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RESUMO

CRUZ, Simone da Costa. Desenvolvimento e manutencédo de memoria |munolog|ca apos
imunizacdo contra Neisseria meningitidis B com a vacina VA-MENGOC- BC®. 2011. 88 f.
Tese (Doutorado em Microbiologia). Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

Neisseria meningitidis € uma das principais causas de meningite bacteriana e
septicemia em todo o mundo, acometendo principalmente criancas menores de 4 anos.
Atualmente, ndo existe uma vacina universal contra 0 meningococo B (MenB). A imunidade
protetora contra 0 meningococo caracteriza-se pela presenga e persisténcia de anticorpos
bactericidas, porém pouco se sabe sobre os mecanismos de desenvolvimento desta meméria
soroldgica. Avaliamos em modelo animal e em humanos, a geracdo e manutencao das células
secretoras de anticorpos (ASC) e dos linfocitos B de memdria (LBm) apds vacinagdo contra
MenB. Utilizamos como referéncia a vacina diftérica (dT ou DTP), considerada ter 6tima
eficadcia em humanos. Para o estudo em modelo animal, grupos de 6 a 8 camundongos suicos,
fémeas, de 5 a 6 semanas, foram imunizados com 3 doses da vacina VA-MENGOC-BC
DTP, via intramuscular, com intervalo de 2 semanas entre as doses. Aproximadamente 2, 4 ou
6 meses apds a ultima dose, os animais receberam a dose refor¢co. A vacina anti-MenB
induziu uma resposta primaria de ASC maior que a resposta a dose reforco. Ao contrério, a
resposta de ASC a vacina dT foi maior apos o booster. A resposta de LBm anti-MenB
permaneceu constante (média de 1%) ao longo de todo o estudo, mas a resposta ao toxoide
diftérico (TD) foi maior ap6s o booster (média de 1,9%) que ap6s a imunizacdo priméria. A
concentragdo de 1gG, anticorpos bactericidas e opsonizantes contra MenB foi dose-
dependente e foi reativada apds a administracdo das doses reforcos. Esses resultados sugerem
que os LBm presentes no bago foram responsaveis pela forte resposta de anticorpos observada
apos a dose reforco. Para o TD, ambos ASC e LBm foram importantes na manutencdo da
memoria sorologica. Para o estudo em humanos, seis voluntarios foram imunizados com 3
doses da vacina VA-MENGOC-BC®, via intramuscular, com intervalo de 6 a 7 semanas entre
as doses. Seis meses ap0Os a imunizacdo primaria, os individuos receberam uma dose reforco.
Outro grupo de voluntérios (n = 5) foi imunizado com uma dose reforco da vacina dT.
Somente apds a terceira dose da vacina anti-MenB foi possivel detectar a presenca de LBm
em todos os individuos. Seis meses apds a imunizacdo primaria, a frequéncia de LBm voltou
ao seu nivel basal e ndo foi reativada apos a dose booster. A vacina dT também induziu uma
resposta de LBm heterogénea, mas esta foi 5 vezes maior que a induzida por VA-MENGOC-
BC®. A resposta de anticorpos funcionais anti-MenB foi de curta duragdo com pequena
reativacdo apds a dose reforco. As duas vacinas induziram diferentes frequéncias de LT de
memoria central (Tcm) € de memdria efetora (Tem) apds a vacinagdo primaria e apos o
booster. A resposta a dose booster foi caracterizada pelo aumento da populacéo de linfocitos
Tcwm e diminuicdo de Tem. A populacdo de linfocitos Tew apresentou maior ativagio (CD69™)
que os linfocitos Tgm, especialmente ap6s a vacinagdo contra MenB. Concluindo, os dados
desta tese indicam que a administragdo de 3 doses da vacina VA-MENGOC- BC® teve uma
eficiéncia limitada em humanos e sugerem que a baixa eficacia da vacina, quando utilizada na
década de 90 em S&o Paulo e no Rio de Janeiro, pode estar relacionada a deficiéncia na
geracdo e manutencdo de LBm especificos.

Palavras-chave: Memdria imunoldgica. Neisseria meningitidis B. Anticorpo bactericida.
Anticorpo opsonizante. Vacina.



ABSTRACT

Neisseria meningitidis is one of the leading causes of bacterial meningitis and
septicemia worldwide, particularly in children less than four years old. Currently, there is no
universal vaccine against serogroup B meningococcus (MenB). Protective immunity against
meningococcus is characterized by the presence and persistence of bactericidal antibody, but
little is known about the mechanisms of development of the serological memory. In this
study, we evaluated in animal model and in humans the generation and maintenance of
antibody secreting cells (ASC) and memory B cell after vaccination against MenB. We used
the diphtheria vaccine (dT or DTP) as a reference for efficacy in humans. Five to six-week old
female Swiss mice in groups of 6 to 8 were immunized with three intramuscular injections of
VA-MENGOC-BC® or DTP vaccine 2 weeks apart. Approximately 2, 4 or 6 months after the
last dose, mice received a booster injection of the vaccine. Vaccination against MenB induced
a higher ASC primary response compared with the booster response. In contrast, ASC
response to dT was higher after booster than after primary immunization. Memory B-cell to
MenB remained at constant levels (mean of 1%) during the whole study, but the response to
diphtheria toxoid (TD) was higher after boosting (mean of 1.9%) when compared with the
primary response. IgG, bactericidal and opsonic antibody concentrations to MenB was dose-
dependent and was reactivated after booster doses. These data suggest that spleen memory B-
cells were responsible for the strong boosting antibody response to MenB. For TD, both ASC
and memory B-cell were important for maintenance of the serological memory. For the
human study, six volunteers were immunized with three intramuscular injections of VA-
MENGOC-BC® 6 to 8 weeks apart. Six months after the last dose, subjects received a booster
dose. Another group of volunteers (n = 5) were immunized with a booster dose of dT
vaccine. Three doses of vaccine were necessary to induce a detectable memory B-cell
response against MenB in all individuals. However, these cells became undetectable 6 months
later and for most of the individuals there was no reactivation of memory B-cells after
boosting. The dT vaccine also induced a heterogeneous memory B-cell response but it was
five-times higher than the response induced by VA-MENGOC-BC®. Functional antibodies
induced by the MenB vaccine were of short duration with a small recall response. For both
vaccines, the frequencies of central memory T-cells (Tcwm) and effector memory-T cells (Tewm)
have different profiles after primary vaccination and after booster. The recall response was
characterized by increase in Tcm and decrease in Tem. Tcm was markedly more activated
(CD69") than Ty, especially after MenB vaccination. In conclusion, the data indicates that
three doses of VA-MENGOC-BC® vaccine was of short effectiveness in humans and suggests
that the low efficacy of the vaccine when used in the 90's in S&o Paulo and Rio de Janeiro,
may be related to the deficiency in the generation and maintenance of specific memory B-
cells.

Keywords: Immunological memory. Neisseria meningitidis B. Bactericidal antibody. Opsonic
antibody. Vaccine.
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INTRODUCAO

A despeito da existéncia de vacinas bacterianas bem sucedidas, p. ex. tétano e difteria,
muitas doencas bacterianas ainda ndo contam com tal medida eficaz de prevencéo. Entre estas
se destaca a doenca meningocdcica (DM) causada por Neisseria meningitidis B (MenB),
principalmente em criangas menores de 2 anos de idade (Jodar et al., 2002). Entre 1989 e
1995, milhGes de criancas de 3 meses a 13 anos de idade das cidades de S&o Paulo e Rio de
Janeiro foram vacinadas com 2 doses da vacina Cubana, VA-MENGOC-BC® (Moraes et al.,
1992). Porém, estudos de soroconversao (Milagres et al., 1994) e de caso-controle (Moraes et
al., 1992) demonstraram que a eficicia da vacina variou com a faixa etaria, sendo maxima

(72%) em criancas de 4 a 6 anos, ndo havendo protecao para criangcas menores de 2 anos.

Em contrapartida, a introducdo da vacina triplice bacteriana contra a difteria, o tétano e
a coqueluche (DTP) no calendario de imunizacédo infantil, resultou em um drastico declinio da
incidéncia de difteria em todo o mundo (Galazca, 2000; Brasil, 2004). Apds a imunizacdo
primaria no primeiro ano de vida, doses reforcos sdo recomendadas aos 5-6 anos de idade e,
em seguida, a cada dez anos (FUNASA, 2002; Brasil, 2004). Tendo em vista 0 sucesso da
vacina diftérica, utilizamos a mesma em modelo animal e no estudo em humanos a fim de
comparamos o desenvolvimento e manutencdo da meméria imunoldgica apds a vacinacao

contra MenB e contra o toxoide diftérico (TD).

A qualidade da resposta humoral é fundamental para a eficicia vacinal, e inclui a
inducdo de anticorpos funcionais (p. ex. neutralizador ou bactericida), de distintas classes e
subclasses e com alta avidez (Lambert et al., 2005). Por outro lado, a duracéo da protecéo é
determinada pela geracdo e manutencdo de linfocitos B (LB) e linfocitos T (LT) de memoria
(Tough & Sprent, 2003).

Embora muitos conhecimentos sobre memdria imunoldgica tenham sido produzidos
nos Utimos 10 anos, ainda restam muitas questfes quanto aos mecanismos responsaveis pela
geracdo e manutencdo da mesma (Tough & Sprent, 2003). Especificamente sobre a vacina
VA-MENGOC-BC®, pouco tem sido descrito a respeito dos mecanimos responsaveis pela
memoria imunoldgica. Em estudos anteriores (Cruz et al., 2007) demonstramos, em modelo
animal, que a medula 6ssea foi o principal sitio anatbmico contendo células secretoras de
anticorpos (ASC) especificas para MenB e que estas células se mantiveram por pelo menos 2
meses ap0Os a imunizacdo primaria, sugerindo a producdo de plasmécitos ou ASC de vida
longa. Um achado muito interessante deste estudo foi a correlagcdo positiva entre as cinéticas
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da resposta de anticorpos bactericidas e de ASC na medula, sugerindo que estas células foram
responsaveis pela manutencdo dos anticorpos bactericidas no soro.

A continuidade dessa investigacdo no presente trabalho resultou na publicacdo do
“Artigo 17 (Cruz et al., 2010), que amplia o periodo de analise, comparando o
desenvolvimento de meméria imunoldgica humoral contra MenB ou contra o toxoide diftérico
em modelo animal. Além disso, no “Artigo 2” (Cruz et al., submetido a publicacdo na revista
Vaccine em 31/05/2011) avaliamos a resposta de anticorpos humanos e de LB e LT de
memoria apds imunizacdo primaria e apos a dose refor¢co contra MenB, investigando se 0s
resultados obtidos em modelo animal se reproduziram em humanos.

Com isso, buscamos elucidar a geragdo e manutencdo de memoria imunologica apos
imunizagdo com a vacina VA-MENGOC-BC®, a fim de justificar a baixa eficacia da mesma

quando utilizada na década de 90 em S&o Paulo e no Rio de Janeiro.
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1 MORFOLOGIA E CLASSIFICACAO DO MENINGOCOCO

Neisseria meningitidis € um coco Gram-negativo pertencente a Familia Neisseriaceae.
Estes cocos sdo imdveis, ndo esporulados, geralmente capsulados e piliados (Bovre, 1984).

Os principais antigenos de superficie do meningococo sdo a cépsula, as proteinas de
membrana externa (OMP) e o lipopolissacarideo (LPS), sendo estas estruturas utilizadas na
classificacdo fenotipica da bactéria.

As capsulas polissacaridicas de N. meningitidis sdo importantes determinantes de
viruléncia, ja que inibem a ativacdo do complemento e a fagocitose. Estas cépsulas sdo
utilizadas como antigenos para o desenvolvimento de vacinas (Girard et al., 2006). A
diferenca antigénica e quimica da molécula de polissacarideo determina a classificacdo do
meningococo em sorogrupos. De acordo com estas diferengas, N. meningitidis é classificada
em 12 sorogrupos: A, B, C,H, I, K, L, W135, X, Y, Ze Z’ (29E) (Lifely et al., 1987; Popovic
etal., 1999).

A capsula do sorogrupo A é composta por N-acetilmanosamina-1-fosfato, ao passo
que as capsulas dos sorogrupos B, C, Y e WI135 contém acido sialico (&cido N-
acetilneuraminico). Nos sorogrupos Y e W135, o &cido sialico €é ligado a glicose ou galactose,
respectivamente. Os sorogrupos B e C sdo homopolimeros de &cido sidlico, mas diferem na
ligagdo entre suas unidades repetitivas (2-8 e oc2-9, respectivamente). A capsula do
sorogrupo C é usualmente de-O-aceltilada, o que ndo ocorre na capsula do sorogrupo B
(Morley & Pollard, 2002).

Estas diferencas sutis na capsula do sorogrupo B sdo suficientes para impedi-la de ser
um imunoégeno eficiente em humanos, ja que o acido N-acetilneuraminico (c2-8) é estrutural
e antigenicamente idéntico aos glicopeptidios da molécula de adesdo celular do sistema
nervoso de fetos humanos e aos tecidos neurais e extra-neurais de adultos (Finne et al., 1983).

As OMPs sdo importantes na inducdo de anticorpos, bem como na interacdo e na
aderéncia do meningococo as células do hospedeiro. A caracterizacdo das OMPs de N.
meningitidis atraveés da determinacdo do peso molecular, comportamento em SDS-PAGE,
susceptibilidade a enzimas proteoliticas e mapeamento protéico resultou na diferenciacdo de
cinco classes estruturais: Classes 1 (45-47 Kd), 2 (40-42 Kd), 3 (37-39 Kd), 4 (32-34 Kd) e 5
(26-29 Kd) (Frasch, 1987).

PorA (classe 1) e PorB (classe 2 ou 3) sdo as duas principais porinas de N.

meningitidis com seletividade para cétions e anions, respectivamente (Tommassen et al.,
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1990). Todos 0s meningococos expressam PorB e a maioria das cepas expressa PorA (Tsai et
al., 1981). PorA é a principal proteina indutora de anticorpos bactericidas ap6s a vacinacao
contra MenB (Milagres et al., 1998; Wedege et al., 1998; Milagres et al., 2000). As diferencas
imunoldgicas encontradas em PorB e PorA sdo a base para a classificacdo do micro-
organismo em sorotipos e subtipos, respectivamente (Frasch, 1987).

N. meningitidis, assim como outras bactérias Gram-negativas, possui uma endotoxina
complexa localizada em sua membrana externa denominada LPS. Ao contrério de bactérias
entéricas, o LPS do meningococo ndo apresenta cadeias repetitivas do antigeno O, sendo
entdo conhecido como lipooligossacarideo (LOS) (Yazdankhah & Caugant, 2004). O LOS
mantém o core conservado composto por heptose fosfato e acido 2-ceto-3-desoxi-D-octonato
(KDO) ligados ao lipidio A. O lipidio A é uma molécula ativa que induz a resposta
inflamatoria e mudancas na sua conformacao podem afetar a viruléncia bacteriana e a resposta
bioldgica do hospedeiro (Kahler & Stephens, 1998).

A especificidade imunoldgica das moléculas de LOS determina os imunotipos (Tsai et
al., 1987), como L3,7,9, o mais comumente encontrado em cepas patogénicas (Jones et al.,
1992).

Resumindo, o fenotipo B:4,7:P1.19,15:L.3,7,9 pertence ao sorogrupo B, sorotipo 4,7,
subtipo P1.19,15 e imunotipo L3,7,9.
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2 EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA MENINGOCOCICA

N. meningitidis é a causa mais comum de meningite bacteriana no mundo ocidental,
principalmente em paises que tenham introduzido a imunizag&o universal contra Haemophilus
influenzae tipo b (Hib). Além disso, a mortalidade por DM é consideravelmente maior que a
produzida pela meningite causada por Hib (Schwartz et al., 1989). Em geral, essa mortalidade
é de 8% (5% para meningite e 15-20% para sepse) e a maioria das mortes ocorre nas
primeiras 24 horas (Tibby et al., 2002).

Cinco sorogrupos (A, B, C, Y e W135) de N. meningitidis sdo responsaveis pela
ocorréncia de um maior nimero de infecgdes em todo o mundo, o que oferece uma
prospeccéo realista de eliminacdo da doenga com a utilizacéo de vacinas efetivas contra estes
grupos (Rosenstein et al., 2001; Girard et al., 2006). Os sorogrupos B e C sdo responsaveis
pela maior parte dos casos na Europa e nas Ameéricas, enquanto que os sorogrupos A e C
predominam na Asia e na Africa. Os Estados Unidos, Suécia e Israel sdo 0s (nicos paises nos
quais houve um aumento da incidéncia do sorogrupo Y na ultima década (Almeida-Gonzalez
et al., 2004). O sorogrupo W135 tem sido associado a surtos de meningite em peregrinos do
Haji assim como uma ampla epidemia em Burkina Faso em 2002 e 2003 (Manchanda et al.,
2006).

A maior incidéncia da DM é observada em paises da Africa subsaariana no chamado
“cinturdo da meningite”, que se estende da Etiopia, no leste, ao Senegal, no oeste
(Lapeysonnie, 1963). Nesses paises, surgem grandes surtos aproximadamente a cada 5-10
anos durante a estacdo seca, com taxas de incidéncia anual de até 1.000 por 100.000
habitantes sendo registradas durante epidemia mais grave (Stephens et al., 2007). Embora o
sorogrupo A seja o principal causador da DM na Africa, nos dltimos 20 anos tem sido
observada a emergéncia dos sorogrupos X e W135, com relatos de 134 casos do sorogrupo X
na cidade de Niamey, capital do Niger, entre 1995 e 2000 (Djibo et al., 2003).

Em contraste com os ataques inesperados e de curta duracdo das epidemias causadas
pelo sorogrupo A na Africa sub-Saariana, epidemias pelo sorogrupo B se desenvolveram
gradualmente ao longo de varios anos. Estas epidemias tém acontecido na Europa (Noruega,
Bélgica, Espanha, Holanda, Inglaterra, entre outros paises), nos Estados Unidos, e em alguns
paises da América Latina (Cuba, Colémbia, Brasil e Chile). Por razdes desconhecidas,
epidemias causadas pelo sorogrupo B sdo raras na Africa e em outros paises em

desenvolvimento (Jodar et al., 2002).
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No Brasil, a partir de 1971, duas extensas epidemias ocorreram na area metropolitana
da Grande S&o Paulo, atingindo a proporcao de 100 a 200 casos por 100.000 habitantes. A
primeira foi causada por N. meningitidis C e a segunda por N. meningitidis A (Morais et al.,
1974). Em 1988, caracterizou-se uma nova onda epidémica nesta regido, causada por MenB,
com coeficiente de incidéncia variando de 4,06 em 1988 a 4,46 casos por 100.000 habitantes
em 1992 (Sacchi et al., 1992).

Atualmente, a DM ocorre com incidéncia de 3,32 casos por 100.000 habitantes e
letalidade correspondente a 19,4% (SINAN/SVS/MS, 2005), onde o sorogrupo B ¢é
responsavel por 30% dos casos de DM e o sorogrupo C induz 70% dos casos restantes que
s&o notificados na maioria das regides do pais. Os casos da doenca induzida pelo sorogrupo C
sdo observados em diferentes faixas etarias, desde criancas com menos de 1 ano de idade até

adultos jovens, com mais de 15 anos (Brasil, 2009).
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3 TRANSMISSAO E PATOGENESE

N. meningitidis esta presente na nasofaringe de 8-25% da populacdo, o que se traduz
em centenas de milhdes de portadores assintomaticos em todo o mundo, sendo 0s
adolescentes os principais reservatdrios (Rosenstein et al., 2001). A transmissao desse micro-
organismo entre os humanos ocorre amplamente através de goticulas respiratorias e secrecdes,
porém o tamanho do indculo necessério para transmissdo € desconhecido. Sua cépsula,
importante fator de viruléncia descrito anteriormente, € uma estrutura altamente hidratada, o
que favorece a protecdo do meningococo durante a transmissao pelo ar entre os hospedeiros
(Diaz Romero & Outschoorn, 1994).

Uma vez que 0 meningococo penetra na barreira da mucosa do trato respiratorio
superior e adere as celulas epiteliais humanas, uma série de interacfes ocorre resultando na
formacao de microcol6nias na superficie epitelial (Stephens et al., 1983). As bactérias viaveis
devem ser endocitadas pelas células epiteliais ndo-ciliadas, escapar, e entdo alcancar a
submucosa ou invadir diretamente as superficies epiteliais danificadas.

Em individuos susceptiveis, uma vez o sangue infectado, N. meningitidis sobrevive, se
multiplica rapidamente e se dissemina por todo o corpo e para 0 cérebro. Em seguida, ocorre a
passagem do meningococo através do endotélio vascular cerebral, resultando em infeccdo das
meninges e do fluido cérebro-espinhal (Virji, 2009). A DM geralmente ocorre 1-14 dias ap0s

a aquisicao do patogeno (Rosenstein et al., 2001).
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4 MANIFESTACOES CLINICAS

Um dos grandes desafios do diagndstico da DM € que as manifestacdes clinicas séo
dificeis de distinguir de outras infeccbes menos graves do trato respiratorio superior
(Almeida-Gonzalez et al., 2004). O quadro da meningite aguda purulenta é forma usual de
manifestacdo da infeccdo meningocdcica (Rosenstein et al.,, 2001). Os sintomas se
caracterizam por um inicio subito de cefaléia, febre, rigidez na nuca, ndusea, vémito,
fotofobia e alteragcBes neuroldgicas que podem incluir delirio, coma e convulsdes. Em
criangas, a meningite pode apresentar um inicio mais insidioso, com sintomas atipicos sem
rigidez na nuca; no entanto, o abaulamento da fontanela pode ser caracteristico (Stephens,
1999; Rosenstein et al., 2001). A meningococcemia é dificil de ser reconhecida fora do
cenario de um surto, no entanto se caracteriza por um inicio subito de febre, havendo erupcao
cutanea purpurica ou petequial que pode progredir para purpura ou septicemia fulminante
(Rosenstein et al., 2001).
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5 VACINAS ANTI-MENINGOCOCICAS

A doenca invasiva esta associada a auséncia de anticorpos bactericidas e/ou
opsonizantes e, portanto, pode ser prevenida através da inducdo desses anticorpos através da
vacinacdo. A primeira vacina utilizada na prevencdo da DM foi desenvolvida em 1912
(Cartwright, 1996). Scherp e Rake (1935) identificaram um material capsular a partir do
meningococo como polissacarideo (apud Cartwright, 1996). No entanto, o verdadeiro trabalho
sobre vacinas meningococicas iniciou-se somente ap0s a emergéncia da resisténcia as
sulfonamidas e a penicilina (Manchanda et al., 2006).

Um importante papel da imunizagdo contra o meningococo € a inducdo de imunidade
de rebanho, ja que um percentual importante da populacdo encontra-se colonizado por esse
micro-organismo. O estado de portador pode ser reduzido em até 75% para alguns sorotipos,
sendo essa reducdo associada a diminuicdo da incidéncia da doenca em individuos nao

vacinados (Stephens, 2010).

5.1 Vacinas contra os sorogrupos A, C, Y e W135

As vacinas polissacaridicas capsulares contra os sorogrupos A, C, Y e W135 foram
introduzidas nas décadas de 70 e 80 tomando como base os estudos classicos de Gotschlich,
Gold, Goldschneider e Artenstein (Gotschlich et al., 1969; Goldschneider et al., 1969a;
Goldschneider et al., 1969b; Artenstein et al., 1970; Gold et al., 1975). Essas vacinas foram
consideradas seguras e eficazes (>85%) em criancas maiores de 2 anos de idade e em adultos,
porém menos imunogénicas em criangas menores de 2 anos. A imunidade as vacinas
polissacaridicas limita-se entre 3 e 5 anos de protecdo, além de haver uma reducéo da resposta
imune apds repetidas doses do polissacarideo dos sorogrupos A e C. Além disso, as vacinas
polissacaridicas ndo induzem memoria imunoldgica e possuem pequeno ou nenhum efeito
sobre o estado de portador. Apesar das suas limitacdes, as vacinas polissacaridicas tém sido
usadas extensivamente no controle de epidemias nos paises do “cinturdo da meningite” na
Africa (Stephens et al., 2007).

O maior avanco na prevengdo da doenca meningococica foi o desenvolvimento de
vacinas polissacaridicas conjugadas a proteina, tais como o toxdide tetdnico ou CRMg7 (Um
peptideo mutante relacionado ao toxoide diftérico). As vacinas polissacaridicas conjugadas
foram introduzidas no Reino Unido, em outros paises da Europa, no Canada e nos Estados
Unidos (Ramsay et al., 2003; Trotter et al., 2004; Larrauri et al., 2005; Snape & Pollard,



24

2005; Trotter et al., 2006). Essas vacinas sdo seguras e imunogénicas em criangas pequenas,
induzem memd@ria imunoldgica e diminuem o estado de portador do meningococo. Em 2000,
a introducdo da vacina conjugada contra 0 meningococo C no Reino Unido reduziu a DM
causada por esse sorogrupo (90% de eficacia por 3 anos em individuos de 11 a 18 anos)
(Trotter et al., 2004). O esquema de trés doses da vacina conjugada na infancia originalmente
usado no Reino Unido forneceu apenas protecdo transitoria e uma dose reforgo ou esquemas
de imunizacdo alternativos foram necessarios. Desta forma, o Reino Unido mudou o esquema
de imunizacdo anterior para 2 doses da vacina conjugada contra o sorogrupo C aos 3 e 4

meses de idade, seguidas por uma dose reforgo aos 12 meses (Trotter et al., 2006 ).

5.2 Vacinas contra o sorogrupo B

O desenvolvimento de vacinas contra MenB continua sendo um desafio em todo o
mundo. A cépsula presente nas cepas do sorogrupo B é um homopolimero de a(2-8) ligado ao
acido N-acetilneuraminico que também estd presente em tecidos de mamiferos e seu uso na
composicao de uma vacina poderia levar a respostas autoimunes (Finne et al., 1983; Lo et al.,
2009). Desta forma, estratégias tém dado enfoque aos antigenos ndo-capsulares tais como as
vesiculas da membrana externa (OMV) e lipooligossacarideos (Pizza et al., 2000; Zimmer &
Stephens, 2006). A diversidade que ocorre nas principais OMPs do meningococo tem
limitado essas perspectivas, porém o sucesso no controle de epidemias que sdo cepa-
especificas, a identificagdo de novas proteinas de superficie conservadas para 0 uso em
vacinas combinadas, a descoberta de novos epitopos capsulares de MenB (Pizza et al., 2000;
Giuliani et al., 2006), e a pesquisa em vacinas lipooligossacaridicas sugerem oportunidades
para a prevencdo da DM causada por MenB.

Vacinas compostas por OMV foram desenvolvidas com sucesso no controle de surtos
da doenca causada pelo sorogrupo B em Cuba (Sierra et al., 1991), Noruega (Bjune et al.,
1991) e, mais recentemente, na Nova Zelandia (Wong et al., 2009). Durante a década de 80
diversos estudos de eficacia foram realizados em Cuba, Brasil, Chile e Noruega. Embora as
vacinas tenham apresentado eficacia de 50 a 80%, elas ndo forneceram protecdo satisfatdria as
criancas menores de 4 anos de idade quando administradas em 2 doses (Jodar et al., 2002).

A pesquisa de campo realizada com a vacina cubana em 7 provincias daquele pais, que
abrangeu individuos de 11 a 16 anos, resultou em uma eficacia vacinal superior a 80% (Sierra
et al., 1991). Entretanto, no Brasil, ap6s imuniza¢do em massa de criancas de 3 a 83 meses de

idade, observou-se que a eficacia da vacina foi de 74% para criangas acima de 4 anos, 47%
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para criancas de 24 a 47 meses, ndo havendo protecdo para crian¢as menores de 24 meses (-
37%) (Moraes et al., 1992).

Na Noruega, um estudo de eficacia realizado com estudantes de escolas secundarias
demonstrou que a proporcao estimada de protecdo contra MenB foi de 87% 10 meses apds 2
doses, mas apenas 57% durante o periodo de 29 meses (Bjune et al., 1991). Concluiu-se,
entdo, que a terceira dose seria necessaria para induzir imunidade duradoura. A terceira dose
aplicada tanto no esquema primério de imunizacdo quanto como uma dose reforgo (seis meses
ou varios anos ap0s a segunda dose) foi avaliada em varios estudos apresentando bons
resultados (Feiring et al., 2006).

Recentemente, na Nova Zelandia, criangas menores de 5 anos de idade receberam 3 ou
4 doses da vacina contra MenB (Galloway et al., 2009). O resultado da pesquisa demonstrou
que a vacina apresentou 80% de eficacia na reducdo do risco de epidemias por MenB 24
meses apos concluir o esquema de vacinacdo recomendado.

A proteina PorA foi identificada como o principal alvo de anticorpos bactericidas
induzidos por vacinas OMV (Milagres et al., 1998; Wedege et al., 1998; Milagres et al.,
2000). Uma vez que PorA apresenta uma importante variagdo antigénica, a imunidade
induzida por estas vacinas tem sido basicamente subtipo-especifica. Partindo deste
pressuposto, a tecnologia recombinante foi usada para produzir uma vacina hexavalente com
6 proteinas PorA (HexaMen). Os subtipos incluidos na vacina foram: P1.7,16; P1.5,2;
P1.19,15; P1.5¢,10; P1.12,13; P1.7h4. Um esquema de vacinacdo de 3 doses da vacina
hexavalente foi avaliado em criangas de 2 grupos etarios (2 a 3 anos e 7 a 8 anos). Apés 5-9
meses as criancas receberam uma dose reforco da vacina. Alguns subtipos foram
imunodominantes (P1.5¢,10 e P1.5,2). Apds 2 doses da vacina, 11% (P1.7h,4) a 95%
(P1.5c,10) das criancas apresentaram um aumento significativo nos titulos de anticorpos
bactericidas. Este percentual ndo diferiu significativamente apds a dose reforco (de Kleijn et
al., 2000). Embora a imunogenicidade desta vacina administrada em trés doses tenha sido
modesta em criancas menores de um ano, resultados satisfatorios foram obtidos ap6s a quarta
dose em criancas entre um e trés anos de idade (Cartwright et al., 1999; Longworth et al.,
2002).

5.3 Vacinologia reversa

A metodologia convencional utilizada no desenvolvimento de vacinas levou a

identificacdo de antigenos abundantes na superficie bacteriana, porém muito varidveis e
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pouco adequados para o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra MenB. Desta forma,
como dito anteriormente, essas vacinas tém sido importantes apenas para o controle de surtos.
Apds o sequenciamento do genoma bacteriano, todas as proteinas codificadas por um micro-
organismo tornaram-se disponiveis, sendo possivel identificar candidatos a vacina sem utilizar
0s principios da vacinologia convencional (Mariel et al., 2008).

A vacinologia reversa fornece total acesso as proteinas que o0 micro-organismo pode
codificar e, através da andlise computacional, é possivel identificar proteinas expostas na
superficie de maneira reversa, iniciando o processo a partir do genoma em vez do micro-
organismo (Mariel et al., 2008). Para o meningococo B, 570 proteinas foram selecionadas
como potenciais candidatas a vacina, das quais 350 foram clonadas e expressas em
Escherichia coli e, em seguida, purificadas e utilizadas na imuniza¢do de camundongos (Pizza
et al., 2000). Os soros obtidos apos imunizacdo foram testados por ELISA (Enzyme-Linnked
Immunosorbent Assay), FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting) e Western blotting a fim
de avaliar sua atividade imunogénica e protetora. Vinte e oito proteinas foram positivas em
todos os testes, porém apenas 5 foram consideradas conservadas num painel de 31 cepas de N.
meningitidis isoladas em todo o0 mundo (Pizza et al., 2000).

Um estudo recente (Findlow et al., 2010) realizou testes em ensaio clinico de fase Il
com uma vacina recombinante contra MenB administrada na infancia. Essa vacina contém
trés proteinas principais: adesina A de Neisseria (NadA), proteina ligadora do fator H (fHBP)
e antigeno ligador de heparina (NHBA), formuladas ou ndo com OMV. Apos 3 doses, ambas
as vacinas foram imunogénicas contra cepas expressando NadA e fHBP homdlogas ou
relacionadas. No entanto, a formulacdo vacinal que continha as OMVs apresentou maior
imunogenicidade, principalmente contra cepas expressando PorA homdloga. Embora esta
vacina tenha apresentado o potencial de proteger criancas contra a DM, a extensdo da
protecdo conferida aos antigenos heter6logos requer investigacao adicional.

O sucesso ou o fracasso das vacinas gque estdo sendo avaliadas atualmente depende da
inducédo da resposta imune funcional em criangas e da variedade de cepas circulantes que séo
mortas por anticorpos bactericidas. O desenvolvimento de novas vacinas contra N.
meningitidis representaria um grande beneficio para a saude publica, tendo em vista a
gravidade da doenca meningocdcica causada por um patdgeno que esta tdo adaptado a

subverter a resposta imune (Lo et al., 2009).
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6 RESPOSTA IMUNE AO MENINGOCOCO

A natureza precisa da imunidade natural ao meningococo continua desconhecida,
embora haja uma interacdo complexa entre 0 micro-organismo e a barreira mucosa da
nasofaringe, com a participacdo dos mecanismos da imunidade inata e da imunidade adquirida
(Pollard & Frasch, 2001). O estudo da resposta do hospedeiro contra 0 meningococo é
importante para o desenvolvimento de vacinas, principalmente no que se refere a capacidade

de induzir resposta protetora e duradoura.

Dessa forma, em se tratando de infeccbes na infancia, o principal objetivo da
imunizacdo € a inducdo de niveis protetores e duradouros de anticorpos especificos. No
entanto, a persisténcia de anticorpos ap0s a imunizacao de criangas menores de 4 anos tende a
ser baixa quando comparada com crian¢as maiores ou adultos. Os mecanismos responsaveis
pela persisténcia desses anticorpos ainda nao foram muito bem esclarecidos (Crotty et al.,
2003; Kelly et al., 2005). Além disso, existem evidéncias da presenca de imunidade mesmo
quando anticorpos especificos ndo sao mais detectaveis. Desta forma, outros parametros além
dos niveis de anticorpos podem ser usados para refletir mais apropriadamente imunidade

duradoura.

6.1 Imunidade inata

A imunidade protetora contra N. meningitidis caracteriza-se pela presenca de
anticorpos anti-meningococo capazes de ativar o sistema complemento. No entanto, a
ativacdo de células da imunidade inata que levam a inducdo desses anticorpos € apenas
parcialmente entendida. Uma vez que o meningococo atravessa a barreira mucosa, 0S
neutrofilos séo as primeiras células do sistema imune que ele ira encontrar. Essas células séo
também o tipo predominante encontrado no fluido cérebro-espinhal de pacientes acometidos
com a meningite meningocécica durante a fase aguda da infeccdo e contribuem com a
eliminacdo da bactéria quando a imunidade adaptativa ainda ndo tenha se estabelecido
(Schmitt et al., 2009).

O sistema imune inato estda focado em estruturas do patégeno evolutivamente
conservadas, conhecidas como padrdes moleculares associados ao patdégeno (PAMPS,

pathogen-associated molecular patterns). Os alvos de reconhecimento padrédo séo produtos
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com aspectos Unicos no metabolismo ou estrutura microbiana (Medzhitov et al., 1997,
Janeway & Medzhitov, 2002).

Na doenca meningocdécica invasiva, o nivel de LPS no plasma de pacientes esta
associado com o resultado da doenga. Estudos in vitro indicam que o LPS parece ser um dos
maiores estimulos para a liberacdo de citocinas durante o curso da infeccdo (Moller et al.,
2005). Além disso, foi demonstrado que polimorfismos raros no gene de TLR4 (Toll-like
receptor 4, que se liga ao LPS) resultam no aumento da susceptibilidade &8 DM (Schroder &
Schumann, 2005). Esta descoberta enfatiza o papel central do LPS como principal
desencadeador da inflamagé&o.

As porinas de N. meningitidis sdo 0s principais componentes protéicos da OMV
presente na vacina cubana. Wetzler et al. (1996) demonstraram que essas proteinas sdo
capazes de aumentar a resposta imune a substancias fracamente imunogénicas (p. ex.
polissacarideos, peptideos, glicolipidios etc.) e que o aumento da expressdao de B7-2 na
superficie de linfocitos B deve ser o mecanismo associado a potencializacdo da resposta
imune. E importante mencionar que essas OMVs possuem LPS e lipoproteinas que ativam
TLR4 e TLR2, respectivamente (Ingalls et al., 2000), e que os ligantes desses TLRs
apresentaram atividade adjuvante em varios estudos em camundongos (Fransen et al., 2007).
Recentemente, Fransen e colaboradores (2010) investigaram o papel de TLR2 e TLR4 na
resposta imune apds a imunizagdo de camundongos contra N. meningitidis com uma vacina
baseada em OMYV. De maneira surpreendente, os camundongos TLR2 °/° ndo tiveram a
resposta imune comprometida apds imunizacdo. Em contraste, camundongos deficientes em
TLR4 apresentaram uma importante reducdo dos niveis de citocinas da imunidade inata,
demonstrando que essa molécula é um alvo interessante a ser utilizada como adjuvante em
vacinas.

O sistema complemento tem um papel central na prote¢cdo contra 0 meningococo.
Estudos em individuos com deficiéncia nos componentes finais (C5-C9) da cascata do
complemento demonstraram que estes individuos desenvolvem a DM e que uma parte deles
tem ataques recorrentes (Ross & Densen, 1984; D’Amelio et al., 1992). E importante
mencionar que existe uma relativa deficiéncia dos componentes finais do complemento na
infancia (Lassiter et al., 1992), o que contribui com a susceptibilidade a DM nesta faixa etéria.

Sendo assim, o entendimento do inicio da resposta imune indica que a ativacdao das
células da imunidade inata parece ser crucial para o direcionamento desta resposta para o

desenvolvimento de imunidade humoral protetora. Além disso, polimorfismos genéticos em
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receptores da imunidade inata ou em componentes da cascata de sinalizacdo podem
influenciar na susceptibilidade a DM (Emonts et al., 2003; Jack et al., 2006).

6.2 Imunidade humoral

Estudos realizados por Goldschneider et al. (1969a) demonstraram por evidéncias
diretas e indiretas que titulos de anticorpos bactericidas anti-MenC > 4 estavam associados a
protecdo contra a doenga meningococica. Porém, esses estudos também revelaram que 0s
soros com titulos de anticorpos bactericidas < 4 ndo necessariamente prediz susceptibilidade a
doenga, uma vez que alguns individuos com titulos negativos encontravam-se colonizados
pela cepa epidémica e ndo desenvolviam a doenca.

Recentemente, Trotter et al. (2007) demonstraram associacdo similar entre incidéncia
da doenca causada pelo MenB e auséncia de titulos de anticorpos bactericidas > 4 para
criancas de 3 a 11 meses. Porém, diferente dos estudos de Goldshneider et al. (1969a), o
declinio da DM causada por MenB em criancas de 1 a 10 anos de idade ndo foi acompanhado
pelo aumento da prevaléncia de titulos bactericidas protetores (> 4), indicando que
mecanismos alternativos foram responsaveis pela aquisicdo de imunidade protetora contra
MenB nesta faixa etaria. Estes mecanismos incluem a maturacdo cronoldgica do sistema
complemento pela via alternativa (Ferriani et al., 1999), a aquisi¢do de anticorpos bactericidas
com titulos < 4 (Welsch & Granoff, 2007), atividade de opsonizacdo (Plested & Granoff,
2008), ou a combinagdo destes mecanismos. Plested & Granoff (2008) demonstraram a
inducdo de anticorpos opsonizantes ap6s imunizagdo contra MenB, havendo
aproximadamente um terco dos soros com titulos bactericidas < 4.

Dessa forma, embora exista uma clara associacdo entre titulos bactericidas > 4 e
protecdo contra a DM, esta imagem de protecdo € uma historia incompleta (Granoff, 2009).
Estes dados sugerem que algumas decisdes de salde publica poderdo ser comprometidas ao
basearem-se apenas nos titulos > 4 como uma medida de prote¢do. Estas incluem o
licenciamento ou ndo de uma nova vacina, a idade 6tima para se administrar a vacina, 0
namero de doses necessarias e a duracdo da imunidade protetora. Novas prioridades devem
incluir o desenvolvimento de ensaios sorolégicos e/ou celulares mais sensiveis e reprodutiveis

a fim de avaliar a imunidade protetora & DM.
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6.3 Imunidade celular

A imunidade celular na DM tem sido pouco estudada, possivelmente porque o
principal mecanismo de protecdo conhecido é mediado por anticorpos bactericidas (Vermont
& van den Dobbelsteen, 2002). No entanto, os LT e as citocinas por eles secretadas exercem
um papel central na regulacdo da troca de isotipos das imunoglobulinas (Ig) e na indugéo da
memoria imunoldgica (Romagnani et al., 2000).

Kornelisse et al. (1997) quantificaram citocinas no soro e no fluido cerebroespinhal de
criancas com meningite e encontraram niveis altos de interleucina-12 (IL-12) e interferon
gama (IFN-y), mas ndo de IL-6, IL-8 ou IL-10. Pollard et al. (1999) avaliaram a secrecédo de
citocinas por células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) em pacientes
convalescentes da DM. Os resultados demonstraram que em criancas menores de 4 anos
existe uma tendéncia a resposta Thl, com baixa razdo 1L-10/ IFN-y. Em contrapartida, a
resposta das criangas maiores de 4 anos mostrou uma razdo maior de IL-10/IFN-y, indicando
um perfil Th2. Estas diferencas provavelmente influenciaram na qualidade ou especificidade
de anticorpos anti-MenB, explicando a falha da atividade bactericida em criangas menores de
dois anos de idade (Pollard & Frasch, 2001).

Estudos realizados por Nass et al. (1998) demonstraram que ap6s imunizacdo com a
vacina norueguesa, as OMVs induziram a proliferacdo de LT contra PorA e mais fracamente
contra PorB. Além disso, houve uma correlacdo positiva entre a resposta de LT e os niveis de
IgG anti-OMV. A anélise comparativa de PorA, Opa e Opc em induzir a proliferacdo de LT
humanos revelou uma hierarquia interessante na imunogenicidade destas células, com as
proteinas Opa sendo as mais imunogénicas, seguidas pelas proteinas Opc e PorA (Wiertz et
al., 1996).

Soros de individuos convalescentes da DM reagiram mais fortemente com as proteinas
Opa do que com PorA ou PorB (Wedege et al., 1998) e uma forte resposta de anticorpos
especificos contra Opa e PorA foi observada apds imunizacdo com a vacina anti-OMV
norueguesa (Rosenqvist et al., 1995). Como a ativagdo dos LB é influenciada pelos sinais
fornecidos pelos LTh, a imunodominancia de LT especificos para Opa poderia explicar os
altos titulos de anticorpos contra estas proteinas ap0s imunizacdo ou convalescéncia (Wiertz
et al., 1996).
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7 MEMORIA IMUNOLOGICA

Em geral, a protecdo contra infecgbes adquirida apds imunizacdo € baseada
principalmente em dois pilares: a indugdo de uma resposta imune protetora imediata e a
formacéo de memoria imunologica para prevenir futuras infeccdes (Luijkx et al., 2008). Para
as infeccdes meningocdcicas, a protecdo imediata estd baseada na atividade bactericida do
soro (Goldschneider et al., 1969a), que é mediada por anticorpos produzidos por plasmocitos
de vida longa e/ou LB de memodria circulantes, que sofreram mudanca de classe e maturagdo
da afinidade (Slifka & Ahmed, 1998). A memdria imunoldgica parece ser estabelecida por um
pool de LB de memdria especificos, requeridos em baixas quantidades para auto-renovacao da
populacdo e para reposicdo dos plasmaécitos em condi¢cBes homeostaticas (Bernasconi et al.,
2002).

Lanzavecchia et al. (2006) destacaram em seus estudos que componentes antigeno-
dependentes e antigeno-independentes (estimulos policlonais) contribuem para a memoria
sorologica. A “memoria sorologica de curta dura¢ao” ¢ mediada pela produgao de plasmaocitos
de vida curta e de vida longa, sendo necessaria a presenca do antigeno. Enquanto que a
“memoria sorologica de longa duragdo” ¢ mediada pela ativagdo homeostatica de LB de

memoria, independente da presenca do antigeno, levando a producédo de plasmdcitos.

7.1 Plasmacitos de vida longa

Apos a ativagdo com um estimulo apropriado, principalmente o antigeno reconhecido
pelo receptor de célula B (BCR), os LB virgens em repouso comecam a proliferar (Alinikula
& Lassila, 2011). Uma subpopulagdo dessas células inicia a producdo de anticorpos e sdo
chamadas de plasmablastos. Essas células passam por diferenciacdo terminal nos tecidos,
onde continuam a produzir anticorpos e param de proliferar, sendo chamadas de plasmdcitos.
Os plasmacitos representam o estagio de diferenciacdo final da linhagem de LB e sdo células
secretoras de anticorpos (ASC, antibody secreting cells) profissionais, constituindo o
principal ramo da imunidade humoral.

Os plasmécitos ndo sdo todos semelhantes. Essas células diferem em seu tempo de
vida, rota de diferenciacdo, natureza da Ig produzida e localizagdo anatdmica (Oracki et al.,
2010). As vias exatas que resultam nos diferentes tipos de plasmocitos ndo foram
completamente compreendidas, mas sugere-se que dependem do tipo de LB que os
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plamocitos sdo derivados e do tipo de sinais necessarios para estimular sua diferenciacdo
(Fairfax et al, 2008; Oracki et al., 2010).

A diferenciacdo de células B2 em ASC pode ocorrer em duas rotas principais. As
células se diferenciam ao longo da via extrafolicular, originando os plasmacitos de vida curta
que produzem anticorpos de baixa afinidade; ou seguem para os centros germinativos (GC),
onde ha a sustentacdo da maturacéo de afinidade do anticorpo e a mudanca de classe da Ig,
caracteristicas do plasmacito de vida longa (Paus et al., 2006).

Especialmente nas respostas imunes secundarias, os plasmablastos recém-formados
migram para a medula 6ssea atraidos pela quimiocina CXCL12 (ou SDF-1), derivada das
células estromais (Hargreaves et al., 2001; Hauser et al.,, 2002). As células reticulares
estromais da medula dssea fornecem nichos de sobrevivéncia altamente especializados, onde
0s plasmdcitos continuam a produzir anticorpos por meses ou até mesmo anos (Minges et al.,
2002; Radbruch et al., 2006).

Sendo assim, é possivel considerar que a migracao das ASC para a medula 6ssea € um
mecanismo homeostatico, uma vez que os oOrgaos linfoides periféricos, tais como bago e
linfonodos, estardo prontos para montar uma nova resposta quando houver exposi¢do a novos
antigenos (Slifka & Ahmed, 1996).

A producdo continua de anticorpos por plasmécitos de vida longa € crucial para a
imunidade, porque tais anticorpos fornecem uma protecdo imediata sem a necessidade de
expansdo clonal e diferenciagdo de LB (Tarlinton, 2006). Evidéncias indicam que 0s
plasmacitos de vida longa e os de vida curta constituem populacdes distintas e que nem todos
0s plasmablastos tém a capacidade de se tornar um plasmacito de vida longa (Radbruch et al.,
2006). Esta capacidade depende da expressdo do fator de transcricdo Blimpl (B lymphocyte-
induced maturation protein 1), porque apds a inativacdo do gene Prdml (que codifica
Blimpl), os plasmécitos de vida longa desapareceram da medula 6ssea, havendo um
correspondente decréscimo nas concentracbes de anticorpos séricos antigeno-especificos
(Shapiro-Shelef et al., 2005).

Slifka et al. (1995) estudaram os sitios anatbmicos onde se localizavam os plasmdcitos
apos infeccdo viral por virus da coriomeningite linfocitica (LCMV). A producdo maxima de
plasmécitos no bagco ocorreu 8 dias apds a infecgdo, enquanto que na medula Gssea esses
niveis ndo eram detectaveis. Apos o término da infeccdo, houve um declinio de plasmdcitos
no bago e um aumento progressivo destas células na medula, que se manteve por um ano,
indicando que a medula 6ssea foi o principal sitio anatbmico de plasmdcitos de vida longa.

Manz et al. (1997) mostraram que, 60 dias ap0s o inicio da resposta imune secundéria a
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ovoalbumina, mais de 90% dos plasmdcitos especificos da medula 6ssea eram de vida longa e
sobreviveram sem proliferar por varias semanas.

Em estudos recentes realizados em nosso laboratorio (Cruz et al., 2007), investigamos
0 desenvolvimento de ASC no baco e na medula 6ssea de camundongos ap6s receberem 3
doses da vacina cubana VA-MENGO-BC® e ap6s a dose reforco. Os resultados indicaram que
a medula dssea foi o principal sitio anatbmico contendo ASC especificas para MenB e que
estas células se mantiveram por pelo menos 2 meses ap0s a imunizag¢do primaria, indicando a
producdo de plasmdcitos de vida longa. Um achado muito interessante deste estudo foi a
correlacdo positiva entre as cinéticas da resposta de anticorpos bactericidas e de ASC na
medula, sugerindo que estas células foram responsaveis pela manutencdo dos anticorpos
bactericidas no soro.

Outra abordagem tendo a bactéria como agente infeccioso foi investigada por Stenger
et al. (2010). Grupos de camundongos receberam uma dose da vacina DTaP (DTP acelular)
ou DTP e uma dose reforco 28 dias ap6s a imunizacdo primaria. Os autores avaliaram a
resposta de ASC de vida longa na medula Ossea especificas para alguns antigenos de
Bordetella pertussis. Houve um aumento significativo do nimero de ASC na medula 6ssea
apos a dose reforco quando comparado com a imunizacdo primaria, que se manteve por mais
de 1 ano.

Em resumo, sinais especificos parecem ser fundamentais para a formacdo e
manutengdo de populagdes de ASC de vida longa. Os mecanismos que controlam estes
processos ainda ndo foram claramente estabelecidos. Portanto, conhecé-los melhor nos

ajudara a desenvolver estratégias de vacinacdo mais eficientes (Moser et al., 2006).
7.2 Linfécitos B de memoria

O segundo “elemento-chave” resultante da resposta imune humoral é a formagéo dos
LB de memoria (Nutt & Tarlinton, 2011). Os linfécitos B de meméria (LBm) frequentemente
possuem receptores de antigeno que sofreram troca de classe e mutacdo somaética, possuem
vida longa (anos) e mantém a habilidade de responder rapidamente apds re-exposi¢do ao
antigeno se diferenciando em plasmadcitos (Tarlinton, 2006; Good-Jacobson & Shlomchik,
2010). Linfécitos B de memaria necessitam do contato direto entre os LB ativados e os LT
CD4" no centro germinativo (Allen et al., 2007). Uma vez formado, o pool de LBm possui um
tamanho relativamente estavel, embora ainda ndo tenha sido esclarecido como tal regulacdo

homeostatica é alcancada (Nutt & Tarlinton, 2011).
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Os mecanismos pelos quais os LBm estdo envolvidos na persisténcia de anticorpos
continuam incertos. Em alguns casos, foi observada correlacdo entre a frequéncia de LBm
circulantes e os niveis de anticorpos (Bernasconi et al., 2002; Crotty et al., 2003), sugerindo
que os niveis de anticorpos circulantes sdo proporcionais ao nimero total de LBm (Kelly et
al., 2006). Bernasconi et al. (2002) observaram correlacfes positivas entre 0s niveis de
anticorpos especificos e a frequéncia de LBm apds estimulos policlonais. Outros
investigadores ndo encontraram tal relagdo (Leyendeckers et al., 1999), indicando que a
persisténcia de anticorpos circulantes ndo é estabelecida pela diferenciacdo continua de LBm
em plasmadcitos de vida curta, mas sim pelos plasmdcitos de vida longa, 0 que suporta a idéia
de que a memodria sorolégica e os LBm representam tipos de memoria imunoldgica
controlados independentemente.

Poucos estudos a respeito dos mecanismos de memoria gerados apos infecgdo ou
imunizacdo contra 0 meningococo foram realizados. Kelly et al. (2006) avaliaram a
persisténcia de LBm antigeno-especifico ap6s imunizacdo com uma vacina conjugada
especifica para meningococo do sorogrupo C. A vacina conjugada induziu um ndmero
significativamente maior de LBm apds 7 dias de imunizacéo quando comparada com a vacina
polissacaridica. Além disso, um ano apds a imunizacdo os LBm persistiram nos individuos
que receberam a vacina conjugada, indicando a superioridade da vacina conjugada na inducgéo
de memoria imunoldgica.

Estudos recentes do mesmo grupo de pesquisadores (Kelly et al., 2008) apresentaram
resultados acerca da cinética dos LBm apds o esquema primario de imunizagdo com a vacina
contra 0 meningococo C conjugada ao CRMig7 em criangcas menores de 4 meses. Os LBm
foram detectados em todos os periodos analisados apds a terceira dose (0 a 30 dias). De
maneira interessante, a resposta de plasmdcitos foi mais demorada apos 1 dose quando
comparada com o rapido aparecimento dessas células apds a terceira dose, indicando a
participacdo dos LBm. Além disso, houve uma correlagéo significativa entre LBm especificos
e 0s niveis de anticorpos 30 dias apds 3 doses.

Luijkx et al. (2008) investigaram uma possivel associacdo entre a presenca de
atividade bactericida e resposta imune celular (plasmécitos e LBm) ap6s imunizacdo de
camundongos com vacinas OMV deficientes nas classes 3 e 4. Essas vacinas contém 0s
subtipos de PorA P1.7-2,4 e P1.5-1,2-2, sendo o0 primeiro pouco imunogénico. Os autores
demonstraram que a menor atividade bactericida para o subtipo P1.7-2,4 estava associada a
maior expansao de LBm e de plasmacitos especificos. Desta forma, enquanto que os titulos de

anticorpos funcionais especificos para o subtipo P1.5-1,2-2 continuaram aumentando ao longo
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do estudo, paralelamente ndo houve um aumento de plasmdcitos tanto no baco quanto na
medula éssea e nem de LBm. Esses resultados sugerem que a qualidade e ndo a quantidade de
plasmdcitos ou LBm formados esta associada a uma resposta imune mais eficaz, como é o
caso da resposta especifica ao subtipo P1.5-1,2-2.

Recentemente, Buisman e colaboradores (2009) descreveram as caracteristicas e a
magnitude da resposta de células B de memoria antigeno-especificas de vida longa em
individuos de diversos grupos etarios de acordo com o historico de vacinagao contra tétano,
coqueluche e sarampo. LBm contra todos os componentes vacinais foram identificados,
variando de 0,02% a 0,87% comparados com as células produtoras de IgG total, mesmo em
pessoas com baixos titulos de anticorpos séricos. Uma pequena, porém significativa
correlacdo entre 0os numeros de LBm especificos e o correspondente titulo de anticorpos
circulantes foi observada para os antigenos vacinais da coqueluche e do sarampo, mas ndo os
do tétano.

Sendo assim, a analise de LBm antigeno-especificos e a sua relacdo com os anticorpos
circulantes podera ser util no entendimento da longevidade e estabilidade da resposta imune

adquirida ap6s imunizacdo (Buisman et al., 2009).

7.3 A heterogeneidade dos linfécitos T de memoéria

O processo de formacdo dos linfécitos T de memdria (LTm) se inicia quando o
receptor de antigenos de células T (TCR) se liga ao complexo peptideo-MHC nas células
apresentadoras de antigenos (Davis, 1990). Cerca de 90% das células efetoras formadas
morrem no decorrer da primeira e segunda semanas, restando apenas uma populagéo residual
de células de memdria de vida longa. Estas células sdo predominantemente quiescentes, mas
sdo capazes de se auto-renovar e sobreviver por longos periodos na auséncia do antigeno
(Seder & Ahmed, 2004).

As células de memoria s@o heterogéneas, propondo-se a existéncia de pelo menos duas
classes (Sallusto et al., 2004). Linfécitos T de memoria efetora (Tegm) expressam receptores
que facilitam sua migracéo para sitios ndo linfoides de inflamacdo (Reinhardt et al., 2001) e
produzem uma variedade de citocinas microbicidas, incluindo IFN-y, IL-4 e IL-5, dentro de
algumas horas de estimulacdo do TCR (Pepper & Jenkins, 2011). Os linfocitos T de memoria
central (Tcm) ndo produzem quaisquer citocinas que sdo o protétipo da linhagem de células

efetoras imediatamente apds estimulacdo do TCR, embora secretem IL-2 e proliferem
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extensivamente, adquirindo producdo de citocinas efetoras posteriormente. Estas células
expressam CD62L (L-selectina) e o receptor de quimiocina CCR7, que estdo envolvidos na
migracao através dos linfonodos e dos 6rgéos linfoides da mucosa, posicionando-se nas areas
de células T desses 6rgdos (Cyster, 2005). Foi, entdo, postulado que os linfécitos Tcm
circulam atraves desses locais e provavelmente passam por uma resposta secundaria (Sallusto
et al., 2004). Tal predicio foi confirmada por estudos mostrando que linfocitos T CD4" de
memoria produtores de IL-2 estdo presentes principalmente nos linfonodos, enquanto que os

produtores de IFN-y estdo localizados em 6rgdo ndo-linfoides (Reinhardt et al., 2001).

Na auséncia de LTm, a geracdo de LBm de alta afinidade e a de plasmdcitos de vida
longa é prejudicada (Crotty et al., 2003). Como descrito anteriormente, os plasmaocitos de vida
longa residem na medula 0ssea e os plasmablastos recentemente gerados migram para este
sitio e competem com os plasmacitos residentes pelos nichos de sobrevivéncia fornecidos por
células expressando CXCL12. Em contraste, por muitos anos, presumiu-se que os LTm
circulavam constantemente pelo corpo em vigilancia (Dutton et al., 1998). No entanto,
recentemente, Tokoyoda et al. (2009) demonstraram em camundongos que LTm
CD4'CD44"CD62L" antigeno-especificos residem na medula 6ssea, tropismo este mediado
pela integrina a2. Estas células residem na medula 6ssea em contato com células estromais
VCAM-1" expressando IL-7, ndo proliferam e mantém baixa ativacdo da expressdo génica.
Quando desafiadas com o antigeno, elas reagem rapidamente e auxiliam na ativacéo dos LB a

produzirem anticorpos de alta afinidade.
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8 OBJETIVOS
8.1 Objetivo geral

Avaliar, em modelo animal e em humanos, alguns dos mecanismos de
desenvolvimento e manutengdo da memoria imunoldgica ap6s vacinagdo contra MenB,
utilizando como referéncia a vacina diftérica (dT ou DTP), considerada ter 6tima eficacia em
humanos.

8.2 Objetivos especificos

8.2.1 Estudo em camundongos

= Awvaliar a frequéncia e a distribuicdo de ASC no ba¢o e na medula éssea dos camundongos
imunizados com a vacina VA-MENGOC-BC® ou DTP;

= Analisar a geracdo e manutencdo de LBm ap0s vacinagéo;

= Testar o efeito protetor da imunizacéo realizando o desafio infeccioso;

= Quantificar os niveis de IgG e de anticorpos funcionais (bactericidas e opsonizantes) apds
imunizagéo;

= Analisar o efeito de uma dose refor¢o da vacina tanto em termos de producéo de anticorpos
como de ativacao de linfocitos.

8.2.2 Estudo em humanos

= Avaliar a cinética da resposta de ASC e LBm em células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs) de voluntarios imunizados com diferentes doses da vacina VA-
MENGOC-BC® ou com a dose reforco da vacina dT;

« Analisar o desenvolvimento, manutencdo e ativacdo dos LT CD4" de memoria através dos
marcadores CCR7, CD45RA e CDG69;

= Quantificar os niveis de IgG e de anticorpos funcionais (bactericidas e opsonizantes) apds
a imunizacgéo;

= Analisar o efeito de uma dose reforco da vacina tanto em termos de producéo de anticorpos

como de ativacio de linfocitos B e T CD4".



38

9 METODOLOGIA

A metodologia descrita a seguir foi utilizada em modelo animal e os resultados

correspondentes serdo apresentados na sec¢do referente aos resultados ndo publicados.
9.1 Ensaio bactericida

Utilizamos o ensaio previamente descrito por Maslanka et al. (1997). Resumidamente,
a reacdo final (50 pl) consistiu de diferentes diluicGes (25 ul) dos soros testes (previamente
inativados a 56°C por 30 minutos) em solucdo de PBS/BSA, 12,5 pl de soro humano diluido a
1:2 (12,5%) como fonte de complemento e 12,5 pl da suspenséo bacteriana (5 x 10° ufc/ml).
Apos incubacdo a 37°C por 30 minutos adicionou-se &gar contendo uma mistura de
antibioticos (Vancomicina, 3 pug/ml; Colistina, 7,5 pug/ ml; Nistatina, 12,5 U/ml; Trimetoprin
5 pg/ml); (VCNT; Difco). Seguiu-se incubacdo a 37°C por 16h em 5% de CO; e as col6nias
foram contadas em microscépio estereoscopio (40x). O titulo bactericida foi definido como a
reciproca da maior diluicdo do soro teste resultando em pelo menos 50% de morte bacteriana.
Utilizamos como controle positivo um pool de soros de camundongos obtidos apds a
vacinacdo com a VA-MENGOC-BC®, cujo titulo foi previamente determinado. O controle da
ativacdo do complemento pela via alternativa foi feito incubando-se a bactéria e o

complemento em solucdo de PBS/BSA.
9.2 Ensaio de opsonizacao

9.2.1 Detoxificacdo das OMVs

Aproximadamente 200 pl de uma suspensdo de OMVs de Cu385 diluidas em 800ul de
tampdo (Tris-HCI 0,1M/EDTA 0,02 mM) foram tratadas com 2% de deoxicolato de sodio
(DOC_ Sigma, Nova Zelandia) por 60 minutos a 37°C. Adicionou-se tamp&o, seguindo-se de
centrifugacdo a 100.000 x g por 2 horas a 4°C. O sedimento foi ressupendido no mesmo
tampdo e mantido a -20°C. A quantificacdo de proteinas totais apds o tratamento da amostra
foi realizada pelo método de Lowry e a analise qualitativa da concentracdo de LPS foi feita
por TSDS-PAGE (tricine-sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis),

descrito previamente por Lesse et al. (1990).
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9.2.2 Adsorcao das OMVs as beads fluorescentes

Utilizamos o ensaio descrito previamente por Lehmann et al. (1997). 500 ul de beads
(Fluoresbrite, Polysciences, Warrington, PA) marcados com FITC (4,55 x 10'° beads/ml)
foram centrifugados (15.000 x @/5 min./25°C). Ap6s centrifugacdo, o sedimento foi
ressuspendido com 450 ul de OMV a 940 pg/ml diluida em tampao borato (acido bérico a 0,1
M, pH 8,5). Seguiu-se rotacdo end-to-end por 20 horas a 20°C. Ap6s centrifugacdo, o
sedimento foi ressuspendido com 450 pl de BSA (soro albumina bovina) a 2%. Seguiu-se
rotacdo end-to-end (1 hora/20°C) e centrifugacdo. O sedimento foi ressuspendido com 450 ul
de solucéo de estocagem (PBS 0,1 M/5% glicerol/0,02% timerosal/1% BSA; pH 7,4).

9.2.3 Obtencao das células

Cerca de 5 ml de sangue de um voluntério foram coletados em tubo contendo 10 pl de
heparina e centrifugados (190 x g/4°C/5 min.). Apds descartar o plasma, o contetdo restante
foi distribuido igualmente em 4 tubos cdnicos, onde foram adicionados 40 ml de ACK.
Seguiu-se centrifugacdo e lavagem com PBS/BSA (2 vezes). As células foram ressuspendidas
com 800 pl de tampéo e mantidas no gelo até o0 momento de uso. A contagem celular foi feita
em camara de Neubauer e a analise da viabilidade celular através da coloragdo com azul de

tripan a uma concentracédo final de 0,1%.

9.2.4 Reacdo de opsonizacdo

Cerca de 100 pl das OMVs (extraidas das cepas selvagens ou mutantes) adsorvidas as
beads fluorescentes (2,5 x 10° particulas/ml) foram incubadas por 8 minutos (37°C/rotacio
end-to-end) com 25 pl de soros testes (previamente inativados) acrescidos de 250 pl de
tampdo. Em seguida, foram adicionados 25 pl de soro humano (1%) como fonte de
complemento. Apo6s incubagdo (8 min./37°C/rotacdo end-to-end), adicionou-se 100 ul de
células (1,25 x 10’/ml). Seguiu-se incubacéo e a reago foi parada com 1,5 ml de PBS/EDTA
0,02%. A leitura foi feita em citdmetro de fluxo (FACSCalibour).
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9.3 Ensaio de protecdo

Para os experimentos de protecdo, grupos de camundongos foram imunizados com trés
doses de VA-MENGOC-BC® em intervalos de 2 semanas. Foi incluido um grupo controle
injetado com NaCl a 0,85%. Duas semanas ap0s a terceira imunizagdo, os camundongos
foram usados no ensaio de protecao.

O modelo animal utilizado nos experimentos de protecdo foi descrito previamente por
Brodeur et al. (1985). Em resumo, foram feitas duas passagens da cepa N44/89 em
camundongos antes do desafio bacteriano. Para a inoculagéo, as bactérias foram removidas do
meio TSB/agar apds 20 horas de incubacéo e ressuspendidas em PBS. A suspensédo bacteriana
foi ajustada para uma densidade 6tica de 0,4 (A = 590 nm) e diluida para obter 10° ou 10°
ufc/ml em TSB contendo 4% de mucina (Sigma, St. Louis, USA) e 3% de hemoglobina
(Sigma). O numero de camundongos sobreviventes foi registrado 24 e 48 horas apés o desafio

bacteriano.



41

10 RESULTADOS

10.1 Artigo 1 (estudo em modelo animal): Comparison of long-term humoral memory

development after immunisation against Neisseria meningitis B or diphtheria toxoid

O ponto de partida para o desenvolvimento da tese de Doutorado foi o trabalho
publicado acerca do desenvolvimento de plasmocitos de vida longa apds imunizagdo contra
MenB em modelo animal (Cruz et al., 2007). Nesse estudo, investigamos o desenvolvimento
de ASC no baco e na medula 6ssea de camundongos imunizados com trés doses da vacina
cubana VA-MEGOC-BC® e uma dose reforco, administrada 2 meses ap6s a Gltima dose do
esquema primario de imunizacdo. A resposta humoral contra a cepa vacinal foi avaliada
através da determinacdo dos titulos de anticorpos bactericidas contra a cepa alvo e dos niveis
de IgG especificos para OMP. Os resultados indicaram que houve uma resposta persistente de
ASC na medula dssea, 0 que ndo ocorreu no baco. Em contraste com a resposta de 1gG, os
niveis de anticorpos bactericidas permaneceram constantes ao longo de todo o estudo. A dose
refor¢co induziu um aumento significativo na frequéncia de ASC tanto no bago quanto na
medula, indicando uma resposta de células B de memdria e migracdo de ASC para a medula.

Continuamos a investigacdo, acompanhando a resposta induzida por VA-MEGOC-
BC® por um periodo maior e com a administracdo da dose reforco ndo apenas aos 2 meses
apos a imunizacdo primaria, como também aos 4 e 6 meses, a fim de verificar a longevidade
das ASC na medula 6ssea e a resposta dos LB de memoria ao longo do tempo. Como
referéncia de uma vacina eficaz para a geracdo de memoria imunologica, incluimos no estudo
a analise da resposta ao TD apds imunizagdo com a vacina DTP.

Os resultados demonstraram que as vacinas estudadas induziram diferentes cinéticas
da resposta especifica de ASC apés a imunizacdo primaria e apds a dose reforco (Cruz et al.,
2010). A reposta primaria ao TD foi menor que a induzida por MenB, tanto no baco quanto na
medula 6ssea. No entanto, ap6s a dose refor¢co, a vacina DTP induziu uma resposta muito
maior que a vacina VA-MEGOC-BC®. Em se tratando da inducdo de LBm anti-MenB,
observamos que 0 pico da resposta ocorreu ap6s a terceira dose (média = 1,6%), com um
ligeiro declinio nos periodos subsequentes, permanecendo em torno de 1% mesmo apds as
doses reforcos. Em contrapartida, a resposta a dose reforco da vacina DTP foi de 1,9%, quase
duas vezes maior que a induzida pela vacina VA-MEGOC-BC®,

Em resumo, os dados obtidos no estudo em modelo animal sugerem que o

desenvolvimento de LBm no baco foi o principal mecanismo de memoria imunolégica de
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vida longa induzido pela vacina cubana. Os LBm alcangcaram um limiar apds a primeira dose
da vacina que foi mantido ao longo do estudo, sendo ativado até 6 meses apds a imunizacdo
priméaria, gerando uma resposta de anticorpos significativa. Os plasmécitos de vida longa
apresentaram diminuicdo significativa 4 meses ap6s a terceira dose, sendo que as doses
booster administradas aos 4 e 6 meses ndo induziram um aumento expressivo destas células
na medula éssea. No entanto, estes plasmocitos na medula dssea podem ter sido importantes
na manutencdo dos niveis de IgG apds a imunizagdo primaria. Em relacdo a vacina DTP, os
resultados indicaram que plasmaocitos e LBm especificos no bago contribuiram fortemente
com a resposta de memoria celular ao TD. Plasmdcitos especificos na medula 6ssea também
representaram um mecanismo de memoria imunologica de vida longa induzida por DTP.
Portanto, estes dados indicam que, diferente dos modelos virais, a vacina VA-
MENGOC-BC® nio gerou plasmécitos de vida longa em niveis elevados a partir dos 4 meses
apos a imunizagdo primaria. A fraca resposta celular apds o booster tambem indica alguma
deficiéncia no desenvolvimento e/ou reativacdo dos mecanismos celulares de memoria
humoral. Por outro lado, a resposta de 1gG nos periodos pré e pos-booster indicam que 0s
plasmdcitos de vida longa e/ou os LBm circulantes, mesmo em concentra¢fes questionaveis,

foram elementos importantes na resposta de anticorpos ap6s o booster.
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Since genome sequence data became available there has been a2 marked increase in number of protein
antigens that have been suggested as prospective vaccine components against Neisseria meningitidis B
{MenB). Few studies have addressed the mechanisms by which meningococcal vaccines generate and
sustain immunological memory. The goal of this study was to compare the B-cell response (antibody-
secreting cells [ASC]. memory B cell and 1gG) evoked by a2 MenB vaccine (VA-MENGOC-BC®) with the
B-cell response to diphtheria toxoid (DT) induced by a successful vaccine (Diphtheria-Tetanus-Pertussis

ﬁ?:g:gsl; cell [DTP]). The results showed different kinetics of specific ASC response after the primary and booster
Vacrine immunisations. Concerning the specific ASC kinetics, MenB vaccine induced a strong primary response,

but the recall response showed a limited power over time. In contrast, DTP primary ASC response was
weaker than the booster responses. We observed an increase in the relative percent of memory B cells
after 1, 2 and 3 doses of MenB vaccine (mean of 0.8%, 1.3% and 1.6%, respectively) but without statistical
significance. Similar frequencies were detected after boosting given at 4 months (mean of 1.3%) or 6
months (mean of 0.9%) following the third dose. DT specific memory B cell response showed a slight
lower magnitude after the primary immunisation schedule (mean of 1.2% after the third dose) compared
with the MenB response. However, a stronger memory B cell response was induced by booster doses of
DTP vaccine at 4 months (mean of 1.9%) or 6 months (mean of 1.9%). The kinetics of specific [gG induced
by both vaccines was similar, suggesting that memory B cells were responsible for the strong antibody
response seen after the booster vaccination.

Netsseria meningitidls

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction Killing of MenB can result from complement-mediated serum

bactericidal activity or opsonophagocytosis, or a combination of

Neisseria meningitidis is one of the leading causes of bacterial
meningitis and septicaemia in children worldwide and a cause
of more than 50,000 deaths a year [1]. Effective polysaccharide-
based vaccines against serogroup A, C, Y and W135 meningococci
are available, but there is currently no universal vaccine against
serougroup B (MenB) [2]. Tailor-made wild-type OMV vaccines are
used today for controlling outbreaks dominated by phenotypically
highly related MenB strains belonging to the same clonal complex
[3].
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both mechanisms [4]. Establishment of immunoclogical memory is a
hallmark of adaptative immune responses and the biological mech-
anism for the success of vaccines [5]. Immunological memory is
comprised of a cellular and humoral component. Soluble antibodies
maintain a first line of defence against extracellular pathogens both
systemically and at mucosal surface and are recognised as serolog-
ical memory [6]. The cellular components of long-term humoral
memory are sustained by the existence of quiescent memory B cells
and long-lived plasma cells or antibody-secreting cells (ASC) [7,8].
Understanding the mechanism by which meningococcal vaccines
generate and sustain the serological and cellular immune memory
is essential to improving the long-term efficacy of MenB vaccines.

Among several bacterial vaccines used in childhood immunisa-
tion, diphtheria-tetanus-pertussis vaccine (DTP) has produced a
dramatic decline in the incidence of diphtheria all over the world
[9,10]. After primary immunisation in the first year of life, booster
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doses are recommended at 5-6 years of age and every subsequent
10 years [10,11].

In the present study, we used this successful vaccine (DTFP) and
the B cell response to diphtheria toxoid (DT) as a reference for
our analysis of the development of long-term humoral memory
induced by the VA-MENGOC-BC®, the Cuban outer membrane vesi-
cle vaccine against MenB.

We have previously shown the generation of a consistent MenB-
ASC response in bone marrow of mice immunised with the Cuban
MenB vaccine. These cells remained at significant levels up to 2
months after the third dose of the vaccine [12]. In the present
study we analysed the maintenance of MenB-ASC in bone mar-
row for extended periods of time after immunisation as well as
the development of memory B cells. The effect of booster doses on
B cell response was also investigated. Similar analyses of humoral
immunity to DT were done after triple DTP immunisation.

The results showed that the vaccines in study induced differ-
ent kinetics of specific ASC response after the primary and booster
immunisations. Based on the ASC arm of humeral memory (long-
lived plasma cells), DTP vaccine induced a longer-lasting memory
than MenB vaccine. Similarly, development of long-term memory
B cell was stronger after DTP vaccination.

2. Materials and methods
2.1. Serogroup B meningococcal strain

The Cuban vaccine strain (Cu385/83) of
serotype:serosubtype:immunotype 47:F1.19,15:L3,79  was
used for the preparation of outer membrane vesicles (OMV) to be
used as the coating antigen for the ELISA.

2.2, Vaccine and immunisation of mice

The VA-MENGOC-BC® was obtained commercially. Diphtheria
vaccine (DTP)was produced by Instituto Butantan, 53o Paulo, Brazil.
Five- to six-week-old female Swiss mice in groups of a mean of
10 were immunised with 3 intramuscular injections of vaccine, 2
weeks apart. Each MenB vaccine injection (100 ul) contained 2 g
of OMPs, 2 pg of C polysaccharide, 400 p.g of AI{OH); and 0.01% of
thimerosal as preservative [13]. DTP vaccine injection (100 pl) con-
tained 2 g of diphtheria toxoid, 2 p.g of tetanus toxoid, 28 OP/ml
of whole cells of Bordetella pertussis, 500 g of Al(OH)3 and 80 .g
of thimerosal.

Serum samples of a group of mice was obtained before and 14
days after each injection of vaccine during the primary immunisa-
tion schedule (total of 3 injections) and at 2, 4 and 6 months after
the third dose ( pre-booster sera). Blood was collected 14 days after
the booster dose given to different groups of mice at 2, 4 and 6
months. Serum samples were stored at—20°C.

For ELISPOT and memory B cell assay, spleen and bone marrow
cells were collected from different groups of mice before and after
each immunisation following similar schedule to the one described
above.

2.3. ELISPOT assay

Single cell suspensions of splenocytes or femur bone mar-
row were cleared of erythrocytes by a single round of 0.8%
MNH4Cl treatment and suspended in RPMI (HyClone, Utah,
USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (HyClone),
5 x 1077 M B-mercaptoethanol (Sigma, St. Louis, USA) and antibi-
otics (10,000 U/ml penicillin (Sigma, St. Louis, USA) and 10 mg/ml
streptomycin (Proguimios, Rio de Janeiro, Brazil)). Cells were then
quantified by ELISPOT technigue as previously described [12]
Briefly, 96-well Maxisorp plates (Munc, Rochester, USA) were

coated either with 2 pg/ml of goat anti-mouse IgG monoclonal anti-
body (Kirkegaard & Perry Laboratories, MD, USA), or 4 pg/ml of
OMV (Cu385 strain) or diphtheria toxoid (Instituto Butantan, S3o
Paulo, Brazil) in 0.05 M Tris buffer, pH 9.5, overnight at 4°C. After
washing with phosphate buffer saline (PBS) 0,01 M, pH 7.2-7.4,
plates were blocked with RPMI supplemented with 1% fetal bovine
serum and antibiotics (150 Ll fwell). Spleen cells at concentrations
of ~1 » 107/100 .l and bone marrow cells (~1 < 105/100 1) were
added to the first well and serial 2-fold dilution was made in
RPMI complete medium. Plates were incubated for 16 h at 37 °C/5%
C0O; and then washed with PBS/1% Tween 20 (T20). Secreted 1gG
was detected with goat anti-mouse IgG alkaline phosphatase-
conjugated mAb (Kirkegaard & Perry Laboratories, MD, USA) at
a dilution of 1:2000 in PB5/1% BSA/0.1% T20. ELISPOTs were
developed with 1 mg/ml of 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate
(BCIP; Sigma) dissolved in amino-methyl-propanol buffer (Sigma).
Spots were counted after 2 h by stereoscopic microscopy.

Mean values of spots were calculated from triplicates. OMV or
diphtheria specific ASC levels were expressed as a percent of total
IgG-secreting B-cells.

2.4. Memory B lymphocyte

An amount of 2 «10° splenocytes/100 ]l were cultured for
3 days in complete medium in the presence of Staphylococcus
aureus cells (Cowan 1) SAC (Calbiochem, USA) diluted 1:5000 and
1001U{ml interleukin-2 {Calbiochem, USA) [14]. Cells were then
washed and quantified by ELISPOT technique described in 2.3.

2.5, ELISA

Outer membrane proteins (OMP) coating antigen was prepared
by extraction of OMVs from the wet cell pellet for 2.5h at 50°C
with 5 ml of 0.2 M lithium chloride in a 0.1 M sodium acetate buffer
(pH 5.8) per g of cells [15]. Diphtheria toxoid was provided by
Instituto Butantan, S3o Paulo. ELISA analysis was performed, as pre-
viously described [16], with a peroxidase-conjugated anti-mouse
IgG (Kirkegaard & Perry Laboratories, MD, USA). As an internal
antibody standard for 1gG determination, a 2-fold dilution series
of a pool of positive post-vaccination sera, assigned 1000 units per
milliliter (Ufml]), was used in all ELISA experiments. The mean value
of the observed optical density was transformed into arbitrary U/ml
by a sigmoidal curve {four-parameter logistic log transformation)
calculated from the values of the standard serum using an ELISA
program [17].

2.6. Statistical analysis

The levels of significance of the differences between groups
were examined by paired or unpaired t test (parametric tests).
These analyses were performed with a GraphPad-Prism software,
version 4.02. P< 0.05 was taken as significant.

3. Results

3.1. Relative concentration of ASC specific to MenB (MenB-ASC)
after immunisation

Fig. 1A shows the percent of ASC specific to OMP of a
B:4,7:P1.19,15 strain relative to total IgG-secreting cells detected
in bone marrow and spleen of mice immunised with one, two and
three doses of VA-MENGOC-BC® vaccine.

We did not detect any MenB-ASC before immunisation either
in spleen or bone marrow (data not shown). After 1 or 2 vaccine
injections, MenB-ASC was detected in similar frequency in spleen
and bone marrow (Fig. 1A). However, the third vaccination induced
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Fig. 1. ASC(ELISPOT) response to MenB:4,7:P1.19,15 strain (Cu385/83) of mice immunised with one, two or three doses of the VA-MENGOC-BC® vaccine. Cells were collected
14 days after each vaccine injection. Each time point represents an independent group of animals. Mean values of ASC frequencies as percent of total 1gG-ASC detected in
spleen (white bars) and bone marrow (black bars). (A} After primary immunisations, (B) before and after booster injections given at 2, 4 and & months post-third dose. The

data show the average and standard error of a mean of 11 mice per group.

a significant increase of specific ASC, which was higher (P- 0.06) in
bone marrow {mean of 5.3%) compared with spleen (mean of 2.6%).
An important but not significant decline (about 1.8-fold) of specific
ASCwas observed in bone marrow 2 months (mean of 2.9%, Fig. 1B)
after the third dose of vaccine. Overall, the frequency of specific ASC
in bone marrow detected between 4 and 6 months was about 0.5%
and similar (P>0.05) to ASC measured after 1 or 2 doses of the
vaccine.

In contrast to the bone marrow, the decrease of spleen MenB-
ASC was a maximum of 2.8-fold, 2 months after the third dose
(Fig. 1B). At this time, the frequency of MenB-ASC in spleen (mean
of 0.36%) was about half the frequency detected after the first dose
(0.71%, P> 0.05, Fig. 1A).

As shown in Fig. 1B, a booster dose administered 2 months after
the third dose, induced asignificant increase in specific ASClevelsin
spleen (mean of 2.6%; P<0.01, compared with pre-booster), reach-
ing similar frequency as detected after the third dose. Since the
pre-booster ASC levels in bone marrow were still high at 2 months
[mean of 2.9%) the booster dose induced a small increase in ASC
levels, but reached similar frequency (mean of 4.9%) as detected
after the third dose (mean of 5.3%, Fig. 1A).

In comparison with ASC levels before booster, the 4-month
booster dose applied in a second group of animals induced a signif-
icant ASC response in spleen (mean of 2.8%; P<0.01) but not in the
bone marrow (mean of 1.4%; P- 0.06) (Fig. 1B). An even lower ASC
response was evoked after the 6-month booster injection either
for spleen (mean of 1.1%, P<0.05, compared with pre-booster) or
bone marrow (mean of 0.6%, P-0.21, compared with pre-booster,
Fig. 1B). These data indicate that a small fraction (about 0.5%) of
MenB-ASC (long-lived ASC) remained in bone marrow up to 6
months post-vaccination. Despite this low frequency, bone mar-
row long-lived ASC may be important to maintain IgG levels in the
blood. There is also a suggestion that in terms of spleen and bone
marrow MenB-ASC response, booster injections of MenB vaccine
have a limited effect over time after the primary immunisation.

3.2. Relative concentration of ASC specific to diphtheria toxoid
(DT-ASC) after immunisation

Fig. 2A shows a weaker primary DT-ASC response when com-
pared with the primary MenB-ASC response induced by the Cuban

vaccine (Fig. 1A). After the second immunisation, the frequency of
DT-ASC in spleen was higher (mean of 0.8%) compared with the
bone marrow (mean of 0.2%) but without statistical significance.
However, after triple immunisation, bone marrow levels of DT-
ASC reached a maximum of 1% and was very close to the amount
recorded in spleen (mean of 1.2%, P-0.45).

About 4 months following the third dose, there were no sig-
nificant changes in ASC frequency in bone marrow or spleen.
Nonetheless, DT-ASC frequency in spleen showed a significant drop
6 months after the third dose, while the bone marrow ASC levels
had a small decrease in the same period (Fig. 2B, pre-booster 4 and
6 months). As seen in Fig. 2A and B, a typical memory immune acti-
vation occurred after the booster injections of DTP vaccine given
at 4 or 6 months after the primary schedule. Noteworthy is that
after boosting the ASC, frequencies in spleen were 2-3 times higher
than the frequencies in bone marrow (Fig. 2B). The booster ASC
response measured in spleen 4 months (mean of 7.2%) and 6 months
{mean of 8%) after the third dose, was significantly higher than the
booster ASC response measured after three doses (mean 1.2.%) A
significant increase in DT-ASC in bone marrow was also seen after
the 4-month {mean of 2.1%) and 6-month (mean of 3%) boosting
compared with the frequency of cells detected after the third dose
(mean of 1%). Considering that most of the ASC induced by booster
injection comes from the differentiation of memory B cells, these
results suggest that DTP vaccine induced a longer-lasting memory
than MenB vaccine. In addition, the booster DT-ASC response (mean
of 1.8-3%) in bone marrow was higher than the ASC frequencies
detected after the primary immunisation {mean of 0.2-1.0%).

Therefore, these data indicate that the MenE and DT vaccines
have different mechanisms to evoke and maintain the immunolog-
ical memory to the protein components of each vaccine.

3.3. Specific memory B cell response to MenB and DT

Fig. 3A shows the percent of specific memory B cells detected
as specific ASC after in vitro stimulation of spleen memory B cells
for 3 days. The results showed a small increase (P>0.05) in the
relative percent of memory B cells after 1, 2 and 3 doses of MenB
vaccine (mean of 0.8%, 1.3% and 1.6%, respectively). There were no
significant changes in the numbers of memory B cells detected at
2 months (mean of 1.1%, data not shown) and 4 months (mean
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Fig. 2. ASC (ELISPOT) response to diphtheria toxoid (DT) of mice immunised with two or three doses of the DTP vaccine, Cells were collected 14 days after each vaccine
injection. Each time point represents an independent group of animals. Mean values of ASC frequencies as percent of total lgG-ASC detected in spleen (white bars) and
bone marrow (black bars). (A) After primary immunisations, (B) before and after booster injections given at 4 and 6 months post-third dose. The data show the average and

standard error of B-0 mice per group.
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Fig. 3. Frequencies of specific ASC from culture (memory B cell) against OMV of
MenB (A) and diphtheria toxoid (DT) (B). Memaory B cells was detected as specific
ASC after in vitro stimulation of spleen memory B cells for 3 days, The data show the
average of 4-10 mice per group.

of 1.3%) compared with the frequency measured after the third
immunisation. A decrease of memory B cells was seen 6 months
(mean of 0.7%) after the last vaccine injection but without statistical
significance.

Similar to the ASC response, the booster injections of vaccine
given at 4 or 6 months did not induce a significant increase of
memory B cell frequency (mean of 1.3% and 0.9%). After statis-
tical analyses of all data generated in this study, we observed a
strong positive correlation between spleen ASC and memory B cells
(r=0.81, P-0.05) but not between bone marrow ASC and memory
B cells (r=0.58) after the third immunisation. A significant positive
correlation (r=0.7, P=0.016) between spleen ASC and memory B
cell was seen after the 4-month booster, but not after the 6-month
booster (r-=0.29, P-0.25).

Therefore, these data indicates that an important memory B cell
response was readily induced with one dose of vaccine. Nonethe-
less, the second and third doses of vaccine may have been important
toinduce a homeostatic level of about 1% of specific spleen memory
B cells.

Concerning the DT specific memory B cell response, we observed
a lower magnitude after the primary immunisation schedule com-
pared with the MenB response. The frequency of DT-memory B
cell after 3 doses (mean of 1.2%) was similar to the one evoked by
two doses of MenB vaccine (mean of 1.3%) (Fig. 3A and B). A great
(P<0.05) decrease of DT-memory B cell frequency was detected
6 months after the third dose of the DT vaccine, distinguishing
from the stable memory B-cell response induced by MenB vacci-
nation (Fig. 3B). However, a significant increase of B-cell memory
frequency was seen after booster immunisation at 2 months (mean
of 1.0%, data not shown), 4 months (mean of 1.9%) or 6 months
(mean of 1.9%) following the primary immunisation (Fig. 3B). Thus,
a stronger memory B cell response was induced by booster doses
of DTP vaccine compared with MenB vaccine. A significant positive
correlation was observed between spleen ASC and B cell memory
after the 2-month booster (r-0.79, P-0.0189) or 4-month booster
(r=0.81, P=0.0076), but not after the 6-month booster injection of
DTP vaccine (data not shown).

3.4. IgGresponse to MenB and DT

Serum IgG response of immunised mice to OMP (Cu385/83
strain) was dose-dependent (Fig. 4A). One dose of vaccine induced
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Fig. 4. Serum antibody response to MenB:4,7:P1.19,15 strain (Cu385/83) of mice
immunised with VA-MENGOC-BC® vaccine (A, B) and to diphtheria toxoid of mice
immunised with DTP vaccine (C, D), The data show the average and standard error
of serum IgG levels (U/ml) detected by ELISA 14 days after each vaccine injection
during the primary immunisation schedule (A, C), before and 14 days after booster
injections given at 2, 4 and G months after the primary immunisation schedule (B,
D), Data correspond to 5-10 mice per group,

a strong immunological memory as seen by the large increase in
antibody levels after the second dose (5.6-fold increase, P<0.01).
The third dose did not induce a great increment in IgG anti-OMP
(logz mean of 9.7) compared with the second dose of vaccine.

Two months after the third dose of vaccine there was a signifi-
cant decline (P<0.01) in antibody levels (logz mean of 6.8, Fig. 4B)
and a gradual decline in the subsequent periods (log; mean of 6.1
and 4.8 at 4 and 6 months post 3 doses, respectively, Fig. 4B).

A booster dose, injected at 2, 4 or 6 months after the primary
immunisation schedule, induced about a 4-fold increase (P<0.05)
in specific 12G levels (log; mean of 10.5, 8.9 and 9.6, respectively,
Fig. 4B), reaching similar levels to that one observed 14 days after
the third dose.

DTP vaccine induced the same pattern of IgG response to DT
(Fig. 4C and D) as described above for MenB. There were no great
differences in DT-1gG levels if the booster dose was applied at 2, 4
or 6 months after the third immunisation (Fig. 4D).

For both vaccine there were no significant correlations between
12G levels and ASC or memory B cell frequencies.

4. Discussion

Despite important progress in MenB vaccine research over the
last few years [2,3], only OMV vaccines have been used to disrupt
clonal outbreaks [18]. Since the 1960s, the induction of bactericidal
antibodies, mainly to homologous strains, has been the immuno-

logical surrogate for protection against meningococcal disease [19].
In general, the capacity of MenB vaccines to generate immuno-
logical memory has been studied by measuring antibodies after a
booster vaccination [20]. Further understanding of the mechanism
by which MenB vaccines generate and sustain antibody response
is likely to lead to both a more rational cheice of vaccine for-
mulations and/or schedules to provide more sustained protection,
since immunised individuals may eventually become infected with
MenB [21,22].The contribution of B cells to immunological memory
encompasses two distinct populations of cells that are generated
during primary immune responses, long-lived plasma cells (in this
study referred as ASC), which continue to secrete high levels of
immunoglobulin for protracted periods of time well after antigen
clearance, and memory B cells, which can rapidly proliferate and
differentiate into plasma cells following recurrent exposure to the
initial immunising antigen, thereby simultaneously increasing the
precursor frequency of antigen-specific memory B cells and enrich-
ing the pool of antigen-specific immunoglobulin [6,8].

The data presented here confirmed our previous results [12],
demonstrating that in comparison with spleen, bone marrow was
the anatomical site which showed higher relative frequency of
MenB-ASC after the primary immunisation schedule. Nonetheless,
an important reduction in bone marrow MenB-ASC response was
detected 2 months later continuing at 4 and 6 months after the third
dose. At these times there were nodifferences between specific ASC
response in spleen and bone marrow and the responses were simi-
lar to that one detected after 1 or 2 doses of the vaccine. These data
differ from a report using a viral infection model which showed
that after clearing the infection and for the life of the mouse, the
bone marrow contains =90% of virus-specific plasma cells [8].

We then analysed the effect on ASC levels of a booster injec-
tion of VA-MENGOC-BC™ given at different times after the primary
immunisation. For spleen specific ASC levels, booster doses injected
up to 4 months after the third dose of vaccine induced a response
similar to the one evoked by triple immunisation, indicating the
activation of specific memory B cells and consequent differentia-
tion into ASC. In contrast, an inverse correlation was seen between
time of boosting and ASC levels in bone marrow, suggesting dif-
ferences in bone marrow homing capacity of ASC generated after
boosting. It is noteworthy that mice did not mount a significant ASC
response following the 6-month booster injection, either in bone
marrow or in spleen. The reasons for that are not known but it may
be related to the vaccine antigens since a typical booster response
could be detected after DTP booster injections, even at 6 months
after the primary immunisation.

The primary and booster cellular response induced by the DTP
vaccine was quite different from the ASC response induced by the
MenE vaccine. The primary ASC response to DT was much lower,
eitherin spleen or bone marrow, than the primary cellular response
to MenB. In contrast, the booster response induced by DTP vaccine
at 4 or 6 months (but not at 2 months) was much higher than the
MenB vaccine induced cellular response. We do not know the cause
for these differences, but it is important to consider that the MenB
vaccine is composed basically of outer membrane proteins and
residual lipooligosaccharide in the form of OMV. DTP vaccine used
in this study is formulated with secreted proteins and whole cells
of Bordetella pertussis, a Gram-negative bacterium. Lipopolysaccha-
ride is a potent activator of B cells and exhibits a prosurvival activity
in both immature and mature B cells through NF-kB activation and
prevention of mitochondrial translocation of Bax, a pro-apoptotic
protein of the Bcl2 family [23]. A question remains if the distinct
presentations of this molecule as a component of the two vaccines
in study could have distinct effects in vivo.

The relative memory B cell response anti-MenB detected in
spleen reached its peak (mean of 1.6%) after the third immunisa-
tion. It had a small decrease thereafter but remained at about 1%
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even after the booster doses. Although we did not find a important
increment in spleen and bone marrow cellular response (memaory
B cell and/or ASC) anti-MenB after the booster dose administered
6 months following the third injection of vaccine, the antibody
response was markedly increased and reached similar levels to
those detected after the third dose. These data suggest that spleen
memory B cells, which remained at constant levels during the
whole study, were responsible for the strong antibody response
seen after the booster vaccination. Accordingly, Blink et al. [24]
showed that the numbers of circulating memory B cells remained
constant from early on in the immune response, although the
affinity of their antibodies increased. It is noteworthy that we did
not study lymph nodes from vaccinated animals, raising questions
about the possibility of other secondary lymphoid organs consti-
tuting an additional reservoir for long-lived memory B cells.

A human study showed that a fourth dose of the Morwegian
MenB vaccine given 10 meonths after the primary immunisation (3
injections) induced a higher bactericidal antibody response than
the one seen after the primary immunisation. The subsequent
decline of antibody levels was slower than after the third dose,
resulting in a longer-lasting response. By using an animal model,
in the present study, we observed that the two vaccines in analy-
sis induced different ASC response after the primary immunisation
and also after boosting. However, less pronounced differences were
seen for the generation and maintenance of memory B cells and
the 1gG response. We do not know the exact implications of these
findings for human vaccinology but since the efficacy of OMV vac-
cines is still unsatisfactory, additional studies should be conducted
in humans.

Concerning DTF vaccine, we highlight the increase in memory
B cell response with the booster doses administered as late as 6
months after the primary immunisation. This was seen directly
by measuring B cell memory frequencies and indirectly through
the ASC levels detected in spleen after boosting. The mean of B
cell memory frequencies after the booster doses (given at 4 and 6
months)was about 1.9% for DTP vaccine and 1.1% for MenB vaccine.
Together with the DT-ASC response in spleen which showed higher
frequencies after boosting compared with the response induced by
the third dose, these data suggest that the spleen is a major reser-
voir for long-lived memory B cells specific for DT. In addition, the
booster DT-ASC response in bone marrow was higher than the ASC
frequencies detected after the primary immunisation, indicating a
gradual increase in the frequency of ASC migrating from spleen to
bone marrow. Although we could not compare the amount of spe-
cific IgG induced by each vaccine, we observed that the kinetic of
DT-IgC response was similar to the MenB-1gG.

This study showed no significant correlations between IgG con-
centrations and ASC or memory B cells, suggesting that antibody
studies should not be the only marker of vaccine efficacy.

In conclusion, data of this study suggest that spleen memory
B cells were an important mechanism of long-term immunolog-
ical memory induced by the Cuban vaccine. It seems that these
cells reached a threshold value after one dose of vaccine which was
maintained throughout the study and could be activated as long
as 6 months after the primary immunisation generating a signifi-
cant antibody response. Although in small frequency, bone marrow
long-lived ASC might be important for the maintenance of 1gG levels
after primary immunisation. Concerning the DTP vaccine, our data
indicated that specific ASC and memory B cell in spleen strongly
contributed to the cellular memory response to the DT. Bone mar-
row DT-ASCwas also present as a mechanism of long-term immune
memmory induced by DTP vaccination.

Altogether, these data suggested that spleen long-lived memory
B cells is an important mechanism of humoral memory induced by
vaccination against meningococci and diphtheria toxoid. It remains
unknown which factors control the magnitude and duration of the

ASC and LBm responses and the relationship between these cells.
Further studies should be designed to evaluate the effect of antigen
composition of MenB vaccine on the mechanisms of development
of immune memory cells.
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10.2 Resultados complementares em modelo animal (n&o publicados)

Além dos resultados publicados no Artigo 1 (Cruz et al., 2010), o estudo em modelo
animal culminou na analise dos anticorpos funcionais (bactericidas e opsonizantes) apos
imunizacdo com a vacina VA-MENGOC-BC®. Os grupos de camundongos estudados foram

0S mesmos que aqueles apresentados no Artigo 1.

10.2.1 Resposta de anticorpos bactericidas

A Figura 1 apresenta a média e o erro padrdo dos titulos de anticorpos bactericidas
(log,) induzidos por diferentes doses da vacina VA-MENGOC-BC® nos mesmos grupos de

animais que foram sacrificados para o ensaio de ELISPOT (artigo 1).

A resposta de anticorpos bactericidas foi dose-dependente (Figura 1A). A segunda
dose da vacina induziu um aumento significativo (P < 0,05) dos titulos de anticorpos
bactericidas (média = 3,43) quando comparados com a primeira dose (média = 1,00). Houve
um aumento importante dos titulos de anticorpos bactericidas 14 dias apds a terceira dose
(média = 5,17), com declinio gradual nos periodos subsequentes (especialmente 4 e 6 meses
apos 3 doses (P < 0,05); Figura 1B), atingindo niveis similares aos resultados induzidos pela
primeira dose da vacina. As doses booster, administradas 4 ou 6 meses apés a terceira dose,
resultaram em aumento significativo dos anticorpos bactericidas, alcancando concentracfes
similares as detectadas ap0s a imunizagdo priméria (média = 5,2 e 6,1, respectivamente;
Figura 1B). Porém, quando a dose reforco foi administrada 2 meses ap0s a imunizagdo
priméria (média = 4,5), ndo observamos um aumento significativo, ja que os titulos de

anticorpos bactericidas permaneceram elevados (média = 3,6) dois meses ap0s a terceira dose.

Apesar da resposta significativa de anticorpos bactericidas induzida por 3 doses da
vacina VA-MENGOC-BC®, os resultados de protecdo ao desafio infeccioso demonstraram
protecdo parcial (45,6%) contra a infeccdo por Men B (10° ufc/ml, cepa N44/89) comparado
com o grupo salina (20%), indicando a falta de correlagdo entre 0s ensaios in vivo e in vitro

(dados ndo mostrados).
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Figura 1 — Titulos de anticorpos bactericidas (log,) contra a cepa B:4,7:P1.19,15 em
camundongos vacinados com diferentes doses de VA-MENGOC-BC®. As amostras
foram coletadas 14 dias apds cada dose do esquema primario de imunizacao (A), antes e
14 dias apds as doses booster, administradas 2, 4 e 6 meses apds a imunizacdo primaria
(B). As barras representam a média e o erro padrdo de 5-10 animais por grupo.

10.2.2 Resposta de anticorpos opsonizantes

A Figura 2 apresenta a resposta de anticorpos opsonizantes contra a cepa vacinal
medida atraves da emissdao de fluorescéncia induzida durante o burst oxidativo dos

neutrofilos.

De forma similar a resposta de anticorpos bactericidas, apés a segunda dose da vacina
(Figura 2A), houve um aumento significativo (P < 0,001) da emissdo de fluorescéncia
(mediana = 2054) quando comparada com 1 dose (mediana = 217). A terceira dose da vacina
induziu aumento significativo (mediana = 2853) de anticorpos opsonizantes em comparacao
com a segunda dose. Nos periodos subsequentes (4 e 6 meses apds a terceira dose; Figura
2B), houve um declinio gradual da emissdo de fluorescéncia (mediana = 348 e 241,
respectivamente). As doses booster (4 e 6 meses) induziram respostas similares (mediana =
2362 e 2054, respectivamente), significativamente maiores (P < 0,001; 4 e 6 meses) que 0
pré-booster (Figura 2B). N&o observamos um aumento significativo quando a dose reforco foi
administrada 2 meses ap0s a imunizacdo priméria (mediana = 1590) porque os niveis de
anticorpos opsonizantes permaneceram elevados (mediana = 987) dois meses apés a terceira

dose. De maneira interessante, o perfil da resposta de anticorpos opsonizantes e o dos titulos
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de anticorpos bactericidas apresentaram uma forte correspondéncia em todos os periodos

analisados.

Com o intuito de investigar o papel das proteinas PorA e Opa ha resposta de anticorpos
opsonizantes, foram utilizadas as OMPs das cepas H355 (PorA homologa a cepa vacinal) e
suas variantes (PorA” e Opa’). Como apresentado na Figura 2C, respostas similares de
anticorpos foram detectadas para ambas as cepas P1.19,15 (Cu385 e H355; mediana = 2853 e
2189, respectivamente). Em relacdo as cepas mutantes, foi possivel observar um declinio
significativo (P < 0,001) na resposta de anticorpos quando PorA™ (média = 542), mas ndo Opa’
(média = 2295), foi usada como cepa alvo, indicando um papel importante de PorA na

inducdo de anticorpos opsonizantes.

Figura 2 — Resposta de anticorpos opsonizantes avaliada como a emissdo da
fluorescéncia induzida durante o burst oxidativo dos neutrofilos. A e B) Contra a
cepa vacinal (Cu385/83); as amostras foram coletadas 14 dias apds cada dose do
esquema primario de imunizacdo (A), antes e 14 dias apds as doses booster,
administradas 2, 4 e 6 meses ap0s a imunizacdo primaria (B). C) Contra a cepa H355
(B:15:P1.19,15:L.3,7,9,8) e suas variantes PorA" e Opa’; as amostras foram obtidas 14
dias apds a terceira dose. As barras representam a mediana dos anticorpos opsonizantes
de 5-12 animais por grupo.
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10.3 Artigo 2 (estudo em voluntarios): Human antibody and memory B and T-cell

responses after primary and booster immunisation against Neisseria meningitis B

Os resultados obtidos em modelo animal elucidaram alguns dos mecanismos
responsaveis pelo desenvolvimento de memoria imunoldgica apo6s vacinagdo contra MenB.
Decidimos avaliar a reproducdo destes dados em humanos. Para tanto, seis voluntarios
saudaveis que ndo tinham sido vacinados previamente contra MenB ou acometidos pela
doenca, receberam 3 doses da vacina VA-MENGOC-BC® e uma dose reforco, administrada 6
meses apds a ultima dose do esquema primario de imunizagao.

Neste artigo (Cruz et al., 2011), investigamos a resposta funcional dos anticorpos
(bactericida e opsonizante), além do desenvolvimento de plasmdcitos, de LBm e de células T
de memoria/ativada a partir das PBMCs. Os resultados demonstraram que 3 doses da vacina
foram necessarias para induzir uma resposta de LBm detectavel (média = 0,46%) em todos 0s
individuos do estudo. Esta resposta tornou-se indetectavel seis meses mais tarde. Apos a dose
reforco somente 2 dos 5 voluntarios responderam com um aumento das frequéncias de LBm
(média = 0,15% e 0,34%).

De forma similar, ndo detectamos uma resposta humoral tipica de memoria
imunoldgica ap06s a dose booster. Os niveis de anticorpos bactericidas e opsonizantes foram
maiores apds a imunizagdo primaria (média = 4,7 e mediana = 1212, respectivamente),
quando comparados com o pés-booster (média = 2,6 e mediana = 285, respectivamente). Em
conjunto, esses resultados sugerem que existe uma falha da vacina em manter o nimero e/ou
ativacdo de LBm de vida longa e consequentemente de manter a memoria sorolégica em
adultos. Em contraste, foi observada uma resposta significativa e funcional de LTm
especialmente apds o booster, com o predominio de linfécitos Tcw ativados (CD4'CD45RA
CCR7" CD69").

Desta forma, os estudos em humanos sugerem que a imunizacdo com vacina anti-
MenB induziu o desenvolvimento e ativacdo de LTm, porém falhou em manter a populacdo
de LBm funcionalmente estavel. A fraca resposta de anticorpos ap6s o booster reforca a

existéncia de alguma deficiéncia da vacina em induzir ou manter os LBm.
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Vaccination against disease aims at the induction of long-lasting cellular and humoral immune responses.
Few studies have addressed the mechanisms by which meningococcal vaccines generate and sustain
immunological memory. The goal of this study was to investigate the development of long-term humoral
and cellular memaory to Neisseria meningitidis serogroup B (MenB) in health subjects after immunisation
with the Cuban outer membrane protein (OMP) vaccine (VA-MENGOC-BC®). The results showed that
three doses of vaccine were necessary to induce a detectable memaory B-cell response (mean of 0.46%)
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Memory B-cell increase in memory B-cell frequencies (values of 0.15% and 0.34%). Bactericidal and opsonic antibody lev-
Vaccine els were higher after primary immunisation (log: mean and median of 4.7 and 1212, respectively) when

compared with post-booster response (log; mean of 2.6 and median of 285, respectively ). Together, these
data suggest a failure of vaccine to induce long-term memaory B-cell and serolegical memory in adults.
However, we observed a significant and functional memory T-cell response specially after boosting, with
a predominance of activated (CD69*) central memory T-cell (CD4*CD45-CCRT* ) response. Therefore, this
study suggests that vaccination with the MenB vaccine induced the generation and activation of memory

Netsserto meningitidis

T-cells but failed to maintain the memory B-cell population at a stable size and/or function.

@ 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Neisseria meningitidis is a human pathogen and one of the major
causes of bacterial meningitis [1]. Polysaccharide vaccines available
both in protein conjugated and non-conjugated form, have been
introduced against capsular serogroups A, CW-135 and Y, but are
ineffective against serogroup B meningococci, which cause a signif-
icant burden of disease in many parts of the world. Detoxified outer
membrane vesicles have been used for decades to elicit protection
against epidemic serogroup B disease [2].

Considerable evidence indicates that complement-mediated
serum bactericidal antibody (SBA), induced by nasopharyngeal col-
onization or vaccination, confers protection against MenB [3,4].
Soluble antibodies maintain a first line of defence to extracellular
pathogens both systemically and at mucosal surface and are recog-
nised as serological memory. In contrast, memory-E cells are able
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to provide more antibody-producing cells (ASC) after re-exposure
to specific antigens or polyclonal stimuli [5,6]. Ideally, vaccination
against N. meningitidis should provide protection for life by the con-
tinuous production of high titers of specific antibodies or the ability
to respond rapidly to mount for an anamnestic antibody response
[7].

Besides the memory antibody response, the cellular pattern
of immune response has an important role in maintenance of
immunological memory. Three subsets of T-cells have been iden-
tified based on expression patterns of CD45RA and the chemokine
receptor CCR7 [8]. Two subsets represent in fact different stages
of maturation with CD45RA-CCR7* central memory T-cells (Towm)
being the least differentiated, CD45RA-CCR7 - effector memory T-
cells (Tgy ) representing an intermediate stage, and CD45RATCCR7
effector terminally differentiated T-cells (Tgr) being the most dif-
ferentiated ones [9].

Determination of the expression of surface antigens is an alter-
native method for evaluating the lymphocyte effector function [10].
The CDG9 antigen has been identified as the earliest activation
marker on the surfaces of antigen- or allergen-specific activated
lymphocytes in vitro [11]. Once CDG9 is expressed, it acts as
a co-stimulatory molecule for T-cell activation and proliferation
[12].
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Understanding the mechanism by which meningococcal vac-
cines generate and sustain the serological and cellular immune
memory is essential to improving the long-term efficacy of MenB
vaccines. We have previously shown that MenB vaccine induced
a strong ASC primary response in mice, but the recall response
showed a limited power over time. Nonetheless, memory B-cells
were maintained over the time and were probably responsible for
the strong antibody response seen after booster vaccination [13].

In the present study, we investigated the development of long-
term humoral and cellular (ASC, memory B-cells, memory/effector
T-cells) responses after immunisation of health subjects with
the VA-MENGOC-BC® vaccine. Functional antibody analyses were
investigated by bactericidal and opsonic assays using the homolo-
gous strain and strains lacking PorA or Opa proteins as the target
strains.

2. Subjects and methods
2.1. Study participants

Six healthy volunteers (5 women and 1 man) aged 23-45 were
enrolled in this study. Vaccination and venipuncture was done with
the consent of the donors after the nature and possible conse-
quences of the study had been fully explained. Ethical approval was
obtained from the HUPE Research Ethics Committee ( Protocol num-
ber CEF/HUPE: 2743/2010). Exclusion criteria included previous
vaccination with VA-MENGOC-BC®, use of antibiotics, documented
immunodeficiency, chronic debilitating illness or any past episode
of meningitis.

2.2. Vaccination and specimen collection

Following informed consent, the cohort received three doses
of VA-MENGOC-BCY¥, applied with a 6-8-week interval and a
booster dose applied 6-7 months after the primary immunisation.
Vaccine was administered by intramuscular injection into the non-
dominant deltoid muscle. Blood was taken before and 3, 7 and 14
days after each injection of vaccine during the primary immuni-
sation schedule and 6-7 months (pre-booster sample) after the
third dose. After the booster dose, blood was collected at days 3,
7,14 and 28. A maximum volume of 10 ml heparinised blood was
available for the separation of peripheral blood mononuclear cells
{PBMC). PBMCs were separated by density-gradient centrifugation
over Histopaque® (Sigma, 5t. Louis, USA). Plasma was collected and
frozen at —20°C.

2.3. Serogroup B meningococcal strains

The Cuban vaccine strain (Cu385/83) of
serotype:serosubtype:immunotype  47:P1.19,15:L3,79  was
used for the preparation of outer membrane vesicles (OMV) to
be used as the coat antigen for ELISPOT and as a target strain for
the bactericidal assay. H355/75 (B:15:P1.19,15:1L3,7 9,8) and its
variants PorA~ and Opa~ were also used for the opsonic and bacte-
ricidal antibody assays. The origin of these strains was previously
described [14].

24. Detection of plasma cells

PBMCs prepared form peripheral blood were washed in
RPMI 1640 (HyClone, Utah, USA) supplemented with 10% fetal
bovine serum (HyClone), 5 x 10-7 B-mercaptoethanol (Sigma, St.
Louis, USA) and antibiotics (10,000U/ml penicillin (Sigma) and
10mg/ml streptomycin (Proguimios, Rio de Janeiro, Brazil)) and
re-suspended to a final concentration of 1 x 107 PBMC/well. Cells
were then quantified by ELISPOT technique as previously described

[15]. Briefly, 96-well Maxisorp plates (Munc, Rochester, USA) were
coated either with 10 p.g/ml of anti-human 1gG monoclonal anti-
body (Kirkegaard & Perry Laboratories, Maryland, USA), or 4 jug/ml
of OMV (Cu385 strain) in 0.05M Tris buffer, pH 9.5, overnight
at 4°C. After washing with phosphate buffer saline (FBS) 0,01 M,
pH 7.2-7.4, plates were blocked for 1h with RPMI supplemented
with 1% fetal bovine serum and antibiotics (150 plfwell). Then
100 pljwell of the cells suspension was added to pre-coated
ELISPOT plates, and incubated for 16h at 37°C in 5% CO, and
then washed with PBS/1% Tween 20 (T20). Secreted IgG was
detected with anti-human IgG alkaline phosphatase-conjugated
mAb (Kirkegaard & Perry Laboratories, Maryland, USA) at a dilu-
tion of 1:5000 in PBS/1% BSA/0.1% T20. ELISPOTs were developed
with 1 mg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate (BCIF; Sigma)
dissolved in amino-methyl-propanol buffer (Sigma). Spots were
counted after 2 h by stereoscopic microscopy.

Mean values of spots were calculated from six replicates. OMV
specific ASC levels were expressed as a percent of total IgG-
secreting B-cells or as a frequency per 2 =« 107 PEMC.

2.5. Detection of memory B-cells

PBMCs prepared from peripheral blood were re-suspended
in complete RPMI medium with 10% fetal bovine serum at a
final concentration of 1 x 107 PBMC/ml. Five to six replicates of
100 .1 of cells were added to 96-well flat-bottomed culture plates
followed by 100l of complete RMPI containing 1/5000 Staphy-
lococcus aureus cells (Cowan 1) (Calbiochem, USA) and 100U/ ml
interleukin-2 (Calbiochem, USA) [15]. The cells were incubated at
37 °Cin 5% CO; for 6 days before being re-suspended and washed
three times in complete medium with 1% fetal bovine serum.
The cultured cells were plated onto pre-coated ELISPOT plates at
2 « 10° cells/well and then incubated and developed as described
for plasma cells.

2.6. FACS analysis

Freshly prepared PBMC (1 « 10° cells/100 1) were plated in 96-
well flat-bottom plate in complete RPMI medium, stimulated with
OMV of Cu385 strain at 50 pg/ml or PHA (Sigma) at 10 jugfml or
un-stimulated during incubation for 3h at 37°C in 5% CO; atmo-
sphere. Monocuclear cells were pre-incubated with human serum
(1 plfwell) for 15min at 4°C before staining the cells for surface
markers. Cells were stained for a panel of cell surface markers
including fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated CD4; phy-
coerythrin (PE}-conjugated CCR7; PerCP-conjugated CDG9; and
APC-conjugated CD45RA (all from BD Biosciences Pharmingen, San
Diego, CA). Samples were analyzed on a Becton Dickinson FAC-
Scalibur flow cytometer. On acquisition, a gate was set around the
lymphocyte population on a forward scatter versus side scatter dot
plot, and 10,000-gated events were collected for each sample. Data
analysis was performed using Flow]o software, version 7.6.4. CD4*
T-cells were gated from the lymphocyte population and then ana-
lyzed for the expression of CD45RA, CCR7 and CDG9. Appropriate
isotype matched controls (BD) were run in parallel for each sample.

2.7. Bactericidal assay

Serum bactericidal antibodies were measured as previously
described [14]. Briefly, the final reaction mixture contained 25 pl of
diluted test serum previously heat inactivated at 56°C for 30 min,
12.5 plof human serum that lacked detectable intrinsic bactericidal
activity diluted at 1:2, and 12.5 p.l of log phase meningococci (about
5 x 10° CFU/ml) grown on Tryptic Soy Broth (Acumedia Manufac-
tures, Maryland, USA) solidified with 2% {w/v) Noble agar (Merk)
and containing 1% (v/v) horse serum. The bactericidal reaction was
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carried out at 37 °C for 30 min. The CFU per well were determined
with the aid of a stereoscopic microscope (:«40). The bactericidal
titer was defined as the reciprocal of the serum dilution (before
addition of complement and bacteria) causing =30% killing and
recorded as the log, titer. A value of 1 was assigned to each titer of
<2; thus, log;! - 0. The positive control for each assay consisted of a
pool of post-vaccination mouse serum with previously determined
bactericidal titer. The negative control consisted of the complement
source in the absence of test serum.

2.8, Opsonic assay

2.8.1. Protein-coating of latex beads

The protein-coating of latex beads was performed as previously
described [16]. Briefly, OMVs from serogroup B meningococci were
adsorbed to fluorescent polystyrene latex microspheres (Fluores-
brite Plain Microspheres, Polysciences, Warrington, Pennsylvania)
of approximately size of meningococci (1 pum of diameter). FITC was
incorporated within the polymer, leaving the surface free to adsorb
the protein. The latex beads (500 ul, 4.55 x 10" beads/ml) were
centrifuged at 15,600 « g for 5min, and the pellet was suspended
in a 940 pg/ml solution of OMV in 0.1 M borate buffer (0.1 M boric
acid, adjusted to pH 8.5) followed by end-to-end rotation overnight
(20h) at 20°C. After additional blocking of unreacted sites on the
OMV beads with 2% bovine serum albumin (BSA) in 0.1 M borate
buffer, the OMV-bead pellet was suspended in storage buffer (0.1 M
phosphate buffer, containing 5% glycerol, 0.02% merthiolate and 1%
BSA, pH 7.4), and kept protected from daylight in aliquots at 4°C
until used.

2.8.2. Opsonisation and phagocytosis

The antigen coated bead  suspensions  (100pl,
3.3 x 108 beads/ml) were opsonised for 8min with 25pl of
diluted test serum (1:20) previously heat inactivated at 56°C
for 30min, with a total sample volume of 400 ! obtained by
addition of PBS-BSA, supplemented with CaCl; (0.98 mM) and
MgCl; (1mM). 25ul of human serum that lacked detectable
intrinsic opsonisation activity diluted at 1% was added to the
reaction and were incubated with end-to-end rotation for 8 min
at 37°C. Donor leukocytes (100 wl, 1.25 « 107/ml) were added
and the suspensions were incubated for 8 min. Phagocytosis was
terminated by adding 1.5ml of ice-cold PBS supplemented with
0.02% EDTA. The suspensions were kept on ice until analyzed by a
FACScalibur flow cytometer [16].

2.9, Statistical analysis

The levels of significance of the differences between groups
were examined by Paired or Unpaired t test (parametric tests)
For nonparametric data we used Mann-Whitney test (unpaired
samples) or Wilcoxon matched pair test (paired samples). These
analyses were performed with a GraphPad-Prism software, version
4,02, P=0.05 was taken as significant.

3. Results
3.1. Specific memory B-cell response to MenB

Fig. 1A shows the percent of specific memory B-cells detected
as specific ASC after in vitro stimulation of peripheral blood mem-
ory B-cells for 6 days. Memory B-cells were detected only in one
individual 7 days after the first dose (0.5%) and in 2 individuals at
14 days (mean of 0.16%). A significant memory B-cell response was
seen 7 days (mean of 0.27%) and 14 days (mean of 0.46%) after the
third vaccination. At this time, memory B-cells were detected in
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all individuals, with frequencies varying from 0.14 to 0.95%. A sig-
nificant decrease of memory B-cells was recorded & months (mean
of 0.03%) later (pre-booster). Surprisingly, 14 days after the booster
dose, only 2 of 5 individuals responded with an increase in memory
B-cell frequencies with values of 0.15% and 0.34% (mean of 0.1% for
all individuals).

As can be seen in Fig. 1B, we observed a continuous and grad-
ual decrease (P> 0.05) for specific ASC in blood of vaccinees 7-8
days after each vaccine injection. No significant correlations were
detected between memory B-cells and ASC at any time point ana-
lyzed.

These data indicate that three doses of vaccine were necessary
to induce a sufficiently robust memory B-cell response which was
of short duration since there was a weak activation of these cells 6
months later when the booster dose was administered. The reasons
for the gradual decline of specific ASC in blood are unknown.

3.2. Bactericidal antibody response

Fig. 2A shows a gradual increase of antibody titers {expressed
as logy values) after the first immunisation measured at 3, 7 and
14 days. The peak of antibody titers was detected at 14 days with a
median of 2.7 (mean of 3.6, Fig. 2B). Bactericidal titers dropped sig-
nificantly 28 days later (42 days after the first dose). The antibody
response was faster after the second dose of vaccine and reached
its maximal at 14 days with a median of 4 {mean of 3.8, Fig. 2B).
Despite the decrease of antibody titers observed 35 days later (49
days after the second dose) 5 of 6 subjects still had bactericidal anti-
body levels above the threshold of protection (titer of 1:4 or log;
of 2). Asmall increase in antibody levels was seen 14 days after the
third dose of vaccine (median and mean of 4 and 4.7, respectively)
(Fig. 2A and B) with a significant decrease 6 months later (median
and mean of 0.5 and 1.5, respectively). The booster dose admin-
istered at this time induced an increase (P-0.003) in bactericidal
antibody response (median and mean of 2 and 2.6, respectively) but
the boosting response was significantly lower than the bactericidal
antibody response induced by 2 or 3 doses of vaccine. Nonetheless,
4 of 5 individuals still had protective antibody titers (Fig. 2B).

Two of 6 individuals showed the presence of protective bacteri-
cidal titer before vaccination (Fig. 2B). Both individuals had at least
a 4-fold increase in antibody titers after 2 or 3 immunisations.

Thus, one dose of vaccine induced a high bactericidal antibody
response 14days later. This response slightly increased after 2 and 3
injections of vaccine but was of short duration and was not strongly
activated by the booster vaccination.

To investigate the role of PorA and Opa proteins on bacterici-
dal antibody titers, we used H355 strain (PorA homologous to the
vaccine strain) and its variants (PorA- and Opa~ strains) as the
target strains for the bactericidal assay. As shown in Fig. 2C, serum
samples collected before immunisation had variable antibody titers
against H355 strain, with a mean of 1.7. Three individuals had
bactericidal antibody titers to H355 strain above the protective
threshold titer (log, = 2). Pre-vaccine antibodies recognised PorA
and Opa proteins since a significant decrease in antibody titers
occurred when PorA~ and Opa— mutant strains were used as the
target strain (Fig. 2C). Concerning the post-primary immunisation
antibody response to the mutant strains (Fig. 2D), one can clearly
seeasignificant drop in bactericidal antibody titers when the PorA—
but not the Opa~ strain was used as the target strain. These results
indicate a prominent role for PorA, contained in the MenB vaccine,
of inducing bactericidal antibodies.

3.3. Opsonic antibody response

Fig. 3A shows the opsonic antibody response to the vaccine
strain measured as median of fluorescence induced during the burst
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Fig. 2. Bactericidal antibody response of vaccinated (VAMENGOC-BC* vaccine) volunteers to (A) MenB:4,7:F1.19,15 (Cu385/83 strain). The data show the minimum and
maximal values, the median, and 25 and 75% percentiles of serum bactericidal titers detected several days after each immunisation (total of four); (B) Cu385/83 strain as
logz mean of antibody titers determined 14 days after each dose; (C) H355/75 (B:15:P1.19,15) strain and its mutants lacking PorA or Opa in serum sample collected before
immunisation and (D) 14 days after the third dose of vaccine. Serum samples of 6-5 (post-booster) individuals were analyzed at each time point, Dashed line in A and B
represents the protective bactericidal titer {1:4 or log; of 2). The lines represent the average of bactericidal antibody titers,

oxidative of neutrophils. A significant increase in opsonic antibody
levels was recorded after 1 or 3 doses (median of 697 and 1395,
respectively) of vaccine. A subsequent decline (P<0.05) of anti-
body concentrations (median and mean of 20) was registered 6

months after the third dose (pre-booster) with a little increase of
antibody levels after the booster dose (median and mean of 20 and
285, respectively). As one can see in Fig. 3B these antibodies were
predominantly directed to PorA protein.
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Fig. 3. Opsonic antibody response measured as median of fluorescence induced during the burst oxidative of neutrophils to (A) the vaccine strain (Cu385/83); serum samples
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Overall, significant correlations were not found between circu-
lating bactericidal or opsonic antibody titers and frequencies of
memory B-cells, except for positive correlation between opsonic
antibodies and memory B-cells after the booster dose (r-0.99,
P=-0.0002). Despite the same kinetics of response, there was no
correlation between opsonic and bactericidal antibody titers at any
time point of the study. These observations are in accordance with
published data [15] and suggest the importance of measuring not
only serum antibodies as a sole marker for vaccine efficacy.

3.4. Memory T-cell response

To distinguish the putative virgin and memory CD4" T-cell sub-
sets, we analyzed the expression of CD45RA and CCR7. The virgin
subset is CD4A5RATCCRT™, whereas the memory/effector subsets
are CD45RA-CCR7™ (T ) or CD45RA-CCR7 ~ (Tew ). Because effec-
tor terminally differentiated T-cells (Ter) can re-express CD45RA,
we also included the T cells CD45RA"CCR7~ as Tey. To calculate
the relative frequency of Tey and Ty we considered the sum of
the percentage of the three quadrants representative of the mem-
ory/effector cells as 100%.

Fig. 4A and B shows the mean percentage of Tgy and Tey cells,
relative to total memory/activated cells, before and 3 days after
primary immunisation of volunteers with the MenB vaccine. In
general, the frequencies of Ty, were higher (P> 0.05) than Tgy, fre-
quencies. Interestingly, Ty proportions increased (+7%, P> 0.05)
after OMV stimulation of cells {mean of 42% versus 35% before stim-
ulation). In contrast, the presence of antigen induced a decrease
(—6%, P>0.05) in Ty frequencies from a mean of 64-58%, proba-
bly reflecting their terminal differentiation after stimulation. These
data indicated the specificity of the reaction, since we worked
with the whole population of CD4* T-cells. About 6 months after
the primary immunisation (day 0 after booster) the percentage of
MenB-specific Ty (mean of 49%) and Tgy (mean of 51%) were sim-
ilar (Fig. 4C and D). The booster dose induced a gradual increase,
from 3 days to 14 days, in MenB-Tq, reaching statistical signifi-
cance 14 days later (mean of 65%). In contrast, a gradual decrease
was seen for MenB-Tgy frequencies at the same period. At 14 days
post-boosting, MenB-To, frequencies (mean of 65%) were higher
(P<0.05) than MenB-Tgy frequencies (mean of 35%). By 28 days
after boosting MenB-Tgy frequency (mean of 59%) decreased to

levels not significantly different from the ones detected before
booster (mean of 57% from days 0 to 14) but remained higher
(P<0.05) than MenB-Tgy frequency (mean of 41%). Similar changes
were observed for MenB-Tgy frequencies at day 28 (mean of 41%)
which returned to levels statistically similar to pre-boosting (mean
of 51%) (Fig. 4B).

Therefore, these data indicated that in contrast to the early pri-
mary T-cell response, the 14 day-recall response to vaccination
was marked by a predominance of Toy. This difference may be
attributed to the fact that the analysis of T-cell frequency after
the primary series was restricted to a period of 3 days. By day 28,
post-boosting T memory-cells returned to homeostatic levels.

In agreement with the significant increase of MenB-Tgy fre-
quency at 14 days after booster immunisation, these cells reached
amaximal (P<0.05) frequency of activation by day 14 after booster
(mean of 26%) as determined by the expression of CDG9 (Fig. 5C).
From days 3 to 14 after boosting frequencies of activated MenB-
T (13-26%) were significantly higher than activated MenB-Tgy
frequencies (5.8-9.2%) (Fig. 5C and D). MenB-Tgy reached its maxi-
mal expression of CDG9 at day 28 (mean of 14.6%, P< 0.05 compared
to day 14 but not to day 0) after boosting but were still lower in
frequency than the Ty, /CDE9* (mean of 22.8%) at the same time
point.

Mo significant differences were seen in activation status of spe-
cific Toy and Tgy after primary immunisation (Fig. 5A and B),
although a discrete increase of Tg,/CDGE9" was detected after the
third dose (mean of 4.1%) of vaccine when compared with 1 dose
(mean of 2.3%) or before vaccination {mean of 1.3%) (Fig. 5A). Fig. 5B
shows that about 1.7% of Tgy cells were activated before or after
immunisation.

In conclusion, vaccination with the Cuban MenB vaccine
induced a significant memory CD4* T-cell population that was acti-
vated by the booster immunisation. As expected for an efficient
recall response, Tgy, was readily activated after stimulation with
specific antigen.

4. Discussion

The design of optimal strategies to improve MenB vaccine effi-
ciency is an ongoing challenge [4,17]. We reported here that the
porin PorA, the serosubtype protein of meningococci, had a promi-
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percentage of the three quadrants representative of the memaory) effector cells as 100%.

nent role in inducing bactericidal as well as opsonic antibodies
after immunisation of volunteers with the VA-MENGOC-BC® vac-
cine. Similarly, previous studies have demonstrated the potential
of PorA, especially loops 1 and 4, for evoke bactericidal antibod-
ies [18,19]. In contrast, opsonic antibodies have been shown to be
directed mainly to PorB proteins [20,21].

Maintenance of long-term antibody responses is critical for pro-
tective immunity against N. meningitidis. However, the duration of
humoral immunity and the role played by memory B-cells remain
poorly defined. Memory B-cell developmental program requires
antigen-specific CD4* T-cell help [22]. A reported study showed
that children of all ages can produce in vitro cellular immune
responses following meningococcal infection [23]. To better under-
stand the potential of the Cuban vaccine to induce immunological
memory we performed a longitudinal analysis of memory B-
cell frequency, the kinetics of functional antibody response as
well as the memory T-cell frequencies and activation status after
immunisation of adult volunteers with the Cuban MenB vaccine
(VA-MENGOC-BC®).

Despite the small number of individuals in this study, our results
indicated a short duration of the humoral immunity in terms of both
frequency of memory B-cells and functional antibody titers. The

frequencies of memory B-cells varied from 0.14% to 0.95% (median
of 0.46%) 14 days after the third vaccination. This is in agreement
with results of Sasaki at al. [24]. who found a rather constant fre-
quency of approximately 0.5% influenza-specific memory B-cells in
circulating blood from 27 to 42 days after vaccination. However, for
5outof 6 individuals, the MenB specific memory B-cells declined to
undetectable values 6 months after the primary series. The booster
dose induced a recall response only in 2 of 5 individuals. These data
are in contrast with the results of Nanan et al. [15] who showed that
specific memory B-cells accumulate with every immunisation dose
of tetanus or diphtheria vaccine and remain elevated over several
years. Similar to the memory B-cell response, post-boosting bacte-
ricidal antibody levels were significantly lower than after 3 doses
of vaccine, with 3 of 5 individuals presenting a 4-fold increase in
antibody titers. A similar antibody response pattern was observed
for opsonic antibodies.

Due to the continuous re-circulation of memory B-cells through
the blood and secondary lymphoid organs it is assumed that mem-
ory B-cells found in the circulation should be representative for
the entire B-cell pool [15,25]. A recent report of long-term pres-
ence of memory B-cells specific for tetanus, pertussis, measles and
influenza virus found that the frequencies of these cells varied
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Fig. 5. Mean percentage of memory T (C047) cells expressing the CDEY9 molecule, a marker for recent cell activation, after primary immunisation (A and B) and after the
booster dose administered at 6-7 months after the third dose of VA-MENGOC-BC® vaccine (C and D). Cells were stimulated for 3h or not with OMV and % of CDE9* cells
values were calculated after subtraction of % of CDG9* cells in un-stimulated controls. (A) Frequency of central memaory T cells [Tpy: CD45RA-CCR7*) CDGY* cells, 3 days
after each dose and (B) frequency of effector memory T cells (Tgy; CO45RA-+CCRT - ) CDE9 cells, 3 days after each dose. Cand D represent Tgy and Ty frequencies detected

before (0)and 3, 7, 14 and 28 days after the booster dose.

between 0.02% and 0.87% of the total IgG producing cells. Of note,
memory B-cells were detected in all individuals for all antigens
tested [25], indicating a high sensitivity of the assay, which used
CpG, IL-2, IL-10 and IL-15 as polyclonal stimulators of B-cells. The
assay used in our study may be of lower sensitivity compared with
the latter, since we used only IL-2 and SAC as polyclonal stimu-
lators of B-cells. Nonetheless, our results showed that the profile
of memory B-cell response of vaccinated volunteers was kinet-
ically accompanied by serum bactericidal and opsonic antibody
responses indicating the presence of short lived memory B-cells or
poor activation of these cells. Further cellular studies are needed to
understand how MenB OMV antigens could mediate the induction
of effective primary B-cell response with limited memory capacity.

A study described by Luijkx et al. [26] showed that mouse B-cell
subpopulations involved in a successfully bactericidal and affinity
maturated antibody response to PorA P1.5-1,2-2 are maintained
at smaller population sizes than those associated with poor anti-
body response to PorA P1.7-2,4. Our human and mouse antibody
studies have shown a strong immunogenicity of PorA P1.19,15 pro-
tein [14,18.27]. This protein has also induced a robust specific ASC
response in mouse spleen and bone marrow after primary immu-
nisation, but not after boosting [13]. Moreover, a constant level

of about 1% of specific spleen memory B-cells was detected after
primary and booster immunisation [13]. Thus, our human and ani-
mal studies with the VA-MENGOC-BC® vaccine showed a lower
or an unaltered B-cell response (ASC and/or memory B-cell) after
boosting, suggesting some limitations in the long-term effect of
vaccination.

Specific CD4" T-cells found in naive, Tey, or Tew populations
largely differ in their functional properties, such as antigen require-
ment for maximal efficiency, effector activity (level of cytokine
secretion, co-stimulatory molecule expression), replicative activ-
ity, andfor life span [8,9]. Specific T-cell expansion of either
population may therefore influence the protective efficacy of the
pathogen-targeted, specific immune response. Three days after
the primary immunisation schedule we observed a slightly pre-
dominant Tgy (CD45RA-/*CCR7-) response (mean of 58% when
stimulated by OMV), with a discrete proportion (mean of 1.7%) of
activated cells (CD697). Cell activation was slightly higher (mean
of 4.1%) for Tgy (CD45RA CCR7™) which was presented in a mean
proportion of 42%. However, after boosting, a predominant expan-
sion of the Ty population was observed (mean of 57%) paralleled
by a continuous decrease of Tgy (mean of 42%) up to 14 days. As
indicated by the expression of CDG9, activated cells were mainly
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present within the Toy population. Similar results were recently
reported after recall immunisation with tetanus toxoid [28]. Thus,
these data showed that the T-cell response to vaccination had a
different kinetics of the B-cell response, which was higher after
primary immunisation and declined after boosting. The question
arises how T-B-cell interactions differ after primary and booster
vaccination with the OMV vaccine.The neisserial porins are the
major protein components of OMV present in the Cuban MenB
vaccine. They have been shown to be able to enhance the immune
response to poorly immunogenic substances (e.g., polysaccharides)
and up regulation of B7-2 on the surface of B lymphocytes may
be the mechanism behind this immune-potentiating activity [29].
However, B-cells also have a role to act as a counter regulatory in
balancing pathogen-specific immune responses. B-cells activated
by Helicobacter TLR-2 ligands induce IL-10-producing CD4*CD25*
T regulatory-1 (Tr-1}-like cells in vitro and in vivo [30]. Tr-1 con-
version depends on TCR signaling and a direct T-/B-interaction
through CD40/CD40L and B7-1/CD28. B cell-induced Tr-1 cells
acquire suppressive activity in vitro and in vivo. In addition, sys-
temic injection of Pam2 lipopeptides (a TLR-2 ligand) induced IL-10
ina TLRZ-dependent manner|[31]. The Pam2 lipopeptides increased
the frequencies of Foxp3*CD4* regulatory T(T reg) cells in a TLR2-
and IL-10-dependent manner. Then, the possibility that human
OMV vaccination induced T regulatory cells which suppressed B
cell activation cannot be ruled out and further investigation may
be conducted in the future. Interesting enough, we have previously
reported a negative dose-effect on booster bactericidal antibody
response, in that mice immunised with four doses of VA-MENGOC-
BC¥, but not with two or three doses, responded less well to the
booster dose compared with the primary series [14].

In conclusion, this study suggests that vaccination with the
VA-MENGOC-BC® induced a robust immune response after three
injections of vaccine. Vaccination induced the generation and acti-
vation of memory T-cells after primary and booster schedules
but failed to maintain a memory B-cell population at a stable
size andjor functionality. The weak boosting antibody response
reinforces suboptimal recall functions of the remaining memory
B-cell population. More studies are needed in view of the scarce
knowledge about cellular mechanisms of antibody response and
development of immunological memory by meningococcal vac-
cines.
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10.4 Resultados complementares em voluntarios (ndo publicados)

Além dos resultados publicados no Artigo 2 (Cruz et al.,, 2011), investigamos o
desenvolvimento de memaria imunolégica ap6s imunizar 5 voluntarios com a dose booster da
vacina dT. Os individuos selecionados ndo haviam sido vacinados contra a difteria, pelo

menos nos 5 anos antecedentes.

10.4.1 Avaliacdo da frequéncia de linfocitos B de meméria em PBMC de voluntarios

vacinados com dT

A Figura 3 apresenta a média do percentual de ASC anti-TD recuperadas apos 6 dias
de cultura (LBm). PBMCs foram obtidas antes e 14 dias apds a administracdo da dose booster
da vacina dT.

Com base na cinética do desenvolvimento de LBm anti-TD, a dose booster da vacina
dT induziu um aumento importante, mas nao significativo (P = 0,08) na frequéncia dessas
células (média = 0,54%) quando comparada com o pré-booster (média = 0,1%). A resposta de
LBm induzida pela vacina diftérica ap6s a dose reforco foi 5 vezes maior que a induzida pela
vacina cubana (média = 0,1%; Artigo 2), sugerindo ser uma vacina mais eficaz no que diz

respeito ao desenvolvimento e reativagdo da memoria imunologica humoral.

Figura 3 — Frequéncia de ASC anti-TD proveniente de 6 dias de cultura (LBm). PBMCs
foram obtidas antes e 9-14 dias ap0s a dose booster da vacina dT. As barras representam
a média de 7-8 individuos por grupo.
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10.4.2 Linfécitos T de memoria

A Figura 4 apresenta a média do percentual de linfécitos Tcm € Tewm, relacionado ao
total de células de memdria/ativadas, antes e diferentes dias ap6s a dose booster da vacina dT.
Em geral, houve um aumento gradual da populacdo de linfocitos Tcwm, atingindo significancia
estatistica (P = 0,02) no 28° dia (Figura 4A). Paralelamente, observamos uma diminuicdo
simultanea e gradual dos linfécitos Tem, sendo esta queda significativa (P = 0,02) 28 dias ap6s
0 booster (Figura 4B). Estas oscilagdes nas frequéncias das popula¢des foram maiores quando
as células foram estimuladas com o antigeno especifico sendo que, no 28° dia, a populacao de
linfocitos Tcwm era significativamente (P = 0,03) maior que a de linfocitos Tgy, quando
estimuladas com o TD.

Quanto a ativacdo celular, avaliada pela expressdo de CD69 (Figura 5), verificamos
que esta foi maxima (mediana de 3,1) 28 dias ap6s o0 booster, tanto para os linfécitos Tcm
(Figura 5A) quanto para os linfocitos Tem (Figura 5B). Esta frequéncia foi cerca de 2 vezes
maior que aquela observada nas amostras pré-vacinais (mediana de 1,5; P > 0.05).

Portanto, estes resultados foram similares aos obtidos com a vacina anti-MenB (Artigo
2), exceto pelo pico da resposta de linfocitos Tcm ter sido detectado 14 dias apds a dose
reforco. No entanto, em relacdo a expressdo de CD69, a ativacdo celular induzida por VA-
MENGOC-BC® foi significativamente maior que a induzida por dT em todos os periodos
analisados e para ambas as populacdes celulares avaliadas (Tem € Tcm). Essa diferenca pode
estar relacionada a um espaco de tempo mais curto entre a administragéo da dose booster e da
imunizacdo primaria, que foi de 6 meses para a vacina anti-MenB e de pelo menos 5 anos

para a vacina anti-TD.
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Figura 5 — Frequéncia das populagbes de LT CD4" de memodria expressando a molécula CD69,
indicadora de ativacdo celular recente, ap6s estimulacdo com o TD. As analises foram realizadas 3, 7,

14 e 28 dias ap6s a dose booster. A) Tewm; B) Tem. As linhas representam a mediana da populagédo estudada.
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11 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, diversas vacinas compostas de OMV foram desenvolvidas e
utilizadas para conter surtos causados por MenB (Bjune et al., 1991; Sierra et al., 1991; Wong
et al., 2009). No entanto, o desenvolvimento de uma vacina eficaz continua sendo um desafio
em todo o mundo. Com o sequenciamento do genoma de N. meningitidis, a procura por um
antigeno universal conservado tem sido o principal foco dos estudos em vacinas anti-MenB,
utilizando como ferramenta a vacinologia reversa (Mariel et al., 2008). O sucesso ou 0
fracasso dessas vacinas depende da inducdo da resposta imune funcional em criangas e da
variedade de cepas circulantes que sdo mortas por anticorpos bactericidas (Lo et al., 2009).

Embora a protecdo contra a DM tenha sido associada ao desenvolvimento de
anticorpos bactericidas, existem evidéncias da presenca de imunidade mesmo quando
anticorpos especificos ndo sdo mais detectaveis. Desta forma, outros parametros além dos
niveis de anticorpos podem ser usados para refletir mais apropriadamente imunidade
duradoura (Bernasconi et al., 2002; Nanan et al., 2002).

O objetivo desta tese foi avaliar, em modelo animal e em humanos, alguns dos
mecanismos de desenvolvimento e manutencdo da memdria imunoldgica ap6s vacinacdo
contra MenB, utilizando como referéncia a vacina diftérica (dT ou DTP), considerada ter
6tima eficacia em humanos.

A participacdo dos LB na memdria imunoldgica engloba duas populagdes celulares
distintas que sdo geradas durante as respostas imunes primarias. Uma delas se refere as ASC
de vida longa, que continuam a secretar niveis elevados de imunoglobulinas por periodos de
tempo prolongados ap6s a eliminagdo do antigeno. A outra populacéo é a de LBm, que tem a
capacidade de proliferar rapidamente e se diferenciar em plasmocitos apos a re-exposi¢do ao
antigeno, desse modo aumentando simultaneamente a frequéncia do precursor de LBm
antigeno-especifico e enriquecendo o pool de Igs especificas (Slifka et al., 1998; Tangye &
Tarlinton, 2009).

Evidéncias indicam que as ASC morrem rapidamente como resultado do estresse no
reticulo endoplasmatico que é causado pela producdo de anticorpos em larga escala. No
entanto, estimulos especificos para a sobrevivéncia destas células contribuem para a formacéo
de nichos especiais, que aumentam a sobrevida das mesmas, gerando ASC de vida longa.
Estas células podem estar localizadas nos 6rgdos linfoides secundéarios, em tecidos inflamados

ou na medula dssea (Radbruch et al., 2006).
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Os resultados desta tese, em modelo animal, demonstraram que as vacinas estudadas
induziram diferentes cinéticas da resposta especifica de ASC apds a imunizacdo primaria e
apos a dose reforco. Confirmando os resultados obtidos previamente (Cruz et al., 2007),
quando comparada com o baco, a medula dssea foi o0 sitio anatbmico que apresentou a maior
frequéncia relativa de ASC anti-MenB ap6s a imunizacdo primaria. No entanto, 4 e 6 meses
apos a terceira dose, houve uma importante reducdo de ASC especificas na medula 6ssea.
Nestes periodos, ndo houve diferenca entre a resposta de ASC especifica no bago e na medula
6ssea, sendo similares aquelas detectadas ap6s 1 e 2 doses da vacina.

Quando a dose booster foi administrada 2 ou 4 meses apds a terceira dose, a reposta de
ASC no bago foi similar aquela induzida apds imunizac¢éo primaéria, indicando a ativagdo dos
LBm e consequente diferenciagdo em ASC. Em contraste, observamos uma correlacao inversa
entre o tempo de administracdo do booster e os niveis de ASC na medula 6ssea, sugerindo
menor capacidade dos LBm gerarem novas ASC ou diferengas na migracdo de ASC para a
medula déssea. A dose reforco, administrada 6 meses apos a terceira dose, ndo foi capaz de
induzir uma resposta importante de ASC tanto no bago quanto na medula. Estes dados
diferem de estudos utilizando modelo viral de infec¢do no qual, ap6s a eliminacdo da infec¢cdo
e para o resto da vida do animal, a medula éssea continha > 90% de plasmaécitos virus-
especificos (Slifka et al., 1998).

A resposta imune induzida pela vacina DTP foi diferente da induzida pela vacina anti-
MenB. A resposta priméaria de ASC anti-TD foi muito menor, tanto no bago quanto na medula
Ossea, que a resposta primaria a0 MenB. Em contraste, a dose booster da vacina DTP
administrada 4 ou 6 meses apds a imunizagdo primaria induziu uma resposta muito maior que
a induzida pela vacina anti-MenB. As causas dessas diferengas sdo desconhecidas, mas é
importante considerar que a vacina anti-MenB é composta basicamente por OMP e LOS
residual. Ja a vacina DTP usada neste estudo é formulada com proteinas secretadas e células
inteiras de B. pertussis, uma bactéria Gram-negativa. O LPS é um potente ativador de LB e
estimula a sobrevivéncia de ambos os LB maduros e imaturos através da ativacdo de NF-«xB e
prevencdo da translocacdo de Bax, uma proteina pro-apoptética da familia Bcl2
(Souvannavong et al., 2007). Uma questdo que permanece é se apresentacdes distintas da
mesma molécula como componentes das duas vacinas do presente trabalho poderiam ter
efeitos diferentes in vivo. Em um estudo similar (Stenger et al., 2010), os autores observaram
um aumento gradual da populacdo de ASC de vida longa especificas residentes na medula
0ssea, sendo detectado até mesmo 1 ano apos a administracdo de uma dose reforco da vacina

DTP ou DTaP em camundongos.
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ASC e LBm possuem funcBes distintas no processo de manutencdo da memoria
soroldgica (Lanzavecchia et al., 2006). Os LBm ficam circulando entre sangue, linfa,
linfonodos e tecidos, sendo ativados na presenca de antigenos ou estimulos policlonais
(Bernasconi et al., 2002). Muito pouco se sabe a respeito do desenvolvimento de LBm apds
vacinagdo contra MenB. O uso de ativadores policlonais de LB em cultura de células estimula
populacdes de LBm a se diferenciar em ASC, permitindo sua deteccdo pela metodologia do
ELISPOT.

Em se tratando da inducdo de LBm anti-MenB, observamos no modelo animal, que o
pico da resposta ocorreu apds a terceira dose (média = 1,6%), com um ligeiro declinio nos
periodos subsequentes, permanecendo em torno de 1% mesmo apds as doses reforgos. Em
contrapartida, a resposta a dose reforco da vacina DTP foi de 1,9%, quase duas vezes maior
que a induzida pela vacina VA-MEGOC-BC®. Estes resultados, juntamente com a resposta de
ASC e de anticorpos, sugerem que os LBm anti-MenB do baco, que permaneceram em niveis
constantes ao longo de todo o estudo, foram responsaveis pela forte resposta de anticorpos
observada ap6s a dose reforco. Blink et al. (2005) demonstraram que o nimero de LBm
circulantes permaneceu constante desde o inicio da resposta imune, embora a afinidade dos
anticorpos secretados tenha aumentado. E importante mencionar que os linfonodos dos
animais vacinados em nosso estudo ndo foram avaliados, levantando questdes acerca da
possibilidade de outros 6rgaos linfoides secundarios constituirem um reservatorio adicional de
LBm de vida longa.

O desenvolvimento de anticorpos bactericidas tem sido descrito como o principal
mecanismo protetor contra a DM em humanos e animais e titulos > 4 sdo considerados
protetores (Goldshneider et al., 1969a). Nossos dados mostraram que a resposta de anticorpos
bactericidas dos animais vacinados foi dose-dependente, sendo méxima aos 14 dias apos a
terceira dose (média = 5,2). Esses niveis foram mantidos por aproximadamente 2 meses
(meédia = 3,6) e sofreram um declinio gradual nos periodos subsequentes (média = 1,6 € 0,5; 4
e 6 meses apds 3 doses, respectivamente). As doses reforgos, administradas 4 ou 6 meses ap0s
a imunizacdo primaria, induziram uma resposta significativa de anticorpos bactericidas
quando comparadas com o pré-booster. De maneira interessante, o perfil da resposta de
anticorpos opsonizantes e o dos titulos de anticorpos bactericidas apresentou uma forte
correspondéncia em todos os periodos analisados. No entanto, ndo houve correlacdo
estatistica entre as respostas funcionais analisadas. Portanto, apesar dos baixos niveis de ASC
na medula aos 4 e 6 meses pos-vacinacdo e do nimero constante de LBm no baco, estes dados

mostram uma resposta de anticorpos indicadora da presenga de memaria imunologica.
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As porinas de Neisseria sdo 0s principais componentes presentes nas OMVs da vacina
cubana anti-MenB. A proteina PorA foi identificada como o principal alvo de anticorpos
bactericidas induzidos por vacinas OMV em humanos (Milagres et al., 1998; Wedege et al.,
1998; Milagres et al., 2000). Nesta tese, avaliamos a resposta de anticorpos opsonizantes
contra a cepa vacinal (Cu385), a cepa homdloga (H355) e suas variantes PorA” e Opa’. Houve
um declinio significativo na resposta de anticorpos quando PorA’, mas ndo Opa’, foi usada
como cepa alvo, indicando um papel importante de PorA na inducdo de anticorpos
opsonizantes. Resultados similares foram obtidos previamente para o ensaio bactericida
(Milagres, 1998).

Concluindo, o estudo em modelo animal demonstrou que, diferente dos modelos
virais, a vacina VA-MENGOC-BC® no gerou plasmécitos de vida longa em niveis elevados
a partir dos 4 meses ap0s a imunizacao primaria. A ndo alteracdo da resposta de LBm apds o
booster também indica alguma deficiéncia na geracdo e/ou reativacdo destas células, o que
possivelmente afetou a resposta de ASC na medula. Por outro lado, a resposta de 1gG e de
anticorpos funcionais (bactericidas e opsonizantes) nos periodos pré e pds-booster indicam
que os plasmdcitos de vida longa e/ou os LBm circulantes, mesmo em concentracdes
questionaveis, foram elementos importantes na resposta de anticorpos ap6s o booster. O
melhor entendimento dos aspectos celulares desta resposta sera importante para o
aprimoramento destas vacinas com consequente manutencdo da memoria soroldgica sem a

necessidade de doses reforgos frequentes.

A etapa seguinte foi investigar se os resultados obtidos em modelo animal se
reproduziam em humanos. Devido a inviabilidade de acessar os plasmocitos e LBm em
tecidos linféides e na medula 6ssea humanos os estudos sdo realizados utilizando o sangue
periférico. Apos a imunizacdo, mudancas rapidas ocorrem na frequéncia das populacbes de
plasmdcitos e LBm, uma vez que estas células se deslocam do tecido onde sdo produzidas
para outros sitios anatdmicos. O transito destas populacdes celulares através do sangue
periférico apds a imunizacdo deve permitir uma estimativa relativamente precisa da
frequéncia de tais células em outros tecidos. No entanto, 0 modelo e a interpretacdo de tais
estudos requerem um entendimento da cinética das populacdes de LB no sangue periférico
(Kelly et al., 2008). Até o presente, nenhuma abordagem acerca do desenvolvimento de
memoria imunoldgica envolvendo os mecanismos celulares foi desenvolvida ap6s imunizagdo

com a vacina VA-MENGOC-BC®. Com esse estudo buscamos elucidar a geracio e
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manutencdo de memdria imunologica ap6s imunizacdo com a vacina cubana anti-MenB, a fim
de justificar a baixa eficacia da mesma quando utilizada, na década de 90, em milhdes de
criangas da Grande S&o Paulo e Rio de Janeiro.

Os resultados obtidos com um pequeno numero de voluntarios vacinados
demonstraram que somente apds a administragdo da terceira dose da vacina VA-MENGOC-
BC® foi possivel detectar a presenca de LBm em todos os individuos. Um estudo de eficacia
realizado em humanos com a vacina norueguesa j& havia sugerido a necessidade da terceira
dose para induzir imunidade duradoura, uma vez que a eficacia vacinal passou de 87% para
57% 29 meses ap6s a segunda dose da vacina (Bjune et al., 1991). Quando a terceira dose foi
introduzida no esquema primario de imunizagcdo ou como uma dose reforgo, diversos estudos
apresentaram bons resultados em relacdo a resposta de anticorpos (Feiring et al., 2006).

Quando avaliamos a resposta de LBm 6 meses apds a terceira dose, detectamos uma
reducdo significativa e, de maneira surpreendente, apenas 2 dos 5 individuos analisados
responderam com um aumento da frequéncia de LBm (média = 0,10%) 14 dias ap6s a dose
booster. Diferente da resposta de LBm anti-MenB, a dose refor¢co da vacina dT induziu um
aumento importante de LBm em 6 de 7 individuos (média = 0,54%). A resposta de LBm
induzida pela vacina diftérica apds a dose reforco foi 5 vezes maior que a pré-booster e
também 5 vezes maior que a resposta booster induzida pela vacina cubana. Levando em
consideracdo que os individuos que receberam a dose reforgo da vacina diftérica ndo haviam
sido vacinados ha pelo menos 5 anos e que o refor¢o da vacina cubana foi administrado cerca
de 6 meses apds a vacinacdo primaria, estes dados sugerem diferentes potencialidades das
vacinas estudadas em gerarem e manterem os LBm. Um estudo do efeito da dose refor¢co em
individuos vacinados na adolescéncia com a vacina cubana esta sendo desenvolvido pelo
Nosso grupo.

Estudos realizados por Kelly et al. (2008) avaliaram a cinética da resposta de LBm
anti-MenC e anti-TD apds imunizacdo de criancas com 3 doses da vacina conjugada MenC-
CRMsg7, que também receberam as vacinas de rotina do calendario de vacinacao infantil, o
que inclui a vacina anti-diftérica. Os linfocitos de memdria, assim como em nosso estudo,
também foram detectados somente apds a terceira dose. Esta frequéncia permaneceu
detectavel por até 30 dias ap6s a terceira dose para ambos os antigenos avaliados. E
importante mencionar que houve correlagdo significativa entre a resposta de LBm anti-MenC
e a resposta de anticorpos 1 més apos a terceira dose da vacina, resultado que ndo observamos

em nosso estudo.
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Os resultados acerca da resposta de anticorpos funcionais indicaram que a vacina
cubana anti-MenB induziu uma imunidade humoral de curta duragdo, assim como foi
observado para a frequéncia de LBm. Houve um aumento gradual da resposta de anticorpos
opsonizantes e bactericidas no esquema primario de imunizacdo. Seis meses apds a terceira
dose, essas frequéncias sofreram uma reducdo significativa. Para a resposta de anticorpos
bactericidas apds a dose booster, houve um aumento de 4 vezes nos titulos de 3 dos 5
individuos estudados. Porém, a resposta pos-booster foi significativamente menor que a
induzida pela terceira dose.

Estudos recentes a respeito da presenca de LBm de vida longa especificos para tétano,
pertussis, sarampo e virus influenza estabeleceram que as frequéncias destas células variaram
de 0,02% a 0,87% do total de células produtoras de 1gG. E importante destacar que os LBm
foram detectados em todos os individuos para todos os antigenos (Buisman et al., 2009).
Embora o ensaio usado em nosso trabalho seja menos sensivel que o descrito anteriormente, a
cinética da resposta de LBm foi acompanhada pelas respostas de anticorpos bactericidas e
opsonizantes. Um dos questionamentos que estes dados nos trazem é como 0s antigenos
OMV de MenB poderiam mediar a inducdo de uma eficiente resposta de LB ap6s a vacinagao
primaria com uma capacidade de memdria tdo limitada.

A plasticidade na geracio, persisténcia e a reativacdo de LT CD4" de memoria tém
importante implicacdo nas estratégias vacinais de inducdo de imunidade protetora. A
flexibilidade dos precursores dos LT CD4" de memoria sugere que a capacidade de gerar
LTm para um determinado antigeno apd6s imunizacdo é bastante elevada. Além disso, a
manutencdo das populaces de LTm a longo prazo deve ser favorecida por reforcos
intermitentes, uma vez que os LT CD4" sdo mantidos por sinais recebidos pelos TCR (Lees &
Farber, 2010). Distintas populacdes de linfocitos T CD4" de memoéria foram descritas com
base em alguns marcadores de superficie (Sallusto et al., 1999). Linfocitos T de memoria
efetora (Tem) migram para tecidos periféricos e para sitios de inflamagdo. Apds reencontrar
um antigeno especifico, essas células rapidamente exercem suas fungdes efetoras, fornecendo
protecdo imediata contra infeccdo ou reativacdo de micro-organismos. J& os linfocitos T de
memoria central (Tcm) ficam circulando entre os 6rgdos linféides secundarios e se
diferenciam em Tgv ap0os o reencontro com o antigeno. (Jackson et al., 2005).

Com o intuito de investigar essas populacdes celulares (Tem e Tcwm) e seu perfil de
ativacdo ap0s a vacinacdo, avaliamos a expressao dos marcadores CCR7, CD45RA e CD69
nos LT CD4" provenientes de PBMC dos voluntarios vacinados. Nossos dados mostraram que
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0 esquema primario de imunizacdo induziu o predominio da resposta de linfécitos Tem
(CD4+CCR7‘CD45RA"+; média = 58%, quando estimulados com OMV), com um percentual
discreto de LT ativados (CD69"; média = 1,7%). Ap6s a terceira dose da vacina a ativaco
celular foi maior (média = 4,1%) para os linfocitos Tcm (CD4'CCR7'CD45RA), cuja
proporcéo foi de 42%. A dose booster induziu um aumento gradual dos linfocitos Tcm (média
= 57%) e uma reducdo continua dos linfocitos Tem (Média = 42%) até o 14° dia. De maneira
interessante, ao administrar a dose reforco, ambas as populacdes de linfocitos (Tcm e Tewm)
estavam altamente ativadas, com uma média de 13 e 9% das células expressando CD69,
respectivamente. Apds o booster, a ativacdo dos LT alcangou o pico da resposta no 14° dia
para os linfécitos Tcm (26%) e no 28° dia para os linfocitos Tem (14,6%). Quando avaliamos a
resposta de LTm apds a dose reforco da vacina dT, resultados similares aos obtidos com a
vacina anti-MenB foram observados, exceto pelo pico da resposta de linfécitos Tcm ter sido
detectado 28 dias apds a dose reforco. No entanto, a ativacdo celular induzida por VA-
MENGOC-BC® foi significativamente maior que a induzida por dT em todos os periodos
analisados e para ambas as populacdes celulares avaliadas (Tem € Tcm). Essa diferenca pode
estar relacionada a um espaco de tempo mais curto entre a administracdo da dose booster e da
imunizacdo primaria, que foi de 6 meses para a vacina anti-MenB e de pelo menos 5 anos
para a vacina anti-TD.

Estudos realizados por Gudmundsdotter et al. (2008) indicaram um aumento a longo-
prazo de linfocitos Tcwm especificos em pacientes infectados pelo HIV-1 apds receberem 8
doses da vacina HIV-1 rgp160, administrada durante 1 ano. Assim como em nossos estudos, o
aumento observado tornou-se mais evidente com o passar do tempo, apresentando uma
resposta significativamente maior aos 24 e ndo aos 12 meses apos a primeira dose da vacina.
Outra pesquisa evidenciou a ativacdo de linfocitos Tcm apos a dose reforco com o TT em
voluntérios imunizados 10 anos antes (Barbey et al., 2007). Os resultados demonstraram que
houve uma expansdo predominante de linfocitos Tcm, comparada com a subpopulacdo Tewm,
apos a dose reforco com o TT, cujo pico da resposta se deu aos 7 ou 14 dias. Estes resultados
contrastam com outros obtidos em modelos virais (citomegalovirus ou virus da hepatite B),
que demonstraram a presenca de LT CD4" especificos expressando principalmente o fen6tipo
Tem (Bitmansour et al., 2002; Paroli et al., 2002). Esta diferenca pode estar relacionada ao
mecanismo pelo qual o patdgeno, ao contrario de um polipeptideo, € detectado pelo sistema
imune e aos complexos e distintos sinais induzidos por tais estruturas desencadeadoras
(Barbey et al., 2007).



71

Enfim, os resultados apresentados nesta tese sugerem que a imunizacdo com a vacina
VA-MENGOC-BC® induziu o desenvolvimento e ativacdo de LTm, porém falhou na
manutencdo de uma populacdo de LBm funcionalmente estdvel. A fraca resposta de
anticorpos apds o booster reforga a existéncia de alguma deficiéncia da vacina em induzir ou
manter os LBm. Diferente dos resultados obtidos em humanos, a resposta de anticorpos
bactericidas e opsonizantes em camundongos foi reativada apds a dose reforco, mesmo
quando esta foi administrada 6 meses apds a imunizagdo primaria. Os niveis estaveis de LBm
especificos no modelo animal podem ter sido os responsaveis pela reativagdo da resposta de
anticorpos, o que ndo foi observado em humanos, quando apenas 2 de 5 individuos
apresentaram aumento da resposta de LBm ap0s o booster. O modelo animal foi importante
para demonstrar a presenca de ASC na medula éssea, mas apresenta a particularidade de que
0s camundongos foram imunizados com uma Unica vacina, situagdo muito diversa dos
humanos. Estes dados reforcam a necessidade de diferentes modelos animais nos estudo de
imunogenicidade de vacinas e as limitacfes desses modelos para preverem a resposta em
humanos.

Em suma, os dados desta tese indicam que 3 doses da vacina cubana anti-MenB teve
uma eficiéncia curta em humanos e sugerem que a baixa eficacia da vacina quando utilizada
na década de 90 em S&o Paulo e no Rio de Janeiro, pode estar relacionada a deficiéncia na

geragdo e manutencdo de LBm especificos.
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12 CONCLUSOES
12.1 Estudo em modelo animal

% As vacinas estudadas (VA-MENGOC-BC® e DTP) induziram diferentes cinéticas da

resposta especifica de ASC apds imunizacao primaria e ap6s a dose booster.

x A medula 6ssea apresentou a maior frequéncia relativa de ASC anti-MenB apds a
imunizacdo primaria, predominando até 2 meses apos a terceira dose. Porém, a resposta
de ASC neste sitio anatdmico sofreu uma importante reducdo e se igualou ao bago 4 e 6

meses apads a terceira dose, inclusive ap6s o booster (6 meses).

x Ao contrario, a resposta de ASC induzida pela vacina DTP foi menor ap0s o0 esquema
primério de imunizagdo, com niveis similares detectados no bago e na medula 6ssea.
Ap0s o booster, esses resultados se inverteram, havendo uma resposta significativamente

maior que a resposta primaria, principalmente no bago.

x  Estas diferencas podem estar associadas aos componentes distintos das vacinas em
questdo, com a vacina VA-MENGOC-BC® sendo constituida de LOS residual e a vacina

DTP composta por LPS em abundancia, um potente ativador de linfocitos B.

x A dose booster induziu uma resposta de LBm anti-TD aproximadamente duas vezes

maior que a de LBm anti-MenB.

x A resposta de anticorpos bactericidas e opsonizantes dos animais vacinados contra MenB
foi dose-dependente, sendo maxima aos 14 dias apds a terceira dose. Diferente da
resposta celular, as doses reforcos, administradas 4 ou 6 meses apds a imunizacao
primaria, induziram uma resposta significativa de anticorpos funcionais quando

comparadas com o pré-booster.

% Juntamente com resposta de ASC e de anticorpos, esses resultados sugerem que os LBm
anti-MenB do bago, que permaneceram em niveis constantes ao longo de todo o estudo,

foram responsaveis pela forte resposta de anticorpos observada apos a dose reforco.
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% Com o uso de uma cepa alvo mutante (PorA") foi possivel atribuir a PorA um papel
importante na inducdo de anticorpos opsonizantes anti-MenB, assim como ja havia sido

observado anteriormente para 0s anticorpos bactericidas.
12.2 Estudo em humanos

x  Somente apés a administracio da terceira dose da vacina VA-MENGOC-BC® foi
possivel detectar a presenca de LBm em todos os individuos, confirmando a necessidade

de trés doses ja descrita na literatura.

% Seis meses apds a imunizacdo primaria, a resposta de LBm retornou ao seu nivel basal,
indicando uma deficiéncia na manutencdo da memoria humoral, resultado reforgado pela

nao reativacdo dos LBm quando a dose booster foi aplicada.

% Avacina dT induziu um aumento importante da frequéncia de LBm ap06s a dose reforgo,

sendo 5 vezes maior que a induzida pela vacina cubana.

x Em relacdo aos anticorpos funcionais a vacina VA-MENGOC-BC® induziu uma
imunidade humoral de curta duragcdo, com reducdo significativa 6 meses apo0s a

imunizacdo priméria, e pequena reativacao apds a dose reforco.

x O esquema primario de imunizacdo induziu o predominio da resposta de linfocitos Tem
anti-MenB. A dose booster induziu um aumento gradual dos linfocitos Tcy € uma

reducdo continua dos linfocitos Tgm, especificos para MenB ou para TD.

x A ativacdo celular induzida por VA-MENGOC-BC® foi significativamente maior que a
induzida por dT em todos os periodos analisados e para ambas as populac@es celulares
avaliadas (Tem € Tcwm), diferenca que pode estar relacionada a um espago de tempo mais
curto entre a administracao da dose booster e da imunizacdo primaria, que foi de 6 meses
para a vacina anti-MenB e de pelo menos 5 anos para a vacina anti-TD.

x  Enfim, este estudo demonstrou que a imunizacdo com a vacina VA-MENGOC-BC®
induziu o desenvolvimento e ativacdo de LTm em todo o periodo estudado. Porém, a

vacina foi menos eficiente na manutencdo de uma populacdo de LBm funcionalmente
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estavel, sugerindo que a baixa eficdcia da vacina cubana anti-MenB pode estar

relacionada a deficiéncia na geracao/manutencédo dessas células.
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ANEXO A — Termo de consentimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA, IMUNOLOGIA E PARASITOLOGIA

PROJETO: Avaliacdo dos mecanismos de desenvolvimento e manutencdo de memdria
imu®nolc’)gica ap6s imunizagdo contra Neisseria meningitidis B com a vacina VA-MENGOC-
BC

OBJETIVO DO ESTUDO

Esta pesquisa quer avaliar com as amostras de sangue coletadas:

1. A presenca de anticorpos contra Neisseria meningitidis B (MenB).

2. A presenca de células produtoras de anticorpos anti-MenB.

3. A memdria imunolégica dos linfocitos T e dos linfcitos B anti-MenB.
4. A proliferacdo dos linfécitos T especificos.

Com cerca de 15 ml de seu sangue faremos esta pesquisa. Os estudos serdo realizados apos
diferentes doses da vacina VA-MENGOC-BC®.

CONSENTIMENTO

Eu, , autorizo a coleta e
utilizacdo de sangue para a pesquisa citada acima. Foram-me explicitadas as informacgoes
sobre 0s objetivos da pesquisa. Eu entendo que a minha participacdo é totalmente voluntaria.

Assinatura do Doador / /
ou Responsavel Data

Eu expliguei o objetivo deste estudo ao doador. Até onde eu possa determinar, ele (a) entende
0 objetivo do presente estudo.

Assinatura do Responsavel / /
pela Entrevista com o Doador Data




ANEXO B - Documento de aprovacao do estudo pelo CEP-HUPE-UERJ

SR,
Sy UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
2 s ‘
® vit & HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO
? esmon COMITE DE ETICA EM PESOUISA

Rio de Janeiro, 04 de Fevereiro de 2011

Do: Comité de Etica em Pesquisa
Prof.: Wille Oigman
Para: Coord. Profa. Lucimar Gongalves Milagres / Imunologia

Registro CEP/HUPE: 2743/2010 (este nimero deverd ser citado nas correspondéncias referentes ao projeto)
CAAE: 0187.0.228.000-10

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto, apés avaliacdo,
considerou o projeto, "DESENVOLVIMENTO DE MEMORIA IMUNOLOGICA APOS VACINACAO OU
INFECCAO POR NEISSERIA MENINGIDITIS' aprovado, encontrando-se este dentro dos padroes
eficos da pesquisa em seres humanos, conforme Resolucdo n.9196 sobre pesquisa envolvendo seres
humanos de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de Saude, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

C pesquisador deverd informar ao Comité de Etica qualquer acontecimento ocorrido no
decorrer da pesquisa.

O Comité de Etica solicita a V. 5a., que ao término da pesquisa encaminhe a esta comissdo um
sumario dos resultados do projeto.

Y W S&\\é

Prof. Wille Oigme\r‘
Presidente do Comité de Etica em Pesquis‘?\.

Cmmrmmesm&
HUPENERJ

CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
AV. VINTE E OITO DE SETEMBRO, 77 TERREO - VILA ISABEL - CEP 20551-030
TEL: 21 2868-8253 — FAX: 21 2264-0853 - Email: cep-hupe@uerj.br
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ANEXO C - Documento de aprovacgéo do estudo pelo CEA-UERJ
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%, & UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO rG o el
Sn}uﬁ INSTITUTO DE BIOLOGIA ROBERTO ALCANTARA GOMES ‘éL‘:‘:'S"'“

COMISSAO DE ETICA PARA O CUIDADO E USO DE ANIMAIS EXPERIMENTAIS
(CEUA — IBRAG - UERJ)

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® CEUA/038/2010 sobre "Desenvolvimento de
memoéria imunoldgica apos vacinagdo contra Neisseria meningitidis B", sob a
responsabilidade de Lucimar Gongalves Milagres (UERJ), esta de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica Para
o Cuidado e Uso de Animais Experimentais (CEUA) do Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes da UERJ em 21/09/2010. Este certificado expira em 21/09/2014.

Rio de Janeiro, 21 de Setembro de 2010.
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Profa. Patricia Cristina Lisboa Prof. lzsrael Felzenszwalb 1 ©® a%
CEUA/IBRAG/UERJ CEUA/IBRAGIUERJ i g

i Patricia Cristina Lisboa da Silva
i1 do Depi, Ciéncias Fisiogicas / BRAG/ UERJ
Matricula 34765-8
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™ (21) 2587-6488 / 2587-6109 - Fax (21) 2284-9748
biologia@uerj.br



