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RESUMO

Neisseria meningitidis € um dos principais patégenos causadores de nieniagoutras
manifestacdes clinicas no mundo. O sorogrupo Gmorsavel por 40% dos casos de doenca
meningococica no Brasil, constituindo um sério pepia de Saude Publica. As vacinas
polissacaridicas disponiveis ndo induzem protecdoemoria imunolégica em lactentes,
porque sdo antigenos T-independentes. Além dist® pelissacarideo pode induzir tolerancia
imunologica apds imunizacao repetida em criangdudos. Para a obtencédo de um antigeno
T-dependente, foram desenvolvidas todas as etapg@soducédo, purificacdo e controle de
uma vacina conjugada brasileira efetiva, coMnaeningtidis sorogrupo C (MenPSC-TT),
através de aminagdo redutiva modificada, utilizandmo proteina carreadora, o toxodide
tetanico ativado com hidrazida. Varios lotes dejugedos produzidos em diferentes escalas
(200 a 20.000 doses humanaspdfdose), sob condi¢gBes reprodutiveis, apresenteaades
acucar:proteina entre 0,3 e 0,5. Os resultadogmkmos de controle de qualidade mostraram
a eficiéncia do processo de purificacdo (sistemaluefiltracdo tangencial) na remocéao de
reagentes, sub-produtos de reacgéo e polissacdrideoUm lote piloto de vacina liofilizada
apresentou resultados de controle de qualidadesfagatios, incluindo seguranca e
estabilidade por mais de 2 anos ap0s envase kzlgfo. A vacina piloto foi imunogénica
em camundongos de forma dose-dependente, com uentude 10 a 20 vezes nos titulos de
IgG, principalmente das sub-classes IgG1l e IgG2bldqs mais altos apds & Hose;
ANOVA, p<0,05) e sem a deteccéo de IgG2a. Estasaapbs apresentaram titulos altos de
atividade bactericida (SBA), correlaciondveis conotggdo a doenca meningocOcica. A
vacina induziu anticorpos com maiores indices ddeavnas concentracdes de 0,1pg,1
sugerindo inducdo de memdria imunologica. Foi ettada uma alta correlacdo entre ELISA
e atividade bactericida do soro (r = 0,91), enquantorrelacéo entre ELISA de alta avidez e
SBA foi mais baixa (r = 0,70). Camundongos imunagadm esquema primario com 2 ou 3
doses da vacina conjugada MenPSC-TT (grupo 1) ePMEnnativo (grupo 2) receberam
dose reforgco com o conjugado, para a analise g@stesde memoria. Nas amostras de soro
do grupo 1 imunizados com 2 ou 3 doses foram detesttitulos de IgG mais elevados,
principalmente do isotipo 1gG1, sugerindo o recaithento do polissacarideo nativo através
da ativacao de células B de memoria. Além dist@cna conjugada induziu anticorpos anti-
TT capazes de proteger camundongos contra o0 desafip toxina tetanican vivo.
Camundongos inoculados com diferentes lotes daigadps sobreviveram ao desafio com
uma cepa heteréloga sorogrupo C, apresentandoguai85% de protecao, enquanto apenas
20% dos animais imunizados com MenPSC nativo solme@m. Estes resultados sugerem a
manutencdo de resposta humoral ao imunégeno dutemt@no. A vacina tambéem foi
estudada para avaliagdo de células secretoragiderpas especificas do antigeno de curta e
longa duracdo no baco e medula 6ssea, 1 ano apagagao primaria. A resposta observada
para 0 grupo imunizado com MenPSC-TT foi maior de @quela induzida pelo MenPSC
nativo, no baco (2.908s 450 por 1 x 10 célulase medula (6.850s 567 por 1 x 10 células;
p<0.05). A producédo de citocinas intracelular (IL44-10, IL-12, IFNy) analisada por
citometria de fluxo ndo mostrou diferenca signiiica entre camundongos imunizados e
grupos controle. O mesmo aconteceu quando o imnotif® de células T (CD4, CD8, CD69
and CD44) foi analisado. Entretanto, uma populag&o célula linféide de memoéria
(CD27'IgD") foi detectada, em animais imunizados com 3 ddeedenPSC-TT, e desafiados
com uma cepa heteréloga. Estes resultados demmnatienunogenicidade e seguranca da
vacina conjugada MenPSC-TT e sustentam a produedotes vacinais em condi¢coes de
Boas Praticas de Fabricacéo para a realizacaduls<linicos de Fase |I.



ABSTRACT

Neisseria meningitidis is one of the most important pathogens causinginggis and other
clinical manifestations around the world. The sesag C causes around 40% of all
meningococcal diseases in Brazil, becoming a seripublic health problem. The
polysaccharide vaccines available do not appeamprtavide protection in infancy or
immunologic memory as measured by antibody respobseause they are T-independent
antigens. In addition, this polysaccharide may @slummunological tolerance after
inoculation of repeated doses in adults and childire order to obtain a T-dependent antigen,
it was developed all steps to produce, purify aodtrol an effective Brazilian serogroup C
protein-polysaccharide conjugate vaccine (MenCP$-3yf modified reductive amination.
Hidrazide-activated tetanus toxoid was used asecgrotein. Several MenCPS-TT conjugate
lots were produced at different scales (from 20@@g00 human doses; [igydose) under
reproducible conditions and showed sugar:protdingdrom 0.3 to 0.5. The results of quality
control assays showed the efficiency of purificatiprocess used (tangential flow
ultrafiltration) in the removal of reagents, by-puets and unconjugated polysaccharide. One
freeze-dried pilot vaccine lot showed satisfactguglity control results including safety and
stability for more than 2 years after filling andedze-drying. This pilot vaccine was
immunogenic in mice in a dose-dependent fashioremggimg a 10 to 20-fold rise in IgG
response. This IgG response was characterizedghbytiters of IgG1 and IgG2b isotypes and
no detection of IgG2a. After the first dose, th&2p titers were significatively higher than
the 1gG1 titers (ANOVA, p<0.05). The vaccine alsawuced high SBA titers which are
correlated with protection against meningococcsédse. Vaccine concentrations pfland
0.1ug showed higher avidity indice, suggesting inductad immunologic memory. A high
correlation between ELISA and SBA (r = 0.91) wasnd while the correlation between
high-avidity ELISA and SBA was lower (r = 0.70). &4i that received primary immunization
with 2 or 3 doses of MenCPS-TT (group 1) and nalilenCPS (group 2) were boosted with
the native MenCPS to analyze memory response. Seanmples of group 1 immunized with
2 or 3 doses showed higher IgG titers mainly otyise IgG1, suggesting recognition of
native polysaccharide by activation of memory B-ckl addition, MenCPS-TT conjugate
vaccine induced antibodies anti-TT capable to ptoteice against a challenge with tetanus
toxin in vivo. Mice inoculated with different conjugate lots wued from challenge with a
heterologous group C strain 85% of protection), while only 20% of the animatsnunized
with native MenCPS survived. These data suggestnthentenance of antigen-specific
humoral response for long period. The vaccine wae atudied in ELISPOT assays to
measure antigen-specific short- and long-livedbaraly-secreting cells present in spleen and
bone marrow, respectively, 1 year after primary umimation. The magnitude of the response
was greater in the MenCPS-TT-immunized group thmaplain MenCPS-immunized group
for spleen (2,9005s 450 per 1 x 10 cell)and bone marrow cells (6,858 567 per 1 x 10
cell; p<0.05). The intracellular cytokine producti¢iL-4, IL-10, IL-12, IFNy) analyzed by
flow cytometry did not show significant differencasiong immunized mice and control mice
groups. The same results were observed when thell§ immunophenotype (CD4, CD8,
CD69 and CD44) was analyzed. However, a memory hgitpcell population (CDZTgD")
was detected by flow cytometry in animals immunizeith 3 doses of MenCPS-TT and
challenged with a heterologous group C strain (AMQY<0.05). These results demonstrate
the immunogenicity and safety of MenCPS-TT conjagaiccine and support the production
of vaccine lots in GMP conditions for Phase | dalitrials.
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1. INTRODUCAO

A doenca meningocécica foi descrita desde a éplec&lipocrates, que associava
fortes dores de cabeca e zumbido no ouvido comam#tdo no cérebro e altas taxas de
mortalidade. Antes do século XIX a doenca meningoedera incluida nas doencas de
manchas (“spot fevers”) que podiam ser causadadifgventes agentes ainda desconhecidos.
No entanto, o “rash” hemorragico, a tendéncia daresggmento em aglomeracbes e a
ocorréncia em surtos ja eram associados a doe®RIWRIGHT, 1995).

A doenca foi descrita pela primeira vez, por Vieuss em 1805, quando foram
definidos os primeiros sintomas clinicos. Entreignas alteracfes patolégicas foram
associadas a estes sintomas alguns anos maisdasedglo se encontrou material purulento
na base do cérebro, congestao nos vasos das nmeeirgeidato sanglineo na superficie do
cérebro de alguns casos fatais (VIEUSSEUX, 1806d &PARTWRIGHT, 1995). O agente
causador, Neisseria meningitidis, foi isolado pela primeira vez em 1887 por Anton
Weichselbaum, que observou a bactéria no fluidebceespinhal e deu o nome de
Diplococcus intracellularis (apud POLLARD, 2004). Entretanto, a doenca merdagca
permanece em uma posicdo de destaque entre agOmdebacterianas, em todo o mundo,
principalmente devido a apresentacéo clinica driamét doenca, alta mortalidade, potencial
epidémico e o recente desaparecimento de outramtimmpes doencas infecciosas em paises
desenvolvidos, através de melhorias nos sistem&adéde Publica e vacinacdo (POLLARD

& FRASCH, 2001).

1.1. Caracteristicas microbioldgicas e patogénese dos niggococos
Neisseria meningitidis (N.meningitidis), ou meningococo, pertencente a familia
Neisseriaceae, se apresenta como um diplococo Gram-negativooemaf de grdo de café ou

aspecto reniforme, que se divide transversalmengele faz com que possa se apresentar em
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tétrades. Seu tamanho varia entre 0,6ptvbdependendo da fonte de isolamento e da idade
da cultura. Apresenta capsula polissacaridica erfas, é imével e ndo forma endosporos
(VEDROS, 1984). O meningococo € um microrganismocroaierofilo que cresce
preferencialmente em atmosfera com 5-10% de, @Qemperatura 6tima entre 35 €QG7
(VEDROS, 1984; BJUNE et al., 1991).

Os meningococos sao classificados em 13 difergmigms (A, B, C, E-29, H, |, K, L,
M, W135, X, Y, Z), de acordo com a composicao etivielade imunoldgica de seus
polissacarideos capsulares, que constituem o paihfator de viruléncia do microrganismo.
Os polissacarideos servem de base para a mai@igag&nas meningocdécicas licenciadas
atualmente e sdo capazes de induzir imunidade iispeso grupo. Por isto o conhecimento
da prevaléncia dos grupos entre as cepas que cdngmgao invasiva € de fundamental
importancia para formulacdo de vacinas (GOTSCHLICH) & ARTENSTEIN, 1969;
ROSENSTEIN et al., 2001; PICHICHERO, 2005).

A maior parte dos casos de doenca meningocociaugada pelos grupos A e C,
contra 0s quais as vacinas polissacaridicas saalpaente efetivas, e pelo grupo B que
possui uma capsula polissacaridica pouco imunogémimn humanos. Os principais
polissacarideos meningococicos capsulares asssc@mio doenca invasiva, S&0 compostos
de derivados de acido sialico, consistindo de uladaepetidas de mono, di ou trissacarideos.
A cépsula do grupo B consiste de unidades repetida&cido neuraminico N e O acetilado,
com ligacdo glicosilicax2 - 8, enquanto a capsula do grupo C € composta tanadeém
unidades repetidas de acido neuraminico N e Oladetimas com ligacao glicosilice2 —

9. Por outro lado, a capsula do grupo A consisteudiglades repetidas de N-acetil-
manosamina-fosfato (BUNDLE, SMITH & JENNINGS, 19HATTACHARJEE et al.,

1975).
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A endotoxina € o glicolipideo presente em maiom¢jdade na membrana externa de
N.meningitidis, assim como em outras bactérias Gram-negativdsetento, a endotoxina do
géneroNeisseria tem a porcao glicidica mais curta em comparacaata® moléculas de
endotoxina, porque nao possui o antigeno O. Algumgores a denominam
lipooligossacarideo (LOS) (DEVOE & GILCHRIST, 1973/ERHEUL, SNIPPE &
POOLMAN, 1993; POOLMAN, 1995; PRESTON et al., 1996) géneroNeisseria pode
expressar um ou mais tipos de endotoxina e asedifas estruturais da molécula de LOS
determinam os 12 imunotipos diferentes Nleneningitidis. Os imunotipos L1 até L8 sao
encontrados principalmente nos grupos B e C enquastimunotipos L9 a L13 estdo
associados ao grupo A. A presenca do imunotipoeln8 $ido relacionada ao aumento de
sensibilidade do meningococo a atividade bacteridd soro (FRASCH, MENELIS &
GOTSCHLICH, 1976; POOLMAN, VAN DER LEY & TOMASEN,995).

Os meningococos tém a capacidade de trocar o ialagenético responsavel pela
producdo de capsula e assim mudam do grupo B parai€e-versa, devido a similaridade
estrutural entre as duas capsulas. Esta capaciiladeudanca de cépsula pode ser um
importante mecanismo de viruléncia, devido ao amglo de vacinas que induzem protecéo
grupo-especifica (SWARTLEY et al.,, 1997). Destanfar deve-se ter uma avaliacdo
epidemioldgica constante, para o controle dos grypevalentes, apos a introducdo de rotina
de uma vacina contra determinado grupo.

Os seres humanos sdo o Unico reservatérig.meningitidis e a nasofaringe € o sitio
de colonizagdo dos meningococos e de onde o marMOo é transmitido por aerossol ou
secre¢fes aos outros individuos. Os meningocodueEiem as defesas do hospedeiro e
atacam a superficie microvilosa de células ndadak de mucosa da nasofaringe, onde se
multiplicam (STEPHENS, HOFFMAN & MCGEE, 1983). Aip algumas proteinas sao as

principais adesinas que se ligam aos receptoresodpedeiro e estimulam a ingestdo do
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meningococo pelas células epiteliais (STEPHENS, HD&N & MCGEE, 1983; DE VRIES

et al., 1998). Os meningococos geralmente sdor@Eettbmensais em humanos. Cercade 5 a
15% de individuos adultos saudaveis séo portad@esintomaticos de cepas de
N.meningitidis na nasofaringe, onde é estabelecido um processouthzacao que resulta em
resposta humoral protetora sistémica (STEPHENS,9)19&ntretanto, os portadores
assintomaticos constituem uma importante fonteralesmissdo da bactéria, principalmente
para criancas com menos de 2 anos de idade, quespondem a faixa etaria mais
susceptivel a doenca (GREENFIELD, SHEEHE & FELDMAI71; CAUGANT, HOIBY

& MAGNUS, 1994). Em alguns individuos a bactép@netra a mucosa e ganha acesso a
corrente sanguinea, causando doenca sistémicaogeeapresentar diferentes manifestacdes
clinicas que variam desde pneumonia (10%); menowmmia (12,5%); epiglotite, otite
media, conjuntivite, uretrite (27,5%); meningitedd%); septicemia fulminante com choque
séptico, faléncia mdultipla de 6rgéos, coagulac&iésiica e morte (VEDROS, 1984;
POOLMAN, VAN DER LEY & TOMASEN, 1995; STEVEN & WOOD 1995,
ROSENSTEIN et al., 2001).

As cepas mais virulentas de meningococos, assaciadm a doenca invasiva,
produzem capsula polissacaridica, que serve degdtcontra processos de dissecacdo
durante a transmissao e permite a evasdo de mecande resposta imune do hospedeiro,
porque se tornam resistentes a fagocitose (PETTERSS al., 1997). Os microrganismos
gue possuem capsula polissacaridica composta dades de acido sidlico sao ainda capazes
de inibir a ativagao da via alternativa de ativagd@omplemento.

Outro importante fator de viruléncia do microrgamisé a liberacdo de vesiculas de
membrana externa (OMVSs), que sao constituidas d®, Ipfoteinas de membrana externa,
fosfolipideos e polissacarideos capsulares, paraem, durante a fase exponencial de

crescimento. Estas estruturas, que contém todastigenos presentes na membrana externa,
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sao distribuidas pelo organismo provocando efeitmso intensa producdo de citocinas e a
estimulacao de células inflamatdrias responsaw@iyv@rios sintomas comuns nas diferentes
manifestacbes da doenca meningococica (ZOOLINGERalget 1972; DEVOE, 1992,
VERHEUL, SNIPPE & POOLMAN, 1993; POOLMAN, VAN DERERY & TOMASEN,
1995).

Os meningococos sofrem autdlise e liberam DNArepganentes da parede celular, os
quais também induzem a cascata inflamatoria. Eaesanismos podem contribuir para a
existéncia de clones de isolados invasivos, atralesquisicdo de fatores de viruléncia
particulares ou de caracteristicas antigénicas nfiee sdo reconhecidas pelo hospedeiro e

assim, podem possibilitar a evasdo de mecanismasesmadaptativos.

1.2. Caracteristicas epidemioldgicas da doenca meningaiéa

A doenca meningococica tem um carater endémico m@orim dos paises,
normalmente ocorrendo numa incidéncia de um a &ascpor 100.000 habitantes por ano,
principalmente em criangcas de 6 meses a 2 anodafie i(RIEDO, PLIKAYTIS &
BROOME, 1995). A doenca pode ocorrer, no entardmbEm em surtos e em grandes
epidemias, tanto em paises desenvolvidos como dresenvolvidos e 0s mecanismos
responsaveis pela sua distribuicdo ainda permanpoeno conhecidos (WANG et al., 1993;
ACHTMAN, 1995). Dados epidemioldgicos sugerem quecalogia natural da doenca
meningococica resulta em taxas variaveis de dopalgamundo, diferencas na distribuicao
dos grupos entre regides geograficas e alteragdeafistribuicdo dos grupos com o tempo
(POLLARD, 2004).

A doenca meningocdcica apresenta alta letalidagidomaas mais graves com taxa de
mortalidade em torno de 15%, caracterizando-se conportante problema de Saude

Publica. Para complicar o quadro, a doenca podemsg diagnosticada, inicialmente
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podendo ser confundida como uma doenca causadaiqs; além de ter um curso de
progressao rapida, podendo desenvolver-se em pbocas ou em dois dias, restando assim
pouco tempo para o0 inicio de terapia efetiva (MOQORB92; POLLARD, 2004;
PICHICHERO, 2005; GIRARD et al.,, 2006). Cerca de 4020% dos pacientes que
sobreviveram a infeccdo meningococica apresentagiiel®s significativas que levam a
convulsdes e incapacidades como surdez, retardanpmntomotor e até amputacdo de
membros (PICHICHERO, 2005). A doenca € comum eraisode clima temperado e em
regides tropicais, com casos esporadicos duradted@no nas areas rurais e urbanas e com
aumentos sazonais no inverno e inicio da primavaguns autores associaram esta maior
freqiéncia a outras enfermidades do trato respioatdmbém comuns nesta época, como
infeccbes por mycoplasma e virus influenzae (GOLBSEIDER, GOTSCHLICH &
ARTENSTEIN, 1969c).

Cinco grupos d&l.meningitidis sédo responsaveis pela ocorréncia de mais que 0% d
meningite severa e septicemia, em todo o mundoABIRet al., 2006). Na Africa, abaixo
do deserto do Sahara, numa regido de savana qde \este da Etidpia ao oeste do Senegal,
conhecida como cinturdo da meningite, a incidédeaadoenca tem carater epidémico e é
causada principalmente pelo grupo A, que respomdecgrca de 90% dos casos (WHO,
1997). Durante a epidemia de 1996, cerca de 200c@860s foram descritos, com 20.000
mortes. As taxas de incidéncia em anos epidémibegam a 1000 casos por 100.000
habitantes, com 20% de mortalidade (GIRARD et 2006). O surgimento de casos de
doenca meningocécica causada pelo grupo W135, d230@, em paises como Arabia
Saudita, durante o encontro anual de peregrinos Hay, complicou a situagéo
epidemioldgica na regido (TAHA et al., 2004; GIRARDal., 2006). A cepa responsavel por
este surto se espalhou para outros paises e cansogrande epidemia em Burkina Faso em

2002 (DECOSAS & KOAMA, 2002). Epidemia causada pgtopo A também ocorreu na
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Asia, incluindo China, india, Nepal e Mongélia (WGNet al., 1992). Recentemente foi
descrito o aparecimento de casos de doenca menikigacausada pelo grupo X em paises
da Africa, o que determina o monitoramento constaara avaliacdo da incidéncia do grupo
até entdo desconhecido (SORIANO-GABARRO & WOLTEBO®).

Os grupos B e C séo responsaveis pelos casos deadoa Europa e Américas, com
mais de 50% dos casos sendo causados pelo grupOBALDSON, MOORES & HOWE,
1999), enquanto os grupos A e C predominam na d@drica (SCHWARTZ, MOORE &
BROOME, 1989; WHO, 1995; CONNOLLY & NOAH, 1999). M@aises desenvolvidos, o
grupo B predomina em criancas abaixo de 4 anosupogA em criancas em idade pré-
escolar e o grupo C em adolescentes e adultosgdgenotipos C:2a e 2b). A proporcdo de
cepas do grupo B é especialmente alta na Norueglwnéth, Alemanha e Dinamarca,
enquanto proporcdes crescentes de cepas do grug@aGido descritas na Eslovaquia,
Republica Checa, Grécia, Irlanda, Espanha, Cand&i&r® Unido (RAMSAY et al., 1997;
TIMEN & VAN STEENBERGEN, 2002; SALLERAS, DOMINGUEZ& CARDENOZA,
2003a; 2003b; SNAPE & POLLARD, 2005; GIRARD et2006). Durante a década de 90 o
grupo C causou Vvarios surtos, causados principaémgor um grupo de cepas altamente
relacionadas referidas como um complexo clonaled@éncia tipo 11 (ST-11) / enzima tipo
37 (ET-37) (WHALEN et al.,, 1995). A maioria das aepisoladas de doenca invasiva
pertence aos complexos ST-11, ST-32, ST-8, ST-#4KTST-1, ST-4 e ST-5 (“sequence
types”) identificados em ensaios de tipagem de &mxrjd em Multilocus (SIERRA et al.,
1991; SACCHI et al.,1992; WANG et al.,1993; BOSLE®Oal., 1995; KNAPP & RICE,
1995; FISCHER & PERKINS, 1997; GIRARD et al., 2006)

O grupo Y é responséavel por grande proporcédo desads doenga meningocdcica e
tem sido classicamente associado com pneumoniaRESPELLENBOGEN & GEBHART,

1977). Nos Estados Unidos cerca de 3000 casos eocoanualmente, com taxa de
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mortalidade de 12% envolvendo os grupos B, C e Yigerais proporcdes (ROSENSTEIN,
PERKINS & STEPHENS, 1999; NELSON et al., 1999). fevaléncia do grupo Y tem
crescido substancialmente e responde pela infengasiva presente nos idosos deste pais.

No Brasil a doenca meningocadcica foi primeiramesgscrita em 1906, até entdo
tendo ocorrido em surtos. Entre 1945 e 1961 o giipfoi prevalente aparecendo, pela
primeira vez, em carater epidémico em Séo Paulmaniaxa de incidéncia de 25 casos por
100.000 habitantes.

No inicio da década de 70 ocorreu uma epidemiardpogC, seguida novamente de
uma do grupo A, com incidéncia altissima e causatéd30 casos por 100.000 habitantes.
Estas duas epidemias motivaram a criacao de BiagMahos em 1976, visando o incentivo
e a modernizacdo da Fundacdo Oswaldo Cruz na érémawhobioldgicos. Nesta ocasido
ocorreu a transferéncia de tecnologia da produgéeadina anti-meningocdcica grupos A/C
do Instituto Merieux na Franca para Bio-Manguinkopse se tornou no Brasil, a instituicdo
produtora desta vacina, tendo desde entédo prodomi®de 50 milhdes de dosBa mesma
época a doenca meningococica passou a ser deachifi compulsoria em todo o territorio
brasileiro (NORONHA, 1993). No periodo de 1980 4992 a incidéncia da doenca
meningococica no Brasil foi de um caso por 100.68bitantes, em vérios estados, com a
prevaléncia de 83% para o grupo B. De acordo cavinistério da Saude, neste periodo,
apenas 6% das cepas, eram pertencentes ao grupm @inal da década de oitenta a
incidéncia deste grupo em S&o Paulo passou a sér c&sos por 100.000 habitantes,
caracterizando uma nova epidemia na regido. No ¢ipiaido Rio de Janeiro, ha mesma
época, a situacdo era semelhante aquela obsemwa8aePaulo (NORONHA, STRUCINER
& HALLORAN, 1995; BARROSO, 1998).

Atualmente a doenga ocorre com incidéncia de 8a%®s por 100.000 habitantes e

letalidade correspondente a 19,4% (Figura 1; SINGAMNB/MS, 2005). Nas duas ultimas
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décadas predominou o grupo B, mas nos ultimos ladasna confluéncia nas incidéncias de
meningite causadas pelos grupos B e C, no Brasihoea com diferencas regionais
importantes (Figura 2; SIFONTES et al., 1997; MINERIO DA SAUDE, 2005). Como
cerca de 70% dos casos de doenca meningococic&masorogrupo identificado, pode-se
calcular que o numero real de casos deve serlo tiipindicado na Figura 2, ou seja, mesmo
com o declinio na incidéncia, ha atualmente mai%.@e0 casos de meningite causada pelos
grupos B e C, anualmente, no Brasil. A cepa epid&rdo grupo B foi caracterizada como
pertencente a um unico clone (ST-2) do complex® $jlie também tem sido responsavel por
epidemias na Europa, EUA, Chile e Cuba (SACCHI,0200e 1998 a 2003 este perfil de
prevaléncia tem se mantido, com casos da doencaida pelo grupo C sendo observados
em diferentes faixas etarias, desde criancas conosnge 1 ano de idade até adultos jovens,
com mais de 15 anos (Figura 3; MINISTERIO DA SAUBP5). Entre o grupo C, o clone
C:2b:P1.3 tem sido identificado em epidemias nadgaSao Paulo e no Parana (SIERRA et

al., 1991; SACCHl et al., 1992; BOSLEGO et al., 3;9Q9NAPP & RICE, 1995).
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Figura 1. Incidéncia (por 100.000 habitantes) da dmc¢a meningocécica no Brasil entre 1971 e
2004 (Fonte: Ministério da Saude).
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Figura 2. Numero de casos da doen¢a meningocécicausada pelos grupos A, B e C no Brasil
(casos com grupo conhecido), entre 1995-2005 (Faninistério da Saude, Fundac¢do Nacional
da Saude, COVER, CENEPI).
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Figura 3. Percentual cumulativo dos casos de meniitg meningocécica causada pelo grupo C no
Brasil entre 1998-2003, por faixa etaria (Fontes: G Meningite, COVER, CENEPI, Fundacéo
Nacional de Saude).
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Barroso, estudando aspectos epidemiolégicos edinl® da doenca meningococica
no Rio de Janeiro, caracterizou o periodo entre9 198993 como hiper-endémico com
prevaléncia do grupo B em criancas com menos deo$. &ntre 1993 e 1995 o pesquisador
observou um aumento da incidéncia do grupo C, eplescentes e adultos jovens e
predominio das formas septicémicas. Para os gi@o€ foi detectada uma alta resisténcia a
sulfonamida (89% e 36%, respectivamente) e panajeogC, 11% das cepas isoladas foram
resistentes a rifampicina (BARROSO, 1998). Embataja ocorrendo um aumento gradual
de resisténcia dos meningococos a penicilina, astibiotico ainda é eficaz contraM
meningitidis e 0 seu baixo custo viabiliza o tratamento antitméadequado de maneira quase
universal. A despeito disso, a taxa de letalidani®iigua inalterada, em torno de 15% nos

ultimos 50 anos.

1.3.Resposta imune aos meningococos

O sistema de defesa do hospedeiro contra a doemgzada pom.meningitidis
envolve mecanismos imunes inatos e adquiridos gc@nhecem as estruturas da superficie
bacteriana. A resposta imune pode variar dependdadmlade da crianca, bem como do
grupo do microrganismo. O padrdao da doenca em iohadg imunodeficientes indica a
complexidade da resposta imune aos meningocoasgeeesum papel central para anticorpos
e sistema complemento (POLLARD & FRASCH, 2001).

A situacdo de portador assintomatico tem sido demada como responsavel pela
imunidade natural contrBl.meningitidis, em funcéo da presenca de IgA e IgG em alguns
individuos analisados (JONES & ELDRIDGE, 197®or outro lado, estes individuos
constituem uma fonte de transmissao do microrganiaos individuos nao portadores, que
representam o grupo de risco potencial de infecdaeficiéncia deste tipo de imunidade
contra 0s meningococos fica comprometida pela ¢dg@ae da maioria das cepas produzirem
IgA proteases, enzimas capazes de degradar osrposcpresentes na mucosa (GRIFFISS,

1995).
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Os primeiros mecanismos de defesa mobilizados feagéio meningocdcica tém a
participacdo dos fagdcitos mononucleares, neus)fdélulas natural “killer” (NK), proteinas
ligadoras de manose e sistema complemehtmobilizacdo destes processos depende do
reconhecimento, pelo hospedeiro, dos diferentesstide antigenos de superficie do
microrganismo. Estas moléculas estdo incluidas emgwpo de moléculas presentes nos
microrganismos, denominados padrées molecularexiades a patdogenos, que tém o LPS
como representante das bactérias gram-negativaBZMH OV & JANEWAY JR, 2000). O
LOS meningocdcico é um potente ativador da viarstéera do complemento. A presenca de
anticorpos pré-formados contra antigenos do menowpfavorece a ativagao da via classica
do complemento e a formacdo do complexo de ataguendbrana (“MAC”), que elimina o
microrganismo. Ambas as vias geram a proteina cimfdoecomo C3 e seu produto de
clivagem denominado C3b, moléculas importantespsamizacao das bactérias infectantes,
que favorece a fagocitose (GRIFFISS, 1995; WAGNERR®&TH, 1999; POLLARD &
FRASCH, 2001). Cepas que possuem capsula poligd@easdo mais resistentes a fagocitose
e consequentemente sdo mais virulentas. Além dis$o, polissacarideos capsulares,
constituidos de acido sidlico, sdo capazes derirdbivia alternativa de ativacdo do
complemento, componente importante da imunidad&.inadividuos com deficiéncia dos
componentes terminais do complemento (C5-C9) podesenvolver a doenca e cerca da
metade destes individuos pode ter ataques recesteRr outro lado, individuos com
deficiéncia em properdina ou fator D podem deser@roh doenca com taxas de morte
superiores a 50% e sem recorréncia entre os suebregs (ROSS & DENSEN, 1984). Para
alguns grupos a presenca de capsula nas cepafmatsy concentracdo de anticorpos,
especificidade destes anticorpos, isotipos de Wj&yonibilidade de sitios de ligagdo da
fracdo Fc das imunoglobulinas e moléculas do sesteomplemento (C3 e C3b) ligadas na

superficie bacteriana, contribuem para as difesedeasuscetibilidade do microrganismo aos
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mecanismos de defesa do hospedeiro (FRASCH & CHARMPO72; PELTOLA, 1983,
ROSS et al.,, 1987; AASE, HOIBY & MICHAELSEN, 1998).

Dados experimentais sugerem que a eliminacdo dongeaoco através da fagocitose
pode variar, dependendo do grupo e da origem da. déppas oriundas de portadores
assintomaticos sdo mais sensiveis a fagocitoseudoaquelas isoladas de casos clinicos
(ROSS et al.,1987).

As imunoglobulinas A, G e M, medidas por ensaiosriaenzimaticos (ELISA), tém
sido descritas como as mais importantes na protegétra infeccées meningococicas. As
subclasses Igx 1g&G sdo os anticorpos predominantes, enquanto pg@e também estar
presente em criancas maiores (SJURSEN et al., FSODtLARD et al., 1999a).

Os estudos de Goldschneider, Gotschlich & ArtengtE969a, 1969b) mostraram que
a suscetibilidade a doenca meningococica estaioplta a auséncia de anticorpos com
poder bactericida. Cerca de 50% dos recém-naseijgi@sentam atividade bactericida anti-
meningococica, proveniente da transferéncia traosptaria de anticorpos maternos e
consequentemente ndo sdo susceptiveis a doengataBtd, a imunidade cai rapidamente e
as criangas com idade entre 6 e 18 meses apreseafitamsco de infeccdo causada por
bactérias encapsuladas, porque ndo apresentam ub¥@oulacdo especifica de célula B
presente na zona marginal de orgaos linféidespressivel pelo reconhecimento e resposta ao
polissacarideo capsular. Esta sub-populacdo cetatar um desenvolvimento tardio na
ontogenia do sistema imune, entretanto, quandemiesé estimulada e apos a diferenciagéo
em plasmécitos é capaz de produzir IgM contra ésgatarideo (MOSIER et al., 1977;
RUBINSTEIN et al., 1998). Durante os anos seguidtesida ocorre evolugdo na maturacao
da resposta imune devido a exposi¢cao natural ac®manismos, onde entre 50 e 80% das
criangcas com 12 anos e 65 a 85% dos individuogasdpbssuem anticorpos com atividade

bactericida (GOLDSCHNEIDER, GOTSCHLICH & ARTENSTEIN1969a, 1969b;
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POLLARD & FRASCH, 2001). Entretanto, séo observadapostas diferenciadas a infec¢ao
meningococica, que podem depender do comportamdaso células T, producdo de
anticorpos e/ou padrdo de citocinas e mediadoupidos. O completo entendimento dos
mecanismos envolvidos na resposta imune aos memioge® poderia definir outras
abordagens para o desenvolvimento de novas va@@SLMAN, HOPMAN & ZANEM,
1983; POLLARD et al., 1999a; POLLARD et al., 1999ROHEN, 2000; VERMONT &
VAN DEN DOBBELSTEEN, 2002).

Para alguns autores, a suscetibilidade a infecgdlo prupo B também esta
relacionada ao baixo poder bactericida do soroakabimunogenicidade do polissacarideo
deste grupo € explicada pela sensibilidade a newnideses e semelhanca estrutural com
unidades de acido sialico existentes em tecidosahos) presentes em moléculas de adeséo
de células neurais (N-CAM) de fetos humanos. Egseetismo molecular é responsavel pelo
ndo reconhecimento da céapsula como um antigenoanbstr a0 hospedeiro e,
consequentemente, pela ndo producdo de anticoypuos Bsto, a atividade litica do soro tem
sido atribuida a outros antigenos nao capsulaldiN@E LELNONEN & MAKELA, 1983;
RICHMOND et al., 2000). Entre eles, estdo Por AcOPpa (classe 5), proteinas reguladas
pelo ferro (IRPs) e LOS, que induzem anticorpos poater bactericida. Existem evidéncias
gue a opsonofagocitose tem um papel importante liranacdo dos grupos B e E-29,
enguanto € pouco expressiva para 0s grupos A eightipo das imunoglobulinas induzidas
pelos antigenos ndo capsulares e o indice de as@eparametros importantes na avaliacao
de protecdo a doenca meningococica (DEVOE & GILCFHRN973; GRIFFISS et al., 1991;
BOSLEGO et al., 1995; POOLMAN, 1995; WHO, 2000).

Wetzler et al. (1996), estudaram o efeito de coraptes de envoltorio de espécies
patogénicas dbleisseria, sobre a ativacao de linfécitos e verificaram guendotoxina induz

a proliferacao policlonal de linfécitos B e suaedénciacdo em plasmacitos. Os resultados
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demonstraram que este componente induz a exprdeséd.2 na superficie de linfécitos B.
Esta molécula tem importancia crucial na transdugisegundo sinal necessario a ativacao
de linfocitos T. ApOs ativacdo estas células preduzitocinas como as interleucinas 2 e 4,
que induzem a diferenciacdo das células B em séfuladutoras de anticorpos (WETZLER
et al., 1996; QUAKYI et al., 1997; QUAKYI, HOCHSTRI& TSAI 1997). Além disso, foi
descrito oefeito adjuvante dos componentes de membrana ext@os meningococos,
principalmente relacionado a endotoxina, que taméamm potente ativador de macrofagos.
Como o recrutamento de células auxiliares tem @dpeuoportancia na interacdo entre
linfécitos B e T, o efeito da liberacdo de compdesncelulares durante a doenca
meningococica deve ser considerado (FREUDEENBERGALANOS, 1988; GUPTA et
al., 1993; GUPTA & SIBER, 1995; PEREZ-MELGOSA et 2001).

Microrganismos infectantes e seus produtos induzenmospedeiro, uma producéo
exacerbada de mediadores inflamatérios, produzpdosélulas como macrofagos ativados,
sendo responsabilizados por diferentes manifestagjiécas das infecgbes bacterianas, como
febre, hipercoagulacdo, faléncia multipla de oérg@osnorte. Esta ativagdo celular que
normalmente faz parte da resposta protetora donisiga contra a agressao, quando esta
exacerbada tem efeito deletério sobre 0 hospe(@WEET & HUME, 1996).

A resposta imune contra os grupos A, C, W135 e ¥hefliada por anticorpos,
predominantemente IgM, com baixa afinidade, inddpate da resposta mediada por células
T (GOLDSCHNEIDER, GOTSCHLICH & ARTENSTEIN, 1969a989c; PELTOLA, 1983;
POOLMAN, HOPMAN & ZANEM, 1983; BUCHANAN, ARULANANDAM &
METZGER, 1998). A atividade bactericida do soraraviduos infectados com estes grupos
esta inversamente relacionada a incidéncia da doebg anticorpos sdo principalmente
contra os polissacarideos capsulares, que témusidmdos como componentes de vacinas

contra infeccdo meningococica desde a década de(GOTSCHLICH, LIU &
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ARTENSTEIN, 1969)Varios estudos estabeleceram titulos minimos mn@&gide anticorpos
presentes no soro, com atividade bactericida (SB#¢,séo correlacionaveis com protecao a
doenca meningococica, causada principalmente pelpogC, através de ensaios vitro.
Titulos de SBA> 8 ou> 4 sdo considerados protetores, utilizando-se fdateomplemento
de coelho neonato ou humano, respectivamente (SIkKIEt al., 2000; SANTOS et al.,
2001; JODAR, GRIFFITHS & FEAVERS, 2004; BORROW, BMER & MILLER, 2005).

Os polissacarideos ndo sédo imunogénicos em criaagasmenos de 18 meses de
idade, devido a auséncia de uma sub-populacaoifispade célula B na zona marginal de
orgaos linféides. Entretanto, em criancas maioresge esta sub-populacdo ja foi
desenvolvida, os polissacarideos ativam célulaseBfodma intensa, através da ligacao
cruzada de moléculas de imunoglobulina de superfiEsta ativacdo € favorecida pela
existéncia de multiplos epitopos antigénicos idéstinas moléculas dos polissacarideos
(MOND, LEES & SNAPPER, 1995). Além disso, porinad.leS podem fornecer sinais
secundérios criticos para a ativagdo de célulasafgls exposicdo ao polissacarideo
meningococico, através da interacdo direta cons estiallas (SNAPPER et al., 1995; 1997a;
1997b). Ocorre, entdo, a diferenciacdo das céBlasspecificas para polissacarideos, em
plasmadcitos de curta duracdo produtores de antisorpntretanto, como os polissacarideos
sdo antigenos T-independentes do tipo 2 (TI-2), im@lozem a geracdo de células de
memoéria, 0 que resulta na inducdo de resposta irransitoria. Estes antigenos também
estimulam uma mudanca limitada de classe de isotpamunoglobulina, sem maturacao da
afinidade dos anticorpos produzidos (BUCHANAN et, al998). Em contraste, o
polissacarideo meningococico grupo A induz memidnianologica em criangas com menos
de 18 meses de idade (GOLD et al., 1979; MacLENNaAMI., 1999). Em adicdo a fraca
resposta imune induzida pelos polissacarideos, d@sturecentes tém demonstrado

hiporresponsividade imunolégica em criancas e adufipds repetidas doses da vacina
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contendo polissacarideo grupo C, o que impede atfizacdo em programas de imunizacao
de rotina e restringe o0 seu uso em epidemias (GRANE& al., 1998; RICHMOND et al.,

1999; 2000; ENGLISH et al., 2001; MacLENNAN et 2001).

1.4. Estratégias vacinais contra N.meningitidis grupo#, C, W135e Y

1.4.1. Vacinas polissacaridicas

Na década de 30, foram descobertos os polissacarithpsulares como antigenos
especificos de diferentes grupos d#kemeningitidis (SCHERP & RAKE, 1945). Os
polissacarideos identificados e recém isoladosmderggem aos primeiros produtos a serem
testados em animais buscando protecdo contra acalameningocoécica. Entretanto, as
técnicas disponiveis produziram polissacaridedsail@® peso molecular oriundos de cultivos
de longa duracdo e que ndo foram capazes de indofizorpos nos modelos animais
utilizados (SCHERP & RAKE, 1945; KABAT, KAISER & 8DRSKI, 1945). Na década de
60, foram otimizados os procedimentos de cultivoNdeeningitidis e 0os processos de
purificacdo dos polissacarideos. Desta forma, diotizau-se o uso de cultivos de curta duragéo
e a adicdo do detergente anidnico cetavlon paracpitacdo de moléculas de carga negativa,
como o polissacarideo grupo C, no inicio do praretes purificacdo. Este procedimento
garantiu a obtencdo de moléculas de alto peso mlateémunogénicas em animais e com
pouca contaminacdo de acidos nucléicos e protéB@FSCHLICH, LIU & ARTENSTEIN,
1969). O processo de purificacdo descrito por Gbtdt Liu & Artenstein, em 1969, foi
recomendado para a producdo de vacinas polissaearfgkla OMS (WHO, 1981) e continua
sendo amplamente utilizado até hoje.

Os polissacarideos meningococicos constituiram rasepas vacinas bacterianas
definidas quimicamente. S&o moléculas puras, ised& massa bacteriana e atdxicas

(DIFABIO, 1988). Estes compostos se mostraram irgénicos em adultos e criangas acima
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de 18 meses de idade e foram objeto de varios censdinicos em paises da Europa,
Américas e Africa (FRASCH, 1995). Os polissacarids@éo antigenos TI-2 e a capacidade
dos individuos responderem a eles, depende daidatarimunoldgica relacionada com a
idade. Estes antigenos nao induzem memoéria imuicalo@ polissacarideo A, no entanto,

induz resposta em lactentes com 3 meses de idadeite reforco apdés a segunda dose.
Acredita-se que este efeito ndo caracteriza unpesés imunoldgica do tipo secundario e sim
uma maior capacidade desta molécula estimular diitof® B sensibilizados por contatos

anteriores com o polissacarideo ou antigenos qreseauam reatividade cruzada com ele
(FRASCH, 1995).

A duracao dos anticorpos induzidos pelas vacimabdan varia com a idade. Criancas
com menos de 18 meses, ap6s 1 ano da imunizacBeseatam niveis de anticorpos
comparaveis aos ndo imunizados. Gold et al. (18@8)provaram a baixa imunogenicidade
do polissacarideo grupo C em um estudo envolveridngas nesta faixa etaria, nos Estados
Unidos. Ocorreu um rapido declinio na concentrag&o anticorpos formados apos a
imunizacdo das criangas. Criancas maiores podeeseqar niveis de anticorpos elevados
até 5 anos apos a vacinage®ASCH, 1995).

Ainda hoje as vacinas polissacaridicas corttaneningitidis sdo produzidas e
utilizadas no mundo, em epidemias e surtos epidEmiexistem as vacinas monovalentes (A
e C), bivalentes (AC) produzidas em alguns paisesEdropa, entre eles a Franca, e
tetravalentes (A, C, W135 e Y). Estas ultimas s@adlyzidas nos Estados Unidos, Bélgica e
Franca. No Brasil, Bio-Manguinhos é o Unico produie vacinas anti-meningocdécicas
monovalentes (A e C) ou bivalentes (AC).

Como a doengca meningococica tem prevaléncia emgasade faixa etaria inferior a
18 meses, a utilizacdo de antigenos TI-2 como &aaido induz protecdo duradoura. Apesar

de estar largamente comprovada a eficacia dasaspulissacaridicas no controle de surtos e
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epidemias em adultos, novas abordagens tém sigogies para modificacdo da natureza da
resposta imune induzida por estas moléculas. Aiéin,d/arios estudos revelaram que o uso
de repetidas doses de uma vacina contendo poligda@aC induziu hiporresponsividade
imunologica em adultos e criancas (GOLD et al.,5)9Este fenbmeno pode ser revertido
pelo uso de uma vacina conjugada (RICHMOND et 2000; BORROW et al., 2001).
Recentemente, Torling et al. (2003) mostraram ueitcelimilar para a vacina 23-valente
polissacaridica contra pneumococo, administradddesos. O mecanismo responsavel por
esta hiporresponsividade ainda nao foi elucidandtveanto é possivel que grandes doses dos
polissacarideos possam causar a apoptose de cBlidapecificas do antigeno, reduzindo
assim o namero de células disponiveis para respastaa subsequente inoculacdo ou a pré-
existéncia de IgM especifica do polissacarideo gpassisar um efeito imunomodulador,
atraves da ligacao a receptores Fc inibitorios (BN 2004; MELTZER & GOLDBLATT,
2006). Os casos de tolerancia evidenciados reforgasubstituicio do MenPSC pelo
polissacarideo conjugado a proteinas carreadows, @ obtencdo de um antigeno T-
dependente, como componente vacinal (RICHMOND t1899; 2000; ENGLISH et al.,

2001; JOKHDAR et al., 2003).

1.4.2. Vacinas polissacaridicas conjugadas

A conjugacao quimica de polissacarideos a carreagoptéicos tem sido empregada
para moléculas de diferentes origens bacteriamasacmansformacéo destes antigenos em T-
dependentes, conseqglentemente capazes de indumdrimémunoldgica. Esta abordagem é
baseada no conceito de hapteno-carreador utilipaddAvery & Goebel, para aumentar a
imunogenicidade de um polissacarideo, atravésgadgdb covalente desta molécula a uma
proteina, com producdo de anticorpos direcionadodra a por¢do glicidica da molécula

(AVERY & GOEBEL, 1929; 1931; PAUL, SISKIND & BENACKERAF, 1966; KATZ et al.,
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1970; MITCHISON, 1971). Existem trés importantesacteristicas da resposta humoral ao
hapteno presente no conjugado: existéncia de séRilaspecificas do hapteno e células T
especificas da proteina carreadora, ligacdo caeatarire os dois componentes e a interacao
entre células B e T deve ter restricdo pelas mt@seculo complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe Il, ou seglulas T auxiliares cooperam apenas com
linfécitos B que expressam moléculas MHC de cladseeconhecidas como proprias
(MITCHISON, 1971). O hapteno é responsavel pelaac@op eficiente do carreador e os dois
tipos de linfécitos reconhecem epitopos diferemiesmesmo complexo antigénico. As
caracteristicas de resposta humoral secundaridaopéla cooperacéo entre as células B e T,
isto € memoria, aos antigenos conjugados, sao réetes da acdo das células T CD4
auxiliares e citocinas liberadas, como a mudancelagse de imunoglobulinas e maturacao
da afinidade dos anticorpos apés estimulacdo amtigé&epetida. Estes mecanismos ocorrem
em regides especificas de o6rgdos linféides conagcabmo centros germinativos, onde
ocorre a polarizagédo de foliculos secundariospesgricas em células B, proxima a zona rica
em células T. Os anticorpos selecionados com diledade s&o mais eficientes para
neutralizar a infectividade de microrganismos (MMZER-WILLIAMS & McHEYZER-
WILLIAMS, 2005).

A abordagem de conjugacao foi aplicada na obtemc#ioenciamento de vacinas
contra Haemophilus influenzae tipo b (Hib), na década de 80, onde o polissaeariibi
conjugado ao toxoide tetanico (SmithKline) ou a GdMd&N.meningitidis grupo B (Merck)
(ENGLISH et al., 2001). Estudos clinicos, com vasirtonjugadas contra Hib, mostraram
que as preparacdes antigénicas induziram respedépdndente em criancas, com elevados
titulos de anticorpos e alta avidez ao polissaeariéstas preparagdes produziram memaoria
imunoldgica e protecdo duradoura nas populacdeBadas. Em curto prazo, a ampla

utilizagéo destas vacinas reduziu, em mais de 80#gidéncia das doengas causadas por Hib
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em populacdes vacinadas de paises desenvolvidoel#in diminuiu o estado de portador
assintomatico, diminuindo a transmissao do micruggao (RICHMOND et al., 1999; 2000;
ENGLISH et al., 2001). Este tipo de resposta émeeoido como imunidade de rebanho e &
responsavel pelo controle efetivo das doencas dasspor bactérias encapsuladas que
colonizam a naso-faringe dos hospedeiros. Varitisdes mostraram que poucas vacinas
tiveram tanto sucesso, como a vacina conjugadaechtilb, apesar do alto custo (PELTOLA,
2000; MAKELA et al., 2003). Recentemente um aumeteofalha vacinal foi descrito, na
populacdo com memadria imunoldgica induzida pelamaaconjugada, mas com baixos titulos
de anticorpos. Estes achados demonstram que celestattento de memdria pode ndo ser
suficiente para fornecer protecdo contra doencasiua causada por bactéria encapsulada
(McVERNON et al., 2003; KELLY, POLLARD & MOXON, 2(8).

Posteriormente houve um interesse crescente nasasaconjugadas contra outras
bactérias encapsuladas cooeptococcus pneumoniae (S.pneumoniae) e Salmonella typhi
(CHU et al., 1983; PEETERS et al., 1992; SAXENA &BBIO, 1993; 1994; ESKOLA,
2001). Em um grande estudo para avaliacdo de upimaaveonjugada licenciada, contendo 7
sorotipos de Spneumoniae, demonstrou-se uma eficacia de 97,4% contra doenca
pneumocécica invasiva e 64,7% contra otite medidAEK et al., 2000). Outras vacinas
conjugadas, contendo 9 ou 11 sorotipos de pneurosceacontram-se em estudos clinicos
de Fase Il (WHO, 2006). Alguns estudos tém denmadst a eliminagcdo do estado de
portador assintomatico de pneumococos atravésildacéio destas vacinas (OBARO et al.,
1996; MBELLE et al., 1999; OBARO, 2001; WUORIMAA at, 2001; PUUMALAINEN et
al., 2003).

Os primeiros estudos para obtencdo de vacinas gamgs contraN.meningitidis
foram realizados na década de 80, por Jennings gowski (1981), que conjugaram 0S

polissacarideos A, B e C diretamente ao toxdidéaniedv. Os conjugados obtidos com
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polissacarideos dos grupos A e C foram imunogénecosanimais. Posteriormente outros
pesquisadores, trabalhando na obtencdo de conmigadningococicos A e C com toxdide
tetanico, comprovaram a resposta imunologica Tqudgmte através da observacdo de
resposta secundaria, memaoria imunoldgica e pemsist@a resposta obtida (BEUVERY et
al., 1983a; 1983b). Foram propostas outras metg@ddale obtencdo de conjugados contendo
polissacarideos meningocadcicos grupos A e C, atitio o0 CRMg7, um mutante atoxico de
Corynebacterium diphtheriae. Estes conjugados foram imunogénicos e seguros em
voluntarios adultos, induzindo anticorpos contralos polissacarideos (CONSTANTINO et
al., 1992). Posteriormente, testes clinicos prelmds com uma vacina experimental também
composta de polissacarideo grupo C e GRMmostraram que a vacina é segura e
imunogénica com a inducdo de memoria imunoldgica emancas e adolescentes
(MacDONALD et al., 1998; RICHMOND et al., 1999; M&NNAN et al., 2000; ENGLISH
et al., 2001; BRAMLEY et al., 2001; RICHMOND et,#001a; RICHMOND et al., 2001b).
Vacinas conjugadas contra meningococo grupo Cntecente licenciadas com base
apenas em estudos clinicos de Fase Il (imunogeawieié seguranca), tém sido empregadas
no Reino Unido desde novembro de 1999, para imuniancas de diferentes faixas etarias e
adolescentes. O esquema de vacinacao, utilizan@odmses, j4 reduziu em 93 e 90% o
namero de casos de doenca meningocOcica em criagasidade entre 3 e 4 anos e
adolescentes, respectivamente. A vacina conjugatdém reduziu em 67% o estado de
portador assintomatico, conferindo imunidade deméb, com diminuicdo de 66 a 80% de
mortes entre criancas e adolescentes ndo vacinadoesriodo de 1998 a 2002 (LEACH et al.,
1997; MacDONALD et al., 1998; CHOO et al., 2000; RAUOLI, 2001; RAMSAY et al.,
2001; MILLER, SALISBURY & RAMSAY, 2002; BALMER, BOROW & MILLER, 2002;
MAIDEN & STUART, 2002; BORROW et al., 2003; HARRIEINN & GRANOFF, 2003;

JOSEPH et al.,, 2003; RAMSAY et al., 2003). O nilmnde mortes anuais atribuidas a
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doenca meningococica invasiva reduziu de 67 para geriodo entre 1999 e 2001, no Reino
Unido (BALMER, BORROW & MILLER, 2002). Entretantos resultados de persisténcia de
anticorpos e memoéria imunolégica com as vacinaguigadas utilizadas, em criangcas com 2,
4 e 6 meses tém sido conflitantes. Alguns estudgsrem que a imunizagao primaria, em um
esquema acelerado, é adequada para o estabelecideennhemédria em idades maiores,
engquanto outros pesquisadores encontraram pessid® anticorpos e memoria até 4 anos
de idade ou a necessidade de dose reforco no seguodie vida (RICHMOND et al., 1999;
BORROW et al., 2002; McCVERNON et al., 2002; MacLEAN et al., 2001; TROTTER et
al., 2004). Resultados das analises de vigilaagias a introducao do uso de rotina da vacina
conjugada no Reino Unido, sugeriram que a eficécivaixa, 1 ano ap0s a imunizacao
primaria com 3 doses (TROTTER et al., 2004). Prelraente existe a necessidade de dose
reforco porque a mudanca do estado de colonizegsal do microrganismo para a promogao
da doenca invasiva é muito rapida, menos que 2dshoreste periodo é insuficiente para a
montagem de uma resposta imune adequada a pactétudas de memodria, que levaria de 3 a
4 dias. Em funcéo desta caracteristica, deve enistinivel minimo de anticorpos circulantes
e sensibilizacdo imunoldgica, para prevencao deeteuia, até a resposta imune proveniente
do estabelecimento de memoaria se tornar adequ&la &RD, 2004; PICHICHERO, 2005;
KELLY, POLLARD & MOXON, 2005; KELLY et al., 2006).

Pouca informacado € disponivel sobre a sub-clasdg@enduzida apds a vacinacéo
com vacinas conjugadas ou mesmo apos infecgcdo caor@ningococo. A determinagdo das
sub-classes de IgG poderia elucidar o tipo de stapoune induzida pelos imunégenos.
Enquanto vacinas polissacaridicas induzem IgG2 duttas e IgG1l em criangas, as vacinas
conjugadas deveriam provocar uma resposta predotemante IgGl, porque envolvem
ativacdo antigénica de células T auxiliares, quespa vez induzem a mudanca de classe de

IgM para IgG1 (DIAKUN et al., 1997; JOSEPH et 2004). Em modelos murinos a resposta
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a vacina polissacaridica é restrita aos isotipbé églgG3 e mostra um perfil imune similar
aquele observado no homem (RUBINSTEIN & STEIN, E88B988b), enquanto a vacina
conjugada induz maior concentracéo de IgG1l (RUBIRISITet al., 1998; BUCHANAN et
al., 2001).

Recentemente a vacina conjugada monovalente corgrapo C foi introduzida em
muitos programas nacionais de imunizacdo em paise® Irlanda, Espanha, Holanda,
Bélgica, Austrdlia e Canadd (TIMEN & VAN STEENBERBSE 2002; SALLERAS,
DOMINGUEZ, CARDENOZA, 2003a, 2003b; SNAPE & POLLARROOS).

Além das vacinas monovalentes, foram também debedas vacinas conjugadas
bivalentes contra os grupos A e C, utilizando @i diftérico como proteina carreadora. As
vacinas conjugadas, ja licenciadas ou ainda semlmetidas a ensaios clinicos, produzidas
por diferentes produtores, estdo descritas na dabelEm um estudo comparativo da
imunogenicidade entre a vacina polissacaridica jugada em criancas jovens, foram
encontrados niveis mais altos de anticorpos cowidatle bactericida contra os dois grupos
para cada dose da vacina conjugada (LIEBERMAN gt18196). Memdria imunoldgica
associada a esta vacina foi avaliada em 221 csanigaalmente vacinadas com uma dose da
vacina conjugada ou duas doses da vacina polissmeaantes de 6 meses de idade e que
foram revacinadas com uma das vacinas quando tid8aa24 meses. Niveis de anticorpos
significativamente mais altos apos a revacinag&nioobservados em criangas inicialmente
imunizadas com a vacina conjugada (LEACH et al97)9 Outras vacinas conjugadas
tetravalentes produzidas pelo Biocine e GlaxoSntitteKestédo sendo avaliadas em estudos
clinicos de Fase Il e sdo promissoras para imgézae bebés (Tabela 1; PICHICHERO et
al., 2005).

Finalmente em 2005, uma vacina conjugada tetrateat@mtra os grupos A, C, W135

e Y, utilizando o toxodide diftérico como proteinarreadora, foi produzida pela Sanofi
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Pasteur e licenciada nos EUA (Tabela 1). A imunmjgade e a seguranca desta vacina
foram avaliadas em diversas faixas etarias emudlestonde 7642 e 3041 individuos adultos
e adolescentes receberam a vacina conjugada e avamifissacaridica tetravalente,
respectivamente. Os titulos de anticorpos comdattle bactericida aumentaram mais de 4
vezes para todos os grupos, de forma comparawelggaduas vacinas (KEYSERLING et al.,
2005; PICHICHERO, 2005). Da mesma forma, as reap@ess e sistémicas foram similares,
apesar da vacina conjugada induzir reacdes maiorefio de injecao, que lembram reacdes
apos vacinacdo contra tétano e difteria (PICHICHERQ@05). Por outro lado, a vacina
conjugada induziu resposta imune persistente ai®8 ap0s a imunizacao e sensibilizou os
vacinados para memoéria, que foram entdo capazegprsentar resposta de reforco para
todos os grupos. Em outro estudo envolvendo 1888gas de 2 a 10 anos de idade, ambas
as vacinas induziram soroconversao para todosup®gyrem mais de 90% dos vacinados. As
criancas que receberam a vacina conjugada tivetanerstos consistentes de 4 vezes nos

titulos de atividade bactericida, persisténciacdposta para todos os grupos durante 6 meses

Vacina Produtor Proteina Estagio
carreadora desenvolvimento
MenPSC-TT Baxter Toxoide Tetéanico Licenciada
MenPSC- CRM;g7 Chiron Proteina Diftérica Licenciada
CRM 197
MenPSC- CRM;g7 Wyeth Proteina Diftérica Licenciada
CRM g7
MenPSA-TT Serum Institute of Toxo6de Tetanico Fase II/1
India
MenPSA/PSC-TD Aventis Pasteur Toxoide Diftérico Faslll
MenPSA/PSC- Biocine Proteina Diftérica Fase Il
CRM 197 CRM 197
MenPSA/PSC-TT GlaxoSmithKlein Toxoide Tetéanico Fase Il
MenPSA, PSC, Sanofi Pasteur Toxoide Diftérico Licenciada
PSY, PSW135-TT

Tabela 1. Vacinas conjugadas mono, bi e tetravalente existeeg em diferentes estagios de
desenvolvimento, utilizando diversos polissacaridealeN.meningitidis e proteinas carreadoras.
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e maior avidez dos anticorpos. Estes resultadosranas que a vacina conjugada provocou
uma resposta humoral mais robusta quando comparadaina polissacaridica, resultante da
maturacdo de afinidade da resposta imune, que éndivador da inducdo de memoria

imunologica (PICHICHERO et al., 2005). Em outrouest com criancas de 4 a 5 anos de
idade, a vacina conjugada induziu titulos de lg&n atividade funcional, de 2 a 20 vezes
mais altos do que a vacina polissacaridica, consigténcia de 2 anos (GRANOFF,

MORGAN & WELSCH, 2005). Entretanto, esta vacina métuz imunogenicidade adequada

em bebés (PICHICHERO et al., 2005).

1.5. Métodos de conjugacao

Diversas estratégias quimicas tém sido utilizagasa a obtencdo de vacinas
conjugadas. Podem ser utilizados diferentes tansadbgoolimero de carboidrato, contanto
que seja mantida a antigenicidade. Desta formaligessacarideos ou polissacarideos devem
conter um numero sequencial e ndo modificado ddadeis repetidas dentro da cadeia, com o
objetivo de preservar a estrutura terciaria adeg@aithducédo de anticorpos que se ligardo ao
polissacarideo capsular nativo. Outro aspecto itapte a ser considerado € a possibilidade
do peso molecular do polissacarideo poder afeteficééncia de conjugacédo (DIFABIO,
1988).

Vérias proteinas carreadoras podem ser utilizadaso exemplos citam-se as
proteinas imunogénicas ja disponiveis como vacintis como os toxodides tetanico e
diftérico, CRMy7 ou proteinas derivadas do mesmo patdgeno, conteipas de OMVs de
N.meningitidis grupo B e CAs proteinas homélogas tém a vantagem de forneoéegdo
adicional contra o microrganismo (PELTOLA, 2000).

Existem véarios métodos de conjugacdo, mas os quie seaaplicam a producao de

vacinas sdo os métodos que nao introduzem espagagiaire os dois componentes a serem
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conjugados, como a técnica da carbodiimida e arammaedutiva (HERMANSON, 1996). O
método da carbodiimida caracteriza-se pela obtedeaconjugados com ligacdes multiplas
entre 2 antigenos polifuncionais, enquanto quenmaagao redutiva, a proteina carreadora é
substituida com varias cadeias de carboidrato,jnanglo uma estrutura denominada de
neoglicoproteina. Dependendo do tipo de grupo @madipresente nos componentes a serem
conjugados e do peso molecular do polissacaridede-pe proceder a escolha do método
mais adequado. O primeiro método consiste na ing@a de um grupo amino (MHno
polissacarideo ativando-o com brometo de cianogé@GieBr), para a producdo de um
isocianato intermediario que reage com a dihideadidl acido adipico (ADH). A conjugacao
ocorre com a ativacao de grupos carboxilicos deejma (acido aspartico e acido glutamico)
com N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil) carbodiimidaEQAC) e a posterior reacdo com 0s
grupos hidrazidas do polissacarideo (CHU et alB3L9Este método foi desenvolvido por
Robbins e col., nos Estados Unidos, na década dpa8@ a producdo da primeira vacina
conjugada contra Hib (SCHNEERSON et al., 1980; Gidl., 1983).

Um dos problemas desta reacdo € a quantidadebdétsimtes desnecessarios gerados
na proteina e no polissacarideo. O uso de molébiflascionais, como a hidrazida do &cido
adipico, pode produzir um entrelacamento entre agaulas do polissacarideo, criando
estruturas de alto peso molecular. A carbodiimiaalypz uma série de produtos secundarios,
devido a reatividade e instabilidade do intermedifmrmado. Todos estes fatores podem
induzir a obtencdo de estruturas antigénicas nevadesejaveis na molécula do conjugado,
além de uma vacina que pode apresentar uma poténc@ael (DIFABIO, 1988).

Por outro lado, Beuvery et al. (1982; 1983a; 1983883c; 1985) obtiveram
conjugados de polissacarideos meningocdcicos grapesC com o toxdide tetanico, pelo
método da carbodiimida, com bom rendimento e spnesenca de anticorpos induzidos para

novas estruturas formadas na ligacéo entre os amenpes dos conjugados.
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A técnica de aminacédo redutiva foi desenvolvidaJemnings & Lugowski (1981), no
Canada e introduz aldeidos terminais no polissdeayiatravés de hidrolise acida ou alcalina,
oxidacdo seletiva com periodato de sodio (NalGu outros procedimentos, originando
oligossacarideos que reagem com grupamentos apriessntes em proteinas (residuos lisil),
em presenca de um agente que reduz as bases tigg&adas (JENNINGS & LUGOWSKI,
1981; ANDERSON et al., 1986). Jenings & Lugowskd&1) obtiveram a conjugacao dos
polissacarideos grupos A, B e CNleneningitidis com o toxoide tetanico, sendo que a reacao
envolvendo o polissacarideo grupo A, que possw padecular intermediario, foi a menos
eficaz. Eles basearam-se na estratégia do grup@faraional usado na conjugacdo de
oligossacarideos, para polissacarideos meningasbae alto peso molecular, evitando
assim, ligacbes cruzadas e minimizando a posslédde modificagdo quimica do
polissacarideo. Isto propicia a obtencdo de imumdgjecom estrutura mais definida e
especifica que podem ser avaliados por espectiasdepRessonancia Magnética Nuclear
(RMN). Esta técnica tem demonstrado ser altameamtsigel e reprodutivel para o controle da
identidade de polissacarideos bacterianos utilzatk producdo de vacinas (JONES &
LEMERCINIER, 2002; WHO, 2004).

Entretanto, a reacdo de aminagéo redutiva podeeeos eficaz com polissacarideos
de alto peso molecular, possivelmente devido acamém da macromolécula (DIFABIO,
1988). Além disto, 0 método possui uma séria déagem relacionada ao longo tempo de
reacdo necessario para a obtencdo completa dagjadops, podendo durar de dois a trés dias
(COSTANTINO et al., 1992; PAWLOWSKI, KALLENIUS & SENSON, 2000; LEES,
SEN & LOPEZACOSTA, 2006). A ineficiéncia da reac@ode ser diminuida com a
introducdo de grupos hidrazida na protéina, quameanais favoravelmente com os grupos
aldeidos gerados no polissacarideo, através d@aeagm cloridrato de hidrazina. Estes

grupos sdo mais reativos do que 0s grupos amirsemies na proteina carreadora e também
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nao estdo comprometidos com o processo de destpdfd da toxina tetanica ao toxoéide
tetanico, apds o tratamento com formaldeido. Unm@ng@aconjugada contra o grupo A,
utilizando este procedimento de aminacdo redutivadiiicada, foi desenvolvida por
especialistas do “Food and Drug Administration” fPem parceria com a Organizacao
Mundial da Saude (OMS), através do “Meningitis \faedroject” (MVP) que tem apoio do
“Program for Appropriate Technology in Health” (PAYe Serum Institute of India, para a
promocao de campanhas de vacinacéo na Africa.vastaa esta sendo avaliada em estudos
clinicos de Fase Il em voluntarios na india e $endecida a baixos precos (LEE CHE-H &
FRASCH, 2003; BORROW et al., 2006; GIRARD et aQ08g).

Apés a reacdo de conjugacdo, os conjugados deeerpusificados utilizando-se
métodos eficientes que sejam capazes de promosepaaacdo dos componentes livres que
nao reagiram e dos sub-produtos de reacdo e gsarpaer aplicados no escalonamento de
producdo para a obtencdo de lotes com 2.000.006oses de vacina conjugada (WHO,
2004). Existem varios métodos propostos como a atognafia de exclusdo molecular,
filtracdo molecular, etc. Um outro método possdesker aplicado € a filtracdo tangencial que
tem como caracteristica a recirculagdo da suspeass@r processada, tangencialmente a
superficie filtrante e sob uma pressao de trabdl®wido a essa pressédo, parte do liquido
atravessa a membrana, enquanto o material retidelagpermanece sob recirculacdo, com
minima deposicdo de soélidos sob a superficie da brera (PALL LIFE SCIENCES,
SCIENTIFIC & TECHNICAL REPORT). Uma das aplicactbssta técnica € a separacao de
biomoléculas de acordo com as diferencas no tamardiecular, tendo como vantagem a
manutencdo da concentracdo do produto purificatbmAlisso, os sistemas de ultrafiltracédo
permitem a realizacdo de dois processos simultareeaBafiltracdo e a concentragcdo do

produto de interesse, o que significa uma econaigempo, além de minimizar as perdas e
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a manipulacdo do produto (PALL LIFE SCIENCES, SCHNC & TECHNICAL
REPORYT).

ApoOs a etapa de purificacdo, os conjugados sadadwal em ensaios de controle de
qualidade, que sdo extremamente dependentes dentie analises fisico-quimicas (JONES
et al., 1996; WHO, 2004; JODAR, GRIFFITHS & FEAVER®04; CUERVO et al., 2007).

A resposta humoral induzida pelos conjugados devesaliada através da determinacao dos
titulos de anticorpos produzidos contra o polisddea e a proteina carreadora por ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) ou ensaios de soroneu@magfo, assim como a inducdo de
isotipos de I1gG (lgGl, IgG2a, IgG2b), que carazteri os antigenos T-dependentes
(MAWAS, FEAVERS & CORBEL, 2001; BUCHANAN et al, 200 PEREZ-MELGOSA et
al., 2001). Torna-se ainda importante a avaliagifudcionalidade destes anticorpos atraves
do ensaio da atividade bactericida e do indice vdédea que caracterizam memoria
imunoldgica (GOLDBLATT, 1997; GOLDBLATT, BORROW & MLER, 2002) e tém
assumido importancia relevante na correlacdo cootegio a doenca meningocoécica
(JODAR, CARTWRIGHT & FEAVERS, 2000; SIKKEMA et al2000; SANTOS et al.,
2001, JODAR, GRIFFITHS & FEAVERS, 2004). Por oufexo, a resposta celular é
extremamente importante para gerar e manter estaidade protetora. Células T auxiliares
S0 necessérias para a geracao e maturacao destasdpumorais contra antigenos protéicos
T-dependentes, propiciando memaria imunoldgica.ugntp a resposta celular e o perfil de
citocinas induzidos pela doenca meningococica {mestudados de forma ndo extensiva, a
resposta celular induzida pelas vacinas conjugadlagoi descrita na literatura (ROBINSON
et al., 2002). Desde que este tipo de respostaendente das caracteristicas dos conjugados,
tipo de metodologia de conjugacao e purificagdoreggula, natureza da proteina carreadora,
uso de adjuvantes, etc., estas moléculas devemes®midadas através de modelos

experimentais, para a avaliagdo de células T awedimobilizadas (Thl ou Th2), citocinas
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produzidas, plasmaocitos de curta e longa duragi@utas B e T com fenotipo de células de
memoria através de marcadores de superficie prewi@mdescritos como associados a
memoéria (MAWAS, FEAVERS & CORBEL, 2001; BUCHANAN eil, 2001; PEREZ-
MELGOSA et al., 2001). A producéo de citocinas pedeavaliada por diferentes métodos,
como métodos imunoenzimaticos (ELISA), método eanron de deteccdo de “spots”
(ELISPOT) e marcacao intracelular com anticorpgeeesicos em ensaios de citometria de
fluxo. ELISPOT é um meétodo altamente sensivel eodhgivel para a quantificacdo de
respostas imunes mediadas por células B e T e itlonusilizado para medir as respostas
especificas a antigenos, apds esquemas de vaci&@ZAORKINSKY et al., 1983;
SEDGWICK et al., 1983; MEIKLEJOHN et al., 2004). Daesma forma, a técnica de
citometria de fluxo também tem sido amplamentezatila para o estudo de sub-populacdes
celulares especificas mobilizadas por diferentéig@mos, através da marcacdo de moléculas
de superficie com anticorpos conjugados a fluorno (VASCONCELOS et al., 2003;
2006).

O desenvolvimento de vacinas conjugadas de pofigsi@ns meningococicos vem
acontecendo em diversos paises desenvolvidos, agitizacdo de tecnologias de ponta para
a obtencdo de produtos com alto valor agregade®nééncia mundial € a substituicdo das
vacinas polissacaridicas pelas vacinas conjugadagrogramas nacionais de imunizacao,
como alternativa promissora no controle da doeneaimgocécica. Entretanto, ainda néo
foram descritos no Brasil, estudos para a obtemgiauma vacina conjugada contra o
N.meningitidis grupo C, que possa ser utilizada para a protec@oplalacéo brasileira contra

a infec¢do causada por esta bactéria encapsulada.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
O presente estudo propde a obtencdo de uma vaonmgeada utilizando o
polissacarideo deéN.meningitidis grupo C com o toxodide tetanico, através do método
modificado de aminacdo redutiva e suas respectbaaacterizacdes fisico-quimicas e

avaliacdo imunoldgica.

2.1.1. Objetivos especificos

- Obtencéo de conjugados em diferentes escalas m ttgeipiloto da vacina
conjugada liofilizada através do método modificddaaminacao redutiva;

- Estabelecimento de métodos apropriados para a igagab dos
conjugados;

- Caracterizacéao fisico-quimica dos conjugados elstedredo: porcentagem
do componente sacaridico livre, teor de agUcarogeima, estabilidade e
estrutura;

- Determinacdo da dose efetiva, através de estudss-rdsposta em
camundongos Suicos;

- Determinacdo dos titulos de anticorpos produzidmgs)( contra o
polissacarideo e proteina utilizando ensaios imziogticos (ELISA) e
de soroneutralizacéo, assim como de isotipos dglly&l, 1gG2a, IgG2b)
induzidos contra o polissacarideo;

- Avaliacdo do indice de avidez dos anticorpos imdhei contra o

polissacarideo;
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Determinacédo da atividade bactericida dos anticonmpduzidos contra uma
cepa heterdloga,;

Determinacdo da capacidade ativadora de célulao@uforas de IgG de
baco (curta duracdo) e de medula (longa duracdo)xameundongos
imunizados com o0s conjugados, atraves da tecni€d kP OT;
Determinacdo da capacidade ativadora de células eT bdco de
camundongos imunizados com 0s conjugados, atrawésitometria de
fluxo;

Determinacdo do tipo de células T auxiliares mpadas (Thl ou Th2),
atraves do perfil de citocinas produzidas analisgaa citometria de fluxo;
Determinacdo de células B e T com fendtipo de aslude memoria,
através da avaliacdo de marcadores de superficmtpmetria de fluxo;
Avaliacdo da protecdo dos conjugados, utilizandomuralongos
imunizados e desafiados com cepa heteréloghl.aheningitidis grupo C,

através da taxa de sobrevida.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.Obtencdao e caracterizagcdo dos componentes a sereonjagados

3.1.1. Polissacarideo grupo C (MenPSC)

O polissacarideo grupo C foi produzido a partircdura da cepa vacinal 2135 de
N.meningitidis, purificado e controlado de acordo com os procedios descritos para
producdo de vacina meningococica, de acordo corscBlath, Liu & Artenstein (1969) e
com os Requerimentos da Organizacdo Mundial deeSAMHO, 1981), pelo Instituto de
Tecnologia em Imunobiologicos (Bio-Manguinhos) danélacdo Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro/RJ. Os testes de controle de qualidadecaraterizacdo do polissacarideo foram
realizados utilizando diferentes métodos. A avalego perfil caracteristico foi realizada por
cromatografia de excluséo, utilizando-se coluna TBK4.000 Pwxl, solucéo de cloreto de
sédio 0,85% como eluente, fluxo de 0,5mL/min e cdgie em 206nm.

O doseamento do teor de acido sialico presenteohissacarideo foi realizado pelo
método colorimétrico do resorcinol (SVENNERHOLM5IM e a determinacéo da identidade
e pureza através de ressonancia magnética nuegaotbn uni-dimensionatRMN 1D),
utilizando-se um equipamento Bruker Avance, 500 MpBzruker BioSpin, Germany) e
temperatura de 3T, no Laboratério de Ressonancia Magnética Nudedfar-Manguinhos
— Fiocruz. Para a analise de pureza em RMN, asteasdsram analisadas na concentracao
de 10mg dissolvidos em agua deuteradad([99.96%) contendo dimetilsulféxido 0,05%
(DMSO 0,05%), utilizado como padrédo de concentracénhecida (Cambridge Isotope
Laboratories Inc.) (BHATTACHARJEE et al.,, 1975; LEHRCINIER & JONES, 1996;
EGAN, 2000; WHO, 2004; JONES & LEMERCINIER, 20020DAR, GRIFFITHS &
FEAVERS, 2004). O peso molecular foi avaliado mpetroscopia de espalhamento de luz

(“Multi-Angle Laser Light Scattering”; MALLS), ondeforam estudadas diversas
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concentracdes de MenPSC nativo diluido em solueadaieto de potassio 0,4M e acetato de
sodio 0,05M (TSUNASHIMA et al.,, 1978; TARAZONA & SE&, 2003). Estas analises
foram realizadas no Laboratério de Termodinamid@iredtica Aplicada (LATCA/EQ) da
Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio afeeido, sob a coordenacédo do Prof.

Krishnaswamy Rajagopal.

3.1.2. Toxoide Tetéanico (TT)

O toxdide tetanico foi produzido, detoxificado,riivado e controlado através de
procedimentos descritos nos Requerimentos da Qraygio Mundial de Saude (WHO, 1990),
pelo Instituto Butantan, S&o Paulo/SP. O lote deitke tetanico utilizado tem a pureza
antigénica igual a 1892 Limite de floculacdo (Lfyriitrogénio protéico, que € um valor
apropriado para ser utilizado no processo de cagpm (WHO, 2004). O teor de proteina foi

avaliado pelo método de Bradford (1976).

3.2. Ativacdo do polissacarideo e da proteina e obten¢#@os conjugados

3.2.1. Oxidagéo do polissacarideo

O polissacarideo foi modificado quimicamente awkegprocesso de conjugacao pela
reacdo de oxidacdo com periodato de sédio, ondeenca introducéo de aldeidos terminais e
a reducdo do tamanho da molécula (JENNINGS & LUG®BWS3981). Varios lotes de
MenPSC nativo, na concentracdo de 10mg/mL, foratados com periodato de sédio (23,4
mM) a 4°C, no escuro, para a geracdo de gruposdalddENNINGS & LUGOWISKI,
1981). A reacdao foi interrompida com a introdug&ogticerol, para consumo do excesso de
periodato de soédio. MenPSC ativado foi purificado @iafiltracdo contra dgua destilada e

concentrado através do sistema de ultrafiltracdmetacial (Sistema Centramate, Pall
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BioPharmaceuticals). A etapa de oxidacdo do MenE8& descrita nas Figuras 4 e 9 [(1) —

Ativacdo do MenPSC].

Etapa de oxidacao do polissacarideo grupo C (MenP$C

MenPSC + periodato de sodio

Adicao de glicerol

Diafiltracdo do MenPSC
oxidado contra 10
volumes agua (Sistema Filtracdo Tangencial)

Concentragdo MenPSC ativado
(Sistema Filtracdo Tangencial)

Obteng&o MenPSC ativado purificado

Estocagem do MenPSC ativado a -2C
para etapa de conjugacgao

Figura 4. Fluxograma esquematico da ativacdo do pebacarideo nativo para producdo da
vacina conjugada contraN.meningitidis grupo C.
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A avaliacdo da integridade e introducédo dos grgidsido no MenPSC ativado foi
realizada por espectroscopi#RMN 1D, sob as mesmas condi¢des descritas paralis@do
MenPSC nativo. O doseamento do teor de acido sigiesente no polissacarideo foi

realizado pelo método colorimétrico do resorci8®ENNERHOLM, 1957).

3.2.2. Ativacédo da proteina

Toxo6ide Tetanico (3,5mg/mL) foi ativado pela imtugédo de grupos hidrazida através
da metodologia da carbodiimida (EDAC), apds tratameom cloridrato de hidrazina, 50
vezes em excesso, a temperatura ambiente e solg@emdcidas (pH 6,1) (LEE CHE-H &
FRASCH, 2003). O toxoide tetanico ativado (TTH) fpurificado pelo processo de
diafiltracdo contra salina tamponada (PBS 0,02NY, 74 e concentrado por ultrafiltracéo
tangencial(Sistema Centramate — Pall BioPharmaceuticals)tapaede ativacdo do TT esta
descrita nas Figuras 5 e 9 [(2) — Ativacdo do T Jproduto obtido foi avaliado quanto ao
teor de proteina através do método de Bradford&)l9/tes de TTH purificados foram
avaliados quanto a presenca de residuos de reagentéiferentes métodos. A pesquisa de
residuos de EDAC foi realizada em sistema cromafimgr, utilizando-se as seguintes
condicoes:
Coluna Supelco LC318, tampéao de eluicdo contendtwaitrila 2% (v/v), pH 3,25, fluxo de
1mL/min, deteccdo a 214 nm, concentragcdo de EDA@apa= 1,5ug/mL. O resultado é
obtido pela comparacdo da area do pico de eluigéantbstra que deve ser menor do que a
area do pico de eluicdo do padrédo. As andlisesnfoealizadas pelo Laboratorio de Controle
Fisico-Quimico do Departamento da Qualidade deMBaoxguinhos, Fundacdo Oswaldo Cruz

(WHO, 2004).
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Etapa de ativacdo do toxoéide tetanico (TT)

TT + hidrazina + carbodiimida

Diafiltracdo do TT
ativado (TTH) contra 10
volumes PBS 0,02M pH 7,4
(Sistema Filtracdo Tangencial)

Concentracao TTH
(Sistema Filtracdo Tangencial)

Obtencéo TTH purificado

Estocagem do TTH a 4C
para etapa de conjugacao

Figura 5. Fluxograma esquematico da ativagdo do tdide teténico para producdo da vacina
conjugada contraN.meningitidis grupo C.
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Para a avaliacdo do residuo de hidrazina, foizatilh uma metodologia validada
através de voltametria em pulso diferencial ou nogi@afia (ANTUNES, 2004), em
colaboracdo com o Laboratério de Contaminantes dpaBamento de Quimica, Instituto

Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCR8)dacdo Oswaldo Cruz.

3.2.3. Reacao de conjugacao

Diversos lotes de conjugados foram obtidos enretites escalas para a avaliacdo da
reprodutibilidade do método de conjugacdo empregadote 26 foi obtido em escala de 200
doses humanas (3@/0.5mL), os lotes 28, 29 e 30 foram obtidos enalesde 2.000 doses
humanas e os lotes 37, 40 e 03/05 foram obtidogswala de 20.000 doses humanas. Um
destes lotes (lote 40) foi escolhido para a obtmgum lote piloto da vacina conjugada
MenPSC-TT liofilizada e foi submetido a avaliag@ résposta imune induzida, através da
determinacao dos titulos de anticorpos, da funtitade destes anticorpos e da mobilizacédo
celular.

Os conjugados foram obtidos através da ligacdalente entre os aldeidos gerados no
polissacarideo ativado (50mg/mL) e os grupamenidazida da proteina (60mg/mL), em
presenca de cianoborohidreto de sédio 1M (10mljccagente redutor (método derivado da
técnica de aminacgéao redutiva descrita por JENNINGISJGOWSKI, 1981). A reacéao foi
interrompida pela adicdo de dihidrazida do acidipiad 0,5M (ADH; 50mL) para bloqueio
dos grupos aldeido que nao reagiram. A reacdo dagugacdo foi monitorada por
cromatografia de excluséo utilizando-se uma coll®K-G" 4.000 Pwx|, solucéo de cloreto

de sbdio 0,85% como eluente, fluxo de 0,5mL/mietec;do em 206nm e 280nm.
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3.2.4. Purificacédo dos conjugados

Apoés blogueio dos grupos funcionais que nao raagiros conjugados foram
purificados pelo processo de diafiltracdo contraSRBO02M, pH 7,4 e concentrado por
ultrafiltracdo tangencigSistema Centramate — Pall BioPharmaceuticals)e<@molvimento
do processo de obtencao e purificacdo dos compesentas vacinas conjugadas originou o
deposito de um pedido de patente (SILVEIRA et 2005). O método foi aplicado para
remocao do componente sacaridico livre e dos réegersiduais usados no processo de
conjugacdo (WHO, 2004; JODAR, GRIFFITHS & FEAVERB04). A etapa de conjugacéo

esta descrita nas Figuras 6 e 9 [(3) — Reacao dpigaxgao].

3.2.5. Caracterizacao fisico-quimica dos conjugados
3.2.5.1. Teor de acucar livre

A determinacdo da porcentagem do componente dexariivre presente no
conjugado foi feita através da padronizacdo de wtodo de precipitacdo do conjugado,
através da proteina, com o detergente desoxicdmteddio (DOC) descrito por Lei et al.
(2000). O ensaio foi realizado utilizando-se umiaafade concentracdo de acgUcar de 8 a
20pg/mL. A solucdo de agucar (1mL) reagiu com [1l0@e uma solucdo de DOC a 1%, com
pH ajustado para 7,0 com HCI fumegante. Apos reagddanho de gelo durante 30 min,
foram adicionados 30 de solucdo HCI 1N e a mistura foi centrifugadeDa00 rpm durante
10 min. O sobrenadante contendo o MenPSC livredparado do precipitado e submetido
(450uL) a reacdo de hidrélise &cida (B0de HCI 1N) a 80°C durante 1h e 30 min, para a
obtencédo de unidades monossacaridicas. As amdasteas liofilizadas, ressuspendidas em
agua destilada e deionizada (Milli-Q) e analisaglascromatografia de troca iénica (“high-

performance anion-exchange chromatography withepludsnperometric detection”; HPAEC-



Etapa de conjugacao

MenPSC ativado + TTH +
cianoborohidreto de sédio

Adicdo de ADH + cianoborohidreto
de sodio

Diluicdo 20 x do conjugado (MenPSC-TT) com
PBS 0,02M pH 7,4

Diafiltracdo do conjugado (MenPSC-TT) contra 10
volumes PBS 0,02M pH 7,4
(Sistema Filtracdo Tangencial)

Obtencdo MenPSC-TT purificadd

Estocagem do MenPSC-TT aC

para formulacéo e liofilizacdo
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Figura 6. Fluxograma esquematico da producdo da vaw conjugada contra Nmeningitidis

grupo C.
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PAD; RICCI et al., 2001), onde sofrem um potenelatroquimico durante a corrida, o qual
€ detectado por um detector amperométrico (eleimuiqa), utilizando-se as seguintes
condicoes:

Coluna Carbopac PA10, detector ED40 amperométrmuida isocratica com eluente NaOH
+ acetato de sodio (100mM), 10 min de corrida, dlaéx1lmL/min. Para a quantificacdo do
teor de &cido sialico nas amostras foi construigi@ @urva utilizando um polissacarideo

caracterizado e selecionado como padréo “in-houses’concentracdes de 0,1 ajggdmL.

3.2.5.2. Razao acgucar:proteina (mg:mg)

A avaliacdo do teor de &cido sidlico do polissaear foi realizada pelo método
colorimétrico de resorcinol (SVENNERHOLM, 1957) @ deor de proteina através do
método de Bradford (1976), para o estabelecimeatoaddo entre os dois componentes, a
qual é utilizada como marcador de conjugacdo (WH@Q4; JODAR, GRIFFITHS &

FEAVERS, 2004).

3.2.5.3. Espectroscopia HRMN 1D
A andlise da estrutura das vacinas conjugadasegpectroscopidHRMN 1D foi
realizada sob as mesmas condicOes descritas pamdlise do MenPSC nativo e ativado
(JONES et al., 1996; EGAN, 2000; HO et al., 200@alizadas em Far-Manguinhos,

Fundacao Oswaldo Cruz.

3.2.5.4. Residuo de ADH
O residuo de ADH presente nos conjugados foi sewdi por cromatografia de

exclusdo utilizando-se uma coluna TSK-@.500 Pwxl, solucdo de cloreto de sédio 0,2M
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como eluente, fluxo de 1mL/min e deteccdo em 206Amanalises foram realizadas na
Divisdo de Controle de Processos do Departamentoval@nas Bacterianas de Bio-

Manguinhos, Fundacédo Oswaldo Cruz (WHO, 2004).

3.2.5.5. Residuo de cianeto

A dosagem de cianeto nos conjugados utilizou unodeétotométrico empregando-se
um kit Spectroquant, com sensibilidade de 0,0025appm e fotdmetro SQ-118, ambos
fornecidos pela Merck. O método necessita de uranvelde 10 mL de amostra, livre da
interferéncia de proteina, que é retirada apdartranto em sistema Amicdom membrana
de corte de 100 KDa. O filtrado obtido é constituite substancias com peso molecular
inferior a 100 KDa, como o ion cianeto. Este fdwafoi analisado apds diluicdo em PBS
0,02M. Os outros componentes presentes nos cormgadachm avaliados e nao interferem no
doseamento. A técnica se divide em trés etapag, @mpidoduto final € uma substancia de cor
violeta, cuja intensidade varia com a concentraghoaneto na amostra. Na primeira etapa, o
ion cianeto reage com cloro formando cloreto deagjénio. Este composto, por sua vez,
reage com piridina formando o dialdeido glucbniseginda etapa), que condensa com 0
acido 1,3-dimetilbarbitarico (terceira etapa) dando corante violeta de polimetino. Esta
reacdo é conhecida como reacao de Konig, amplamglizada para dosagem de cianeto em
amostras aquosas (UPADAHYAY & GUPTA, 1984). Log@s término da reacdo pode-se
avaliar a concentracdo de cianeto na amostra, qleel@ em parte por milhdo (ppm), ndo
havendo necessidade de construcdo de curva pgo@n,o fotdmetro dispbe de curvas
especificas de cada teste (MERCK, Manual de Ind&sido Fabricante). Para a avaliacdo da
recuperacdo da concentragdo do ion cianeto, opttta método, diferentes amostras de
conjugado foram contaminadas com uma concentragitecida de cianeto. Para tal

utilizou-se como padréo o cianoborohidreto de samimesmo reagente utilizado no processo
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de obtencao dos conjugados. Para avaliar a colidedie do método fotométrico proposto foi
realizada a quantificacado do teor de cianeto resido produto a granel da vacina conjugada
contra Haemophilus influenzae tipo b (Hib), produzida em Bio-Manguinhos, Fundaca

Oswaldo Cruz (lotes 013/05, 015/05, 021/05 e 0292/05

3.2.5.6. Controle de qualidade do produto a granel

O produto a granel da vacina conjugada (lote 03f0bjvaliado por ensaios de
controle de qualidade requeridos pela OMS (WHO,420@ produto foi testado para
avaliacao de esterilidade bacteriana e micotidecgéo do contetido de pirogénio em coelhos
(in vivo) e avaliacdo do teor de endotoximavitro pelo teste cromogénico cinético de
“Limulus amebocyte lysate” (LAL; PARK C-Y et al.0@5), onde o produto € aprovado com
teor menor que 20 EUg de MenPSC. Além disso, é recomendada a aval@gdoxicidade
especifica (“drink test”), onde camundongos inodafa por via intra-peritoneal com
diferentes diluices do produto a granel ndo deperder peso durante 18h. Todos 0s ensaios
foram realizados pelos Laboratérios de Controle Idgico e Microbioldgico do

Departamento da Qualidade de Bio-Manguinhos, Fuiliad@gswaldo Cruz (WHO, 2004).

3.3. Preparacéo de um lote piloto da Vacina Conjugada M&SC-TT
3.3.1. Obtencéao do lote piloto
Para avaliar a imunogenicidade em camundongos agsgados obtidos e também
para determinar a sua estabilidade apés estocaganpte correspondendo a 27.000 doses
humanas (1Qug/0.5mL; lote 40) foi utilizado para o envase daséos contendo 5 doses,
utilizando sacarose como estabilizador, em condigdereis. Os frascos foram liofilizados
utilizando um ciclo determinado pelo Setor de lipdicdo de Bio-Manguinhos e foram

estocados a 4°C.
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3.3.2. Controle de qualidade do produto final

O produto final da vacina conjugada liofilizada &valiado por ensaios de controle de
qualidade requeridos pela OMS (WHO, 2004). O prodiai avaliado no ensaio para
deteccao do teor de umidade residual, pelo méted€ad Fischer (WIELAND, 1987), onde
o teor médio residual menor do que 2,5%, deve@wsiderado satisfatério. Aléem deste teste,
foram realizados testes de esterilidade, pirogénwvo, teor de endotoxina vitro (LAL;
PARK C-Y et al.,, 2005) e toxicidade inespecifica eobaias e camundongos, onde 0s
animais inoculados por via intra-muscular com eifees diluicbes do produto final ndo
devem perder peso durante 7 dias. A guantidadeadarase foi avaliada em sistema
cromatografico utilizando as seguintes condicOeduna Shodex SC1011-sugar 8, agua
destilada e deionizada (Milli-Q) como eluente, def® por indice de refracdo a°60
temperatura da coluna =°G% fluxo de 0,8 mL/min e curva padrdo com conce&déinaentre
10 e 50 mg/mL. As analises foram realizadas pe#tmtatorios de Controle Fisico-Quimico,
Biol6gico e Microbiologico do Departamento da Qdatle de Bio-Manguinhos, Fundacéo

Oswaldo Cruz (WHO, 2004).

3.4. Avaliacdo imunoldgica dos conjugados
3.4.1. Imunizagao dos animais
3.4.1.1. Imunogenicidade de lotes de conjugados obtidos enmenor escala
Camundongos suicos de ambos os sexos com pesol@n& 17g foram fornecidos
pelo Centro de Criagcdo Animal da Fundacdo Oswalda,Gob aprovagdo do Comité de
Etica de Utilizacdo Animal (CEUA), protocolo nimed?6142-02. Os animais, em grupos de
15, foram inoculados por via intra-muscular na pitseira, com trés doses, em intervalos de

21 dias, de lotes de conjugados (1pg de MenPSCATD,2 mL) obtidos em escala de 200
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doses (lote 26) e 2.000 doses (lotes 29 e 30)zardo hidroxido de aluminio como
adjuvante (1 mg/dose). Grupos de animais contiaiani inoculados com MenPSC nativo
(5ug em 0,2 mL) e PBS (0,2 mL), sob as mesmas ¢oesli Os animais, em grupos de 5,
foram sangrados pelo plexo retro-orbital sob a algficolirio anestésico (Anestalcon), nos
tempos 0, antes de cada dose e 14 dias apés ae32@tubos com gel separador contendo
sangue foram submetidos a centrifugacdo a 4.000dymamnte 15 min para a obtencdo dos
soros. Aliguotas de 1QQ foram distribuidas em eppendorfs e conservada@C até o

uso.

3.4.1.2. Estudo dose-resposta

A imunogenicidade da vacina conjugada MenPSC-®lilitada (lote 40; 20.000
doses), reconstituida em solucdo de PBS conterdidoxido de aluminio (1 mg/dose), foi
avaliada em estudo dose-resposta, utilizando-spratacolo de imuniza¢do aprimorado, com
um intervalo menor entre as doses, o qual foi eggale nos outros ensaios com 0s animais.
Quatro grupos de 15 camundongos suicos de amlsexos com peso entre 15 a 22g, foram
inoculados por via intra-muscular na pata traseoa) trés doses de 0,1, 1 e 10ug/dose (0,2
mL) da vacina conjugada ou com MenPSC nativo caindkido de aluminio (1 mg/dose),
em intervalos de 15 dias. Os animais, divididosteds grupos de 5, foram sangrados pelo
plexo retro-orbital sob a acdo de colirio anestéfimestalcon), nos tempos 0, antes de cada

dose e 20 dias apos a 32 dose. Os soros forano®lotidno anteriormente descrito.

3.4.2. Ensaio para determinacao de titulos de anticorpo£(ISA)
3.4.2.1. 1gG total
A deteccdo de titulos de IgG total contra o patissideo em soros dos animais

imunizados com diversos lotes de conjugados (I2&s29 e 30) e da vacina conjugada
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liofilizada (lote 40) foi realizada por testes inmemzimaticos (ELISA) conforme descrito
anteriormente (GHEESLING et al., 1994). Placas Inomdipo Il (Dynex) foram revestidas
com 100pL de uma mistura contendo MenPSCQugbnL) e albumina metilada humana
(5pug/mL) em PBS pH 7,4, para fixacdo do polissacarfdeplaca, e incubadas durante 16h a
4°C. Apos 4 lavagens com 2p0 de tampéao de lavagem (Tampédo TRIS em solucanasal
TBS com Tween 20 0,05%) foram adicionadas as aasdi soro e de um soro padréo “in-
house”, em diluigbes seriadas com fator de 2, ciuncdo inicial de 1:5000. As placas foram
incubadas durante 16h, lavadas 4 vezes e incubmmas100puL do anticorpo anti-lgG
camundongo conjugado a fosfatase alcalina (1/30@@dd em PBS pH 7,4; anti-IgG de
camundongo produzido em cabra, Sigma A-5153) dar2int Ap6s um ciclo de lavagem, foi
adicionado p-nitrophenil fosfato (1mg/mL) diluidm éampéo de dietanolomaina 9,7% (v/v),
cloreto de magnésio 0,01% (p/v) e azida sodica%,(}2v) e a placa foi incubada por 30
min. A absorbancia foi lida a 405 nm. Os titulosadécorpos das amostras foram calculados
a partir de unidade arbitraria de ELISA atribuidasmro padrdao “in-house” (1000U/mL),
utilizado para a obtencdo da curva padrdo. Osositébram calculados pelo programa
Softmax PRO, analisados em parametro logisticdrarsformados em logaritmo neperiano

das unidades por mL (LnU/mL).

3.4.2.2. Sub-classes de IgG (IgG1, IgG2a, IgG2b)

A deteccdo de titulos de isotipos de IgG (IgG1G32g, 1gG2b) de anticorpos
produzidos contra o polissacarideo em soros dosaamimunizados com a vacina conjugada
MenPSC-TT liofilizada (lote 40) foi realizada poestes imunoenziméticos (ELISA)
conforme etapas descritas para a deteccao de tglGantretanto, utilizando-se os isotipos de
IgG correspondentes, para a obtencdo da curva gadinticorpo conjugado a fosfatase

alcalina (anti-isotipos de 1gG de camundongo olstidon rato, BD Pharmigen) incubado
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durante 1h. Apds um ciclo de lavagem, foi adicienastreptoavidina (1:1000 em PBS
Tween) durante 1h. Posteriormente foi realizadaoouiclo de lavagem e adicionado o-
phenilenediamina (OPD; 0,4mg/mL) diluido em tampuitoato-fosfato com perborato de
soédio (1 capsula em 100mL de agua deionizada). akapfoi incubada por 45 min e a
absorbancia foi lida a 450 nm (GHEESLING et al.94;9HO et al., 2002). Os titulos das
amostras foram calculados conforme descrito no #etarior e também foram transformados

em logaritmo neperiano das unidades por mL (LnU/mL)

3.4.2.3. indice de avidez

A avidez de anticorpos anti-IgG especificos derdifees concentracdes da vacina
conjugada (lote 40; 0,1, 1 e|dd@dose) foi estudada utilizando o método de elur@n o
tiocianato de aménio, agente desnaturante capatssgeciar 50% dos complexos antigeno-
anticorpo (Ag-Ac) de baixa afinidade, de acordo c6@LDBLATT (1997). As microplacas
revestidas com gg/mL de MenPSC foram incubadas com uma diluicdedptérminada das
amostras de soro, capaz de induzir uma absorbdad® a 1,0, durante 16h a 4°C. Para cada
soro diferentes concentragcbes de tiocianato de iam@h 0,25, 0,5 e 0,75M) foram
adicionadas. As placas foram entéo incubadas porii%a temperatura ambiente, seguida por
um ciclo de lavagem. O restante do ensaio foi dedeido como descrito para a detecc¢éo de
lgG total. A concentracdo de tiocianato de amomicesséaria para reduzir a absorbancia em
50% representa o indice de avidez, o qual foi taficuconforme descrito abaixo de acordo

com GOLDBLATT (1997) e cuja representacao encosgraa figura 19:

log50-log A)x(B-A) ,
logB-log A

AI=( A

Onde,

Al = indice de Avidez
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log de 50 = 1,70

A = a menor concentracdo de tiocianato de amomiazde promover uma reducéo da
absorbéancia inferior a 50%

B = a maior concentracao de tiocianato de amonio ca@gzomover uma reducao da

absorbancia superior a 50%.

3.4.3. Ensaio para determinacao da atividade bactericidaa soro (SBA)

Soros de animais imunizados com diferentes loteodgpigados (lotes 26, 29 e 30) e
da vacina conjugada liofilizada (lote 40), em dies seriadas com fator de 2, foram
incubadas com 50 a 70 unidades formadoras de esl@§biFC/mL) de suspenséo bacteriana
de N.meningitidis grupo C (cepa heteréloga N1002/90), crescida emltagaritmica, em agar
“Tryptic Soy Agar” (TSA). Em cada poco foi adicia@soro de cobaia macho, como fonte
de complemento, destituido de atividade bactericitfdnseca detectavel. As placas foram
incubadas a 3T por 30 min e 0 numero de UFC foi contado. TitWlesSBA sdo expressos
como a reciproca da diluicdo do soro capaz de induz0% lise bacteriana, quando
comparado ao numero de células alvo, presentes aldeincubacdo com o0 soro e
complemento (MILAGRES et al., 1994). Os titulos S8ds lotes de conjugados obtidos em
escalas menores estdo expressos em log 2 paitafagilconfeccdo do grafico. Titulos de
SBA > 8 s&o considerados protetores porque sdo cooréaais com protecdo a doenca
meningococica, utilizando-se soro de coelho neonadono fonte de complemento
(SIKKEMA et al., 2000; SANTOS et al., 2001, JODABRIFFITHS & FEAVERS, 2004;

BORROW, BALMER & MILLER, 2005).

3.4.4. Ensaio de soroneutralizacao
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A imunogenicidade do toxoéide tetanico utilizadancoproteina carreadora na vacina
conjugada MenPSC-TT (lote 40) foi avaliada em endai soroneutralizacdo. Grupos de 15
camundongos suicos de ambos 0s sexos com pesolentel7g foram inoculados via
intramuscular na pata traseira, com trés dosesintrvalos de 15 dias, do lote da vacina
conjugada liofilizada (lote 40; 1pug de MenPSC-TT €18 mL), utilizando hidroxido de
aluminio (1 mg/dose). Os animais, em grupos derajri sangrados pelo plexo retro-orbital
sob a acdo de colirio anestésico (Anestalcon) 36 dpds a 32 dose. Os tubos com gel
separador contendo sangue foram submetidos afogagéo a 4.000 rpm durante 15 min
para a obtencdo dos soros. Aliquotas depllOfram distribuidas em eppendorfs e
conservadas a - 20°C até o uso.

Foram realizados 2 ensaios de soroneutralizacade anilizou-se camundongos
albinos suicos pesando entre 19 a 25g. No primemsaio, foram preparadas misturas
contendo uma dose desafio da toxina tetanica deérefia (1L+/10/animal) e diferentes
diluicdes do soro de referéncia, resultante da imagdo com uma vacina de referéncia contra
Difteria e Tétano (DT) (1:4 a 1:20) e soros sobeteespectivamente, apds imuniza¢cdo com
vacina conjugada MenPSC-TT liofilizada (lote 404 & 1.5), vacina conjugada contra Hib
(PRRP-TT; 1:4 e 1:5). ApOs reacao de soroneutigiza 37°C durante 60 minutos, grupos
de 10 animais foram inoculados, via subcutanea,\aome de 0,2 mL/animal. Em paralelo,
um grupo controle foi inoculado com a dose desdéidoxina tetanica aferida (1L+/10). No
segundo ensaio, outros grupos de 10 animais fonaculados, sob as mesmas condicoes,
mas utilizando diferentes diluicdes dos soros teréacia (1:8, 1:12, 1:15 e 1:20) e daqueles
apos imunizacdo com vacina conjugada MenPSC-TTideda (lote 40; 1:8, 1:12, 1:15 e
1:20), vacina conjugada contra Hib (1:20). Os aisni@ram observados por 96h quanto a
ocorréncia de contratura tetanica ou morte em gagzo (IWAKI et al., 2003). Os resultados

foram utilizados para o calculo da Dose Efetiva §0&s0), diluicdo capaz de proteger 50%
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dos animais, através do programa PROBIT. Posteeioienos valores de [Rf foram
utilizados para calcular a poténcia de cada soavéd da formula: reciproco da o soro
teste + reciproco da BEda vacina de referéncia x Ul/mL da vacina de éfeia. A
antitoxina de referéncia, a toxina tetanica afeddaaprocedimento operacional padréo (POP;
namero 653440014) para a realizacdo do ensaio ténga da fracdo tetanica foram
fornecidos pelo Departamento de Imunologia, InstitNacional de Controle de Qualidade

em Saude, Fundacdo Oswaldo Cruz (INCQS).

3.4.5. Ensaio desafio

Quatro grupos de 15 camundongos suicos de ambgesxos com peso entre 12 a 17g
foram inoculados via intra-muscular na pata traseiom trés doses, em intervalos de 15 dias,
de lotes de conjugados (1ug de MenPSC-TT em 0,2oitidos em escala de 200 doses (lote
26) e 2.000 doses (lote 29), e 20.000 doses (l@te utilizando hidréxido de aluminio (1
mg/dose). Grupos de animais controle foram inoa@datbm PBS (0,2 mL), sob as mesmas
condi¢gdes. Os animais foram mantidos no infectduoante 1 ano e foram estudados no
ensaio de desafio com cepa heterélogaldeeningitidis grupo C (N1002/90), utilizando um
modelo de infeccao hiperferrémico (SIFONTES et EH97). O peso representativo de um
destes animais imunizados com o conjugado (lotee4Bantidos no infectdrio durante 1 ano,
aproximadamente 89g, esta apresentado na Figa @nimais foram inoculados via intra-
peritoneal, com 9 mg de ferro-dextran (Sigma) ébnll,. de suspensédo, imediatamente antes
do desafio com 0,5 mL da suspensdo bacteriana (#0°xUFC/mL), também via-
intraperitoneal. A suspenséo desafio correspondemédia a 5 — 10 x Dose Letal 50 {g).
dose da suspensao bacteriana capaz de induzir ¥%naite dos animais, que foi

determinada a cada ensaio para avaliagdo da wral&a suspensdao. Os animais foram
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acompanhados por 72h para avaliacdo das taxas levsa (JESSOUROUN, 2001,

JESSOUROUN et al., 2004).

Figura 7. Peso em gramas de um camundongo imunizagor via intra-muscular com 3 doses da
vacina conjugada MenPSC-TT (lote 40; 20.000 doseshantido no infect6rio durante 1 ano e
desafiado com suspenséo bacteriana

3.4.6. ELISPOT

Grupos de camundongos suicos de ambos os sexopesonentre 12 a 17g foram
inoculados via intra-muscular na pata traseira, 8aieses em intervalos de 21 dias dos lotes
29 e 30 do conjugado, obtidos em escalas menoresnointervalos de 15 dias da vacina
conjugada MenPSC-TT liofilizada (lote 40:dl0,2 mL), MenPSC (%g/0,2 mL) e PBS (0,2
mL), com hidroxido de aluminio (1mg/dose). Os aninfaram desafiados com suspensao
bacteriana (1 a 5 x $QJFC/mL da cepa heteréloga demeningitidis grupo C (N1002/90)
apos diferentes tempos de imunizacao (12, 19 eebésh e 0s sobreviventes foram utilizados
para retirada de células de baco e medula em d@eriodos apos o desafio (13 e 30 dias),
para pesquisa de células B de curta e longa dunagithutoras de 1gG, respectivamente

(BERNASCONI, TRAGGIAI & LANZAVECCHIA, 2002; MEIKLEDHN et al., 2004).
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Placas de nitrocelulose com 96 cavidades (MAHA184Millipore) foram revestidas
com 100uL/poco de diferentes estimulos (MenPSCbtinaiha metilada, para fixacdo do
antigeno na placa; 5pg/mL em PBS estéril), TT (dygém Tris-HCI estéril) e conjugado 40
(4ug/mL em Tris-HCI estéril) e incubadas durantd 264C. No dia seguinte as placas de
nitrocelulose foram lavadas 2 vezes com2afe meio RPMI incompleto (0,06% de L-
glutamina; 0,2% de bicarbonato de sédio; 0,00762%ehicilina) e bloqueadas com A00
de meio RPMI completo (0,06% de L-glutamina; 0,28dtarbonato de sodio; 10% de soro
fetal bovino, SFB; 0,00762% de penicilina) a 378@ante 2 horas. Os animais imunizados
foram sacrificados em camara de {sara a retirada dos bagos. As células esplénicamf
homogenizadas mecanicamente com recipiente comdelaco inoxidavel para serem
dissociadas, usando meio RPMI completo. Da mesmmafoas células da medula foram
coletadas do fémur dos animais sacrificados, eno REMI completo. A suspensao celular
esplénica ou medular foi centrifugada a 4° C (1688 por 10 min). ApGs este periodo o
sobrenadante foi desprezado e as células foramspesdidas em solu¢cdo hemolisante (Tris-
HCI 0,16M com cloreto de amodnia 0,16M, pH 7,2; 3afo) durante 3 min. Foram entao
acrescentados 10 mL de meio RPMI completo a supecslular e, apdés nova etapa de
centrifugacdo a 4° C (1500 rpm por 10 min), foraalizadas mais 2 etapas de lavagem. As
células do baco e medula foram ressuspendidas emR®&1l completo para a deteccao de
células viaveis, utilizando-se o corante azul dgatr (0,1%, diluicdo 1:10). A suspensao
celular esplénica foi diluida em meio RPMI complaté a concentracéo de 1, 2, 4 ou 8% 10
células/mL e adicionada na placa sensibilizada coantigeno (200L/poc¢o). Da mesma
forma, a suspensdo medular também foi diluida el RBMI completo até a concentragédo
de 8 x 108 células/mL e plaqueada (300poco). As placas foram incubadas durante 16h, a
37°C e 5% CQ@ No dia seguinte as placas foram lavadas 4 vexesRBS 0,05%/Tween 20

0,02% (PBS/T20), foram adicionados Wlpoco do anticorpo monoclonal anti-lgG
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biotinilado diluido 1:10.000 em PBS/T20 com soraafina bovina (BSA) 0,1% e procedeu-
se entdo a incubacao a temperatura ambiente, ditlnEoi realizado novo ciclo de lavagem
com PBS/T20 (4 vezes), a adicao de |l(@co do conjugado (estreptavidina marcada a
peroxidase) diluido em PBS/T20 1/1000 e incubagid.hora a 37C. Finalmente as placas
foram submetidas a novo ciclo de lavagem com PBB/[(B2vezes) e 1 vez com PBS e
reveladas com a adi¢éo da solucdo de de 3-amititc@reazol (AEC) em dimetilformamida

e tampédo acetato 0,1M na presenca de.1® 4gua oxigenada 30%, durante 25 min, de
acordo com protocolo descrito anteriormefA& THONY & LEHMANN, 2003). As placas
foram rinsadas em agua corrente, secadas durahte 8 pontos corados de marron pelo
AEC (“spots”) foram contados utilizando-se um leitle ELISPOT (ImmunoSpot® Series |
Analyser, Cellular Technology Ltd., Cleveland, QHU$SA), com programa ImmunoSpot 3,2.
Inicialmente, para o estabelecimento das condiddesnsaio, relativas a concentracdo de
células totais e dos estimulos na placa, foramzadibs 3 pocos para cada amostra.
Posteriormente, nos ensaios utilizando-se apena®®e-TT como estimulo na placa, foram
utilizados 12 pocos para cada amostra. O numer®lddas produtoras de IgG contra cada
estimulo foi utilizado para o calculo da média @éoos “spots” foram normalizados para o
nimero de células que formam “spots” (CPS) por 10kde células totais. Estes valores
foram obtidos pela subtracdo da média dos valoeegogos de controle negativo, ou seja,
sem a presenca de células (CZERKINSKY et al., 19BEDGWICK et al., 1983;

MEIKLEJOHN et al., 2004).

3.4.7. Cultura de esplendcitos para marcacdo intracelularde citocinas e de

superficie por citometria de fluxo
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Quatro grupos de camundongos suicos de ambosxos sem peso entre 12 a 17g
foram inoculados via intra-muscular na pata trasegom 2 ou 3 doses, com hidréxido de
aluminio (1 mg/dose), em intervalos de 15 dias, de:

Grupo 1 — Vacina conjugada MenPSC-TT liofilizadz€140; Jug/0,2 mL)
Grupo 2 — MenPSC (/0,2 mL)

Grupo 3 - TTH (3,ag/0,2 mL)

Grupo 4 — PBS (0,2 mL)

Trés animais de cada grupo foram sacrificados &6 dp6s a®ou 3 dose para a
retirada dos bagos. Outros 10 animais por grupanfonoculados com uma fonte de ferro
exogena (ferro-dextran, 9mg em 0,5 mL/animal) efiledos com uma suspenséo bacteriana
(1 x 10 UFC/mL), via intra-peritoneal. Apds 10 dias osnaais que sobreviveram ao desafio
foram sacrificados para a retirada dos bacos paestodo de citocinas intracelulares
produzidas por células T e marcadores de supediidiferentes sub-populagfes celulares,
em ensaios de citometria de fluxo. 15 animais d&a gaupo foram mantidos no infectorio
durante 4 meses e foram submetidos ao mesmo plotdescrito abaixo, para o estudo de
marcadores de superficie de células com fenotipcétidas de memaria. As analises foram
realizadas na Divisdo de Medicina Experimental dar@enacdo de Pesquisa do Instituto do
Cancer (INCA), sob a coordenacéo da Praflriana Bonomo.

As células foram homogenizadas mecanicamente caoipigete com tela de aco
inoxidavel para serem dissociadas usando meio R&ivipleto (0,06% de L-glutamina;
0,2% de bicarbonato de sédio; 10% SFB; 0,00762%eaécilina). A suspensao celular foi
centrifugada a 4° C (1500 rpm por 10 min). Apoe @&riodo o sobrenadante foi desprezado
e as células foram ressuspendidas em 3ml/bacolulgischemolisante Tris -HCI 2M pH 7,5
e deixadas reagindo por 3 min. Foram acrescentddosiL de meio RPMI completo a

suspensao celular e apds nova etapa de centritugag¢é C (1500 rpm por 10 min), foram
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realizadas mais 2 etapas de lavagem. As céluldénesgs foram ressuspendidas em meio
RPMI completo e foram contadas utilizando azul dgah (0,1%, diluicdo 1:10) para a
deteccdo de células viaveis. A suspenséo celulatiltcda em meio RPMI completo até a
concentracdo de 3xiGélulas/mL e plaqueadas (ImL/poco). A ativacdo clslas foi
realizada com o conjugado (lote 4@AmL; 12ul/poco). As placas foram incubadas a 37°C e

5% CQdurante 5, 12 e 16h para a determinacéo do medhgrd de incubacéo.

3.4.7.1. Marcacéo intracelular para detec¢do de citocinas

O protocolo de marcacéo intracelular utilizado deiscrito por Vasconcelos et al.
(2003; 2006). Monensina|@poco da solucao 6Q/) foi adicionada 5h antes do término do
periodo de ativacdo, para evitar o transporte deulas e liberacdo subsequente da citocina
produzida. Apés o periodo de incubacéo as célolasf centrifugadas a 450 X g (2000 rpm)
durante 5 min e fixadas em paraformaldeido 2% \{Z@u®o). Posteriormente, apos 5 min, foi
realizada uma centrifugacao, seguida de lavagemRiB810,01M pH 7,4-7,6 (4@0tubo).
Apoés nova etapa de centrifugacdo, uma solucao pense 0,3% em PBS (ubtubo) foi
adicionada, seguida de anticorpos monoclonais gadps com ficoeritrina (PE; BD
Biosciences), para deteccéo de citocinas intraa@sil anticorpo anti-IL-4, anti-IFM-e anti-
IL-10 (0,5ul/poco). Todos os anticorpos foram obtidos em raisstubos foram agitados em
vortex e reagiram durante 30 min sob abrigo daApsds este periodo foi adicionada solucao
de saponina 0,3% (2Q0tubo) para a retirada dos anticorpos nédo aderidessuspensdes
celulares foram centrifugadas e ressuspendidasBSnOFO1M pH 7,4 — 7,6 (1ml/tubo) para
leitura no citbmetro (MAWAS, FEAVERS & CORBEL, 200BUCHANAN et al, 2001,
PEREZ-MELGOSA et al., 2001). Foi realizada marcagépla para deteccdo de citocinas
intracelulares e das células T produtoras destdé&colas, através da marcacéo de superficie

com anticorpos anti-CD4 e anti-CD8, de acordo cgpnobtocolo descrito a seguir. As células
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marcadas com fluorescéncia (10.000 eventos), pessera “janela” de células linfoides,
selecionadas por tamanho e granulosidade, foramuirsthp com equipamento
FACSCalibur™, utilizando o software CellQuest™ (Hlosciences) para as analises. Os
resultados sdo representados como percentageniutles CE que produzem as citocinas. O
sinal obtido com a liberacdo espontanea de citeaiaaauséncia do antigeno foi subtraido em

cada experimento.

3.4.7.2. Marcacao de superficie

O protocolo de marcacdo de superficie utilizadodescrito por Vasconcelos et al.
(2003; 2006). A suspensao de células esplénicdddqueada com 1Mpoco soro normal de
camundongo (SNC; inativado a 56°C durante 30 ndiluddo 2% em PBS 0,01M pH 7,4 —
7,6) e adicionou-se 0s seguintes anticorpos monaido conjugados com diferentes
fluorocromos (BD Biosciences): anticorpo anti-CD40,5ul/tubo) conjugado com
isotiocianato de fluoresceina (FITC), anti-CD8L,254l/tubo) conjugado com proteina
clorofil peridinina (PERCP), anti-CD27 (QuBtubo) conjugado com ficoeritrina (PE), anti-
IgD (0,5ul/tubo) conjugado com FITC, anti-CD69 (diluicdo @;:3ul/tubo) conjugado com
PE, anti-CD44 (diluicdo 1:100) conjugado com biatm revelado com estreptoavidina PE
(1pl/tubo). Todos os anticorpos foram obtidos em ratmsn exceg¢do do anticorpo anti-
CD69, que foi obtido em hamster. Os tubos foranadgs em vortex, deixados 15 min sob
abrigo da luz, lavados com PBS 0,01M pH 7,4 — Z08)(l/tubo) e centrifugados a 450 X g
(2000 rpm) durante 5 min. Finalmente foi adiciongdoaformaldeido 2% (2@0tubo) e os
tubos foram conservados a 4°C para leitura no eitiim As células marcadas com
fluorescéncia (10.000 eventos), presentes na ‘gardd células linfoides, selecionadas por
tamanho e granulosidade, foram adquiridas com aqmepto FACSCalibur™, utilizando o

software CellQuest™ (BD Biosciences) para as agmli®\ intensidade de fluorescéncia



78

inespecifica obtida com o controle de isotipos doinsiderada em cada experimento
(SALLUSTO et al.,, 1999; BERNASCONI, TRAGGIAlI & LANEVECCHIA, 2002;
GOLDBLATT, BORROW & MILLER, 2002; GEGINAT, LANZAVECHIA &

SALLUSTO, 2003; VASCONCELOS et al., 2003; 2006).

3.5. Estabilidade da vacina conjugada MenPSC-TT liofiliada

A avaliacdo da estabilidade da vacina conjugadaidzedda (lote 40), em tempo real,
apos 0, 11 e 22 meses de estocagem a 4°C, faadalatravés do grau de despolimerizacéo
obtido por cromatografia de exclusdo, utilizandtuca TSK-G' 4.000 Pwx| (deteccdo em
206nm). Os titulos de IgG total contra o polissilear, presentes em soro de camundongos
imunizados com trés doses da vacina pilojag(dose), em intervalos de 15 dias, também
foram determinados por ELISA, como descrito anterente no item 3.4.2.1. Este ensaio foi
utilizado como parametro de estabilidade da vadomjugada apdés 6 e 15 meses de
estocagem (deteccédo de IgG total antes de cadaedose més apos a 32 dose) e apos 26
meses de estocagem, com deteccado dos titulos iderpas apenas um més apos a ultima

dose (JONES et al., 1996; EGAN, 2000; HO et alo220

3.6. Analises estatisticas
Para fins de analise os titulos de atividade baixta do soro (SBA) foram
transformados logaritmicamente (Ln). A signific&ndas diferencas nos niveis de anticorpos
entre 0s grupos, seus titulos SBA e da frequéreczétilas B produtoras de IgG presentes no
baco e medula de animais imunizados, foi obtida Awélise de Variancia Multifatorial
(ANOVA), seguida pelo teste “Least significant diénce” (LSD), para a comparacao dos
grupos com os controles. Os indices de avidez (tias)anticorpos foram comparados para

cada concentracdo da vacina pelo teste ndo pareon&iuskal-Wallis. Os coeficientes de
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correlacéo de Pearson foram determinados nas esékéscorrelacdo entre titulos de IgG ou
IAs e titulos SBA. Para a comparacdo da signifigardas diferencas detectadas nos
percentuais de células marcadas nos ensaios dawetii@ de fluxo, foi utilizada ANOVA
Multifatorial, seguida pelo teste Bonferroni. Fdilimado o teste W (Wilcoxon) de Mann-
Whitney para a comparacao entre os titulos de g®G2b induzidos pela vacina conjugada
e de titulos de IgG induzidos apos 6 e 15 mesesstecagem a 4°C. O software
Statgraphics Plus Version 4.1 (USA) foi utilizado em todos @écalos estatisticos. Os testes
estatisticos utilizaram um intervalo de confianga 2% e o limite para significAncia

estatistica foi determinado pare(p05.
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4. RESULTADOS

4.1.Deteccéo e caracterizagdo estrutural dos componestatermediarios e

conjugados

O polissacarideo nativo (MenPSC) avaliado por d@spsmappia de espalhamento de
luz apresentou um peso molecular de 928 KDa. Atidiathe do MenPSC nativo, produzido
como descrito nos Requerimentos da OMS, foi avaligol espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear de PrétontH(RMN) (Figura 8). Os picos na faixa de 5,0 a 5pnp
correspondem aos atomos de hidrogénio H-7 e H-81daPSC O- e N-acetilado. Os
deslocamentos quimicos observados na faixa de83@m sao relacionados aos atomos de
hidrogénio H-4, H-5, H-6, H-9, H-9", H-7" e H-8 ddenPSC néao acetilado (Figura 8). Os
picos relacionados ao H-3 equatorial sdo detectaddaixa que compreende 2,5 a 2,8 ppm e
os deslocamentos quimicos observados na faixebde 1,8 ppm, correspondem ao H-3 axial.
Os picos correspondentes ao N-acetil e O-acetildéstiocamentos quimicos em 2,0 e 2,2
ppm, respectivamente. Os picos observados em da2faxa de 3,3 a 4,2 ppm sao relativos
aos deslocamentos quimicos dos gruposg €EHCH do etanol, respectivamente. Pode-se
observar também o pico de HDO em 4,6 ppm. O espeerrH RMN contém todas as
espécies cujas ressonancias tém sido designadasoanss individuais presentes na unidade
repetida do acucar (acido sidlico) e sdo consitecvm a estrutura publicada em diversos
artigos (BHATTACHARJEE et al., 1975; JONES et 4096; LEMERCINIER & JONES,

1996; JONES & LEMERCINIER, 2002).
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Figura 8. Espectro'HRMN 1D do MenPSC nativo - 500 MHz, 37°C.

A ativacdo do MenPSC nativo com periodato de sésdia ilustrada na Figura 9 [(1) —
Ativacdo do MenPSC]. O espectro ¢ RMN do MenPSC ativado apresenta 0os mesmos
assinalamentos descritos acima para o MenPSC natiestrando que a estrutura do
polissacarideo permanece inalterada apés o tratarnem o periodato de sddio (Figura 9).
Por outro lado, o espectro também mostra que desleatos quimicos proximos a 8,4 ppm
estdo presentes, correspondendo a ressonanciasaegrupos terminais formados durante a

reacao de oxidacdo com periodato de sodio (Figdya Os deslocamentos quimicos podem
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aldeidico. Podem ser vistos ainda, dois pequenoss pielativos aos grupos ¢ld CH

provenientes do etanol em 1,2 e entre 3,3 a 4,2 @am novo pico com deslocamento

quimico em 5,0 ppm correspondente ao aldeido laidioaiigura 10).
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Figura 10. Espectro'HRMN 1D do MenPSC ativado - 500 MHz, 37°C .

Estes resultados demonstraram a eficiéncia dadun¢éo de grupamentos funcionais
para a reacdo posterior com grupos amino preseatgsoteina (TTH). Os perfis de eluicdo
do MenPSC nativo, ativado nao purificado e purdautilizando-se sistema de filtracao
tangencial estdo mostrados na Figura 11. Os rdsglidemonstram que a rea¢éo de oxidacéo,

utilizando-se o periodato de sédio, promove a gkwva oxidativa, com a obtencdo de
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moléculas menores, com maior tempo de retencaorematografia de exclusdo (19,8 min)
do que a molécula nativa (13,6 min). Aléem distode@inda ser observado no perfil de
eluicdo do MenPSC ativado a eficiéncia do processgurificacdo devido a remocao do
impurezas presentes no pico referente ao MenP$&datindo purificado, correspondendo

aos reagentes adicionados na reacao de oxidaghogHil).

L ATT
40
a0
Men Nativo
Men Oxidado NP
20 MenC Oxidado P )
19,5 min
10 13,6 mmn
0 5.0 10.0 15.0 200 250 200 min

Figura 11. Perfil de eluigio do MenPSC nativo, MenBC oxidado nao purificado (NP) e
MenPSC oxidado purificado (P), em cromatografia dexclusdo (TSK 4000 Pwxl; 206 nm).

A reacdo de ativacdo do TT com cloridrato de hidiea(TTH) esta ilustrada na Figura
9 [(2) — Ativacdo do TT]. Pode-se observar que edigpde eluicdo das moléculas nativa e
ativada sao similares em cromatografia de exclugd@sentando tempos de retengéo de 15,7
e 15,8 minutos, respectivamente (Figura 12). Aaethp purificacdo utilizando-se sistema de
filtracdo tangencial foi capaz de remover os resdie EDAC e diminuir o teor de hidrazina

a niveis muito baixos (0,362 mg/L), no TTH (lote/@P. Apds a purificagdo, TTH reagiu
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com MenPSC ativado, dando origem ao conjugado MErPBatravés de uma metodologia

de conjugacéo nova e altamente eficiente [FigyB) 9 Reacdo de Conjugacao].

TT Nativo Lote 0401 {15,7 min)
TT Ativado Lote 08/03 (15,8 min)
40

30

20

10

s 5 10 15 20 25 00

Figura 12. Perfil de eluicdo do TT nativo (lote 041) e do TT ativado (TTH; lote 08/03) em
cromatografia de exclusdo (TSK 4000 Pwxl; 280 nm).

Quatro lotes de conjugado MenPSC-TT foram produzidm diferentes escalas,
contendo de 200 a 2.000 doses humangsg(tiose), pelo método modificado de aminagéo
redutiva, onde o MenPSC ativado foi acoplado ao EffHpresenca de cianoborohidreto de
sbédio, como agente redutor. O sucesso da reac&onjiegacao foi avaliado pelo perfil do
produto reacional em cromatografia de exclusdo, apresentou um tempde retencéo
menor correspondente ao perfil de eluicdo de undytoocom maior peso molecular (14,5
min), claramente diferente dos perfis apresentpdtispolissacarideo e proteina (Figura 13).
Pode-se observar a presenca de um ombro no peréluicdo do conjugado ndo purificado,

correspondente ao polissacarideo nédo conjugadestduos de reagentes (Figura 13).
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Figura 13. Perfis de eluicAo do conjugado MenPSC-TThéao purificado (NP), conjugado
MenPSC-TT purificado (P), MenPSC ativado e TT ativao (TTH) em cromatografia de excluséo
(TSK 4000 Pwxl; 206 e 280 nm).

Entretanto, apos a utilizacdo do sistema de ¢#ilmatangencial na etapa de purificacao,
observa-se a remocao de substancias indesejadgeerfio do conjugado purificado. A
formacdo do conjugado foi também demonstrada pesamghrecimento dos deslocamentos
quimicos em 8,4 ppm, presentes no espectro do MerRiSado e correspondentes aos
grupos aldeido (Figura 14), comprovando a partg@padestes grupos na reacdo de
conjugacdo com a proteina. O espectro de RMN doP®EaTT também apresenta o0s
mesmos assinalamentos descritos acima para o MenBB8© e o MenPSC ativado. Além
disso, outros assinalamentos entre 0,5 a 1,8 @ 8@ ppm, correspondentes aos prétons
alifaticos e aromaticos da proteina, foram incamgdos, respectivamente (Figura 14). O pico
observado na faixa de 4,4 a 4,7 ppm correspondearasidual presente na molécula mesmo

apos ter sido realizada a supressao da agua pasise em RMN.
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Figura 14. Espectro'HRMN 1D do MenPSC conjugado - 500 MHz, 37°C.

Os lotes de conjugado MenPSC-TT obtidos nas esdal200 e 2.000 doses humanas
(lotes 26, 28, 29 e 30) foram avaliados quantoeao de acUcar e proteina presentes, o que
possibilitou o calculo das razbes (mg:mg) entreobisgacarideo e proteina. Estes valores
variaram de 0,2 a 0,5 (Tabela 2). Posteriormeris o objetivo de avaliar as condi¢cbes
padronizadas para a obtencdo dos conjugados,d@ado o escalonamento para a producéo
de lotes com 20.000 doses humanas. As raz0es dmrael proteina também estdo
apresentadas na Tabela 2. Os dois lotes obtidosu@ws razdes na faixa determinada
anteriormente, para as escalas menores. Estestéotdg®m mostraram perfis de eluicdo
similares, em cromatografia de exclusdo, demordtram reprodutibilidade da reacédo de

conjugacéao, com um fator de escalonamento de §OrgiL5).
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Conjugados Razdo MenPSC:TT NO de doses
(Lotes) (mg:mg) (10 pg/dose humana)
26 0,24 205
28 0,47 2.665
29 0,49 2.000
30 0,43 2.028
37 0,23 13.724
40 0,29 27.300
03/05 0,26 22.922

Tabela 2. Caracteristicas de varios lotes da vacina conjugadslenPSC-TT, obtidos em escalas
de 200 (lote 26), 2.000 (lotes 28, 29 e 30) e 20.00tes 37, 40 e 03/05) doses humanas (10

Hg/dose).

T ATT
TTH
40 o .
MenPSC-TT lote 37
' MenPSC-TT lote 39
20 MenPSC-TT lote 40

MenPSC atvado

10.0 15.0 20.0 25 0 rmin

Figura 15. Perfis de eluicdo de diferentes lotes daacina conjugada MenPSC-TT, obtidos em
escala de 20.000 doses, MenPSC ativado e TT ativa@orH) em cromatografia de excluséo

(TSK 4000 Pwxl; 280 nm).
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4.2.Testes de controle de qualidade do produto a granel da vacina conjugada

MenPSC-TT

Foram realizados diversos métodos fisico-quimiara @ controle de qualidade do
produto a granel de conjugados. Néo foi detectgutasenca de residuos de cianeto quando o
produto a granel (lote 03/05joi avaliado em um teste fotométrico padronizado
(UPADAHYAY & GUPTA, 1984). As concentracdes obtidpara amostras de produto a
granel da vacina conjugada contra Hib, produzidaBemManguinhos, foram similares aos
valores descritos em laudos externos de analiges(@13/05 e 015/05 = 5ppb; lotes 021/05 e
022/05 = 10ppb), sugerindo a possibilidade dezafifio do método proposto para outras
vacinas conjugadas que utilizam reagentes cortkigutle ions cianeto no processo de
producao. Os outros ensaiosamtrole do produto a granel, utilizando-se o @RS, estdo
apresentados na Tabela 3. A vacina conjugada noastna razao acgucar:proteina compativel

com aquelas descritas para outros lotes de corgsgad

O método de quantificacdo do teor de acuUcar livoe conjugado, através da
precipitacdo acida com um detergente, mostrou uceptial de recuperacdo de 95 a 98%,
apos a contaminacdo do lote de conjugado com giaaes conhecidas de agucar. O
percentual de acucar livre no lote estudado fol5l€%. Por outro lado, ndo foi detectado
nenhum residuo de ADH, reagente adicionado pamrumcdo da reacdo de conjugacdo
(Tabela 3). Nos outros testes preconizados pela,@d&ivos a inocuidade apresentada pelo
produto a granel, o lote estudado foi aprovado @iog, incluindo o teste LAL que mostrou
um baixo teor de endotoxina (0,115 HY/MenPSC). Estes resultados demonstraram a
possibilidade da utilizacdo do lote de conjugadoetapa de formulacdo e obtencdo do

produto final (Tabela 3).
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Controle de Qualidade Produto a Granel

(Lote 03/05)
Teor de polissacarideo 0,146 mg/mL
Teor de proteina 0,57 mg/mL
Raz&o acucar:proteina (mg:mg) 0,26
Teor de acucar livre 15,6 %
Residuo de ADH (HPLC) N&o Detectado
Esterilidade Aprovado
Pirogénioin vivo Aprovado
LAL 0,115 EUg MenPSC

Toxicidade especifica para o polissacarideo

. Aprovado
(“drink test”)

Tabela 3. Testes de controle de qualidade utilizadgara avaliagdo do conjugado MenPSC-TT
(produto a granel, lote 03/05).

Um dos lotes obtidos na escala de 20.000 doses4Bjtfoi utilizado para a obtencéo
de uma vacina conjugada liofilizada, em frascostasmio 5 doses humanas (igdfrasco;
20ug/mL). O lote piloto da vacina foi avaliado utilimdo-se ensaios de controle de qualidade
recomendados pela OMS, para a producdo de vaci@gsigadas contra meningococo
sorogrupo C. O ciclo de liofilizagédo utilizado piigou a formacdo de uma pastilha branca
e homogénea com teor de umidade satisfatorio (dathel O teor de aclUcar e sacarose
também foram satisfatérios, quando comparados sotoracentracdes tedricas deuglinl e
34mg/mL, respectivamente (Tabela 4). Todos os demesultados de ensaios de controle de
qualidade do produto final da vacina conjugadailiitaida foram satisfatorios, incluindo o
teste LAL que mostrou um valor menor que 20 |ijJJMenPSC € 0,0625 EUjlg MenPSC),
que € o valor de referéncia recomendado pela OlMg&rmdo que a vacina conjugada possui

baixo teor de endotoxina e € biologicamente se(ahela 4).
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Controle de Qualidade Produto Final

(Lote 40)

Umidade residual 1,15%
Sacarose (HPLC) 32,45 mg/mL
Polissacarideo 19,11pg/mL

Razao polissacarideo:proteina 0,3
Esterilidade Aprovada
Pirogénioin vivo Aprovada
LAL < 0,0625 EUug MenPSC
Toxicidade inespecifica Aprovada

Tabela 4. Testes de controle de qualidade utilizadopara avaliagdo da vacina conjugada
MenPSC-TT liofilizada (produto final, lote 40).

4.3.Resposta humoral da vacina conjugada MenPSC-TT

4.3.1. Titulos de IgG induzidos contra o MenPSC e atividagl bactericida do soro

A avaliacdo preliminar da imunogenicidade de difées lotes de conjugados obtidos
em escalas de 200 e 2.000 doses foi realizadaéatidar determinacdo de anticorpos IgG
especificos e da funcionalidade destes anticorfssamostras do soro de camundongos
imunizados com trés doses, em intervalos de 21, thaam analisadas por ELISA e em
ensaios de avaliacdo da atividade bactericida K&i@6 e 17). Todos os lotes de conjugado
induziram altos titulos de IgG apés a 12 dose, lasigs entre si mas com diferencas
significativas quando comparados com os titulos adécorpos induzidos nos grupos

controles, representados pelo MenPSC nativo e PB8réa 16; p<0,05).
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Anticorpos anti-MenPSC induzidos por
conjugados MenPSC-TT

0 Con;j.26

124 . . m Conj.29
-
g 10 - . m Conj.30
;:J 8 - : mPBS
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Tempo (dias)

Figura 16. IgG total de camundongos imunizados powia intra-muscular com 3 doses de
conjugados obtidos em escalas de 200 e 2.000 ddegsanas, em intervalo de 21 diasOs valores
estdo expressos em Ln de unidades de Elisa pormil/ifiL) e correspondem a média de 4 andlises + erro
padrdo. ANOVA (Teste LSD, * p<0,05).

Da mesma forma, os anticorpos produzidos aprasemtditulos de atividade
bactericida similares, entretanto significativaneemtais elevados do que aqueles observados
nos grupos controles (1:5¥8 1:2), apenas apos a 22 dose e que se mantivetana &3 dose
(Figura 17; p<0,05). Estes titulos foram quase \&&es superiores a diluicdo de 1:8, apds a
terceira dose, que corresponde ao titulo considgreatetor contra a doenga meningocécica,
quando utiliza-se soro de coelho como fonte de temmgnto (BORROW, BALMER &
MILLER, 2005).

Diferentes concentracdes do lote piloto da vadoajugada (lote 40), obtida em
escala maior de 20.000 doses, foram inoculadas @anmurtdongos para o estudo dose-
resposta. Os animais também foram imunizados césndoses, em intervalos de 15 dias e
sangrados antes da cada dose e 20 dias apos a dlise. Os soros foram analisados para

determinacdo de anticorpos IgG especificos, atidhactericida, sub-classes de IgG e



93

avidez dos anticorpos. Baixos titulos de anticorfppam detectados por ELISA nos soros

pré-imunes de todos os grupos (Tabela 5). Os $itlddgG das amostras obtidas de animais

Atividade bactericida induzida por
conjugados MenPSC-TT

conj. 26
12 * - J
* mconj. 29
10 - m conj. 30
<
m ~ 8 mPBS
n
n 87 6 - W MenPSC
=2
R= 4 A
|_
2 _
O _

Tempo (Dias)

Figura 17. Atividade bactericida do soro (SBA) de amundongos imunizados por via intra-
muscular com 3 doses de conjugados obtidos em essable 200 e 2.000 doses humanas, em
intervalo de 21 dias. Cepa heterdloga 1002/90 démeningitidis sorogrupo C. Os valores estéo
expressos em log 2 e correspondem a média deideenflerro padrdo. ANOVA (Teste LSD, * p<0,05).
imunizados com o MenPSC nativo ndo mostraram awmeoin injecdes subsequentes.
Entretanto, todas as concentracdes da vacina @igugduziram um aumento significativo
nos titulos de IgG apos & ihjecdo, mostrando efeito reforco apos a 22 injexgAn inducdo

de memdria, superior ao aumento de 4 a 8 vezesdquaomparados aos titulos induzidos
pelo MenPSC nativo (Tabela 5; p<0,05). A 32 dosetdis concentracdes da vacina levou ao
aumento de 2 vezes dos titulos de IgG. A atividadgericida de anticorpos induzidos pelas
trés concentracdes da vacina conjugada foi detadaintilizando-se soro de cobaias machos
como fonte de complemento (Tabela 5). Amostrasode gbtidas apds a 12 injecdo da vacina
nao induziram titulos bactericidas. Todos os arsnmiaunizados com a vacina conjugada

(lote 40) apresentaram valores de atividade baalardetectaveis (acima de 1:8) apos a 22

dose com titulos significativamente mais altos peargrupos imunizados com 1 eugydose.
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Estes titulos mostraram um aumento de 12 a 20 wazedgitulos induzidos pelo MenPSC
nativo e podem ser correlacionados com titulos ideredos protetores para a doenca
meningococica (p<0,05). Da mesma forma que no erdaiELISA, a 32 dose induziu um

aumento de 2 a 5,5 vezes nos titulos de atividadtericida, em comparacado com a 22 dose

(Tabela 5).
Dose Pré-imune Apos Apos Apos
1°Dose 2% Dose 3% Dose
lgG  SBA lgG  SBA 1gG SBA lgG  SBA
Conjugado
(0,1ug/dose) 1,05 2,00 415 2,00 6,57 21,86 744 48,50
Conjugado . .
(1pg/dose) 0,65 2,00 418 2,00 7,89 82,14 9,04 451,94
Conjugado .
(10ug/dose) 0,10 2,00 348 2,00 7,45 49,57 8,69 103,97
MenPSC 0,55 2,00 1,66 2,00 1,99 4,00 2,00 2,00

Nativo

Tabela 5. 1gG total e atividade bactericida do sorgSBA) de camundongos imunizados por via
intra-muscular com diferentes concentragdes da vata conjugada MenPSC-TT, em intervalos

de 15 dias. Estudo dose-respostaitulos de IgG total estdo expressos em Ln de desslae Elisa por mL
(LnU/mL). Titulos SBA estdo expressos como a reciproca d&g@ld do soro que induzii50% lise bacteriana
e foram log-transformados para os calculos. AN(Véste LSD; * p<0,05).

4.3.2. Sub-classes de IgG
Em funcéo dos resultados do estudo dose-respmsia vacina conjugada liofilizada,
onde 1pg/dose foi suficiente para induzir resposta adeguead camundongos suicos, esta

concentracdo foi utilizada para a deteccdo dosipa®tde IgG induzidos contra o
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polissacarideo por ELISA (Figura 18). A vacinadapaz de induzir titulos elevados de IgG1
e 1gG2b, sem a deteccdo de IgG2a. O titulo de IgfeRtsignificativamente diferente,

principalmente apés a 12 dose da vacina (Figura<d@05).

Isotipos de IgG induzidos pela Vacina Conjugada Men  PSC-
TT (lug/dose)

dlgGl
W IgG2b

ELISA (LnU/mL

15 30 60
Tempo (Dias)

Figura 18. Isotipos de anticorpos IgG anti-MenPSCELISA) de camundongos imunizados por
via intra-muscular com 3 doses (Jug/dose) da vacina conjugada MenPSC-TT, em intervadode
15 dias (lote 40).0s titulos de IgG total estdo expressos em Ln de deilale Elisa por mL (LnU/mL) e
correspondem a média de 6 analises + erro padras,al? dose (T15 dias), apds a 22 dose (T30a@Bias
apos a 32 dose (T60 dias). Teste W de Mann-Whime®;05.

4.3.3. indice de avidez dos anticorpos

Na maioria das amostras de soros pré-imunes deaenimunizados com diferentes
concentragcdes da vacina conjugada liofilizada (2§ os titulos de anticorpos contra o

polissacarideo estdo abaixo do limite de detecgldsotbancia de 0,8 a 1,0). Desta forma, os
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indices de avidez (IAs) ndo puderam ser calculpdogue ndo alcancariam o minimo de 50%
de reducdo da absorbancia, conforme representagdicag apresentada na Figura 19.
Entretanto, os grupos de animais imunizados comaf¢l lig por dose apresentaram um
aumento significativo na avidez dos anticorpos lg@s a 32 dose (Figura 20). Os IAs destes
dois grupos foram de 1 e 1,28, respectivamentdja)apds a ultima dose (p<0,05). Embora
0 grupo imunizado com 1@ tenha induzido altos titulos de IgG com atividbdetericida, o

IA foi mais baixo do que aqueles induzidos pelasasuconcentracfes da vacina conjugada.
Estes resultados demonstram que ocorreu o proagssmaturacdo da afinidade dos

anticorpos IgG, apos repetidas injecdes de bamasentracdes da vacina conjugada.

indice de Avidez
2 -
1,8 - /
»
©
3 16 -
c
«©
o]
o 14 -
[%2]
Q0
<
3 1,2 —a— Conjugado 29
.g —&— Conjugado BR0O6
S 1- Log 50%
>
(@)
S 0,8 -
0,6 ‘ ! ! ‘
0 0,25 0,5 0,75 1
NH,SCN [M]

Figura 19. Grafico representativo do célculo dos lices de avidez (IAs) de anticorpos 1gG anti-
MenPSC (ELISA) camundongos imunizados por via intramuscular com 3 doses de diferentes
conjugados MenPSC-TT (lotes 29 e BRO§Eoldblatt 1997).
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indice de Avidez de anticorpos induzidos pela
vacina conjugada MenPSC-TT

W 15 Dias
m 30 Dias
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Figura 20. Avidez de anticorpos IgG anti-MenPSC deamundongos imunizados por via intra-
muscular com 3 doses de diferentes concentra¢des wicina conjugada MenPSC-TT.indice de
Avidez (IA) calculado pela concentracéo de tiociarde amodnio necessaria para reduzir a absorbéanck0%.
Os valores correspondem a média de 6 analiseso#padrdo, apos a 12 dose (T15 dias), apds a 24 T88e
dias) e 20 dias ap6s a 32 dose (T60 dias). Testsk&FWallis (* p<0,05).

Para investigar a relacdo entre os titulos de@pibs IgG determinados por ELISA,
os titulos de atividade bactericida e IA, foramed®inados coeficientes de Pearson. Alta
correlacao foi encontrada entre os resultados d8Ale atividade bactericida (r = 0,91),

enquanto a correlacdo entre os valores de ELISAltdeavidez e atividade bactericida foi

mais baixa (r = 0,70).

4.3.4. Ensaio de soroneutralizacéo

A avaliacdo da resposta imune da vacina conjugad@®@®eal T (lote 40) induzida
contra 0 componente tetanico foi realizada utililcase um teste de soroneutralizag@avo,
onde os soros dos camundongos imunizados com gacor@endo a fracdo tetanica séo

testados, em diferentes diluicdes, contra uma desafio de toxina tetanica de referéncia.
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Todos os animais que foram inoculados apenas dowire tetanica, como controle positivo,
nao sobreviveram e morreram dentro das 96 horasolkervacdo. Entretanto, os
camundongos inoculados com diferentes diluicbesodes de animais imunizados com uma
vacina DT de referéncia no primeiro ensaio dedg#éb, sobreviveram até a diluicdo de 1:12 e
apresentaram uma bBEde 1:14,28, com poténcia de 2UI/mL (Tabela 6). vaxinas
conjugadas MenPSC-TT e PRRP-TT (contra Hib) queam a mesma proteina carreadora
foram capazes de induzir a protecdo dos camundarapsliluicbes estudadas de 1:4 e 1:5,
apresentando Dfsuperior a 1:5 e poténcia maior que 0,7 Ul/mL. Mgusda titulacéo,
foram estudadas diluicbes diferentes e pode sanad$a uma pequena diferenca nasPE
apresentada pelo soro de referéncia (1:12,66)anplesmantida a mesma poténcia (Tabela
6). Entretanto, podem ser observadasgJtperiores para as duas vacinas conjugadas, com
poténcias maiores que 3,16 Ul/mL, demonstrando esepca de anticorpos anti-TT em

quantidade adequada para a promoc¢ao da soroneatéadida toxina tetanica (Tabela 6).

Grupos Titulacéao | Titulacédo Il
Vacina Referéncia DT DEsg Poténcia DEsg Poténcia
(2UI/mL) (Ul/mL) (Ul/mL)
1:14,28 2,0 1:12,66 2,0
Vacina PRRp-TT >1:5 > 0,70 >1:20 > 3,16
(contra Hib)
Vacina MenPSC-TT >1:5 >0,70 >1:20 > 3,16

Tabela 6. Protecdo de camundongos desafiados conxit@a tetdnica e soros de animais
imunizados com diferentes vacinas conjugadas comxi@ide tetanico como proteina carreadora
(ensaio de soroneutralizagdo)Camundongos suicos de ambos os sexos (19 a 2%Bg)ddos com 0,2 mL
por via sub-cutdnea de cada diluicdo do soro riestdm com toxina tetanica (37°C, 60 min), de aootdm
protocolo do INCQS. Toxina de Referéncia: dose fiteg@oculada por cada animal = 1L+/10. Grupos oalat
Toxina Tetanica diluida 1:20; L+/10 = 0,02 mL/animAnti-Toxina Tetanica de Referéncia (Vacina DT),



99

concentracao 2UI/mL. Célculo da Poténcia:spfa vacina teste + QEda vacina de referéncia x Ul/mL da
vacina de referéncia.

4.3.5. Ensaio desafio

Para avaliacdo da protecdo conferida por véries Ide conjugados foi padronizado
um ensaio de desafio, utilizando-se uma cepa HetgrdleN.meningitidis sorogrupo C e uma
fonte exdgena de ferro. Trés lotes de conjugadbidas em diferentes escalas, foram
capazes de proteger mais que 88% dos animais asafapds um ano de imunizacao,
enquanto animais imunizados com MenPSC apresentarantaxa de protecdo igual a 20%.
Entretanto, todos os animais do grupo inoculado BP@8, morreram ap0s o desafio com a

bactéria (Tabela 7).

Total animais desafiados
Grupos (n° animais mortos) % Protecao
Conjugado 26 9 (0) 100
Conjugado 29 9 (1) 88,9
Conjugado 40 10 (0) 100
MenPSC 10 (8) 20
PBS 8 (8) 0

Tabela 7. Prote¢cdo de camundongos desafiados comspensdo bacteriana ap6s 1 ano de
imunizacdo por via intra-muscular com 3 doses deotes de conjugados MenPSC-TT, obtidos
em diferentes escalas e MenPSC, em intervalos dedi&s. * ote de conjugado obtido em escala de 200
doses humana& ote de conjugado obtido em escala de 2.000 dasmsas &Lote de conjugado obtido em
escala de 20.000 doses humanas. Avaliagdo durdhtapbs inoculagdo de Ferro-Dextran (9mg/animal) e
desafio comN.meningitidis Sorogrupo C (cepa N1002/90; 4,5 ¥ LIFC/ml, correspondente a 5-10 §).

4.4.Resposta celular da vacina conjugada MenPSC-TT
4.4.1. ELISPOT
Animais imunizados com diferentes lotes de corgogaMenPSC-TT, MenPSC ou
PBS (grupo controle) foram utilizados para a ideat¢do de células B produtoras de IgG,
presentes no baco e medula, em resposta a diferantggenos adsorvidos na placa de
ELISPOT. O maior numero de células produtoras gmts (CPS) presentes no baco,

especificas para o conjugado MenPSC-TT (lote 48ePSC e na medula, especificas para
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0 conjugado MenPSC-TT, esta demonstrado na Figliraegh comparacdo com pocos

controles (com células de animais imunizados coi® @Bem células).

MenPSC-TT MenPSC PBS Sem células

Medula

Baco
Antigeno
MenPSC-TT

" s : Baco
: . Antigeno
| MenPSC

Figura 21. Identificacdo de células B produtoras dégG presentes em medula e baco de animais
imunizados por via intra-muscular com 3 doses de ofjugado MenPSC-TT (lote 40; Jug/dose) ou
MenPSC (fug/dose) e PBS e desafiados 14 meses ap0s a imudizaipm suspensao bacteriana,
utilizando-se 8 x 10 células totais/mL, em resposta a estimulacdo esffeza (MenPSC-TT e

MenPSC) e inespecifica (controle sem células) (ELP®T). Cepa heterdloga utilizada no desafio = 4,5
x 10° UFC/mL de N.meningitidis sorogrupo C (N1002/90). Ensaio realizado 13 digis @ desafio.

Pode-se observar a frequéncia similar de CPS de déag@nimais imunizados com
MenPSC-TT (lote 29; 12 meses de imunizacdo) emostapaos 2 antigenos na placa
(MenPSC, MenPSC-TT), significativamente difererderéqiéncia de células observada com

0S respectivos controles (células de animais inaaltig com PBS; Figura 22; p<0,05). A
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resposta observada quando o TT foi utilizado comtégano foi similar aos controles dos
outros antigenos (MenPSC e MenPSC-TT), mas apmséiferenca significativa com o seu
respectivo controle (Figura 22; p<0,05). Com a eotracdo de 8 x Pacélulas/mL foram
observadas as maiores frequéncias de CPS em esptsios os antigenos, com diferencas
significativas em relacdo as outras concentracogmreisto ela foi escolhida como a

concentracdo padréo, utilizada nos ensaios subsegi@igura 22; p<0,05).

Células B de baco de animais imunizados com
MenPSC-TT, produtoras de IgG (CPS) contra
diferentes antigenos

6000 -
* W 8x 105 cels
é 5000 - B 4 x 105 cels
o * 02 x 105 cels
c_fg 4000 - % O 1 x 105 cels
-
N
O
~ 3000 -
o
—
X
— 2000 -
(@]
o
n
o 1000 -
O
O _
& & & & P
Q % % %
& 3
@Q

&

Antigenos

Figura 22. FreqUéncia de células B produtoras de @ (“spots”; CPS), contra diferentes
estimulos, presentes em baco de animais imunizadper via intra-muscular com 3 doses do
conjugado MenPSC-TT (lote 29) ou PBS, em intervalode 21 dias e desafiados 12 meses apés
com suspensdo bacteriana, utilizando-se diferentesncentracdes de células totais (ELISPOT).
Frequéncia de células em pocos controle (sem s¥laléb4 CPS por 1 x 1@&élulas totais. Cepa heterdloga
utilizada no desafio = 1,1 x AQFC/mL de N.meningitidis sorogrupo C (N1002/90). Ensaio realizado 1 més
ap6s o desafio. Os valores correspondem a média5dandlises. ANOVA (Teste LSD; * p<0,05 para
comparacdao das freqiiéncias de CPS de animais iatosizom a frequéncia de células em pocos controle)
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A frequéncia de CPS de células do baco e medusmiteais imunizados com outro
lote de conjugado MenPSC-TT (lote 30; 19 mesesndmizacao) foi estudada e os resultados
estdo apresentados nas Figuras 23 e 24, respeetitam frequéncia de CPS destes animais
em resposta ao antigeno MenPSC-TT adsorvido na fsaenaior do que aquela observada
para 0 seu respectivo controle (células de animaisizados com PBS), apenas nas células
da medula (p<0,05). Entretanto, as frequénciasRI® @bservadas em resposta aos outros 2
antigenos nao apresentaram diferencas significatiggando comparadas aos respectivos

controles, em ambos tipos de células utilizadoguffais 23 e 24; p>0,05).

Células B de baco de animais imunizados com MenPSC-
TT, produtoras de IgG (CPS) contra diferentes estim  ulos

4000 -
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TT
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CPS porl1x10 ’ Cels Totais

Figura 23. Frequéncia de células B produtoras de @ (“spots”; CPS), contra diferentes
antigenos, presentes em baco de animais imunizadpsr via intra-muscular com 3 doses do
conjugado MenPSC-TT (lote 30) ou PBS, em intervalode 21 dias e desafiados 19 meses apés
com suspensdo bacteriana, utilizando-se 8 x *16élulas totais/mL (ELISPOT). Cepa heteréloga
utilizada no desafio = 1 x $QJFC/mL de N.meningitidis sorogrupo C (N1002/90). Ensaio realizado 13 dias
apos o desafio. Os valores correspondem a média dealises. ANOVA (Teste LSD>f,05).
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Células B de medula de animais imunizados com
MenPSC-TT, produtoras de IgG (CPS) contra
diferentes antigenos
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Figura 24. Frequéncia de células B produtoras de @ (“spots”; CPS), contra diferentes
antigenos, presentes na medula de animais imunizapor via intra-muscular com 3 doses do
conjugado MenPSC-TT (lote 30) ou PBS, em intervalode 21 dias e desafiados 19 meses apds
com suspensdo bacteriana, utilizando-se 8 x °16élulas totais/mL (ELISPOT). Cepa heteréloga
utilizada no desafio = 1 x *QFC/mL de N.meningitidis sorogrupo C (N1002/90). Ensaio realizado 13 dias
apo6s o desafio. Os valores correspondem a médibsdandlises. ANOVA (Teste LSD; * p<0,05 quando
comparado com respectivo controle).

Em outro ensaio, grupos de animais imunizados &eacina conjugada MenPSC-TT
liofilizada (lote 40; 14 meses de imunizacao) e P®EG foram avaliados por ELISPOT, 13
dias apds o desafio com a suspensdo bacterianaghitmde de resposta foi maior para o
grupo imunizado com a vacina conjugada MenCPS-Tfuwmcom MenCPS nativo para as
células do baco (2.908 450 por 1 x 10 células)e para células da medula (6.85667 por
1 x 10 células; p<0.05; Figura 25). A comparacéo da r&spobtida para os dois tipos de
células mostrou uma diferenca significativa na tigexgia de CPS nas células da medula,

provavelmente relacionadas aos plasmacitos de lomgeao.
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Células B produtoras de IgG (CPS) especificas de
MenPSC-TT
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Figura 25. Frequéncia de células B produtoras de (g (“spots”; CPS), contra MenPSC-TT,
presentes no baco e medula de animais imunizadosrpada intra-muscular com 3 doses da
vacina conjugada MenPSC-TT liofilizada (lote 40; fig/dose) ou MenPSC (&g/dose), em
intervalos de 15 dias e desafiados 14 meses apOsmainizacdo com suspensdo bacteriana,
utilizando-se 8 x 10 células totais/mL (ELISPOT). Frequéncia de células em pocos controle (sem
células) = 0 (Baco), 0 (Medula) CPS por 1 % ¢6lulas totais. Cepa heteréloga utilizada no desa#t,5 x 16
UFC/mL de N.meningitidis sorogrupo C (N1002/90). Ensaio realizado 13 dissao desafio. Os valores
correspondem a média de 15 andlises. ANOVA (TeSi®; I* p<0,05).

4.4.2. Citometria de fluxo

O nivel de citocinas intracelulares nas célulabag de animais imunizados com 2
ou 3 doses da vacina conjugada MenPSC-TT, MenPS@€, 8 PBS foi estudado, ap6s
estimulacaan vitro com um lote de conjugado (lote 4Qugdpoco) em diferentes periodos de
incubacdo, pela técnica de citometria de fluxo. @Wnero de células, em percentuais,
produtoras de IFN; observado para as células dos animais imunizadios 2 doses da
vacina conjugada foi expressivo, quando comparado aqueles apresentados pelas células
de animais imunizados com MenPSC e TTH (5,36, 6,03 respectivamente). Entretanto, a

andlise estatistica englobando todos os resultddesensaios realizados ndo apresentou
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diferencas significativas entre os percentuais robses (resultados nédo apresentados;
ANOVA, Teste Bonferroni; p>0,05). Da mesma forma,resultados das outras analises de
citocinas (IL-10 e IL-4) ndo apresentaram signiima estatistica entre os grupos estudados
(resultados nédo apresentados; ANOVA, Teste Bonierpe0,05).

Os ensaios de marcacdo de moléculas de supepficie a deteccdo de células T
auxiliares (CD4 ou CD8) ativadas (CD69) nos aninraisnizados com a vacina conjugada,
nos dois esquemas de imunizagdo, com e sem dégafi®m ndo apresentaram relevancia
estatistica (resultados n&o apresentados; ANOVAteT8onferroni; p>0,05). O mesmo
aconteceu com a avaliacdo de células T com fendgpmemoria, através da marcacao com
CD44 (resultados néo apresentados; ANOVA, TestdeBami; p>0,05). Entretanto, pode-se
observar nas Figuras 26 e 27, que a vacina corgulyehPSC-TT induziu significativos
percentuais de marcacdo de células linféides comtife CD271gD", superiores aqueles
apresentados pelo grupo controle, quando os anifoagsn desafiados com suspensao
bacteriana, mas foram similares aqueles obtidos @snmanimais imunizados apenas com

MenPSC nativo.

MenPSC-TT MenPSC PBS
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104
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22,55% - 20%
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Figura 26. Percentual de sub-populacdo de célulamfibides com fenotipo de CD27gD™ em
resposta ao conjugado MenPSC-TT, presentes no bade animais imunizados por via intra-
muscular com 3 doses da vacina conjugada MenPSC-Tibfilizada (lote 40; lug/dose), MenPSC
(5pg/dose) ou PBS, em intervalos de 15 dias e desafiadt meses ap0s a imunizagdo, com cepa

heteréloga deN.meningitidis sorogrupo C (N1002/90), em citometria de fluxdRepresentacéo de um
animal por grupo imunizaddlarcacao do quadrante em relacdo a populacao dex€D27 e IgD negativas.
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Células Linféides baco com fenétipo CD27  “IgD” ap6s
imunizacado e desafio com N.meningitidis N1002/90
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Figura 27. Percentual de sub-populacdo de célulagfivides com fenédtipo de CD27gD™ em
resposta ao conjugado MenPSC-TT, presentes no bade animais imunizados por via intra-
muscular com 2 ou 3 doses da vacina conjugada Men®ST liofilizada (Grupo 1, lote 40;
1pg/dose), MenPSC (Grupo 2, jig/dose) ou PBS (Grupo 4), em intervalos de 15 diaslesafiados
4 meses apods a imunizagdo, com cepa heterdlogaNdmeningitidis sorogrupo C (N1002/90), em

citometria de fluxo. Os valores correspondem a média de 3 animais +pacio. ANOVA “Means Plot”
(Teste Bonferroni; * p<0,05, para comparagao emdreélulas dos animais do grupos 1 e 4).

Entretanto, os valores obtidos com o polissacarigeresentaram uma disperséo
maior, de acordo com os valores de erro-padradeeap@lise estatistica utilizada (ANOVA),
apresentados na Figura 27, utilizando um interdiEoconfianca de 95%. Os percentuais
induzidos por 3 doses da vacina foram superioraslas| verificados com 2 doses (ANOVA,
Teste Bonferroni; p<0,05). Por outro lado, os pefieais obtidos com o0s animais apenas
imunizados e ndo desafiados com a bactéria nacayegam diferenca estatistica quando

comparados entre si (Figura 28, p>0,05). Outra atdi@ estudada foi uma sub-populacéo
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celular com fenétipo CDZWD’, onde também ndo foram observadas diferencas

significativas entre os percentuais (resultadosaypesentados; ANOVA, Teste Bonferroni;

p>0,05).
Céluals Linféides baco com fenétipo CD27  “IgD” apds
imunizacéo
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Figura 28. Percentual de sub-populacdo de célulagfivides com fenédtipo de CD27gD™ em
resposta ao conjugado MenPSC-TT, presentes no bade animais imunizados por via intra-
muscular com 2 ou 3 doses da vacina conjugada Men®ST liofilizada (lote 40; 1ug/dose),
MenPSC (jug/dose) ou PBS, em intervalos de 15 dias, em citdnee de fluxo. Os valores
correspondem a média de 3 animais * erro padra@\AMN(Teste Bonferroni; p0,05)

4.5. Estabilidade da vacina conjugada MenPSC-TT
A estabilidade da vacina conjugada liofilizada éstudada ap6s estocagem a 4°C
durante 11 e 22 meses. Os perfis de eluicdo ematognafia de exclusdo da vacina em
ambos os tempos foram similares aquele analisadotengpo zero, com relacdo a
despolimerizacdo do polissacarideo (Figura 29).ddigdo, os titulos de IgG presentes no

soro de animais imunizados com a vacina estocdd& aurante 6, 15 e 26 meses nao foram
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significantemente diferentes (Figura 30; Teste W Mann-Whitney; p = 0,69). Estes
resultados sugerem que a vacina liofilizada é ekf@w mais que 2 anos, quando estocada a

4°C.

40

“Wacing MenPSC-TT
a0 agina MenFSC-TT (11 meses)
Wacina MenPSC-TT (22 meses)

20 25 30 35

Figura 29. Estabilidade da Vacina Conjugada MenPSQ-T liofilizada (lote 40) estocada durante
0, 11 e 22 meses a 4°C ap0s envase e liofilizagéwaliada através do perfil de eluicdo em
cromatografia de exclusdo (TSK 4.000\% ; 206 nm)
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Vacina MenPSC-TT
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Figura 30. Estabilidade da vacina conjugada MenPSQ-T liofilizada (lote 40) estocada durante
6, 15 e 26 meses a 4°C apo0s envase e liofilizag@mliada pela determinacdo de IgG total
(ELISA) no soro de animais imunizados por via intramuscular com 3 doses, em intervalos de 15

dias.*"Titulos de IgG medidos antes de cada dose e unaptsa 32 doséTitulos de IgG medidos apenas um
més apos a*3lose.Os titulos estdo expressos em Ln de unidades sie fdir mL (LnU/mL) e correspondem a
média de 3 analises * erro padrdo. Teste W de NMéhitrey; p>0,05.
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5. DISCUSSAO

A conjugacao quimica de polissacarideos bactesiaom proteinas carreadoras € um
procedimento efetivo para melhorar a resposta ihdgica contra os polissacarideos
capsulares e consequentemente, para a prevencdalodagas causadas por bactérias
encapsuladas comd.meningitidis, H.influenzae e Spneumoniae. Neste estudo foi descrito o
desenvolvimento, caracterizacéo fisico-quimicareumogenicidade de uma vacina brasileira
conjugada contr&l.meningitidis grupo C, utilizando toxoide tetanico ativado cordrazina,
como proteina carreadora.

A técnica de aminacdo redutiva tem sido utilizpdaa a obtencdo de conjugados
eficazes, cuja estrutura € conhecida como neogbiteipa. Nesta estrutura existe apenas um
sitio reativo no polimero de carboidrato e nenhligegdo cruzada da proteina (LEES, SEN
& LOPEZACOSTA 2006). Jennings & Lugowski (1981)lizaram pela primeira vez esta
metodologia para a produgdo de conjugados com hssgoarideos meningococicos dos
grupos A, B e C. Muitas vacinas conjugadas eficgaesluzidas por esta técnica sao
atualmente licenciadas (LEES, SEN & LOPEZACOSTA &@0Entretanto, a técnica de
aminacdo redutiva tem uma séria desvantagem rekddo ao tempo da reagdo de
acoplamento. A reagao tem se mostrado ineficiel@@orando de 2 a 3 dias para a completa
conjugacgao (JENNINGS & LUGOWSKI, 1981; COSTANTIN®Dal., 1992; PAWLOWSKI,
KALLENIUS & SVENSON, 2000; LEES, SEN & LOPEZACOST/A006). No presente
trabalho foram obtidos lotes de conjugados MenP3&@{I0s 18h de reacdo entre os grupos
aldeido do MenPSC ativado e os grupos hidrazidaTdativado (LEE CHE-H & FRASCH,
2003). A rapidez da reacao foi obtida pela intrédugos grupos hidrazida, que sao altamente
reativos, aos grupos carboxil presentes na protednaadora. Estes grupos reagem mais
favoravelmente com os grupos aldeidos presentgslissacarideo ativado do que 0s grupos

amino que estariam disponiveis para a reacdo, alotgwocesso de ativacdo da proteina.
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Além da menor reatividade dos grupos amino preserdd T, existe 0 comprometimento dos
mesmos com 0 procedimento de destoxificacdo daddeitanica ao toxodide tetanico, apos o
tratamento com formaldeido.
As vacinas conjugadas em geral consistem de ursanm@icomplexa de moléculas

heterogéneas, que ndo sao facilmente caracterjzamae as vacinas contrhinfluenzae tipo
b (Hib). Aléem disto, tem sido observado que vacisagjugadas com CR}d; formam
grandes agregados quando submetidas a temperawrd® a 55°C, durante 5 semanas
(CRANE, BOLGIANO & JONES, 1997)Por outro lado, as vacinas obtidas por aminacao
redutiva sdo mais facilmente caracterizaveis, ppagmoléculas tém uma estrutura definida,
0 que possibilita o monitoramento das etapas deg@o e conjugacdo do MenPSC por
espectroscopia de RMN. A técnica de RMN tem sideciiia como altamente sensivel e
reprodutivel para o controle da identidade, intkagte e pureza de polissacarideos bacterianos
utilizados na producédo de vacinas (JONES & LEMERER 2002). Neste estudo, os
espectros de RMN obtidos também foram extremaménf@rtantes no controle da
identidade das moléculas estudadas e no monitotaneercaracterizacdo das etapas de
oxidacdo do polissacarideo (introducédo de grupassealdeido ausentes no polissacarideo
nativo) e conjugacdo quimica (introducdo de regi@esgrupos aromaticos e alifaticos,
presentes na proteina carreadora). Estas anadisg®in demonstraram a integridade das
moléculas obtidas ap0s as rea¢fes de ativacdojegagéo do polissacarideo, conforme a
manutencdo de assinalamentos caracteristicos décutenl nativa. Varios estudos tém
utilizado a técnica de RMN para o controle de glzale de vacinas conjugadas (JONES &
LEMERCINIER, 1996; CUELLO et al., 2007).

Em relagdo ao controle fisico-quimico da etapa tieagio do polissacarideo, foi
realizada anteriormente a padronizacdo de um métadoa quantificacdo do teor de grupo

aldeido do MenPSC ativado (BASTOS, 2005). TrésldeeMenPSC ativado, sob as mesmas
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condicOes utilizadas no presente estudo, foramiaaled pelo ensaio de formaldeido,
utiizando o reagente de Purpald (QUENSENBERRY &ELE1996). As amostras
apresentaram quantidades similares de grupo aldgigeriores a 220nM, as quais foram 10
vezes maiores que a quantidade presente em dessdetMenPSC nativo (menos que 20nM),
demonstrando o sucesso da introducdo dos grupo®ifiais para a reacado com grupos amino
presentes no TTH (BASTOS, 2005).

Uma vacina conjugada conthmeningitidis grupo A foi desenvolvida utilizando a
mesma metodologia de conjugacédo proposta nestéoegiar pesquisadores do FDA, como
resultado de trabalho colaborativo entre OMS e QR#s8a a promocdo de campanhas de
vacinacgdo no cinturdo da meningite, em paises daaAfLEE CHE-H & FRASCH, 2003;
GIRARD et al., 2006). Esta vacina foi estudada elntarios adultos saudaveis na india, em
estudo de Fase | duplo cego e randomizado, patiagd@ da reatogenicidade. A vacina foi
considerada segura e imunogénica e se encontratados clinicos de Fase Il (BORROW et
al., 2006).

Para a producdo de vacinas conjugadas é desejavglizacdo de meétodos que
propiciem uma taxa maxima de conjugacdo em cuntingheg com a obtencdo reduzida de
sub-produtos indesejaveis e com altos rendimerdgsotissacarideo conjugado. Além disto,
devem ser empregados métodos que possam ser aplieadescalas maiores de producao
para a obtencdo de lotes de vacina com maior nurderaloses. Neste sentido foi
desenvolvido um procedimento para a producdo @s lodm escalas de 200 a 20.000 doses
de vacina, o qual se mostrou reprodutivel e candist Além disto, foi realizada a otimizacéo
das etapas de purificacdo dos componentes e dqasgados, utilizando-se um sistema de
ultrafiltracdo tangencial adequado a obtenc¢do tlenwes menores de vacina, com membranas
de diferentes cortes compativeis com o tamanho @écula estudada (SILVEIRA et al.,

2005). Este sistema mostrou-se altamente eficieteemocéo de sub-produtos das reagdes
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de ativacdo do MenPSC e TT. Da mesma forma, prom@eemocado de residuos de
reagentes da reacdo de conjugacdo e do polissaxan@b conjugado, possibilitando a
obtencéo de produtos purificados, com menor gradildedo. Outra vantagem adicional do
sistema de filtracdo tangencial € a facilidadeateaplicado na producéo de grandes lotes de
vacina em condi¢ces industriais, devido a posddnle de utilizacdo de sistemas com a
mesma geometria e funcionamento (PALL LIFE SCIENCESIENTIFIC & TECHNICAL
REPORT). Existem outras metodologias de purificagiiopostas pela OMS, como
cromatografia de exclusdo molecular, etc., quetsdalhosas, demoradas e ndo sao praticas
para aplicacéo industrial (WHO, 2004).

A cromatografia de exclusdo molecular tem sido ugtodio bastante eficiente no
monitoramento da consisténcia lote a lote da pr@adldie vacinas conjugadas, além de avaliar
a estabilidade destas vacinas (PLUMB & YOST, 1996N HUNOLSTEIN, PARISI &
RECCHIA, 1999). No presente estudo, as reacoedivica@ao dos componentes MenPSC e
TTH e obtencao dos lotes de conjugado MenPSC-Tranfanonitoradas por cromatografia
de exclusdo molecular, utilizando-se uma colunag@aiga para a analise de acUcares e
comprimentos de onda (206 e 280 nm) capazes detaete presenca da parte sacaridica e
protéica nas moléculas dos conjugados. Com estensiscromatografico foi possivel
assegurar a eficiéncia dos processos de ativagajgacao e purificacdo das moléculas.

O controle de qualidade em processo, do produt@retfe produto final de vacinas
conjugadas é grandemente dependente de analisestfismicas das moléculas obtidas, para
avaliacdo do peso molecular, porcentagem do commpersacaridico livre, teor de acucar e
proteina para o estabelecimento da razdo entreos abmponentes, estabilidade do
conjugado através do grau de despolimerizacdo turarmazenamento e estrutura do
conjugado por RMN (JONES et al., 1996; LEMERCINIERal., 1997). Neste estudo foram

padronizados varios ensaios para avaliacdo da gpulaz moléculas obtidas apos reacdes
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quimicas e etapas de purificacdo, conforme recoatéms da OMS para a producdo de
vacinas conjugadas contfd.meningitidis grupo C (WHO, 2004). Desta forma, foram

realizados ensaios para avaliacdo de residuosrmdantimantes na molécula de TTH, apés a
reacdo de ativacdo. Nao foi detectada a presengaart®diimida por cromatografia de

exclusdo molecular, em procedimento utilizado etamente no controle de outras vacinas
conjugadas. Em adicédo, foram detectadas pequermdidpdes de hidrazina, através do
meétodo desenvolvido e validado utilizando polarbgraNa literatura tém sido descritos

valores considerados ndo toxicos para residuosidiiezma presentes no organismo apés
inalacdo durante 2 ou 8h (0,03 a 0,6 e 0,5 a 1 ppspectivamente). Entretanto, ndo esta
especificado um limite maximo para a presenca dehina como contaminante em produtos
injetaveis, o que dificulta a interpretacdo do Mlesio. Desta forma, limites maximos

aceitaveis em vacinas conjugadas deverao ser kestalos pelos 6rgaos regulatérios como a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISAF®A, em um futuro proximo.

As andlises realizadas para a avaliagdo de cordategno produto a granel da vacina
conjugada MenPSC-TT (lote 03/05) mostraram a ais@ecresiduos de dihidrazida do acido
adipico, utilizando cromatografia de exclusdo mdeg através de um procedimento
utilizado rotineiramente no controle de outras nasiconjugadas. Para a detec¢ao de cianeto
foi padronizado um método fotométrico, descritoeentmente (UPADAHYAY & GUPTA,
1984). O método proposto mostrou-se com sensib#idalequada (0,002 — 0,5 ppm) para a
deteccdo das concentracbes de cianeto nas amos¢ras,a presenca de interferentes
provenientes da reacao de conjugacdo. O produtarelgdo conjugado MenPSC-TT néo
apresentou residuo de cianeto, enquanto as coac@esr obtidas para amostras do produto a
granel da vacina conjugada contra Hib foram simdaaos valores descritos em laudos
externos de andlise. Estes resultados sugeremséifidade de utilizacdo do método para

outras vacinas conjugadas que utilizem reagentestitddos de ions cianeto no processo de
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producdo. Para avaliacdo completa da possibilida@demprego do método no controle de
processo de vacinas conjugadas, devem ser reaizamkaios de validacdo utilizando-se
reagente padréao de cianeto.

Em relacdo aos outros testes preconizados pela, M8 avaliacdo da inocuidade
apresentada pelo produto a granel, o lote estudad@aprovado em todos 0s ensaios
realizados, demonstrando a possibilidade da w#izalo mesmo na etapa de formulacao e
obtencédo do produto final (WHO, 2004). Finalmemteproduto final da vacina conjugada
MenPSC-TT foi aprovado nos testes fisico-quimices cdntrole de qualidade para o
doseamento do teor de polissacarideo conjugadarosac e umidade, demonstrando o
sucesso e adequacao das etapas de envase afahblizDa mesma forma, a vacina conjugada
MenPSC-TT liofilizada (lote 40gpresentou resultados satisfatorios nos ensaitigylmos do
produto final, incluindo um baixo teor de endot@xidetectada pelo tesie vitro (LAL),
sugerindo que a mesma possui composi¢cao seguraigrais (WHO, 2004).

A taxa de polissacarideo livre presente no conjodadde 15,6%. Os requerimentos
da OMS nao estabelecem um valor madximo permitidgpaléessacarideo livre na vacina
conjugada contra meningococo grupo C. Apesar dekiga taxa encontrada esta de acordo
com limites preconizados para algumas vacinas gadps contra Hib, onde um maximo de
20% do polissacarideo PRRP livre é aceito (CUERY@l.e 2007). Beuvery et al. (1983a)
obtiveram um conjugado PSC-TT pelo método da céarb@h, com 10% de acucar livre.
Entretanto, os pesquisadores estudaram a adicgoatgidades de polissacarideo grupo C
livre, na resposta IgG ao conjugado PSC-TT e nawmregraram qualquer supressao da
resposta ao componente polissacarideo do conjugad@utros estudos, Cuello et al. (2006)
encontraram um conteddo médio de 21% de agucag, Ipara conjugados de PSC. De
qualguer forma, a avaliagdo do teor de acucar ligrede extrema importancia no

desenvolvimento destas vacinas, ja que tem sidosinada tolerancia imunoldgica apés
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repetidas injecbes da vacina polissacaridica mendwca contra o grupo C, em adultos e
criancas, 0 que inviabiliza a utilizacdo desta wace de vacinas conjugadas com altos
percentuais de acgucar livre (RICHMOND et al., 2QDDKHDAR et al., 2003).

Os lotes de conjugados produzidos mostraram baikess de acucar, conforme as
taxas de raz&do acucar:proteina apresentadas (@2).aEstas taxas sdo similares as taxas
descritas em outros estudos, que também utilizaanmac&do redutiva como técnica de
conjugacdo (ANDERSON et al., 1986; WANG et al., 20CARMENATE et al., 2005).
Futuramente, com a consolidacdo do processo deugiodde lotes maiores, serao
estabelecidos os limites aceitaveis desta razé® masmos serdo utilizados para avaliar a
consisténcia de producéo em escala industrial (IBRIFFITHS & FEAVERS, 2004).

O peso molecular do polissacarideo nativo avaligohy espectroscopia de
espalhamento de luz (MALLS) foi correspondente & Da. Em estudos prévios, foi
encontrado um valor similar de 908 KDa, utilizarsboeromatografia de exclusdo molecular e
dextranas com peso molecular conhecido (BASTOSS)2@Xtes valores estdo compativeis
com resultados descritos na literatura que relacouma faixa de peso molecular entre 700 a
2.000 KDa para o polissacarideo do grupo C (JUMHEQ, & BOLGIANO, 2002). O peso
molecular de diferentes lotes de MenPSC ativaddéamfoi determinado anteriormente,
pelo mesmo sistema de cromatografia de exclusate observou-se um intervalo de 7,4 a
8,3 KDa, apls a reacdo de oxidacdo com periodatedd®, sob as mesmas condi¢cdes
descritas no presente estudo (BASTOS, 2005). Hstéissacarideos apresentaram uma
acentuada diferenca quanto ao volume de eluicdoekrdo as amostras nativas, mostrando
um padréo de eluicdo caracteristico para a moléaxildada, decorrente do processo de
clivagem oxidativa seletiva com periodato de sq@8ASTOS, 2005). Por outro lado, neste
mesmo estudo ndo foi possivel a avaliacdo adequ@dgpeso molecular do TT e

consequentemente do conjugado MenPSC-TT, porqu&ehoma super-estimacado dos



117

valores observados (BASTOS, 2005). Outros estuélos demonstrado a limitacdo da
cromatografia de exclusdo molecular na determindggoeso molecular de glicoconjugados,
com a obtencdo de valores superiores. Os pesquesadageriram a utilizacdo da mesma
técnica cromatografica, associada a deteccdo pmmcisscopia de espalhamento de luz
(SEC-MALLS) (WEN, ARAKAWA & PHILO, 1996; JUMEL, HC& BOLGIANO, 2002).

Para assegurar a eficacia de vacinas, os produfereem promover 0 asseguramento
da qualidade, consisténcia lote a lote e a esfabid de cada vacina produzida. Alguns
meétodos fisico-quimicos tém sido descritos comas ut@ determinacdo da integridade e
estabilidade estrutural de vacinas conjugadas erpomiclusive ser correlacionado com
ensaios biologicos (BOLGHIANO et al., 2001; CUER¥0al. 2007). Como exemplo cita-se
a cromatografia de exclusdo molecular, onde podelsservada uma diminuicdo da area
correspondente a eluicdo do conjugado. A estall#idda vacina conjugada MenPSC-TT
liofiizada estocada a 4°C durante diferentes pisofoi avaliada através do perfil
cromatografico em cromatografia de exclusdo e getarminacéo de titulos de IgG, apds a
imunizacdo de camundongos. A vacina conjugada peycea estavel por mais de 2 anos
apos os processos de envase e liofilizacdo, serhumen alteragcdo de &rea no perfil
cromatografico, correspondente a eluicdo da maécahjugada. Além disto, os titulos de
IgG induzidos pela vacina no momento da produgéavase se mantiveram similares aqueles
observados ap0s diferentes periodos de armazeraniesitidos prévios tém demonstrado
qgue o TT como proteina carreadora € mais estaeeC&M o7 € que conjugados que utilizam
a proteina tetanica, podem permanecer imunogénicesmo em altas temperaturas
(BOLGIANO et al., 2001; HO, BOLGIANO & CORBEL, 20p1Cuervo et al. (2007),
estudaram a relac@o existente entre testes fisicoicps e bioldgicos no asseguramento da
estabilidade de uma vacina conjugada de oligodsiecer sintéticos de Hib com TT, através

de cromatografia de exclusédo, avaliacdo de teoagdear livre, titulos de IgG contra o
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polissacarideo e atividade bactericida dos antaor®s autores concluiram que existe uma
boa correlacdo entre a porcentagem da area docpyooatografico da vacina e o teor de
acucar livre, entre os titulos de 1gG e a atividbdetericida e entre os titulos de IgG e o teor
de acucar livre. Em funcao dos resultados elesuseypm a utilizacdo do teor de agucar livre
como o melhor indicador de alteracbes na atividaaeinolégica da vacina. O
estabelecimento da estabilidade da vacina conjugadd®SC-TT em tempo real continua em
andamento, da mesma forma que futuramente serdicades ensaios de degradacéo
acelerada, utilizando-se diferentes temperaturasrdazenamento.

Na resposta imune induzida pelos polissacaridepsutares (antigenos TI-2), é
observada uma resposta intensa e temporaria degdmdle anticorpo do isotipo IgM, com
baixa afinidade e sem inducdo de memoria imunadddiste tipo de resposta € encontrado
apenas em criancas com idade superior a 18 maesadpd presenca de uma sub-populacéo
de células B especificas capazes de reconhecepender ao antigeno (MOND, J.J., LEES,
A. & SNAPPER, 1995; RUBINSTEIN et al., 1998). Emmaandongos, esta sub-populagéo é
definida pela expressdo de Lyb5 e outros marcad@@&IN et al., 1983). Entretanto,
criangcas menores e susceptiveis & doenca causadagbérias encapsuladas, ndo sdo capazes
de responder as vacinas polissacaridicas e comgeqiente ndo podem ser imunizadas,
permanecendo expostas aos microrganismos. Pararadigte padrdo de resposta fraca e
limitada muitos pesquisadores tém utilizado proxessle conjugacdo quimica dos
polissacarideos a proteinas carreadoras, convertenthtureza da resposta imune a uma
forma dependente de células T auxiliares, com a@uygdo de IgG na fase secundaria
(PEETERS et al., 1992; RUBINSTEIN et al., 1998). €dsjugados devem assim, induzir a
producdo de anticorpos contra o polissacaridecutzps a proteina carreadora, em criangas
com apenas 2 meses de idade, em decorréncia daciee entre células B especificas do

polissacarideo e células T que reconhecem epitopas proteina carreadora
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(LANZAVECCHIA, 1985; 1986). O complexo PS-protei@éanternalizado pela célula B via
seu receptor Ig de superficie (BCR), especific8olsto leva ao processamento da proteina
na célula B e a apresentacéo dos peptideos aadlwduxiliares, juntos com complexos de
MHC na superfifie das células B (LANZAVECCHIA, 198886). Desta forma, as células B
tém a funcao de células apresentadoras de antig8R&y. Estes mecanismos constituem a
primeira fase da imunidade de células B regulaetes gjuda cognata de células T auxiliares.
Imunizacdes repetidas aumentam o namero de célukasxiliares especificas da proteina
carreadora que fornecem ajuda para as ceélulas Bciisps do PS, resultando na
diferenciacdo de células B em plasmadcitos de cduaeacdo. O desenvolvimento dos
plasmadcitos corresponde a segunda fase da redpastaral observada para antigenos T-
dependentes (LANZAVECCHIA, 1985; 1986; McHEYZER-WIAMS & McHEYZER-
WILLIAMS, 2005).

A avaliagdo da resposta imune induzida pelas w®acionjugadas contra
N.meningitidis grupo C, deve considerar um aumento maior ou igublezes dos titulos de
anticorpos nos soros pés-imune em relacdo ao preemalém de aumentada avidez dos
anticorpos especificos ao grupo C (BORROW et d@012 BORROW, BALMER &
MILLER, 2005; GIRARD et al., 2006). Desde os eswd® Gotschlich, Liu & Artenstein.
em 1969, tem sido amplamente aceito que existecomalacdo entre os niveis de anticorpos
com atividade bactericida presentes no soro e giotémunoldgica contra a doenca
meningococica causada pelo grupo C. Baseado ematistas de eficacia e na propor¢cédo de
individuos que respondem as vacinas conjugadas @msvestudos clinicos, tem sido
demonstrado que o titulo de atividade bactericieldl: @ é o titulo minimo necessario para
imunidade protetora de curto prazo para o grupguando se utiliza soro de coelho como
fonte de complemento no ensaio (BORROW et al., 2BORROW, BALMER & MILLER,

2005).
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Neste estudo, os lotes iniciais de conjugadosjabem escalas menores (200 a 2.000
doses), foram avaliados em camundongos utilizaedg¥sprotocolo de imunizacao via intra-
muscular, com 3 doses e intervalos de 21 dias astd®ses. Posteriormente, os lotes obtidos
na escala maior (20.000 doses), foram estudadasreprotocolo de imunizacdo otimizado,
empregando-se apenas 15 dias de intervalo entd®ses. Todos os lotes de conjugados,
obtidos em escalas menores (lotes 26, 29 e 3@mfamunogénicos em camundongos,
apresentando altos titulos de IgG com elevadadatié bactericida, quase 200 vezes
superiores a diluicdo de 1:8, utilizando-se sorcaleaia. Este titulo é correlacionavel com
protecdo a doenca meningococica causada pelo GryBORROW et al., 2001; BORROW,
BALMER & MILLER, 2005). Além disto, nos estudos dose-resposta no mesmo lonode
animal, todas as concentracfes da vacina conjudad®SC-TT liofilizada (lote 40), obtida
em escala de 20.000 doses, foram capazes de geranmaento de 10 a 20 vezes nos titulos
de IgG, de forma dose-dependente, quando comparada a resposta induzida pelo
polissacarideo nativo, com um significativo aumeayiés a 22 dose de refor¢o. Esta resposta
de anticorpo claramente tem caracteristicas de nesposta dependente da participagdo de
células T apdés o acoplamento do polissacaridewanaiti proteina carreadora, ja que foi
observada memdria imunoldgica. Similarmente uma ingacconjugada, utilizando
oligossacarideo sintético de estreptococo grupoGBS|) tipo Ill, induziu uma elevada
resposta humoral com maiores titulos de IgG em ndongos, quando comparada a resposta
observada com o oligossacarideo ndo conjugado (WAN&., 2003). A resposta imune da
vacina conjugada MenPSC-TT também mostrou umadatié funcional apropriada com
titulos de atividade bactericida superiores a fiaéBa todos os grupos de animais vacinados
(0,1, 1 e 10 pg/dose), enquanto MenPSC nativondiziu titulos significativos.

A magnitude e o espectro de isotipo de anticogxyessados e secretados por

células B especificas do antigeno fornecem a medala sensivel e quantitativa da ajuda
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cognata de célulasin vivo. Através dos sinais de contato entre as célua€i40 e CD40L

e B7 e CD28, presentes na célula B e T, respectimtenocorre a mudanca de classe de
isotipos de imunoglobulinas para subclasses fixalde complemento como IgG2a, 1gG2b
ou IgG3 e IgGl, dependendo do tipo de citocina ymmth pelas células T auxiliares,
caracterizando a via de ativacdo de células Th&2dg IgG3) ou Th2 (IgG1), em modelo
murino (CHU et al., 1983; GERMAN et al., 1995; BUCHANAN, ARULAMNNDAM &
METZGER, 1998; SABIROV & METZGER, 2006). Nestes retwb, a resposta a vacina
polissacaridica €é restrita aos isotipos IgM e IgGRostra um perfil imune similar aquele
observado no homem (RUBINSTEIN & STEIN, 1988a; 1938&nquanto a vacina conjugada
induz maior concentracdo de IgG1 (RUBINSTEIN etE98; BUCHANAN et al., 2001).

A vacina conjugada MenPSC-TT obtida com a metaglalproposta neste estudo
(1pg/dose), induziu altos titulos dos isotipos IgGIg@2b, com valores significativamente
mais elevados de 1gG2b apds a 12 dose e sem deed§G2a. Este aumento de titulos de
IgG1 e IgG2b correlaciona-se com a significativiai@dade bactericida do soro de animais
imunizados com a vacina conjugada. Apesar de IgggRa isotipo mais efetivo em ativar
complemento e promover a ligacdo ao receptgRFem células fagociticas, no modelo
murino, o isotipo IgG2b também €& um bom indutolisie bacteriana (RUBINSTEIN et al.,
1998). Além disto, 0 mecanismo adicional envolvjglmderia ser a opsonofagocitose, via
receptores especificos para IgG2b e IgG1, em madalno (UNKELESS, SCIGLIANO &
FREEDMAN, 1988). Consistentes com esta hipéteseaddians estudos que sugeriram a
associagcdo de titulos de IgG1 com a atividade fmmatecontra meningococo grupo B e
atividade opsonizante no modelo de protecéo cameamococos (ALONSO DEVELASCO
et al., 1995; PON et al., 1997). Por outro ladm ftd descrita a participagdo expressiva de
mecanismos opsonofagociticos na protecdo confead#&a N.meningitidis grupos A e C

(DEVOE & GILCHRIST, 1973; GRIFFISS et al., 19BQSLEGO et al., 19932 O0LMAN,
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1995; WHO, 2000). Resultados similares foram olz#ys com um conjugado MCPS-TT
obtido por aminacdo redutiva. A resposta de amg@dpi predominantemente do isotipo
IgG1, seguida de menor quantidade de IgG2b e nergaroentual de 1gG2a, também em
modelo murino(GARCIA-OJEDA et al., 2000). Por outro lado, um gmado PSC-TT
produzido pelo método da carbodiimida, induziu dorge resposta de IgG1 e poucos titulos
de 1gG2a e IlgG2b em camundongos, sugerindo quejogamlo se comporta primariamente
como um antigeno T-dependefBEUVERY et al., 1983a)Em estudos mais recentes, a
imunizacdo de camundongos, com vacinas conjugami@sacpneumococos, sem 0 uso de
adjuvante, induziu primariamente IgG1, enquantdigé® do adjuvante LT-R72 provocou o
aumento das sub-classes IgG2a e 1gG3, associagapa@sta Thl (RICHTER et al., 2004).
Cuello et al. (2007) obtiveram um conjugado cootigrupo C, utilizando a mesma proteina
carreadora, mas com uma nova metodologia de cagogds pesquisadores observaram
uma resposta com predominancia dos isotipos IggG2a, em camundongos (CUELLO et
al., 2007). Vale a pena salientar que embora aopcép das sub-classes de IgG induzida por
um processo de vacinacdo possa diferir basead@mald vacina, grupo do polissacarideo,
proteina utilizada para conjugacao e idade dos)ados, a determinacgéo do isotipo induzido
€ essencial para a caracterizagdo da resposta {(RINI2LOW et al., 2006).

A resposta imune induzida por adjuvantes compostessais de aluminio é
predominantemente caracterizada pela participag&@llilas T auxiliares Th2, responsaveis
pela indugdo de mudanca de classe para IgG1l, @wa fesposta tipo Thl (GUPTA et al.,
1993;GUPTA, R.K. & SIBER, 1995). O mecanismo de acaooéngo € a formacdo de um
depdsito que resulta na exposicao prolongada dgeawot levando a uma melhor resposta
imune (Gupta, 1998). O esquema de imunizagéo ceatiaa conjugada MenPSC-TT obtida
no presente estudo, utilizou o hidréxido de alumigcomo adjuvante, porque ele é um dos

dois Unicos adjuvantes aprovados para uso humamnambBervada a expresséao significativa
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de 1gG1, apesar da inducéo superior de 1gG2b pis@stimulado por pequenas quantidades
de TGFB, que é produzido por varias células presentes meosa e em outros tecidos,
atuando em conjunto com IL-5, citocina produzidagsulas Th2. Além disso, IL-5 estimula
a proliferacdo de células B e a producédo de apisorO fendtipo de células T (TO, Thl e
Th2) observado apoés estimulacdo do antigeno éndietedto pelo perfil de citocinas e isotipo
de imunoglobulina induzidos. A avaliagao de citasimduzidas pela vacina MenPSC-TT foi
realizada através da marcacgéo intracelular em @nsk citometria de fluxo, utilizando-se
anticorpos contra IFN; IL-4 e IL-10 e estimulo apenas com o préprio agagoin vitro. Os
resultados obtidos com IFNforam expressivos apenas em um ensaio, com umvarge
percentual de marcacéo dos esplendcitos de camgosianunizados com 2 doses da vacina
conjugada. Infelizmente estes resultados n&o sedepram em ensaios subsequentes
utilizando o mesmo numero de doses ou 3 doses diae®m suspensdo bacteriana. Da
mesma forma, os resultados com as outras citop@sguisadas, com a marcagao de CD69
em células T ativadas e de CD44 em células T codtifeo de memdéria, ndo apresentaram
relevancia estatistica em relacdo aos animais alentAs dificuldades de deteccdo das
citocinas e de moléculas de ativacdo podem eskarigradas ao protocolo experimental
utilizado para estimulacdio vitro com o antigeno especifico. A concentracdo es@ltia
conjugado foi baseada nos ensaios de ELISPOT, dpdedo imundgeno, utilizadas por
poco, foram suficientes para estimulacdo e detedgi@lasmaécitos produtores de IgG,
durante 16h. O aumento desta concentracdo pagdp@;o de antigeno ndo alterou o
percentual de células coradas. Outro ponto impirtan o tempo de incubacdo para
estimulacdo maximan vitro, nas condi¢cbes experimentais utilizadas. O peripdaimo
estudado (16h) talvez ndo tenha sido suficienta @ardeteccdo de células T efetoras
envolvidas na resposta ao antigeno e capazes dazpraitocinas. Chattopadhyay, Yu &

Roederer (2006) propuseram um protocolo para diaede células T CD4 produtoras de
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citocinas em resposta a antigenos, utilizando @pids co-estimuladores anti-CD28 e anti-
CD49 e estimulacdo em periodos de 6 a 24h, naitentlee aumentar a expressao de células
T detectadas. Varios estudos tém demonstrado asidade de utilizacdo do anticorpo anti-
CD28 ou de cultivo por 96h para melhorar a senddike de ensaios vivo de expresséo de
citocinas e clones de células T especificos degambs (ROSTAING et al., 1999;
ROBINSON et al.,, 2002, MUTHUKKUMAR & STEIN, 2004)Outra hipotese para a
interpretacdo dos resultados obtidos seria a pbdatte de interacdo entre as células Be T
ser unidirecional, ou seja, estaria ocorrendo aparguda cognata das células T auxiliares as
células B. Neste caso, as células B estariam apegsto 0 antigeno normalmente para atrair
células T auxiliares previamente ativadas ou cglda memoria, nas regides de centros
germinativos, o que levaria muito tempo para a cdde de citocinas produzidas. Esta
hipétese é baseada nos ensaios realizados porirEgdteal. (1995), que estudaram a
capacidade de células B estimularem células T nheiedongos transgénicos, deficientes em
células Bin vivo.

Mesmo nao tendo sido detectadas quantidades ex@®sle citocinas, Nnovos ensaios
devem ser realizados utilizando-se um protocoleeerpental otimizado, com o objetivo de
elucidar o mecanismo de interagdo existente erstreélulas B e T na resposta a vacina
conjugada MenPSC-TT. Para uma andlise global adegudeve-se tomar cuidado na
interpretacdo dos resultados obtidos para que ajgouma simplificacdo da resposta imune,
que na verdade é constituida de resposta completida@ela participacdo do componente
inato e por diferentes sub-populacdes celularesnpvendo um balango para a eliminagao do
microrganismo causador da doenca infecc{B&8.SO, 1995; ALLEN & MAIZELS, 1997).

O processo de maturacdo da afinidade de anticeqp@s a imunizacao priméria com
um antigeno T-dependente ocorre em funcdo do teaypis inoculagBes repetidas. Este

processo € um marcador da inducdo de memdria itbgical O somatério de todos os pontos
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de ligacdo com alta afinidade presentes nos apbtsoresulta na maior avidez dos mesmos
pelo antigeno, ou seja, na capacidade de ligacggnmem baixas concentracdes. Alguns
autores tém demonstrado que anticorpos contraisspoarideo capsular, com maior avidez
sdo mais ativos na inducdo da lise bacteriana m@d@ar complemento (GOLDBLATT,
1997; BORROW et al., 2001; HARRIS, FINN & GRANORR03; BORROW BALMER &
MILLER, 2005). A avaliagcdo da avidez de anticorpos produzidos psmterealizada por
diferentes métodos, utilizando agentes desnatiwamstgazes de desfazer as ligacfes fracas,
permanecendo assim apenas aquelas resistentes deatds agentes (GOLDBLATT, 1997).
Entretanto, € de fundamental importancia a avaliaga ligacdo antigeno-anticorpo na
presenca de um agente desnaturante, como tiocideamonio, ap0s a determinacao prévia
da diluicAo apropriada do soro, onde todas as aasogiossuam a mesma faixa de
absorbancia. Caso contrario 0os soros seriam coogmreaom concentracdo diferente de
anticorpos e nado seria possivel a avaliacao reahdioe de avidez (IA) dos mesmos. Neste
trabalho foi utilizada a metodologia descrita pooldblatt (1997) e citada por outros
pesquisadores (McCLOSKEY, TURNER, GOLDBLATT, 199%ASE et al., 2003), para
avaliacdo da avidez dos anticorpos induzidos pderafites concentracdes da vacina
conjugada MenPSC-TT. O grupo de camundongos imdos&za&om fjig/dose da vacina
apresentou IA mais alto, apds repetidas injecodsi esseguido pelo grupo que recebeu
0,1lug/dose. Embora os animais imunizados comgldose tenham apresentado altos titulos
de IgG e atividade bactericida, o IA foi mais bague os dos outros grupos, sugerindo que a
guantidade excessiva de antigeno localizado entaséloliculares dendriticas, presentes em
regido rica em células B, pode reduzir a competg@ermitir a produgcédo de anticorpos com
maturacdo de afinidade mais baixa (WANG et al.,020Warios estudos com vacinas
conjugadas contra diversas bactérias encapsuladas pneumococos, Hib e estreptococos

tém demonstrado a importancia da avaliacdo da avds anticorpos produzidos, como um
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marcador do sucesso da imunizacéo primaria e éstabento de memoria (ANTILLA et al.,
1998; GOLDBLATT, BORROW & MILLER, 1998; BAKER et al2007).

Os coeficientes de correlacao (r) obtidos entreste de ELISA tradicional, atividade
bactericida do soro e ELISA de alta avidez foratsuwados incluindo amostras de soros de
animais antes e ap0s imunizacdo com a vacina cagulylenPSC-TT. O teste de ELISA
tradicional apresentou uma correlacdo levement@rgupcom o teste de avaliacdo da
atividade bactericida do soro, quando comparadersaio de ELISA de alta avidez. Este
resultado sugere a possibilidade da vacina conaugadar induzindo predominantemente
anticorpos com alta atividade funcional no modetmal utilizado, conforme publicado
anteriormente para anticorpos humanos (BURRAGH. e2@02; VERMONT et al., 2004).
Entretanto, outros estudos encontraram uma melbowelacdo entre o teste de atividade
bactericida e o0 ensaio de ELISA de alta avidezesndo que nem todos os anticorpos 1gG
especificos induzidos pelas vacinas meningococemagugadas contra o grupo C, em
camundongos ou humanos, mediam a atividade badeerito soro (GHEESLING et al.,
1994; GOLDBLATT, 1997; AASE et al., 2003; CARMENATH al., 2005).

Os resultados dos estudos dose-resposta comravamnjugada MenPSC-TT, obtida
pelo método modificado de aminacao redutiva, detranasn que a dose d@d foi a melhor
dose para inducdo de resposta imune em camundangas, justificou a sua escolha para os
ensaios posteriores. Esta dose que representadd/Hdse humana (t§ em 0,5 mL), é
proporcional ao menor peso dos animais e estéald@com a relacdo de dose que tem sido
normalmente utilizada para a imunizagcdo de camugmooom vacinas contra meningococos
(INFANTE et al,, 2001). A determinacdo da relac&usedresposta € essencial para o
estabelecimento da quantidade minima necessarniandenundgeno capaz de induzir uma

resposta imune 6tima, com limitada reatogenicidBa&ER et al., 2007).
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Uma das caracteristicas da resposta imune a vacogagadas é a inducdo de
anticorpos contra a parte sacaridica e a porcaipaoda molécula, em decorréncia das
interacbes entre células B e T, ap0s a estimulagdm o antigeno conjugado
(LANZAVECCHIA, 1985; 1986). A deteccao de anticogpinduzidos pelo toxoide tetanico,
utilizado como proteina carreadora, pode ser w#izde forma direta por ensaios
imunoenzimaticos (ELISA)n vitro ou indireta por ensaios de soroneutralizagéwivo
(WHO, 1990). O ensaio de soroneutralizacdo deternoirtitulo anti-toxico em soros de
animais imunizados com vacinas contendo a protetdaica, através da inoculacdo do soro
em presenca de toxina padrdo previamente aferidae Ber utilizada uma dose teste da
toxina correspondente a 1L+/10 (Limite de morte),seja, menor quantidade de toxina que
quando combinada com 0,1Ul de antitoxina de retsérprovoca a morte de 100% dos
animais no peridodo de observacédo estipulado (9B )valores das doses efetivas medias
(DEsg) das vacinas em estudo e da vacina de referéaciaeterminados mediante método
estatistico que promova a transformacdo dos ddotidos em regressao linear, como faz o
Probito. Este método € amplamente utilizado no iB@sa a determinacdo da atividade
imunogénica de vacinas anti-tetanicas adsorvidaacdrdo com a Farmacopéia Brasileira (42
edicdo, 2° fasciculo, 2000). As vacinas aprovadamsaio sdo aquelas que apresentam
atividade imunogénica 2UI/mL. A resposta a vacina conjugada MenPSC-Tlidabneste
estudo foi avaliada por ensaio de soroneutralizag@&ocamundongos, de acordo com o
protocolo utilizado pelo INCQS, orgédo responsawb montrole de qualidade de vacinas no
Brasil. O soro de referéncia DT e a toxina tetapadrao foram fornecidos pelo INCQS. A
vacina conjugada apresentou uma poténcia supequoela observada pela vacina de
referéncia (>3,1&s 2 Ul/mL). Da mesma forma, uma vacina conjugaddraddib produzida
em Bio-Manguinhos, com metodologia de conjugacderehte, mas utilizando a mesma

proteina carreadora, apresentou uma poténcia euperi3,16 Ul/mL. Estes resultados
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demonstram a presenca de anticorpos anti-TT indszeéim quantidade adequada para a
promocdo de soroneutralizacdo da toxina tetanicsuleseqiente protecdo dos animais
inoculados, nas duas vacinas conjugadas em quiezadda TT como proteina carreadora.
Durante o desenvolvimento de novas vacinas bactsia de extrema importancia a
realizacdo de ensaios que possam avaliar a protecanimais imunizados em modelos de
infeccdo experimental. Estes ensaimsivo sdo propostos porque sdo capazes de modular os
eventos complexos que ocorrem na presenca de smgamipatogénicos vivos. Entretanto,
tais modelos aimais ndo sdo ideais e nem semprediggem a doenca humana, como
acontece com a doenca meningocochtaeningitidis ndo € capaz de colonizar e induzir
doenca em camundongos, principalmente porque nésegae retirar ferro de proteinas
transportadoras de ferro do animal, que é necespara a sua multiplicacdo na corrente
sanguinea. Por outro lado, camundongos tratados feom podem ser infectados com
meningococos e desenvolvem uma doenca aguda éVMEINBERG, 1974; LETENDRE &
HOLBEIN, 1983; TSAI, DYER & SPARLING, 1988). Estatervencdo é capaz de assegurar
0 crescimento do microrganismo e a inducdo de nmmotechoque endotdxico, devido a
liberagédo de grandes quantidades de vesiculas nkbnraea externa contendo LOS e citocinas
pré-inflamatérias (VERHEUL, SNIPPE & POOLMAN, 199®/IRLASHARI, HAGBERG
& LYBERG, 2002; JESSOUROUN et al.,, 2004; GORRINGE EL., 2005). O modelo
hiperferrémico de infeccdo com meningococo gruptiBlesenvolvido por Sifontes et al.
(1997), onde camundongos imunizados com a vacird/EANGOC-BC foram protegidos do
desafio com diferentes cepas do grupo B, isoladascabos clinicos. Posteriormente,
Jessouroun et al. (2004), utilizando o0 mesmo modelano, demonstraram a protecéo de
animais imunizados com uma vacina brasileira cootgrupo B, contendo OMVs e LOS
detoxificado, de infeccdo meningococica e chogeics®induzidos por cepas homdlogas e

heterdlogas. Os autores concluiram que o modeloaré similar a doenga em humanos e
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propuseram a inclusdo da medida de marcadores ke qeara avaliacdo dos efeitos
protetores de imunogenos (JESSOUROUN et al., 2@3¢s estudos foram utilizados para a
adaptacdo do modelo murino na avaliacdo da protegduzida por diferentes lotes de
conjugados MenPSC-TT, obtidos em diferentes esaadate estudo, utilizando uma cepa
heteréloga deN.meningitidis grupo C (N1002/90). Os lotes de conjugados estgléaram
capazes de induzir taxas superiores a 88% de pm&fetiva ao prevenir a mortalidade de
camundongos de infeccdo meningocécica, induzida o suspensdo de desafio
correspondente a 5-10 BJ-1 ano apds a imunizacdo primaria. Entretantoplsgacarideo
nativo, ndo conjugado, induziu baixas taxas deegémt dos animais, préximas aquelas
observadas para o grupo controle Y8.00% de mortalidade), sugerindo a participacdo de
anticorpos protetores mantidos apos um longo perdedmunizacéo.

Vérios estudos tém descrito a presenca de plasmséde longa duracdo secretando
anticorpos IgG com alta afinidade, em animais immathds com diferentes vacinas, como
mecanismo importante da imunidade humoral pararetifes patégenos (SLIFKA et al.,
1998; CROTTY et al., 2003; HAMMARLUND et al., 2008Jomo o polissacarideo, antigeno
TI-2, € capaz de induzir apenas titulos de anta®os isotipos IgM e 1gG3, que tém meia-
vida curta e baixa afinidade e n&do induzem o elgein@ento de células B de memodria ou
plasmadcitos de longa duracdo, os resultados olikesvao ensaio de desafio ndo sao
surpreendentes (NEUBERGER & RAJEWSKY, 198UNKELESS, SCIGLIANO &
FREEDMAN, 1988; RUBINSTEIN et al., 1998).

Além do papel de anticorpos na prote¢do, outrosanmiemos podem estar presentes
no modelo murino de infeccdo. Mecanismos de imul@dmata s&o importantes para a
eliminacdo da bactéria, jA que células fagocitimsonhecem a presenca de padroes
moleculares associados a patdgenos, como o LP&@#rias gram-negativas, em adi¢cao aos

anticorpos induzidos pelos conjugados (MEDZHITOV BANEWAY JR, 2000). Os
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primeiros mecanismos de defesa mobilizados na gate@os meningococos pertencem a
imunidade inata com a participacdo dos fagocitosanocleares, neutrofilos, células NK,
proteinas ligadoras de manose e sistema complend&nfoi descrito que células fagociticas
como os macrofagos tém um papel importante na ihadei inata em modelos animais de
infeccdo bacteriana (MEKORI & METCALFE, 2000). Apesda protecdo a doenca
meningocaocica ser principalmente correlacionada agmesenca de anticorpos bactericidas,
€ importante considerar a resposta imune celutanm®rte da bactéria por fagocitose, como
fatores importantes na defesa do hospedeiro (DLAVEER_A"ALDEEN, 1996; INFANTE

et al., 2001). Richter et al. (2004) também utrira um modelo murino de infec¢éo letal por
pneumococos, para avaliar protecdo maternal coiaf@or glicoconjugados e concluiram ser
um modelo adequado para estudar a infeccdo de +eat®m causada por bactérias
encapsuladas.

A terceira fase da resposta imune a antigenos @ndigmtes consiste no
estabelecimento de regides ricas em células B,enicids como centros germinativos. Estes
centros germinativos séo expandidos, se diversifieselecionam variantes de alta afinidade
de células B especificas do antigeno para a enmadaompartimento de células B de
memoéria, de longa duracdo. Sob re-exposicdo amesmati células B rapidamente se
expandem e se diferenciam em plasmécitos sob orotentle células T de memodria
(MCHEYZER-WILLIAMS & McHEYZER-WILLIAMS, 2005).

O ensaio de ELISPOT € uma ferramenta poderosagpdeteccdo e analise de células
individuais que secretam uma proteina particiiarvitro. Embora o ensaio tenha sido
originalmente desenvolvido para a andlise de clglee secretam anticorpos em resposta a
antigenos especificos (CZERKINSKY et al., 1983; &MICK et al., 1983), atualmente ele
tem sido adaptado para medir a frequéncia de sdlula produzem e secretam uma variedade

de outras moléculas efetoras como citocinas (MEWKREN et al., 2004). Para a deteccéo de
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células produtoras de anticorpos, os linfocitosgdqueados em placas sensibilizadas com o
antigeno. Os anticorpos se ligam ao antigeno maharca imediata de células produtoras do
anticorpo especifico. Os “spots” de anticorposdagmasao entdo detectados através da enzima
acoplada ao anticorpo anti-imunoglobulina e ao égeno. Desta forma, pode-se medir o
namero de células produtoras de “spots” (CPS) ésmecapos desafio com o antigeno.

De maneira geral, antigenos T-dependentes comougamos PS-proteina
administrados parentalmente podem tipicamente indegpostas CPS com predominio de
IgG e titulos de IgG sistémico no soro. No nossadesforam estudadas as frequéncias de
CPS, produtoras de IgG, induzidas pela adminstrggiienteral de lotes de conjugados
MenPSC-TT e MenPSC nativo em camundongos, que peodanticorpos contra diferentes
antigenos adsorvidos na placa. Células de bacmideaia imunizados com o conjugado
apresentaram frequéncia similar de CPS em respodtéenPSC e MenPSC-TT e, em menor
extensdo, também ao TT. Estes resultados demonstraxristéncia de sub-populacdes de
células B especificas dos componentes sacaridipmotéico do conjugado e do proprio
conjugado, no baco dos animais imunizados. Aléto déimportante destacar a capacidade
de reconhecimento e resposta das células dos aniseaisibilizados com o conjugado
MenPSC-TT a antigenos T-dependente (conjugado)Z(fpblissacarideo nativo). A analise
destes resultados sugere a participacdo de cdBulde memdria no bagco dos animais,
induzidas durante a imunizacé@o primaria e recrstadaante o desafio com a bactéria, com a
posterior proliferacdo e diferenciacdo em célulgsr@&lutoras de 1gG de curta duracdo, em
resposta ao antigeno adsorvido na placa, independansua natureza. A presenca de altas
freqliéncias de CPS entre os esplendcitos dos anicoairole, inoculados com PBS, em
resposta aos estimulos, sugere a existéncia deidade cruzada com outros antigenos
similares, provavelmente em funcdo do longo tempo ntnutencdo dos animais no

infectdrio. Este tipo de resposta inespecificadbservado principalmente nas células do
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baco, provavelmente devido a presenca de célulasaiBe, em estagios iniciais de
diferenciacdo e consequentemente mais susceptikeiserem ativadas em resposta a
diferentes estimulos policlonais do ambiente. Rdroolado, foram observadas frequéncias
elevadas de CPS nas células da medula de animaiszados com a vacina conjugada e um
namero menos expressivo de CPS nos animais caontrolavelmente devido a existéncia de
células B em estagio mais avancado de diferenci@céntas para responder especificamente
a re-exposicao ao imundégeno. Estas células B pgessea medula de animais imunizados por
longos periodos provavelmente correspondem asasélBl produtoras de IgG de longa
duracdo em resposta ao estimulo vacinal, des@utasarios estudos (SLIFKA et al., 1998;
GOURLEY et al., 2004; MANZ et al., 2005; McHEYZERNWLIAMS & McHEYZER-
WILLIAMS, 2005). Os plasmdcitos de longa duracd® s&lulas que sofreram todo o
processo de diferenciacdo e maturacéo da afinieladeesposta ao antigeno e migraram para
a medula Ossea devido a presenca de moléculas ed@dcadomo VLA-4, Syndecan-1 e
receptores de quimiocinas como CXCR4 e do microaméifavoravel. Células do estroma
da medula fornecem sinais para o estabelecimentices de sobrevivéncia no 6rgao, cuja
ocupacédo limitada depende de competicdo com cépriaexistentes (GOURLEY et al.,
2004; MANZ et al., 2005). Estas células podem sasideradas componentes celulares do
compartimento de células B de memodéria, que cordnbpara a memoaria sorolégica humoral
e sao capazes de secretar anticorpos com avided@ugquela apresentada pelos anticorpos
secretados por células B de memoria apds ativacadifezenciacdo (McHEYZER-
WILLIAMS & McHEYZER-WILLIAMS, 2005). Como consequéma dos processos de
infeccdo ou vacinagdo sdo detectados niveis parsist de anticorpos especificos contra
variola (periodo maior que 60 anos), toxoide tetjretc., durante décadas na auséncia de re-

estimulacdo ao antigeno (CROTTY et al., 2003; HAMRIAIND et al., 2003).
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Slitka et al. (1998) demonstraram em modelo mu@nexisténcia de uma fracéo
expressiva de plasmodcitos que podem sobrevivenmgnoar a secretar anticorpos com alta
afinidade contra um antigeno viral, por periodasipnos a 2 anos, ou seja, durante toda a
vida do animal. Os animais estudados foram depmetate células B de memdria por
irradiacdo e, portanto, estas células foram exatuidomo o grupo de reposicdo dos
plasmadcitos de longa duragcdo. Os autores ressalt@ranportancia do novo mecanismo na
manutencado da resposta humoral contra patdogeneshigicos. Resultados similares foram
encontrados com outras infeccdes virais (BACHMANNMle 1994; HYLAND et al., 1994;
SMITH et al., 1997). Outros estudos demonstraraenagucélulas B de memdria constituem o
grupo de células de reposicdo dos plasmocitos dgalauracdo, através da resposta a
estimulos policlonais como o CpG (DNA néo metilptdesente em patdégenos) ou atraves da
ajuda bystander de células T auxiliares (BERNASCARAGGIAI & LANZAVECCHIA.,
2002).

Da mesma forma que para outras bactérias extramedy a eficacia de vacinas
compostas de conjugados PS-proteina é comprovatmmetacionada a sua capacidade de
induzir protecdo através de anticorpos séricosndéedo imunidade de rebanho, através da
eliminacdo do estado de portador. Entretanto, éisende eficicia das vacinas conjugadas
contra Hib e meningococo grupo C, recentementeodoiridas no Reino Unido, tem
demonstrado casos esporadicos de falha vacinad peskoas vacinadas nao tinham o nivel
adequado de anticorpos circulantes e tornaramssmegtiveis & doenca. Como nestes casos
de infeccdo podem ocorrer invasao e doenca enBatépbs exposi¢cdo ao microrganismo, a
manutencdo de titulos de anticorpos com alta addetir de plasmocitos de longa duragéo,
foi considerado um mecanismo de grande importjoaia o estabelecimento de memoria,
em comparacdo com a resposta obtida a partir dacét de sub-populacdes de células B de

memoria especificas do antigeno, cuja ativacadifgmaxdo, diferenciacdo e producdo de
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anticorpos demoraria em torno de 4 dias (McCVERN®@MIg 2003; PICHICHERO, 2005;
KELLY, POLLARD & MOXON, 2005; KELLY et al., 2006).

A imunidade humoral, além de estar diretamentecilada com as respostas de
anticorpo, tem uma base celular onde células B@mdria sdo responsaveis por direcionar a
resposta rapida e especifica ao encontro subseqident um patdégeno ou antigeno. Esta
rapida e especifica resposta de memoria sob rese§umo € a base para vacinagao
(GOURLEY et al., 2004). As células B de memoriaete®lvem-se nos centros germinativos
apos reacdes celulares e moleculares que regutaspasta de clones antigeno-especificos.
Estas células, que carregam genes de imunoglobuliutados somaticamente, sobrevivem
em orgaos linféides na auséncia de antigeno pgokperiodos (McHEYZER-WILLIAMS
& McHEYZER-WILLIAMS, 2005). Existem varios sub-tisode células B de memodria
antigeno-especificas, definidos pelo isotipo décargo induzido e qualidade da regulacéo
cognata de células T, que dependem do antigene, diesde entrada e uso de adjuvantes.
Agematsu e col. (1997) identificaram uma sub-pogidade células B IgDno sangue
periférico, que pode ser diferenciada pela expeess CD27. As células com fendtipo
CD27'IgD" diferem de células B naive porque sdo capazesesigomder a estimulagdo
prooduzindo altos titulos de IgM, sugerindo que célolas ja sensibilizadas ou células de
memoria. Outra sub-populagdo definida de célulae Bnemdria com fendtipo CDAGD,
sdo ceélulas que sofreram mudanca de classe, ndetasecanticorpos mas expressam
imunoglobulinas (IgG, IgA ou IgM) com alta afinidada superficie e sao responsaveis pelos
anticorpos com maior avidez em uma resposta sedandELEIN, RAJEWSKY &
KUPPERS, 1998). CD27, um membro da superfamiliaedeptores do TNF, além de ter
vérias fungdes, parece ser um marcador importantetldilas B de memoria, que adquirem a
sua expressao nos centros germinativos e a mamdémesatagio de plasmaocitos. Entretanto, a

molécula CD27 também é expressa na maioria deasélulo sangue periférico e em células
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NK. O seu ligante natural € CD70, e as interacoPACD70 regulam a proliferacéo e
diferenciacdo de células B pelas células T e tamb&gulam a ativacdo de células T
(BORST, HENDRIKS & XIAO, 2005).

A pesquisa de células linféides de memoria condais fendtipos CD2TgD"* e
CD27'IgD" foi realizada em células de baco de camundongeseges apos a imunizagio
com 2 ou 3 doses da vacina conjugada MenPSC-Tidaohb presente estudo, seguida ou
ndo do desafio com suspensdo bacteriana. Os hsultda marcacdo de superficie
evidenciaram as duas sub-populacdes celulareset&mtn, apenas a sub-populacdo com
fendtipo CD27IgD™ apresentou percentuais significativos, nos aninopaésreceberam 3 doses
da vacina e inoculacdo subsequiente de uma cepalbgtedeN.meningitidis grupo C. Estes
resultados foram diferentes do grupo controle (aélae animais inoculados com PBS) e
sugerem que a inoculacao da suspensao bacteridaagyduncionado como uma imunizacao
reforco, capaz de realcar a expressao das céifidslés que apresentam este fenoétipo, o que
nao foi evidenciado apenas com o esquema primé@rimndnizacdo. As células dos animais
imunizados com o polissacarideo nativo apresentgrarnentual expressivo do fenétipo
CD27'IlgD", contudo, ndo foram evidenciadas diferencas sigifas com o percentual
apresentado pelo grupo controle. A andlise estaisttilizando ANOVA (Teste de
Bonferroni, com 95% de intervalo de confianca) mmstuma grande dispersédo dos valores
obtidos com o polissacarideo nativo, provavelmeietedo ao pequeno numero de animais
estudados (n = 3), o que forcou uma aproximacaopaosentuais induzidos pela vacina
conjugada.

Além da dispersdo dos valores encontrados, oubssiyel explicagdo para o0s
resultados seria 0 aparecimento de marcacgédo coetiBsplade n&o relacionada, causada
pela ativacdo policlonal de células de memodria (BEBCONI, NOBUYUKI &

LANZAVECCHIA, 2003). Algumas moléculas estudadagmo LPS e CpG, podem
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estimular células B de memdria através de viasragdizacao inatas, envolvendo receptores
tipo toll (TLRs) incluindo o TLR9, expresso congtivamente em células B de memoria. Esta
ativacdo € independente da sinalizacdo via BCR BEFCONI, NOBUYUKI &
LANZAVECCHIA, 2003). Desde que as células com fgmbtCD271gD™ sdo células que
sofreram mudanca de classe, a hipotese de ativaglidonal das células de animais
imunizados com o polissacarideo nativo é reforgeda frequiéncia irrelevante de células B
produtoras de 1gG, encontradas no baco de animaisizados com este antigeno.

Outro tipo de estimulacdo, que expandiria a pa@adaCD27, independente da
sinalizacdo via BCR, seria a ativacdo de célulasdeBmemodria para diferenciagdo em
plasmadcitos, resultante da ajuda bystander de aseldl auxiliares (independente da
estimulacdo de repectores TCR; e da presenca dolexon BCR/MHC classe II)
(BERNASCONI, TRAGGIAI & LANZAVECCHIA, 2002). Estatavacdo pode ser obtida
diretamente via sinalizacdo de CD40 e B7.1/B7.2imdiretamente via sinalizacdo de
citocinas, provavelmente em conjunto com a singdi@aanata, durante uma infec¢do ou apés
vacinacdo (GOURLEY et al.,, 2004). CLUTTERBUCK et #006) encontraram uma
freqléncia aumentada de plasmécitos especific@as@aiT, utilizado como controle em um
sistema para o estudo de células B de memoriaedlessaios, as células foram estimuladas
por uma vacina conjugada com uma proteina carraadar relacionada, o CRM-197 (vacina
conjugada heptavalente contra pneumococos). Osegwtacontraram um nUmero expressivo
de plasmdcitos e de células B de memoria espesifiama o TT, em adultos, circulando entre
6 a 7 dias ap0s a imunizagéo.

Outro aspecto importante que deve ser considerasi@nsaios de detec¢cédo de células
linféides com fendtipo de memoria é a possibilidaéeotimizar o protocolo experimental
utilizado e consequentemente melhorar a marcagi@véa da obtencdo de suspenséao celular

enriguecida em células B. Este procedimento utitigero-esferas revestidas com anticorpo
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anti-CD19 para a selecao positiva de células Briir pie suspenséo de esplendcitos. Pode ser
qgue nestas condicdes, a expressao dos dois fena@halares seja mais evidenciada. Varios
estudos tém descrito a pesquisa de células B conoissendtipos, presentes em diferentes
imunopatologias, utilizando esta abordagem metgicdd (AGEMATSU et al., 1998;
HIMMELMANN et al., 2001).

A natureza de sinais necessarios para a difegdmiiavivo das células B de memoéria
em plasmocitos e a manutencdo prolongada de nhassis de anticorpos antigeno-
especificos, ndo é completamente elucidada. O conbeto do mecanismo de regulacao
deste processo poderia ser o ponto central, pardemdimento da biologia de células B de
vacinas conjugadas PS-proteina, ja que a imunizagawria € insuficiente para proteger
alguns individuos (KELLY, POLLARD & MOXON, 2005).»istem estudos detalhados da
deteccdo de células B com fenotipo de memoria, gespondem aos antigenos
polissacarideos, em adultos expostos naturalméi@JGS et al., 1999; LUCAS et al.,
2001). Entretanto, estes tipos de estudos nao idmncenduzidos em seres humanos com
vacinas conjugadas. Células B de memoria tambénsidondetectadas no sangue periférico
de individuos vacinados com antigenos como téddifteria e variola, por varios anos. Estas
células, detectadas ap0s estimulacdo policlone¢saptam uma correlagdo direta com titulos
de anticorpos (BERNASCONI, TRAGGIAI & LANZAVECCHIA.2002; CROTTY et al.,
2003). Desta forma, € de extrema importancia qte estudo seja realizado no modelo de
vacina conjugada contrél.meningitidis, com o objetivo de orientar novas abordagens
vacinais, capazes de garantir a manutencao dasstéte anticorpos protetores.

A andlise de todos estes resultados corresporedantaracterizacdo fisico-quimica,
biolégica e avaliagdo imunoldgica de conjugadoglobtpor uma metodologia de conjugacdo
e purificacdo proposta, descrita no presente estuddamenta a producao de lotes da vacina

conjugada MenPSC-TT, sob condi¢cdes de Boas Prated=bricacdo (BPF), para estudos
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clinicos de Fase | a serem realizados em volust&aodaveis do pais. De acordo com estes
resultados, pode ser esperado que esta vacinagedajiseja mais efetiva do que uma vacina
polissacaridica em humanos, principalmente em gaig@n

As metodologias desenvolvidas no presente estudocia poderdo ser utilizadas para
a obtencdo de outras vacinas conjugadas contreérizactencapsuladas de interesse
epidemiolégico no Brasil, constituindo assim umatadfiorma tecnoldgica para obtencéo de
vacinas. Bio-Manguinhos é a primeira instituicaasileira com iniciativa nesta area, com
investimento na capacitacdo de pessoas em diferéstaologias. Um projeto deste porte,
que envolve o desenvolvimento de uma vacina codpigatravés de metodologias
diferenciadas, traz um grande avanco ao desenvehontecnologico do pais, que
normalmente utiliza vacinas com alto custo, obtig@s contratos de transferéncia de
tecnologias estrangeiras, para suprir o PrograncéoNa de Imunizacdo (PNI) do Ministério
da Saude. Desde que existe grande interesse derRISubstituir a vacina polissacaridica
contraN.meningitidis grupo C, utilizada apenas em casos de epidemiaciaa conjugada
MenPSC-TT, obtida por tecnologia desenvolvida nis,papds ser avaliada e aprovada em
estudos clinicos, podera ser empregada a custeshaiaios, para a protecdo de milhares de
criancas, adolescentes e adultos jovens brasileioogra a infeccdo causada por esta bactéria

encapsulada.
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6. CONCLUSOES

- Foram obtidos varios lotes de conjugados MenP3{4lilizando-se o0 método modificado
de aminacdo redutiva com apenas 18h de reacéeesatla introducdo de grupos reativos na
proteina. O método se mostrou reprodutivel e ctemdes para lotes com escalas de 200 a

20.000 doses de vacina, que apresentaram razaarggateina entre 0,2 a 0,5;

- A metodologia de purificacdo empregada utilizasddema de ultrafiltragdo tangencial e
membranas de diferentes cortes, compativeis camartho da molécula estudada, mostrou-
se altamente eficiente na remocao de sub-prodamsedicoes de ativacdo do MenPSC, TT e

de conjugacéao e do polissacarideo livre;

- Varios ensaios foram padronizados para avalidgdpureza das moléculas obtidas apds as
reacdes quimicas e etapas de purificacdo. A vamngugada MenPSC-TT liofilizada foi
aprovada nos testes de controle de qualidade 4isitnicos e bioldgicos preconizados pela
OMS e apresentou uma estabilidade superior a 2 émastocagem através da analise do
perfil de eluicdo em cromatografia de exclusdodeigdo de titulos de IgG total, em ensaios
de ELISA,;

- Todos os lotes de conjugados, obtidos em difeseascalas (200 e 20.000 doses) foram
imunogénicos em camundongos. A vacina conjugadaP®EnTT liofilizada (20.000 doses)
induziu altos titulos de anticorpos, de forma ddspendente, ondeud foi a melhor dose
para inducdo da resposta imune, mostrando efdibocoeapos a 22 injecdo. Os titulos SBA
foram elevados e apresentaram um significativo atoregpos a 22 dose de reforgo, superiores
ao titulo de 1:8, considerado o correlatovitro com protecdo a doenca meningocaocica

causada pelo grupo C. Estes resultados sugeretateiexzimento de memaria imunoldgica;

- Os anticorpos de camundongos imunizados comiaavaonjugada MenPSC-TT liofilizada
apresentaram elevados indices de avidez em predersgente desnaturante, ap0s repetidas
injecdes, demonstrando o0 sucesso da imunizacadumeim estabelecimento de maturagéo da
afinidade;
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- A vacina conjugada MenPSC-TTud/dose) induziu altos titulos dos isotipos IgGH@&2b
contra MenPSC, mas néo foi detectado IgG2a, demamukt a conversdo da natureza da
resposta imune a uma forma dependente de céldazillares;

- Foi demonstrada a presenca de anticorpos pregetanti-TT induzidos pela vacina
conjugada MenPSC-TT, em quantidade adequada acdaegdo dos animais desafiados com

a toxina tetanica, em ensaios de soroneutralizacéo;

- Lotes de conjugados obtidos em diferentes est@ias capazes de induzir taxas superiores
a 88% de protecdo de camundongos imunizados eiatisafcom uma cepa heterdloga
(N1002/90; 5 a 10 Dig), 1 ano apds a imunizacdo primaria, sugerindo auteacdo de

resposta humoral contra o imunogeno;

- Nas condicbes experimentais utilizadas, a vacomgugada MenPSC-TT néo induziu uma
producdo significativa de citocinas (IRN-IL-4, 1L-10, e IL-12). Além disso, nado foi
detectado aumento da expressdo de marcadorevagdatiCD69) e de fendtipo de memaria
(CD44), em células T CD%bu CDS;

- Lotes de conjugados MenPSC-TT induziram aumenfaehjiiéncia de CPS no baco e
medula de animais imunizados, correspondentes smplatos de curta e longa duracéo,
respectivamente, em resposta ao estimulo do pr@pnfugado e do MenPSC nativo, em
ensaios de ELISPOT. Os resultados sugerem a ma@doteta resposta humoral contra o
imunégeno 1 ano apds a imunizacao primaria e testEimento de memdaria, corroborando

0s resultados nos ensaios de ELISA para detecctulds de 19G;

- Esplenécitos de animais imunizados com 3 dosesadma conjugada MenPSC-TT e
desafiados 4 meses depois com uma cepa heterégjmgaentaram percentuais expressivos de
uma sub-populacio de células linféides com fenddipenemaria (CDZTgD’), em ensaios

de citometria de fluxo;

- A vacina conjugada MenPSC-TT desenvolvida nogmesestudo mostrou-se imunogénica
e segura em camundongos e, portanto, apresentacigbteso em seres humanos e deve ser

avaliada em estudos clinicos de Fase |.
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