined with VME N44/89 vaccine
and dLOS vaccine. Antibodies obtained from the serum of mice were submitted to a
conventional bactericidal assay and a competitive bactericidal assay. Additionally, new
formulations with different proportions and concentrations of antigens were submitted to
pyrogen test. In the conventional bactericidal assay, conducted for the two vaccine strains,
N44/89 and N603/95, all formulations tested induced seroconversion in bactericidal title > 4
times compared to the values of pre-immune sera, except in the group that received only dLOS,
that not had protective response. The combination of meningococcal B vaccine with
meningococcal C conjugate vaccine didn’t change the immune response induced by B vaccine,
allowing the future use of this combined vaccines. Cross-reactivity was observed between
vaccine strains, induced by some VME component. Data obtained in competitive bactericidal
assay suggests that VME residual LOS seems to play a role in cross-reactivity. This assay has
shown that VMEs and LOS contribute for the induction of protective bactericidal antibodies,
and this interaction seems to be synergic. In general, bactericidal titles obtained for N44/89
were higher than that obtained for N603/95. This preferential induction of antibodies for N44/89
was confirmed for seroneutralization assay, in which the concentration of N44/89 VME
proteins was three times higher when compared to the concentration used to N603/95. These
results indicate the importance of evaluating different concentrations and ratios of the antigens
vaccine. Since any change in its concentration needs to be evaluated before a possible use in
humans, formulations with different proportions and concentration antigens were tested for
pyrogenic content. The results of this test indicate that there is a prospect to evaluate the
immunogenicity of new test vaccines, containing different proportions of antigens.



1.  INTRODUCAO

1.1. MENINGITE

A meningite € uma doenca provocada pela inflamacdo das meninges, que sdo as
membranas protetoras que envolvem o encéfalo e a medula espinhal (Secretaria de Salde de
Sao Paulo 2012). A inflamacdo pode se desenvolver devido a inumeras causas, estando
geralmente associada a bactérias ou virus, mas podendo ser causada por uma lesao fisica, cancer
ou até por certas drogas (Quadro 1.1). De acordo com o tempo de apresentacdo da doenca, a
mesma pode ser classificada em aguda, subaguda ou crénica. A meningite aguda geralmente se
apresenta dentro de horas ou dias sendo frequentemente infecciosa, enquanto a meningite
cronica tem, por definicédo, a duragdo de mais de quatro semanas. O CDC (Centers for Disease
Control and Prevention, Atlanta, EUA), que é o instituto americano responsavel pelo controle
de doencas, classifica as meningites em cinco tipos, de acordo com o agente causal: viral,

bacteriana, fungica, parasitaria e ndo infecciosa (CDC 2013).

Quadro 1-1: Principais agentes etiol6gicos das meningites infecciosas (Ministério da Satde 2009).

Bactérias Virus Outros
Neisseria meningitidis Virus RNA Fungos
Haemophilus influenzae Enterovirus Cryptococcus neoformans
Streptococcus pneumoniae Virus do Sarampo Candida albicans
Streptococcus agalactiae Virus da Caxumba Candida tropicalis
Staphylococcus aureus Arenavirus — Coriomeningite
linfocitaria Protozoérios
Pseudomonas aeruginosa HIV 1 Toxoplasma gondii
Escherichia coli Trypanosoma cruzi
Klebsiella sp Virus DNA Plasmodium sp
Enterobacter sp Adenovirus
Salmonella sp Virus do grupo Herpes Helmintos
Proteus sp Varicela Zoster Infeccdo larvaria da Taenia solium
Listeria monocytogenes Epstein Barr Cysticercus cellulosae (Cisticercose)
Leptospira sp Citomegalovirus

Embora a meningite possa se originar a partir de agentes etiol6gicos diversos, a maioria
dos casos é provocada por virus ou bactérias. A meningite bacteriana é a principal causa de
infeccdo do sistema nervoso central (SNC) com altas taxas de mortalidade e morbidade, que

varia de acordo com a idade, localizacao geografica e o organismo causador. A mortalidade da
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meningite bacteriana, ndo tratada, se aproxima de 100%. A meningite classica de criangas e
adultos geralmente se inicia com febre, calafrios, vomitos, fotofobia e dor de cabeca severa.
Em alguns casos, convulsdo é o primeiro sinal da doenca e pode ocorrer durante toda a
progressao da mesma. Irritabilidade, delirio, sonoléncia, letargia e coma sdo sintomas também
observados. A constatacdo fisica mais consistente em criancas e adultos € a presenca de rigidez
da nuca, associada aos sinais de Kernig e de Brudzinski (Saez-Llorens & McCracken 2003).
Sequelas fisicas e neuroldgicas, incluindo amputacdo de membros, surdez e deficiéncia na fala,
sdo relativamente comuns nos pacientes que sobrevivem a meningite (Borg et al. 2009). As
caracteristicas clinicas da meningite bacteriana em bebés e criangas podem ser sutis, variaveis,
ndo especificas ou até ausentes.

Para que a meningite bacteriana se desenvolva, 0s agentes patogénicos precisam
atravessar a mucosa do trato respiratério, serem capazes de se multiplicar e sobreviver na
corrente sanguinea e atravessar a barreira hematoencefalica (BHE). Esta barreira protege o SNC
da maioria das bactérias que chegam a corrente sanguinea, o que restringe a etiologia da
meningite bacteriana a poucos patdgenos (Van De Beek et al. 2006). Dentre estes, o principal
agente causador de meningite bacteriana em bebés, criangas, adolescentes e adultos jovens é a
Neisseria meningitidis (N. meningitidis).

1.2. DOENCA MENINGOCOCICA

A doenca causada pela bactéria N. meningitidis recebe o nome de doenca meningocdcica
(DM) e foi primeiramente descrita em 1805 por Vieussex, ap0s um surto ocorrido na Suica
(Vieusseux M. (1805) apud Pollard 2004; CDC 2013). A colonizacdo da mucosa das vias
respiratorias superiores por N. meningitidis € o primeiro passo para que um individuo se torne
portador ou desenvolva a DM invasiva (Stephens et al. 2007). Embora a DM tenha
manifestacdes clinicas varidveis, as principais sao a meningite e a septicemia.

Com a espécie humana como Unica hospedeira, a transmissdo do meningococo ocorre
geralmente através de aerossol e secrecOes respiratorias de portadores assintomaticos ou
individuos doentes apresentando sintomas do trato respiratorio superior(Chang et al. 2012).
Apds o contagio com N. meningitidis, a probabilidade de uma pessoa desenvolver DM diminui
muito rapidamente com o tempo, de modo que se torna improvavel sua manifestacéo, de 10 a
14 dias apo6s a aquisicdo (Stephens 2009). A taxa de letalidade é de aproximadamente 5-10% e
entre os sobreviventes, 12-20% sofrem sequelas clinicas significativas (Abio et al. 2013). O
tratamento de escolha para a DM é a administracdo parenteral de antibioticos p-lactamicos, tais

como penicilinas e cefalosporinas (Chaudhuri et al. 2008).
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A capacidade de adesdo as superficies mucosas é essencial para a sobrevivéncia do
meningococo (Merz & So 2000). Os meningococos aderem a mucosa da nasofaringe, nas
microvilosidades presentes na superficie das células colunares ndo ciliadas, onde se
multiplicam e colonizam o epitélio (Rosenstein et al. 2001). Este contato inicial com células
epiteliais da nasofaringe é mediado pelo pili de tipo IV. Outras adesinas também terdo papel
fundamental durante o processo de adesdo, como por exemplo, Opa e Opc que atuam facilitando
a adesdo e invasdo de células epiteliais e endoteliais (Hill et al. 2010).

Ap0s a adesédo a célula epitelial do hospedeiro, ocorre a formacéao de placas corticais e
a extensdo de pseudopodos, que vao englobar o microrganismo (Doulet et al. 2006). Os
meningococos sao capazes de se replicar intracelularmente e isso é possivel, em parte, devido
a sua capacidade de aquisicdo de ferro por meio de um sistema de transporte especializado. Este
patdégeno, no meio intracelular, reside no interior de um vacutolo e dentro de 18 a 40 horas €é
capaz de se translocar através de camadas epiteliais (Stephens 2009). Na corrente sanguinea, 0
meningococo produz uma forte resposta inflamatdria e ativa as cascatas do complemento e de
coagulacao (Hill et al. 2010). Quando alcanca a corrente sanguinea, pode ser responsavel por
choque séptico mortal, levando a pdrpura fulminante, ou ainda atravessar a BHE e invadir as
meninges (Coureuil et al. 2012).

Acredita-se que a bacteremia favoreca a invasdo das meninges, ja que aumenta a
possibilidade de interacdo entre as bactérias e os componentes da BHE. Quando um ndmero de
bactérias circulantes na corrente sanguinea é baixo ou moderado, a meningite é a manifestacdo
clinica proeminente da doenca. Neste caso, as bactérias interagem com 0s vasos sanguineos das
extremidades do corpo causando apenas poucas lesdes purpuricas localizadas, enquanto que a
interacdo com células endoteliais do cérebro é suficiente para levar a invasdo das meninges
(Coureuil et al. 2013). O meningococo pode penetrar nas meninges através de transcitose, da
ruptura das juncdes intercelulares entre as células endoteliais induzidas pelo Pili ou ainda por
uma via alternativa que envolve lesdo endotelial por efeitos citopaticos mediados pela
endotoxina (Hill et al. 2010).

Quando ha uma alta bacteremia, entretanto, as celulas endoteliais periféricas séo
extremamente colonizadas pelos meningococos, levando a um aumento significativo da
permeabilidade vascular, geralmente associada com trombose e petéquias. Neste caso, as
bactérias também invadem as meninges, mas a apresentagdo clinica da doenga € um choque
séptico associado com lesdes purpuricas, ou seja, purpura intensa. Esta infeccdo é fulminante,
ja que o Obito em alguns casos ocorre em menos de 24 horas, com sintomas iniciais
inespecificos (febre e dores musculares) e de dificil diagnostico antes do inicio de uma erup¢éo

maculopapular, petequial ou purpurica (Coureuil et al. 2013).
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Devido ao potencial de contdgio e disseminacdo da epidemia, inicio répido, alta
letalidade e sequelas neuroldgicas da DM, um Gnico caso deve levar a uma resposta de salde
publica imediata, sendo a doenca de notificacdo compulsoria.

As criangas tém um risco maior de desenvolver a DM, embora ja tenha sido
demonstrado que criangcas com menos de seis meses de idade possuem uma protecdo contra a
doenca, provavelmente devido a persisténcia de anticorpos maternos. A maior incidéncia,
portanto, € em criancas de seis a 24 meses de idade, com um declinio constante na incidéncia
com a idade até a adolescéncia, quando pode ocorrer um pequeno pico secundario (Morley &
Pollard 2001).

1.3. NEISSERIA MENINGITIDIS

A bactéria N. meningitidis, também conhecida como meningococo, € um -
Proteobacterium, pertence a familia Neisseriaceae. Ela € um diplococo Gram negativo, aerébio,
sem motilidade, catalase e oxidase positivas, com capacidade de fermentar glicose e maltose
(Lewis & Ram 2014). O meningococo foi descrito em 1884, por Marchiafava e Celli, como um
micrococo intracelular oval e isolado em 1887 no liquido céfalorraquidiano por Anton
Weichselbaum (Marchiafava E. (1884) apud Stephens 2009; Weichselbaum A. (1887) apud
Stephens 2009).

O meningococo possui as membranas celular externa e interna, separadas por uma
parede de peptideoglicano. Como se pode observar na figura 1.1, a membrana externa é rodeada
por uma capsula polissacaridica, que é ou um homopolimero ou um heteropolimero constituido
de monossacarideo, dissacarideo, trissacarideo como unidades de repeticdo (Rosenstein et al.
2001). A bactéria pode ser estruturalmente encapsulada ou ndo encapsulada. A capsula confere
protecdo contra agressdes ambientais e geralmente bactérias encapsuladas estdo envolvidas em
situagdes epidémicas (Hill et al. 2010). A membrana externa contém numerosas proteinas que
atuam como estruturas de transporte, adesdo e também permitem o equilibrio do ambiente
intracelular. Embora apresentem diferentes fungdes, elas sdo conhecidas como proteinas de
membrana externa (PME). Dentre as PME, destacam-se as principais porinas (PorA e Por B),
que servem como um canal através do qual pequenos nutrientes séo difundidos para o interior
da célula (Pollard & Frasch 2001). As proteinas de membrana externa em conjunto com o
polissacarideo capsular formam os principais antigenos de superficie do microrganismo. Esta
membrana contém ainda lipopolissacarideo (LPS), uma endotoxina que estd envolvida na
patogénese da DM. No Género Neisseria o LPS ¢ descrito como lipooligossacarideo (LOS)

devido a falta do antigeno O. Observam-se também algumas lipoproteinas, funcionalmente
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importantes, frouxamente presas a superficie externa da membrana externa (Morley & Pollard
2001).

Lipopolissacarideo

Bicamada )
% fosfolipidica & Proteinas 24— Pilus
. deligacéo f
ao Ferro

Capsula
Polissacaridica

Membrana
Externa

! ¢ Proteina
‘ transportadora Espaco
3 perimplasmico

Membrana
Interna

* . @O
Complexo de

transporte da
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Figura 1-1: Membrana celular do meningococo, adaptada de Sadarangani & Pollard (2010).

Os meningococos sdo classificados por grupagem soroldgica, com base na composi¢ado
quimica do polissacarideo capsular. Ja foram relatados 12 sorogrupos de N. meningitidis, dentre
0s quais cinco sorogrupos (A, B, C, W-135 e Y) sdo 0s principais responsaveis pelos casos de
DM invasiva (Harrison et al. 2013; Lewis & Ram 2014). Recentemente, um novo sorogrupo,
denominado X, foi identificado como uma ameaga epidémica emergente, principalmente na
Africa (Chang et al. 2012). A classificacio em sorotipo, sorosubtipo e imunotipo é baseada no
fendtipo de PorB, PorA e na estrutura do LOS, respectivamente. Esta classificagdo € importante,
pois auxilia a nomenclatura de N. meningitidis, que é composta por sorogrupo, seguida do
sorotipo, sorosubtipo e imunotipo, separados entre si por dois pontos (:), como por exemplo,
B:15:P1.7,16:L3,7,9 (Harrison et al. 2009).

Embora o habitat natural mais comum da N. meningitidis seja o epitélio posterior da
nasofaringe, existem relatos de sua presencga na mucosa bucal, reto, uretra, trato urogenital e na

placa dentéria (Stephens 2009). Esta bactéria é transmitida de pessoa para pessoa através de
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contato direto. Estima-se que, globalmente, de 10-35% dos adultos saudaveis sejam portadores
de N. meningitidis na nasofaringe e apenas uma propor¢do muito pequena de infecgdes resultem
em bacteremia (Cartwright et al. 1987; Orr et al. 2003). Varios fatores contribuem para que a
DM ocorra. Dentre estes, fatores ambientais, fatores de viruléncia e a falta de uma resposta

imunoldgica protetora sdo os principais.

1.4. FATORES DE VIRULENCIA

Os principais constituintes bacterianos que contribuem para a DM séo: polissacarideo
capsular, o aparato gendmico envolvido na mudanca da capsula, proteinas de membrana externa
(Pili, porinas, moléculas de adesdo Opc, mecanismo de sequestro de ferro) e LOS.

O polissacarideo capsular desempenha um papel crucial na DM invasiva. A capsula
confere propriedades antifagociticas, pois permite que 0 meningococo escape da morte mediada
pelo complemento, contribuindo para a sobrevivéncia deste na corrente sanguinea ou no SNC,
além de atuar como uma barreira protetora contra a dessecacdo durante a disseminacéo aérea
entre diferentes hospedeiros (Rosenstein et al. 2001; Lewis & Stephens 2009; Ram 2014). Os
sorogrupos B e C tem a capsula composta por homopolimeros de &cido sialico, em ligacao o
2—8 e a 2—9, respectivamente, enquanto nos sorogrupos Y e W-135 ha a alternancia entre
dissacarideos de acido sialico e D-glicose ou D-galactose, respectivamente (Claus et al. 2004;
Liu et al. 1971a). A capsula do sorogrupo A é constituida por N-acetil-manosamina-1-fosfato
em ligagdo a 1—6 enquanto o sorogrupo X expressa N-acetil-D-glicosamina-1-fosfato em
ligagdo a 1—4 (Bundle et al. 1974; Liu et al. 1971b). Além disso, os polissacarideos A, C, W
e Y podem ou ndo serem O-acetilados (Lewis e Ram 2014). Portanto, com excecdo das capsulas
dos sorogrupos A e X, os polissacarideos capsulares possuem acido sialico, também conhecido
como acido N-acetilneuraminico, na sua composicdo. Este composto inibe a ativacdo do
complemento nas células hospedeiras, o que previne a ocorréncia da lise mediada pelo
complemento. Além disso, residuos deste &cido, estruturalmente idéntico a capsula do
sorogrupo B, também compdem uma molécula de adesdo neural, um componente humano
crucial para o funcionamento do SNC e do sistema nervoso periférico (Hill et al. 2010). Esta
caracteristica torna a capsula do sorogrupo B ndo imunogénica e com potencial de geracao de
anticorpos autoimunes.

A N. meningitidis € conhecida pelas altas taxas de transformacdo do DNA e
consequentemente pela capacidade de sofrer recombinagédo, levando a geracdo de uma
diversidade antigénica consideravel. Um mecanismo importante que permite que o
meningococo escape da resposta imunoldgica do hospedeiro, direcionada para uma cepa

especifica, € a mudanca de estruturas antigénicas, realizada através de transferéncia génica
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horizontal e transformacéo (Swartley et al. 1997). Essa mudanca pode envolver o polissacarideo
capsular ou algumas proteinas de membrana externa, entretanto é descrita com maior frequéncia
para a capsula e para as proteinas PorA e PorB (Beddek et al. 2009).

A proteina ligante do fator H (fHbp), uma lipoproteina de 28kDa exposta na superficie
da célula, é expressa por todas as cepas de meningococos e é capaz de induzir anticorpos com
atividade bactericida. O fator H é recrutado pela fHbp e isso permite que a N. meningitidis
escape de forma eficaz as respostas imunologicas do hospedeiro, impedindo a lise mediada pelo
complemento (Coureuil et al. 2013).

As porinas de Neisseria, embora ndo sejam consideradas adesinas, interagem com varias
células e proteinas humanas. O meningococo expressa duas porinas distintas: PorA (proteina
de classe 1) e PorB (proteina de classe 2/3). PorA é expressa em todas as cepas de meningococos
enquanto a PorB é expressa como uma das duas formas exclusivas: PorB2 ou PorB3 (Hill et al.
2010). PorA e PorB atuam no processo de polimerizagdo de actina, por isso, durante a infecgéo,
podem estar envolvidas na reorganizacao do citoesqueleto celular do hospedeiro, necessaria
para a captacdo de bactérias (Nassif et al. 1999). As porinas podem atuar através do Receptor
do tipo Toll 2 (TLR-2) como um adjuvante que leva a estimulacdo de células B. PorB parece
também ter um efeito anti-apoptotico em células epiteliais (Massari et al. 2002). As porinas,
portanto, parecem desempenhar varios papéis, entre eles o de auxiliar 0s meningococos na
colonizagdo e na sobrevivéncia no sangue.

Os pili sdo considerados fatores de adesdo primarios utilizados pela maioria das
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Eles desempenham um papel importante mantendo
a aderéncia as celulas endoteliais em condicdes de fluxo elevadas, como sob a tensdo de
cisalhamento na qual as células sdo submetidas na corrente sanguinea. O pilus meningocécico
possui aproximadamente 6 nm de didmetro e pertence & familia de pili tipo IV, cujos membros
passam por rapida extensao e retracdo e, desta forma, contribuem para uma motilidade das
bactérias (Hill et al. 2010). Em bactérias encapsuladas, pili tipo 1V sdo os principais fatores
bacterianos capazes de promover a adesdo. Eles promovem a interacdo inicial do diplococo com
as celulas endoteliais €, em seguida, promovem interacfes bactéria-bactéria que levam a sua
proliferacdo na superficie apical das células. A formacéo da placa apical é acompanhada do
estimulo a polimerizacdo de actina, formando estruturas semelhantes a microvilosidades na
superficie apical das células endoteliais que protegem o meningococo da tensdo de
cisalhamento e causam a retragédo da juncdo entre as células endoteliais, comprometendo assim
a integridade local (Coureuil et al. 2013). Além destas funcGes, eles também desempenham um
importante papel em facilitar a absorcdo de DNA (&cido desoxirribonucleico) exdgeno pelas

células bacterianas (Proft e Baker 2009).
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Entre as proteinas de membrana externa, N. meningitidis expressa as proteinas Opa e
Opc, com peso molecular aproximado de 27 e 31 kDa, respectivamente, também conhecidas
como proteinas de classe 5. Estas proteinas parecem estar relacionadas aos fenbmenos de
adesdo e invasdo de células endoteliais humanas. Outra proteina, que recebe o nome de NadA,
interage com células epiteliais humanas atraves de interagfes proteina-proteina. Ela parece
contribuir para a viruléncia bacteriana, uma vez que € expressa por aproximadamente 50% dos
isolados de doenca e em apenas 5% das cepas isoladas de individuos saudaveis (Hill et al. 2010).
Cepas virulentas de N. meningitidis expressam ainda duas outras proteinas, App e NhhA. App
atua na etapa de adesdo da bactéria as células epiteliais enquanto NhhA auxilia na etapa de
colonizacdo e propagacdo bacteriana (Serruto et al. 2003; Sjolinder et al. 2008).

O ferro é um fator essencial a multiplicacdo bacteriana no hospedeiro e ao fenémeno de
colonizagdo. Os meningococos possuem sistemas de captacdo de ferro, semelhantes ao de
quelacdo de ferro, que sdo fundamentais para obtencao do ferro férrico (3+) necessario in vivo
(Coureuil et al. 2013).

O componente bacteriano fundamental em causar sepse meningocdcica € a endotoxina
(figura 1.2), que é uma forte indutora de respostas inflamatorias celulares (Rosenstein et al.
2001). Além disso, 0 LOS desempenha um importante papel na estabilidade da membrana,
sendo o principal componente na membrana externa de bactérias Gram negativas (Lewis e Ram
2014). De forma geral, a estrutura do LOS compreende um nucleo oligossacarideo que consiste
em uma diheptose e um N-acetil glucosamina ligados ao lipidio A, através de um ou dois KDOs
(&cido 2-ceto-3deoxi-D-mano-octulosdnico) (Stephens 2009). Durante a infeccdo, o LOS se
liga a TLR-4 e induz a secrecao de varias citocinas, incluindo interleucina 6 e TNF-a. (fator de
necrose tumoral o)), bem como quimiocinas e espécies reativas de oxigénio, dentro dos vasos
sanguineos (He et al. 2009). A secre¢do destas substancias induz danos endoteliais e derrame
capilar, conduzindo a necrose de tecidos periféricos e faléncia multipla de 6rgaos. A porcéo do
lipidio A do LOS é o componente ativo responsavel pela inducdo da resposta inflamatdria
associada a septicemia meningocdcica e é, portanto, o responsavel por grande parte da atividade
biologica e da toxicidade da endotoxina meningococica (Zughaier et al. 2004).

Outro importante fator de viruléncia do meningococo € a liberagcdo de vesiculas de
membrana externa (VME) para o meio circulante, principalmente durante a fase exponencial
de crescimento. Estas vesiculas sdo evagina¢es de membrana externa que contém LOS, PME,
fosfofolipideo e fragmentos de capsula polissacaridica (Morley e Pollard 2001). A endotoxina
liberada em VMEs desempenha um importante papel nos eventos inflamatérios de

meningococcemia (Rosenstein et al. 2001).
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Figura 1-2: LOS de N. meningitidis, adapatado de Raetz & Whitfield (2002).

Dentre os fatores de risco ambientais conhecidos para a DM encontramos o tabagismo,
local com aglomeracéo de pessoas, deficiéncia em vias do complemento, asplenia, viagem para
locais endémicos, deficiéncia na via das lectinas e infeccBes respiratdrias prévias causadas por
virus e por micoplasma (Lewis e Ram 2014).

Embora varios fatores de viruléncia meningocdcica tenham influéncia no curso da
doenca, a capsula e o LOS sdo os principais responsaveis por driblar o sistema imunolégico do
hospedeiro, conferindo resisténcia a lise mediada pelo complemento e a fagocitose, e induzir

resposta inflamat6ria desempenhando, portanto, papéis criticos na viruléncia.

1.5. RESPOSTA IMUNOLOGICA

Entre os principais mecanismos de defesa do hospedeiro necessarios para a protecao
contra a DM invasiva estdo as células fagocitarias, o sistema complemento e 0s anticorpos.

Quando o meningococo entra na corrente sanguinea, ocorre a ativagdo do complemento
e a liberagdo de citocinas, que desencadeiam uma resposta inflamatoria. Existem trés vias de
ativacdo do complemento: a via classica, a via alternativa e a via das lectinas. A via classica é
ativada pela interacdo antigeno-anticorpo, onde a proteina Clq se liga & por¢do Fc dos
anticorpos e da inicio a cascata proteolitica. A via alternativa € ativada por estruturas da
superficie do microorganismo, como o LOS, que sdo reconhecidas por C3. Ja a via das lectinas,
¢ ativada quando a lectina ligante de manose ou de ficolina se liga a carboidratos na superficie
do microorganismo. Todas essas vias resultam em clivagem do C3 em C3b pela C3 convertase
e, consequentemente, a ativagcdo de C5, que leva a formagdo de um complexo proteico,
conhecido como complexo de ataque a membrana (MAC), na superficie bacteriana. Patdgenos

com C3b ligado a sua superficie sdo eliminados por fagocitose ou lise celular. A deficiéncia de
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C3 esta associada com uma maior suscetibilidade a DM. De forma anéloga, individuos com
deficiéncia nos componentes tardios do complemento (C5-C9) ndo conseguem formar o MAC
e sao mais suscetiveis a infec¢des meningocdcicas (Lewis e Ram 2014).

Embora o sistema complemento seja considerado a primeira linha de defesa contra
patégenos do sistema imunoldgico inato, outras fungdes tém sido atribuidas a ele, tais como a
modulacéo da resposta imunoldgica adaptativa, a eliminacéo de complexos imunes e de células
apoptoticas, a atuacdo no metabolismo de angiogénese, a regeneracdo de tecidos e a
organogeénese (Ricklin et al. 2010).

No inicio do século XX, Flexner e Jobling sugeriram que os anticorpos desempenhavam
um papel na protecdo contra a meningite meningocdcica (Flexner e Jobling 1908). A
importancia da atividade litica em sangue total como um mecanismo de resisténcia a infec¢do
meningocdcica foi observada em animais de laboratério e descrita em 1918 por Matsunami e
Kolmer (Matsunami e Kolmer 1918a). Na mesma época esses autores descreveram que esta
atividade litica também ocorria em seres humanos, embora fosse menor em criancas do que em
adultos (Matsunami e Kolmer 1918b). Alguns anos mais tarde Heist e colaboradores
demonstraram que cepas de meningococo isolados da orofaringe também eram lisadas pelo
sangue de alguns individuos adultos. Este foi um dos primeiros relatos que indicavam que
caracteristicas individuais presentes em alguns individuos levavam a uma protecao contra esta
enfermidade (Solis-Cohen et al. 1922). Apds isso, em 1969, Goldschneider e colaboradores
publicaram o trabalho classico sobre a importancia da atividade bactericida de anticorpos e sua
relagcdo com a protecdo contra a DM, que serviu como base para muitos estudos posteriores
(Goldschneider et al. 1969a). Ja foi demonstrado que a incidéncia de DM, durante os primeiros
12 anos de vida, é inversamente proporcional a prevaléncia de Anticorpos Bactericidas do Soro
(ABS) (Goldschneider et al. 1969b). A importancia da atividade bactericida do soro mediada
pelo complemento é corroborada pela alta incidéncia de DM invasiva em pessoas com
deficiéncia na via do complemento (Figueroa & Densen 1991; Figueroa et al. 1993). Embora a
imunidade especifica seja geralmente protetora, esta imunidade ndo é absoluta ja que a
meningococcemia pode ocorrer em individuos que possuem previamente titulos de anticorpos
considerados protetores (Stephens 2009).

Os fatores de risco ambientais associados a DM parecem aumentar a expressao de
moléculas de adesdo na nasofaringe e/ou alterar as citocinas locais, facilitando a entrada do
microorganismo na corrente sanguinea. A opsonofagocitose também parece desempenhar um
importante papel na protecdo contra DM. Algumas cepas de N. meningitidis podem ser

relativamente mais resistentes a opsonofagocitose que outras (Lewis e Ram 2014).
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Como ja citado, o LOS € o principal indutor da resposta pré-inflamatoria, atuando
através da ativacdo do TLR-4. Essa resposta em baixos niveis é considerada benéfica para o
hospedeiro. No entanto, quando ocorre estimulacdo excessiva, a resposta pro-inflamatoria pode
ser prejudicial para o individuo, levando a sepse meningocdécica (Coureuil et al. 2013). Os altos
niveis de endotoxina em circulagdo durante a infeccdo meningococica sao resultado do grande
numero de bactérias no sangue e das VMES que sdo eliminadas pelas bactérias. Apesar do LOS
ser um sitio para ligacao de C3b e C4b, a ativacao do complemento parece ser independente da
expressdo de LOS. Ja foi observada uma relagdo entre a gravidade da doenca e a ativagdo do
complemento, que pode estar associada a capacidade do complemento ativado liberar a
endotoxina, que por sua vez exacerba a progressao da doenca (Lewis e Ram 2014).

Apesar de varios fatores contribuirem para a suscetibilidade de um individuo a DM, a
capacidade de um individuo montar uma resposta bactericida do soro contra a cepa infectante

é, provavelmente, a varidvel mais importante em determinar o risco de infecgéo.

1.6. EPIDEMIOLOGIA DA DOENGA MENINGOCOCICA

1.6.1. No Mundo

A epidemiologia da DM é caracterizada pela sua natureza dindmica e imprevisivel, com
taxas de incidéncia da doenca e distribuicdo de sorogrupos sofrendo grande variabilidade
regional (Yogev e Tan 2011). A DM tem ocorréncia mundial e ocorre tanto de forma endémica
quanto epidémica (CDC 2013). Ela pode afetar pessoas de todas as faixas etarias, mas as taxas
mais elevadas de doenca invasiva em paises desenvolvidos séo vistas em lactentes e criangas
com menos de quatro anos de idade, adolescentes, recrutas militares e pessoas que convivem
em locais de aglomeracdo, tais como estudantes universitarios que vivem em dormitérios (Jafri
et al. 2013). Estima-se que o meningococo infecte de 500.000 a 1,2 milhdes de pessoas por ano
no mundo, dentre as quais 50.000 a 135.000 ter&o o 6bito como desfecho (Chang et al. 2012).
Em geral, a mortalidade ocorre em até 10% dos pacientes com DM invasiva, mas chega até a
40% em casos de septicemia (Rosenstein et al. 2001; Stephens et al. 2007; Rouphael e Stephens
2012).

A incidéncia global de infecéo pelo sorogrupo B é estimada entre 20.000 e 80.000 casos
por ano (Hedari et al. 2014). Dados epidemioldgicos mostram que infeccdes meningocécicas
provocadas pelo sorogrupo B continuam a representar um impacto significativo para a satde
humana (Abio et al. 2013). A faixa etaria mais acometida pela DM B é a de criangas com menos
de quatro anos de idade.

A DM na Europa é predominantemente causada pelo sorogrupo B (68%) e pelo

sorogrupo C (12%). Na Africa sdo encontrados os sorogrupos A, C, W-135 e Y (European
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Centre for Disease Prevention and Control 2015). Nas Américas ha, em geral, o predominio
dos sorogrupos B e C. O sorogrupo W-135 provoca surtos em todo o mundo enquanto o
sorogrupo Y é geralmente associado com doencas nos EUA e no Canada, e aparece emergindo
em muitos paises da Europa (Figura 1.3) (Hill et al. 2010; Jafri et al. 2013; Broker et al. 2014).

5 B, C, Y e, B.CY

A, W-135 AB,C

B,C, Y g a

. B, C
AB,Y, W-135 1

Figura 1-3: Distribuicdo dos principais sorogrupos meningocécicos por regidao. Em destaque encontra-
se a regido conhecida como cinturdo da meningite, adaptado de Harrison et al. (2009) e Hedari et al.
(2014).

Na Europa e nas Américas, a doenca € principalmente endémica, com taxas de
incidéncia médias variando de menos de 0,5 a 8,9 casos por 100.000 da populacéo total (Safadi
e Mclintosh 2011). Com a introducdo de vacinas polissacaridicas conjugadas contra o
meningococo sorogrupo C em boa parte da Europa, vem se observando um declinio substancial
no numero de casos de meningite causada pelo sorogrupo C (Garrido-Estepa et al. 2014;
European Centre for Disease Prevention and Control 2015). Enquanto nos Estados Unidos, 0s
sorogrupos B, C e Y causam aproximadamente um terco dos casos, na América Latina, a maior
parte deles é causada pelos sorogrupos B e C, embora exista um aumento no registro de doenca
causada pelos sorogrupos W-135 e Y (Cohn et al. 2010; Racloz e Luiz 2010; Safadi e Cintra
2010).

Na Africa, o cinturdo da meningite, regido que se estende do Senegal até a Etidpia,
registra as maiores taxas de incidéncia de doenca no mundo, existindo uma sazonalidade da
doenca nesta regido com epidemias recorrentes. No cinturdo da meningite é possivel observar
a grande influéncia das condicfes climaticas no risco de doenga, visto que, as epidemias

comecam durante a estacdo seca e terminam com o inicio da estacdo chuvosa (Greenwood
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2006). O sorogrupo A era considerado o principal causador de doenca epidémica na Africa
Subsaariana. Entretanto, com a introducdo da vacina conjugada produzida na india, a
MenAfriVac® em 2010, este cenario mudou e desde entfo, ndo ocorreram novas epidemias
causadas por esse sorogrupo. A partir de 2000, sorogrupos como o0 W-135 e X tém emergido
nesta regido, causando epidemias frequentes (Koutangni et al. 2015). A incidéncia anual
durante as epidemias com o sorogrupo A no cinturdo da meningite chegava a exceder 1.000
casos por 100.000 habitantes (Harrison et al. 2009).

1.6.2. No Brasil

Em 1906 ja haviam casos de DM sendo identificados no Brasil, com os primeiros relatos
de surto ocorrendo em 1920, provocados pelo sorogrupo A (Godinho V. (1920) apud de Moraes
e Barata 2005). Ha relatos de epidemias de DM causada pelo sorogrupo A, com incidéncia
relatada de 12 a 25 por 100.000 habitantes no periodo de 1920 a 1940 (Harrison et al. 2009).

A maior epidemia de DM registrada no Brasil ocorreu durante a década de 1970. O
epicentro foi em Sdo Paulo e ocorreram duas grandes ondas epidémicas, a primeira provocada
pelo sorogrupo C, com inicio em abril de 1971, e a segunda provocada pelo sorogrupo A,
comecando em abril de 1974. A taxa de incidéncia atingiu um pico de 179 casos por 100.000
habitantes em 1974. A epidemia foi finalmente controlada em 1975 com o uso de vacinas
polissacaridicas A e C (Safadi e Mclntosh 2011).

Apb6s um periodo de baixa incidéncia, uma nova epidemia, com prevaléncia do
sorogrupo B, teve inicio em 1989. Com isso, uma campanha de vacinag¢do contra 0 sorogrupo
B foi iniciada utilizando uma vacina cubana (Harrison et al. 2009). A taxa de incidéncia
aumentou a cada ano até atingir um pico em 1996, com 7.321 casos confirmados (de Moraes e
Barata 2005). Na figura 1.4, tem-se um panorama da variacdo no nimero de casos da DM entre
1990 a 2014, onde a partir de 1996 é possivel observar uma reducdo no nimero de casos
confirmados no Brasil. Um levantamento realizado no periodo de 1990 a 2001 mostrou que 0
fenotipo B:4,7:P1.19,15 (N44/89) foi o mais encontrado (Lemos et al. 2006). A partir de 2002,
observou-se um aumento do numero de casos associados ao sorogrupo C.

Atualmente, entre 0s sorogrupos que causam DM, o sorogrupo C, é o mais frequente no
Brasil, afetando diferentes cidades, seguido pelo sorogrupo B. O sorogrupo W-135 também é
encontrado e ja foi identificado nos estados de Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, Espirito
Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parang, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul e Goias (Sinan 2015b). Os sorogrupos prevalentes no Brasil, no periodo

de 2009 a 2014, estdo demonstrados na figura 1.5.
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Figura 1-4: Namero de casos confirmados de doenga meningocdcica, no periodo de 1990 a 2014, no
Brasil (Sinan 2015a).
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Figura 1-5: Incidéncia de doenca meningocécica por ano segundo o sorogrupo, no periodo de 2009 a
2014, no Brasil (Sinan 2015b).

1.7. VACINAS MENINGOCOCICAS

Os primeiros testes de vacina contra a DM em seres humanos ocorreram no inicio do
século XX (Sophian A. (1912) apud Morley e Pollard 2001). As primeiras vacinas eram
compostas por suspensdes bacterianas inativadas pelo calor e apresentavam eficacia variavel e
reacOes adversas graves, provavelmente devido ao elevado teor de endotoxina (Gates 1918). A
maioria dos ensaios realizados com preparacdes contendo células inteiras falhou. Na década de
1930, dois grupos de pesquisa, formados por Ferry e colaboradores e Kuhn e colaboradores,
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iniciaram a busca por uma endotoxina meningocécica com o objetivo de repetir o sucesso das
vacinas de toxdides ja existentes contra o tétano e a difteria. No entanto, Kuhn e colaboradores
ndo foram capazes de provar a imunogenicidade e eficacia da preparacgéo teste (Morley e Pollard
2001).

1.7.1. Vacinas polissacaridicas

Durante a Segunda Guerra Mundial, ocorreram varios surtos de DM provocadas pelos
sorogrupos A e C, o que levou as primeiras tentativas em produzir uma vacina polissacaridica
purificada (Scherp e Rake 1935). Na década de 1960, Gotschlich e colaboradores conseguiram
demonstrar a importancia de anticorpos anti-polissacarideos na resposta imunolégica humana
contra meningococos do sorogrupo A e C (Goldschneider et al. 1969a). Alem disso, eles
demonstraram que polissacarideos produzidos com elevada pureza eram imunogénicos em
adultos saudaveis (Goldschneider et al. 1969b). Vacinas polissacaridicas contra 0s sorogrupos
A e C ainda sdo utilizadas em muitos paises para controlar surtos e epidemias, tendo como alvo
0s grupos de alto risco. Existem muitas combinacdes de vacinas polissacaridicas usadas
globalmente, incluindo vacinas bivalente (A e C), trivalente (A, C e W) e quadrivalente (A, C,
Y e W) (Ali et al. 2014a).

As vacinas polissacaridicas, entretanto, sdo pouco imunogénicas em lactentes e criangas
com menos de dois anos, que correspondem exatamente a faixa etaria de maior incidéncia da
doenca (Gold et al. 1975). Além disso, a duracdo da imunidade induzida por estas vacinas é
limitada e depende da idade. A fraca resposta imunologica induzida por estes e outros antigenos
polissacarideos se deve a natureza destes antigenos, que induzem respostas imunoldgicas
independentes de células T, sem memdria imunoldgica e de curta duracdo (MacLennan et al.
2000; MacLennan et al. 2001). Por estes problemas as vacinas polissacaridicas tém sido
substituidas pelas vacinas conjugadas, que induzem resposta T dependente e geram memoria

imunologica.

1.7.2. Vacinas conjugadas

Esta abordagem estd baseada na experiéncia do uso de vacina conjugada contra
Haemophilus influenzae tipo b, cuja rotina de vacinagéo reduziu drasticamente a incidéncia da
doencga causada por este microrganismo nos paises que a incorporaram nos seus calendarios de
vacinacdo (Kelly et al. 2004). Essas vacinas glicoconjugadas, que hoje sdo disponiveis para 0s
sorogrupos A, C, W-135 e Y sdo capazes de induzir titulos de anticorpos protetores em

lactentes, criancas, adolescentes e adultos jovens. As vacinas conjugadas sao associadas a uma
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reducdo no numero de portadores, diminuindo a circulacdo de N. meningitidis e tendo efeito
importante na imunidade de rebanho (English et al. 2000; MacLennan et al. 2000). Existem
varias vacinas conjugadas para meningococo C licenciadas, conjugadas com anatoxina tetanica,
anatoxina diftérica ou CRM-197 (Ali et al. 2014a). No Brasil, a vacina meningocécica C
conjugada foi introduzida no calendario de vacinacdo em 2010 e ¢ indicada para criancas a
partir de trés meses até dois anos (Secretaria de Saude de Sdo Paulo 2012; PNI 2014).

Busca-se sempre a combinacdo de vacinas sem prejuizo da resposta a cada um de seus
componentes, visando a diminui¢cdo do nimero de inje¢cBes em criangas e aumento do custo
beneficio das vacinagdes como um todo (Morley e Pollard 2001). Nesta estratégia foram
licenciadas algumas vacinas combinadas contra o sorogrupo A, C, W-135 e Y, como a vacina
conjugada com anatoxina diftérica, Menactra® da Sanofi Pasteur, e as vacinas conjugadas com
CRM-197, Menveo® da Novartis e a Nemerix® da GlaxoSmithKline (GSK), e vacinas
conjugadas contra o sorogrupo C e Y combinadas com Hib, Menhibrix® da GSK (Ali et al.
2014a).

1.8. VACINAS MENINGOCOCICAS PARA O SOROGRUPO B

Assim como ocorre para 0s demais sorogrupos, a incidéncia dependente da idade de DM
causada pelo sorogrupo B € inversamente relacionada a presenca de anticorpos bactericidas
(Goldschneider et al. 1969a). No entanto, como a capsula do sorogrupo B é pouco imunogénica,
devido a sua identidade com antigenos humanos, e 0s anticorpos gerados contra este
polissacarideo capsular apresentam baixa avidez, € necessaria outra abordagem no
desenvolvimento de vacinas para este sorogrupo (Zollinger & Mandrell 1983; Chang et al.
2012). A conjugacdo covalente do polissacarideo B a um carreador proteico também ndo é
capaz de resolver estes problemas. Tendo em vista as dificuldades com vacinas polissacaridicas
contra 0 meningococo B, varias estratégias alternativas vém sendo desenvolvidas.

Na década de 1970, as tentativas iniciais para a producdo de vacinas compostas por PME
eram baseadas na retirada do LOS. Apos a remocao deste, as PME eram entdo precipitadas e
produziam agregados em suspensao de cloreto de sédio. No entanto, estas vacinas ndo foram
capazes de induzir anticorpos bactericidas em adultos ou criangas. Esta falha foi atribuida a
perda da estrutura terciaria das proteinas durante o processo de precipitacdo (Morley e Pollard
2001). Jennings e colaboradores desenvolveram, na década de 80, um polissacarideo,
guimicamente modificado, conjugado a anatoxina tetanica, produzindo uma vacina conjugada
e imunogénica em murinos (Jennings et al. 1986). Uma vacina similar, que utilizava como
carreador a proteina PorB recombinante ao invés da anatoxina, mostrou-se imunogénica em

primatas ndo humanos (Fusco et al. 1997). Ao contrério da doenca provocada pelos sorogrupos
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A e C, entretanto, o anticorpo bactericida contra o sorogrupo B provavelmente é dirigido contra

antigenos ndo capsulares (Bartoloni et al. 1995).

1.8.1. Vacinas de VME

As VMEs sdo liberadas pelas bactérias Gram-negativas durante o crescimento e podem
ser extraidas do meio de cultivo, com alto rendimento, através do uso de detergentes. Essas
vesiculas sdo altamente imunogénicas, pois contem multiplos antigenos de membrana externa
(Andrews e Pollard 2014). As primeiras vacinas de VME desenvolvidas continham as vesiculas
na sua conformacado nativa. Estas vacinas sdo imunogénicas, embora muitas vezes apresentem
uma imunogenicidade fraca na primeira infancia. Duas vacinas baseadas em vesiculas foram
desenvolvidas na década de 1980 em resposta a surtos da doenca em Cuba e na Noruega (Sierra
et al. 1991; Boslego et al. 1995).

Em Cuba, a vacina produzida pelo Instituto Finlay, com o nome comercial de VA-
MENGOC-BC®, foi concebida como resposta a uma Gnica cepa, B:4:P1.19,15, que causava a
DM epidémica na época, juntamente com o polissacarideo capsular de meningococo sorogrupo
C, derivado da cepa C11 (Sierra et al. 1991). Estudos de eficécia posteriores demonstraram que
esta vacina conferia uma protecéo de cerca de 70% em criancas acima de quatro anos de idade.
No entanto, para criancas mais novas a eficacia foi muito mais baixa ou ausente (Milagres et
al. 1994; Rodriguez et al. 1999).

A vacina produzida pelo NIPH (Instituto de Satide Plblica Noruegués), a MenBvac®,
também foi baseada em um unico clone epidémico, o B:15:P1.7,16. A eficécia desta vacina foi
estimada em 57% para um esquema de duas doses (Boslego et al. 1995). Em 1991, na Nova
Zelandia, teve inicio um surto provocado por um clone de meningococo B, cuja PorA era
heter6loga das cepas vacinais cubanas e norueguesas. Por esse motivo, foi necessario o
desenvolvimento de uma nova vacina de VME, a MeNZB™, que foi utilizada de 2004 a 2008
para controlar a epidemia (Holst et al. 2013).

As vacinas baseadas em VMEs, que conservam as PME na sua conformacao natural,
sdo capazes de gerar anticorpos bactericidas. Apesar da resposta de anticorpos ser direcionada
contra uma grande variedade de proteinas de membrana externa, o antigeno proeminente em
vacinas de VME parece ser a PorA, o que levaria a uma imunidade especifica principalmente
para sorosubtipo (Morley e Pollard 2001). Estudos de imunogenicidade e reatogenicidade, que
compararam a VA-MENGOCOC-BC® e a MenBvac®, concluiram que embora ambas vacinas
sejam capazes de induzir uma boa resposta imunologica contra cepas homologas, isso ndo
ocorre para as cepas heter6logas de meningococo B, o que sugere que a eficacia delas esteja

restrita ao clone epidémico (Holst et al. 2013).



18

Alguns grupos tentam ampliar a cobertura das vacinas de VME utilizando tecnologia de
DNA recombinante para produzir VMESs que expressem multiplos antigenos PorA, a fim de
criar vacinas de VMEs polivalentes. Embora estas vacinas de VMEs polivalentes possam ser
uma melhoria quando comparadas as vacinas monovalentes, as abordagens com base em uma
Unica proteina podem ndo fornecer uma cobertura ampla e podem ser mais suscetiveis a

mudanca de epidemiologia (Dull e Mcintosh 2012).

1.8.2. Vacinas recombinantes

Analises da sequéncia gendmica completa do sorogupo B foram capazes de identificar
proteinas meningocdcicas relativamente conservadas, que eram capazes de induzir anticorpos
bactericidas no soro (Pizza et al. 2000). Através deste processo, conhecido como vacinologia
reversa, duas vacinas foram desenvolvidas, com diferentes abordagens, uma pela Novartis e
outra pela Pfizer.

Para compor a vacina da Novartis, foram selecionados cinco antigenos. Estes antigenos
foram produzidos como trés proteinas recombinantes, NadA e duas proteinas de fusdo, que
contém a proteina de ligacdo a heparina e a fHbp. Visando ao aumento da imunogenicidade,
estas proteinas foram combinadas com VME de uma cepa epidémica da Nova Zelandia
compondo, desta maneira, uma vacina contra o sorogrupo B (Bexsero® da Novartis) (Snape et
al. 2010). Esta vacina foi licenciada na Europa em janeiro de 2013 para uso em individuos a
partir de dois meses de idade. No Brasil, 0 seu uso foi aprovado pela a Agéncia de Vigilancia
Sanitéria em janeiro de 2015.

A Pfizer estd desenvolvendo uma vacina contendo duas variantes de fHbp
recombinantes, cujo gene codificante é altamente conservado. A vacina atualmente encontra-
se em estudo clinico de fase Il. Foi observado a ocorréncia de efeitos adversos ligados a
aplicacdo da vacina em lactentes. Por este motivo, a populacdo alvo desta vacina deve ser 0s

adolescentes (Martinon-Torres et al. 2014).

1.9. ANTICORPOS BACTERICIDAS E ANTIGENOS ALVOS

Uma vacina meningocdcica eficaz deve ser capaz de manter niveis funcionais de
anticorpos circulantes. A protecdo a longo prazo, ap0s imunizagdo, depende de trés
mecanismos: memdaria da resposta imunoldgica, persisténcia de anticorpos funcionais e
imunidade de rebanho. A imunidade de rebanho consiste em reduzir o nimero de portadores de
N. meningitidis na nasofaringe, protegendo indiretamente os individuos ndo vacinados. Em um
individuo saudavel, sdo necessarios de dois a sete dias para montar uma defesa contra um dado

antigeno, reconhecido por anticorpos e células T. Até que isso ocorra, 0 hospedeiro vai utilizar
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a resposta imunolégica inata para combater a infeccdo. Quando se trata de uma infeccdo
meningocacica invasiva, ndo ha tempo habil para que essa defesa seja montada, ja que o periodo
de incubacdo da DM é de 3 a 4 dias. Além disso, a protecdo resultante de anticorpos produzidos
por células B de memoria muitas vezes também néo é suficiente, pois demora cerca de 5 dias,
0 que indica que a manutencdo de anticorpos funcionais circulantes contra 0 meningococo é
necessario para a protecdo a doenca. Sendo assim, quando o assunto é a protecéo a longo prazo
das vacinas, o correlato de protecdo mais apropriado ndo parece ser a capacidade de gerar
memoria e sim a presenca de anticorpos circulantes funcionais no momento da exposi¢do ao
patégeno (Erlich e Congeni 2012).

A presenca de anticorpos capazes de induzir a morte da bactéria mediada pelo
complemento foi correlacionada com a resisténcia a meningite meningocdécica. Por isso, uma
das etapas para se conseguir a aprovagdo regulatéria das atuais vacinas meningococicas tem
sido a demonstracdo da capacidade destas em induzir anticorpos com atividade bactericida,
avaliada através do ensaio bactericida do soro (EBS). Entretanto, ao se estudar uma vacina
composta por uma mistura de diferentes antigenos proteicos, no minimo trés variacdes devem
ser consideradas ja que podem interferir diretamente na avaliagdo da mesma. A primeira é que
o individuo vacinado pode desenvolver anticorpos contra todos ou somente alguns dos
antigenos vacinais. A segunda variacdo possivel é que os anticorpos gerados por esse individuo
podem ou ndo serem bactericidas. E, por Gltimo, nas condi¢cBes experimentais do EBS, a
bactéria alvo pode expressar um ou mais antigenos diferentes dos componentes vacinais
(Giuliani et al. 2010). Desta forma, a avaliagdo de uma vacina de multicomponentes contra o
meningococo, reflete o efeito cumulativo de todos os anticorpos presentes frente a populacao
alvo utilizada no ensaio. Se o interesse no novo produto é identificar qual o papel de cada
componente na resposta imunoldgica induzida, a avaliacdo apenas da formulacdo final do
imundgeno em soros de vacinados, ndo permite medir, atraves do EBS, a contribuicdo de cada
um dos antigenos na resposta protetora.

Ja se sabe que anticorpos para meningococos, gerados naturalmente, podem ser
especificos para antigenos capsulares ou ndo-capsulares (Amir et al. 2005). O proteoma da
membrana externa e da VME do meningococo € complexo e contém mais de 200 proteinas, das
quais a proteina PorA é o antigeno imunodominante na geragdo de ABS (Williams et al. 2014).
A proteina PorA apresenta uma grande variacdo estrutural entre as cepas, e esta grande
diversidade ¢é apontada como responsavel pela resposta sorosubtipo especifica das vacinas de
VME (Pettersson et al. 2006).

Weynants e colaboradores demonstraram em camundongos que apesar da resposta

bactericida induzida pelas vacinas de VME serem preferencialmente contra a PorA, outros
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antigenos de membrana tem efeito sinérgico sobre a resposta protetora. O efeito sinérgico entre
0s antigenos depende da expressdo destes na membrana, sendo significativa a contribuicdo dos
anticorpos induzidos por eles. Por isso, quando pelo menos dois antigenos de membrana sdo
alvos destes anticorpos, a atividade bactericida mediada por complemento ocorre de forma mais
eficiente. Os componentes da membrana que, em concentragcdo adequada, contribuem neste
efeito sinérgico sdo as proteinas menores da membrana externa e o LOS (Giuliani et al. 2010).

O LOS é apontado, em conjunto com a PorA, como o principal alvo de anticorpos
bactericidas. Estes anticorpos, direcionados para o LOS, podem também atuar aumentando a
atividade bactericida de anticorpos anti-proteinas (Zollinger et al. 2010). Pinto e colaboradores
estudaram o LOS em uma vacina e observaram que o mesmo pode ser responsavel pela resposta
cruzada, ndo somente entre diferentes cepas de meningococo B, mas ainda entre diferentes
sorogrupos (C, W, X e Y), desde que estes compartilhem o mesmo tipo de LOS presente na
vacina (Pinto et al. 2013).

1.10. DESENVOLVIMENTO DA VACINA MENINGOCOCICA B EM BIO-MANGUINHOS

Utilizando a estratégia de busca de antigenos sub-capsulares que possam induzir
protecdo contra a DM causada pelo sorogrupo B, desde o final da década de 1990, Bio-
Manguinhos esta desenvolvendo uma vacina brasileira contra este microrganismo. O
desenvolvimento desta vacina segue o conceito “tailor made” em que o produto € desenvolvido
para um quadro epidemioldgico especifico. Ela é composta de antigenos de duas cepas de maior
prevaléncia no Brasil. A primeira delas é a cepa B:4,7:P1.19,15P5.5,7:L.1,3,7,8, conhecida
como N44/89, e a segunda B:4:P1.7,1P5.5,7:L3,7, conhecida como N603/95 (Lemos et al.
2006; Barroso et al. 2009) .

As VMEs das duas cepas sdo obtidas e purificadas em condi¢c6es de deficiéncia de ferro,
mimetizando a condi¢do que o microrganismo enfrentaria no organismo humano. Além destes
antigenos, foi incluido na preparacgdo o LOS detoxificado (dLOS) da primeira cepa prevalente,
N44/89, que possui 0os imunotipos L1, 3, 7, 8. Este antigeno foi introduzido com o objetivo de
aumentar a cobertura vacinal uma vez que esta molécula tem expressdo em cepas com diferentes
sorosubtipos e mesmo em diferentes sorogrupos.

Foram testadas trés vacinas durante o estudo clinico de fase I, com diferentes
concentragdes de VME por dose: 12,5ug, 25ug e 50ug. A concentracdo de dLOS nas
formulacgdes foi sempre o equivalente & metade da dose de VME. O uso destas vacinas em
adultos, demostrou a seguranca das mesmas, o que definiu sua utilizacdo em criangas para

avaliacdo de imunogenicidade. Entre 2012 e 2014 as trés concentragOes de vacinas foram
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testadas em criancas de 4 a 11 anos, em esquema vacinal de trés doses com reforgo ap6s 6 a 12
meses, para avaliacdo de imunogenicidade e seguranca.

As vacinas teste se mostraram seguras e imunogénicas para as cepas vacinais e duas
cepas B heterdlogas pelo ensaio EBS. Os titulos protetores foram significativamente maiores
para a 12 cepa vacinal B:4,7, P1,19,15 do que para a segunda cepa B:4,7, P1,7,1, com resposta
reforco apenas para a 1% cepa. Embora tenham sido observados titulos protetores para as cepas
heteroldgas testadas, os titulos foram muito inferiores aqueles obtidos para as cepas vacinais.
N&o se observou resposta reforco para as cepas heter6logas. A dose refor¢co se mostrou
importante na manutencao dos titulos protetores para todas as cepas testadas.

Apesar da vacina desenvolvida atender a situacdo epidemiologica da DM causada pelo
sorogrupo B no pais, algumas questdes levantadas pelos resultados do estudo de fase I1/111
precisam ser melhor estudadas. Nas diferentes formulagdes testadas, embora a concentracéo
final de VMEs fosse variavel, a razdo entre as VMESs das cepas vacinais foi sempre de 1:1.
Além disso, é importante destacar que ambas VMEs utilizadas nas preparac6es teste foram
obtidas por processos produtivos idénticos e padronizados. Com os resultados da resposta em
criangas, fez-se necesséria a avaliacdo da participacdo de cada um dos antigenos vacinais na
resposta imunoldgica induzida pela preparagdo experimental. O presente estudo tem o objetivo
de fazer esta avaliacdo para uma futura perspectiva de melhoria de formulacdo ou mesmo de

combinacéo destes antigenos com outras vacinas.



2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL
O presente trabalho tem o objetivo de ampliar a avaliagdo do uso da vacina
meningocacica B, produzida em Bio-Manguinhos, verificando o papel de cada antigeno vacinal
na resposta bactericida induzida em camundongos, ap0s trés doses, com intervalo de 15 dias

entre elas.

2.1.1. Obijetivos especificos
e Avaliar a participacao das vesiculas de membrana externa das cepas vacinais de
N.meningitidis sorogrupo B na resposta imunoldgica induzida pela vacina
experimental em termos de atividade bactericida dos anticorpos induzidos.
e Auvaliar o potencial do LOS detoxificado na resposta induzida pela vacina com
relacdo a sua participacgao na atividade bactericida dos anticorpos induzidos.
e Avaliar a atividade pirogénica de diferentes formulacdes afim de verificar a

possibilidade de otimizacdo da vacina meningocdécica B brasileira.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. MICRORGANISMO

As duas linhagens de N. meningitidis sorogrupo B prevalentes no Brasil, N44/89
(B:4,7:P1.19,15:P5.5,7:1..1,3,7,8) e N603/95 (B:4:P1.7,1P5.5,7:L3,7), foram isoladas de
materiais clinicos e cedidas pelo Instituto Adolfo Lutz, Secdo de Bacteriologia, SP, Brasil. Estas
cepas foram liofilizadas em ampolas e conservadas a -20 °C e foram utilizadas para dar origem
ao lote mae e ao lote de trabalho (Anexo 2).

3.2. SOLUCOES

3.2.1. Solucgéo de Greaves
Para o preparo da solucdo de Greaves, foi acrescentado em agua destilada, 50 g/L de glutamato
de sdédio 5% monohidratado. A solucdo resultante foi aquecida a 40 °C e apds o0 aquecimento,
foi acrescentado 50 g/L de albumina bovina 5%. Com o auxilio de um agitador magnético, a
solucdo foi homogeneizada. Apds realizar o ajuste do pH da solucdo para 7,2 com NaOH 1 M,
0 volume da mesma foi completado com &gua destilada, descontando-se o volume do glicerol.
A solucdo foi entdo filtrada em membrana de 0,22 um de porosidade e, ao final, foi acrescentado

10% glicerol estéril (Borrow e Carlone 2001).

3.2.2. Solugéo de Hanks

Para preparo da solugdo de Hanks utilizada no trabalho, os componentes, enumerados
de 1 a9 no quadro 3.1, foram acrescentados em &gua deionizada. A solucéo foi homogeneizada,
utilizando agitador magnético, por quatro horas. Em paralelo, o vermelho de fenol foi dissolvido
em agua deionizada, a solucdo foi filtrada em papel xarope e acrescentada aos demais
componentes. O pH foi entdo ajustado para 7,5, com solucdo de NaOH 5 N, e a heparina foi
acrescentada. A solugéo resultante foi homogeneizada, teve o seu volume ajustado e foi filtrada

com membrana de 0,22 um de porosidade (Borrow e Carlone 2001).
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Quadro 3-1: Reagentes que compdem a solucdo de Hanks.

COMPONENTES MARCA CONCENTRACAO

1 | NaCl Merck 8,0 g/L
2 | KCI Merck 0,4 g/L
3 | CaCl 2H20 Merck 0,53 g/L
4 | MgSO4 7H20 Merck 0,19/L
5 | MgCl, 6H,0 Vetec 0,1g/L
6 | Na2HPO4 Merck 0,028 g/L
7 | KH2PO4 Sigma 0,06 g/L
8 | Glicose Merck 1,09/L
9 | BSA Sigma 1,0 g/L
10 | Vermelho de Fenol Sigma 0,010 g/L

) ) Hepamax-S 256 pl/L
11 | Heparina Sddica )

5.000 Ul/mL  (Heparina-5000 Ul/mL)

12 | HoO(Destilada)

3.3. PREPARO DAS CULTURAS ESTOQUES

3.3.1. Lote semente-mae

As ampolas provenientes do Instituto Adolfo Lutz foram hidratadas com 1 mL de TSB
(caldo triptona de soja, do iglés “Tryptic Soy Broth™) e incubadas a 37 °C por quatro horas. A
suspensdo hidratada foi semeada com o auxilio de alca de Drigalski, em agar Mueller Hinton
(AMH) contendo 1% de soro fetal bovino e incubada a 37 °C, em atmosfera imida contendo
5% de COg, por 16 horas. Decorrido o tempo de cultivo, o crescimento bacteriano proveniente
de cada duas placas foi ressuspendido com 1 mL de TSB e transferido para garrafas Roux
contendo AMH com 1% de soro fetal bovino e pérolas de vidro. Apds a incubagéo das garrafas
Roux a 37 °C, por 16 horas em atmosfera com 5% de CO, foi adicionado 10 mL de solucdo de
Greaves e 0 crescimento foi ressuspendido através de movimentos rotatdrios na superficie do
agar com auxilio das pérolas de vidro. O conteudo das garrafas foi homogeneizado e distribuido
em criotubos, em aliquotas de 1 mL, que foram imediatamente congelados em nitrogénio
liquido e estocados em freezer -70 °C. O controle de pureza do lote foi realizado através de

coloracdo de Gram e semeadura por esgotamento em meio &gar nutriente.
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3.3.2. Lote trabalho

O lote de trabalho foi produzido através da semeadura de 150 pL do lote méae em placas
de agar Columbia, enriquecido com 10% de sangue de cavalo desfibrinado e estéril. As placas
foram incubadas a 37 °C durante 16-18 horas em atmosfera imida e enriquecida com CO2 (5%).
Apos o tempo de cultivo, as células foram ressuspensas com solugdo de Greaves. A suspensdo
obtida foi distribuida em aliquotas de 400 puL em criotubos, congelada em nitrogénio liquido e
estocada em freezer -70 °C. O lote obtido foi controlado quanto a pureza através de coloracao

de Gram e estriamento por esgotamento em agar nutriente.

3.4. PREPARO DAS VACINAS EXPERIMENTAIS

A obtencdo dos antigenos vacinais, VMEs e dLOS, teve inicio com a semeadura de um
criotubo do lote de trabalho das cepas N44/89 e N603/95 em trés garrafas de Roux contendo
TSB de origem ndo animal, que foram mantidas a 37 °C por um periodo de 16 a 18 horas em
atmosfera contendo 5% de CO». Em seguida, as células foram ressuspendidas e mantidas em 3
Erlenmeyers contendo 500 mL de meio Catlin modificado (Fu et al. 1995), 10 uM de Fe *3
(solucéo de sulfato ferrico) e pH = 7,2, onde foram mantidas por um periodo de 16 a 18 horas.
Ap0ds este periodo, utilizou-se 50 mL deste cultivo para realizar um indculo em 12 Erlenmeyers
contendo 450mL de meio Catlin, com pH = 7,2 e 10 uM de Fe *3, que foi mantido a 37 °C, em
atmosfera enriquecida com CO2 (5%), por 16 a 18 horas. Apos essas etapas, foram obtidos 6
litros de cultivo, que foram inoculados em biorreator (Biostat UD100, Sartorius), com

capacidade total de 150 litros.

3.4.1. Obtencdo das Vesiculas de Membrana Externa

As VMEs foram obtidas a partir do cultivo das cepas N44/89 e N603/95 em Biorreator
(Biostat UD100, Sartorius), com volume atil de 100 litros, com meio de Catlin modificado, 20
uM de Fe ** e pH 7,0 (controlado com HsPO4 e NaOH), durante 12 horas, com aeragio
superficial, a 37 °C, empregando-se 42 uM de EDDHA (Acido etileno-di-amino-di-hidroxi
fenil acético /Sigma) como quelante de ferro. O cultivo foi inativado, a 56 °C por 30 minutos,
e a obtencdo de VMEs foi estabelecida no sobrenadante do caldo fermentado separado da
biomassa bacteriana em centrifuga de fluxo continuo (LAPX 404 SGP-31C, Alfalaval). O
material obtido foi concentrado por ultrafiltracdo, utilizando cassete de ultrafiltracdo para
Centrasette de 100 kDa (OS100CO05, Pall Corporation), processado para retirada de debris
celulares por centrifugacdo a 24.000 rpm. O produto resultante foi submetido a uma

ultracentrifugacao a 29.000 rpm para obtencdo da vesicula ndo purificada. Apos ressuspender
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a VME ndo purificada com agua, por meio de ultrassom, realizou-se uma etapa de clarificagéo,
por centrifugacdo a 12.000 rpm. O sobrenadante foi, por duas vezes consecutivas, tratado com
tampé&o (40 mM Tris + 4 mM de EDTA + 2% desoxicolato de sddio) para extracdo parcial da
endotoxina e submetido a uma ultracentrifugacéo a 29.000 rpm. O precipitado foi ressuspendido
com agua contendo sacarose 3% e esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 um, sendo
mantido em temperatura de -20 °C até a formulacdo da vacina experimental (Jessouroun et al.
2004). A quantidade de vesicula presente na vacina foi determinada de acordo com a

concentracdo de proteina, dosada segundo Markwell et al. (1978).

3.4.2. Obtencdo do dLOS

O dLOS foi obtido da biomassa bacteriana proveniente do cultivo da cepa N44/89 em
biorreator (Biostat UD100, Sartorius), com volume util de 100 litros, com meio de Catlin
modificado (Fu et al. 1995) e solu¢do de sulfato férrico, garantindo a concentracdo de 20 uM
de Fe *3, com aeragdo submersa e pH 7,0 (controlado com HzPO4 e NaOH), durante 8 horas a
37 °C. A biomassa foi inativada, a 56 °C durante 30 minutos, e a obtencdo do LOS foi
estabelecida no concentrado do caldo fermentado separado do sobrenadante em centrifuga de
fluxo continuo (LAPX 404 SGP-31C, Alfalaval). A biomassa bacteriana concentrada foi tratada
com 20 g/L do detergente catidnico Cetavlon® (brometo de hexadecil trimetilamonio
quaternério), para descomplexar o LOS. O LOS bruto foi purificado empregando-se a
precipitacdo alcodlica fracionada, desproteinizacdo com fenol e purificacdo por cromatografia
de exclusdo, em Sephacryl S-300HR (GE), utilizando como fase mével tampdo TED (TRIS 20
Mm, EDTA 5 mM, Na-DOC 0,5%, NaN3 0,02%, pH 8,5), modificado a partir de Fernandes
(2005). Apds precipitacdo e liofilizagdo, a massa de LOS toxico foi submetida a 60 °C durante
2,5 horas, para detoxificacdo com NaOH 0,2 M. Ap0s este processo, o pH foi ajustado para 7,0
com a adicdo de uma solucéo de acido cloridrico 0,1 M. Foi adicionado etanol absoluto ao
dLOS a fim de promover a sua precipitacéo, e, apos um repouso de 48 horas a -20 °C, a solugédo
foi centrifugada a 12.000 rpm, para lavagem do dLOS precipitado. Apos ressuspender este
precipitado com o minimo possivel de agua, o mesmo foi liofilizado (modificado de Jessouroun
et al. 2004). A quantidade de dLOS foi determinada pelo método descrito por Waravdekar e
Saslaw (1959). O dLOS foi diluido para uma concentracdo pré-determinada e o concentrado
antigénico foi esterilizado por filtragho em membrana de 0,22 pm, sendo mantido em

temperatura de 2 a 8 °C até a formulacéo da vacina experimental.
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3.4.3. Formulagéo das vacinas experimentais

Seis vacinas experimentais foram formuladas (quadro 3.2). Para tal, foram utilizadas a

vacina meningocécica B, seus componentes combinados e em separado, em presenca do

adjuvante hidroxido de aluminio (HA) e a vacina completa B combinada a vacina

meningocdcica C conjugada produzida em Bio-Manguinhos (Silveira et al. 2007). As

preparacdes usadas para imunizacao dos camundongos foram liquidas, contendo cada dose 0,2

mL.

Quadro 3-2: Vacinas formuladas para o estudo.

GRUPO

CONTEUDO

FORMULACAO

Vacina meningocdcica B

completa

Vacina meningocdcica B +
Concentrado antigénico da
Vacina meningococica C

conjugada

VME N44/89

VME N603/95

VME N44/89 + VME
N603/95

dLOS

2,5ug de VME N44/89 + 2,5ug de VME N603/95
+ 2,5ug de LOS detoxificada + 0,dmg de
hidréxido de aluminio por dose

2,5ug de VME N44/89 + 2,5ug de VME N603/95
+ 2,5ug de LOS detoxificada + 1,0ug de
polissacarideo C conjugado+ 0,1mg de hidroxido
de aluminio por dose

2,5ug de VME N44/89 + 0,1mg de hidréxido de
aluminio por dose

2,5ug de VME N603/95 + 0,1mg de hidroxido de
aluminio por dose

2,5ug de VME N44/89 + 2,5ug de VME N603/95
+ 0,1mg de hidréxido de aluminio por dose
2,5ug de LOS detoxificado + 0,1mg de hidroxido

de aluminio por dose

3.5. IMUNIZACAO DOS ANIMAIS

Camundongos suigos, de ambos 0s sexos, pesando de 12 a 17g, foram imunizados por

via intramuscular, em esquema de trés doses com intervalo de 15 dias entre elas. Foram

realizadas quatro coletas sanguineas através do plexo orbital: TO (antes da primeira

imunizacdo), T15 (antes da segunda dose), T30 (antes da terceira dose) e T45 (15 dias apos a

ultima imunizag&o). Apds a sangria o soro foi separado por centrifugacdo a 3000 rpm durante

dez minutos, e armazenado a — 20 °C.
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Ao todo, foram imunizados 180 camundongos suicos que foram divididos em seis
grupos, com 30 animais. Cada grupo foi subdividido em seis caixas, onde cada caixa
representava o pool de soro de cinco animais. Para este trabalho foram utilizadas amostras
aleatorias de cinco das seis caixas de cada um dos grupos acima descritos.

Os testes em camundongos foram realizados de acordo com as recomendagOes da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio e com aprovacéo pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA/ Fiocruz), sob documento LW65/14 (validade 01/12/2018).

3.6. ENSAIO PARA DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE BACTERICIDA

O ensaio que avalia a atividade bactericida dos anticorpos do soro em presenca de
complemento tem como principio ser o correlato de protecdo in vitro contra a DM. Os
anticorpos que foram obtidos a partir dos camundongos vacinados com diferentes preparacoes
tiveram a atividade bactericida avaliada. Esta avaliacdo ocorreu antes e ap6s a soroneutralizagdo
dos soros com o0s antigenos, cuja participacdo na inducdo da resposta imunologica estd em

questao.

3.6.1. Inativacdo da bactéria

Neste trabalho, as cepas N44/89 e N603/95, usadas para obtencdo dos antigenos
vacinais, foram utilizadas como cepas alvo. Estas cepas de meningococos foram semeadas em
placas, utilizando a técnica de esgotamento, em agar Columbia enriquecido com sangue de
cavalo, e incubada a 37 °C em estufa de CO2 por aproximadamente 16 horas. Realizou-se entéo
0 repique para uma nova placa de 4gar Columbia enriquecida com sangue, que foi incubada por
quatro horas a 37 °C em estufa de CO>. O cultivo foi resssupendido com Hanks e a suspensao
foi ajustada para que a D.O. a 600nm ficasse proxima a 1,0, sendo depois distribuida em
volumes constantes de 400 pL em diversos criotubos. A suspensdo bacteriana foi incubada a
56 °C durante 45 minutos e em seguida foi mantida estocada a 4 °C até o seu uso (Borrow e
Carlone 2001).

3.6.2. Fonte de complemento

A fonte de complemento foi obtida a partir do soro de doadores de sangue do Hemorio,
previamente submetidos a um termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo). A coleta de
amostra de doadores de sangue foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hemorio,
sob o protocolo n° 118/07. Como nenhuma das fontes de complemento disponiveis levava a
uma reducéo da populacéo bacteriana padrdo menor ou igual a 15%, foi selecionada a fonte que

causava a menor lise. Os anticorpos presentes nesta fonte de complemento foram removidos
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através de uma etapa de incubagdo a 20 °C durante 30 minutos com a cepa alvo previamente
inativada, seguida de centrifugacdo a 10.000 rpm por trés minutos (Santos et al. 2001). Com
isso, esperava-se uma reducao significativa da lise bacteriana, anteriormente provocada por esta
fonte de complemento. Para obter o complemento inativado, o complemento natural foi
incubado a 56 °C durante 30 minutos, sendo em seguida submetido a centrifugacdo a 10.000

rpm por trés minutos.

3.6.3. Ensaio bactericida do soro

As cepas alvo de meningococo foram semeadas, utilizando a técnica de esgotamento,
em placas de agar Columbia enriquecido com sangue, e incubadas a 37 °C em estufa de CO;
por aproximadamente 16 horas. Realizou-se entdo o repique, de aproximadamente 10-20
coldnias isoladas, para uma nova placa de agar Columbia enriquecida com sangue, que foi
incubada por quatro horas a 37 °C em estufa de CO». Antes de serem submetidos ao ensaio
bactericida, os soros dos camundongos tiveram o seu sistema complemento inativado. Para isso,
eles foram previamente diluidos com Hanks, com um fator de diluicdo minimo de 1:2, e
incubados a 56 °C por 30 minutos. A atividade bactericida dos anticorpos, em presenca de 25%
de complemento, foi avaliada em diluigdes seriadas (fator 2) do soro de animais vacinados, em
placa de poliestireno de 96 pocos (Corning® Costar®) frente a uma populagio de meningococo
alvo contendo entre 1,3 a 1,7x10° unidades formadoras de coldnia, cujo cultivo foi
ressuspendido com Hanks. Apdés incubacdo de uma hora a 37 °C, as suspensdes bacterianas
expostas a diferentes concentracdes de anticorpos foram semeadas pela técnica da gota
pendente e seu crescimento foi comparado a suspensdo padrdo, ndo submetida a acdo de
anticorpos. O titulo do soro foi definido pela reciproca da dilui¢do capaz de eliminar 50% ou
mais das unidades formadoras de colnia presentes no poco controle (Borrow e Carlone 2001).
Nos casos em que o titulo ndo pode ser determinado na diluicdo minima (1:4) do teste, assumiu-

se para fins de analise, que o titulo do mesmo era de (1:2).

3.7. ENSAIO BACTERICIDA COMPETITIVO COM OS ANTIGENOS VACINAIS

A especificidade de resposta no ensaio bactericida para os antigenos vacinais foi
determinada através do ensaio bactericida competitivo, baseado em um teste de
soroneutralizacdo, desenvolvido no laboratério e baseado no método descrito por Giuliani et al.
(2010). Este teste consiste na neutralizacdo de anticorpos do soro através da formagdo do

complexo antigeno/anticorpo.



30

3.7.1. Padronizacao do ensaio para VME N603/95

Para estabelecer a concentracdo de VME purificada a ser utilizada no teste de
soroneutralizacdo foi utilizado um soro padrdo de animais imunizados com a vacina B
completa, em um esquema de 3 doses. As vesiculas tiveram o seu conteudo proteico total
quantificado e, baseado nesta dosagem, diferentes concentracfes das vesiculas foram testadas
(450 pg/mL, 725 pg/mL, 1000 pg/mL, 2250 pg/mL e 4500 pg/mL), a fim de determinar qual
a concentracdo minima capaz de atingir a maxima reducéo dos titulos bactericidas, frente a cepa
produtora da VME. A concentragdo minima avaliada de 450 pg/mL foi definida com base nos
experimentos de Giuliani et al. (2010). A fim de controlar se as condig¢des (temperatura, tempo
de incubacdo e numero de centrifugacdes) escolhidas para a soroneutralizacdo estavam
adequadas, utilizou-se como controle positivo para a padronizacdo, a soroneutralizacdo com

igual volume com a cepa alvo inativada, com D.O. a 600nm igual a 1,0.

3.7.2. Padronizacao do ensaio para VME N44/89

Apds estabelecida a padronizacdo do ensaio para VME de N603/95 foi necessario
estabelecer a concentragdo de VME de N44/89 purificada a ser utilizada no ensaio de
soroneutralizacdo. Um soro padréo de animais imunizados com a vacina B completa, em um
esquema de 3 doses, foi utilizado para esta etapa. Com base nos resultados obtidos na
padronizacdo com VME de N603/95, diferentes concentracdes de VME de N44/89 purificadas
foram testadas (450 pg/mL, 1000 pg/mL, 1500 pg/mL e 2000 pg/mL), a fim de determinar qual
a concentracdo minima capaz de atingir a maxima reducao dos titulos bactericidas, frente a cepa
N44/89. A fim de controlar se as condicGes (temperatura, tempo de incubacdo e nimero de
centrifugacdes) escolhidas para a soroneutralizacdo estavam adequadas, utilizou-se um controle
positivo para a padronizacdo, através da soroneutralizacdo com igual volume com a cepa alvo

inativada, com D.O. a 600nm igual a 1,0.

3.7.3. Padronizacgéo do ensaio para dLOS

Para estabelecer a concentracdo de dLOS a ser utilizada no ensaio de soroneutralizacéo
foi utilizado um soro padrao de animais imunizados com a vacina B completa, em um esquema
de 3 doses. Diferentes concentracdes de dLOS foram testadas (100 pg/mL, 300 pg/mL, 500
pg/mL, 750 pg/mL, 1000 pg/mL), a fim de determinar qual a concentracdo minima capaz de
atingir a maxima reducdo dos titulos bactericidas, frente as duas cepas vacinais. Frente a cepa
N44/89, foi testada ainda a concentracdo de 1500 pg/mL de dLOS. A fim de controlar se as
condigdes (temperatura, tempo de incubacdo e numero de centrifugacdes) escolhidas para a

soroneutralizacdo estavam adequadas, utilizou-se um controle positivo para a padronizagéo,
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através da soroneutralizacdo com igual volume com a cepa alvo inativada, com D.O. a 600nm

igual a 1,0.

3.7.4. Combinacdo de antigenos

Para observar um possivel efeito de sinergismo entre 0s antigenos vacinais na resposta
imunolodgica induzida pelas formulagbes teste, realizou-se o teste de soroneutralizacéo
utilizando-se a combinacdo dos antigenos, ou seja, VME de N603/95 combinada ao dLOS e
VME de N44/89 também combinada ao dLOS. Essas combinagdes foram testadas frente as
cepas N603/95 e N44/89, respectivamente, a fim de avaliar se haveria diferenca, quanto ao
ensaio bactericida competitivo, no uso desses antigenos em separado ou em conjunto. As
concentracgdes utilizadas de cada antigeno foram as mesmas previamente estabelecidas para uso

individual dos respectivos antigenos e cepas alvo.

3.7.5. Ensaio Bactericida Competitivo

Para realizar este ensaio, amostras de soros de camundongos de todos os grupos foram
selecionadas ao acaso e submetidas ao ensaio bactericida competitivo. Em todos os grupos,
houveram amostras que foram submetidas ao ensaio bactericida competitivo, com as VMEs
purificadas, o0 dLOS e a combinacdo de cada VME com dLOS. Os soros ndo diluidos foram
misturados, em uma razdo de volume de 1:1, aos antigenos vacinais, nas concentracoes
estabelecidas para o teste de soroneutralizagdo. Essa mistura foi incubada a 37 °C por 16 horas
e, posteriormente foi submetida a duas etapas de centrifugacdes a 10.000 rpm, durante trés
minutos, sendo o0s respectivos sobrenadantes separados ao fim de cada etapa. Os soros de
animais imunizados e sobrenadantes da soroneutralizacdo foram submetidos ao EBS
convencional para determinacédo de especificidade dos anticorpos induzidos pelas preparacoes
teste. A reducdo do titulo bactericida foi considerada significativa, indicando que o antigeno
participa da inducgéo de protegédo, quando houve uma redugdo maior ou igual a dois logs. no

titulo.

3.8. TESTE DE PIROGENIOS

A fim de avaliar a possibilidade de futuras modificacbes nas proporc¢des dos antigenos
para otimizagdo da vacina meningocdécica B brasileira, utilizou-se o teste de pirogénios. Este
teste foi realizado visto que os antigenos que compdem esta vacina apresentam alto potencial
pirogénio, e qualquer mudanca nas suas concentracdes precisa ser avaliada antes de um possivel
uso em humanos. Foram analisadas trés diferentes formulacdes, nas quais a concentracdo da
VME de N603/95 foi alterada em relacdo a VME N44/89, como apresentado no quadro 3.3.
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Atraves deste teste é possivel verificar a auséncia de endotoxinas e exotoxinas em
formulag@es de vacina, por inoculacdo in vivo. O teste de pirogénios é baseado na avaliacdo do
aumento de temperatura (individual e coletivo) dos coelhos, através de afericdo por via retal
apos injecdo intravenosa da solucdo estéril em analise. Este ensaio foi realizado pelo
Departamento de Controle de Qualidade (DEQUA), como descrito na Farmacopeia Brasileira
V, tendo sido aprovado pelo CEUA, sob documento LW65/14, com validade em 01/12/2018
(ANVISA 2010).

Quadro 3-3: Vacinas meningocdcicas B e as variagdes nas concentragdes de seus componentes.

VACINA RAZAO [N603]/ [N44] FORMULACAO
. 1 25ug de vesicula N44/89, 25 g de vesicula
N603/95 e 25 g de dLOS por dose
) 2,33 18,75ug de vesicula N44/89, 43,75ug de
vesicula N603/95 e 25 g de dLOS por dose
3 3 25ug de vesicula N44/89, 75 ug de vesicula

N603/95 e 25 pg de dLOS por dose

A temperatura corporal de cada coelho foi aferida duas vezes, antes da inoculagao, com
intervalo de 30 minutos entre cada leitura, para calculo da média da temperatura controle dos
animais. As vacinas meningocdcicas testadas foram diluidas 2000 vezes em relacdo a dose
humana. Esta diluicdo foi escolhida com base na avaliacdo realizada no laboratério,
previamente, da vacina cubana VA-MENGOC-BC®, com uso licenciado para humanos, cuja
diluicdo necessaria para aprovacao neste ensaio foi de 4000 vezes em relacdo a dose humana.
Cada formulacéo foi inoculada, através da veia marginal da orelha, em trés coelhos, que tiveram
a temperatura registrada a cada 30 minutos, até completar 3 horas.

O produto cumpriria com 0s requisitos do teste de pirogénios se nenhum dos trés coelhos
apresentasse aumento individual da temperatura igual ou superior a 0,5° C, em relacéo as suas
respectivas temperaturas controle. Caso algum coelho apresentasse aumento da temperatura
igual ou superior a 0,5° C, o teste deveria ser repetido utilizando outros cinco animais. O produto
seria, entdo, considerado livre de componentes pirogénios quando no maximo trés dos oito
coelhos apresentassem aumentos individuais de temperatura iguais ou superiores a 0,5° C, e se

a soma dos aumentos individuais de todos os coelhos ndo excedesse a 3,3° C (ANVISA 2010).
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3.9. ANALISE ESTATISTICA

A avaliacdo estatistica dos dados obtidos, para cada uma das cepas, com as seis formulacGes
foi analisada por um teste ndo paramétrico, o teste de Wilcoxon pareado, considerando um
intervalo de confianga de 95%. Este teste também foi utilizado a fim de realizar uma
comparacdo entre as duas cepas, com os dados obtidos dentro de um mesmo grupo. As
medianas dos titulos bactericidas foram calculadas a fim de avaliar a soroconversao e analisar
0 bactericida competitivo. Essas analises foram realizadas em conjunto com o professor Dr.
Sérgio Alves da Silva, do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQs),

utilizando o programa R, versdo 3.1.3 (Team 2015).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A prevaléncia dos sorogrupos de meningococos, assim como a incidéncia de DM,
embora muito variaveis entre as diferentes regides do planeta, ainda representam um problema
importante na saude publica global. A recente disponibilizacdo de vacinas tetravalentes
conjugadas, como Menactra® e Menveo® para os sorogrupos A, C, W-135 e Y, e da vacina
Bexsero®, contra o sorogrupo B, trouxeram novas perspectivas de controle da DM no mundo
(Ali etal. 2014b). Entretanto, a busca por uma vacina com cobertura universal para o sorogrupo
B continua. Para alcancar tal objetivo, é essencial uma melhor compreensao acerca de como

cada antigeno bacteriano participa da inducdo de anticorpos bactericidas.

4.1. RESULTADOS DE ATIVIDADE BACTERICIDA EM SOROS DE ANIMAIS QUE RECEBERAM AS
DIFERENTES FORMULAGOES TESTE

A atividade bactericida dos anticorpos tem um papel central na infec¢cdo meningocdcica

através da sua ligacdo as estruturas de superficie da célula bacteriana e da contribuicdo do

sistema complemento na eliminagdo do patégeno. Assim, as vacinas contra 0 meningococo tem

o objetivo de induzir, em vacinados, anticorpos com alta atividade bactericida. O ensaio “in

vitro” que avalia a resposta a estas vacinas e tenta reproduzir este fendmeno de forma controlada

é 0 ensaio bactericida do soro (Pollard e Frasch 2001).

4.1.1. Obtencédo da fonte de complemento

A fonte de complemento para o ensaio bactericida é selecionada entre doadores
humanos voluntarios, que ndo apresentem anticorpos contra a cepa que sera utilizada como alvo
no ensaio (Granoff 2009). O uso de complemento humano no teste é aceito quando a atividade
litica deste componente natural € menor ou igual a 15% da populagdo bacteriana teste (Martin
et al. 2005). Entre os doadores voluntarios, oriundos de selecdo realizada em parceria com o
Hemorio, ndo haviam fontes de complemento que obedecessem aos critérios de lise para a cepa
N44/89.

Pela literatura, entre os adultos jovens, 60 a 80% terdo ABS para meningococos
detectaveis, fato definitivo para a prevaléncia da DM em criangas menores de cinco anos de
idade, que ndo apresentam ABS (Stephens 2009). Apesar da DM ser mais frequente em

criancas, o estado de portador € mais comum em adultos jovens (Read 2014).
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Aproximadamente 10% da populagdo é portadora do meningococo, e essa taxa aumenta entre

os individuos com faixa etaria entre 15 e 24 anos, onde se observa um pico de 23% (Yazdankhah
e Caugant 2004;Christensen et al. 2010). Portanto, devido ao reduzido nimero de adultos ndo

imunes ao meningococo e a alta taxa de portadores na populacédo, é grande a dificuldade de
selecdo de individuos adultos aptos a serem doadores de complemento.

Para os sorogrupos A, C, W135 e Y, em funcéo da dificuldade da selecdo de doadores,
a utilizagdo de complemento de coelhos recém natos foi avaliada e recomendada (Santos et al.
2001). Para o sorogrupo B, entretanto, a literatura recomenda a utilizacdo de complemento
humano, mesmo para a avaliacdo de soros de camundongos (Zollinger e Mandrell 1983;
Vermont e Van Den Dobbelsteen 2002; Pinto et al. 2013). Utilizou-se entdo o procedimento de
reducdo dos anticorpos presentes nas fontes de complemento pela soroneutralizagdo na
presenca da cepa alvo inativada (Santos et al. 2001). O protocolo para uso da fonte de
complemento apos a soroneutralizacdo foi padronizado para a cepa N603/95 e adotado para as
duas cepas alvo.

Para padronizar este procedimento foram utilizados dois soros controles, cujos titulos
bactericidas eram previamente conhecidos. Esses controles foram submetidos ao ensaio
bactericida para a cepa N603/95, onde comparou-se os titulos bactericidas obtidos utilizando-
se 0 complemento natural com e sem a etapa de soroneutralizacéo. A faixa de variacao aceitavel
para o ensaio bactericida é de um log, para mais ou para menos. Como pode ser observado na
tabela 4-1, a etapa adicional da soroneutralizacdo, ndo provocou alteracdo no titulo bactericida

esperado, demonstrando n&o ter impacto no processo “in vitro”.

Tabela 4-1: Comparacdo, frente as cepas vacinais N44/89 e N603/95, dos titulos bactericidas obtidos,
para duas amostras controle, utilizando as fontes de complemento com e sem a etapa de
soroneutralizacao.

Cepa alvo

Titulo Bactericida N603/95 N44/89
Controle1 Controle2 Controle1  Controle 2
Esperado 64 16 2048 512
Fonte de complemento sem soroneutralizacdo o4 16 32768 4096
(12%) (12%) (36%) (36%)
Fonte de complemento com soroneutralizagdo 32 8 1024 512
(0%) (0%) (10%) (10%)

(' ) Percentual de lise em relacdo a populacdo bacteriana teste.
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Com base nestes achados, os dois controles foram submetidos ao ensaio bactericida
tendo a cepa N44/89 como alvo, onde novamente foram comparados os titulos bactericidas
obtidos com o uso do complemento natural antes e ap0os a etapa de soroneutralizacdo. Na tabela
4-1, também é possivel observar que o procedimento adotado foi eficiente em reduzir
significativamente a lise provocada pelo complemento sem a etapa de soroneutralizagéo,
mantendo-a dentro dos critérios para uso no ensaio bactericida. Com isso, foi demonstrado que
0s anticorpos especificos para a cepa alvo presentes na fonte de complemento foram removidos

de forma eficaz, garantindo assim um dos pré-requisitos do teste.

4.1.2. Avaliacéo do ensaio bactericida do soro

Para o ensaio bactericida, considera-se que ocorreu a soroconversao quando o titulo
bactericida apds imunizagdo apresenta um aumento igual ou maior a quatro vezes o titulo do
soro pré-imune (Frasch et al. 2009). No ensaio bactericida do soro, realizado antes da
soroneutralizacdo, foi possivel observar que todas as preparacdes vacinais testadas induziram
soroconversao para as cepas N603/95 e N44/89, ao término do esquema de trés doses (Figuras
4-1 e 4-2). A Unica excecdo foi o grupo 6, ou seja, 0 grupo imunizado apenas com o dLOS,
onde ndo ocorreu soroconversao.

Né&o foi possivel observar, com as duas cepas utilizadas, diferenca significativa (N44/89:
p =0,102; N603/95: p =0,2531) entre 0 Grupo 1, que recebeu apenas a vacina meningocécica
B, e 0 Grupo 2, que continha também a vacina meningocdécica C conjugada, sugerindo que a
combinacgdo das duas vacinas ndo interfere na resposta imunoldgica induzida para a vacina
meningocadcica B, objeto deste estudo. Este achado é promissor, visto que tornaria possivel o
uso futuro das duas vacinas combinadas, desde que também ndo ocorra interferéncia na resposta
induzida para a vacina meningocdcica C. Desta forma, seria seguida uma tendéncia mundial,
em que se busca uma redugdo no numero de inje¢des em criangas (Morley e Pollard 2001)

O Grupo 1 também ndo mostrou diferengas estatisticas significativas (N44/89: p
=0,6232; N603/95: p =0,3972), para as cepas N44/89 e N603/95, em relacdo ao grupo 5, que
ndo continha o dLOS na sua formulacgdo. Esse dado sugere que a adi¢do desta molécula ndo
contribui para o melhor desempenho da vacina, para as cepas vacinais, corroborando o resultado
demonstrado por Jessouroun et al. (2004).

Para a cepa alvo N44/89, os titulos de atividade bactericida induzidos pela vacina no
Grupo 1 foram equivalentes (p = 0,0813) aos induzidos pela formulacdo do Grupo 3,
imunizados apenas com vesiculas de N44/89. Da mesma forma, os titulos para a cepa N603/95
induzidos pela vacina no Grupo 1 foram equivalentes (p = 0,1837) aos induzidos pelo grupo 4,

que recebeu a formulacdo contendo apenas VME de N603/95. Assim, a analise estatistica
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adotada indica que, 0 uso de vesiculas das duas cepas na vacina B completa, aparentemente,
ndo induziu melhor desempenho para as cepas vacinais do que o observado para as formulagdes

monovalentes.
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Figura 4-1: Mediana dos titulos bactericidas para a cepa N603/95, obtidos a partir de camundongos
imunizados com as seis vacinas experimentais, nos tempos TO (pré-imunizacgdo), T15 (antes da segunda
dose), T30 (antes da terceira dose) e T45 (15 dias apds a terceira dose).

Os soros dos animais que receberam formulagcbes compostas por apenas uma das
vesiculas, quando testados com a outra cepa, mostraram soroconversao maior ou igual a quatro
vezes os titulos pré imunes. Embora estes titulos sejam bem inferiores aos obtidos com as cepas
homologas, € um titulo considerado protetor, o que indica que as VMESs induzem reatividade
cruzada.

A reatividade cruzada relacionada as VMEs ja foi descrita na literatura. Os estudos com
a vacina de VME da Nova Zelandia, por exemplo, demonstraram a presenca de reatividade
cruzada entre cepas heterélogas a vacinal, inclusive para outros sorogrupos (40-60% dos
vacinados) (Arnold et al. 2011). Esses resultados foram determinantes para a incluséo de VMEs
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da cepa prevalente na Nova Zelandia na vacina Bexsero®, cujos resultados em animais foram

otimizados ap06s a inclusdo deste antigeno na formulacao final (Findlow et al. 2010).
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Figura 4-2: Mediana dos titulos bactericidas para a cepa N44/89, obtidos a partir de camundongos
imunizados com as seis vacinas experimentais, nos tempos TO (pré-imunizacdo), T15 (antes da segunda
dose), T30 (antes da terceira dose) e T45 (15 dias ap6s a terceira dose).

A limitacdo do uso das vacinas de VMEs, entretanto, principalmente em criangas abaixo
de dois anos, esta na protecdo preferencialmente gerada, que é sorosubtipo especifica, tendo
como foco principal a PorA. No entanto, o observado em varios estudos clinicos com estas
vacinas é que a resposta funcional induzida ndo depende apenas da PorA, mas € resultante da
presenca desta proteina, de epitopos conservados de diferentes proteinas (fHbp, NadA, PorB
OpcA, OMP 85) e de outros antigenos presentes na membrana externa da bactéria, como o LOS
(Rosenqgvist et al. 1995; Wedege et al. 1998; Tappero et al. 1999; Holst et al. 2009; Donnelly et
al. 2010; Holst et al. 2013). Portanto, a reatividade cruzada induzida pelas VMEs observada

neste estudo, pode ser induzida pelos epitopos conservados de algumas PMEs e/ou pelo LOS.



39

Na tabela 4-2 é possivel observar as medianas dos titulos obtidos para a cepa N44/89 e
para a cepa N603/95, para todos os grupos vacinais, nos diferentes tempos avaliados. De
maneira geral, nota-se um aumento do titulo bactericida a medida em que cada nova dose de
vacina vai sendo administrada. Houve diferenca nos titulos bactericidas entre as duas cepas,
nos diferentes grupos. Esta diferenca se mostrou estatisticamente significativa (p < 0,05) para
todos 0s grupos, exceto para o grupo 6, onde o p valor foi de 0,27.

E possivel observar ainda, que os titulos obtidos para a cepa N44/89, em geral, foram
maiores que o0s apresentados para a cepa N603/95. A mediana dos titulos bactericidas do grupo
1, por exemplo, que foi imunizado com a vacina meningococica B completa, foi 512, no T45,
para a cepa N44/89, enquanto para N603/95, neste mesmo grupo o titulo foi 32. No grupo 2,
imunizado com a vacina B combinada a vacina C conjugada, a mediana dos titulos obtidos para
N44/89, ap6s esquema completo, foi de 1024, enquanto para N603/95 foi de 64. Para o grupo
3, onde os camundongos foram vacinados apenas com a VME de N44/89, a mediana dos titulos
bactericidas obtidos no T45, foi 1024 para N44/89 e 8 para N603/95. Ja no grupo 5, que recebeu
a formulacdo contendo apenas as duas VMEs, por exemplo, observa-se que enquanto a mediana
dos titulos para N44/89 ao final do esquema de trés doses chega a 1024, a mediana dos titulos
para N603/95 atinge o valor de 32. Observa-se, portanto, uma diferenga entre as medianas dos
titulos bactericidas entre as duas cepas, para a mesma formulacdo, de 4, 4, 7 e 5 log,
respectivamente. Portanto, os resultados obtidos indicam que os antigenos da cepa N44/89
foram capazes de induzir titulos de anticorpos mais elevados que os da cepa N603/95.

A diferenca de resposta para as duas cepas vacinais, observada em camundongos, foi
vista também no estudo clinico de fase Il, realizado com criancas de 4 a 11 anos, ap06s 3 doses
de primo vacinacdo (dados ainda ndo publicados). Embora as duas VMESs das cepas vacinais
tenham sido obtidas empregando-se os mesmos métodos de cultivo e purificagdo podem existir
entre elas, diferencas de expressdo das PMEs e da endotoxina, o que pode ser fundamental para
a resposta bactericida.

As vacinas contra o sorogrupo B, objeto deste estudo, tém sido baseadas, desde a década
de 80 do século passado, em antigenos subcapsulares em funcdo da baixa imunogenicidade do
polissacarideo capsular, que limita o seu uso como componente vacinal. As vacinas de VMEs,
que retnem varios destes antigenos ndo capsulares, principalmente as PMEs e o LOS, como &
0 caso da vacina meningococica B brasileira, se destacaram ao longo dos Gltimos anos (Bjune
etal. 1991; Sierra et al. 1991; Galloway et al. 2009).
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Tabela 4-2: Mediana dos titulos bactericidas obtidos para os grupos do estudo, nos tempos TO (antes da
primeira imunizacdo), T15 (antes da segunda dose), T30 (antes da terceira dose) e T45 (15 dias apos a
Gltima imunizacdo), para as duas cepas vacinais, N44/89 e N603/95.

GRUPO Cepa Titulos bactericidas obtidos p valor*
alvo
TO T15 T30 T45
N44/89 2 2 256 512
1 (2-2) (256-256) (512-1024) 0,00576
N603/95 2 2 16 32
(2-2) (4-32) (32-128)
N44/89 2 16 256 1024
) (2-256) (64-1024) (512-2048) 0,00089
N603/95 2 4 4 64
(2-4) (2-32) (64-128)
N44/89 2 8 256 1024
3 (8-16) (64-512) (1024-2048) 0,00072
N603/95 2 2 4 8
(2-4) (2-32) (4-32)
N44/89 2 4 2 8
4 (2-4) (2-2) (2-16) 0,00806
N603/95 2 2 64 64
(2-2) (32-128) (32-256)
N44/89 2 2 128 1024
5 (2-16) (64-1024) (512-2048) 0,00384
N603/95 2 2 16 32
(2-2) (4-16) (8-128)
N44/89 2 2 2 2
6 (2-4) (2-4) (2-64) 0.27
N603/95 2 2 4 4
(2-8) (2-16) (2-16)

*p-valor obtido quando foram comparados os titulos obtidos para N44/89 e N603/95.

() Faixa de variacdo do titulo bactericida das 5 caixas (contendo cada caixa 0 pool de soro de 5 camundongos)
para as diferentes formulagdes testadas.

Grupo 1 — Vacina B (2,5ug de VME de N44/89 + 2,5ug de VME de N603/95 + 2,5 ug de dLOS)/ dose

Grupo 2 — Vacina B e C conjugada combinadas

Grupo 3 — Vacina composta de 2,5ug de VME de N44/89/dose

Grupo 4 - Vacina composta de 2,5ug de VME de N603/95/dose

Grupo 5 — Vacina composta de (2,5ug de VME de N44/89 + 2,5ug de VME de N603/95)/ dose

Grupo 6 - 25ug de dLOS/dose

Neste trabalho, buscou-se avaliar a participacdo das VMEs e do dLOS das cepas
brasileiras de meningococo sorogrupo B, na resposta imunoldgica induzida pela vacina
experimental em termos de atividade bactericida dos anticorpos induzidos. Pelos resultados
apresentados no ensaio bactericida, com o0s soros dos animais vacinados frente as cepas N44/89
e N603/95, pode-se concluir que o dLOS, por si s0, ndo foi capaz de induzir resposta protetora,

mesmo para a cepa produtora deste antigeno, a N44/89. Na tentativa de avaliar a especificidade



41

dos anticorpos aos componentes vacinais, utilizou-se o ensaio bactericida competitivo que
inclui o procedimento de soroneutralizacdo do soro dos animais vacinados em presenca dos

diferentes antigenos das preparacdes teste.

4.2. RESULTADOS DA ATIVIDADE BACTERICIDA DO SORO DOS ANIMMAIS IMUNIZADOS APOS
INIBICAO COMPETITIVA COM DIFERENTES COMPONENTES VACINAIS.

Alguns autores tém utilizado a estratégia do uso do teste de atividade bactericida apos
inibicdo competitiva frente a diferentes componentes das vacinas teste para avaliar a
participacdo de cada um deles na inducdo de protecdo destas preparacdes experimentais
(Giuliani et al. 2010, Pinto et al. 2013).

4.2.1. Padronizacao do ensaio de soroneutralizagéo

Para padronizar o ensaio de soroneutralizacdo empregou-se como controle positivo a
bactéria alvo inativada frente a um soro padrdo, assumindo-se como condicdo de teste aquela
capaz de levar a reducdo total dos titulos obtidos pela imunizacdo. O soro padrdo foi obtido do
ensaio de poténcia em camundongos da vacina B brasileira, utilizada no ensaio de fase Il em
criangas de 4 a 11 anos de idade. Pelo principio do ensaio, todos os anticorpos induzidos pela
vacina seriam capazes de reconhecer os componentes antigénicos na biomassa bacteriana, em
caso de exposicdo ao microorganismo. Para realizar a soroneutralizacdo foram utilizados os
antigenos vacinais (VME e dLOS) empregados na formulacéo da vacina B brasileira utilizada
no estudo clinico de fase II.

Para a vesicula de N603/95, a concentracdo de 450 pg/mL foi suficiente para que os
titulos bactericidas se igualassem ao padréao de reducao pré-estabelecido (figura 4-3).

A padronizagéo da soroneutralizacdo com a VME de N44/89 foi realizada a partir da
concentracdo anteriormente definida para a VME de N603/95. Como a concentracdo de
450 pg/mL de VME de N44/89 ndo foi suficiente para neutralizar todos os anticorpos induzidos
para esta cepa, avaliou-se a soroneutralizagdo em uma faixa de concentracdo de 450 a
2000 pg/mL. Na figura 4-4 € possivel observar que a concentragdo de 1500 pg/mL foi a minima
suficiente para que ocorresse a maxima reducdo dos titulos bactericidas. Foi observada a
necessidade de utilizacdo de pelo menos trés vezes a concentracdo de proteinas de VME de
N44/89 (1500 pg/mL) em relagdo a concentracdo utilizada para N603/95 (450 pg/mL).

Esses resultados indicam que as VMEs da cepa N44/89 foram capazes de induzir, no
minimo, trés vezes mais anticorpos do que a VME da cepa N603/95, corroborando o que ja
havia sido encontrado no ensaio bactericida, onde os titulos obtidos para a cepa N44/89 foram
superiores aos obtidos para a cepa N603/95. Esses resultados indicam que a cepa N44/89
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apresenta maior imunogenicidade do que a cepa N603/95. Para compreender melhor essa
diferenca observada na resposta induzida por essas duas VMESs, seriam necessarios estudos

complementares que avaliassem as diferencas estruturais entre as duas vesiculas.
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Figura 4-3: Relagao entre a reducédo no titulo obtido no ensaio bactericida e a concentracéo de antigeno
VME de N603/95 utilizado para a soroneutralizacdo. A seta indica a concentracao de VME de N603/95
escolhida para uso no ensaio bactericida competitivo. A soroneutralizagdo com a bactéria inativada,
com D.O.s00nm = 1,0, foi capaz de levar a uma reducdo total dos titulos bactericidas.

Na figura 4-5 pode ser observado que na padronizacdo da soroneutralizacdo com o
dLOS, avaliada na faixa de concentracdo de 100 a 1500 pg/mL, o padrédo de reducdo de titulos
obtidos com a bactéria inativada ndo foi reproduzido, para as cepas N603/95 e N44/89. Néo foi
possivel testar concentracdes de dLOS maiores que 1500 pg/mL, devido a quantidade de
antigeno disponivel, caracterizando, portanto, uma limitacdo técnica. Como ndo houve queda
nos titulos bactericidas iniciais apds a soroneutralizacdo com o dLOS, nas diferentes
concentragdes avaliadas, empregou-se para 0 dLOS o0 uso de uma concentragédo equivalente ao
das VMEs de N603/95 e de N44/89. Com isso, foram utilizadas as concentragdes de 450 pg/mL
quando a cepa alvo do bactericida era a N603/95, e de 1500 pug/mL, quando a cepa alvo era a
N44/89.
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Figura 4-4: Relacdo entre a reducdo no titulo obtido no ensaio bactericida e a concentracdo de antigeno
VME de N44/89 utilizado para a soroneutralizacdo. A seta indica a concentracdo de VME de N44/89
escolhida para uso no ensaio bactericida competitivo. A soroneutralizacdo com a bactéria inativada, com
D.0O.s00nm = 1,0, foi capaz de levar a uma redugdo total dos titulos bactericidas.
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Figura 4-5: Relacao entre a reducédo no titulo obtido no ensaio bactericida e a concentracéo de antigeno
dLOS. Em laranja, observa-se a variacdo do titulo bactericida com diferentes concentragdes de dLOS,
frente a cepa alvo N603/95. Em azul, observa-se esta variacdo frente a cepa alvo N44/89. A
soroneutralizagdo com a bactéria inativada, com D.O.s00nm = 1,0, foi capaz de levar a uma reducdo total
dos titulos bactericidas.
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4.2.2. Avaliacdo do ensaio bactericida competitivo

Apols a soroneutralizacdo com diferentes componentes vacinais, o soro obtido foi
testado em ensaio bactericida frente as cepas N44/89 e N603/95, realizando-se assim 0 ensaio
bactericida competitivo. Denomina-se ensaio bactericida competitivo pelo fato de que os
anticorpos especificos para um antigeno se ligam a ele neste procedimento, tornando-se, assim,
indisponiveis para induzir a lise na bactéria alvo. Desta forma, os titulos bactericidas detectados
no ensaio competitivo sdo inferiores aos obtidos antes da soroneutralizagdo. As concentracfes
de antigenos empregadas nos ensaios de soroneutralizacdo foram as definidas, frente a um soro
padrdo, como capazes de reduzir os titulos de forma comparavel ao titulo obtido apds
soroneutralizacdo com as cepas vacinais inativadas.

Amostras de soro dos camundongos, referentes ao tempo de coleta T45, imunizados
com os seis grupos de vacinas foram soroneutralizados com o0s antigenos vacinais. Apos a
realizacdo do ensaio bactericida competitivo, comparou-se a mediana dos titulos obtidos ap6s
a soroneutralizacdo com a mediana dos titulos de referéncia, correspondentes aos obtidos,
previamente, para 0 T45. Quando a diferenca entre a mediana do titulo bactericida apds
soroneutraliza¢do e a mediana do titulo de referéncia eram maiores ou igual a dois logs, foi
considerado que houve reducdo significativa do titulo bactericida. Na tabela 4-3 é possivel
observar os dados obtidos no ensaio bactericida competitivo com os diferentes antigenos da
vacina, empregando a cepa N44/89 como alvo.

O soro dos animais vacinados com a vacina B completa (Grupo 1), vacina B e C
combinadas (Grupos 2), vacina de VME de N44/89 (Grupo 3), vacina de VME de N603/95
(Grupo 4) e vacina contendo as duas vesiculas (Grupo 5), quando testados com a cepa N44/89
como alvo, apresentaram reducdo significativa do titulo bactericida (> 2 log.) quando
soroneutralizadas com a VME de N44/89. O fato do grupo 4, imunizado apenas com a VME
de N603/95, ter apresentado reducdo de titulo considerada significativa, confirma a reatividade
cruzada entre as duas cepas vacinais, que ja havia sido observada na analise da atividade
bactericida induzida pelas vacinas. O grupo 6, que recebeu apenas dLOS como imunogeno, ndo
apresentou titulo protetor antes da soroneutralizacéo e, por isso, ndo foi possivel observar se
existe a reducdo deste ap0s este procedimento com a VME de N44/89.

Os animais imunizados com as vacinas dos Grupos 2, 3, 4 e 5, cujos soros foram
neutralizados com dLOS (1500 pg/mL), apresentaram reducéo elevada nos titulos originais. Os
grupos 3, 4 e 5, que ndo foram imunizados com dLOS, apresentaram queda semelhante ao grupo
2, cuja vacina continha a adicdo deste antigeno, sugerindo que o LOS residual, presente nas

VMEs participa da indugdo de anticorpos especificos com atividade bactericida. O fato do
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grupo 4, que recebeu a vacina que continha apenas VME de N603/95, ter apresentado
anticorpos especificos para 0 dLOS de N44/89 ja era esperado, visto que esta cepa é capaz de
produzir LOS dos imunotipos L1, L3, L7 e L8, dos quais a cepa N603/95 também produz os
imunotipos L3 e L7 (ANEXO 2). J& foi descrito na literatura que os imunotipos de LOS L3 e
L7 sdo capazes de induzir anticorpos bactericidas, que podem estar envolvidos na reatividade
cruzada entre diferentes cepas (Pinto et al. 2013). Neste trabalho, os dados sugerem que o0 LOS
estd envolvido na reatividade cruzada observada para o grupo 4, no ensaio bactericida e na
soroneutralizagdo com a VME de N44/89. Contrariamente ao esperado, ndo foi observada
queda semelhante no Grupo 1, sendo este 0 grupo imunizado com a vacina B completa.
Considerando a variabilidade do método, estes resultados precisam ser confirmados, entretanto,
devido ao pouco soro disponivel ndo foi possivel repetir o ensaio. Novamente, ndo foi
observada reducdo de titulos para o grupo 6, ap6s a soroneutralizagdo, j& que este grupo ndo

apresentou titulos protetores ap6s o esquema completo de imunizacgéo.

Tabela 4-3: Mediana dos titulos bactericidas para a cepa N44/89, obtida a partir do soro dos
camundongos imunizados com as seis diferentes formulagGes testadas, antes e ap6s soroneutralizacéo
com os antigenos vacinais.

Mediana do titulo bactericida do soro

T45 APOS SORONEUTRALIZACAO

T45 VME N44/89

GRUPO A'\lleAES VME N603/95 dLOS VME Na4/gg (1500 ug/mb)
SORONEUTRALIZACAO (450 pg/mL) (1500 pg/mL) (1500 pg/mL) dLOS

(1500 pg/mL)

1 512 512 (0) 256 (1) 32 (4) 4(7)

2 1024 256 (2) 128 (3) 8 (7) 2 (9)

3 1024 512 (1) 128 (3) 16 (6) 2 (9)

4 8 2 (2) 2(2) 2 (2) 2 (2)

5 1024 256 (2) 128 (3) 2 (9) 2 (9)

6 2 2 (0) 2 (0) 2 (0) 2 (0)

Grupo 1 — Vacina B (2,5ug de VME de N44/89 + 2,5ug de VME de N603/95 + 2,5 ug de dLOS)/ dose
Grupo 2 — Vacina B e C conjugada combinadas

Grupo 3 — Vacina composta de 2,5ug de VME de N44/89/dose

Grupo 4 - Vacina composta de 2,5ug de VME de N603/95/dose

Grupo 5 — Vacina composta de (2,5ug de VME de N44/89 + 2,5ug de VME de N603/95)/ dose

Grupo 6 - 25ug de dLOS/dose

Todas as preparacOes teste foram formuladas em presenca de 0,1mg/dose de Hidréxido de Aluminio.
Concentragdes na dose de 0,2 ml

( ) Diferenga, expressa em log, entre a mediana do titulo obtido ap6s soroneutralizagdo com um dado antigeno e
o titulo de referéncia, antes da soroneutralizacao.

Para os animais imunizados com as vacinas dos grupos 1, 2 e 3 a associa¢do do dLOS a
VME de N44/89 aumentou a reducdo da queda dos titulos, quando comparada a queda

observada apés soroneutralizacdo com esses antigenos separadamente, indicando que ambos os
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antigenos contribuem para a inducéo de titulos bactericidas protetores. Entretanto, como a
queda total de titulos observada para os dois antigenos combinados nédo foi representada pelo
somatorio da queda induzida pelos outros dois antigenos em separado, é provavel que esses
antigenos atuem de forma sinérgica. A atuacdo sinérgica dos antigenos no grupo 3, ressalta a
importancia do papel do LOS residual para a resposta protetora. No grupo 5, que recebeu a
preparacdo composta apenas pelas duas vesiculas, este fenébmeno ndo pode ser observado, ja
que a soroneutralizacdo com a VME de N44/89 ja foi suficiente para reducao total do titulo
bactericida.

Para realizar 0 ensaio bactericida competitivo, empregando-se como cepa alvo a
N603/95, foi realizado 0 mesmo o procedimento de soroneutralizacdo descrito para N44/89. No
entanto, quando foram utilizados na etapa da soroneutralizacdo a VME de N603/95, 0 dLOS ou
esses componentes combinados, foi empregada a concentragdo de 450 pg/mL de cada antigeno,
de acordo com a padronizagéo realizada.

Na tabela 4-4 é possivel observar os dados obtidos no ensaio bactericida competitivo
apos a realizacdo do procedimento de soroneutralizacdo com os diferentes antigenos da vacina
empregando-se a cepa N603/95 como alvo.

A soroneutralizagdo com a VME de N603/95, nos ensaios em que a N44/89 foi
empregada como cepa alvo, provocou reducéo elevada nos titulos originais dos grupos 2, 4 e 5,
gue continham VME de N603/95 em sua formulacdo, confirmando a reatividade cruzada dos
anticorpos induzidos pela VME de N603/95 para a cepa N44/89. Mais uma vez, nao foi possivel
observar uma resposta para o0 grupo vacinado apenas com dLOS (Grupo 6). Também néo foi
observada queda nos titulos do Grupo 1, cuja vacina também continha VME de N603/95, apds
soroneutralizacdo com VME de N603/95. Apesar deste resultado ndo ser o esperado, e
provavelmente estar relacionado a variabilidade do método, o volume disponivel de soro deste
grupo era pequeno e ndo foi possivel repetir o ensaio para confirmar os resultados.

Ja foi destacado que, de forma geral, os titulos bactericidas para a cepa N603/95 foram
inferiores aos titulos para N44/89 em todo o estudo. Isso diminuiu a amplitude da diferenca
entre os titulos bactericidas antes e ap6s 0 processo de soroneutralizagdo. Os titulos baixos para
N603/95 diminuiram a sensibilidade de anélise de especificidade de anticorpos gerados por este
antigeno e sua contribuicdo potencial na protecdo. Estes resultados reforgam a importancia de
avaliar as concentracbes e as proporgdes dos antigenos na vacina, assim como avaliar a
expressao de componentes da membrana externa que atuem de forma sinérgica na resposta

induzida.
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Tabela 4-4: Mediana do titulo bactericida para a cepa N603/89, obtida a partir do soro dos camundongos
imunizados com as seis diferentes formulagdes testadas, antes e apds soroneutralizagdo com os antigenos
vacinais.

Mediana do titulo bactericida do soro

T45 APOS SORONEUTRALIZACAO

T45 VME N603/95

GRUPO ARTES VME N44/89  dLOS  VME Neoa/os (420 Hg/mL)
SORONEUTRALIZACAO (1500 hg/mL) (450 pg/mL) (450 pg/mL) dLOS

(450 pg/mL)

1 2 60 64 Q) 8 (2) 2 (4)

2 96 36 (1,4) 96 (0) 8 (3.5) 4 (4,5)

3 8 4 (1) 8 (0) 8 (0) 2 (2)

4 % 32(16)  48(1) 4 (4,6) 2 (5.6)

5 32 16 (1) 32 (0) 6 (2.6) 2 (4)

6 4 2 (1) 8" (1) 2 (1) 2 (1)

Grupo 1 — Vacina B (2,5ug de VME de N44/89 + 2,5ug de VME de N603/95 + 2,5 ug de dLOS)/ dose

Grupo 2 — Vacina B e C conjugada combinadas

Grupo 3 — Vacina composta de 2,5ug de VME de N44/89/dose

Grupo 4 - Vacina composta de 2,5ug de VME de N603/95/dose

Grupo 5 — Vacina composta de (2,5ug de VME de N44/89 + 2,5ug de VME de N603/95)/ dose

Grupo 6 - 25ug de dLOS/dose

Todas as preparagOes teste foram formuladas em presenca de 0,1mg/dose de Hidrdxido de Aluminio.
Concentragdes na dose de 0,2 ml

( ) Diferenga, expressa em log, entre a mediana do titulo obtido ap6s soroneutralizagdo com um dado antigeno e
o titulo de referéncia, antes da soroneutralizacéo

Apesar dos titulos induzidos pelas preparacdes teste para esta cepa terem sido bem
inferiores aos induzidos para N44/89, como ja dito anteriormente, observa-se tendéncia dos
mesmos fendmenos observados para N44/89. Embora sem significancia estatistica, a tendéncia
de queda nos titulos obtidos na soroneutralizacdo com VME de N44/89, quando o bactericida
foi realizado com a cepa N603/95 como alvo, reforca a hipotese de reatividade cruzada entre as
cepas vacinais. Os grupos 1, 2, 4 e 5 soroneutralizados com VME de N603/95 apresentam queda
significativa de titulos (> 2 log2). Com a adi¢do do dLOS no procedimento de soroneutralizacgéo,
a queda do titulo € acentuada nos grupos 1, 2, 3, 4 e 5. Essa maior reducéo dos titulos, que
indica uma resposta especifica contra a endotoxina de N44/89 quando combinada a VME de
N603/95, é compativel com os dados encontrados na literatura, que indicam que o LOS pode
atuar de forma sinérgica com outros antigenos e também é capaz de contribuir com a resposta
protetora contra cepas heterdlogas vacinais mesmo de imunotipos diferentes (Pinto et al. 2013).
A dimensdo desta resposta cruzada, porém, pode estar relacionada a concentracdo de cada
componente vacinal ou a proporcéo de cada um deles na formulagdo completa.

Weynants, em 2007, demonstrou que as VMEs obtidas de cepas nativas de meningococo
induzem resposta bactericida preferencialmente contra PorA. Para avaliar se outras proteinas

de membrana externa também eram capazes de induzir protecdo, eles criaram uma cepa de
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meningococo, geneticamente modificada para superexpressar diferentes proteinas de
membrana externa. Para que nao houvesse a interferéncia da proteina PorA, a sua expressao foi
suprimida. Os resultados obtidos por eles sugeriam que além das proteinas testadas ndo se
comportarem da mesma maneira, o efeito sinérgico de varios componentes da membrana
externa e sua modulacdo na expresséo pode ter um efeito importante na resposta cruzada entre
diferentes cepas de meningococos (Weynants et al. 2007). Outros autores também tém estudado
0 papel de varios componentes da membrana externa do meningococo na resposta bactericida
observada (Gorringe e Pajon 2012).

Neste trabalho, foi demonstrado que as VMEs e o LOS contribuem para a inducdo de
titulos bactericidas protetores. Entretanto, com as metodologias utilizadas, ndo foi possivel
confirmar a real contribuicdo do dLOS adicionado para a resposta protetora, visto que ele parece
desempenhar o mesmo papel que o LOS residual. Para tentar esclarecer esta contribuicédo, sera
necessario estudar outros componentes da resposta imunoldgica induzida pela vacina, que séo
importantes na defini¢cdo dos isotipos de anticorpos induzidos, bem como na especificidade
destes anticorpos. Portanto, o presente trabalho sugere uma participacdo efetiva dos
componentes vacinais na resposta imunoldgica induzida pela vacina brasileira, por meio de uma

atuacdo sinérgica entre esses componentes.

4.3. AVALIACAO DO TESTE DE PIROGENIOS EM COELHOS

Alguns autores tém observado que a concentracdo ou expressdo de potenciais alvos
vacinais proteicos em vacinas contra 0 meningococo B esta relacionado aos titulos bactericidas
induzidos pelas vacinas teste (Donnelly et al. 2010; Giuliani et al. 2010; Pettersson et al. 2006;
Weynants et al. 2007). Os dados da soroneutraliza¢do indicaram que os antigenos da cepa
N44/89 foram capazes de induzir, no minimo, trés vezes mais anticorpos do que os antigenos
da cepa N603/95 e por isso, sugerimos que as proporc¢des de antigenos da vacina teste fossem
revistos, na perspectiva de novas combinagdes induzirem respostas bactericidas para N603/95
equivalentes as observadas para a VME de N44/89. Por isso, optou-se por avaliar trés diferentes
formulacGes, com concentragdes de VMEs distintas. Na vacina 3, a concentracdo de VME de
N603/95 foi triplicada em relacdo a VME de N44/89. A vacina 2 foi feita com uma razéo
intermediaria entre a VME de N603/95 e a VME de N44/89. J4 a vacina 1 continha a vacina
meningocdcica B de referéncia, cujas VMES apresentavam a mesma concentracao.

No entanto, considerando que as VMESs sdo antigenos com alto potencial pirogénico,
devido a sua constituicdo, fez-se necessario verificar, antes mesmo da avaliacdo da
imunogenicidade das novas prepara¢ées em camundongos, se esta mudanca de proporcdes seria

uma alternativa possivel em uma vacina humana. A Organizacdo Mundial de Saiude (OMS)
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preconiza limites rigidos de teor de pirogénios em imunobioldgicos, incluindo as vacinas
(Melandri et al. 2011). A fim de verificar a faixa de possivel modificacdo das propor¢oes de
antigenos nas vacinas testes, avaliamos o aumento da temperatura individual dos coelhos apds
a imunizagdo, como preconiza o teste. Na tabela 4-5 é possivel observar que nenhum dos
coelhos apresentou variacdo de temperatura igual ou superior a 0,5 °C, cumprindo assim com

0s requisitos do teste de pirogénios.

Tabela 4-5: Temperatura individual de cada coelho, submetido ao teste de pirogénios, a fim de avaliar
a pirogenicidade dos componentes presentes nas trés formulacdes de vacina testadas.

Vacina 1 Vacina 2 Vacina 3

Temperatura
C1 C2 C3 C1 C2 C3 C1 C2 C3

Minima 38,70 38,90 38,85 39,10 39,05 39,20 39,20 39,25 39,30

Maxima 38,95 39,10 38,95 39,25 39,25 3945 39,30 39,35 39,50

Média 38,83 38,99 38,88 39,18 39,16 39,31 39,24 3931 39,40
Inicial 38,80 38,85 38,75 39,20 39,10 39,15 39,25 39,30 39,30
Variagao 0,15 0,25 0,20 0,05 0,15 0,30 0,05 0,05 0,20

C1 - Coelho 1; C2 — Coelho 2; C3 — Coelho 3.

Vacina 1 — 25ug de vesicula N44/89, 25 ug de vesicula N603/95 e 25 pg de dLOS por dose.
Vacina 2 — 18,75ug de vesicula N44/89, 43,75ug de vesicula N603/95 e 25 g de dLOS por dose.
Vacina 3 — 25ug de vesicula N44/89, 75 ug de vesicula N603/95 e 25 ug de dLOS por dose.

Estes resultados indicam, portanto, que existe a perspectiva de avaliar, em
camundongos, a imunogenicidade das novas vacinas testes, contendo diferentes propor¢oes dos
antigenos. Assim, espera-se verificar se diferentes concentragcdes da VME de N603/95 seréo
capazes de induzir respostas bactericidas equivalentes as observadas para a VME de N44/89.
Além disso, serd possivel avaliar se o sinergismo observado entre as VMESs e o LOS sera
mantido nestas novas formula¢fes. Desta forma, sera melhor compreendida a atuacdo dos

componentes vacinais na resposta bactericida induzida.



5. CONCLUSAO
Os resultados das VMEs de N44/89 e de N603/95 e o LOS sugerem que esses
componentes possuem um papel no desempenho da vacina, parecendo contribuir para a

inducdo de anticorpos bactericidas, capazes de induzir um titulo protetor.

A indugdo de resposta protetora da vacina meningocdécica B brasileira esté relacionada

a combinacdo de antigenos, indicando um efeito sinérgico entre eles;

A utilizacdo do ensaio bactericida competitivo permitiu ampliar a avaliacdo da
especificidade dos anticorpos induzidos pela vacina B brasileira, entretanto estudos
complementares, utilizando outras abordagens metodolégicas, serdo necessarios a fim

de definir a real contribuicdo do LOS adicionado.

As vacinas de VMEs possuem algumas limitacdes, e, talvez, uma nova alternativa para
sua otimizacdo seja reavaliar a concentracdo dos antigenos usados, e a propor¢ado entre

eles, para a formulagéo.

Como potencial otimizagdo da vacina meningocécica B brasileira, algumas formulacdes
contendo diferentes concentracdes e proporcdes de antigenos, foram testadas e

aprovadas quanto ao potencial pirogénico.
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7. ANEXOS
ANEXO 1:

FLIHDA-I;.&G OSWALDO CRUZ - BIOMANGUINHOS

Projeto de Desenvolvimento de uma Vacina Contra Meningite
Meningococica Sorogrupos Be C

Termo de consentimento para triagem preliminar de doadores

A Fundedoc Oswalde Cruz wo trabalbando oo dessovelviesoio de vacizas brasidedres coota
meningite meningocscica ba wabes anos. A seguranca destas wacinas fol avaliada em adultes & nds
cansaram neohues probleea acs voluntizios. Em fongde dos maultades de segumesga am aduties, as
meamas vacime serdo testades wm ciancas de 2 a 11 anos pare avaliagdo de s=z capacidade protetora
cont mma desnca principalments importants nesta fxixa ez, Serdo mecessarics algmos testes de
labomtémio em que 5e utlizans algnns compopeotes presentss Do sanges bumano. Procisamos
wlecioner doadores deshes compomentus an indhvidens qoe ndn tenham respovta conta 2 hactéria qoe
cansa 3 dosnga pare & qual a vaciza et sendo desemcoliida. Este teste & 0 tnico dispontvel par
avaliacin de protecio da wacina. Comso asta dosmca ooorme principalments ars criancas a maieria dos
adules s3o normalments protegidos conta ela. MNe populagdc adulta apenas 5% odo & protegde &
convegleotemente o6 componemtes do seu sampue podany ser utiizades no teste de laboratemio gue
avalia o poder proteior da nova vacina. Pam isto, tezoos que avaliar uma amoste pequena de angoe
{10 ml) de pmitos ndivideos para acharpss: o4 doadores devtos componsnbes. Se wocd nlo esthver
protemde podesumoes soSpregar o5 comsponentes do sl sanges pam avaliar aa respostas das chamgas
durants 0 teste da vacina. Mests case, soiammos em contaio com wood pare saber se podera doar nwma
baolsa de seu sangee para este Sm. Esta bolsa eotdo dewerd ser colstada por afioess.

Os riscos da coleta dos 1) mL pama esta trizgem inicial sdo os mesowos que temos ao trar sangee
para qualquer sxace de sangus. Mo mixieo pode 0 commer wm pequenc bematcma ¢'ou ardizcia oo
local da introdogls & agulba. Poderd ocomer faguema oo desomio pessagedro @ Sem mabores
colsegitocias, comums, wm algumes pessoas, em qualysr procediments médico decormsats de
ansiedads inchisive pels whilivacis de saringa.

O samgme coletads sem utlizade sxchisivaments m realizacis de sanados labomtonais & o
moma de individne doador do sangne sera mestids cm sdgilo o o material coletado serd sxclamvamants
wilimdo nesta pesquisa. O reanltdss dos testes mealizados serdo eocamdnhadios 2o volextamio.

Eston doando ssponfansaments o volume de sangue zecessanc o sinfo-me atsfatoramsois
ssclarecido com mlagdo aos ricos 4 coleta & weo do sangee para 2 peequiza.

Loscal o data -
A, do Dosdor:

Pesguisador responsavel: Dra. Ellen Jessouroun - Telefome: 3382 - 9343



61

ANEXO 2:

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENAGAQ DOS INSTITUTOS DE PESQUISA
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
Av. Dr. Arnaldo , 355 - Cerqueira César - Sao Paulo - 8P,
Fone: (011) 3068-2800 - Fax: (011) 3085-3505

Caracteristicas e Informagées epidemiol6gicas das cepas brasileiras vacinais:

N.44/89 - IAL 2443

Local de Isolamento: S&o Paulo

Ano de Isolamento: 1989

Origem : Liquor

Sorogrupo: B

Sorotipo: 4,7

Sorosubtipo: P1.19,15

RSIPS5 7

Imunotipo : L1,3,7,8

Tipo de VR da PorB: 4,D,7,14a (nimero de acesso no GenBank U92924)
Tipo da VR de PorA: P1.19,15 (nimero de acesso no GenBank U92924)
MEE : ET-5 complex

MLST . ST-33

N.603/95 — IAL 2448

fics  CRT 6770
Wit £ il Lyt :




