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RESUMO

A combinacdo de vacinas é uma estratégia de grande relevancia para o Programa
Nacional de Imunizacbes. Através dela, é possivel aumentar a protecdo a multiplas doencas
em uma unica vacina, bem como diminuir as constantes visitas ao posto de saude. Contudo,
uma das desvantagens em relacdo a esse tipo de estratégia € a possibilidade de ocorrer
interferéncia antigénica entre os seus componentes, o que pode resultar na diminuicdo da
resposta imunoldgica. Devido a este fato, foi realizada uma combinacdo com vacinas ja
presentes no calendario brasileiro de imunizagdes (DTP-Hib) a vacinas experimentais em
desenvolvimento em Bio-Manguinhos (meningocdécica B e meningocécica C conjugada),
com a finalidade de apresentar uma nova perspectiva de produto a esta unidade bem como
estabelecer a correlacao antigénica entre esses componentes, comparando metodologias ja
padronizadas para este fim & metodologia alternativa (ELISA), além de avaliar a
pirogenicidade e a interferéncia entre os componentes vacinais utilizados na combinacao.

A resposta imunoldgica aos componentes vacinais foi avaliada em camundongos
suicos, NIH e cobaias Short-Hair pelo ELISA (VME, polissacarideo C, PRRP, Bordetella
pertussis) e os testes de soroneutralizacao in vivo (componentes tetanico e diftérico).

Todos os componentes vacinais avaliados pelo ELISA induziram soroconversao nos
animais 30 dias ap0s a Ultima imunizacdo. Quando comparadas a vacina combinada
completa, somente a resposta imunoldgica ao polissacarideo C sofreu interferéncia de
algum componente vacinal. Ap6s novas combinacfes da vacina meningocécica C
conjugada as outras vacinas, pode-se concluir que a vacinas DTP e Hib interagem
positivamente na resposta daquela vacina. Em relacdo a soroneutralizagcdo in vivo, houve
uma diminuicdo da poténcia dos componentes tetanico e diftérico quando cobaias Short-Hair
foram imunizadas com a vacina DTP-Hib combinada as vacinas meningocécicas B e C
conjugada. Em contrapartida, na quantificacdo de IgG total em camundongos suicos
imunizados com as duas combinac¢des (DTP-Hib e DTP-Hib/B/C), ndo ocorreu diferenca
significativa entre os dois grupos. O teste de pirogenicidade realizado em coelhos
comprovou que, quando combinadas entre si, as vacinas sdo capazes de aumentar a
temperatura destes animais, provavelmente, devido a presenca de Bordetella pertussis e
VME de Neisseria meningitidis grupo B.

Apesar de nao ter sido possivel & comparagcdo com os testes padronizados, o ELISA
mostrou-se muito satisfatério na pesquisa da resposta imunolégica em camundongos.
Embora preliminares, os resultados sdo muito importantes, pois introduzem novas
perspectivas para a realizacdo de outras combinagbes que atendam as demandas
requisitadas pelo Programa Nacional de Imunizacgdes.
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ABSTRACT

The combination of vaccines is a great relevance strategy to the National
Immunization Program. It enables increase protection to multiple diseases in a single
injection, as well as reduces constant visits to health care. However, a disadvantage of this
strategy is antigenic interference among vaccine components, resulting in immune response
decreased. Due to this fact, a combination between vaccines of Brazilian immunization
calendar (DTP-Hib) and experimental vaccines developed in Bio-Manguinhos
(meningococcal B and meningococcal C conjugate) was performed, in order to present a
new perspective of product to this unit and establish the antigenic correlation of these
components, comparing standardized methodologies with alternative methodology (ELISA),
besides evaluating pyrogenicity and interference of combined vaccine components.

The immune response to vaccine components was evaluated in Swiss and NIH
mice and Short-Hair guinea pigs by ELISA (OMV, polysaccharide C, PRP, Bordetella
pertussis) and in vivo neutralization test (tetanus and diphtheria components).

All vaccine components assessed by ELISA induced seroconversion rates 30 days
after the last immunization in animals. The complete combined vaccine, interfered in the
immune response to polysaccharide C. After new combinations of meningococcal C
conjugate vaccine to other vaccines, we concluded that DTP and Hib vaccines induce a
positive interaction in immune response to that vaccine. Regarding in vivo neutralization,
there was a decrease of tetanus and diphtheria components potency when Short-Hair guinea
pigs were immunized with DTP-Hib combined to B and C meningococcal conjugate vaccines.
In contrast, when total 1gG in Swiss mice immunized with the two combinations (DTP-Hib
and DTP-Hib/B/C) was quantified, no significant difference was observed. Pirogenicity test in
rabbits proved that complete combined vaccine increase the temperature of these animals,
probably due to the presence of Bordetella pertussis and Neisseria meningitidis group B
outer membrane vesicle.

Although it was not possible comparision with standardized test, ELISA was a
satisfactory test in studing immune response in mice. Although preliminary, the results are
important because introduce new perspectives for other combinations could be done to
atempt the required demands of National Immunization Program.



1. INTRODUCAO
1.1. BREVE HISTORICO

O surgimento da imunologia como ciéncia pode ser datado a partir de uma
vacinagcdo bem sucedida contra a variola, realizada por Edward Jenner. A
descoberta da vacina no século XVIII por este médico foi um dos maiores avangos
da medicina, tornando-se um marco na historia (Brown et al., 1993; Andrade et al.,
2003, Morgan, 2007; Baxby 2011). Através da vacinacdo, milhdes de vidas puderam
ser salvas a cada ano utilizando, para isso, essencialmente os mesmos principios
que foram estabelecidos por Jenner ha mais de 200 anos (Morgan, 2007; Baxby,
2011).

O conceito de imunidade é conhecido desde muito tempo. Na China do século
X era comum 0 uso de uma técnica que consistia na escarificagdo de pustulas de
variola e posterior inoculacdo deste material no individuo saudavel, préatica
conhecida por variolizacdo (Henderson, 1997; Leung, 2011). Esta técnica induzia
imunidade sem causar infeccdo porque o material era introduzido pela epiderme e
ndo através da via natural de infec¢éo do virus. O procedimento, no entanto, ndo era
isento de efeitos colaterais, incluindo morte (Geddes, 2006). As fatalidades eram
bem significativas ocorrendo em 2% dos individuos imunizados (Morgan, 2007,
Artestein, 2010).

A variolizacdo atingiu a Europa no inicio do século XVIII, com a chegada de
viajantes de Istambul. Jenner era familiarizado com esta técnica, que se tornou
bastante comum e era extremamente efetiva, promovendo protecdo duradoura
(Riedel, 2005; Morgan, 2007; Artestein, 2010).

Acredita-se que o virus da variola, smallpox, apareceu na Terra ha 10.000
a.C., na época dos primeiros assentamentos de agricultura do norte da Africa. E
possivel que tenha se espalhado de 14 para a india por intermédio de antigos
mercadores egipcios. A evidéncia mais antiga de lesBes cutaneas variblicas foi

encontrada nas faces das mumias egipcias. A cabeca mumificada do farab Ramsés



V (morto em 1156 a.C.) € uma evidéncia da ocorréncia desta infeccdo. Na mesma
época, a doencga foi introduzida nas culturas asiaticas, e em algum momento entre
0s séculos XV e XVII entrou na Europa (Riedel, 2005; Nasir, 2009).

Ainda desconhecida no Novo Mundo, a variola foi introduzida nas Américas
através dos conquistadores espanhdis e portugueses, e dos escravos provenientes
de areas endémicas da Africa, sendo responsavel pela queda dos impérios Inca e
Asteca levando milhares de pessoas a morte (Riedel, 2005; Bhattacharya &
Brimnes, 2009).

A variola acometeu todas as classes da sociedade, causando a morte de
400.000 pessoas anualmente. Os sobreviventes geralmente apresentavam
sequelas, com cicatrizes desfigurantes. Porém, era de conhecimento comum que
pessoas infectadas que sobreviviam a doenca se tornavam imunes (Henderson,
1997, Jastaneiah, 2009).

No ano de 1789, Jenner observou que as ordenhadoras que se recuperavam da
variola bovina jamais contraiam a forma mais grave da variola humana. Com base
nessa observacao, ele injetou material de pustula de variola no brago de um menino.
Este apresentou febre baixa e anorexia, e nove dias depois houve melhora dos
sintomas. Em julho do mesmo ano Jenner novamente inoculou 0 mesmo garoto,
mas desta vez com material de lesbes de uma vaca doente de variola, verificando
que a doenca ndo se desenvolveu. Estava descoberta, assim, a propriedade de
imunizacdo que, até hoje, mantém os principios essenciais estabelecidos por Jenner
(Henderson, 1997; Riedel, 2005; Morgan, 2007; Baxby, 2011).

Este experimento foi o primeiro trabalho cientifico que demonstrou ser
possivel controlar uma doenca infecciosa e Jenner, desta forma, situou suas
pesquisas dentro de uma perspectiva clinica e epidemiologica (Guérin, 2007; Baxby,
2011).

Muitos pesquisadores e laboratdrios voltaram seus esfor¢cos para a pesquisa
e desenvolvimento de novas vacinas que permitissem o controle ou erradicacéo de
certas doencas. A variola, por exemplo, foi erradicada em 1977, gracas as
campanhas exaustivamente promovidas pela OMS, fazendo desta doenca a primeira
a ser erradicada no mundo (Geddes, 2006; Guérin, 2007; Fenner, 2011). Ja com as
vacinas contra poliomielite, difteria, coqueluche, sarampo e rubéola foi possivel
controlar a disseminacgéo dessas doencas nos paises desenvolvidos. Também foram



descobertas vacinas eficazes contra febre tiféide,
tuberculose, febre amarela, tétano, tifo, e hepatite, entre outras doencas. Para a
saude publica do Brasil, essa importancia foi traduzida com a criacdo do PNI, o

Programa Nacional de Imunizacgdes.

Quadro 1.1. Cronologia do desenvolvimento e utilizagdo das vacinas: de Jenner aos dias

atuais
Anos Evento
Pre-1950
Edward Jenner injeta a secrecao das fistulas de uma vaca com
variola — ou seja, pus — em um menino. Semanas depois inocula a
1798 crianca com variola humana e ela ndo adoece. Dai o nome vacina,
derivado da expresséo latina materia vaccinia
("substéncia que vem da vaca")
1881 Louis Pasteur cria a primeira vacina bacteriolégica contra o
Bacillus anthracis
Louis Pasteur cria a vacina anti-rabica, apos descobrir que a raiva
1885 ataca o sistema nervoso central de mamiferos e é transmitida
pela saliva
1897 Descoberta da vacina contra peste bubdnica
1911 Comeca a imunizacao contra a febre tiféide
1917 Primeiros experimentos com vacina contra colera
1923 Dessenvolvimento da vacina contra difteria
1926 Desenvolvimento da vacina contra coqueluche
1927 Descoberta da vacina contra tuberculose (BCG)
1927 Descoberta da vacina contra tétano
A vacina contra febre amarela, doenca tipica de areas silvestres,
1935 € introduzida nos Estados Unidos e sete anos depois passa a ser
usada no Brasil.
1945 A primeira vacina contra o virus Influenza comeca a ser utilizada
Pearl Kendrik descobre que a vacina contra coqueluche funciona
melhor em presenca dos toxoides diftérico e tetanico, ja que os trés
1949 componentes agiam como adjuvantes entre si. Combinou-os entédo
para formar a vacina DPT ou triplice bacteriana — a primeira a
imunizar contra mais de um microrganismo
1950-1960
1955 Licenciamento da vacina injetavel inativada contra poliomielite (IPV).

cOlera, peste bubbnica,




Sua eficacia ficou aquém das expectativas dos cientistas

1959 Assembléia Mundial da Saude baixa resolucdo inicial pedindo a
erradicacao global da variola
1961 Licenciamento da vacina monovalente contra poliomielite
1963 Licenciamento da vacina trivalente contra poliomielite (OPV)
A primeira geragao de vacinas contra sarampo é produzida. De 1967
1963 a 1970, o preventivo ajudou a erradicar o sarampo em Gambia, na
Africa. Segundo a OMS (Organizacéo Mundial de Satde), a doenca
voltou dois anos depois devido a suspenséao da vacinacao
Advisory Committee on Immunization Practices (ACIP), projetado
1964 para cooperar com 0 CDC com recomendac¢des sobre o uso de
vacinas, realiza sua primeira reunido
1967 Introdugéo da vacina contra Caxumba
1969 Surge a vacina contra rubéola, mal que ataca principalmente
criancas
1970-1980
Aprovada pelo FDA a vacina americana contra o Bacillus anthracis,
1970 conhecida como Anthrax Vaccine Adsorbed (AVA), um produto
produzido a partir de células livres inativas
1971 Vacinacao de rotina contra a variola cessa nos Estados Unidos
1971 Introducéo da vacina triplice viral (sarampo, caxumba e rubéola).
1976 Gripe suina: maior programa de vacinacao publica nos Estados
Unidos; interrompida por associa¢éo com sindrome de Guillain-Barré
1977 Ultimo caso autéctone do virus da variola (Somalia)
1979 Ultimo caso de poliomielite, causada pelo virus selvagem, adquirido
nos Estados Unidos
1980 Variola é declarada erradicada do mundo
1981 Estudos com conjugados de Haemophilus influenzae tipo b
1981 Producao de conjugados contra meningococos A, Be C
1981 Vacina combinada polissacaridica contra meningococos
A, C, Y, W135
1982 A vacina contra hepatite B € fabricada com a nova técnica de
proteinas recombinantes — genes do virus sdo mergulhados em
culturas de células, que passam a produzir antigenos. Inoculados no
organismo, eles estimulam a producéo de anticorpos
1983 Vacina 23-valente contra Pneumococos € disponibilizada para a




populacéo

1985 Liberada nos EUA uma vacina constituida pelo polissacarideo
capsular purificado do Haemophilus influenza tipo b
1990-2000
1990 Desenvolvimento da vacina oral contra febre tiféide
1991 Vacina contra hepatite B € recomendada para criangas
1991 Desenvolvimento da vacina acelular contra coqueluche (DTaP)
Comecam os testes, em ratos, das primeiras vacinas génicas (ou de
DNA), contra Influenza tipo B, malaria e Aids. A meta é chegar a
1993 vacina polivalente, de dose Unica e acao permanente, com a
transferéncia de genes de agentes patoldgicos para células do
homem
1993 Producé&o de vacina contra a encefalite japonesa com virus
atenuados, liberada apenas em paises orientais
1994 A eliminacado da poliomielite é certificada nas Américas
1995 Comercializacdo, nos EUA, da vacina contra varicela
1995 Licenciada vacina contra hepatite A formulada com virus inativados
1996 Vacina pertussis acelular licenciada para uso em criancas
1998 Primeira vacina contra rotavirus é licenciada
1999 A vacina contra rotavirus é retirada do mercado em decorréncia de
efeitos adversos
1999 Tém inicio os testes de vacinas de DNA em humanos. No Brasil, o
experimento € feito com a vacina contra Haemophilus influenza
FDA recomenda a remogé&o de mercurio de todos os produtos,
1999 incluindo vacinas. Medidas para remover o Timerosal das vacinas,
um aditivo a base de mercurio, comeg¢am a ser tomadas
2000 Licenciada a primeira vacina conjugada contra Pneumococos
Iniciativa mundial contra o sarampo; 800.000 criancas ainda morrem
2000 de sarampo por ano. Estados Unidos declaram o sarampo como nao
endémico
Os eventos de 11 de setembro resultam em uma maior preocupacao
2001 com bioterrorismo. Os Estados Unidos estabelecem um plano de re-
introduzir, se necessario, a vacina contra a variola
2003 Sarampo é declarado ndo endémico nas Ameéricas
2003 Primeira vacina viva atenuada contra gripe é licenciada para
pessoas de 5-49 anos
2003 Primeiro calendario de imunizacdo de adultos € introduzido




2004 Licenciamento da Pediarix — DtaP, IPV e Hepatite B em dose Unica

2004 Vacina inativada contra gripe é recomendada para todas as criancas

com 6-23 meses de idade.

2005 Estados Unidos declaram a rubéola como ndo endémica
2006 Licenciamento da ProQuad — MMR e catapora em dose Unica
2006 Licenciada a primeira vacina contra HPV

2008 Licenciamento da Pentacel — DtaP, IPV e Hib

2009 Novartis produz o primeiro lote da vacina contra HIN1

Jennings & Lugowski, 1981; Mandell et al, 2005; Adaptado de CDC, 2006; Dhillon & Keam, 2008; Novartis, 2009.

1.2. AIMPORTANCIA DA VACINACAO

As doencas infecciosas séo as principais causas de morte em populagdes
humanas. As duas contribuicbes mais importantes para a saude publica nos ultimos
100 anos foram o saneamento basico e a vacinagdo, 0S quais, em conjunto,
reduziram as mortes por doencas infecciosas, sendo as vacinas 0s agentes mais
efetivos disponiveis no campo da prevencdo, controle e erradicacdo destas
enfermidades.

A época de ouro da vacinacdo aconteceu ap0s a segunda guerra com a
introducdo de técnicas de culturas celulares por John Enders em 1949, fato que
possibilitou o isolamento de virus. A primeira vacina produzida através desta
tecnologia foi a anti-poliomielite inativada, injetavel, desenvolvida por Jonas Salk em
1954. Trés anos depois Albert Sabin desenvolveu a anti-poliomielite por via oral
(Gueérin, 2007; Katz, 2009; Enders et al., 2009; Katz, Wilfert & Robbins, 2011).

A vacinacdo sensibiliza o sistema imunolégico, prevenindo o surgimento de
doencas causadas por patdégenos especificos. O processo imunolégico pelo qual se
desenvolve a protecdo conferida pelas vacinas compreende o conjunto de
mecanismos através dos quais o organismo humano reconhece uma substancia
como exogena, para, em seguida, metaboliza-la, neutraliza-la e/ou elimina-la
(Manual de Normas de Vacinagédo, 2001; Pulendran & Ahmed, 2011). Este
procedimento permite ao sistema imunoldgico de um individuo imunizado reagir
rapida e eficazmente quando exposto a doenca prevenindo, assim, a infeccao
(Pulendran & Ahmed, 2011).
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As decisdes sobre a utilizacdo de vacinas se baseiam no equilibrio relativo
entre riscos e beneficios que essa pratica proporciona. Como exemplo, podemos
citar a vacina oral contra a poliomielite (OPV) onde o risco das pessoas imunizadas
e de seus contatos préximos desenvolverem a paralisia flacida aguda associada a
vacina € de 1 a cada 2,4 milhdes de doses de vacinas distribuidas. Este risco &
pequeno frente as milhares de mortes ocasionadas pelo poliovirus selvagem. Com o
advento das campanhas de vacinacdo em massa 0 virus selvagem ndo € mais
frequentemente isolado, reduzindo assim o risco de transmissdo do patdégeno
(Miyoshi et al., 2010; Kidd et al., 2011; Adalja, 2011). No Brasil, o ultimo caso foi
registrado em 1989, no municipio de Souza (PB), recebendo, em 1994, o certificado
Internacional de Erradicagdo da Transmissdo Autoctone do Poliovirus Selvagem
(ACIP, 1996; ACIP, 2000; Malone e Hinman, 2007; Mello et al., 2010).

Uma caracteristica importante da maioria das vacinas é que elas fornecem
protecado tanto individual quanto de rebanho. A maioria das doencas contra as quais
existem vacinas é transmitida de pessoa para pessoa. Assim, quando uma
proporcao suficientemente grande de individuos em uma comunidade € imunizada,
essas pessoas servem como “barreiras de protecdo” contra o risco de transmissao
da doenca e, indiretamente, protegem aqueles que ndo receberam a vacina ou
agueles para os quais a imunizagcao nao foi efetiva (Freed, Katz e Clark, 1996;
Bauch et al., 2009; Bonds & Rohani, 2010). A propor¢ao da populacdo que tem que
ser vacinada para fornecer essa imunidade de rebanho varia de acordo com a
infectividade do agente. Para a poliomielite, esta propor¢céo é considerada em torno
de 80%, enquanto para o sarampo é superior a 90% (Malone e Hinman, 2007;
Smith, 2010).

Além disso, as vacinas tém se mostrado uma das medidas em saude com
melhor relacdo custo-beneficio (Ehreth, 2003; IFPMA, 2003; Pichichero, 2009;
Ebong & Levy, 2011). Com excecdo da agua potavel, as vacinas sdo 0 meio mais
efetivo de se reduzir e prevenir doencgas infecciosas (IFPMA, 2003; Andre, 2005),
tendo mostrado sua eficacia na erradicacdo e controle de muitas doencas
(Schatzmayr, 2003; Andre, 2005; Pichichero, 2009; Ebong & Levy, 2011). A
cobertura oferecida pela imunizagdo tem aumentado de forma constante ao longo
das ultimas duas décadas, salvando milhdes de vidas que em outros tempos
poderiam vir a ser perdidas (Schatzmayr, 2003; Barnighausen et al., 2009; Duclos et
al., 2009) ja que, todo ano, quase 3 milhdes de mortes sdo prevenidas e 750 mil
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criancas sao salvas da incapacitacédo (Ehreth, 2003; IFPMA, 2003; Barnighausen et
al., 2009).

Além da saude publica, a vacinagdo também é uma medida de grande
impacto na esfera econbmica, ja que as vacinas (Ehreth, 2003; IFPMA, 2003;
Armstrong, 2007; Allen, 2011; Stack et al., 2011):

Diminuem o numero de hospitalizacdes;

Diminuem a necessidade de tratamentos médicos mais caros;
Aumentam a produtividade;

Previnem os efeitos em longo prazo das doencas;

SRR NEENEEN

Reduzem a incidéncia de incapacitacdo permanente, entre outros.

Entretanto, algumas vezes, as vacinas sao vitimas de seu proprio sucesso.
Politicas publicas tendem a dar menor prioridade a programas de vacinagdo quando
a incidéncia e a visibilidade da doenca declinam, como consequéncia natural do
aumento da cobertura vacinal. Em alguns casos, doencas que sdo preveniveis
através da vacinacdo se tornam reemergentes (IFPMA, 2003; Andre, 2005;
Greenfield & Bronze, 2010; Barreto et al., 2011). Além disso, é importante que 0s
governantes consigam divisar os beneficios que esta pratica traz em longo prazo e
atentem para o verdadeiro valor das vacinas (Ehreth, 2003; Kwok, 2011) e os
proprios profissionais de saude devem entender melhor a importancia das doencas
preveniveis em seus paises e avaliar o custo-beneficio das vacinas (Kimmel et al.,
2007; Kwok, 2011). Medidas desse porte certamente contribuirdo para diminuir o
tempo entre a pesquisa e desenvolvimento, disponibilidade comercial e o uso de
vacinas pela populacdo. No Brasil, um importante programa de sucesso que ilustra
essa importancia € o Programa Nacional de Imunizagbes (PNI) (Homma, 2009;
Fagundez et al., 2009; Homma et al., 2011).

1.2.1 O PROGRAMA NACIONAL DE IMUNIZACOES - PNI

Em 1973, por determinacdo do Ministério da Saude brasileiro, é formulado o PNI
com o objetivo de coordenar as acfes de imunizacbes que se caracterizavam, até
entdo, pela descontinuidade, pelo carater episodico e pela reduzida area de
cobertura (Risi Junior, 2003; Franca et al., 2009; Hochman, 2011).
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Em 1975 foi institucionalizado o PNI, resultante do somatério de fatores, de
ambito nacional e internacional, que convergiam para estimular e expandir a
utiizacdo de agentes imunizantes, buscando a integridade das ac¢bOes de
imunizacdes realizadas no pais. O PNI passou a coordenar, assim, as atividades de
imunizacdes desenvolvidas rotineiramente na rede de servigcos e, para tanto, tragou
diretrizes pautadas na experiéncia da Fundacdo de Servicos de Saude Publica
(FSESP), com a prestacdo de servicos integrais de saude através de sua rede
propria. A legislacdo especifica sobre imunizagcfes e vigilancia epidemiolégica (Lei
6.259 de 30-10-1975 e Decreto 78.231 de 30-12-76) deu énfase as atividades
permanentes de vacinagdo e contribuiu para fortalecer institucionalmente o
programa (Moreira, 2002; Risi Junior, 2003; Franca et al., 2009; Hochman, 2011).

Apos a erradicacéo da variola, inicia-se em 1980 a 12 campanha nacional de
vacinacdo contra a poliomielite, com a meta de vacinar todas as criangcas menores
de 5 anos em um sO dia (Sistema de Informacdo do Programa Nacional de
Imunizagdes, 2009).

O PNI é, hoje, parte integrante do Programa da Organizacdo Mundial de
Saude, com o apoio técnico, operacional e financeiro da UNICEF e contribui¢cdes do
Rotary Internacional e do Programa das Nacdes Unidas para o Desenvolvimento

(PNUD) (Sistema de Informacgao do Programa Nacional de Imunizac¢des, 2009)

1.2.1.1 CALENDARIO NACIONAL DE IMUNIZACOES

A vacina é capaz de imunizar os individuos contra doencas infecciosas causadas
pelos microrganismos. Através da inativacdo ou atenuacdo de suas culturas, esses
microrganismos perdem sua acao patogénica conservando sua propriedade de
induzir uma resposta imunoldgica contra o agente agressor (Nature, 2011).

Com a vacinacgéo pode-se atingir a eliminacdo da doencga, ou seja, a interrupgcao
da transmissdo e o0 desaparecimento do agente causal de determinada éarea
geografica. A erradicacdo se refere a eliminacao global da transmissdo do agente
infeccioso e, quando ela é alcancada, a vacinacdo ndo € mais necessaria. Estas
acOes sao coordenadas por meio de programas nhacionais de imunizagdo, com
metas definidas e com implementacdo variada de pais para pais. Podem existir
estratégias de emergéncia (adicionais), mas todos tém dentro de sua rotina seu
proprio calendario de vacinacao, que pode ser especifico para diferentes situacoes —

crianga, idoso, viajantes, adolescentes, areas de dificil acesso, durante epidemias,
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pessoas que se encontram em situacdes especiais (alérgicos, com alteracdes de
hemostasia, prematuros, etc.), entre outros (Aristegui et al., 2005; Enserink, 2010;
Tebbens et al., 2010).

Entende-se por calendario vacinal a sequéncia cronologica de vacinas que séo
administradas sistematicamente em um pais ou area geografica e cuja finalidade é
obter uma imunizagdo adequada da populagcdo contra as doencas para as quais
existe uma vacina eficaz (Bricks, Gomes e Dias, 1999; Aristegui et al., 2005;
Pugliesi, Tura & Andreazzi, 2010).

1.3. ORIGEM E IMPORTANCIA DE BIO-MANGUINHOS

A origem de Bio-Manguinhos se confunde com a histéria de combate a
epidemias de grande impacto para a saude publica brasileira e com o
reconhecimento, por parte das instancias governamentais, da necessidade de criar e
fortalecer a producéo de vacinas no pais (Homma et al., 2005; Homma, 2009).

Em julho de 1900, foi criado o Instituto Soroterdpico Federal, como instituicdo do
governo federal, com funcdes de desenvolver e produzir soros e vacinas requeridas
para combater e controlar epidemias como a peste bubdnica, febre amarela, variola
e outras que grassavam na cidade do Rio de Janeiro. Em marco de 1908, foi
transformado em Instituto Oswaldo Cruz e, em 22 de maio de 1970, recebeu a
denominacédo atual de Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), incorporando na sua
estrutura o Instituto Oswaldo Cruz e outras instituicdes, como o Instituto Nacional de
Endemias Rurais, o Instituto de Leprologia, o Instituto Fernandes Figueira e a Escola
Nacional de Saude Publica (Azevedo, 2000).

Até a década de 1950, o Instituto Oswaldo Cruz produzia dezenas de diferentes
vacinas e soros, inclusive para uso veterinario. Os recursos obtidos da venda desses
produtos eram investidos em novos laboratérios, no financiamento de pesquisas de
novos imunobiolégicos, na modernizacdo de laboratorios, na aquisicdo de novos
equipamentos, em pagamento de pessoal e em outras atividades relacionadas. Nas
décadas seguintes, por razdes de ordem politica interna e governamental, diminuiu o
foco dessas atividades, resultando em gradativa obsolescéncia tecnoldgica
(Benchimol, 2001a).

Nos anos iniciais da década de 1970, ainda teve importante papel na producéo
da vacina contra a variola, mas, com a erradicacdo desta virose, tal atividade

também deixou de existir e a producdo ficou reduzida a apenas um produto
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importante: a vacina contra febre amarela. Mesmo esta vacina tinha grandes
limitantes tecnoldgicos, de producdo em escala e apresentacdo; sua producdo
continuou apenas porque recebia o apoio logistico da Organizacdo Pan-Americana
da Saude (OPAS), que financiava a aquisicdo de pequenos equipamentos e
complementava os salarios dos pesquisadores envolvidos na producdo da vacina
(Homma et al., 2005).

A grande epidemia de meningite meningocécica de grupos A e C, na década de
1970, causou centenas de mortes e encontrou o pais completamente despreparado
para enfrentar essa dramatica situacdo. Para o suprimento da vacina contra a
doenca, 0 governo brasileiro buscou o Instituto Mérieux na Franca que produziu, em
operacédo emergencial, 80 milhdes de doses, utilizadas para vacinagcdo em massa da
populacao brasileira (Homma et al., 2005; Khatami & Pollard, 2010).

Ocorre, entdo, a decisdo do governo federal de fortalecer a capacitacao
tecnoldgica nacional de producao de imunobiologicos essenciais e estratégicos para
a saude publica, com instalacbes apropriadas e incorporacdo de tecnologias
contemporaneas. Nesse contexto, cria-se, em 4 de maio de 1976, pela Norma
Regulamentar 02/76 do presidente da Fundacdo Oswaldo Cruz, o Instituto de
Tecnologia em Imunobioldgicos (Bio-Manguinhos), que incorpora as atividades
tecnologicas desenvolvidas até entdo pelo Instituto Oswaldo Cruz herdando,
portanto, as funcdes e atividades do antigo Instituto Soroterapico Federal (Homma et
al., 2005).

As atividades assumidas por Bio-Manguinhos ndo estavam estruturadas como
unidade de producdo; eram executadas por pesquisadores que, com tecnologias
obsoletas, sem condi¢cdes adequadas de trabalho, sem apoio institucional e de forma
artesanal, davam o melhor de si para produzirem as vacinas contra febre tiféide,
cOlera, antigeno pertussis e toxoides diftérico e tetanico. A producdo da vacina
contra a febre amarela era a Unica a dispor de uma planta planejada e dedicada
para a finalidade. No entanto, as instala¢cdes ndo atendiam as normas internacionais
que ja norteavam as atividades nessa area, as metodologias de producdo eram
ultrapassadas, a apresentacdo da vacina era incompativel com a necessidade do
campo e a capacidade de producéo, limitada (Homma et al., 2005).

Porém, a evolucdo de Bio-Manguinhos vem se procedendo de tal modo que
possa enfrentar os desafios para atender as novas demandas geradas pelo quadro
epidemiologico nacional e os avancos cientificos e tecnolégicos da area. As

atividades desenvolvidas por Bio-Manguinhos sdo estratégicas para o pais, e é
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necessario dotar o Instituto de instrumentos legais que flexibilizem a administracao
de suas atividades. Hoje, Bio-Manguinhos, é uma importante industria de producéo
de vacinas para uso humano e reativos para diagnostico laboratorial (Homma et al.,
2005).

Atualmente, Bio-Manguinhos é o maior fornecedor de imunobiolégicos do
Ministério da Saude, suprindo 47% da demanda de vacinas do Programa Nacional
de Imunizacgdes (PNI). Bio-Manguinhos produz mais de 100 milhées de doses anuais
em forma de concentrado viral e cerca de 60 milhdes de doses de vacina formulada
para atender ao PNI e as Agéncias das Nacdes Unidas. Em Bio-Manguinhos, sao
produzidas as vacinas contra poliomielite, febre amarela, DTP, Hib, meningites A e
C, sarampo, rubéola e caxumba (Bio-Manguinhos, 2007; Homma et al., 2011).

Comprometido com 0s avangos na area de saude e o0 acesso da populacdo a
imunobiolégicos, Bio-Manguinhos tem um papel estratégico para o Brasil,
destacando-se tanto no setor produtivo, quanto por seus investimentos em pesquisa
e desenvolvimento para geracdo de novas tecnologias e produtos, conhecimento e
economia de divisas para o pais. Ao atender as demandas do pais, o instituto ganha
cada vez mais credibilidade e legitima parcerias importantes (Bio-Manguinhos, 2007,
Homma et al., 2011).

1.4. TIPOS DE VACINA

O uso de vacinas de forma mais ampla foi introduzido a partir do inicio do
século passado e contribuiu de forma inequivoca para a redu¢édo da incidéncia das
doencas infecciosas. Nas Ultimas duas décadas o r4pido progresso das pesquisas,
em particular nas areas da imunologia e da biologia molecular, langou as bases de
um desenvolvimento sem precedentes para a implementacdo de novas vacinas e de
novas estratégias de vacinacdo em todo mundo. Apesar dos grandes beneficios das
vacinas existentes, ha ainda muitas doencas para as quais ndo existem vacinas
(Schatzmayr, 2003; Ulmer & Sztein, 2011; Rappuoli, Black & Lambert, 2011).

Diversas estratégias tém sido utilizadas para o desenvolvimento de diferentes
tipos de vacinas. As vacinas de primeira geragcdo sao produzidas com
microrganismos vivos e atenuados, como a vacina BCG contra a tuberculose, ou
mortos e inativados como a vacina contra a Bordetella pertussis (Bloom, 1989; Kano
et al., 2007; Rappuoli, Black & Lambert, 2011). Na ultima década, o grande avanco

da biologia molecular permitiu a introdu¢&@o de novas estratégias para a obtencao e a
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producdo de antigenos e foram otimizadas novas maneiras de se administrar e
apresentar esses antigenos para as células do sistema imune. Estas estratégias
permitiram o desenvolvimento de vacinas mais seguras, eficazes e polivalentes.
Entre estas estdo as de subunidades, consideradas de segunda geracao,
constituidas de antigenos purificados e provenientes de fontes naturais ou sintéticas,
e antigenos recombinantes. As vacinas génicas ou de terceira geracao surgiram
com a introducdo de genes ou fragmentos de genes, que codificam antigenos
potencialmente imunogénicos, em vetores virais ou em DNA plasmidial (Rodrigues
Janior et al., 2004, Kano et al., 2007; Rappuoli, Black & Lambert, 2011).

As vacinas atenuadas com 0 agente inteiro usam microrganismos Vivos
atenuados. As vacinas vivas mimetizam melhor uma infecgcdo real. A imunidade
vitalicia, especialmente com virus, é frequentemente alcancada sem reforgos e, ndo
raro, com uma eficacia de 95%. Essa eficacia de longa duracdo ocorre,
provavelmente, devido a proliferacdo dos virus atenuados dentro do corpo,
aumentando a dose original e agindo com uma série de imunizacdo secundaria
(reforcos) (Kaufmam, 1991; Brown et al., 1993; Andrade et al., 2003; Rappuoli, Black
& Lambert, 2011). Os microrganismos atenuados sdo geralmente derivados de
mutacBes acumuladas durante o cultivo de longa duracdo. Um dos perigos dessas
vacinas € que os microrganismos atenuados podem sofrer mutacao revertendo para
uma forma virulenta. As vacinas atenuadas ndo sao recomendadas para pessoas
cujo sistema imunoldgico esteja comprometido, devendo ser substituidas pelas
vacinas inativadas, quando disponiveis (Kaufmam, 1991; Marrack e Kappler, 1994;
Andrade et al., 2003; Rappuoli, Black & Lambert, 2011). Exemplos de vacinas
atenuadas sao as vacinas Sabin (poliomielite) e triplice viral (sarampo, caxumba e
rubéola). A vacina contra o bacilo da tuberculose (BCG), amplamente utilizada, e
algumas das vacinas tiféides administradas oralmente contém bactérias atenuadas.

As vacinas inativadas utilizam microrganismos mortos com formalina ou fenol
e temos como exemplo, utilizadas em seres humanos, as vacinas contra a raiva,
gripe e poliomielite (Salk). Entre as vacinas inativadas bacterianas estdo a vacina
contra pneumonia pneumocécica e a coOlera (Kaufmam, 1991, Andrade et al., 2003;
Rappuoli, Black & Lambert, 2011). Essas vacinas oferecem como grande vantagem
uma maior seguranca, pois ndo h& multiplicagdo do agente no organismo do
vacinado, porém, tendem a induzir uma imunidade menos duradoura e a exigir, com
isso, a aplicacdo de mais de uma dose no esquema de imunizacdo, bem como a

repeticdo das imunizacdes ao longo dos anos. Exemplo tipico sdo as vacinas
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inativadas contra a influenza, que devem ser aplicadas a cada ano. Este fato

significa um custo mais alto na utilizacdo desses produtos.

Os toxoides, toxinas inativadas, sdo vacinas dirigidas contra as toxinas
produzidas por um patdgeno (Andrade et al.,, 2003; Grabestein, 2010). Essas
vacinas sdo usadas quando uma toxina bacteriana € o principal agente causador da
doenca. As toxinas podem ser inativadas com o uso de formalina, uma solucao de
formaldeido e agua esterilizada (Grabestein, 2010). Quando o sistema imune entra
em contato com uma vacina contendo uma toxina inécua, ele torna-se apto a
combater a toxina natural, produzindo anticorpos capazes de bloquear a toxina
(Namur, 2007; Grabestein, 2010).

As vacinas de subunidades usam somente os fragmentos antigénicos de um
microrganismo que melhor estimulam uma resposta imune (Donnelly et al., 1997;
Andrade et al., 2003; Rigano et al., 2009).

A partir de 1968 comecaram a ser desenvolvidas vacinas utilizando
fragmentos de capsula bacteriana de natureza polissacaridica. Os polissacarideos
meningococicos foram as primeiras vacinas bacterianas definidas quimicamente
(Guérin, 2007; Rappuoli, Black & Lambert, 2011). Estas vacinas se mostraram
imunogénicas em adultos e criancas acima de 2 anos de idade e foram objeto de
varios ensaios clinicos em paises da Europa, Américas e Africa (Frasch, 1995).
Ainda hoje as vacinas polissacaridicas contra Neisseria meningitidis sdo produzidas
e utilizadas no mundo em epidemias e surtos epidémicos (Rappuoli, Black &
Lambert, 2011).

As vacinas de subunidades sdo inerentemente mais seguras porque nao
podem se reproduzir no organismo receptor. Elas também contém pouco ou henhum
material estranho e por isso tendem a produzir menos efeitos adversos (Brown et al.,
1993; Andrade et al., 2003; Rigano et al., 2009).

Entre as novas tecnologias destaca-se 0 uso do DNA recombinante para o
preparo de antigenos protetores em larga escala (Schatzmayr 2003; Homma et al.,
2011). A tecnologia do DNA recombinante representou um grande avanco, pois
permite inserir no DNA de um dado organismo o gene que codifica a produgéo do
componente bioquimico causador da imunidade de outro microorganismo. O
material geneticamente modificado pode entdo ser injetado em seres humanos e

estimular a producao de anticorpos contra ele mesmo e contra o0 agente infeccioso
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cujo gene a ele foi incorporado. Essa técnica permitird que o virus da variola bovina,
acrescido de fragmentos genéticos dos principais agentes infecciosos atue como
uma vacina viva contra diversas doencgas. Os vetores atenuados mais utilizados sao
o virus da vaccinia, poliovirus, cepas atenuadas de Salmonella, cepas de BCG do

Mycobacterium bovis, entre outros (Kalil et al., 2008; Dougan, Gouling & Hall, 2011).

A vacina de &cido nucléico, ou vacina de DNA, € um dos mais novos e mais
promissores tipos de vacinas, apesar de nao ter ainda resultado em nenhuma vacina
para seres humanos. Experimentos com animais mostram que a injecao
intramuscular de plasmideos contendo DNA, sem as histonas, resulta na producao
da proteina modificada por esse DNA. Essas proteinas permanecem no organismo
receptor e desencadeiam uma resposta imune. A seguranca desse tipo de vacina &
incerta, mas estdo sendo consideradas muitas aplicacdes, especialmente contra
cancer e virus que possuem altas taxas de mutacdo (como influenza e HIV)
(Donnelly et al., 1997; Andrade et al., 2003; Moraes, Luna & Grimaldi, 2010). Outros
trabalhos também estdo sendo realizados com vacinas compostas de RNA. A
vantagem desse tipo de vacina seria a velocidade, pois, uma vez dentro das células,
0 RNA seria rapidamente traduzido em proteinas antigénicas. Entretanto, a molécula
de RNA é menos estavel que a de DNA, uma caracteristica que pode dificultar a
producdo e a distribuicdo dessas vacinas (Weiner e Kennedy, 1999; Srivastava e
Liu, 2003; Luke et al., 2009; Diken et al., 2011).

Porém, a integracdo do DNA plasmidial em cromossomos de células
somaticas pode potencialmente gerar efeitos patoldgicos. A mutagénese por
insercao poderia levar ao desenvolvimento de cancer, caso esse evento ative (proto-
oncogenes) ou inative genes (supressores de tumor) implicados na regulacdo do
ciclo celular. Essa insercao pode ocorrer ao acaso ou por meio da recombinacéo
homologa, sendo que o primeiro evento é o mais frequente. Para tentar diminuir a
possibilidade destes eventos ocorrerem, deve-se evitar, se possivel, que existam
sequéncias nucleotidicas homodlogas ao do genoma humano no plasmidio vacinal e
gue este ndo se repligue nas células hospedeiras (Azevedo e Oliveira, 2001;
Jackson & Bartek, 2009).

A mais moderna tecnologia aplicada na producédo de vacinas é a denominada
vacinologia reversa, desenvolvida nos ultimos dez anos. E feito o sequenciamento
do genoma do agente, a analise de suas proteinas, previstas através da

bioinformatica e com base nas caracteristicas hidrofébicas ou hidrofilicas,
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determinando a posicdo provavel das proteinas dentro do microorganismo.
Finalmente é avaliada sua capacidade tedrica de produzir resposta imune. Os
peptideos selecionados podem, entdo, ser sintetizados ou expressos em vetores
para a comprovacao de sua real capacidade de induzir imunidade em animais (Adu-
Bobie et al., 2003; Sette & Rappuoli, 2010). Essa tecnologia tende a substituir os
métodos tradicionais de preparo de vacinas, em especial para bactérias nessa
primeira fase, podendo ser aplicada também a virus. Através dela elimina-se a
necessidade de que os agentes sejam inicialmente cultivados e modificados em
suas caracteristicas de viruléncia ou os fragmentos dos virus e bactérias sejam
isolados e purificados previamente, antes de serem inoculados para a andlise de sua
resposta imune (Schatzmayr, 2003; D’Argenio & Wilson, 2010).

Novas tecnologias despontam no campo de desenvolvimento de vacinas. A
producdo de alimentos que funcionariam como vacinas € uma delas. Cereais e
frutas seriam geneticamente modificados e, ao serem ingeridos, estariam
imunizando o organismo de quem os consome. Estudos realizados com antigenos
do virus da hepatite B produzidos em batata indicam que camundongos que
receberam tubérculos modificados eram capazes de produzir altos titulos de
anticorpos HBsAg (Youm et al., 2010).

A eficacia das vacinas depende, algumas vezes, da presenca de um
adjuvante na sua formulacdo. Entre os adjuvantes, os mais comumente utilizados
sao agueles que contem aluminio, descobertos em 1926 e ainda utilizados. No inicio
dos anos de 1900, quando infec¢cdes por Clostridium tetani e Corynebacterium
diphtheriae tornaram-se problemas de saude publica, imunizacbes com conjugados
de toxina-antitoxina apresentaram melhor protecdo e menos efeitos colaterais do
que doses da toxina somente. Inicialmente, pensava-se que 0 aluminio era um
adjuvante efetivo, pois permitia que 0 antigeno permanecesse mais tempo no
organismo, liberando-o0 em pequenas gquantidades e estimulando o sistema
imunoldgico por muito tempo (“efeito depdsito”). Durante alguns anos, essa
explicacdo foi dogmaticamente aceita. Porém, muitas pesquisas sobre a atuacao
dos adjuvantes no organismo descrevem diferentes modos de atuacdo que se
assemelham ou vao contra a teoria do “efeito deposito” (Marrack, McKee & Munks,
2009). O progresso nessa area, no entanto, € comprometido, no entanto, por falta de
conhecimento acessivel referentes a quimica bioinorganica dos adjuvantes de
aluminio e, consequentemente, a aplicacao e interpretacao inadequadas de modelos

experimentais referentes ao seu modo de acao (Exley, Siesjo & Eriksson, 2010).
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Embora sejam os mais utilizados, os adjuvantes a base de aluminio ndo sao
0s Unicos. De acordo com o quadro 1.2, sais minerais, microbianos, particulados,
emulsGes em 0Oleo e a base de surfactantes, sintéticos, citocinas, genéticos, entre
outros, podem ser empregados como adjuvantes (Vogel & Hem, 2004; Lambrecht et
al., 2009; O’Hagan, Tsai & Reed, 2011).

Quadro 1.2. Tipos e exemplos de adjuvantes

Tipos de adjuvante Exemplos
Sais minerais Fosfato de célcio (Sharp et al., 2009)
Microbianos Exotoxinas (McAleer et al., 2010)
Particulados Complexos imunoestimulatérios (Azevedo et al., 2010 )

Lipossomos (Slutter et al., 2011)

Emulsdo em Oleo e a Adjuvante de Freund (Rosenberg et al., 2010)
base de surfactantes Emulsdes microfluidizadas (O’Hagan, Tsai & Reed, 2011)
Sintéticos Saponinas (Ragupathi et al., 2011)
Citocinas IL-2 (Sabbatini et al., 2010)

IFN-y (Toporovski, Morrow & Weiner, 2010)
Genéticos Genes em plasmideos (Ramanathan et al., 2009)

O desenvolvimento de novas vacinas segue a tendéncia atual de conjugacao
e combinacdo. Nas duas ultimas décadas, novos conhecimentos no campo da
imunologia e na tecnologia de producdo de vacinas levaram ao desenvolvimento de
vacinas conjugadas (Bruge et al., 2004; Robbins et al., 2011). A conjugac¢ao quimica
de polissacarideos bacterianos a proteinas carreadoras tem contribuido para o
aumento da resposta imunoldgica contra polissacarideos capsulares e na prevencao
de doencas causadas por bactérias tais como Neisseria meningitidis, Haemophilus
influenzae e Streptococcus pneumoniae. Este complexo polissacarideo-proteina leva
a producao de niveis mais elevados de anticorpos, sendo imunogénico ja no lactente
(Ebbert e Mascolo, 2004; @stergaard et al., 2009).

As vacinas combinadas consistem em dois ou mais microrganismos Vivos,
inativados ou antigenos purificados combinados pelo fabricante ou imediatamente
antes da administracdo. Uma vacina combinada é elaborada com a finalidade de

prevenir multiplas doencas, prevenir uma doenca causada por diferentes cepas ou
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sorotipos do mesmo microrganismo, diminuindo o custo com a imunizacao (Ebbert e
Mascolo, 2004; Agmon-Levi, 2009).

A reatividade cruzada com um componente pode ocorrer em uma combinagao
de vacinas atenuadas, onde eventos de recombinacdo podem permitir
microrganismos atenuados serem reconstituidos em formas virulentas. O CBER
(Center for Biologics Evaluation & Research), 6rgao ligado ao FDA, aconselha que
as combinacBes devam ser caracterizadas e seus componentes avaliados através
de uma bateria de exames fisico-quimicos, bioquimicos e biologicos (Ebbert e
Mascolo, 2004).

Segundo o CBER, € necessaria a conducdo de estudos pré-clinicos em
animais a fim de avaliar as consequéncias da combinacdo em relacdo a poténcia e a
imunogenicidade. O produtor deve avaliar algumas das caracteristicas fisicas,
incluindo a ressuspensdo da vacina combinada e assegurar a qualidade dos
recipientes que contem a vacina. Se o volume da vacina combinada € muito grande
Ou sua concentracdo € muito alta para ser seguramente administrada, o produtor
pode, por exemplo, reduzir a dose de alguns ou de todos os componentes vacinais.
Os efeitos de tais alteracdes devem ser avaliados antes do inicio dos ensaios
clinicos (Ebbert e Mascolo, 2004).

Um dos principais problemas do desenvolvimento e da producdo de novas
vacinas tem sido o relativo baixo interesse das industrias farmacéuticas, pois as
vacinas representam apenas 2% do mercado mundial dessa industria (Greco, 2002).
A labilidade dos produtos, o risco da responsabilidade por reacfes adversas, o alto
custo de desenvolvimento das novas vacinas e 0s pre¢os nao atrativos, em especial
pela limitada capacidade de compra pelos paises em desenvolvimento sdo outros
entraves na producgéo de vacinas, limitando assim, os investimentos na area. Apesar
de todos esses problemas globais, € reconhecido que poucas acdes de saude
publica apresentam uma relagéo custo-beneficio tdo favoravel como a utilizacdo de

vacinas em uma populacédo (Schatzmayr, 2003).

Neste sentido, a elaboracdo de vacinas combinadas utilizando as vacinas ja
existentes pode contribuir para a melhoria dos agravos de saude publica, pois uma
imunizacdo contendo pelo menos trés formulacdes ja seria suficiente para prevenir
trés infeccOes diferentes e, consequentemente, proporcionar grande impacto no

controle destas doencas.
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1.4.1 VACINAS COMBINADAS

A vacina é capaz de imunizar pessoas e animais contra doencas infecciosas
causadas por bactérias ou virus. Elas sdo culturas desses microrganismos que,
inativados ou atenuados, perdem sua acdo patogénica, mas conservam a
propriedade de induzir o organismo a produzir anticorpos contra 0 agente agressor.
Uma vez estimuladas por uma vacina, as células produtoras de anticorpos tornam-
se sensiveis ao agente infeccioso e respondem a novas investidas com a producéo
de mais anticorpos, restabelecendo assim a resposta imunolOgica. Vacinas de
microrganismos atenuados, tais como sarampo, hepatite e variola, geralmente
produzem uma forma branda ou subclinica da doenca. As vacinas de bactérias ou
virus inativados, como a da gripe, a da raiva e a da febre tifdide, precisam ser
administradas em grandes quantidades e produzem resposta imunoldgica apés um
periodo prolongado (Goldenthal et al., 1995; Salusto et al., 2010).

No fim do século XX, criaram-se novos tipos de vacinas com a ajuda de
avancadas técnicas de laboratério onde se podem identificar, em um agente
infeccioso, componentes bioquimicos que estimulam a resposta imunoldgica do
organismo agredido. Esses componentes bioquimicos podem entdo ser sintetizados
em laboratorio e depois administrados em seres humanos, nos quais atuam como
gualquer outro tipo de vacina. A tecnologia do DNA recombinante representou um
grande avanco para esse meétodo, pois permite inserir no DNA de um dado
organismo, por exemplo, virus da variola bovina, o gene que codifica a producéo do
componente bioquimico ao qual sera utilizado para a inducdo da resposta
imunologica dos individuos vacinados (Guérin, 2007; Ross et al., 2009; Luke et al.,
2009).

O anseio em melhorar a saude publica e reduzir 0s custos para 0 pais tem
resultado no desenvolvimento de vacinas combinadas, que permitem a reducgéo do
namero de imunizagdes necessérias para assegurar a protecdo contra multiplas
doencas diminuindo, assim, o numero de visitas aos 0rgaos de saude e os gastos
com a administracdo de vacinas. O grande desafio na combinacdo de vacinas é
manter uma resposta imunologica tdo eficaz quanto a vacina aplicada
separadamente (Dagan, 2005).

Historicamente, a co-administracdo de vacinas com o intuito de imunizar
simultaneamente contra multiplos patégenos foi motivada por um nimero de fatores

na pratica clinica e nos avancos no design de vacinas conjugadas. Esses fatores
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incluiam a necessidade de aplicar certos tipos de imunizagcbes em determinadas
faixas etérias, a sobreposi¢cdo epidemioldgica de certas infec¢des, compatibilidade e
estabilidade das vacinas, consideracdes de seguranca, beneficios imunologicos,
entre outros (lgietseme et al., 2006; Marin et al., 2010).

As vacinas combinadas podem conter multiplos produtos que sdo ativos na
prevencdo de mais de uma doenca infecciosa e, alternativamente, ela pode
combinar componentes ativos para a prevencdao de uma doenca causada por
multiplos sorotipos ou cepas de uma Unica espécie paogénica. Outros tipos de
combina¢des de vacina incluem antigenos de patégenos causando diferentes
doencas como, por exemplo, combinacédo do toxdide tetanico, toxoide diftérico e da
Bordetella pertussis, além da vacina triplice viral. A combinacdo pode ser formulada
durante a fabricacdo ou os componentes podem ser formulados separadamente e
combinados no momento da utilizagdo (Goldenthal et al., 1995; Parkman, 1995;
Jatana & Nair, 2007). Neste contexto, um grande desafio da combinacéo de vacinas
€ manter uma resposta imunoldgica tdo eficaz quanto aquela apresentada quando
as vacinas sao aplicadas separadamente.

Devem ser consideradas diferentemente a vacinacdo combinada, a vacinagcao
associada e a vacinacdo simultanea. Na vacinacdo combinada, dois ou mais
agentes, sdo administrados numa mesma preparacao (por exemplo, vacina triplice
DTP, vacinas duplas DT e dT e vacina oral trivalente contra a poliomielite, que
contém os trés tipos de virus atenuados da poliomielite). Na vacinagdo associada,
misturam-se as vacinas no momento da aplicacdo, o que pode ser feito, por
exemplo, entre determinadas apresentacbes das vacinas contra Haemophilus
influenzae do tipo b e vacina triplice DTP. Chama-se a atencao para o fato de que a
autorizacdo para 0 uso dessas misturas tem que ser precedida de estudos que
autorizem seu emprego, especificos para cada produto a ser associado. Na
vacinagao simultanea duas ou mais vacinas sdo administradas em diferentes locais
ou por diferentes vias num mesmo atendimento (por exemplo, a vacina triplice DTP
por via intramuscular, a vacina contra o sarampo por via subcutanea, o BCG por via
intradérmica e a vacina contra a poliomielite por via oral) (Manual de Normas de
Vacinagéo, 2001).

As vacinas combinadas a serem usadas sdo as registradas e licenciadas para
uso no Brasil. A associacdo de vacinas sO é permitida para vacinas e fabricantes
especificos, de acordo com as recomendacfes de cada produto. Em relacdo as

vacinas incluidas no PNI, as aplica¢cdes simultdneas possiveis ndo aumentam a
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frequéncia e a gravidade dos efeitos adversos e ndo reduzem o poder imunogénico
gue cada componente possui quando administrado isoladamente (Manual de
Normas de Vacinacao, 2001).

A combinacéao de vacinas bacterianas visando protecdo multipla numa mesma
injecdo teve sua primeira iniciativa na vacina triplice bacteriana (DTP), licenciada
como vacina em 1949, protegendo criangas de 2 a 6 meses contra difteria, tétano e
coqueluche (ECDC, 2009). A partir dessa iniciativa, a combinacdo de imundgenos
originou a vacina triplice viral (rubéola, caxumba e sarampo) e, mais recentemente,
a vacina 23-valente contra Streptococcus pneumoniae (Lopes & Berezin, 2009;
Homma et al.,, 2011). Outro exemplo é a vacina trivalente contra poliovirus que
contém todos os trés tipos antigénicos, proporcionando protecdo contra todos o0s
poliovirus que causam paralisia. Esta ampla cobertura antigénica seria impossivel se
0s componentes vacinais fossem monovalentes (Parkman, 1995; Minor, 2009).

A combinacdo de vacinas tem sido discutida e avaliada pelos principais
produtores de vacina no mundo, j& que as preparacdes obtidas destas combinacgfes
representam produtos com alto potencial de mercado, desde que sua eficicia e
seguranca sejam comprovadas (Gupta, 1999).

Bio-Manguinhos,h& cerca de oito anos, negociou com o laboratério Glaxo
Smith Kline a transferéncia de tecnologia de producao da vacina conjugada contra a
bactéria Haemophilus influenzae tipo b. Esta bactéria € responsavel pelo maior
namero de casos de meningite em criancas no mundo, e sua introdu¢cdo no
programa de imuniza¢cGes dos Estados Unidos reduziu drasticamente a ocorréncia
desta doenca no pais (Safadi, 2006). Seguindo a tendéncia mundial da combinacao,
a vacina produzida no Brasil, resultado desta transferéncia de tecnologia, foi incluida
no Programa Nacional de Imuniza¢cdes (PNI), combinada a vacina DTP. Esta
combinacéo aliou dois dos principais produtores de vacinas no pais, uma vez que
reuniu a vacina produzida em Bio-Manguinhos a DTP produzida no Instituto
Butantan.

A perspectiva de combinagcdo de vacinas em Bio-Manguinhos, a partir da
tetravalente DTP-Hib, com novas vacinas provenientes do desenvolvimento
tecnolégico surge como uma iniciativa interessante, principalmente com a
possibilidade de obtencdo de um produto que tenha ag¢do importante contra
meningites bacterianas. A reducdo da meningite causada por Haemophilus
influenzae em criangas a partir da introducdo da vacina conjugada no PNI abre um

nicho para o crescimento de casos de meningites causadas por Neisseria
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meningitidis e Streptococcus pneumoniae. Desta forma, a combinagcdo destes
imundégenos em uma mesma vacina e a avaliacdo da resposta protetora a cada um
dos componentes aparece como um tema de grande importancia, abordado neste

estudo.

2. SISTEMA IMUNOLOGICO

A resposta imune tem papel fundamental na defesa contra agentes
infecciosos e se constitui no principal impedimento para a ocorréncia de infecgbes
disseminadas, algumas vezes associadas com alto indice de mortalidade. E também
conhecido o fato de que, para a quase totalidade das doencas infecciosas, 0 niumero
de individuos expostos a infeccao é bem superior ao dos que apresentam a doenca,
indicando que a maioria das pessoas tem condicbes de controlar esses
microrganismos e impedir a progressao da infeccdo. Em contraste, as deficiéncias
imunologicas, sejam da imunidade inata (disfuncdes de células fagociticas e
deficiéncia no sistema complemento) ou da imunidade adaptativa (comprometimento
na producdo de anticorpos ou na funcdo de células T), sdo fortemente associadas
com aumento de susceptibilidade a infec¢cbes (Janeway, 2001; lwasaki & Medzhitov,
2010).

Embora a resposta imune seja fundamental para a defesa contra a maioria de
agentes infectantes, tém sido acumuladas nos ultimos anos evidéncias de que em
muitas doencas infecciosas, 0s principais aspectos patolégicos ndo estdo
relacionados como uma acgao direta do agente agressor, mas sSim como uma
resposta imune anormal. Em muitas dessas situacfes existe uma reacdo de
hipersensibilidade com resposta imune exacerbada e ndo modulada que tem como
consequéncia um dano tecidual. Em outros casos, agentes infecciosos, seja por
mimetizar antigenos proprios, por induzir proliferacdo de células auto reativas ou por
aumentar nas ceélulas infectadas a expressdao de moléculas de MHC e moléculas
coestimulatorias, podem desencadear doencgas auto-imunes (Cooke et al., 2004,
Furuichi, Wada & Kaneko, 2011).

O conhecimento de que diferentes tipos de microrganismos sao combatidos
pelos componentes da resposta imunoldgica data do inicio dos anos 50, quando
ficou documentada a importancia dos anticorpos na destruicdo de bactérias
extracelulares. Embora isoladamente os anticorpos por si s6 ndo tenham a

capacidade de destruir bactérias, eles podem neutralizar 0os microrganismos,
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impedindo sua ligacéo as células alvo do hospedeiro (Crane, Warner & Bosio, 2010).
Adicionalmente, em associagdo com o complemento, os anticorpos podem lisar
bactérias e funcionar como opsoninas, facilitando assim a fagocitose (Koch et al.,
2010).

Os neutrofilos, eosindfilos e macréfagos exercem sua acdo de destruicdo do
microrganismo de forma mais ampla contra varios tipos de agentes e sdo células
importantissimas para a defesa do hospedeiro. Pelas células fagociticas
expressarem em sua membrana receptores, tais como receptores toll-like (TLR), que
se ligam especificamente a padrdes moleculares existentes em diversos agentes
infectantes (PAMPS) (Pasare & Medzhitov, 2004; Kumar, Kawai & Akira, 2009), torna
impréprio denominar inespecifica a resposta imune inata. Os neutrofilos tém um
papel fundamental contra bactérias; os macréfagos sédo células importantes na
defesa contra agentes intracelulares (protozoarios e bactérias intracelulares); e os
eosindfilos, ndo tanto pela atividade fagocitica, mas sdo importantes pela atividade
citotoxica contra helmintos (Bell 2009; Balla et al., 2010).

O sistema complemento é um dos principais efetores da imunidade humoral e
é também um importante mecanismo efetor da imunidade inata. E a primeira linha
de defesa contra microrganismos patogénicos, e a ativacdo da cascata leva a
deposicao de C3 na superficie bacteriana. A opsonizacdo do patdgeno é seguida por
fagocitose e formacdo do complexo de ataque & membrana (Joiner, 1988; Hallstrém
et al., 2008; Granoff 2009; Dunkelberger & Song, 2010). A via classica do sistema
complemento é ativada pelo complexo antigeno-anticorpo e pela proteina reativa C
(Hallstrom et al., 2008; Volanakis, 2001; Demchenko et al., 2010; Wallis et al., 2010),
enquanto a via alternativa é espontaneamente ativada através do contato direto com
particulas ou células estranhas ao organismo (Hallstrom et al., 2008; Walport, 2001;
Demchenko et al., 2010; Wallis et al., 2010). Ambas as vias levam a formacéo de C3
convertase, com subsequente clivagem de C3 em C3a e C3b (Wallis et al., 2010).
Posteriormente a via terminal é ativada, o que € um passo fundamental na producéo
de resposta inflamatdria. Para evitar danos ndo especificos pela excessiva ativacéo
do complemento, a cascata do complemento é rigidamente controlada. Importantes
reguladores do sistema complemento sdo o fator H e o fator H proteina-like (via
alternativa) (Hallstrom et al., 2008; Zipfel et al., 2002; Abarrategui-Garrido et al.,
2009), C4BP (vias classica/lectina) (Hallstrom et al., 2008; Blom, Villoutreix &
Dahlback, 2004) e vitronectina (via terminal) (Hallstrom et al., 2008; Schvartz, Seger
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& Shaltiel, 1999). A meta do sistema complemento € depositar grandes quantidades
de C3b em um alvo.

A ativacdo do complemento se da por trés vias principais: classica, alternativa
e das lectinas. Na via classica, complexos imunes se ligam a C1 e a protease da
subunidade Cl1s cliva C4 e C2. Os fragmentos de C4 e C2 se ligam para formar uma
enzima, a C3 convertase, que cliva C3 em C3b. A via da lectina é um sistema
analogo, exceto que complexos de lectina com agucares sdo formados, e proteinas
séricas associadas a manose (MASP) tomam o papel de C1. A deficiéncia da MBL
estd associada a maior susceptibilidade a doencas infecciosas e autoimunes
(Roskamp et al., 2005; Carvalho et al., 2007; Inoshita et al., 2009).

A lectina ligadora de manose (MBL) € um dos componentes centrais da via
das lectinas e faz parte de um grupo de proteinas chamadas colectinas, as quais se
ligam aos carboidratos de superficie associados a estruturas de colageno presentes
em microrganismos, induzindo a agregacdo e, desse modo, impedindo a
infectividade ou mediando a fagocitose através de receptores especificos nos
fagocitos. As colectinas possuem duas funcbes: a primeira é ligar-se
especificamente a carboidratos estruturais na superficie do patégeno; a outra funcéo
€ sinalizar para outras moléculas e células, a fim de destruir o patégeno. A MBL
pode interagir diretamente com receptores de colectinas nas células fagociticas,
promovendo a opsonizacao e fagocitose em processos imunes. Além disso, essa
proteina € capaz de modular a resposta inflamatoria, estimulando a liberacdo de
citocinas por mondcitos de maneira dose-dependente. Pode também participar na
eliminacdo de células apoptéticas, sinalizando-as para que sejam fagocitadas
(Roskamp et al., 2005; Carvalho et al., 2007; Inoshita et al., 2009).

A via das lectinas usa uma proteina similar a C1g (uma colectina) que induz a
cascata do complemento. A lectina ligadora de manose, como a Clg, € uma
molécula formada por seis algas que formam um complexo com duas proteases, as
MASP-1 e MASP-2 similares a Clr e Cls. Quando o complexo MBL liga-se a
superficie do patdégeno, as MASP-1 e MASP-2 sdo ativadas para clivar C4 e C2.
Portanto, a via da MBL inicia a ativacdo do complemento da mesma forma que a via
classica, formando convertase C3 a partir de C2b unida a C4b (Roskamp et al.,
2005; Carvalho et al., 2007; Inoshita et al., 2009).

A via alternativa € iniciada a partir da hidrolise espontanea de C3,
componente abundantemente presente no plasma sanguineo, em C3(H.0). Esta

mudanc¢a conformacional permite a ligacdo do fator B, permitindo o fator D clivar o
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fator B em Ba e Bb. Forma-se entdo C3(H,O)Bb, complexo conhecido como C3
convertase de fase fluida. Esta convertase, embora produzida apenas em pequenas
guantidades, é capaz de decompor multiplas proteinas C3 em C3a e C3b. A via
alternativa C3 convertase consiste na ativacdo dos fatores B e D, formando um
composto instavel que pode tornar-se estavel apos ligagdo a properdina, uma
proteina do soro. Apoés a formacgédo da C3 convertase, o sistema complemento segue
0 mesmo caminho da via classica, independentemente do meio de ativacdo (Holes e
Thurman, 2004, Lutz et al., 2007).

A resposta mediada pelas células T € extremamente efetiva no mecanismo de
defesa contra agentes intracelulares, como virus, protozoarios, fungos e bactérias
intracelulares. As células T podem exercer sua funcdo através da citotoxicidade
mediada por células CD8+ ou através da secrecdo de citocinas que vao ativar
macrofagos para destruir os agentes intracelulares. Outros elementos que podem
participar do processo de defesa contra agentes infecciosos incluem o queratindcito
e a ceélula de Langerhans, ja que muitas vezes a pele é invadida por diversos
microrganismos. Os queratindcitos possuem a capacidade de secretar inUmeras
citocinas, dessa maneira ativando e recrutando células inflamatorias e linfécitos para
a pele (Debenedictis et al., 2001). A célula de Langerhans, por sua vez, exerce o
papel fundamental de vigilante no tecido cutaneo, fagocitando desde particulas
protéicas inanimadas até virus, bactérias ou qualquer outro microrganismo invasor.
Apods a fagocitose a célula de Langerhans migra para o linfonodo regional a fim de
realizar a apresentacao antigénica aos linfocitos, dando inicio ao desenvolvimento
de imunidade especifica protetora, tolerancia ou hipersensibilidade (Romani et al.,
2001).

Se de um lado ja eram conhecidas as células e os mediadores envolvidos nas
defesas dos humanos, sé recentemente foi documentado o fato de que a populacéo
de células T CD4+ (T auxiliares) é heterogénea, sendo constituida de cinco
subpopulacdes: as células Thl, Th2, ThO, Th1l7 e Treg (Mosmann & Coffman, 1989;
Machado et al.,, 2004). Essa observacdo tem contribuido bastante para o
entendimento da imunopatogenicidade da maioria das doencas infecciosas
(Machado et al., 2004).

E fundamental o entendimento de que a resposta das células T auxiliares é
importante na defesa do hospedeiro contra as infec¢des, ativando macrofagos por
caminhos distintos e induzindo a producéo de diferentes classes de anticorpos em

células B (McKee et al., 2010). A resposta Thl esta relacionada com a defesa contra
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protozoarios, bactérias intracelulares e virus, enquanto a resposta Th2 é mais efetiva
contra os helmintos e bactérias extracelulares. Essas respostas sao também
antagonicas, desde que o IFN-y modula negativamente a resposta Th2, e alL-4 e a
IL-10 modulam negativamente a resposta Thl, o que permite uma homeostasia no
sistema imune e uma resposta imunoldgica balanceada. Adicionalmente, as células
regulatorias da resposta imune que expressam as moléculas CD4 e CD25 (Treg) e
produzem IL-10 e/ou TGF B (Trl ou Th3) estdo envolvidas em modular a resposta
imune, impedindo ou diminuindo as consequéncias das reacbes de
hipersensibilidade e das doencas auto-imunes (Mills & McGuirk, 2004).

As células Th17 possuem um desenvolvimento distinto das células Thl e Th2
e uma quantidade excessiva destas células tem um papel chave nas doencas
autoimune, porém tém uma funcdo Iimportante na imunidade contra o0s
microrganismos na pele e na mucosa (Harrington et al.,, 2005). Sao responsaveis
pela producéo de IL17 em casos de infeccdo do hospedeiro por varias espécies de
bactérias e fungos, bem como das interleucinas 22 e 21, as quais estimulam as
células epiteliais na producdo de proteinas antimicrobianas, para a eliminagdo de
alguns microrganismos como Candida e Staphylococcus. As células Th17 produzem
dois membros da familia IL 17, IL 17A e IL 17F, as quais estdo envolvidas no
recrutamento, ativacdo e migracdo dos neutrofilos (Stockinger et al., 2007; Martin et
al., 2009).

A capacidade de reativar a memaria imunolégica apos desafio repetido ao
mesmo antigeno é caracteristica definidora do sistema imunolégico adaptativo. Uma
resposta imunoldgica tipica resulta na producdo de anticorpos de alta-afinidade,
predominantemente agueles com mudanga em seu isotipo, caracteristica essencial
para depletar agentes infecciosos, sendo a base da imunidade humoral e eficacia de
varias vacinas. Este anticorpo protetor € mantido pela combinacdo de uma relativa
longa vida no soro e secre¢do continua de novos anticorpos por células plasméticas.
O segundo resultado-chave da resposta imunolégica humoral é a formacdo de
células B de memdria que séo capazes de responder rapidamente a re-exposicao a
antigenos (Nutt & Tarlinton, 2011).

A geracao de células B ocorre ao longo da vida e prossegue por varias fases
distintas e pontos de controle. Apés o0 nascimento, a geracdo de células B ocorre na
medula Ossea, onde as células evoluem entre pré6 e pré-estagios de

desenvolvimento. Na fase seguinte, como células imaturas, adquirem especificidade
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do antigeno em virtude da expressdo de um receptor funcional (BCR). As células
gue conseguem atravessar esta fase entram na periferia como células B de

transicéo (Cambier et al., 2007).

A capacidade do sistema imunolégico adaptativo em proteger contra
patdgenos requer um vasto repertorio de BCR capaz de reconhecer uma ampla
gama de proteinas estranhas. Essa diversidade € gerada no inicio do
desenvolvimento pelo rearranjo aleatorio dos genes das imunoglobulinas resultando,
inevitavelmente, na génese de receptores capazes de reconhecer antigenos
proprios. Estima-se que 75% das células B imaturas sdo auto-reativas. Cerca de um
terco dessas células imaturas sdo removidas do repertorio pela edicdo do receptor,
onde um novo rearranjo dos genes da imunoglobulina gera uma nova cadeia leve
para parear com a cadeia pesada ja existente, num esfor¢o para gerar célula ndo
auto-reativas. Na falta deste mecanismo, as células sdo eliminadas por apoptose.
Apesar desses mecanismos de tolerancia central, muitas células B auto-reativas
escapam para a periferia, onde séo silenciadas por um estado induzido de néo

responsividade conhecido como anergia (Cambier et al., 2007).

As células B promovem um elo importante entre a imunidade inata e
adaptativa. Estas sdo efetoras da resposta imunoldgica adaptativa devido a sua
capacidade de gerar respostas antigeno-anticorpo especificas, além de agirem

como ceélula de memodria (Frasca, Riley & Blomberg, 2005).

2.1. MEMORIA IMUNOLOGICA

A memoria imunolégica consiste na vigilancia e no reconhecimento do
patdogeno invasor pelo sistema imunoldgico a fim de realizar uma resposta
secundaria efetiva, sendo um dos fundamentos da pratica da vacinacdo. As células
responsaveis por esse aumento na protecdo sao linfocitos T e B que ja tiveram um
contato prévio com o antigeno e que podem persistir por longos periodos e serem
rapidamente reativados logo apos um segundo encontro. As células de memoaria se
desenvolvem em resposta tanto aos antigenos especificos quanto aos sinais néo
especificos recebidos durante a resposta primaria, e sao caracterizadas pelo seu
potencial de intensificar uma segunda resposta aos antigenos, muito tempo depois
da primeira exposicdo (Ahmed & Gray, 1996; Banatvala et al., 2001; Bernasconi,

Traggiai & Lanzavecchia, 2002; Zinkernagel, 2002; Campos & Godson, 2003).
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2.1.1. LIMITACOES DA MEMORIA IMUNOLOGICA

Nos ultimos dois séculos, a vacinacdo tem cada vez mais sido utilizada como
uma alternativa efetiva a infeccdo na producéo de células de memdria. Entretanto,
se a vacinagdo induz memoaria imunoldgica a longo prazo, porque algumas vacinas
ndo sdo capazes de induzir uma protecdo duradoura contra as doencgas? (Campos &
Godson, 2003).

A fim de elucidar essa questdo pode-se, primeiro, avaliar a capacidade da
vacina de produzir memaria imunoldgica adequada, tanto em termos de quantidade
qguanto em termos de qualidade da resposta. Por exemplo, devido ao numero de
células T de memaria ser determinada primariamente pela extensdo da expanséo
clonal, € essencial que uma vacina possa promover uma populacdo de células T tdo
grande quanto for possivel. (Kaech & Ahmed, 2001; Kaech, Wherry & Ahmed, 2002).
Nesse aspecto, a dose do antigeno é um importante fator, bem como sua
persisténcia no organismo, estrutura e distribuicdo pelos tecidos (Banatvala, Van
Damme & Oehen, 2001). Além disso, a liberacdo de citocinas apropriadas pode ser
utilizada para aumentar o niamero de células de memoadria (Cheng & Greenberg,
2002).

A eficacia da resposta imunolégica de memdria, induzida pela vacinacao, é
td0 importante quanto a sua magnitude. E extremamente importante definir a
correlacdo de protecdo em cada doenca e projetar vacinas que sejam capazes de
induzir essas respostas. Por exemplo, vacinas que induzem IgG sistémica sao
menos eficazes contra infec¢des por rotavirus do que vacinas que induzem IgA de
mucosa (Yuan et al., 1998). A medida que melhor compreendermos 0s mecanismos
de desenvolvimento de memdria imunoldgica e sua persisténcia, sera possivel
projetar vacinas que seletivamente estimulem diferentes tipos de células de
memoria, como por exemplo, através do aumento na producdo de células T de

memoria efetoras versus centrais (Esser et al., 2003).
2.1.1.1. MEMORIA IMUNOLOGICA E VACINACAO

A vacinacdo é o meio mais eficaz de prevenir doencas infecciosas. Apesar do
sucesso de muitas vacinas, ainda sao necessarias muitas pesquisas para
compreender os mecanismos imunoldgicos que mediam sua eficacia. Essas séo
informacgdes fundamentais na elaboracdo de futuras vacinas contra as velhas e

novas doencas infecciosas (Puledran & Ahmed, 2006).
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A geracdo de memodria imunoldgica antigeno-especifica que pode ser re-
estimulada em um encontro posterior com 0 mesmo antigeno é uma das etapas da
imunidade adaptativa. As vacinas sdo geralmente concebidas para induzir memoaria
imunologica, que é desencadeada durante uma nova infeccao, resultando em uma
rapida ativacdo da resposta imunolégica que protege o hospedeiro. Assim, a eficacia
da memdéria imunoldgica induzida, ao invés da magnitude da resposta imune
primaria, é de extrema importancia para o projeto de vacinas efetivas (Scheerlinck &
Yen, 2010).

Ha um grande interesse com relacdo a de células B e T na imunidade
protetora (Ahmed & Gray, 1996; Salusto, Lanzavecchia, Araki & Ahmed, 2010). Ao
examinar essa questdo, é preciso notar que anticorpos e células T evoluiram para
desempenhar fungdes distintas. Os anticorpos tém a funcdo de atuar diretamente
sobre o microrganismo como exemplo, particulas virais, bactérias extracelulares e
parasitas enquanto as células T agem sobre células infectadas. Pelo fato das células
T serem capazes de reconhecer antigenos microbianos somente em associacao as
moléculas de MHC do hospedeiro, as particulas livres de virus ou bactérias
extracelulares sao invisiveis para estas células. Assim sendo, 0s anticorpos
proporcionam nossas uUnicas defesas especificas contra microrganismos livres, por
isso sua participacdo na imunidade protetora contra as doencas infecciosas nao
pode ser subestimada. Na verdade, os anticorpos sdo, provavelmente, o Unico
mecanismo de imunidade protetora contra bactérias e parasitas exclusivamente
extracelulares. Nestas situacdes, é facil determinar a correlacdo da eficacia da
vacina com base nos niveis de anticorpos seéricos contra patégenos ou toxinas
(Siegrist, 2008).

Entretanto, essa questdo comeca a mudar em relacdo a patdgenos que
possam sobreviver ou se reproduzir intracelularmente. Embora o anticorpo promova
a primeira linha de defesa contra essas infec¢des, e seus niveis sejam utilizados
para correlacionar a eficacia da vacina (Siegrist, 2008), ha muitas situacdes em que
nem todo o antigeno é neutralizado ou opsonizado pelo anticorpo preexistente. E
entdo que as células T atuam para destruir a célula infectada e/ou liberar citocinas
gue inibem o crescimento do microrganismo ou prejudicam sua capacidade de

sobreviver dentro da célula (Levin, 2008).
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2.1.2. IMUNIDADE AS BACTERIAS

As bactérias sdo o0s microrganismos que mais frequentemente causam
infeccbes no homem. Tanto as barreiras naturais contra os agentes infectantes,
como a imunidade inata e a adaptativa participam do mecanismo de defesa contra
as bactérias. As infeccbes causadas por bactérias extracelulares sdo as mais
frequentes. Nesses casos 0s mecanismos de defesa estdo relacionados
principalmente com as barreiras naturais do hospedeiro, a resposta imune inata e a
producéo de anticorpos (Machado et al., 2004).

A importancia das barreiras naturais no combate as infeccbes bacterianas
extracelulares € bem reconhecida. A integridade da pele e das mucosas impede a
aderéncia e a penetracao de bactérias; o movimento muco-ciliar elimina bactérias do
trato respiratorio; o pH acido do estébmago destroi bactérias que penetram pelo trato
digestivo alto; e na saliva e secrecdes prostaticas existem substancias com atividade
antimicrobiana (Machado et al., 2004).

A participacdo da imunidade inata ocorre através das células fagocitarias, da
ativacado do sistema complemento pela via alternativa e da produgéo de quimiocinas
e citocinas. Adicionalmente a proteina C reativa (PCR), proteina de fase aguda
produzida principalmente por células hepaticas nas infec¢coes bacterianas, exerce
acdo variada contra as bactérias. Ao ligar-se aos fosfolipidios de membrana de
algumas bactérias (por exemplo, pneumococos) a PCR atua como opsonina,
facilitando a fagocitose por neutrdéfilos. A PCR tem também a capacidade de ativar o
sistema complemento e também estimula a sintese de TNF-a, a qual induz a sintese
de NO e consequentemente a destruicdo de varios microorganismos (Machado et
al., 2004).

O complemento exerce seu papel de defesa pela ativacdo do complexo de
ataque a membrana (C5-C9) e facilitando a opsonizacdo através do componente
C3b, que se liga a bactéria e interage em uma segunda etapa com um receptor
especifico existente nas células fagociticas. As deficiéncias do sistema complemento
tém sido associadas com infeccdes graves por Neisseria meningitidis e infeccoes
disseminadas por Neisseria gonorheae (Barrington et al., 2001).

Todas as células da imunidade inata participam da defesa contra bactérias,
embora seja enfatizado principalmente o papel de neutréfilos e
monocitos/macrofagos pela capacidade fagocitica dessas células. Os basofilos e
mastocitos ativados por fatores do sistema complemento, a exemplo do C5a, C3a e

Cda, liberam mediadores que, juntamente com as referidas proteinas do
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complemento, atraem leucdcitos para o sitio de agressdo e contribuem para a
passagem dessas células dos vasos para os tecidos, local onde esta ocorrendo a
agressao ao hospedeiro. Os eosindfilos, além da atividade fagocitica, podem destruir
microorganismos por meio da liberacdo de proteinas com atividade microbicida, tais
como a proteina basica principal e a proteina catidonica eosinofilica. Os neutrdfilos e
0s macrofagos tém participacdo importante na defesa contra esses agentes desde
gue as bactérias sejam susceptiveis a substancias produzidas por essas células, a
exemplo do NO e do peroxido de hidrogénio. Existem também no interior dessas
células, enzimas como a mieloperoxidase e substancias outras como a azurocidina,
gue possuem propriedade microbicida. Embora tanto os neutrofilos como os
macrofagos sejam células fagociticas, essas células possuem caracteristicas bem
diferentes. Enquanto os neutrdfilos tém vida curta tanto no sangue como nos
tecidos, os macrofagos tém sobrevida prolongada. Os neutrofilos sO6 sé&o
encontrados nos tecidos inflamados, enquanto os macrofagos concentram-se tanto
em tecidos inflamados como em tecido sadio. Durante a reacdo inflamatdria os
neutrofilos produzem secrecdo purulenta, enquanto os macréfagos formam o
granuloma. Os neutréfilos defendem principalmente contra as bactérias
extracelulares, enquanto os macrofagos sdo fundamentais para a eliminacdo dos
agentes intracelulares que albergam (Machado et al., 2004).

As células da resposta imune sao também as principais fontes de citocinas e
guimiocinas no inicio das infeccfes, as quais exercem sua acao tanto na fase inata
como na adaptativa. As quimiocinas, devido a seu papel de atrair células para o sitio
da leséo, sdo muito importantes no processo de defesa do hospedeiro (Dong,
McDermott & Abdi, 2003).

Entre as varias citocinas que participam da defesa contra bactérias, tem sido
dado destaque as citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a, IL-1 e IL-6. Essas
citocinas séo produzidas nas fases iniciais da infec¢do e sdo responsaveis, por meio
de sua acdo no hipotalamo, pelo aparecimento da febre que inibe a multiplicacdo
bacteriana. Elas aumentam a expressdo das moléculas de adesao (seletina P e
ICAM), facilitando a passagem de células de vaso para o sitio da infeccdo, e
também estimulam os neutréfilos e macréfagos a produzirem NO e a destruirem
bactérias. Outras citocinas produzidas nas fases iniciais da infec¢do interferem na
resposta imune adaptativa. A IL-12, produzida por macréfagos, tem papel importante
na diferenciacdo de células ThO para Thl (Manetti et al., 1993; Machado et al.,

2004), enquanto a IL-4, produzida por basdfilos, mastdcitos e macrofagos, estimula
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a diferenciacdo de células ThO para Th2, que vao colaborar com o linfocito B na
producado de anticorpos, mais especificamente, da IgE (Bacharier & Geha, 2000).

A imunidade adaptativa, principalmente mediante os anticorpos, desempenha
importante papel na defesa contra as bactérias extracelulares. Os anticorpos podem
exercer suas acdes de trés maneiras: 1) opsonizacdo, 2) ativando o sistema
complemento, 3) promovendo a neutralizacdo de bactérias ou de seus produtos
(Machado et al., 2004).

Como as bactérias extracelulares sdo susceptiveis a destruicdo quando
fagocitadas, elas desenvolvem, como mecanismo de escape, substancias que
possuem atividade antifagocitica. Anticorpos dirigidos contra essas substancias nao
s6é impedem sua acdo, mas facilitam a fagocitose, desde que neutréfilos e
macrofagos possuam receptor para a porcdo FC da imunoglobulina (opsonizacéo).
Os anticorpos também sdo coadjuvantes na destruicdo de bactérias por
complemento, ativando esse sistema pela via classica. Por meio do mecanismo de
neutralizagdo, os anticorpos, principalmente a IgA, podem ligar-se a bactérias e, com
isso, impedir que as mesmas se fixem nas mucosas, como no trato intestinal e no
trato respiratorio. Os anticorpos, em muitas ocasides, ligam-se a toxinas produzidas
por bactérias, como as toxinas tetanica e diftérica, neutralizando a acdo desses
produtos (Machado et al., 2004).

A despeito da importancia defensiva da resposta imune, a dificuldade em
controlar a resposta inflamatéria que se desenvolve pode provocar danos nos
proprios tecidos, muitas vezes limitados e sem maiores consequéncias para 0O
hospedeiro. Porém, eventualmente, infeccdes causadas por bactérias Gram
negativas podem resultar em septicemia e choque séptico, situacdo extremamente
grave e associada com alta taxa de mortalidade. O choque séptico € desencadeado
por lipopolissacarideos (LPS) presentes na parede bacteriana estimulando nos
neutrofilos, macréfagos, células endoteliais e musculos uma producdo exacerbada
de citocinas proé-inflamatérias (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8) e NO. Como consequéncia, ha
diminuicao do tdnus muscular e do débito cardiaco, que resulta em hipotensdo e ma
perfusdo tecidual, e finalmente morte celular. No entanto, a modulacdo dessa
resposta exacerbada pode ser obtida. Assim, em modelo experimental a
administragcdo concomitante de IL-10 e LPS protege camundongos da morte por
choque séptico, ao inibir a producdo de IL-12 e sintese de IFN-y e TNF-a (Caille et
al., 2004).
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2.1.2.1. RESPOSTA IMUNOLOGICA A Bordetella pertussis

A imunidade adquirida contra Bordetella pertussis se desenvolve apés a
infeccdo natural e confere uma protecdo relativamente de longa duracdo contra
infeccbes subsequentes (Mills, 2001). A imunizacdo com a vacina de célula inteira
também protege contra a doenca (Mills, 2001; Church, 1979; PHLS Epidemiological
Research Laboratory and 21 area health authorities, 1982; Simondon et al., 1997).
No entanto, a reatogenicidade da vacina e sua associagcdo com leve a graves
complicagBes neurolégicas (Mills, 2001; Cherry et al., 1988; Miller et al., 1981) tem
sido a principal motivacdo para o desenvolvimento de geracbes de vacinas
acelulares contra essa doencga, constituidas por componentes altamente purificados
da bactéria (Mills, 2001).

Esta bactéria produz uma gama de toxinas, incluindo a toxina pertussis,
citotoxina traqueal, toxina adenilato ciclase, a toxina termolabil, e endotoxinas ou
lipopolissacarideo (LPS), as quais sdo conhecidas por contribuir com a patogénese
e muitas das quais estdo envolvidas na protecdo imunologica ou subversédo imune.
Bordetella pertussis também produz uma série de outros fatores de viruléncia,
incluindo a hemaglutinina filamentosa, pertactina e fimbrias, que auxiliam na
sobrevivéncia da bactéria no trato respiratério mediando a adesdo as células
epiteliais ciliadas, macrofagos e neutréfilos. Aléem disso, apds a invasdo do trato
respiratorio, a bactéria ndo s6 se liga a células epiteliais e se multiplica
extracelularmente, mas também pode ser ingerida e sobrevive dentro dos
macrofagos e outros tipos celulares (Bromberg, Tannis & Steiner, 1991; Saukkonen
et al.,, 1991; Steed, Akporiaye & Friedman, 1992; Mills, 2001), fornecendo uma
evidéncia indireta do papel da imunidade mediada por células, bem como do papel
da imunidade humoral na protecéo do organismo (Mills, 2001).

Tem sido relatado que a infeccdo natural ou a imunizagdo com vacinas
podem induzir respostas de anticorpos e células T contra a toxina pertussis,
citotoxina traqueal, toxina adenilato ciclase, a toxina termolabil, endotoxinas ou
lipopolissacarideo e uma série de outros antigenos. No entanto isto ndo é, em si,
uma prova de que estas respostas imunes contribuem para a protecdo. Em
contrapartida, experimentos manipulados em modelos animais forneceram provas
convincentes de que a resposta imune contra uma ampla gama de antigenos pode

contribuir para a protecdo contra Bordetella pertussis e que tanto a resposta imune
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celular quanto a humoral sdo requeridas para que haja uma imunidade ideal. Estes
estudos em camundongos tém demonstrado que a vacina de célula inteira confere
imunidade por mecanismos semelhantes ao gerado pela infeccdo natural, mas
sugerem que a vacina acelular e a de célula inteira conferem protecdo por
combinacgdes distintas de mecanismos efetores do sistema imune (Redhead et al.,
1993; Leef et al., 2000; Mills et al., 1998; Mahon et al., 1997; Mills, 2001), uma
hipotese que é apoiada por evidéncias indiretas de alguns estudos clinicos. Parece
também que diferentes combinacdes de respostas geradas de diferentes maneiras,
por exemplo, através de vacinas diferentes, podem proporcionar niveis semelhantes
de imunidade, sugerindo certo grau de redundancia nestas combinacdes dos
mecanismos imunes protetores (Mills, 2001).

2.1.2.2. RESPOSTA IMUNOLOGICA AO TOXOIDE TETANICO

O toxoide tetanico é um antigeno capaz de induzir uma resposta imune
humoral forte e duradoura em humanos apés a vacinacdo (Mayer et al., 2002;
Wellhorner, 1981). Apds vacinacdo com o toxoide tetanico, a captacdo do antigeno
pelas células apresentadoras de antigeno leva a apresentacdo via moléculas de
MHC (Mayer et al., 2002; Demotz et al., 1989; Kozbor et al., 1989), seguida pela
inducdo de expansao clonal de células T (Mayer et al., 2002; Adams, Opremcak &
Orosz, 1991; Geha et al., 1973; Kabilan et al., 1990). E descrito que as células T
toxdide tetanico-especificas séo, principalmente, TCD4" secretoras de citocinas TH1
como o IFN-y (Mayer et al., 2002; Parronchi et al., 1991).

A toxina tetanica € neurotrépica, ligando-se especificamente aos receptores
dos terminais nervosos que contem gangliosideos. E extremamente potente, sendo
a dose humana letal estimada em 2,5 ng/kg. Migra para o sitio de acdo no sistema
nervoso por transporte axonal retrégrado dentro das células nervosas. Uma vez
dentro dos neurdnios, a toxina ndo pode ser neutralizada pela antitoxina tetanica.
Ela entdo se acumula no sistema nervoso central, impedindo a liberacdo de
neurotransmissores inibitérios, como a glicina e o acido y-aminobutirico, deixando os

impulsos nervosos excitatorios sem bloqueio (Borrow, Balmer & Roper, 2006).

A toxina tetanica pode ser inativada com formaldeido para, assim, formar o
toxoide tetanico. Ele tem sido utilizado como vacina monovalente (TT) para imunizar

adultos, como componente da vacina combinada contra difteria, tétano e coqueluche
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(DTP) ou na vacina difteria-tétano (DT) para imunizacdo de criancas. A vacina
combinada contra difteria e tétano para adultos (dT) contém a quantidade
equivalente de toxoide tetanico e uma quantidade reduzida de toxoéide diftérico em
comparacao com as vacinas DTP ou DT, e é recomendada para uso no lugar da
vacina monovalente, a fim de aumentar a imunidade da populacdo contra a difteria.
O toxdide teténico também pode ser administrado com um componente da
combinacdo vacinal coqueluche (acelular), tétano e difteria (dTpa), principalmente
focada no melhor controle da coqueluche, para adolescentes e adultos. O toxoide
tetanico é adsorvido em sais de aluminio (hidréxido ou fosfato de aluminio) para
aumentar sua antigenicidade. A potente imunogenicidade do toxdide tetanico levou a
sua utilizacdo como proteina carreadora em vacinas polissacaridicas conjugadas.
Ele é estavel, pode suportar a exposicdo a temperatura ambiente por meses (37°C
por algumas semanas) sem perda significativa de poténcia (Borrow, Balmer & Roper,
2006; Dietz et al., 1997; Galazka et al., 1998).

O toxoide tetanico induz a formacdo de antitoxinas especificas. Estes
anticorpos desempenham um papel importante na protecdo contra o tétano. A
imunidade ao tétano é mediada por anticorpos, com antitoxinas tetanicas (como
antitoxinas diftéricas), pertencentes a classe das imunoglobulinas G (IgG), que séo
distribuidas por toda corrente sanguinea e espacgos extravasculares. A antitoxina nos
tecidos pode neutralizar a toxina produzida num ferimento infectado. Além disso, a
antitoxina que passa para o feto através da placenta apds imunizacao ativa da mée

pode prevenir o tétano neonatal (Borrow, Balmer & Roper, 2006).

A imunidade a toxina tetanica € induzida somente pela imunizacdo. Curar-se
de tétano nado significa que o individuo estad imune a novos episodios da doenca.
Uma pequena quantidade da toxina, embora suficiente para causar a doenca, €
insuficiente para estimular a producdo de anticorpos. Por isso, mesmo pacientes
diagnosticados com tétano devem ser imunizados com o toxéide tetanico, durante o
momento do diagndstico ou durante a convalescenca. Alguns autores propuseram
que a imunidade natural poderia ocorrer apos colonizacdo assintomatica do trato
intestinal (Dastur, Awatramani & Dixit, 1981; Matzkin & Regev, 1985; Tenbroeck &
Bauer, 1923; Veronesi et al., 1975; Veronesi et al., 1983). Entretanto, estudos tém
demonstrado que o fato de pessoas que se dizem ndo vacinadas possuirem
anticorpos contra tétano ndo exclui a possibilidade de esta vacinacdo nao ser

declarada (MacLennan, 1981). Alguns estudos utilizaram técnicas in vitro e
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encontraram niveis muito baixos de anticorpos contra tétano que poderiam ser
produto de reacao cruzada com outros antigenos (Dastur, Awatramani & Dixit, 1981;
Ray et al., 1978; Matzkin & Regev, 1985). Estudos realizados com criancas em
idade escolar na Africa (Rey, 1981), recrutas militares indianos (Menon et al., 1976),
pessoas que cuidam de cavalos (Lahiri, 1939), mulheres gravidas em Nova Guiné
(MacLennan et al., 1965) e pessoas saudaveis em Burkina Faso (Breman et al.,
1981) demonstraram que populacdes de paises com altos niveis de exposi¢cdo a
esporos de tétano geralmente ndo possuem antitoxinas tetanicas neutralizantes.
Mesmo que haja infeccdo assintomatica ou colonizacdo, a imunidade natural ndo
parece ter qualquer importancia pratica no controle do tétano (Borrow, Balmer &
Roper, 2006).

2.1.2.3. RESPOSTA IMUNOLOGICA A TOXINA DIFTERICA

A toxina diftérica, produzida pela bactéria Corynebacterium diphteriae
(Cerdeno-Tarraga et al., 2003; Gentile, 2010) € uma das mais extensivamente
estudadas e bem conhecidas toxinas bacterianas. Desde sua descoberta, nos anos
de 1800, esta tem ocupado um papel central no campo da toxinologia (Collier, 2001,
Scheifele & Ochnio, 2009). E uma toxina do tipo AB constituida por dois
polipeptideos. O fragmento B é necessario para a ligagdo aos receptores de
superficie e penetracdo nas ceélulas-alvo. O fragmento A é responsavel pela sua
toxicidade, e atua interferindo enzimaticamente na sintese de proteinas, causando
morte celular. Muitos aspectos do modo de acdo da toxina estdo bem caracterizados
em nivel molecular e interpretados em termos de estrutura conhecida (Holmes,
2000; Collier, 2001; Scheifele & Ochnio, 2009). Ela exerce seus efeitos em tecidos
em 6rgaos distantes, especialmente o coracdo (causando miocardite), € nos nervos
periféricos e cranianos (causando fraqueza e progredindo para paralisia) (Scheifele
& Ochnio, 2009).

Todas as cepas toxigénicas de C. diphteriae produzem uma toxina idéntica.
Para que uma cepa se torne toxigénica, esta deve estar infectada por um virus
bacteriano particular, ou bacteriéfago, que contem o gene da toxina (tox). Esse
processo é chamado conversao lisogénica. A introdugcdo de uma cepa toxigénica de
C. diphteriae em uma comunidade pode iniciar um surto de difteria através do
espalhamento clonal da bactéria ou pela transferéncia do bacteriéfago a cepas néo

toxigénicas presentes no trato respiratorio de portadores assintomaticos. Tanto as
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cepas toxigénicas quanto as nao toxigénicas podem ser isoladas durante um surto
(Mortimer, 1998). A identificacdo do gene que codifica a toxina permitiu o
desenvolvimento de métodos baseados em PCR répidos e precisos para a
identificacdo de cepas toxigénicas (Nakao & Popovic, 1997; Mothershed et al.,
2002). Em populacbes altamente imunizadas, as cepas toxigénicas virtualmente
desapareceram, embora cepas nao toxigénicas continuem a circular. A emergéncia
de clones invasivos ndo toxigénicos de C. diphteriae foi descrita, mas tais infec¢des

continuam infrequentes (Reacher et al., 2000; Romney et al., 2006).

Quando tratada com formaldeido e calor, a toxina perde sua habilidade de se
ligar as células e sua atividade enzimatica fica prejudicada, apesar de conservar sua
imunogenicidade. Este tratamento converte a toxina em toxdide, o que € comumente
utiizado na imunizacdo contra difteria. Os modernos métodos de fabricacdo
garantem que o processo de conversado seja irreversivel. Mutantes geneticamente
alterados, ndo toxigénicos e completamente imunogénicos da toxina diftérica estédo
disponiveis, por exemplo, CRM197, e podem ser utilizados para imunizacdo como
uma potencial alternativa menos reatogénica a utilizacdo do toxoide (Robbins et al.,
2005). CRM197 é utilizada como um carreador da proteina em varias vacinas

polissacaridicas conjugadas atuais (Scheifele & Ochnio, 2009).

A imunidade contra difteria € mediada por anticorpos. Devido a letalidade da
difteria ser quase inteiramente atribuida a toxina, a imunidade contra a doenca
depende principalmente de anticorpos contra ela. Este anticorpo, chamado
antitoxina, € principalmente do tipo imunoglobulina G (IgG) e € medido em Unidades
Internacionais por mililitro (Ul/mL) de soro. A antitoxina € distribuida através do
organismo e pode atravessar a placenta, proporcionando imunidade passiva ao
recém-nascido durante os primeiros meses de vida. A antitoxina diftérica pode ser
induzida pela toxina produzida pela bactéria durante a infeccdo ou estado de
portador, ou pela imunizacdo com o toxoide diftérico. Os anticorpos gerados nestas
situacdes sao idénticos, ndo podendo ser distinguidos entre si por nenhuma técnica.
A resposta imune ao toxoide mediada por células também ocorre e pode estar
relacionada a manutencdo da memaria imunolégica (Kniker et al., 1985; Yamamoto
et al., 2002; Upham et al., 2006).

A descoberta do toxdide e sua capacidade imunogénica, em 1923, promoveu

meios seguros e efetivos para a vacinacdo em massa. O toxoide diftérico ainda € a



38

base de vacinas atuais contra difteria, 0 que permanece inalterado exceto pela maior
pureza do toxdide e aumento da imunogenicidade com a adicdo do aluminio como
adjuvante. Recentemente, mutantes da toxina diftérica inativados geneticamente tem
sido cogitados para uso no lugar do toxéide tradicional (Robbins et al., 2005), com o
intuito de diminuir a quantidade de proteina requerida para vacinacdo bem como a
reatogenicidade, o que se torna um problema com as repetidas imunizagbes. A
disponibilidade da toxina mutante na mucosa mostra-se como um caminho
promissor (Mills et al., 2003; Rydell & Sjoholm, 2004; Rydell & Sjoholm, 2005),
porém o licenciamento de uma vacina deste tipo em um futuro préximo ainda parece
improvavel (Scheifele & Ochnio, 2009).

Vacinas atuais contra difteria tém um desempenho satisfatorio quando
utilizadas em combinac&o a outros antigenos. O toxodide diftérico € mais comumente
utilizado combinado ao toxoide teténico e a vacina contra Bordetella pertussis
acelular ou de célula inteira. Novas combina¢cdes também podem incluir a vacina
inativada contra poliomielite (IPV), Hepatite B e/ou Haemophilus influenzae tipo b.
FormulagBes especificas para adolescentes e adultos contém uma reduzida dose do

antigeno a fim de minimizar reacdes no sitio da injecéo (Halperin et al., 2000).

Embora a vacinacéo seja muito eficaz na prevencao de mortes relacionadas a
difteria, a sua eficacia global & estimada em torno de 70-90%. Surtos de difteria tém
sido relatados entre comunidades com alto indice de vacinacdo (Krumina et al.,
2005; Ohuabunwo et al., 2005).

Vacinas contendo toxoide diftérico sdo geralmente bem toleradas, refletindo
sua composicao relativamente simples. Reacdes no local da injecdo (eritema,
inchagcos) ocorrem com pouca frequéncia em criangas, mas aumentam em
severidade e frequéncia com as doses de reforco no inicio da infancia (Scheifele,
Halperin & Ferguson 2001; Scheifele et al., 2005). Reag¢bes locais geralmente
desaparecem em poucos dias e nao requerem tratamento. Reacdes febris
transitérias podem ocorrer em criangas e adultos. A reatogenicidade das
formulagcbes, com aluminio adsorvido ou sem adjuvante, € comparavel, mas as
vacinas adsorvidas sdo preferidas devido a sua imunogenicidade superior.
Formulages com doses reduzidas de toxoide diftérico sdo a escolha, para criangas
mais velhas e adultos, pois causam menos efeitos adversos locais e sistémicos
(Scheifele et al., 2005).
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2.1.2.4. RESPOSTA IMUNOLOGICA A Haemophilus influenzae tipo b

A imunidade adquirida contra bactérias encapsuladas, como Haemophilus
influenzae tipo b, depende inteiramente de anticorpos. Vacinas contra esses agentes
precisam induzir niveis protetores de anticorpos e, em muitos casos, fazé-lo por mais
de um meio. O anticorpo pode ser produzido em resposta a dose original da vacina e
ser continuamente produzido durante um periodo de tempo. Isto € chamado de
“imunidade estéril”, ou seja, confere protecao total apos a imunizacdo, nao sendo
encontrados patégenos circulantes. Além de imunidade estéril, a vacinagdo também
pode alertar o sistema imunolégico para que ele se torne capaz de montar uma
resposta baseada na memoéria imunologica para infec¢gdes subsequentes. Esta
protege por permitir que o anticorpo seja produzido mais rapidamente e em maiores
quantidades frente a uma nova infecgcdo pelo mesmo patdgeno. Para antigenos
protéicos, a resposta de memoria é implementada por um pool de expansdo de
células B atuando em conjunto com ceélulas T. Polissacarideos nao séao
reconhecidos por células T e, por si s6, normalmente induzem uma resposta T-
independente relativamente pobre. A fim de fazer esse trabalho, células T helper
precisam reconhecer um peptideo ligado a um antigeno reconhecido pela célula B.
As duas estruturas nao precisam ser partes da mesma molécula, mas precisam
estar fisicamente ligados para que isso ocorra (Lanzavecchia, 1986; Mitchison, 1992;
McVernon, Mitchison & Moxon, 2004).

Na resposta protetora natural contra bactérias encapsuladas, as células T que
reconhecem as proteinas bacterianas presumivelmente ajudam as células B que
reconhecem o polissacarideo capsular. As vacinas conjugadas foram introduzidas
com o proposito de reforcar a fraca resposta imunoldgica gerada pelos carboidratos
capsulares somente. A vacina Hib é um exemplo tipico, pois consiste no
polissacarideo capsular poliribosil-ribitol fosfato (PRP) conjugado ao toxoide tetanico
ou diftérico. Este € um excelente meio de recrutar células T para auxiliar na geracao
de uma resposta primaria, que é mais aceitavel do que a vacinacdo com
microrganismos mortos ou atenuados. O conjugado, por si s6, pode suscitar uma
resposta secundéria forte caracterizada por uma producao relativamente rapida de
anticorpos de alta avidez (Zepp et al.,, 1997; Goldblatt et al., 1999; McVernon,
Mitchison & Moxon, 2004). Entretanto, ndo se pode esperar que conjugados
induzam células T que reconhecam peptideos espercificos pertencentes a bactéria

Hib e isso, acredita-se, pode ser parte significante do problema referente ao
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aumento de infecgbes causadas por Haemophilus influenzae tipo B (McVernon,
Mitchison & Moxon, 2004).

2.1.2.5. RESPOSTA IMUNOLOGICA A Neisseria meningitidis

Apés a exposicdo a Neisseria meningitidis, a possibilidade de adquirir a
doenca meningococica invasiva depende da viruléncia do mircrorganismo e de
fatores do hospedeiro, que podem afetar a susceptibilidade ao patégeno e a

presenca ou auséncia de anticorpos no soro (Granoff, Welsch & Ram, 2009).

O sistema complemento tem um papel significativo na defesa contra a
infeccdo meningocacica, indicado pelo aumento da susceptibilidade de pacientes
com deficiéncias nesse sistema (Figueroa, Andreoni & Densen, 1993). A proteina
plasmatica C3 é o componente convergente das trés vias: classica, lectina ligadora
de manose e alternativa. A clivagem de C3 em C3b, a principal molécula efetora do
sistema complemento, marca o inicio das atividades bactericida, lise e
opsonofagocitose (Kugelberg, Gollan & Tang, 2008). A deficiéncia de C3, apesar de
incomum, estd associada ao aumento da susceptibilidade a doenca meningocdcica
aumentando, assim, o risco de ocorrer a doencga invasiva, bem como de infec¢des
piogénicas causadas por Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae
(Botto et al., 1992; Peleg et al., 1992; Garty, Nitzan & Danon, 1993).

Os anticorpos bactericidas fixadores de complemento correspondem a
principal defesa contra os grupos A e C (Goldschneider, Gotschlich & Artenstein,
1969). Porém, estudos pré-clinicos em animais e teste de vacinas em humanos tém
indicado que tais anticorpos subestimam o nivel de protecdo proporcionado pela
resposta imune ao meningococo e sugere que outros mecanismos da resposta
imunologica sdo também importantes (Perkins et al., 1998; Vermont & Van den
Dobbelsteen, 2002). O polissacarideo B é pobremente imunogénico e falha na

producéo de anticorpos bactericidas (Quakyi et al., 1997).

Segundo Pollard e colaboradores (ANO), existe uma resposta ineficiente com
relacdo a anticorpos bactericidas em criancas na primeira fase da infancia a infeccao
com Neisseria meningitidis. A razao para este fato pode ser devido a existéncia de
trés variantes alélicas da lectina ligadora de manose, as quais estdo associadas com
0 aumento da susceptibilidade, particularmente na doenca, & doenca meningococica
(Hibberd et al., 1999; Faber et al., 2007).
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Outra diferenca entre a resposta imunoldgica de adultos e criancas € com
relacdo as células T. Precursores da célula T especificos ao antigeno estdo em
menores niveis em recém-nascidos do que em adultos. Os niveis de citocinas, tais
como IL-2, IFN-y, IL-4, IL-6 e IL-10, também sao influenciados pela idade, e a
resposta a antigenos ja conhecidos também é influenciada. A producdo de tais
citocinas aumenta durante os primeiros meses de vida chegando aos niveis dos
individuos de idade mais elevada por volta dos 2 a 5 anos de idade (Sanchez et al.,
2002).

Alguns tipos de populaces de células T regulatérias (Treg) CD4" geradas
perifericamente podem influenciar a resposta imune na colonizagdo microbiana,
incluindo Th3 secretando TGF- e CD4'CD25" dependente de contato (Sakaguchi et
al., 1995; Weiner, 2001).

Jessouroun e colaboradores (2004) observaram o aumento dos niveis de
citocinas pro-inflamatérias em modelos murinos assemelhando-se a forma da
doenca infecciosa em humanos, onde as concentragcdes no soro de TNF-a, IL-1j3, IL-
6 e KC (IL-8 em humanos) aumentaram como no desenvolvimento do choque
séptico. Ao contrario, nos animais imunizados foi observada uma reducao drastica
de tais citocinas. Tem sido previamente demonstrado que a neutralizacdo de TNF-a
diminui a producdo de IL-6, KC e IL-10, sugerindo que o TNF-a tem um papel

importante na producao de citocinas.

O TNF-a junto com o IL-1 tem sido considerado o principal mediador
endogeno da sepse, aumentando a capacidade citotoxica e induzindo a liberacao de

outras citocinas pro-inflamatérias (Prins et al., 1998).

3. VACINAS PROPOSTAS PARA COMBINACAO

3.1. VACINAS MENINGOCOCICAS B E C CONJUGADA

No inicio da década de 1990 Bio-Manguinhos, de acordo com o quadro
epidemiologico brasileiro, iniciou o desenvolvimento de vacinas contra doencas
meningococicas, as quais tém como principal agente etiolégico a Neisseria

meningitidis grupos B e C.



42

7z

Neisseria meningitidis € um diplococo gram-negativo de aspecto reniforme,
imovel, e seu tamanho varia entre 0,6-1,5 um. Apresenta capsula polissacaridica e
fimbrias (Pollard e Frasch, 2001). A bactéria apresenta 13 diferentes grupos (A, B,
C, E-29, H, |, K, L, M, W135, X, Y e Z) e esta classificacdo varia de acordo com a
constituicdo polissacaridica de sua capsula, configurando diferencas imunoldgicas
entre 0s grupos. A doenca pode se apresentar como meningite com ou sem
meningococcemia, sendo a ultima a forma mais grave (Pollard e Frasch, 2001,
Safadi, 2006).

Os polissacarideos meningocécicos foram 0s componentes das primeiras vacinas
bacterianas quimicamente definidas. Estas vacinas se mostraram imunogénicas em
adultos e criancas acima de 2 anos de idade e foram objeto de varios ensaios
clinicos em paises da Europa, Américas e Africa (Frasch, 1995; Safadi, 2006). Estas
moléculas, como todos os polissacarideos, induzem uma resposta T-independente e
a capacidade de respostas a estas moléculas depende da maturidade imunolégica
relacionada a idade. Sdo antigenos que ndo induzem memdéria imunoldgica. Como a
doenca meningocdcica tem prevaléncia em criancas de faixa etaria inferior a dois
anos, a utilizacdo de antigenos T-independentes como vacinas nédo induz protecéo
duradoura (Pollard e Frasch, 2001). Apesar de estar largamente comprovada a
eficacia destas vacinas no controle de surtos e epidemias em adultos, novas
abordagens tem sido propostas para modificacdo destas moléculas na busca de
mudancas na natureza da resposta imune por elas induzida.

Enquanto as vacinas polissacaridicas contra os grupos A, C, Y e W135 se
mostram parcialmente eficazes, 0 mesmo ndo acontece para o polissacarideo grupo
B. Este ndo é imunogénico por apresentar uma identidade quimica (composta por
acido a-2-8-N-acetilneuroaminico) semelhante a antigenos de superficie de células
neurais humanas (Séafadi, 2006). A tentativa de aumentar a imunogenicidade poderia
levar a inducdo de autoanticorpos que apresentariam reacao cruzada com antigenos
glicosilados do hospedeiro, principalmente com o tecido cerebral fetal (Pollard e
Frasch, 2001; Segal e Pollard, 2005). Vacinas alternativas tém sido propostas contra
0 grupo B, utilizando vesiculas da membrana externa da bactéria, de acordo com
observacbes de que anticorpos Dbactericidas protetores sao induzidos
preferencialmente contra antigenos néo capsulares.

Vérias pesquisas tem sido realizadas sobre vesiculas de membrana externa

(VME) e lipooligossacarideo detoxificado (dLOS) como imundgenos alternativos.
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Estas vacinas tém mostrado seguranca aceitavel e sdo capazes de induzir
anticorpos funcionais (Jessouroun et al., 2004).

A vacina meningococia B, que consiste na associacdo de VMEs e dLOS, foi
elaborada a partir das duas cepas mais prevalentes no Brasil (N44/89 e N603/95).
Nos estudos pré-clinicos realizados em camundongos suicos hiperferrémicos, onde
foram comparados os grupos imunizados pela vacina brasileira e pela vacina de
referéncia cubana (VA-MEMGOC-BC), observou-se um aumento significativo na
razdo de sobrevivéncia quando comparadas ao grupo de camundongos nao
imunizados, apresentando uma eficiéncia similar na eliminacédo da bactéria. A vacina
brasileira completa induziu uma prote¢do cruzada superior a vacina de referéncia, a
qual tem o polissacarideo C como um dos componentes vacinais, apresentando
altos titulos bactericidas contra a cepa heteréloga C (Jessouroun et al., 2004).

A vacina cubana utilizada como referéncia (VA-MENGOC-BC) € preparada a
partir de proteinas purificadas da membrana externa do meningococo grupo B,
enriquecidas com proteinas de alto peso molecular e polissacarideo capsular do
meningococo grupo C. Os antigenos formulados sao adsorvidos em gel de hidroxido
de aluminio. A preparacdo € fornecida para o uso imediato depois de agitada
suavemente e homogeneizada dentro do seu frasco. Cada 0,5 mL contém: 50 mg de
proteinas B purificadas; 50 mg de polissacarideo purificado; 2 mg de gel de
hidroxido de aluminio; Timerosal (como preservativo) a 0,01%. O esquema de
vacinacdo consiste em duas doses de 0,5 mL cada, separadas por um intervalo
otimo de 6 a 8 semanas. A segunda dose € imprescindivel para atingir a protecao.
Este esquema € valido a partir dos trés meses de idade (Sierra et al., 1991).

Acredita-se que o diferente perfil das proteinas VME usadas na vacina brasileira
pode ter induzido diferentes respostas de anticorpos bactericidas, apesar da cepa de
maior prevaléncia brasileira e cubana ser a mesma (N44-89). Sugere-se, entédo, que
a combinacdo VME+dLOS pode ter também aumentado a especificidade da
resposta imunologica (Jessouroun et al., 2004).

Nas ultimas décadas, novos conhecimentos no campo da imunologia e da
tecnologia de producdo de vacinas levaram ao desenvolvimento de vacinas
conjugadas (Bruge, 2004). A conjugacao quimica de polissacarideos bacterianos a
proteinas carreadoras tem contribuido para o aumento da resposta imunoldgica
contra polissacarideos capsulares e na prevencdo de doencas causadas por
bactérias como a Neisseria meningitidis e Haemophilus influenzae. Na vacina

meningocacica C conjugada (MenCPS-TT), o toxdide tetanico ativado pela hidrazida
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foi utilizado como carreador. A imunogenicidade da vacina conjugada brasileira foi
avaliada pela deteccdo de anticorpos, incluindo o indice de avidez e a atividade
bactericida. Os animais imunizados apresentaram um aumento significativo nos
titulos de anticorpos apés a terceira dose quando comparado ao periodo pre-
imunizacao, que pode ser observado através de ELISA e pelo método de analise de

anticorpos bactericidas (Silveira, 2007).

3.1.1. PROCESSO DE PRODUCAO DAS VACINAS MENINGOCOCICAS B E C
CONJUGADA DESENVOLVIDAS EM BIO-MANGUINHOS

3.1.1.1. VACINA MENINGOCOCICA B

O processo de producao da vacina meningocécica B foi iniciado com cultivo
em bioreator de 100L (B Braun Model Biostat UD 100) em meio Catlin acrescido com
20 pM de Fe™ e 42 pM de &cido etilenodiamino-di-O-hidroxido fenil acético
(EDDHA). A bactéria foi inativada a 56°C por 30 minutos e concentrada por
microfiltracdo tangencial em membrana de 0,2 uM (SUPOR® - Pall Corporation). As
vesiculas de membrana externa (VME) foram extraidas com deoxicolato de sodio
(DOC) a partir das duas cepas meningococicas prevalentes no Brasil: N44/89
(B:4,7:P1.19,15: P5.5,7: L1,3,7,8) e N603/95 (B:4:P1,7,1: P5.5,7: L,3,7). As VME,
sem LOS, foram obtidas a partir de tratamento ultrasénico, utilizando 2% de DOC e

purificadas por ultracentrifugacao em colchdo de sacarose a 60%.

Outro constituinte da vacina, além das cepas prevalentes de Neisseria
meningitidis grupo B, é o LOS detoxificado da cepa N44-89. O LOS foi obtido da
biomassa de N44/89 ap6s tratamento com Cetavlon (brometo de
hexadeciltrimetilamonio) e isolado por extracdo utilizando 40 mM de Tris-HCI, pH
8.5, contendo 1% de DOC e 4 mM de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). O
LOS extraido foi ainda purificado em Sephacryl HR S-300 e submetido a
detoxificagdo (dLOS) com NaOH 0,25 N em banho-maria a 60°C por 60 minutos.
Essa vacina experimental foi produzida de acordo com controles de qualidade de
processo, observando as boas praticas de fabricacdo em uma planta-piloto de
producéo. Os testes de controle de qualidade do produto final foram realizados pelo
departamento de controle de qualidade de Bio-Manguinhos.

3.1.1.2. VACINA MENINGOCOCICA C CONJUGADA
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O polissacarideo nativo de meningococo grupo C (MenCPS) foi produzido em
Bio-Manguinhos, a partir de massa bacteriana de Neisseria meningitidis cepa 2135
cultivada em meio Frantz (Frantz, 1942) e purificada como descrito previamente. O
conteudo de &acido sialico do MenCPS foi medido pelo método do resorcinol. A
identidade, estrutura e pureza do MenCPS foi medida por ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (espectroscopia uni-dimensional) (RMN*H 1D) a 500 MHz a
37°C utilizando Bruker Avance/500. Amostras secas (10 mg) foram dissolvidas em
agua deuterada (DO 99.96% D, Cambridge Isotope Laboratories Inc). O toxoide
tetanico (TT) foi fornecido pelo Instituto Butantan. Foi produzido e purificado de
acordo com as especificacbes para a vacina DTP. A pureza antigénica do TT
utilizado é de 1892 Lf/mg, que é apropriado para ser utilizado em processos de
conjugacao. O contetdo protéico foi avaliado pelo método de Bradford (Silveira et
al., 2007).

Diferentes lotes do MenCPS nativo (10 mg/mL) em agua foram tratados com
periodato de sodio (23,4 mM) por uma noite a 4°C protegido da luz para a
regeneracao de grupos aldeido. A reacéo foi interrompida pela adi¢cdo de glicerol. O
polissacarideo ativado foi purificado por diafiltracdo contra agua e concentrado por
ultrafiltracdo tangencial (Centramate System, Pall BioPharmaceuticals). A identidade
e presenca de grupos aldeidos nos polissacarideos foi avaliada por espectroscopia
RMN*H 1D utilizando as mesmas condicdes descritas anteriormente. O contetido de
grupos aldeido no MenCPS ativado foi quantificado por um ensaio com formaldeido
utilizando o reagente Purpald (Silveira et al., 2007).

O toxdide tetanico (3,5 mg/mL) foi ativado pela introducéo de grupos hidrazida
pela metodologia da carbodiimida (EDAC) apoOs tratamento com cloridrato de
hidrazina (3,07 M) em excesso (50 vezes superior), a temperatura ambiente e sobre
condi¢cdes é&cidas (pH 6.1). O toxoide tetanico ativado pela hidrazida (TTH) foi
purificado por diafiltragcdo contra PBS 0.02 M pH 7.4 e concentrado por ultrafiltracdo
tangencial (Centramate System, Pall BioPharmaceuticals) (Silveira et al., 2007).

O MenCPS ativado (50 mg/mL) foi covalentemente ligado ao TTH (60mg/mL)
na presenca de cianoboroidreto de sodio 1M (1M;10 mL) por toda a noite (método
derivado de. A reacédo foi parada pela adicdo de ADH 0.5M para bloquear grupos
aldeidos que ndo reagiram. A conjugacdo foi analisada por cromatografia de

exclusdo por tamanho (SEC) utilizando uma coluna TSK-G 4,000 PWxl (com
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deteccdo ultravioleta a 280 nm e 206 nm), e também pela espectroscopia RMN*H 1D
utiizando as mesmas condicbes descritas anteriormente. As misturas foram
diaflitradas contra PBS 0.02M pH 7.4 para remover o polissacarideo ndo conjugado
e concentrado por ultrafiltracdo tangencial (Centramate System, Pall
BioPharmaceuticals). O acucar total e o conteudo de proteinas nos produtos
intermediarios e no conjugado final foram determinados pelos métodos do resorcinol
e Bradford, respectivamente. A quantidade de polissacarideo foi quantificada por
HPAEC-PAD ap0ds precipitagdo com DOC de acordo com Lei e colaboradores (Lei et
al., 2000). Os ensaios de controle de qualidade requeridos pela OMS para vacinas

meningococicas C conjugadas foram realizados (Silveira et al., 2007).

3.2. VACINA DTP-Hib (Corynebacterium diphtheriae, Clostridium tetani ,
Bordetella pertussis e Haemophilus influenzae tipo b)

A vacina DTPw é composta pela combinacéo dos toxoéides diftérico e tetanico e
pela Bordetella pertussis inativada, tendo como adjuvante o hidréxido de aluminio.
Esta vacina se apresenta sob a forma liquida em ampola, em frasco-ampola com
dose Unica ou frasco-ampola com multiplas doses (Bio-Manguinhos, 2007).

O Corynebacterium diphtheriae € um bacilo aerébio gram-positivo pleomarfico,
nao movel, com quatro biotipos (gravis, mitis, intermedius e belfanti), que pode ou
ndo produzir exotoxina mediada pela presenca de um bacteriéfago. A toxina é
codificada por genes (tox) que fazem parte do genoma de certos bacteriéfagos e que
sdo capazes de lisogenizar os bacilos diftéricos. A perda do bacteriéfago, que
contém o gene tox, torna-a incapaz de produzir a exotoxina, enquanto outras podem
variar na sua capacidade de producéo de exotoxinas e outros fagos. A toxina € uma
proteina termoldbil, letal em concentracdes de 0,1 ug/Kg de peso e sua producéo é
inibida na presenca de fatores ambientais como o ferro, o que explica a maior
producdo da toxina bacteriana, na fase de declinio, quando a concentracao de ferro
intracelular cai a niveis muito baixos. Somente a cepas toxigénicas causam a
doenca (Sacchi et al., 1985; Aristegui et al., 2005).

O Clostridium tetani € um bacilo gram-positivo anaerobio e tem a particularidade
de produzir esporos terminais que sao resistentes a condicfes ambientais muito
adversas. Estes esporos sao ubiquitarios, encontrando-se em maior quantidade nos

solos e no intestino de animais e de humanos. E a Gnica doenca prevenivel por
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vacina que € infecciosa, mas nao contagiosa (National Immunization Program
Centers for Disease Control and Prevention, 2004; Silva et al., 2005).

Esta bactéria encontra ambiente favoravel ao seu crescimento em tecidos
animais com condi¢cfes particulares de anaerobiose, como acontece, por exemplo,
com os tecidos necroticos das feridas; ai produz dois tipos de endotoxinas, a
tetanolisina e a tetanospasmina. A tetanolisina é o principio hemolitico e a
tetanospasmina, o neurotoxico. Estas toxinas interferem com a liberagcdo de
neurotransmissores, bloqueando os estimulos inibidores que regulam a contracdo e
o tbnus muscular, conduzindo a contragcdo muscular e também a espasmos. Por
vezes podem surgir convulsbes e pode ainda estar envolvido o sistema nervoso
auténomo (Silva et al., 2005).

Bordetella pertussis, agente causador da coqueluche, € um pequeno coco-bacilo
gram-negativo, ndo esporulado, imovel e aerébio, sendo a forma patogénica provida
de céapsula (Pereira, 2005). Foi descrito pela primeira vez em 1578, mas a B.
pertussis so foi isolada em 1907 pelos franceses Jules Bordet e Octave Gengou.
Uma das caracteristicas mais importantes deste agente € o seu tropismo pelas
células do epitélio respiratério ciliado, nas quais se adere fortemente, provocando
lesdo tecidual e escape do sistema imunoldgico pela sua capacidade de entrar e
sobreviver nos macréfagos (Weiss, 1997; Pereira, 2005).

E capaz de produzir uma série de fatores de viruléncia que incluem, entre outros,
fimbrias, hemaglutininas, pertactina, a toxina dermonecrotica e a toxina pertussis,
uma toxina AB, com a por¢cao B especifica para receptores existentes na célula alvo,
para o interior das quais € endocitada. A por¢éo A é a toxina propriamente dita: tem
atividade de enzima ADP-ribosil transferase, aumentando com AMPc, um importante
mediador intracelular cujo efeito nas células da mucosas brénquica é a producao
muito acelerada de muco. A toxina também desregula macrofagos, resultando em
resisténcia a fagocitose (Babu et al., 2001).

A vacinacdo contra difteria, tétano e coqueluche é altamente eficaz, apds
esquema completo de imunizacdo (Stehr, 1998; Simondon, 1997; Mortimer, 1999;
Wassilak, 1999). O controle dessas doencas através da imunizacdo em larga escala
no Brasil e em outros paises confirma essa eficacia. Como o titulo de anticorpos e a
protecdo declinam com o tempo, recomenda-se revacinagdo com vacina dupla dT
(contra difteria e tétano) a partir dos 14 anos, sendo realizado um “booster” de dez
em dez anos, durante toda a vida (Simonsen, 1986; Simonsen, 1989; Ramsay, 1993;
Weckx e Carvalho, 1999; Mortimer, 1999; Wassilak, 1999; Centers for Disease
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Control and Prevention, 1999; American Academy of Pediatrics, 2000; Centers for
Disease Control and Prevention, 2002).

Haemophilus influenzae é um cocobacilo gram-negativo, fastidioso que, de
acordo com a estrutura quimica da camada externa polissacaridica, pode ser
capsulada ou ndo-encapsulada. Neste ultimo caso, € também chamada de néao-
tipavel (Ministério da Saude, 2005; Nascimento-Carvalho e Andrade, 2006; Dong,
2009).

Dos seis tipos existentes (a,b,c,d,e,f), o tipo b € predominante e o mais virulento
do grupo (Nascimento-Carvalho e Andrade, 2006).

A vacina contra H. influenzae contém o polissacarideo da capsula bacteriana
(poliribosil-ribitol fosfato - PRRP) conjugado a anatoxina tetanica e faz parte de uma
nova classe de vacinas, planejadas para imunizacédo contra doencas causadas por
bactérias cuja viruléncia esta ligada a presenca de capsula de polissacarideos
extracelular. Geralmente, séo liofilizadas e devem ser reconstituidas imediatamente
antes da administracao (Bricks, 2002). O polissacarideo de Hib é preparado a partir
do polissacarideo purificado, produzido por fermentagédo, utilizando cepa 20.752 e,
apos ativacdo com brometo de cianogénio e extracdo com um separador adipico de
hidrazida, € combinado a anatoxina tetanica através de condensacdo com
carbodiimida. Apos a purificagdo, o conjugado é liofilizado em presenca de lactose
como estabilizador (Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos, 2007).

Estes conjugados foram avaliados em bebés e todos efetivamente elevaram a
resposta dependente da célula T. Demonstrou-se clinicamente que as vacinas
conjugadas Hib sdo capazes de induzir imunidade de prote¢cdo nos grupos etarios
mais expostos, isto é, bebés nos primeiros meses de vida (Instituto de Tecnologia
em Imunobioldgicos: vacina conjugada contra Haemophilus influenzae tipo b (Hib)
(Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos, 2007).

A producéo da vacina combinada contra DTP-Hib, também chamada tetravalente,
que protege ao mesmo tempo, contra difteria, tétano, coqueluche e infec¢bes graves
pelo Haemophilus influenzae tipo b, foi iniciada em 2001, em parceria com o Instituto
Butantan, sendo a fracdo Hib produzida em Bio-Manguinhos e as fracdes DTP, no
Instituto Butantan (Bio-Manguinhos, 2007). Essa vacina consiste da combinagao de
duas vacinas: vacina polissacaridica contra Haemophilus influenzae tipo b
conjugada com proteina tetanica sob a forma liofilizada e vacina contra difteria,
tétano e coqueluche sob a forma de suspenséo injetavel tendo como diluente o

hidroxido de aluminio (Instituto de Tecnologia em Imunobiolédgicos:vacina combinada
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contra DTP e Hib, 2007). H& evidéncias demonstrando que o componente DTP

aumenta a resposta imune para o componente Hib (Corbel, 1994).
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4. OBJETIVOS GERAIS

Este estudo propds-se a avaliar a imunogenicidade, em camundongos e

cobaias,

induzida pela combinacdo da vacina DTP-Hib com as vacinas

meningococicas B e C conjugada desenvolvidas em Bio-Manguinhos.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Introduzir a perspectiva para um novo produto em Bio-Manguinhos, que
trard beneficios relacionados a producéo e a inclusdo de novas vacinas
no Programa Nacional de Imunizacdes (PNI) associadas a vacinas pré-
estabelecidas.

Avaliar a interferéncia das vacinas meningococicas B e C conjugada na
imunogenicidade induzida pela vacina DTP-Hib em camundongos
suicos, NIH e cobaias Short-Hair.

Avaliar a pirogenicidade da vacina combinada completa.

Propor o ELISA como metodologia alternativa, na avaliagdo da
imunogenicidade dos componentes vacinais combinados na
formulacdo comparando seus resultados com os obtidos através da

metodologia padrao estabelecida para cada componente.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. VACINAS E METODOLOGIAS UTILIZADAS

As vacinas DTP-Hib e meningocécicas B e C conjugada brasileiras foram
combinadas em uma Unica formulagdo a fim de avaliar sua imunogenicidade em
animais de experimentacdo por diferentes testes padronizados comparados ao
ELISA. Pela combinacdo dos componentes vacinais utilizados foram formados 6
grupos de imundgenos, como mostra a tabela 5.3. Como o AI(OH); é o diluente
preconizado para todos os componentes vacinais, este foi utilizado como controle
negativo. Em todas as formulagdes onde a vacina DTP estava presente, esta foi
utilizada como diluente, uma vez que € uma vacina liquida ressuspensa em Al(OH)s.

Antes da administracdo das formulacbes em camundongos, estas foram
diluidas em PBS 0,01 M estéril, numa concentragdo de 1:10 da dose humana. Em
cobaias, a concentracao foi 2,5 doses humanas. A resposta imunoldgica a Neisseria
meningitidis grupos B e C e Haemophilus influenzae tipo b foi avaliada em
camundongos suicos pelo ELISA para os componentes dos trés microrganismos
(VME, polissacarideo C e PRRP, respectivamente). A resposta imunoldgica a
Bordetella pertussis foi avaliada em camundongos NIH pelo ELISA de célula inteira
desenvolvido no laboratério. No caso dos componentes diftérico e tetanico presentes
na vacina DTP-Hib a poténcia de ambos foi avaliada pelo teste de neutralizag&o in

Vivo.

Quadro 5.3. Relagéo dos grupos e suas formulacdes correspondentes
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GRUPOS FORMULACOES

DTP/Hib/ Vacina meningococica B/

Vacina meningocécica C conjugada

DTP/Hib

Controle negativo: Al(OH);

Vacina meningocécica B

Vacina meningocécica C conjugada

| O Bl W N| B

Hib

5.2. IMUNIZACAO DOS ANIMAIS UTILIZADOS NOS EXPERIME NTOS

A fim de avaliar a resposta imunologica aos seis componentes vacinais,
isoladamente ou combinados, foram elaborados protocolos de imunizacdo para cada
experimento. Os protocolos foram definidos de acordo com o animal preconizado
pela metodologia padrdo (camundongos suicos, camundongos NIH ou cobaias
Short-Hair), levando em conta parametros como peso, dose e formulacbes das
vacinas a serem administradas. As formulagfes utilizadas para a imunizagdo dos
animais foram divididas em grupos, e este padrdao foi mantido em todos os
experimentos realizados.

Os experimentos foram realizados de acordo com as recomendacdes da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL, antigo COBEA
— Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal) e aprovado pelo Comité de Etica da
FIOCRUZ para experimentacao animal (n°® LW-06/10).

A licenca para o uso dos animais em experimentos realizados no INCQS esta
registrada no Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA - FIOCRUZ) sob o niimero
P. 0135/02.

5.3. AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA DE CAMUNDONG OS SUICOS
IMUNIZADOS COM AS VACINAS COMBINADA COMPLETA (DTP-H ib/B/IC) E
MENINGOCOCICAS B E C CONJUGADA PELO ELISA
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Duzentos camundongos suicos, de ambos 0s sexos, com peso entre 12 a 17
gramas foram divididos em 4 grupos de 50 animais e imunizados por via
intramuscular com 0,2 mL das formulacdes descritas abaixo. As concentracdes dos
componentes vacinais administrados aos animais correspondem a 1:10 da dosagem
aplicada em humanos. Os camundongos imunizados foram separados em grupos de

5 animais com o0 numero do grupo correspondente.

GRUPO 1 - DTP/Hib/Vacina meningocdcica B e vacina meningocdécica C
conjugada brasileira
GRUPO 3 - Controle negativo: Al(OH);3
GRUPO 4 - Vacina meningocécica B
GRUPO 5 - Vacina meningocécica C conjugada
GRUPO 6 - Vacina Hib
A imunizagao foi realizada em trés doses num intervalo de 15 dias entre
elas, com quatro coletas sanguineas: TO (antes da 12 imunizacdo), T15 (antes da 22
dose), T30 (antes da 32 dose) e T60 (30 dias ap0s a ultima imunizacéo). A sangria
foi realizada pelo plexo orbital, o soro separado e armazenado a -20°C.
A partir das amostras sanguineas desses camundongos foram avaliadas as
respostas imunolégicas contra Neisseria meningitidis grupo B e C e Haemophilus
influenzae tipo b pelo do ELISA.

5.3.1. ELISA PARA VESICULA DE MEMBRANA EXTERNA DE Neisseria
meningitidis GRUPO B DAS CEPAS N44/89 e N603/95

Placas de poliestireno de 96 pocos (Corning Costar — placa de natureza
hidrofébica que liga biomoléculas por meio de interacdo passiva) foram
sensibilizadas com 100 pL/poco de uma solucdo contendo VME de cepas
prevalentes no Brasil (N44-89 ou N603-95) diluidas em tampao de sensibilizacao
(Tris/HCI 0,1 M pH 8,5). Estas placas foram incubadas em cémara Umida por
aproximadamente 16 horas a 37C ou até por 10 dias apdés sua preparacdo
(mantidas a 4°C). No dia seguinte, foram adicionados 100 pL/po¢o do tampéo de
bloqueio (TBS-SFB 5%) e, em camara umida, incubadas por 1 hora a 37C. As

amostras testadas foram diluidas a 1:200, e o soro padrdo, a 1:1600, ambos em
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tampdo de diluicdo (TBS-SFB 5%), foram adicionados as placas e diluidos
seriadamente. As placas permaneceram em camara Umida a 37<C por 2 horas. Apos
esse periodo, foram adicionados 100 pL/poc¢o do anticorpo anti-IgG de camundongo
conjugado a fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich) diluido na propor¢do 1:3000 e as
placas foram incubadas em camara Umida por 2 horas a 37C. Em seguida, foram
adicionados 10 pL/pocgo da solucao do substrato para a enzima fosfatase alcalina (p-
nitrofenil fosfatase) (Sigma-Aldrich) diluida em tamp&o do substrato (TrisBase 1M pH
9,8) e, ap6s 30 minutos a densidade Optica de cada amostra foi obtida em uma
leitora VERSAmMax tunable microplate reader a partir de um comprimento de onda
405 nm. As concentracdes (EU/mL) foram obtidas por meio do parametro logistico-4
com a utilizacdo do programa SoftMax-Pro. Entre cada etapa, foram realizadas
lavagens com tampéo TBS acrescido de 0,05% Tween 20. Essas lavagens foram
procedidas 3 vezes em lavadora automatica Skan Washer version B — Molecular
Devices e utilizou 200uL do tampao por orificio da placa.

5.3.2. ELISA PARA O POLISSACARIDEO DE Neisseria meningitidis GRUPO C

Placas de poliestireno de 96 poc¢os (Immulux HB / Dynex - REF 1010 - placa com
afinidade por complexos hidrofilicos e proteinas) foram sensibilizadas com 100
pL/pogco com uma solucdo contendo Poli C e albumina humana metilada (Frasch,
1995). A placa foi incubada por aproximadamente 16 horas a 4C em camara umida.
Entre cada etapa foi realizada uma lavagem com tampao TBS pH 7,5 acrescido de
0,05% de Tween 20 em lavadora automatica (SkanWasher 300 versao B Molecular
Device) com 200 pL/poco. ApGs a lavagem, foram colocados 200 pL/poco da
solucéo de bloqueio (TBS acrescido de 5% de soro fetal bovino, 0,05% de Tween 20
e 0,02% de NaNs3) e a placa foi mantida a 1 hora a temperatura ambiente em camara
umida. Em seguida, as amostras e o soro padrdo foram diluidos em tampéo de
diluicdo (TBS acrescido de 5% de soro fetal bovino e 0,05% de Tween 20) e
seriadamente diluidos na placa para, posteriormente, ser incubada a 4T por
aproximadamente 16h em camara umida. No dia consecutivo a aplicacdo das
amostras, foram adicionados 100 pyL do anticorpo anti-lgG murino (whole molecule)
conjugado a enzima fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich) diluido em tampéao de diluicéo
(1:3000) e esta foi incubada em camara umida por 2 horas a temperatura ambiente.

Na ultima etapa, foram adicionados 100 pL/poco da solucdo do substrato (p-nitrofenil
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fosfatase) para fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich) diluido no tamp&o do substrato.
Apods ser mantida no escuro por 30 minutos a temperatura ambiente, a placa foi
levada a leitora VERSAmax tunable microplate reader a partir de um comprimento
de onda 405 nm. As concentracdes (EU/mL) foram obtidas por meio do parametro

logistico-4 com a utilizacdo do programa SoftMax-Pro.

5.3.3. ELISA PARA Haemophilus influenzae TIPO b

Placas de poliestireno de 96 pocos (Maxisorp Nunc/ Immuno Plate - placa de
superficie modificada com alta afinidade por grupos polares) foram sensibilizadas
com 100 pL/poco com uma solugcdo contendo 0,2 pg/mL de PRRP tiraminado. A
placa foi incubada por aproximadamente 16 horas a 4C em camara umida. Entre
cada etapa foi realizada uma lavagem com tampé&o TBS pH 7,5 acrescido 0,05% de
Tween 20 em lavadora automatica (SkanWasher 300 versdo B Molecular Device)
com 200 pL/poco. Apés a lavagem, foram colocados 200 pL/pogo da solucdo de
bloqueio (TBS acrescido de 1% albumina bovina) e a placa foi mantida a 1 hora a
37°C em camara umida. Em seguida, as amostras e o soro padrao foram diluidos
em tampao de diluicdo (TBS acrescido de 1% albumina bovina) e seriadamente
diluidos na placa para, posteriormente, ser incubada a 4<C por aproximadamente 16
horas em céamara umida. No dia consecutivo a aplicacdo das amostras, foram
adicionados 100 pL do anticorpo anti-lgG murino (whole molecule) conjugado a
enzima fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich) diluido em tampéo de diluicdo (1:3000) e
esta foi incubada em camara Uumida por 2 horas 37°C. Na ultima etapa, foram
adicionados 100 pL/poco da solucdo do substrato (p-nitrofenil fosfatase) para
fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich) diluido no tampéao do substrato. Ap6s ser mantida
no escuro por 30 minutos a temperatura ambiente, a placa foi levada a leitora
VERSAmax tunable microplate reader a partir de um comprimento de onda 405 nm.
As concentracdes (EU/mL) foram obtidas por meio do parametro logistico-4 com a

utilizacao do programa SoftMax-Pro.

5.4. AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA DE CAMUNDONG OS NIH
IMUNIZADOS COM A VACINA DTP-Hib E VACINA COMBINADA
COMPLETA (DTP-Hib/B/C) PELO ELISA
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5.4.1. IMUNIZACAO DE CAMUNDONGOS NIH PARA AVALIACAO DA
RESPOSTA IMUNOLOGICA PELO ELISA

Para a quantificacdo dos anticorpos contra Bordetella pertussis induzidos
pelas duas combinacdes, foram utilizados 40 camundongos NIH, com peso entre 12
e 17 gramas, ambos os sexos, divididos em trés grupos, 1, 2 e 3. Os grupos 1 e 2
foram divididos em 4 pools de 4 animais e o grupo 3 em 2 pools de 4 animais.

GRUPO 1 - DTP/Hib/Vacina meningocécica B/ Vacina meningococica C
conjugada

GRUPO 2 - DTP/Hib

GRUPO 3 - Controle negativo: Al(OH);3

Cada animal foi imunizado com 0,2 mL das formulacdes correspondentes a
cada grupo por via intramuscular em trés doses num intervalo de 15 dias. Foram
realizadas quatro coletas sanguineas: TO (antes da 12 imunizag&o), T15 (antes da 22
dose), T30 (antes da 32 dose) e T60 (30 dias ap0s a ultima imunizacéo). A sangria
foi realizada pelo plexo orbital, o soro separado e armazenado a -20°C.

A partir das amostras sanguineas desses camundongos foram avaliadas as

respostas imunoldgicas contra Bordetella pertussis através do ELISA.

5.4.2. ELISA PARA Bordetella pertussis

Placas de poliestireno de 96 pocos (Maxisorp Nunc/Immuno Plate - placa de
superficie modificada com alta afinidade por grupos polares) foram sensibilizadas
com uma suspensao de bactéria Bordetella pertussis inativada (lote 137 Manclark
22\06\93) numa concentracao de 30 pg/mL diluida em PBS e incubada em camara
umida por aproximadamente 16 horas a 4C. Entre cada etapa do teste foram
realizadas 3 lavagens em tampéao TBS-0,05% Tween em lavadora automatica Skan
Washer version B — Molecular Devices. As placas foram bloqueadas por 1 hora com
tampdao de bloqueio (TBS-1% BSA) em camara Umida a 37<C. As amostras testadas
e 0 soro padrdo foram diluidos a 1:1600, ambos em tampéao de diluicdo (TBS - 1%
BSA), adicionados a placa e diluidos seriadamente. Ao soro padrdo utilizado a cada
teste foi dado um valor arbitrario de 1000 EU/mL. Posteriormente, a placa foi

incubada em camara umida, por aproximadamente 16 horas a 4TC. No dia seguinte,
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a placa foi lavada e 100 pyL do anticorpo anti-mouse conjugado a fosfatase alcalina
(Sigma-Aldrich), diluido 1:3000 em tampéao diluente, foi acrescido a cada um dos
pocos da placa. Esta seguiu para incubacdo em camara umida a 37<C por 1 hora e,
apOs este periodo, a placa foi novamente lavada. A cada orificio da placa foram
adicionados 100 pL do substrato (Sigma-Aldrich) e, apds 30 minutos de incubacéo a
temperatura ambiente protegido da luz , a densidade Optica de cada amostra foi
obtida em uma leitora VERSAmax tunable microplate reader a partir de um
comprimento de onda 405 nm. As concentra¢des (EU/mL) foram obtidas por meio do

parametro logistico-4 calculado pelo programa SoftMax-Pro (Tang et al., 2004).

5.5. COBAIAS SHORT-HAIR IMUNIZADAS COM A VACINA DTP -Hib E A VACINA
COMBINADA COMPLETA (DTP-Hib/B/C) PARA AVALIACAO DA POTENCIA
DOS COMPONENTES TETANICO E DIFTERICO NA COMBINACAO E A
QUANTIFICACAO DE IgG TOTAL PELO ELISA

5.5.1. IMUNIZACAO DE COBAIAS SHORT-HAIR PARA A AVAL IACAO DA
RESPOSTA IMUNOLOGICA AOS COMPONENTES TETANICO E DIF TERICO
PELO ELISA

Na avaliagcdo pelo ELISA, vinte e trés cobaias, com peso entre 450-550
gramas, ambos os sexos, foram divididas em trés grupos (1, 2 e 3). Os grupos
foram compostos por 10, 10 e 3 animais, respectivamente. Os animais foram
imunizados num esquema vacinal de trés doses (intervalo de 30 dias entre as

doses) com 0,75 mL das formulacfes descritas abaixo por via subcutanea.

GRUPO 1 - DTP/Hib/Vacina meningocécica B/ Vacina meningocdcica C
conjugada

GRUPO 2 - DTP/Hib

GRUPO 3 - Controle negativo: Al(OH)3

As coletas sanguineas foram realizadas a partir da veia jugular antes da 12

imunizacao e 30 dias apods a 32 dose por puncéo cardiaca.
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5.5.1.1. ELISA PARA TOXOIDE TETANICO

Placas de poliestireno de 96 pocos (Maxisorp Nunc/Immuno Plate - placa de
superficie modificada com alta afinidade por grupos polares) foram sensibilizadas
com 100 pL/pocgo de toxdide teténico a 0,2 pug/mL diluido em tampéo carbonato-
bicarbonato 0,05 M com pH 9,6. A placa foi colocada em camara umida e incubada
por aproximadamente 16 horas a 4 C. Entre cada eta pa do teste foram realizadas 3
lavagens em tampéao TBS-0,05% Tween 20 em lavadora automatica Skan Washer
version B — Molecular Devices. No dia seguinte as placas foram bloqueadas com
100 pL/poco de tampéao de bloqueio (TBS-BSA 1%) por 1 hora a 37C em camara
Uumida. Foram adicionados 100 pL das amostras diluidas na razédo 1:1600 e do soro
padréo diluido na razdo 1:1600 em tampéo de diluicdo (TBS-BSA 1%) e as placas
foram incubadas por aproximadamente 16 horas a 4C. Apds o periodo de
incubacéo, as placas foram lavadas e 100 pL do anticorpo anti- IgG de cobaia
conjugado a peroxidase diluido na razdo 1:2000 em tampé&o de diluicdo foram
adicionados e a placa incubada por 2 horas a 37C em camara umida. ApGs o
periodo de incubacdo as placas foram lavadas e 100 pL do substrato foram
adicionados a cada um dos pocos da placa. Apds a incubagdo de 20 minutos, a
densidade otica de cada amostra foi obtida em uma leitora VERSAmax tunable
microplate reader a partir de um comprimento de onda 405 nm. As concentracfes
(EU\mL) foram obtidas por meio do parametro logistico-4 calculado pelo programa
SoftMax-Pro.

Quando o procedimento foi realizado com soro de camundongos suicos, o
protocolo seguiu as mesmas etapas descritas acima. Porém, houve alteracdo nas
concentracbes do soro padrdo, amostra teste e do anticorpo anti-lgG de
camundongo conjugado a fosfatase alcalina (1:1600; 1:1600; 1:2000;

respectivamente).

5.5.1.2. ELISA PARA TOXINA DIFTERICA

Placas de poliestireno de 96 pocos (Maxisorp Nunc/Immuno Plate - placa de

superficie modificada com alta afinidade por grupos polares) foram sensibilizadas
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com 100 pL de toxina diftérica a 1pug/mL diluida em tampao carbonato-bicarbonato
0,05 M com pH 9,6 e incubadas, em camara umida, por aproximadamente 16 horas
a 4C. Apoés cada etapa do teste as placas foram lavadas 3 vezes em tampao de
lavagem TBS-T (TBS acrescido de 0,05% de Tween 20) em lavadora automatica
Skan Washer version B — Molecular Devices. As placas foram entdo bloqueadas por
1 hora a temperatura ambiente com 100 pL de tampao de bloqueio (TBS-BSA 1%).
As amostras analisadas foram diluidas na razdo 1:20 em tampé&o de diluicdo (TBS-
BSA 1%) e o soro padrdo a 1:800 e uma diluicdo seriada foi realizada. A placa foi,
posteriormente, incubada por aproximadamente 16 horas a 4C em camara Umida.
No dia seguinte, apdés a lavagem foram adicionados 100 pL do conjugado anti-
cobaia/HRP diluido na razdo 1:2000 em solucdo de diluicdo. A placa foi incubada
por 2 horas a 37<C. Foram adicionados 100 pL do substrato em cada orificio e, apés
incubacdo de 30 minutos a temperatura ambiente, a densidade Otica de cada
amostra foi obtida em uma leitora VERSAmax tunable microplate reader a partir de
um comprimento de onda 405 nm. As concentra¢cdes (EU/mL) foram obtidas por
meio do parametro logistico-4 calculado pelo programa SoftMax-Pro (Weckx et al.,
2006; Karakus, Caglar e Aybay, 2007;).

Quando o procedimento foi realizado com soro de camundongos suicos, O
protocolo seguiu as mesmas etapas descritas acima. Porém, houve alteracdo nas
concentracbes do soro padrdo, amostra teste e do anticorpo anti-lgG de
camundongo conjugado a fosfatase alcalina (1:800; 1:100; 1:2000;

respectivamente).

5.5.2. IMUNIZACAO DE COBAIAS SHORT-HAIR PARA AVALIA CAO DA
RESPOSTA IMUNOLOGICA PELOS TESTES DE SORONEUTRALIZA CAO IN
VIVO

Trinta animais com o peso entre 450-550 gramas foram divididos em trés
grupos e imunizados com 0,75 mL conforme as formulagbes abaixo. O esquema
vacinal foi realizado numa Unica dose, com trés coletas de sangue (antes da
imunizacdo, 4 e 6 semanas apds a imunizacdo, para a pesquisa de anticorpos
contra difteria e tétano, respectivamente. As coletas foram realizadas por puncéo

cardiaca.
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GRUPO 1 - DTP/Hib/Vacina meningococica B/ Vacina meningocécica C
conjugada

GRUPO 2 - DTP/Hib

GRUPO 3 - Controle negativo: Al(OH);3

5.5.2.1. DETERMINACAO DA POTENCIA DAS VACINAS DTP-Hib E
COMBINADA COMPLETA (DTP-Hib/B/C) EM COBAIAS PELA
SORONEUTRALIZACAO IN VIVO

5.5.2.1.1 SORONEUTRALIZACAO - COMPONENTE DIFTERICO

Os soros dos animais obtidos 4 semanas ap0s a imunizagdo foram
distribuidos em volumes variaveis com fator de diluicdo de 1:2 em tubos de ensaio e
volumes constantes de toxina diftérica padronizada foram acrescentados, de modo
qgue o volume a ser inoculado por animal contivesse uma L+/10/50 (dose capaz de
matar 50% dos animais em até 96 horas quando misturada com 0,1 Ul de soro
referéncia internacional). O volume de todos os tubos foi igualado para 5,0 mL com
solucédo salina com 1% (p/v) de peptona, foram homogeneizados e incubados a
37+£0,5°C por aproximadamente 60 minutos. Em cada cobaia (250 a 350g) foi
inoculado o volume de 1 mL por via subcutanea utilizando seringa de 1 mL e agulha
13 x 0,45 mm. Apds a inoculacdo de 4 cobaias por diluicdo, os animais foram
observados diariamente por 96 horas, e nesse periodo registrou-se o numero de
vivos em cada mistura. Os animais que apresentaram os sintomas diftéricos (pilo
erecao, hipoatividade e intumescimento do abddmem) foram considerados como

mortos.

5.5.2.1.2. SORONEUTRALIZACAO - COMPONENTE TETANICO

Seguindo os procedimentos da titulacdo do soro diftérico, a titulagdo do soro
tetanico (obtido 6 semanas apOs a imunizacdo) foi executada utilizando 10
camundongos suicos (17 a 22g) por diluicdo. Os volumes dos tubos foram igualados
para 3 mL com salina peptonada 1% (p/v), sendo inoculado 0,2 mL por

camundongo. ApOs o registro dos animais vivos, aqueles que apresentaram 0S
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sintomas tetanicos (corpo em forma de banana, dificuldade de locomocéao, paralisia

dos membros) foram considerados como mortos.

5.6. TESTE DE PIROGENICIDADE

O teste foi realizado como descrito na Farmacopéia Americana (United
States, Pharmacopoeia, 2007).

O resultado é obtido avaliando o aumento de temperatura (individual e
coletivo) dos coelhos. Se nenhum animal apresentar um aumento individual de
temperatura igual ou maior que 0,5°C acima da sua propria temperatura normal, o
produto é considerado livre de componentes pirogénicos. Se houver aumento na
temperatura acima dos valores permitidos, é dada continuidade ao teste utilizando
outros cinco coelhos. Se até trés dos oito animais apresentarem aumento de
temperatura igual ou maior que 0,5°C e se a soma do aumento maximo da
temperatura individual dos oito coelhos ndo exceder 3,3°C a vacina é considerada
livre de componentes pirogénicos (United States, Pharmacopoeia, 2007).

5.7. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos ao teste de Grubbs e representados pelas
médias geométricas (+ erro padrédo). O teste de Kruskall-Wallis foi utilizado para
avaliar estatisticamente diferengas significativas entre as médias geométricas de
cada grupo analisado entre o dia O (antes da imunizacdo) e 30 dias ap0s a ultima
imunizacdo. Para avaliar os dados obtidos no teste de poténcia dos componentes
tetanico e diftérico, os quais apresentaram uma distribuicdo normal foi utilizado o
teste t. As diferencas foram consideradas como estatisticamente significativas com p
< 0,05. O coeficiente de correlacdo de Spearman (r) foi utilizado para avaliar os
resultados entre a metodologia padrdo e a metodologia proposta. Os dados foram
analisados pelo programa Statgraphics Plus version 4.1 Professional (Maryland —
USA) e Microsoft Excel (Washington — USA).
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6. RESULTADOS

6.1. AVALIACAO DA IMUNOGENICIDADE AOS COMPONENTES V ACINAIS, EM
CAMUNDONGOS SUICOS E NIH IMUNIZADOS COM AS FORMULAC OES
PROPOSTAS, PELO ELISA.

6.1.1 ELISA PARA VESICULA DE MEMBRANA EXTERNA (CEPA S N603/95 E
N44/89)

- CEPA N603/95

Foram avaliados os titulos de anticorpos anti-VME cepa N603-95 a partir de
pools de amostras sanguineas de camundongos suicos imunizados com a vacina
combinada completa e vacina meningococica B brasileira isoladamente. Foi
observado um aumento significativo nas respostas imunolégicas dos camundongos
para ambas as formulagdes vacinais quando comparados o TO (antes da vacinacéo)
e T60 (30 dias apos a ultima imunizacédo) (Figuras 1 e 2).
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Figura 1. Quantificacdo dos niveis de IgG total anti-VME da cepa N603-95 avaliados em pools de
amostras sanguineas de camundongos imunizados com a vacina meningocdcica B brasileira (Grupo
4). TO (pré-imune), T15 (antes da 22 imunizagdo), T30(antes da 32 imunizagéo) e T60 (30 dias apds

a ultima imunizacao) (p<0,05). O traco (—) representa a mediana dos dados.
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Figura 2. Quantificacéo dos niveis de IgG total anti-VME da cepa N603-95 avaliados em pools
de amostras sanguineas de camundongos imunizados com a vacina combinada completa
(DTP-Hib/B/C) (Grupo 1). TO (pré-imune), T15 (antes da 22 imunizagao), T30 (antes da 3?2
imunizacéo) e T60 (30 dias apds a ultima imunizagcdo) (p<0,05). O traco (—) representa a

mediana dos dados. stras

sanguineas das duas formulacbes vacinais coletadas 30 dias apdés a Ultima
imunizacdo (T60), ndo foi observada diferenca significativa entre os dois grupos.
Esses resultados mostram que nao houve interferéncia entre oS componentes
vacinais da formulacdo na resposta imunoldgica para a cepa N603/95 de Neisseria

meningitidis grupo B (Figura 3).
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Figura 3. Comparacdo das respostas imunolégicas a VME da cepa N603/95 de Neisseria

meningitidis grupo B (entre os titulos de 1gG total, 30 dias apés a Ultima imunizacéo (T60), induzidos

pelas vacinas combinada completa (.) (DTP-Hib/B/C) (Grupol) e meningocécica B (D) (Grupo 4)

(p>0,05). O traco (—) representa a mediana dos dados.

- CEPA N44/89

Como observado nas figuras 4 e 5, entre os tempos TO e T60, houve
soroconversao nos dois grupos analisados (vacina combinada completa e vacina
meningococica B brasileira). Estes apresentaram um aumento estatisticamente
significativo (p<0,05) nos titulos de IgG total trinta dias apds a ultima imunizacdo

(T60).
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Figura 4. Quantificacéo dos niveis de IgG total anti-VME da cepa N44-89 avaliados em pools de
amostras sanguineas de camundongos imunizados com a vacina meningocécica B (Grupo 4). TO
(pré-imune), T15 (antes da 22 imunizacao), T30 (antes da 32 imunizacdo) e T60 (30 dias apds a

Ultima imunizacao) (p< 0,05). O traco (—) representa a mediana dos dados.




Titulo de IgG total em EU/mL

66

180000
150000 4
120200
90200
60200
o
30000 L2
0¢ ¢ !!
0 30 60

Tempos de coleta

Figura 5. Quantificacdo dos niveis de IgG total anti-VME da cepa N44-89 avaliados em
pools de amostras sanguineas de camundongos imunizados com a vacina combinada
completa entre as amostras TO (pré-imune) e T60 (30 dias apés a ultima imunizagéo) (DTP-

Hib/B/C) (Grupo 1) (p< 0,05). O traco (—) representa a mediana dos dados.

Porém, essa diferenca ndo foi observada quando avaliamos paralelamente as
amostras sanguineas coletadas 30 dias ap0s a ultima imunizacdo (T60) dos dois

grupos analisados (Figura 6).
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Figura 6. Comparacdo das respostas imunoldgicas a VME da cepa N44/89 de Neisseria

meningitidis sorogrupo B entre os titulos de IgG total, 30 dias ap6s a Ultima imunizagcédo (T60),

induzidos pelas vacinas combinada completa (DTP-Hib/B/C) (.) (Grupo 1) e meningocécica grupo

B (D) (Grupo 4) (p>0,05). O traco (—) representa a mediana dos dados.

6.1.2 ELISA PARA O POLISSACARIDEO DE Neisseria meningitidis grupo C

Ao quantificarmos os titulos de IgG total contra o polissacarideo C presente
nos periodos de tempo correspondentes as imunizacdes realizadas — TO (preé-
imune), T15 e T30 (imunizacdes intermediarias), e T60 (30 dias apds a ultima
imunizacdo) -, foi observado um aumento estatisticamente significativo durante a
cinética entre esses tempos nos dois grupos imunizados (vacina combinada
completa (p = 0,000145727); vacina meningococica C conjugada brasileira isolada

(p<0,05)) (Figuras 7 e 8).
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Figura 7. Quantificacdo dos niveis de IgG total anti-polissacarideo C avaliados em pools de
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amostras sanguineas de camundongos imunizados com a vacina meningocécica C conjugada

brasileira (Grupo 5). TO (pré-imune), T15 (antes da 22 imunizacao), T30 (antes da 32 imunizagéo)

e T60 (30 dias apos a Ultima imunizacdo) (p<0,05). O tragco (—) representa a mediana dos dados.
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Figura 8. Quantificacao dos niveis de IgG total anti-polissacarideo C avaliados em pools de amostras
sanguineas de camundongos imunizados com a vacina combinada completa (DTP-Hib/B/C) (Grupo
1). TO (pré-imune), T15 (antes da 22 imunizacao), T30 (antes da 32 imunizacao) e T60 (30 dias apds a

Gltima imunizacéo) (p <0,05). O traco (—) representa a mediana dos dados.

Quando os titulos de IgG total das amostras sanguineas coletadas 30 dias
apos a ultima imunizacao (T60) dos dois grupos vacinais foram comparados, ocorreu
uma interferéncia significativa (p<0,05) dos componentes vacinais combinados na

resposta imunologica ao polissacarideo C (Figura 9).
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Figura 9. Comparacdo das respostas imunolégicas ao polissacarideo C de Neisseria meningitidis

entre os titulos de IgG total, 30 dias apds a Ultima imunizacdo (T60) induzido pelas vacinas

combinada completa (DTP-Hib/B/C) (.) (Grupo 1) e meningocdcica C conjugada (D) (Grupo 5)

(p<0,05). O traco (—) representa a mediana dos dados.
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Tal fato pode ter ocorrido devido ao baixo numero de pools de soros de
camundongos imunizados ou a uma possivel interferéncia de outro componente
vacinal na resposta imunolégica ao polissacarideo C. Com isso, um novo protocolo
foi sugerido propondo novas combinac¢des entre os componentes vacinais para que

a fonte dessa interferéncia fosse identificada e analisada.

Com o aumento do numero de pools essa diferenca estatistica entre os dois
grupos foi eliminada, ficando o p-valor no limite (p=0,05) (Figura 10).
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Figura 10. Comparacao das respostas imunoldgicas ao polissacarideo C de Neisseria meningitidis

entre os titulos de IgG total, 30 dias apds a Ultima imunizagdo (T60), induzidos pelas vacina

combinada completa (.) (Grupo 1) e da vacina meningocécica C conjugada (D) (Grupo 5) (p =

0,0577701). O traco (—) representa a mediana dos dados.
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A vacina meningococica grupo C conjugada foi entdo combinada com os

componentes vacinais separadamente como descrito abaixo:
- vacina meningocécica C conjugada + meningococica B
- vacina meningocécica C conjugada + Hib

- vacina meningocécica C conjugada + DTP

O grafico revela que, quando as vacinas meningocécicas B e C conjugada
sdo combinadas, esta Ultima ndo é capaz de interferir na resposta imunoldgica
conferida pela vacina conjugada, dado que ndo ha diferenca estatisticamente
significativa quando os titulos médios geométricos correspondentes ao T60 de

ambas as vacinas sao avaliados (Figura 11).
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Figura 11. Comparacdo das respostas imunoldgicas ao polissacarideo C de Neisseria meningitidis

entre os titulos de IgG total, 30 dias apés a Ultima imunizagéo (T60), induzidos pela vacina conjugada
contra Neisseria meningitidis grupo C (D) (Grupo 5) e da mesma combinada a vacina

meningococica B brasileira (D) (p =0,05). O trago (—) representa a mediana dos dados.
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Através da analise estatistica, podemos observar que ha diferenca
significativa quando a vacina meningocécica C conjugada é combinada a vacina Hib
devido a um maior titulo de 1gG total induzido pela combinacdo quando esta é

comparada a vacina meningocécica C isolada (Figura 12).
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Figura 12. Comparacao das respostas imunoldgicas ao polissacarideo C de Neisseria meningitidis

entre os titulos de IgG total, 30 dias ap6s a Ultima imunizagdo (T60), induzidos pela vacina

meningocdcica C conjugada (D) (Grupo 5) e da mesma combinada a vacina Hib (H) (p <0,05). O

traco (—) representa a mediana dos dados.
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Podemos observar com a analise do grafico que o componente DTP interfere
na resposta imunolégica de camundongos, uma vez que a andlise estatistica
demonstra que ha diferenca significativa entre os titulos obtidos quando analisadas
as amostras coletadas no T60 de ambas as vacinas, com uma maior inducdo dos
titulos de 1gG total pela combinacao entre DTP e vacina meningocécica C conjugada
(Figura 13).
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Figura 13. Comparacao das respostas imunoldgicas ao polissacarideo C de Neisseria meningitidis

entre os titulos de IgG total, 30 dias ap6s a Ultima imunizagdo (T60), induzidos pela vacina

meningococica C conjugada (D) (Grupo 5) e da mesma combinada a vacina DTP (B) (p <0,05). O

traco (—) representa a mediana dos dados.
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6.1.3 ELISA PARA Bordetella pertussis

Apés a imunizacdo de camundongos NIH para a avaliacdo da resposta
imunolégica ao componente pertussis, foi observado aumento estatisticamente
significativo nos titulos de anticorpos, quando analisados o TO (antes da imunizacao)

e 0 T60 (30 dias apos a uiuma imunizacgao) (figuras 14 e 15).
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Figura 14. Quantificagdo dos niveis de IgG total anti-B pertussis avaliados em pools de
amostras sanguineas de camundongos imunizados com a vacina DTP-Hib (Grupo 2). TO (pré-
imune), T15 (antes da 22 imunizacao), T30 (antes da 3% imunizacdo) e T60 (30 dias apo6s a

Gltima imunizacéo) (p<0,05). O traco (—) representa a mediana dos dados.
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Figura 15. Quantificacdo dos niveis de IgG total anti-Bordetella pertussis avaliados em pools de
amostras sanguineas de camundongos imunizados com a vacina combinada completa (DTP-
Hib/B/C) (Grupo 1). TO (pré-imune), T15 (antes da 22 imunizagdo), T30 (antes da 3% imunizagdo) e

T60 (30 dias ap6s a ultima imunizacao) (p <0,05). O trago (—) representa a mediana dos dados.
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Quando comparamos a vacina combinada completa com a DTP-Hib, nao
observamos interferéncia entre 0sS componentes vacinais na resposta ao

componente pertussis (Figura 16).
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Figura 16. Comparacéo das respostas imunolégicas a Bordetella pertussis entre os titulos de IgG total,

30 dias apds a Ultima imunizacao (T60), induzidos pelas vacinas combinada completa (.) (Grupo 1) e

DTP-Hib (d) (Grupo 2) (p<0,05). O traco (—) representa a mediana dos dados.
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6.1.4 ELISA PARA Haemophilus influenzae tipo b

Foram avaliados os niveis de anticorpos contra Haemophilus influenzae tipo b
durante os quatro tempos de coleta [TO (pré-imune), T15 e T30 (imunizacdes
intermediarias), e T60 (30 dias ap0ds a ultima imuniza¢do)]. Com o passar do tempo,
observou-se um aumento estatisticamente significativo tanto na cinética da vacina

Hib (p<0,05) quanto da vacina combinada completa (p<0,05) (Figuras 17 e 18).
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Figura 17. Quantificacao dos niveis de IgG total anti-Hib avaliados em pools de amostras sanguineas
de camundongos imunizados com a vacina Hib (Grupo 6). TO (pré-imune), T15 (antes da 22
imunizacao), T30(antes da 32 imunizacéo) e T60 (30 dias apos a Ultima imunizagéo) (p <0,05). O

traco (—) representa a mediana dos dados.
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Figura 18. Quantificacdo dos niveis de IgG total anti-Hib avaliados em camundongos imunizados com

a vacina combinada completa (DTP-Hib/B/C) (Grupo 1) TO (pré-imune), T15 (antes da 22 imunizagéo),

T30 (antes da 32 imunizacdo) e T60 (30 dias apds a ultima imunizacdo) (p <0,05). O traco (—)

representa a mediana dos dados.
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Ao serem comparados 0s niveis de anticorpos presentes 30 dias apls a
altima imunizag&o (T60) induzidos pelas duas vacinas, pode-se avaliar que, devido
ao p-valor de 0.55, ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre a resposta
imunologica tanto para a vacina Hib quanto para a vacina combinada completa
(Figura 19).
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Figura 19. Comparacao das respostas imunolégicas a Haemophilus influenzae tipo b entre os titulos

de IgG total, 30 dias apés a ultima imunizagdo (T60), induzidos pelas vacinas combinada completa

(.) (Grupo 1) e Hib ( H ) (Grupo 6) (p>0,05). O traco (—) representa a mediana dos dados.
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6.2. AVALIACAO DA POTENCIA DOS COMPONENTES DIFTERIC O E TETANICO
NA VACINA COMBINADA COMPLETA PELA SORONEUTRALIZACAO IN VIVO
EM COBAIAS

Os gréficos a seguir referem-se aos resultados obtidos a partir do teste de
soroneutralizacado in vivo, pelo qual a poténcia dos componentes tetanico e diftérico,
presentes da vacina DTP, foi avaliada. Foram comparadas a vacina DTP-Hib e a
vacina combinada completa, sendo a poténcia fornecida em Unidades Internacionais

por mL.
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Figura 20. Poténcia do componente tetdnico na vacina combinada completa (DTP-Hib/B/C) (.)

(Grupo 1) e na DTP-Hib (D) (Grupo2) pelo teste da neutralizacdo in vivo realizado com 5 cobaias

(p<0,05). O tracgo (|) representa a mediana. A cruz (+) representa a média.
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Figura 21. Poténcia do componente diftérico na vacina combinada completa (DTP-Hib/B/C) (.)

(Grupo 1) e na DTP-Hib (D) (Grupo 2) pelo teste da neutralizacao in vivo realizado com 5 cobaias

(p<0,05). O tracgo (|) representa a mediana. A cruz (+) representa a média.

6.3. AVALIACAO DA POTENCIA DOS COMPONENTES DIFTERIC O E TETANICO
NA VACINA COMBINADA COMPLETA PELO ELISA A PARTIR DE AMOSTRAS
SANGUINEAS DE CAMUNDONGOS SUIiCOS

Os graficos a seguir referem-se aos resultados obtidos a partir do teste de
ELISA, pelo qual a quantificacdo dos anticorpos contra 0os componentes tetanico e
diftérico, presentes da vacina DTP, foi avaliada. Foram comparadas a vacina DTP-
Hib e a vacina combinada completa, sendo o resultado fornecido em Unidades de
ELISA por mL.
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Figura 22. Quantificacdo dos niveis de IgG total ao componente diftérico na vacina combinada

completa (DTP-Hib/B/C) (.) (Grupo 1) e na DTP-Hib (.) (Grupo 2) avaliada pelo ELISA de
amostras sanguineas de 23 camundongos suigos (p>0,05). O traco (|) representa a mediana. A cruz

(+) representa a média.
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Figura 23. Quantificacdo dos niveis de IgG total ao componente tetanico na vacina combinada

completa (DTP-Hib/B/C) (.) (Grupo 1) e na DTP-Hib (.) (Grupo 2) avaliada pelo ELISA de
amostras sanguineas de 23 camundongos suigos (p>0,05). O traco (|) representa a mediana. A cruz

(+) representa a média.



6.4. AVALIACAO DA PIROGENICIDADE DA VACINA COMBINAD A COMPLETA

REALIZADA EM COELHOS

O quadro 6.4 apresenta os resultados de pirogenicidade de cada componente

isolado e da vacina combinada completa.

Quadro 6.4. Pirogenicidade dos componentes presentes na vacina e apos sua combinacao

VACINA DILUICAO EU/mL*
Meningocécica B 1/4000 20000
Meningocécica C conjugada 1/4 20
DTP 1/3000 15000
Hib 1/4 20
Combinada completa 1/6000 30000

*Unidades de endotoxina por mL

De acordo com os resutado obtidos, a vacina combinada apresentou uma

concentracdo de endotoxina acima do limite tolerado (5 EU/mL) .
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7. DISCUSSAO

A combinacao de vacinas € uma estratégia que data do século XX. A primeira
a ser introduzida, em 1948, foi a vacina DTPw, seguida pela combinagdo dos trés
tipos de poliovirus em uma vacina inativada (IPV) em 1958 e atenuada (OPV) em
1961. Em 1971, foi a vez da triplice viral, com os virus do sarampo, da caxumba e
da rubéola, combinados em uma mesma vacina atenuada. Estas foram seguidas por
uma crescente lista de vacinas combinadas e, até 2005, cerca de 20 delas ja eram
licenciadas pelos 6rgaos competentes de varios paises (Dagan, 2005).

Atualmente, existem muitas vacinas combinadas disponiveis no mercado.
Algumas sao formuladas através da mistura de diferentes antigenos que integram
ativamente a formulacéo final, como a vacina DTP-Hib e outras sdo misturas dos
mesmos tipos de microrganismos pertencentes a estirpes diferentes, como as
vacinas contra a gripe. Tais vacinas podem se apresentar numa formulagao
combinada ou esta combinagdo pode ser realizada na hora da imunizacdo
(Jivapisarnpong, 2009). Essas formulacdes foram concebidas com o objetivo de
reduzir o numero de injecdes necessarias para a rotina de imunizagcées, bem como
diminuir o nimero de visitas aos locais de vacinagdo. Por essa razdo, sdo mais
economicamente viaveis e sua administragdo € menos laboriosa do que o0s

componentes vacinais aplicados separadamente (Gidengil et al., 2010).

Uma desvantagem da combinacdo de vacinas € a possibilidade de ocorrer
interferéncias antigénicas entre alguns de seus componentes, levando a diminui¢cao
da resposta imunolégica. Além disso, a avaliacdo da reatogenicidade é complexa,
uma vez que as reacgfes adversas sdo mais dificeis de serem atribuidas a cada
componente. Outro problema apresentado € o comprometimento da estabilidade,
bem como os custos diretos da vacina combinada, que sdo maiores do que as

vacinas isoladas contidas em sua formulagdo. Apesar disso, leva-se em
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consideracao o fato de ocorrer, indiretamente, a diminuicdo nos custos com material,
com armazenamento e pessoal treinado (Dagan, 2005; Llop & Bermudez, 2008).

O desenvolvimento de vacinas traz novos desafios aos processos de
producdo e administracdo das mesmas. A combinacdo de multiplos antigenos em
uma formulagcéo requer a demonstracéo de que esta nao reduz significativamente a
seguranca ou a imunogenicidade dos componentes vacinais. Além disso, outros
fatores como a sequéncia de administracdo de certos antigenos podem
desempenhar um papel importante na resposta imunologica (Edwards & Decker,
1994; Decker & Edwards, 1995; Pichichero, 2000; Jatana & Nair, 2007).

Para atingir estes objetivos de reducao de visitas aos postos de vacinacao e a
uma melhor cobertura de individuos imunizados, este trabalho propée a combinacao
da vacina DTP-Hib, amplamente utilizada no PNI (Programa Nacional de
Imunizagbes), com as vacinas desenvolvidas em Bio-Manguinhos contra os
meningococos grupos B e C, as quais estdo em fase Il do estudo clinico. A fim de
avaliar a eficiéncia e a interferéncia dos componentes vacinais na combinacéo, ao
longo do periodo analisado, foi proposta a metodologia padrdao para cada
componente e o ELISA como metodologia alternativa.

O ELISA j4 foi utilizado como metodologia alternativa para avaliacdo da
poténcia de vacinas em varios estudos, como a resposta ao componente pertussis
na DTP (Dias, 2003) e Hepatite A (Poirier, 2009). A partir de protocolos pré-
estabelecidos, os procedimentos para avaliagdo de amostras de soro de cada
animal utilizado (camundongos ou cobaias) foram determinados de acordo com a
literatura publicada anteriormente (Gupta, Maheshwari & Singh, 1985; Hong et al.,

1996; Sonobe et al., 2007).

O primeiro fator a ser considerado foi a ordem em que as vacinas seriam
combinadas. Por ser liquida, a vacina DTP foi utilizada como diluente para a vacina
Hib, seguida pelas vacinas meningococica B e meningocoécica C conjugada. Em
seguida a combinacdo dos componentes vacinais, foi constatado que n&do houve
alteracbes fisico-quimicas nas formulagcdes administradas nos animais de

experimentagao.

Apbs a execucdo dos protocolos de imunizagdo e recebimento das amostras,
0 soro processado foi submetido aos testes padrao e alternativo para a avaliagao da

imunogenicidade das formulac¢des propostas.
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A resposta imunolégica para Neisseria meningitidis esta ligada a niveis de
anticorpos bactericidas fixadores de complemento, principalmente contra 0os grupos
A e C (Goldschneider et al., 1969). Porém, estudos pré-clinicos em animais e teste
de vacinas em humanos tém indicado que anticorpos bactericidas (SBA)
subestimam o nivel de protecao proporcionado pela resposta imune ao meningococo
e sugere que outros mecanismos da resposta imunolégica também séo importantes
(Perkins et al., 1998, Vermont & van der Dobbelsteen, 2002).

Em recente estudo de imunogenicidade em camundongos imunizados com a
vacina cubana, foi observado um aumento significativo dos niveis de IgG e
anticorpos bactericidas ap0s a terceira e quarta dose indicando uma predominancia
de 1gG2 sobre IgG1 apds a terceira dose. Porém, o aumento do niumero de doses
favoreceu o desenvolvimento de IgGl, como pode ser observado apds a quarta
dose (Silva Junior et al., 2007).

No estudo de fase | da vacina meningocadcica B brasileira, foi observada uma
diferenca significativa nos niveis de anticorpos ap0s a terceira dose, em resposta as
cepas N44/89 e N603/95 pelo ELISA. Pelo método de andlise dos anticorpos
bactericidas foi observada uma tendéncia de soroconversao crescente para as duas
cepas vacinais com as concentracfes maiores dos antigenos, considerando um
aumento de quatro vezes o valor do soro pré-imune (informacéo pessoal).

No presente trabalho observamos pelo ELISA que os niveis de anticorpos IgG
para as cepas prevalentes brasileiras (N44-89 e N603-95), tanto para a formulacao
combinada quanto para a vacina meningococica B brasileira, aumentaram e
induziram uma soroconversao 30 dias apés a 32 dose, confirmando os resultados
observados anteriormente (Jessouroun et al., 2004).

Na avaliacdo dos titulos de IgG total, no ELISA, para polissacarideo C, foi
observado um aumento nos niveis de anticorpos e soroconversao para este
componente vacinal 30 dias ap6s a Uultima dose da vacina meningococica C
conjugada. Estes resultados eram esperados, uma vez que o0 aumento de anticorpos
frente a essa vacina ja foi detalhado por outros autores (Gold et al., 1977; Silveira et
al., 2007). Porém, quando sdo comparadas as respostas desta vacina e da vacina
combinada completa, uma diferenca significativa foi observada. Duas hipoteses para
este fato foram aventadas: a primeira, de que o nimero de animais utilizados teria
sido pequeno, o que poderia estar comprometendo o resultado; e a segunda, de que
algum componente poderia estar interferindo na resposta ao componente vacinal.

Com isso, é proposto um novo protocolo com um namero maior de animais e com
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combina¢des entre a vacina meningococica C conjugada e 0s componentes da
vacina combinada completa separadamente.

Numa segunda analise do soro dos camundongos imunizados com a vacina
combinada completa, agora com o dobro dos animais imunizados anteriormente, a
diferenca entre a resposta a vacina meningocécica C conjugada e a vacina
combinada completa n&o apresentou uma diferencga estatistica significativa, ficando
0 p-valor muito proximo do limite de 0,05.

ApoOs as combinacbes da vacina meningococica C conjugada com as
vacinas DTP, Hib e meningocécica B, foi constatado que, segundo as analises
estatisticas, esta Ultima ndo interferiu na resposta dos animais a vacina
meningococica C conjugada como observado em outros estudos, onde a VME
funciona como adjuvante para a vacina polissacaridica C induzindo a expresséao de
moléculas co-estimulatdrias essenciais na resposta imunologica (Pérez-Melgosa et
al., 2001; Fukasawa et al., 2004).

A combinagc&o com a vacina DTP aumentou significativamente a resposta ao
polissacarideo C. Embora ndo tenha sido possivel a combinacdo com cada
componente DTP separadamente, essa interferéncia se deu, provavelmente, pela
presenca da fracdo pertussis da vacina. A base imunoldgica para este evento nédo é
bem entendida, mas segundo relatos anteriores isto pode estar relacionado a
presenca das porinas (Por A), componente principal da VME de Neisseria
meningitidis e da Bordetella pertussis, que atua como um adjuvante ou um mitégeno,
induzindo a expressédo de moléculas co-estimulatérias como CD40, CD80 e CD86,
as gquais sao essenciais na inducdo de uma resposta T dependente (Fukawasa et
al., 2004).

Assim como a vacina DTP, a vacina Hib também aumentou significativamente
a resposta ao polissacarideo C. Este fato também foi observado por Marshall e
colaboradores (2011), onde os pesquisadores investigaram a agao da vacina Hib-
MenCY frente a uma vacina contra Neisseria meningitidis que incluia o sorogrupo C
em sua formulacdo. Neste estudo, 98% dos individuos no grupo Hib-MenCY
apresentaram melhor resposta ao meningococo C, em comparacao a 79% do grupo
controle de individuos vacinados somente com a vacina contra Neisseria
meningitidis sorogrupo C.

Outros estudos tém sido realizados com o objetivo de analisar a eficiéncia
das proteinas carreadoras, utilizadas nas conjugacfes aos polissacarideos, no

aumento da resposta imunoldgica do individuo imunizado contra o meningococo
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grupo C. Apesar de existirem uma quantidade razoavel de proteinas carreadoras, a
mais utilizada e eficiente é o toxdide tetanico. Segundo Gatchalian e colaboradores
(2008), a média geométrica da concentracdo de anticorpos para o polissacarideo de
meningococo C conjugado ao toxoide tetanico € significativamente superior do que
quando conjugado ao CRM-197 ou ao toxoide diftérico. Segundo Dagan e
colaboradores (1998), a concentracdo de proteina carreadora pode ser responsavel
pelo aumento da resposta imunolégica ao polissacaridio conjugado. Como tal
proteina esta presente na formulacéo dessas duas vacinas (DTP e Hib) combinadas
a meningocécica C conjugada, esta concentracdo de TT pode ser responsavel por

esse aumento da resposta ao polissacaridio C encontrado.

O ELISA (metodologia padréo para avaliacdo da imunogenicidade para o
componente PRRP) para Hib apresentou aumento progressivo nos niveis de I1gG,
com soroconversao 30 dias apos a ultima imunizacdo. O mesmo foi observado na
analise da vacina combinada completa. Esses resultados eram esperados, uma vez
que a combinacdo DTP-Hib ja faz parte da rotina de imuniza¢cdes brasileira (Ribeiro
et al.,, 2007) e tem sua eficacia e imunogenicidade amplamente estudada
(Hoppenbrouwers et al., 1999; Monteiro, Takano & Waldman, 2010). Além disso,
trabalhos anteriores ja descreveram o sucesso da combinacdo de Hib a outras
formulagbes, incluindo vacinas contra Neisseria meningitidis (Kerdpanich et al.,
2008; Nolan et al., 2007; Saydam et al., 2010).

Apesar dos anticorpos desempenharem um papel importante na protecao
contra Bordetella pertussis, os mecanismos imunoldgicos envolvidos na resposta
humoral ainda ndo sdo bem definidos. Tal fato esta ligado a impossibilidade de
discriminacdo pelo ELISA entre os anticorpos que se ligam a determinantes
conformacionais sobre a estrutura da bactéria ou a determinantes sobre as proteinas
desnaturadas, sem poder prever a funcionalidade destes anticorpos na limitacdo da
infeccdo (Mills, 2001). Ainda assim, o ELISA tem sido utilizado em vérios testes
clinicos para avaliagdo dos niveis de anticorpos em individuos imunizados com o

componente pertussis (Trollfors et al., 1995; Simondon et al., 1997).

A analise realizada sobre os resultados do ELISA para Bordetella pertussis
revelou aumento do nivel de anticorpos contra esse microrganismo e soroconversao
30 dias ap6és a ultima imunizagdo, tanto para a vacina combinada completa quanto

para a vacina DTP-Hib. Esse resultado ja foi observado por outros pesquisadores,
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tanto para a combinacdo DTP-Hib (Begg et al., 1995; Martins et al., 2008) quanto
para DTP combinada a outras formula¢des (Southern et al., 2006; Gatchalian et al.,
2008;).

Devido a uma grande quantidade de proteinas imunogénicas presentes na
membrana da Bordetella pertussis (mais de 3000), ela apresenta tanto um efeito
adjuvante préprio como para outros componentes combinados, exercendo um efeito
estimulatorio da resposta imunolégica de uma maneira geral (Pollabauer et al.,
2009). Estudos imunolégicos em humanos e animais ja demonstraram que a vacina
contra Bordetella pertussis € capaz de aumentar a producdo de anticorpos contra
varios antigenos (Greenber & Fleming, 1947; Greenber & Fleming, 1948; Fleming,
Greenberg & Beith, 1948; Kind, 1957; Munoz, 1963; Finger, 1965; Munoz &
Bergman, 1698; Finger, Emmerling & Briss, 1970), e que 0 aumento na sintese de
imunoglobulina induzida pela bactéria deve-se, sobretudo, a uma multiplicacdo
prolongada e acelerada de células formadoras de anticorpos (Finger, Emmerling &
Schmidt, 1967; Finger et al., 1968; Rowley et al., 1968; Finger, Emmerling & Bruss,
1970).

A avaliacdo da poténcia dos componentes diftérico e tetanico na vacina
DTP é rotineiramente estimada através do teste de neutralizacdo in vivo em cobaias
Short-Hair (Sonobe et al., 2007) e em camundongos sui¢cos (Cohen, Ramshorst &
Tasman, 1959) respectivamente. O critério de aceitacdo da eficiéncia deste
componente requer a analise de um pool de soros de, no minimo, quatro cobaias
apos quatro semanas de imunizacdo subcutanea com 1 ¥2 dose humana produzindo,
no minimo, uma concentracdo de 2 Ul/mL (uso em criangas) e 0,5 Ul/mL (uso em
adultos) de antitoxina (Dular, 1993). Algumas metodologias alternativas sé&o
utilizadas na avaliacdo da poténcia, como o ToBI (Gupta, Maheshwari & Singh,
1985) e o0 ELISA (Gupta, 1995; Kristiansen, Aggerbeck & Heron, 1997),
apresentando, principalmente o ToBIl, uma alta correlacdo com a metodologia

padrao (Walory, Grzesiowski & Hryniewicz, 2000).

O teste de neutralizacédo in vivo em cobaias mede diretamente a atividade
bioldgica da antitoxina diftérica e tetanica por demonstrar a capacidade do soro do
animal em neutralizar a toxina (WHO, 1993). Nesta andlise, os resultados séo
baseados nas proporcbes de animais mortos e sobreviventes ao final de um

determinado periodo, geralmente quatro dias, apos a injecdo da mistura soro-toxina
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(Barile, Hardegree & Pittman, 1970; Eckmann 1963; Glenny & Stevens 1938;
Gottlieb et al., 1964; Wilkins & Tasman 1959). A precisao e a sensibilidade do teste
de neutralizagcdo séo influenciadas pela natureza da toxina utilizada (bruta ou
purificada), o nivel de teste da toxina (L+), bem como o peso dos camundongos
(Gupta, Maheshwari & Singh,1985; Peel, 1980).

De acordo com os resultados obtidos, houve uma diferenca significativa no
teste in vivo para os componentes diftérico (p= 0,0168755) e tetanico (p=0,0162238)
guando analisamos a poténcia da vacina em animais imunizados com a DTP-Hib e
em animais imunizados com a vacina DTP-Hib combinada com as vacinas
meningococica B e meningococica C conjugada brasileiras. A vacina DTP-Hib
mostrou-se mais eficiente em cobaias, na inducéo pelo componente diftérico, do que
guando combinada com as vacinas meningococicas. Tal fato pode ser devido a
inclusdo dos componentes vacinais meningocécicos na combinagdo, como
observado por outros autores onde tais vacinas podem interferir negativamente nos
componentes da vacina DTP-Hib (Gatchalian et al., 2007) ou estar relacionado a
capacidade da bactéria do género Neisseria de neutralizar o soro de cobaias

comprometendo sua resposta a outros antigenos (Arko & Wong 1977).

Gatchalian e colaboradores (2007) avaliaram a imunogenicidade dos
componentes de uma combinacéo de vacinas (DTP-Hib-HBV-Neisseria meningitidis
sorogrupos A e C) em humanos. Neste estudo, a combinagdo que continha a vacina
antimeningocécica C em sua formulacdo apresentou diminuicdo significativa nos
niveis de resposta a Bordetella pertussis quando comparada a combinacdo que nao
incluia essa vacina. Em contrapartida, os niveis de anticorpos antitetanicos
aumentaram quando comparadas a vacina experimental DTP-Hib-Neisseria
meningitidis sorogrupos A e C ao controle DTP-Hib-HBV-Neisseria meningitidis

grupo C.

Em estudo realizado com Neisseria gonorrhoeae, foi observado que lavados
da superficie da bactéria eram capazes de neutralizar a agdo do soro de cobaias. Os
pesquisadores ndo sabem a razao pela qual esses resultados ocorrem. Por isso,
salientam que esses resultados necessitam de uma investigacdo mais profunda
(Arko & Wong, 1977).

Também ja foram relatados casos em que espécies do género Neisseria ndo

foram capazes de promover infeccdo em cobaias (Arko & Wong, 1977; Novotny et
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al., 1978). Arko provou, em 1977, que cobaias s6 eram capazes de desenvolver
infeccdo contra Neisseria se a elas fosse fornecida dexametasona, um medicamento
pertencente a classe dos corticosterdides, que atua no controle da velocidade de
sintese de proteinas e altera profundamente a resposta imune devido a sua acéo
imunossupressora (Arko, 1977). Estes fatos podem explicar a diminuicdo da
poténcia dos componentes diftérico e tetanico das vacinas DTP-Hib quando
combinadas as vacinas meningococica B e C conjugada, ja que ha interferéncia na
resposta imunolégica e do reconhecimento de membros do género Neisseria quando

estes microganismos sao utilizados em testes com cobaias.

Quando analisados os resultados da poténcia das vacinas DTP-Hib e
combinada completa em relacdo a toxina tetanica, observa-se diminuicdo da
resposta a esta Ultima quando as vacinas meningococicas B e C conjugada sao
adicionadas ao sistema. A literatura ndo descreve o mecanismo pelo qual ocorre
esse fato. Porém, pelas mesmas hipoéteses inferidas por Arko em 1977, Arko e Wong
em 1977 e Novotny e colaboradores em 1978, pode-se deduzir que as vacinas
contra Neisseria meningitidis sorogrupos B e C atuem da mesma maneira,

interferindo no resultado final quando a avaliacao é feita em cobaias.

Porém, quando analisamos a resposta imunoldgica aos componentes tetanico e
diftérico em camundongos suicos, ndo observamos diferenca significativa entre os
dois grupos analisados (DTP-Hib e DTP-Hib/B/C). Devido aos camundongos suicos
serem utilizados como modelo de avaliagdo do género Neisseria (Gonzalez et al.,
2006) podemos concluir que ndo ocorre interferéncia na resposta imunologica a

outros componentes vacinais ocasionada por tal género.

A febre é um dos principais sintomas de infecc6es causadas por patdgenos
(Balls et al., 1995; Balls & Karcher, 1995). Entretanto, a reacao febril ndo esta
diretamente conectada a microrganismos vivos. No final do século XIX, foi
descoberto que os contaminantes capazes de induzir febre eram estaveis ao calor.
Logo depois, foi feita a conexao entre pirogenicidade e a endotoxina termoestavel de
bactérias gram-negativas (Hartung et al., 2001).

Endotoxinas bacterianas, encontradas na membrana externa desses
microrganismos, sdo membros de uma classe de fosfolipideos chamados
lipopolisacarideos (LPS) (EMEA, 2009). E o contaminante pirogénico mais

frequentemente encontrado em medicamentos (Das et al., 2004). Quando estes
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componentes microbianos estdo presentes 0s monadcitos/macrofagos reagem,
induzindo a liberag&o de pirogénios enddgenos, como prostaglandinas e as citocinas
pré-inflamatérias: interleucina-1, interleucina-6 e fator de necrose tumoral-a (Barth et
al., 2007).

A fim de atestar a vacina combinada, esta foi submetida a testes de
pirogenicidade em coelhos. O teste envolve a medida do aumento da temperatura
nos animais, apos a injecao intravenosa da vacina, verificando a temperatura retal
dos animais a intervalos de 30 minutos, por um periodo de 3 horas (Pearson, 1985;
Brasil, 2003; USP30, 2007).

Dois testes de pirogenicidade foram realizados, com a finalidade de
corroborar os resultados. Em ambos a vacina combinada completa foi reprovada,
uma vez que aumentou a temperatura dos animais. Estes resultados se deram,
provavelmente, pela presenca das fragcOes pertussis e VME de Neisseria
meningitidis sorogrupo B na vacina, dois componentes conhecidamente pirogénicos
(Andersen & Solberg, 1978; Sidey, Furman & Wardlaw, 1989; Caroff et al., 2000;
Stoddard et al., 2010).
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8. CONCLUSOES

A combinacéo das vacinas meningococicas B e C conjugada a vacina DTP-Hib

nao alterou suas propriedades fisicas e quimicas;

A combinacdo proposta ndo interferiu na resposta imunologica a vacina
meningococica B, aos componentes pertussis e ao PRRP da vacina DTP-Hib

avaliada pela metodologia alternativa em camundongos suicos;

No caso da vacina meningococica C conjugada, houve uma interferéncia
negativa de algum componente da combinag¢do no titulo de IgG total induzido
pelo polissacarideo C observado pelo ELISA. Porém, quando a vacina
meningococica C conjugada foi combinada aos componentes vacinais
separadamente, observamos uma interferéncia positiva tanto da DTP quanto da
Hib, na resposta imunologica dos camundongos ao polissacarideo C. Baseado
em tais resutados, ndo foi possivel detectar o componente interferente da vacina

combinada completa na resposta ao polissacarideo C;

Pela metodologia padrdo utilizada na avaliagcdo da poténcia dos componentes
diftérico e tetanico em cobaias, houve uma reducdo na capacidade protetora
quando a vacina DTP-Hib foi combinada com as vacinas meningococicas B e C
conjugada. Porém, quando a quantificacdo de IgG foi realizada pela metodologia
alternativa (ELISA), em camundongos, ndo houve diferenca na capacidade de

inducao de anticorpos pelas duas combinacoes;

A vacina combinada completa apresentou uma alta pirogenicidade quando
avaliada pela metodologia in vivo (coelhos). Este fato deve-se, provavelmente, a
presenca dos componentes pertussis e VME de Neisseria meningitidis grupo B
na formulacéo. Alternativas para a reducdo dessa pirogenicidade seriam realizar
a combinacao das vacinas meningocoécicas com a vacina DTP acelular ou, ainda,

combinar as vacinas contra meningites bacterianas (meningococica B e
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meningococica C conjugada) e, durante o esquema de imunizacgéo, intercalar as

doses da vacina DTP realizando, sempre, os testes apropriados;

Os resultados obtidos pela metodologia proposta (ELISA) foram satisfatorios na
avaliacdo da resposta imunoldgica a todos os componentes vacinais utilizados na
combinacdo. Porém, foi impossivel a comparacdo de tais resultados com a

metodologia padrao.
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