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RESUMO 

CRUZ, Simone da Costa. Desenvolvimento e manutenção de memória imunológica após 

imunização contra Neisseria meningitidis B com a vacina VA-MENGOC-BC
®
. 2011. 88 f. 

Tese (Doutorado em Microbiologia). Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado 

do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011. 

 

Neisseria meningitidis é uma das principais causas de meningite bacteriana e 

septicemia em todo o mundo, acometendo principalmente crianças menores de 4 anos. 

Atualmente, não existe uma vacina universal contra o meningococo B (MenB). A imunidade 

protetora contra o meningococo caracteriza-se pela presença e persistência de anticorpos 

bactericidas, porém pouco se sabe sobre os mecanismos de desenvolvimento desta memória 

sorológica. Avaliamos em modelo animal e em humanos, a geração e manutenção das células 

secretoras de anticorpos (ASC) e dos linfócitos B de memória (LBm) após vacinação contra 
MenB. Utilizamos como referência a vacina diftérica (dT ou DTP), considerada ter ótima 

eficácia em humanos. Para o estudo em modelo animal, grupos de 6 a 8 camundongos suíços, 

fêmeas, de 5 a 6 semanas, foram imunizados com 3 doses da vacina VA-MENGOC-BC
®

 ou 

DTP, via intramuscular, com intervalo de 2 semanas entre as doses. Aproximadamente 2, 4 ou 

6 meses após a última dose, os animais receberam a dose reforço. A vacina anti-MenB 

induziu uma resposta primária de ASC maior que a resposta à dose reforço. Ao contrário, a 

resposta de ASC à vacina dT foi maior após o booster. A resposta de LBm anti-MenB 

permaneceu constante (média de 1%) ao longo de todo o estudo, mas a resposta ao toxóide 

diftérico (TD) foi maior após o booster (média de 1,9%) que após a imunização primária. A 

concentração de IgG, anticorpos bactericidas e opsonizantes contra MenB foi dose-

dependente e foi reativada após a administração das doses reforços. Esses resultados sugerem 
que os LBm presentes no baço foram responsáveis pela forte resposta de anticorpos observada 

após a dose reforço. Para o TD, ambos ASC e LBm foram importantes na manutenção da 

memória sorológica. Para o estudo em humanos, seis voluntários foram imunizados com 3 

doses da vacina VA-MENGOC-BC
®
, via intramuscular, com intervalo de 6 a 7 semanas entre 

as doses. Seis meses após a imunização primária, os indivíduos receberam uma dose reforço. 

Outro grupo de voluntários (n = 5) foi imunizado com uma dose reforço da vacina dT. 

Somente após a terceira dose da vacina anti-MenB foi possível detectar a presença de LBm 

em todos os indivíduos. Seis meses após a imunização primária, a frequência de LBm voltou 

ao seu nível basal e não foi reativada após a dose booster. A vacina dT também induziu uma 

resposta de LBm heterogênea, mas esta foi 5 vezes maior que a induzida por VA-MENGOC-
BC

®
. A resposta de anticorpos funcionais anti-MenB foi de curta duração com pequena 

reativação após a dose reforço. As duas vacinas induziram diferentes frequências de LT de 

memória central (TCM) e de memória efetora (TEM) após a vacinação primária e após o 

booster. A resposta à dose booster foi caracterizada pelo aumento da população de linfócitos 

TCM e diminuição de TEM. A população de linfócitos TCM apresentou maior ativação (CD69
+
) 

que os linfócitos TEM, especialmente após a vacinação contra MenB. Concluindo, os dados 

desta tese indicam que a administração de 3 doses da vacina VA-MENGOC-BC
®
 teve uma 

eficiência limitada em humanos e sugerem que a baixa eficácia da vacina, quando utilizada na 

década de 90 em São Paulo e no Rio de Janeiro, pode estar relacionada à deficiência na 

geração e manutenção de LBm específicos.  

 
Palavras-chave: Memória imunológica. 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 (TCM) and effector memory-T cells (TEM) 

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 TEM, 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 São 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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INTRODUÇÃO 

 

A despeito da existência de vacinas bacterianas bem sucedidas, p. ex. tétano e difteria, 

muitas doenças bacterianas ainda não contam com tal medida eficaz de prevenção. Entre estas 

se destaca a doença meningocócica (DM) causada por Neisseria meningitidis B (MenB), 

principalmente em crianças menores de 2 anos de idade (Jodar et al., 2002). Entre 1989 e 

1995, milhões de crianças de 3 meses a 13 anos de idade das cidades de São Paulo e Rio de 

Janeiro foram vacinadas com 2 doses da vacina Cubana, VA-MENGOC-BC
® 

(Moraes et al., 

1992). Porém, estudos de soroconversão (Milagres et al., 1994) e de caso-controle (Moraes et 

al., 1992) demonstraram que a eficácia da vacina variou com a faixa etária, sendo máxima 

(72%) em crianças de 4 a 6 anos, não havendo proteção para crianças menores de 2 anos. 

Em contrapartida, a introdução da vacina tríplice bacteriana contra a difteria, o tétano e 

a coqueluche (DTP) no calendário de imunização infantil, resultou em um drástico declínio da 

incidência de difteria em todo o mundo (Galazca, 2000; Brasil, 2004). Após a imunização 

primária no primeiro ano de vida, doses reforços são recomendadas aos 5-6 anos de idade e, 

em seguida, a cada dez anos (FUNASA, 2002; Brasil, 2004). Tendo em vista o sucesso da 

vacina diftérica, utilizamos a mesma em modelo animal e no estudo em humanos a fim de 

comparamos o desenvolvimento e manutenção da memória imunológica após a vacinação 

contra MenB e contra o toxóide diftérico (TD). 

 A qualidade da resposta humoral é fundamental para a eficácia vacinal, e inclui a 

indução 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 duração da proteção é 

determinada pela geração e manutenção de linfócitos B (LB) e linfócitos T (LT) de memória 

(Tough & Sprent, 2003). 

Embora muitos conhecimentos sobre memória imunológica tenham sido produzidos 

nos útimos 10 anos, ainda restam muitas questões quanto aos mecanismos responsáveis pela 

geração e manutenção da mesma (Tough & Sprent, 2003). Especificamente sobre a vacina 

VA-MENGOC-BC
®
, pouco tem sido descrito a respeito dos mecanimos responsáveis pela 

memória imunológica. Em estudos anteriores (Cruz et al., 2007) demonstramos, em modelo 

animal, que a medula óssea foi o principal sítio anatômico contendo células secretoras de 

anticorpos (ASC) específicas para MenB e que estas células se mantiveram por pelo menos 2 

meses após a imunização primária, sugerindo a produção de plasmócitos ou ASC de vida 

longa. Um achado muito interessante deste estudo foi a correlação positiva entre as cinéticas 
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da resposta de anticorpos bactericidas e de ASC na medula, sugerindo que estas células foram 

responsáveis pela manutenção dos anticorpos bactericidas no soro.  

A continuidade dessa investigação no presente trabalho resultou na publicação do 

“Artigo 1” (Cruz et al., 2010), que amplia o período de análise, comparando o 

desenvolvimento de memória imunológica humoral contra MenB ou contra o toxóide diftérico 

em modelo animal. Além disso, no “Artigo 2” (Cruz et al., submetido à publicação na revista 

Vaccine em 31/05/2011) avaliamos a resposta de anticorpos humanos e de LB e LT de 

memória após imunização primária e após a dose reforço contra MenB, investigando se os 

resultados obtidos em modelo animal se reproduziram em humanos. 

Com isso, buscamos elucidar a geração e manutenção de memória imunológica após 

imunização com a vacina VA-MENGOC-BC
®
, a fim de justificar a baixa eficácia da mesma 

quando utilizada na década de 90 em São Paulo e no Rio de Janeiro. 
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1 MORFOLOGIA E CLASSIFICAÇÃO DO MENINGOCOCO 

 

Neisseria meningitidis é um coco Gram-negativo pertencente à Família Neisseriaceae. 

Estes cocos são imóveis, não esporulados, geralmente capsulados e piliados (Bovre, 1984). 

Os principais antígenos de superfície do meningococo são a cápsula, as proteínas de 

membrana externa (OMP) e o lipopolissacarídeo (LPS), sendo estas estruturas utilizadas na 

classificação fenotípica da bactéria. 

As cápsulas polissacarídicas de N. meningitidis são importantes determinantes de 

virulência, já que inibem a ativação do complemento e a fagocitose. Estas cápsulas são 

utilizadas como antígenos para o desenvolvimento de vacinas (Girard et al., 2006). A 

diferença antigênica e química da molécula de polissacarídeo determina a classificação do 

meningococo em sorogrupos. De acordo com estas diferenças, N. meningitidis é classificada 

em 12 sorogrupos: A, B, C, H, I, K, L, W135, X, Y, Z e Z’ (29E) (Lifely et al., 1987; Popovic 

et al., 1999). 

A cápsula do sorogrupo A é composta por N-acetilmanosamina-1-fosfato, ao passo 

que as cápsulas dos sorogrupos B, C, Y e W135 contêm ácido siálico (ácido N-

acetilneuramínico). Nos sorogrupos Y e W135, o ácido siálico é ligado à glicose ou galactose, 

respectivamente. Os sorogrupos B e C são homopolímeros de ácido siálico, mas diferem na 

ligação entre suas unidades repetitivas (2-8 e 2-9, respectivamente). A cápsula do 

sorogrupo C é usualmente de-O-aceltilada, o que não ocorre na cápsula do sorogrupo B 

(Morley & Pollard, 2002). 

Estas diferenças sutis na cápsula do sorogrupo B são suficientes para impedi-la de ser 

um imunógeno eficiente em humanos, já que o ácido N-acetilneuramínico (2-8) é estrutural 

e antigenicamente idêntico aos glicopeptídios da molécula de adesão celular do sistema 

nervoso de fetos humanos e aos tecidos neurais e extra-neurais de adultos (Finne et al., 1983). 

As OMPs são importantes na indução de anticorpos, bem como na interação e na 

aderência do meningococo às células do hospedeiro. A caracterização das OMPs de N. 

meningitidis através da determinação do peso molecular, comportamento em SDS-PAGE, 

susceptibilidade a enzimas proteolíticas e mapeamento protéico resultou na diferenciação 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) são as duas principais porinas de N. 

meningitidis com seletividade para cátions e ânions, respectivamente (Tommassen et al., 
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1990). Todos os meningococos expressam PorB e a maioria das cepas expressa PorA (Tsai et 

al., 1981). PorA é a principal proteína indutora de anticorpos bactericidas após a vacinação 

contra MenB (Milagres et al., 1998; Wedege et al., 1998; Milagres et al., 2000). As diferenças 

imunológicas encontradas em PorB e PorA são a base para a classificação 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 contrário de bactérias 

entéricas, o LPS do meningococo não apresenta cadeias repetitivas do antígeno O, sendo 

então conhecido como lipooligossacarídeo (LOS) (Yazdankhah & Caugant, 2004). O LOS 

mantém o core conservado composto por heptose fosfato e ácido 2-ceto-3-desoxi-D-octonato 

(KDO) ligados ao lipídio A. O lipídio A é uma molécula ativa que induz a resposta 

inflamatória e mudanças na sua conformação podem afetar a virulência bacteriana e a resposta 

biológica do hospedeiro (Kahler & Stephens, 1998). 

A especificidade imunológica das moléculas de LOS determina os imunotipos (Tsai et 

al., 1987), como L3,7,9, o mais comumente encontrado em cepas patogênicas (Jones et al., 

1992). 

Resumindo, o fenótipo B:4,7:P1.19,15:L3,7,9 pertence ao sorogrupo B, sorotipo 4,7, 

subtipo P1.19,15 e imunotipo L3,7,9. 
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2 EPIDEMIOLOGIA DA DOENÇA MENINGOCÓCICA 

 

N. meningitidis é a causa mais comum de meningite bacteriana no mundo ocidental, 

principalmente em países que tenham introduzido a imunização 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 são responsáveis pela 

ocorrência de um maior número de infecções em todo o mundo, o que oferece uma 

prospecção realista de eliminação da doença com a utilização de vacinas efetivas contra estes 

grupos (Rosenstein et al., 2001; Girard et al., 2006). Os sorogrupos B e C são responsáveis 

pela maior parte dos casos na Europa e nas Américas, enquanto que os sorogrupos A e C 

predominam na Ásia e na África. Os Estados Unidos, Suécia e Israel são os únicos países nos 

quais houve um aumento da incidência do sorogrupo Y na última década (Almeida-González 

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 incidência da DM é observada em países da África subsaariana no chamado 

“cinturão da meningite”, que se estende da Etiópia, no leste, ao Senegal, no oeste 

(Lapeysonnie, 1963). Nesses países, surgem grandes surtos aproximadamente a cada 5-10 

anos durante a estação seca, com taxas de incidência 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 África, nos últimos 20 anos tem sido 

observada a emergência dos sorogrupos X e W135, com relatos de 134 casos do sorogrupo X 

na cidade de Niamey, capital do Níger, entre 1995 e 2000 (Djibo et al., 2003). 

Em contraste com os ataques inesperados e de curta duração das epidemias causadas 

pelo sorogrupo A na África sub-Saariana, epidemias pelo sorogrupo B se desenvolveram 

gradualmente ao longo de vários anos. Estas epidemias têm acontecido na Europa (Noruega, 

Bélgica, Espanha, Holanda, Inglaterra, entre outros países), nos Estados Unidos, e em alguns 

países da América Latina (Cuba, Colômbia, Brasil e Chile). Por razões desconhecidas, 

epidemias causadas pelo sorogrupo B são raras na África e em outros países em 

desenvolvimento (Jodar et al., 2002).  
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No Brasil, a partir de 1971, duas extensas epidemias ocorreram na área metropolitana 

da Grande São Paulo, atingindo a proporção 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 epidêmica nesta região, causada por MenB, 

com coeficiente de incidência 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 incidência de 3,32 casos por 100.000 habitantes e 

letalidade correspondente a 19,4% (SINAN/SVS/MS, 2005), onde o sorogrupo B é 

responsável por 30% dos casos de DM e o sorogrupo C induz 70% dos casos restantes que 

são notificados na maioria das regiões do país. Os casos da doença induzida pelo sorogrupo C 

são observados em diferentes faixas etárias, desde crianças com menos de 1 ano de idade até 

adultos jovens, com mais de 15 anos (Brasil, 2009). 
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3 TRANSMISSÃO E PATOGÊNESE  

 

N. meningitidis está presente na nasofaringe de 8-25% da população, o que se traduz 

em centenas de milhões de portadores assintomáticos em todo o mundo, sendo os 

adolescentes os principais reservatórios (Rosenstein et al., 2001). A transmissão desse micro-

organismo entre os humanos ocorre amplamente através de gotículas respiratórias e secreções, 

porém o tamanho do inóculo necessário para transmissão é desconhecido. Sua cápsula, 

importante fator de virulência descrito anteriormente, é uma estrutura altamente hidratada, o 

que favorece a proteção do meningococo durante a transmissão pelo ar entre os hospedeiros 

(Diaz Romero & Outschoorn, 1994).  

Uma vez que o meningococo penetra na barreira da mucosa do trato respiratório 

superior e adere às células epiteliais humanas, uma série de interações ocorre resultando na 

formação de microcolônias na superfície epitelial (Stephens et al., 1983). As bactérias viáveis 

devem ser endocitadas pelas células epiteliais não-ciliadas, escapar, e então alcançar a 

submucosa ou invadir diretamente as superfícies epiteliais danificadas.  

Em indivíduos susceptíveis, uma vez o sangue infectado, N. meningitidis sobrevive, se 

multiplica rapidamente e se dissemina por todo o corpo e para o cérebro. Em seguida, ocorre a 

passagem do meningococo através do endotélio vascular cerebral, resultando em infecção das 

meninges e do fluido cérebro-espinhal (Virji, 2009). A DM geralmente ocorre 1-14 dias após 

a aquisição do patógeno (Rosenstein et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



22 

 

4 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 

 

Um dos grandes desafios do diagnóstico da DM é que as manifestações clínicas são 

difíceis de distinguir de outras infecções menos graves do trato respiratório superior 

(Almeida-González et al., 2004). O quadro da meningite aguda purulenta é forma usual de 

manifestação da infecção meningocócica (Rosenstein et al., 2001). Os sintomas se 

caracterizam por um início súbito de cefaléia, febre, rigidez na nuca, náusea, vômito, 

fotofobia e alterações neurológicas que podem incluir delírio, coma e convulsões. Em 

crianças, a meningite pode apresentar um início mais insidioso, com sintomas atípicos sem 

rigidez na nuca; no entanto, o abaulamento da fontanela pode ser característico (Stephens, 

1999; Rosenstein et al., 2001). A meningococcemia é difícil de ser reconhecida fora do 

cenário de um surto, no entanto se caracteriza por um início súbito de febre, havendo erupção 

cutânea purpúrica ou petequial que pode progredir para púrpura ou septicemia fulminante 

(Rosenstein et al., 2001). 
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5 VACINAS ANTI-MENINGOCÓCICAS 

 

A doença invasiva está associada à ausência de anticorpos bactericidas e/ou 

opsonizantes e, portanto, pode ser prevenida através da indução desses anticorpos através da 

vacinação. A primeira vacina utilizada na prevenção da DM foi desenvolvida em 1912 

(Cartwright, 1996). Scherp e Rake (1935) identificaram um material capsular a partir do 

meningococo como polissacarídeo (apud Cartwright, 1996). No entanto, o verdadeiro trabalho 

sobre vacinas meningocócicas iniciou-se somente após a emergência da resistência às 

sulfonamidas e à penicilina (Manchanda et al., 2006). 

Um importante papel da imunização contra o meningococo é a indução de imunidade 

de rebanho, já que um percentual importante da população encontra-se colonizado por esse 

micro-organismo. O estado de portador pode ser reduzido em até 75% para alguns sorotipos, 

sendo essa redução associada à diminuição da incidência da doença em indivíduos não 

vacinados (Stephens, 2010).  

 

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

 

As vacinas polissacarídicas capsulares contra os sorogrupos A, C, Y e W135 foram 

introduzidas nas décadas de 70 e 80 tomando como base os estudos clássicos 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 crianças maiores de 2 anos de idade e em adultos, 

porém menos imunogênicas em crianças menores de 2 anos. A imunidade às vacinas 

polissacarídicas limita-se entre 3 e 5 anos de proteção, além de haver uma redução da resposta 

imune após repetidas doses do polissacarídeo dos sorogrupos A e C. Além disso, as vacinas 

polissacarídicas não induzem memória imunológica e possuem pequeno ou nenhum efeito 

sobre o estado de portador. Apesar das suas limitações, as vacinas polissacarídicas têm sido 

usadas extensivamente no controle de epidemias nos países do “cinturão da meningite” na 

África (Stephens et al., 2007). 

O maior avanço na prevenção da doença meningocócica foi o desenvolvimento de 

vacinas polissacarídicas conjugadas à proteína, tais como o toxóide tetânico ou CRM197 (um 

peptídeo mutante relacionado ao toxóide diftérico). As vacinas polissacarídicas conjugadas 

foram introduzidas no Reino Unido, em outros países da Europa, no Canadá e nos Estados 

Unidos (Ramsay et al., 2003; Trotter et al., 2004; Larrauri et al., 2005; Snape & Pollard, 
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2005; Trotter et al., 2006). Essas vacinas são seguras e imunogênicas em crianças pequenas, 

induzem memória imunológica e diminuem o estado de portador do meningococo. Em 2000, 

a introdução da vacina conjugada contra o meningococo C no Reino Unido reduziu a DM 

causada por esse sorogrupo (90% de eficácia por 3 anos em indivíduos de 11 a 18 anos) 

(Trotter et al., 2004). O esquema de três doses da vacina conjugada na infância originalmente 

usado no Reino Unido forneceu apenas proteção transitória e uma dose reforço ou esquemas 

de imunização alternativos foram necessários. Desta forma, o Reino Unido mudou o esquema 

de imunização anterior para 2 doses da vacina conjugada contra o sorogrupo C aos 3 e 4 

meses de idade, seguidas por uma dose reforço 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 cápsula presente nas cepas do sorogrupo B é um homopolímero de α(2-8) ligado ao 

ácido N-acetilneuramínico que também está presente em tecidos de mamíferos e seu uso na 

composição de uma vacina poderia levar a respostas autoimunes (Finne et al., 1983; Lo et al., 

2009). Desta forma, estratégias têm dado enfoque aos antígenos não-capsulares tais como as 

vesículas da membrana externa (OMV) e lipooligossacarídeos (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 são cepa-

específicas, a identificação de novas proteínas de superfície conservadas para o uso em 

vacinas combinadas, a descoberta de novos epítopos capsulares de MenB (Pizza et al., 2000; 

Giuliani et al., 2006), e a pesquisa em vacinas lipooligossacarídicas sugerem oportunidades 

para a prevenção da DM causada por MenB. 

Vacinas compostas por OMV foram desenvolvidas com sucesso no controle de surtos 

da doença causada pelo sorogrupo B em Cuba (Sierra et al., 1991), Noruega (Bjune et al., 

1991) e, mais recentemente, na Nova Zelândia (Wong et al., 2009). Durante a década de 80 

diversos estudos de eficácia foram realizados em Cuba, Brasil, Chile e Noruega. Embora as 

vacinas tenham apresentado eficácia de 50 a 80%, elas não forneceram proteção satisfatória às 

crianças 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 províncias daquele país, que 

abrangeu indivíduos de 11 a 16 anos, resultou em uma eficácia vacinal superior a 80% (Sierra 

et al., 1991). Entretanto, no Brasil, após imunização em massa de crianças de 3 a 83 meses de 

idade, observou-se que a eficácia da vacina foi de 74% para crianças acima de 4 anos, 47% 
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para crianças de 24 a 47 meses, não havendo proteção para crianças menores de 24 meses (-

37%) (Moraes et al., 1992). 

Na Noruega, um estudo de eficácia realizado com estudantes de escolas secundárias 

demonstrou que a proporção estimada de proteção contra MenB foi de 87% 10 meses após 2 

doses, mas apenas 57% durante o período de 29 meses (Bjune et al., 1991). Concluiu-se, 

então, que a terceira dose seria necessária para induzir imunidade duradoura. A terceira dose 

aplicada tanto no esquema primário de imunização quanto como uma dose reforço (seis meses 

ou vários anos após a segunda dose) foi avaliada em vários estudos apresentando bons 

resultados (Feiring et al., 2006). 

Recentemente, na Nova Zelândia, crianças 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 eficácia na redução do risco de epidemias por MenB 24 

meses após concluir o esquema de vacinação recomendado. 

A proteína 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 variação antigênica, a imunidade 

induzida por estas vacinas tem sido basicamente subtipo-específica. Partindo deste 

pressuposto, a tecnologia recombinante foi usada para produzir uma vacina hexavalente com 

6 proteínas PorA (HexaMen). Os subtipos incluídos na vacina foram: P1.7,16; P1.5,2; 

P1.19,15; P1.5c,10; P1.12,13; P1.7h4. Um esquema de vacinação de 3 doses da vacina 

hexavalente foi avaliado em crianças de 2 grupos etários (2 a 3 anos e 7 a 8 anos). Após 5-9 

meses as crianças receberam uma dose reforço da vacina. Alguns subtipos foram 

imunodominantes (P1.5c,10 e P1.5,2). Após 2 doses da vacina, 11% (P1.7h,4) a 95% 

(P1.5c,10) das crianças apresentaram um aumento significativo nos títulos de anticorpos 

bactericidas. Este percentual não diferiu significativamente após a dose reforço (de Kleijn et 

al., 2000). Embora a imunogenicidade desta vacina administrada em três doses tenha sido 

modesta em crianças menores de um ano, resultados satisfatórios foram obtidos após a quarta 

dose em crianças entre um e três anos de idade (Cartwright et al., 1999; Longworth et al., 

2002).  

 

5.3 Vacinologia reversa 

 

A metodologia convencional utilizada no desenvolvimento de vacinas levou à 

identificação de antígenos abundantes na superfície bacteriana, porém muito variáveis e 
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pouco adequados para o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra MenB. Desta forma, 

como dito anteriormente, essas vacinas têm sido importantes apenas para o controle de surtos. 

Após o sequenciamento do genoma bacteriano, todas as proteínas codificadas por um micro-

organismo tornaram-se disponíveis, sendo possível identificar candidatos à vacina sem utilizar 

os princípios da vacinologia convencional (Mariel et al., 2008). 

A vacinologia reversa fornece total acesso às proteínas que o micro-organismo pode 

codificar e, através da análise computacional, é possível identificar proteínas expostas na 

superfície de maneira reversa, iniciando o processo a partir do genoma em vez do micro-

organismo (Mariel et al., 2008). Para o meningococo B, 570 proteínas foram selecionadas 

como potenciais candidatas à vacina, das quais 350 foram clonadas e expressas em 

Escherichia coli e, em seguida, purificadas e utilizadas na imunização de camundongos (Pizza 

et al., 2000). Os soros obtidos após imunização foram testados por ELISA (Enzyme-Linnked 

Immunosorbent Assay), FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting) e Western blotting a fim 

de avaliar sua atividade imunogênica e protetora. Vinte e oito proteínas foram positivas em 

todos os testes, porém apenas 5 foram consideradas conservadas num painel de 31 cepas de N. 

meningitidis isoladas em todo o mundo (Pizza et al., 2000). 

Um estudo recente (Findlow et al., 2010) realizou testes em ensaio clínico de fase II 

com uma vacina recombinante contra MenB administrada na infância. Essa vacina contém 

três proteínas principais: adesina A de Neisseria (NadA), proteína ligadora do fator H (fHBP) 

e antígeno ligador de heparina (NHBA), formuladas ou não com OMV. Após 3 doses, ambas 

as vacinas foram imunogênicas contra cepas expressando NadA e fHBP homólogas ou 

relacionadas. No entanto, a formulação vacinal que continha as OMVs apresentou maior 

imunogenicidade, principalmente contra cepas expressando PorA homóloga. Embora esta 

vacina tenha apresentado o potencial de proteger crianças contra a DM, a extensão da 

proteção conferida aos antígenos heterólogos requer investigação adicional. 

O sucesso ou o fracasso das vacinas que estão sendo avaliadas atualmente depende da 

indução da resposta imune funcional em crianças e da variedade de cepas circulantes que são 

mortas por anticorpos bactericidas. O desenvolvimento de novas vacinas contra N. 

meningitidis representaria um grande benefício para a saúde pública, tendo em vista a 

gravidade da doença meningocócica causada por um patógeno que está tão 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 interação complexa entre o micro-organismo e a barreira mucosa da 

nasofaringe, com a participação dos mecanismos da imunidade inata e da imunidade adquirida 

(Pollard & Frasch, 2001). O estudo da resposta do hospedeiro contra o meningococo é 

importante para o desenvolvimento de vacinas, principalmente no que se refere à capacidade 

de induzir resposta protetora e duradoura.  

Dessa forma, em se tratando de infecções na infância, o principal objetivo da 

imunização é a indução de níveis protetores e duradouros de anticorpos específicos. No 

entanto, a persistência de anticorpos após a imunização de crianças menores de 4 anos tende a 

ser baixa quando comparada com crianças maiores ou adultos. Os mecanismos responsáveis 

pela persistência desses anticorpos ainda não foram muito bem esclarecidos (Crotty et al., 

2003; Kelly et al., 2005). Além disso, existem evidências da presença de imunidade mesmo 

quando anticorpos específicos não são mais detectáveis. Desta forma, outros parâmetros além 

dos níveis de anticorpos podem ser usados para refletir mais apropriadamente imunidade 

duradoura. 

  

6.1 Imunidade inata 

 

A imunidade protetora contra N. meningitidis caracteriza-se pela presença de 

anticorpos anti-meningococo capazes de ativar o sistema complemento. No entanto, a 

ativação de células da imunidade inata que levam à indução desses anticorpos é apenas 

parcialmente entendida. Uma vez que o meningococo atravessa a barreira mucosa, os 

neutrófilos são as primeiras células do sistema imune que ele irá encontrar. Essas células são 

também o tipo predominante encontrado no fluido cérebro-espinhal de pacientes acometidos 

com a meningite meningocócica durante a fase aguda da infecção e contribuem com a 

eliminação da bactéria quando a imunidade adaptativa ainda não tenha se estabelecido 

(Schmitt et al., 2009). 

O sistema imune inato está focado em estruturas do patógeno evolutivamente 

conservadas, conhecidas como padrões moleculares associados ao patógeno (PAMPs, 

pathogen-associated molecular patterns). Os alvos de reconhecimento padrão são produtos 
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com aspectos únicos no metabolismo ou estrutura microbiana (Medzhitov et al., 1997; 

Janeway & Medzhitov, 2002). 

Na doença meningocócica invasiva, o nível de LPS no plasma de pacientes está 

associado com o resultado da doença. Estudos in vitro indicam que o LPS parece ser um dos 

maiores estímulos para a liberação de citocinas durante o curso da infecção (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 à DM (Schroder & 

Schumann, 2005). Esta descoberta enfatiza o papel central do LPS como principal 

desencadeador da inflamação. 

As porinas de N. meningitidis são os principais componentes protéicos da OMV 

presente na vacina cubana. Wetzler et al. (1996) demonstraram que essas proteínas são 

capazes de aumentar a resposta imune a substâncias fracamente imunogênicas (p. ex. 

polissacarídeos, peptídeos, glicolipídios etc.) e que o aumento da expressão de B7-2 na 

superfície de linfócitos B deve ser o mecanismo associado à potencialização da resposta 

imune. É importante mencionar que essas OMVs possuem LPS e lipoproteínas que ativam 

TLR4 e TLR2, respectivamente (Ingalls et al., 2000), e que os ligantes desses TLRs 

apresentaram atividade adjuvante em vários estudos em camundongos (Fransen et al., 2007). 

Recentemente, Fransen e colaboradores (2010) investigaram o papel de TLR2 e TLR4 na 

resposta imune após a imunização de camundongos contra N. meningitidis com uma vacina 

baseada em OMV. De maneira surpreendente, os camundongos TLR2 
-
/
-
 não tiveram a 

resposta imune comprometida após imunização. Em contraste, camundongos deficientes em 

TLR4 apresentaram uma importante redução dos níveis 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 proteção contra o meningococo. 

Estudos em indivíduos com deficiência nos componentes finais (C5-C9) da cascata do 

complemento demonstraram que estes indivíduos desenvolvem a DM e que uma parte deles 

tem ataques recorrentes (Ross & Densen, 1984; D’Amelio et al., 1992). É importante 

mencionar que existe uma relativa deficiência dos componentes finais do complemento na 

infância (Lassiter et al., 1992), o que contribui com a susceptibilidade à DM nesta faixa etária. 

Sendo assim, o entendimento do início da resposta imune indica que a ativação 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 sinalização podem 

influenciar na susceptibilidade à DM (Emonts et al., 2003; Jack et al., 2006). 

 

6.2 Imunidade humoral 

 

Estudos realizados por Goldschneider et al. (1969a) demonstraram por evidências 

diretas e indiretas que títulos de anticorpos bactericidas anti-MenC > 4 estavam associados à 

proteção contra a doença meningocócica. Porém, esses estudos também revelaram que os 

soros com títulos de anticorpos bactericidas < 4 não necessariamente prediz susceptibilidade à 

doença, uma vez que alguns indivíduos com títulos negativos encontravam-se colonizados 

pela cepa epidêmica e não desenvolviam a doença. 

Recentemente, Trotter et al. (2007) demonstraram associação similar entre incidência 

da doença causada pelo MenB e ausência de títulos de anticorpos bactericidas > 4 para 

crianças de 3 a 11 meses. Porém, diferente dos estudos de Goldshneider et al. (1969a), o 

declínio da DM causada por MenB em crianças de 1 a 10 anos de idade não foi acompanhado 

pelo aumento da prevalência de títulos bactericidas protetores (≥ 4), indicando que 

mecanismos alternativos foram responsáveis pela aquisição de imunidade protetora contra 

MenB nesta faixa etária. Estes mecanismos incluem a maturação cronológica do sistema 

complemento pela via alternativa (Ferriani et al., 1999), a aquisição de anticorpos bactericidas 

com títulos < 4 (Welsch & Granoff, 2007), atividade de opsonização (Plested & Granoff, 

2008), ou a combinação destes mecanismos. Plested & Granoff (2008) demonstraram a 

indução de anticorpos opsonizantes após imunização contra MenB, havendo 

aproximadamente um terço dos soros com títulos bactericidas < 4.  

Dessa forma, embora exista uma clara associação entre títulos bactericidas ≥ 4 e 

proteção contra a DM, esta imagem de proteção é uma história incompleta (Granoff, 2009). 

Estes dados sugerem que algumas decisões de saúde pública poderão ser comprometidas ao 

basearem-se apenas nos títulos ≥ 4 como uma medida de proteção. Estas incluem o 

licenciamento ou não de uma nova vacina, a idade ótima para se administrar a vacina, o 

número de doses necessárias e a duração da imunidade protetora. Novas prioridades devem 

incluir o desenvolvimento de ensaios sorológicos e/ou celulares mais sensíveis e reprodutíveis 

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

 

A imunidade celular na DM tem sido pouco estudada, possivelmente porque o 

principal mecanismo de proteção 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 regulação da troca de isotipos das imunoglobulinas (Ig) e na indução da 

memória imunológica (Romagnani et al., 2000). 

Kornelisse et al. (1997) quantificaram citocinas no soro e no fluido cerebroespinhal de 

crianças com meningite e encontraram níveis altos de interleucina-12 (IL-12) e interferon 

gama (IFN-), mas não de IL-6, IL-8 ou IL-10. Pollard et al. (1999) avaliaram a secreção de 

citocinas por células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) em pacientes 

convalescentes da DM. Os resultados demonstraram que em crianças menores de 4 anos 

existe uma tendência à resposta Th1, com baixa razão IL-10/ IFN-. Em contrapartida, a 

resposta das crianças maiores de 4 anos mostrou uma razão maior de IL-10/IFN-, indicando 

um perfil Th2. Estas diferenças provavelmente influenciaram na qualidade ou especificidade 

de anticorpos anti-MenB, explicando a falha da atividade bactericida em crianças menores de 

dois anos de idade (Pollard & Frasch, 2001). 

 Estudos realizados por Næss et al. (1998) demonstraram que após imunização com a 

vacina norueguesa, as OMVs induziram a proliferação de LT contra PorA e mais fracamente 

contra PorB. Além disso, houve uma correlação positiva entre a resposta de LT e os níveis de 

IgG anti-OMV. A análise comparativa de PorA, Opa e Opc em induzir a proliferação de LT 

humanos revelou uma hierarquia interessante na imunogenicidade destas células, com as 

proteínas Opa sendo as mais imunogênicas, seguidas pelas proteínas Opc e PorA (Wiertz et 

al., 1996). 

Soros de indivíduos convalescentes da DM reagiram mais fortemente com as proteínas 

Opa do que com PorA ou PorB (Wedege et al., 1998) e uma forte resposta de anticorpos 

específicos contra Opa e PorA foi observada após imunização com a vacina anti-OMV 

norueguesa (Rosenqvist et al., 1995). Como a ativação dos LB é influenciada pelos sinais 

fornecidos pelos LTh, a imunodominância de LT específicos para Opa poderia explicar os 

altos títulos de anticorpos contra estas proteínas após imunização ou convalescência (Wiertz 

et al., 1996). 
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7 MEMÓRIA IMUNOLÓGICA 

 

Em geral, a proteção contra infecções adquirida após imunização é baseada 

principalmente em dois pilares: a indução de uma resposta imune protetora imediata e a 

formação de memória imunológica para prevenir futuras infecções (Luijkx et al., 2008). Para 

as infecções meningocócicas, a proteção imediata está baseada na atividade bactericida do 

soro (Goldschneider et al., 1969a), que é mediada por anticorpos produzidos por plasmócitos 

de vida longa e/ou LB de memória circulantes, que sofreram mudança de classe e maturação 

da afinidade (Slifka & Ahmed, 1998). A memória imunológica parece ser estabelecida por um 

pool de LB de memória específicos, requeridos em baixas quantidades para auto-renovação da 

população e para reposição dos plasmócitos em condições homeostáticas (Bernasconi et al., 

2002).  

Lanzavecchia et al. (2006) destacaram em seus estudos que componentes antígeno-

dependentes e antígeno-independentes (estímulos policlonais) contribuem para a memória 

sorológica. A “memória sorológica de curta duração” é mediada pela produção de plasmócitos 

de vida curta e de vida longa, sendo necessária a presença do antígeno. Enquanto que a 

“memória sorológica de longa duração” é mediada pela ativação homeostática de LB de 

memória, independente da presença do antígeno, levando à produção de plasmócitos. 

 

7.1 Plasmócitos de vida longa 

 

Após a ativação com um estímulo apropriado, principalmente o antígeno reconhecido 

pelo receptor de célula B (BCR), os LB virgens em repouso começam a proliferar (Alinikula 

& Lassila, 2011). Uma subpopulação dessas células inicia a produção de anticorpos e são 

chamadas de plasmablastos. Essas células passam por diferenciação terminal nos tecidos, 

onde continuam a produzir anticorpos e param de proliferar, sendo chamadas de plasmócitos. 

Os plasmócitos representam o estágio de diferenciação final da linhagem de LB e são células 

secretoras de anticorpos (ASC, antibody secreting cells) profissionais, constituindo o 

principal ramo da imunidade humoral.  

Os plasmócitos não são todos semelhantes. Essas células diferem em seu tempo de 

vida, rota de diferenciação, natureza da Ig produzida e localização anatômica (Oracki et al., 

2010). As vias exatas que resultam nos diferentes tipos de plasmócitos não foram 

completamente compreendidas, mas sugere-se que dependem do tipo de LB que os 
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plamócitos são derivados e do tipo de sinais necessários para estimular sua diferenciação 

(Fairfax et al, 2008; Oracki et al., 2010). 

A diferenciação de células B2 em ASC pode ocorrer em duas rotas principais. As 

células se diferenciam ao longo da via extrafolicular, originando os plasmócitos de vida curta 

que produzem anticorpos de baixa afinidade; ou seguem para os centros germinativos (GC), 

onde há a sustentação da maturação de afinidade do anticorpo e a mudança de classe da Ig, 

características do plasmócito de vida longa (Paus et al., 2006). 

Especialmente nas respostas imunes secundárias, os plasmablastos recém-formados 

migram para a medula óssea atraídos pela quimiocina CXCL12 (ou SDF-1), derivada das 

células estromais (Hargreaves et al., 2001; Hauser et al., 2002). As células reticulares 

estromais da medula óssea fornecem nichos de sobrevivência altamente especializados, onde 

os plasmócitos continuam a produzir anticorpos por meses ou até mesmo anos (Minges et al., 

2002; Radbruch et al., 2006). 

Sendo assim, é possível considerar que a migração das ASC para a medula óssea é um 

mecanismo homeostático, uma vez que os órgãos linfóides periféricos, tais como baço e 

linfonodos, estarão prontos para montar uma nova resposta quando houver exposição a novos 

antígenos (Slifka & Ahmed, 1996). 

A produção contínua de anticorpos por plasmócitos de vida longa é crucial para a 

imunidade, porque tais anticorpos fornecem uma proteção imediata sem a necessidade de 

expansão clonal e diferenciação de LB (Tarlinton, 2006). Evidências indicam que os 

plasmócitos de vida longa e os de vida curta constituem populações distintas e que nem todos 

os plasmablastos têm a capacidade de se tornar um plasmócito de vida longa (Radbruch et al., 

2006). Esta capacidade depende da expressão do fator de transcrição Blimp1 (B lymphocyte-

induced maturation protein 1), porque após a inativação do gene Prdm1 (que codifica 

Blimp1), os plasmócitos de vida longa desapareceram da medula óssea, havendo um 

correspondente decréscimo nas concentrações de anticorpos séricos antígeno-específicos 

(Shapiro-Shelef et al., 2005).    

Slifka et al. (1995) estudaram os sítios anatômicos onde se localizavam os plasmócitos 

após infecção viral por vírus da coriomeningite linfocítica (LCMV). A produção máxima de 

plasmócitos no baço ocorreu 8 dias após a infecção, enquanto que na medula óssea esses 

níveis não eram detectáveis. Após o término da infecção, houve um declínio de plasmócitos 

no baço e um aumento progressivo destas células na medula, que se manteve por um ano, 

indicando que a medula óssea foi o principal sítio anatômico de plasmócitos de vida longa. 

Manz et al. (1997) mostraram que, 60 dias após o início da resposta imune secundária à 
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ovoalbumina, mais de 90% dos plasmócitos específicos da medula óssea eram de vida longa e 

sobreviveram sem proliferar por várias semanas. 

Em estudos recentes realizados em nosso laboratório (Cruz et al., 2007), investigamos 

o desenvolvimento de ASC no baço e na medula óssea de camundongos após receberem 3 

doses da vacina cubana VA-MENGO-BC
®
 e após a dose reforço. Os resultados indicaram que 

a medula óssea foi o principal sítio anatômico contendo ASC específicas para MenB e que 

estas células se mantiveram por pelo menos 2 meses após a imunização primária, indicando a 

produção de plasmócitos de vida longa. Um achado muito interessante deste estudo foi a 

correlação positiva entre as cinéticas da resposta de anticorpos bactericidas e de ASC na 

medula, sugerindo que estas células foram responsáveis pela manutenção 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 reforço 28 dias após a imunização primária. Os autores avaliaram a 

resposta de ASC de vida longa na medula óssea específicas para alguns antígenos de 

Bordetella pertussis. Houve um aumento significativo do número de ASC na medula óssea 

após a dose reforço quando comparado com a imunização primária, que se manteve por mais 

de 1 ano. 

Em resumo, sinais específicos parecem ser fundamentais para a formação e 

manutenção de populações de ASC de vida longa. Os mecanismos que controlam estes 

processos ainda não foram claramente estabelecidos. Portanto, conhecê-los melhor nos 

ajudará a desenvolver estratégias de vacinação mais eficientes (Moser et al., 2006). 

 

7.2 Linfócitos B de memória 

 

O segundo “elemento-chave” resultante da resposta imune humoral é a formação dos 

LB de memória (Nutt & Tarlinton, 2011). Os linfócitos B de memória (LBm) frequentemente 

possuem receptores de antígeno que sofreram troca de classe e mutação somática, possuem 

vida longa (anos) e mantêm a habilidade de responder rapidamente após re-exposição ao 

antígeno se diferenciando em plasmócitos (Tarlinton, 2006; Good-Jacobson & Shlomchik, 

2010). Linfócitos B de memória 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 estável, embora ainda não tenha sido esclarecido como tal regulação 

homeostática é alcançada (Nutt & Tarlinton, 2011). 
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Os mecanismos pelos quais os LBm estão envolvidos na persistência de anticorpos 

continuam incertos. Em alguns casos, foi observada correlação entre a frequência de LBm 

circulantes e os níveis de anticorpos (Bernasconi et al., 2002; Crotty et al., 2003), sugerindo 

que os níveis de anticorpos circulantes são proporcionais ao número total de LBm (Kelly et 

al., 2006). Bernasconi et al. (2002) observaram correlações positivas entre os níveis de 

anticorpos específicos e a frequência de LBm após estímulos policlonais. Outros 

investigadores não encontraram tal relação (Leyendeckers et al., 1999), indicando que a 

persistência de anticorpos circulantes não é estabelecida pela diferenciação contínua de LBm 

em plasmócitos de vida curta, mas sim pelos plasmócitos de vida longa, o que suporta a idéia 

de que a memória sorológica e os LBm representam tipos de memória imunológica 

controlados independentemente.  

Poucos estudos a respeito dos mecanismos de memória gerados após infecção ou 

imunização contra o meningococo foram realizados. Kelly et al. (2006) avaliaram a 

persistência de LBm antígeno-específico após imunização com uma vacina conjugada 

específica para meningococo do sorogrupo C. A vacina conjugada induziu um número 

significativamente maior de LBm após 7 dias de imunização quando comparada com a vacina 

polissacarídica. Além disso, um ano após a imunização os LBm persistiram nos indivíduos 

que receberam a vacina conjugada, indicando a superioridade da vacina conjugada na indução  

de memória imunológica.  

Estudos recentes do mesmo grupo de pesquisadores (Kelly et al., 2008) apresentaram 

resultados acerca da cinética dos LBm após o esquema primário de imunização com a vacina 

contra o meningococo C conjugada ao CRM197 em crianças menores de 4 meses. Os LBm 

foram detectados em todos os períodos analisados após a terceira dose (0 a 30 dias). De 

maneira interessante, a resposta de plasmócitos foi mais demorada após 1 dose quando 

comparada com o rápido aparecimento dessas células após a terceira dose, indicando a 

participação dos LBm. Além disso, houve uma correlação significativa entre LBm específicos 

e os níveis de anticorpos 30 dias após 3 doses. 

Luijkx et al. (2008) investigaram uma possível associação entre a presença de 

atividade bactericida e resposta imune celular (plasmócitos e LBm) após imunização de 

camundongos com vacinas OMV deficientes nas classes 3 e 4. Essas vacinas contêm os 

subtipos de PorA P1.7-2,4 e P1.5-1,2-2, sendo o primeiro pouco imunogênico. Os autores 

demonstraram que a menor atividade bactericida para o subtipo P1.7-2,4 estava associada a 

maior expansão de LBm e de plasmócitos específicos. Desta forma, enquanto que os títulos de 

anticorpos funcionais específicos para o subtipo P1.5-1,2-2 continuaram aumentando ao longo 



35 

 

do estudo, paralelamente não houve um aumento de plasmócitos tanto no baço quanto na 

medula óssea e nem de LBm. Esses resultados sugerem que a qualidade e não a quantidade de 

plasmócitos ou LBm formados está associada a uma resposta imune mais eficaz, como é o 

caso da resposta específica ao subtipo P1.5-1,2-2. 

Recentemente, Buisman e colaboradores (2009) descreveram as características e a 

magnitude da resposta de células B de memória antígeno-específicas de vida longa em 

indivíduos de diversos grupos etários de acordo com o histórico de vacinação 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 títulos de anticorpos séricos. Uma pequena, porém significativa 

correlação entre os números de LBm específicos e o correspondente título de anticorpos 

circulantes foi observada para os antígenos vacinais da coqueluche e do sarampo, mas não os 

do tétano.  

Sendo assim, a análise de LBm antígeno-específicos e a sua relação com os anticorpos 

circulantes poderá ser útil no entendimento da longevidade e estabilidade da resposta imune 

adquirida após imunização (Buisman et al., 2009). 

 

7.3 A heterogeneidade dos linfócitos T de memória 

 

O processo de formação dos linfócitos T de memória (LTm) se inicia quando o 

receptor de antígenos de células T (TCR) se liga ao complexo peptídeo-MHC nas células 

apresentadoras de antígenos (Davis, 1990). Cerca de 90% das células efetoras formadas 

morrem no decorrer da primeira e segunda semanas, restando apenas uma população residual 

de células de memória de vida longa. Estas células são predominantemente quiescentes, mas 

são capazes de se auto-renovar e sobreviver por longos períodos na ausência do antígeno 

(Seder & Ahmed, 2004). 

As células de memória são heterogêneas, propondo-se a existência de pelo menos duas 

classes (Sallusto et al., 2004). Linfócitos T de memória efetora (TEM) expressam receptores 

que facilitam sua migração para sítios não linfóides de inflamação (Reinhardt et al., 2001) e 

produzem uma variedade de citocinas microbicidas, incluindo IFN-, IL-4 e IL-5, dentro de 

algumas horas de estimulação do TCR (Pepper & Jenkins, 2011). Os linfócitos T de memória 

central (TCM) não produzem quaisquer citocinas que são o protótipo da linhagem de células 

efetoras imediatamente após estimulação do TCR, embora secretem IL-2 e proliferem 
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extensivamente, adquirindo produção de citocinas efetoras posteriormente. Estas células 

expressam CD62L (L-selectina) e o receptor de quimiocina CCR7, que estão envolvidos na 

migração através dos linfonodos e dos órgãos linfóides da mucosa, posicionando-se nas áreas 

de células T desses órgãos (Cyster, 2005). Foi, então, postulado que os linfócitos TCM 

circulam através desses locais e provavelmente passam por uma resposta secundária (Sallusto 

et al., 2004). Tal predição foi confirmada por estudos mostrando que linfócitos T CD4
+
 de 

memória produtores de IL-2 estão presentes principalmente nos linfonodos, enquanto que os 

produtores de IFN- estão localizados em órgão não-linfóides (Reinhardt et al., 2001).  

Na ausência de LTm, a geração de LBm de alta afinidade e a de plasmócitos de vida 

longa é prejudicada (Crotty et al., 2003). Como descrito anteriormente, os plasmócitos de vida 

longa residem na medula óssea e os plasmablastos recentemente gerados migram para este 

sítio e competem com os plasmócitos residentes pelos nichos de sobrevivência fornecidos por 

células expressando CXCL12. Em contraste, por muitos anos, presumiu-se que os LTm 

circulavam constantemente pelo corpo em vigilância (Dutton et al., 1998). No entanto, 

recentemente, Tokoyoda et al. (2009) demonstraram em camundongos que LTm 

CD4
+
CD44

hi
CD62L

-
 antígeno-específicos residem na medula óssea, tropismo este mediado 

pela integrina 2. Estas células residem na medula óssea em contato com células estromais 

VCAM-1
+
 expressando IL-7, não proliferam e mantêm baixa ativação da expressão gênica. 

Quando desafiadas com o antígeno, elas reagem rapidamente e auxiliam na ativação 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 manutenção da memória imunológica após vacinação contra MenB, 

utilizando como referência a vacina diftérica (dT ou DTP), considerada ter ótima eficácia em 

humanos. 

 

8.2 Objetivos específicos 

 

8.2.1 Estudo em camundongos 

 

 Avaliar a frequência e a distribuição de ASC no baço e na medula óssea dos camundongos 

imunizados com a vacina VA-MENGOC-BC
®
 ou DTP; 

 Analisar a geração e manutenção de LBm após vacinação; 

 Testar o efeito protetor da imunização realizando o desafio infeccioso; 

 Quantificar os níveis de IgG e de anticorpos funcionais (bactericidas e opsonizantes) após 

imunização; 

 Analisar o efeito de uma dose reforço da vacina tanto em termos de produção de anticorpos 

como de ativação de linfócitos. 

 

8.2.2 Estudo em humanos 

 

 Avaliar a cinética da resposta de ASC e LBm em células mononucleares do sangue 

periférico (PBMCs) de voluntários imunizados com diferentes doses da vacina VA-

MENGOC-BC
®
 ou com a dose reforço da vacina dT; 

 Analisar o desenvolvimento, manutenção e ativação dos LT CD4
+
 de memória através dos 

marcadores CCR7, CD45RA e CD69;  

 Quantificar os níveis de IgG e de anticorpos funcionais (bactericidas e opsonizantes) após 

a imunização; 

 Analisar o efeito de uma dose reforço da vacina tanto em termos de produção de anticorpos 

como de ativação de linfócitos B e T CD4
+
. 
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9 METODOLOGIA 

 

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

correspondentes serão apresentados na seção referente aos resultados não publicados. 

 

9.1 Ensaio bactericida 

 

Utilizamos o ensaio previamente descrito por Maslanka et al. (1997). Resumidamente, 

a reação final (50 µl) consistiu de diferentes diluições (25 µl) dos soros testes (previamente 

inativados a 56°C por 30 minutos) em solução de PBS/BSA, 12,5 µl de soro humano diluído a 

1:2 (12,5%) como fonte de complemento e 12,5 µl da suspensão bacteriana (5 x 10
3
 ufc/ml). 

Após incubação a 37°C por 30 minutos adicionou-se ágar contendo uma mistura de 

antibióticos (Vancomicina, 3 µg/ml; Colistina, 7,5 µg/ ml; Nistatina, 12,5 U/ml; Trimetoprin 

5 µg/ml); (VCNT; Difco). Seguiu-se incubação a 37°C por 16h em 5% de CO2 e as colônias 

foram contadas em microscópio estereoscópio (40x). O título bactericida foi definido como a 

recíproca da maior diluição do soro teste resultando em pelo menos 50% de morte bacteriana. 

Utilizamos como controle positivo um pool de soros de camundongos obtidos após a 

vacinação com a VA-MENGOC-BC


, cujo título foi previamente determinado. O controle da 

ativação do complemento pela via alternativa foi feito incubando-se a bactéria e o 

complemento em solução de PBS/BSA. 

 

9.2 Ensaio de opsonização 

 

9.2.1 Detoxificação das OMVs 

 

Aproximadamente 200 µl de uma suspensão de OMVs de Cu385 diluídas em 800μl de 

tampão (Tris-HCl 0,1M/EDTA 0,02 mM) foram tratadas com 2% de deoxicolato de sódio 

(DOC_ Sigma, Nova Zelândia) por 60 minutos a 37ºC. Adicionou-se tampão, seguindo-se de 

centrifugação a 100.000 x g por 2 horas a 4ºC. O sedimento foi ressupendido no mesmo 

tampão e mantido a -20ºC. A quantificação de proteínas totais após o tratamento da amostra 

foi realizada pelo método de Lowry e a análise qualitativa da concentração 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 Adsorção das OMVs as beads fluorescentes 

 

Utilizamos o ensaio descrito previamente por Lehmann et al. (1997). 500 μl de beads 

(Fluoresbrite, Polysciences, Warrington, PA) marcados com FITC (4,55 x 10
10

 beads/ml) 

foram centrifugados (15.000 x g/5 min./25ºC). Após centrifugação, o sedimento foi 

ressuspendido com 450 μl de OMV a 940 μg/ml diluída em tampão borato (ácido bórico a 0,1 

M, pH 8,5). Seguiu-se rotação end-to-end por 20 horas a 20ºC. Após centrifugação, o 

sedimento foi ressuspendido com 450 μl de BSA (soro albumina bovina) a 2%. Seguiu-se 

rotação end-to-end (1 hora/20ºC) e centrifugação. O sedimento foi ressuspendido com 450 μl 

de solução de estocagem (PBS 0,1 M/5% glicerol/0,02% timerosal/1% BSA; pH 7,4).  

 

9.2.3 Obtenção das células 

 

Cerca de 5 ml de sangue de um voluntário foram coletados em tubo contendo 10 l de 

heparina e centrifugados (190 x g/4ºC/5 min.). Após descartar o plasma, o conteúdo restante 

foi distribuído igualmente em 4 tubos cônicos, onde foram adicionados 40 ml de ACK. 

Seguiu-se centrifugação e lavagem com PBS/BSA (2 vezes). As células foram ressuspendidas 

com 800 µl de tampão e mantidas no gelo até o momento de uso. A contagem celular foi feita 

em câmara de Neubauer e a análise da viabilidade celular através da coloração com azul de 

tripan a uma concentração final de 0,1%. 

 

9.2.4 Reação de opsonização 

 

Cerca de 100 µl das OMVs (extraídas das cepas selvagens ou mutantes) adsorvidas as 

beads fluorescentes (2,5 x 10
8 

partículas/ml) foram incubadas por 8 minutos (37ºC/rotação 

end-to-end) com 25 µl de soros testes (previamente inativados) acrescidos de 250 µl de 

tampão. Em seguida, foram adicionados 25 µl de soro humano (1%) como fonte de 

complemento. Após incubação (8 min./37ºC/rotação end-to-end), adicionou-se 100 µl de 

células (1,25 x 10
7
/ml). Seguiu-se incubação e a reação foi parada com 1,5 ml de PBS/EDTA 

0,02%. A leitura foi feita em citômetro de fluxo (FACSCalibour). 
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9.3 Ensaio de proteção 

 

Para os experimentos de proteção, grupos de camundongos foram imunizados com três 

doses de VA-MENGOC-BC
®
 em intervalos de 2 semanas. Foi incluído um grupo controle 

injetado com NaCl a 0,85%. Duas semanas após a terceira imunização, os camundongos 

foram usados no ensaio de proteção.  

O modelo animal utilizado nos experimentos de proteção 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 inoculação, as bactérias foram removidas do 

meio TSB/ágar após 20 horas de incubação e ressuspendidas em PBS. A suspensão bacteriana 

foi ajustada para uma densidade ótica de 0,4 (λ = 590 nm) e diluída para obter 10
5
 ou 10

6
 

ufc/ml em TSB contendo 4% de mucina (Sigma, St. Louis, USA) e 3% de hemoglobina 

(Sigma). O número de camundongos sobreviventes foi registrado 24 e 48 horas após o desafio 

bacteriano.  
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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 plasmócitos de vida longa após imunização contra 

MenB em modelo animal (Cruz et al., 2007). Nesse estudo, investigamos o desenvolvimento 

de ASC no baço e na medula óssea de camundongos imunizados com três doses da vacina 

cubana VA-MEGOC-BC
®
 e uma dose reforço, administrada 2 meses após a última dose do 

esquema primário de imunização. A resposta humoral contra a cepa vacinal foi avaliada 

através da determinação dos títulos de anticorpos bactericidas contra a cepa alvo e dos níveis 

de IgG específicos para OMP. Os resultados indicaram que houve uma resposta persistente de 

ASC na medula óssea, o que não ocorreu no baço. Em contraste com a resposta de IgG, os 

níveis de anticorpos bactericidas permaneceram constantes ao longo de todo o estudo. A dose 

reforço induziu um aumento significativo na frequência de ASC tanto no baço quanto na 

medula, indicando uma resposta de células B de memória e migração de ASC para a medula. 

Continuamos a investigação, acompanhando a resposta induzida por VA-MEGOC-

BC
®
 por um período maior e com a administração da dose reforço não apenas aos 2 meses 

após a imunização primária, como também aos 4 e 6 meses, a fim de verificar a longevidade 

das ASC na medula óssea e a resposta dos LB de memória ao longo do tempo. Como 

referência de uma vacina eficaz para a geração de memória imunológica, incluímos no estudo 

a análise da resposta ao TD após imunização com a vacina DTP. 

Os resultados demonstraram que as vacinas estudadas induziram diferentes cinéticas 

da resposta específica de ASC após a imunização primária e após a dose reforço (Cruz et al., 

2010). A reposta primária ao TD foi menor que a induzida por MenB, tanto no baço quanto na 

medula óssea. No entanto, após a dose reforço, a vacina DTP induziu uma resposta muito 

maior que a vacina VA-MEGOC-BC
®
. Em se tratando da indução de LBm anti-MenB, 

observamos que o pico da resposta ocorreu após a terceira dose (média = 1,6%), com um 

ligeiro declínio nos períodos subsequentes, permanecendo em torno de 1% mesmo após as 

doses reforços. Em contrapartida, a resposta à dose reforço 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 baço foi o principal  mecanismo de memória imunológica de 
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vida longa induzido pela vacina cubana. Os LBm alcançaram um limiar após a primeira dose 

da vacina que foi mantido ao longo do estudo, sendo ativado até 6 meses após a imunização 

primária, gerando uma resposta de anticorpos significativa. Os plasmócitos de vida longa 

apresentaram diminuição significativa 4 meses após a terceira dose, sendo que as doses 

booster administradas aos 4 e 6 meses não induziram um aumento expressivo destas células 

na medula óssea. No entanto, estes plasmócitos na medula óssea podem ter sido importantes 

na manutenção dos níveis de IgG após a imunização primária. Em relação à vacina DTP, os 

resultados indicaram que plasmócitos e LBm específicos no baço contribuíram fortemente 

com a resposta de memória celular ao TD. Plasmócitos específicos na medula óssea também 

representaram um mecanismo de memória imunológica de vida longa induzida por DTP. 

Portanto, estes dados indicam que, diferente dos modelos virais, a vacina VA-

MENGOC-BC
®
 não gerou plasmócitos de vida longa em níveis elevados a partir dos 4 meses 

após a imunização primária. A fraca resposta celular após o booster também indica alguma 

deficiência no desenvolvimento e/ou reativação dos mecanismos celulares de memória 

humoral. Por outro lado, a resposta de IgG nos períodos pré e pós-booster indicam que os 

plasmócitos de vida longa e/ou os LBm circulantes, mesmo em concentrações questionáveis,  

foram elementos importantes na resposta de anticorpos após o booster. 
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10.2 Resultados complementares em modelo animal (não publicados) 

 

Além dos resultados publicados no Artigo 1 (Cruz et al., 2010), o estudo em modelo 

animal culminou na análise dos anticorpos funcionais (bactericidas e opsonizantes) após 

imunização com a vacina VA-MENGOC-BC
®
. Os grupos de camundongos estudados foram 

os mesmos que aqueles apresentados no Artigo 1. 

 

10.2.1 Resposta de anticorpos bactericidas 

 

A Figura 1 apresenta a média e o erro padrão dos títulos de anticorpos bactericidas 

(log2) 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 títulos de anticorpos 

bactericidas (média = 3,43) quando comparados com a primeira dose (média = 1,00). Houve 

um aumento importante dos títulos de anticorpos bactericidas 14 dias após a terceira dose 

(média = 5,17), com declínio gradual nos períodos subsequentes (especialmente 4 e 6 meses 

após 3 doses (P < 0,05); Figura 1B), atingindo níveis similares aos resultados induzidos pela 

primeira dose da vacina. As doses booster, administradas 4 ou 6 meses após a terceira dose, 

resultaram em aumento significativo dos anticorpos bactericidas, alcançando concentrações 

similares às detectadas após a imunização primária (média = 5,2 e 6,1, respectivamente; 

Figura 1B). Porém, quando a dose reforço foi administrada 2 meses após a imunização 

primária (média = 4,5), não observamos um aumento significativo, já que os títulos de 

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

Apesar da resposta significativa de anticorpos bactericidas induzida por 3 doses da 

vacina VA-MENGOC-BC
®

, os resultados de proteção ao desafio infeccioso demonstraram 

proteção parcial (45,6%) contra a infecção por Men B (10
5
 ufc/ml, cepa N44/89) comparado 

com o grupo salina (20%), indicando a falta de correlação entre os ensaios in vivo e in vitro 

(dados não mostrados). 
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Figura 1 – Títulos de anticorpos bactericidas (log2) 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 após cada dose do esquema primário de imunização (A), antes e 

14 dias após as doses booster, administradas 2, 4 e 6 meses após a imunização primária 

(B). As barras representam a média e o erro padrão de 5-10 animais por grupo.  
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10.2.2 Resposta de anticorpos opsonizantes 

 

A Figura 2 apresenta a resposta de anticorpos opsonizantes contra a cepa vacinal 

medida através da emissão de fluorescência induzida durante o burst oxidativo dos 

neutrófilos. 

De forma similar à resposta de anticorpos bactericidas, após a segunda dose da vacina 

(Figura 2A), houve um aumento significativo (P < 0,001) da emissão de fluorescência 

(mediana = 2054) quando comparada com 1 dose (mediana = 217). A terceira dose da vacina 

induziu aumento significativo (mediana = 2853) de anticorpos opsonizantes em comparação 

com a segunda dose. Nos períodos subsequentes (4 e 6 meses após a terceira dose; Figura 

2B), houve um declínio gradual da emissão de fluorescência (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 o 

pré-booster (Figura 2B). Não observamos um aumento significativo quando a dose reforço foi 

administrada 2 meses após a imunização primária (mediana = 1590) porque os níveis de 

anticorpos opsonizantes permaneceram elevados (mediana = 987) dois meses após a terceira 

dose. De maneira interessante, o perfil da resposta de anticorpos opsonizantes e o dos títulos 
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Figura 2 – Resposta de anticorpos opsonizantes avaliada como a emissão da 

fluorescência induzida durante o burst oxidativo dos neutrófilos. A e B) Contra a 

cepa vacinal (Cu385/83); as amostras foram coletadas 14 dias após cada dose do 

esquema primário de imunização (A), antes e 14 dias após as doses booster, 

administradas 2, 4 e 6 meses após a imunização primária (B). C) Contra a cepa H355 

(B:15:P1.19,15:L3,7,9,8) e suas variantes PorA
- 

e Opa
-
; as amostras foram obtidas 14 

dias após a terceira dose.  As barras representam a mediana dos anticorpos opsonizantes 

de 5-12 animais por grupo.  

 

de anticorpos bactericidas apresentaram uma forte correspondência em todos os períodos 

analisados. 

Com o intuito de investigar o papel das proteínas PorA e Opa na resposta de anticorpos 

opsonizantes, foram utilizadas as OMPs das cepas H355 (PorA homóloga à 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 relação às cepas mutantes, foi possível observar um declínio 

significativo (P < 0,001) na resposta de anticorpos quando PorA
-
 (média = 542), mas não Opa

-
 

(média = 2295), foi usada como cepa alvo, indicando um papel importante de PorA na 

indução de anticorpos opsonizantes. 
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10.3 Artigo 2 (estudo em voluntários): 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 

responsáveis pelo desenvolvimento de memória imunológica após vacinação contra MenB. 

Decidimos avaliar a reprodução destes dados em humanos. Para tanto, seis voluntários 

saudáveis que não tinham sido vacinados previamente contra MenB ou acometidos pela 

doença, receberam 3 doses da vacina VA-MENGOC-BC
®
 e uma dose reforço, administrada 6 

meses após a última dose do esquema primário de imunização.  

Neste artigo (Cruz et al., 2011), investigamos a resposta funcional dos anticorpos 

(bactericida e opsonizante), além do desenvolvimento de plasmócitos, de LBm e de células T 

de memória/ativada a partir das PBMCs. Os resultados demonstraram que 3 doses da vacina 

foram necessárias para induzir uma resposta de LBm detectável (média = 0,46%) em todos os 

indivíduos do estudo. Esta resposta tornou-se indetectável seis meses mais tarde. Após a dose 

reforço somente 2 dos 5 voluntários responderam com um aumento das frequências de LBm 

(média = 0,15% e 0,34%).  

De forma similar, não detectamos uma resposta humoral típica de memória 

imunológica após a dose booster. Os níveis de anticorpos bactericidas e opsonizantes foram 

maiores após a imunização primária (média = 4,7 e mediana = 1212, respectivamente), 

quando comparados com o pós-booster (média = 2,6 e mediana = 285, respectivamente). Em 

conjunto, esses resultados sugerem que existe uma falha da vacina em manter o número e/ou 

ativação de LBm de vida longa e consequentemente de manter a memória sorológica em 

adultos. Em contraste, foi observada uma resposta significativa e funcional de LTm 

especialmente após o booster, com o predomínio de linfócitos TCM ativados (CD4
+
CD45RA

-

CCR7
+
 CD69

+
). 

Desta forma, os estudos em humanos sugerem que a imunização com vacina anti-

MenB induziu o desenvolvimento e ativação de LTm, porém falhou em manter a população 

de LBm funcionalmente estável. A fraca resposta de anticorpos após o booster reforça a 

existência de alguma deficiência da vacina em induzir ou manter os LBm. 

 

 

 



53 

 

 



54 

 

 



55 

 

 



56 

 

 



57 

 

 



58 

 

 



59 

 

 



60 

 

 



61 

 

Figura 3 – Frequência de ASC anti-TD proveniente de 6 dias de cultura (LBm). PBMCs 

foram obtidas antes e 9-14 dias após a dose booster da vacina dT. As barras representam 

a média de 7-8 indivíduos por grupo. 

 

10.4 Resultados complementares em voluntários (não publicados) 

 

Além dos resultados publicados no Artigo 2 (Cruz et al., 2011), investigamos o 

desenvolvimento de memória imunológica após imunizar 5 voluntários com a dose booster da 

vacina dT. Os indivíduos selecionados não haviam sido vacinados contra a difteria, pelo 

menos nos 5 anos antecedentes. 

 

10.4.1 Avaliação da frequência de linfócitos B de memória em PBMC de voluntários 

vacinados com dT 

 

A Figura 3 apresenta a média do percentual de ASC anti-TD recuperadas após 6 dias 

de cultura (LBm). PBMCs foram obtidas antes e 14 dias após a administração 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 não significativo (P = 0,08) na frequência dessas 

células (média = 0,54%) quando comparada com o pré-booster (média = 0,1%). A resposta de 

LBm induzida pela vacina diftérica após a dose reforço 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 reativação da memória imunológica humoral. 
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10.4.2 Linfócitos T de memória 

 

A Figura 4 apresenta a média do percentual de linfócitos TCM e TEM, relacionado ao 

total de células de memória/ativadas, antes e diferentes dias após a dose booster da vacina dT. 

Em geral, houve um aumento gradual da população de linfócitos TCM, atingindo significância 

estatística (P = 0,02) no 28º dia (Figura 4A). Paralelamente, observamos uma diminuição 

simultânea e gradual dos linfócitos TEM, sendo esta queda significativa (P = 0,02) 28 dias após 

o booster (Figura 4B). Estas oscilações nas frequências das populações foram maiores quando 

as células foram estimuladas com o antígeno específico sendo que, no 28º dia, a população de 

linfócitos TCM era significativamente (P = 0,03) maior que a de linfócitos TEM, quando 

estimuladas com o TD.  

Quanto à ativação celular, avaliada pela expressão de CD69 (Figura 5), verificamos 

que esta foi máxima (mediana de 3,1) 28 dias após o booster, tanto para os linfócitos TCM 

(Figura 5A) quanto para os linfócitos TEM (Figura 5B). Esta frequência foi cerca de 2 vezes 

maior que àquela 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 linfócitos TCM ter sido detectado 14 dias após a dose 

reforço. No entanto, em relação à expressão de CD69, a ativação celular induzida por VA-

MENGOC-BC
®
 foi significativamente maior que a induzida por dT em todos os períodos 

analisados e para ambas as populações celulares avaliadas (TEM e TCM). Essa diferença pode 

estar relacionada a um espaço de tempo mais curto entre a administração da dose booster e da 

imunização primária, 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 4 – Média dos percentuais de LT (CD4
+
) de memória antes e em diferentes dias (3, 7, 14 e 28) 

após a dose booster da vacina dT. As células foram estimuladas (+) ou não com o TD. TCM – memória 

central (CD45RA
-
CCR7

+
); TEM – memória efetora (CD45RA

-
CCR7

-
). 

 

Figura 5 – Frequência das populações de LT CD4
+
 de memória expressando a molécula CD69, 

indicadora de ativação celular recente, após estimulação com o TD.  As análises foram realizadas 3, 7, 

14 e 28 dias após a dose booster.  A) TCM; B) TEM. As linhas representam a mediana da população estudada. 
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11 DISCUSSÃO 

 

Nos últimos 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 

antígeno 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 o 

fracasso dessas vacinas depende da indução da resposta imune funcional em crianças e da 

variedade de cepas circulantes que são mortas por anticorpos bactericidas (Lo et al., 2009). 

Embora a proteção contra a DM tenha sido associada ao desenvolvimento de 

anticorpos bactericidas, existem evidências da presença de imunidade mesmo quando 

anticorpos específicos não são mais detectáveis. Desta forma, outros parâmetros além dos 

níveis 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 manutenção da memória imunológica após vacinação 

contra MenB, utilizando como referência a vacina diftérica (dT ou DTP), considerada ter 

ótima eficácia em humanos. 

A participação dos LB na memória imunológica engloba duas populações celulares 

distintas que são geradas durante as respostas imunes primárias. Uma delas se refere às ASC 

de vida longa, que continuam a secretar níveis elevados de imunoglobulinas por períodos de 

tempo prolongados após a eliminação do antígeno. A outra população é a de LBm, que tem a 

capacidade de proliferar rapidamente e se diferenciar em plasmócitos após a re-exposição ao 

antígeno, desse modo aumentando simultaneamente a frequência do precursor de LBm 

antígeno-específico e enriquecendo o pool de Igs específicas (Slifka et al., 1998; Tangye & 

Tarlinton, 2009). 

Evidências indicam que as ASC morrem rapidamente como resultado do estresse no 

retículo endoplasmático que é causado pela produção de anticorpos em larga escala. No 

entanto, estímulos específicos para a sobrevivência destas células contribuem para a formação 

de nichos especiais, que aumentam a sobrevida das mesmas, gerando ASC de vida longa. 

Estas células podem estar localizadas nos órgãos linfóides secundários, em tecidos inflamados 

ou na medula óssea (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 específica de ASC após a imunização primária e 

após a dose reforço. Confirmando os resultados obtidos previamente (Cruz et al., 2007), 

quando comparada com o baço, a medula óssea foi o sítio anatômico que apresentou a maior 

frequência relativa de ASC anti-MenB após a imunização primária. No entanto, 4 e 6 meses 

após a terceira dose, houve uma importante redução de ASC específicas na medula óssea. 

Nestes períodos, não houve diferença entre a resposta de ASC específica no baço e na medula 

óssea, sendo similares àquelas detectadas após 1 e 2 doses da vacina.  

Quando a dose booster foi administrada 2 ou 4 meses após a terceira dose, a reposta de 

ASC no baço foi similar àquela induzida após imunização primária, indicando a ativação dos 

LBm e consequente diferenciação em ASC. Em contraste, observamos uma correlação inversa 

entre o tempo de administração do booster e os níveis de ASC na medula óssea, sugerindo 

menor capacidade dos LBm gerarem novas ASC ou diferenças na migração de ASC para a 

medula óssea. A dose reforço, administrada 6 meses após a terceira dose, não foi capaz de 

induzir uma resposta importante de ASC tanto no baço quanto na medula. Estes dados 

diferem de estudos utilizando modelo viral de infecção no qual, após a eliminação da infecção 

e para o resto da vida do animal, a medula óssea continha > 90% de plasmócitos vírus-

específicos (Slifka et al., 1998).  

A resposta imune induzida pela vacina DTP foi diferente da induzida pela vacina anti-

MenB. A resposta primária de ASC anti-TD foi muito menor, tanto no baço quanto na medula 

óssea, que a resposta primária ao MenB. Em contraste, a dose booster da vacina DTP 

administrada 4 ou 6 meses após a imunização primária induziu uma resposta muito maior que 

a induzida pela vacina anti-MenB. As causas dessas diferenças são desconhecidas, mas é 

importante considerar que a vacina anti-MenB é composta basicamente por OMP e LOS 

residual. Já a vacina DTP usada neste estudo é formulada com proteínas secretadas e células 

inteiras de B. pertussis, uma bactéria Gram-negativa. O LPS é um potente ativador de LB e 

estimula a sobrevivência de ambos os LB maduros e imaturos através da ativação de NF-B e 

prevenção da translocação de Bax, uma proteína pró-apoptótica da família Bcl2 

(Souvannavong et al., 2007). Uma questão que permanece é se apresentações 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 população de ASC de vida longa específicas residentes na medula 

óssea, sendo detectado até mesmo 1 ano após a administração de uma dose reforço da vacina 

DTP ou DTaP em camundongos. 
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ASC e LBm possuem funções distintas no processo de manutenção da memória 

sorológica (Lanzavecchia et al., 2006). Os LBm ficam circulando entre sangue, linfa, 

linfonodos e tecidos, sendo ativados na presença de antígenos ou estímulos policlonais 

(Bernasconi et al., 2002). Muito pouco se sabe a respeito do desenvolvimento de LBm após 

vacinação contra MenB. O uso de ativadores policlonais de LB em cultura de células estimula 

populações de LBm a se diferenciar em ASC, permitindo sua detecção pela metodologia do 

ELISPOT.  

Em se tratando da indução de LBm anti-MenB, observamos no modelo animal, que o 

pico da resposta ocorreu após a terceira dose (média = 1,6%), com um ligeiro declínio nos 

períodos subsequentes, permanecendo em torno de 1% mesmo após as doses reforços. Em 

contrapartida, a resposta à dose reforço 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 baço, que permaneceram em níveis 

constantes ao longo de todo o estudo, foram responsáveis pela forte resposta de anticorpos 

observada após a dose reforço. Blink et al. (2005) demonstraram que o número de LBm 

circulantes permaneceu constante desde o início da resposta imune, embora a afinidade dos 

anticorpos secretados tenha aumentado. É importante mencionar que os linfonodos dos 

animais vacinados em nosso estudo não foram avaliados, levantando questões acerca da 

possibilidade de outros órgãos linfóides secundários constituírem um reservatório 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 títulos ≥ 4 são considerados 

protetores (Goldshneider et al., 1969a). Nossos dados mostraram que a resposta de anticorpos 

bactericidas dos animais vacinados foi dose-dependente, sendo máxima aos 14 dias após a 

terceira dose (média = 5,2). Esses níveis foram mantidos por aproximadamente 2 meses 

(média = 3,6) e sofreram um declínio gradual nos períodos subsequentes (média = 1,6 e 0,5; 4 

e 6 meses após 3 doses, respectivamente). As doses reforços, administradas 4 ou 6 meses após 

a imunização primária, 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 títulos de anticorpos bactericidas apresentou uma forte 

correspondência em todos os períodos analisados. No entanto, não houve correlação 

estatística entre as respostas funcionais analisadas. Portanto, apesar dos baixos níveis de ASC 

na medula aos 4 e 6 meses pós-vacinação e do número constante de LBm no baço, estes dados 

mostram uma resposta de anticorpos indicadora da presença de memória imunológica. 
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As porinas de Neisseria são os principais componentes presentes nas OMVs da vacina 

cubana anti-MenB. A proteína 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 homóloga (H355) e suas variantes PorA
-
 e Opa

-
. Houve 

um declínio significativo na resposta de anticorpos quando PorA
-
, mas não Opa

-
, foi usada 

como cepa alvo, indicando um papel importante de PorA na indução 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
®

 não gerou plasmócitos de vida longa em níveis elevados 

a partir dos 4 meses após a imunização primária. A não alteração da resposta de LBm após o 

booster também indica alguma deficiência na geração e/ou reativação destas células, o que 

possivelmente afetou a resposta de ASC na medula. Por outro lado, a resposta de IgG e de 

anticorpos funcionais (bactericidas e opsonizantes) nos períodos pré e pós-booster indicam 

que os plasmócitos de vida longa e/ou os LBm circulantes, mesmo em concentrações 

questionáveis, foram elementos importantes na resposta de anticorpos após o booster. O 

melhor entendimento dos aspectos celulares desta resposta será importante para o 

aprimoramento destas vacinas com consequente manutenção da memória sorológica sem a 

necessidade de doses reforços frequentes. 

 

A etapa seguinte foi investigar se os resultados obtidos em modelo animal se 

reproduziam em humanos. Devido a inviabilidade de acessar os plasmócitos e LBm em 

tecidos linfóides e na medula óssea humanos os estudos são realizados utilizando o sangue 

periférico. Após a imunização, mudanças rápidas ocorrem na frequência das populações de 

plasmócitos e LBm, uma vez que estas células se deslocam do tecido onde são produzidas 

para outros sítios anatômicos. O trânsito destas populações celulares através do sangue 

periférico após a imunização deve permitir uma estimativa relativamente precisa da 

frequência de tais células em outros tecidos. No entanto, o modelo e a interpretação de tais 

estudos requerem um entendimento da cinética das populações de LB no sangue periférico 

(Kelly et al., 2008). Até o presente, nenhuma abordagem acerca do desenvolvimento de 

memória imunológica envolvendo os mecanismos celulares foi desenvolvida após imunização 

com a vacina VA-MENGOC-BC
®
. Com esse estudo buscamos elucidar a geração e 
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manutenção de memória imunológica após imunização com a vacina cubana anti-MenB, a fim 

de justificar a baixa eficácia da mesma quando utilizada, na década de 90, em milhões de 

crianças da Grande São Paulo e Rio de Janeiro. 

Os resultados obtidos com um pequeno número de voluntários vacinados 

demonstraram que somente após a administração da terceira dose da vacina VA-MENGOC-

BC
®
 foi possível detectar a presença de LBm em todos os indivíduos. Um estudo de eficácia 

realizado em humanos com a vacina norueguesa já havia sugerido a necessidade da terceira 

dose para induzir imunidade duradoura, uma vez que a eficácia vacinal passou de 87% para 

57% 29 meses após a segunda dose da vacina (Bjune et al., 1991). Quando a terceira dose foi 

introduzida no esquema primário de imunização ou como uma dose reforço, diversos estudos 

apresentaram bons resultados em relação à resposta de anticorpos (Feiring et al., 2006). 

Quando avaliamos a resposta de LBm 6 meses após a terceira dose, detectamos uma 

redução significativa e, de maneira surpreendente, apenas 2 dos 5 indivíduos analisados 

responderam com um aumento da frequência de LBm (média = 0,10%) 14 dias após a dose 

booster. Diferente da resposta de LBm anti-MenB, a dose reforço da vacina dT induziu um 

aumento importante de LBm em 6 de 7 indivíduos (média = 0,54%). A resposta de LBm 

induzida pela vacina diftérica após a dose reforço foi 5 vezes maior que a pré-booster e 

também 5 vezes maior que a resposta booster induzida pela vacina cubana. Levando em 

consideração que os indivíduos que receberam a dose reforço da vacina diftérica não haviam 

sido vacinados há pelo menos 5 anos e que o reforço da vacina cubana foi administrado cerca 

de 6 meses após a vacinação primária, estes dados sugerem diferentes potencialidades das 

vacinas estudadas em gerarem e manterem os LBm. Um estudo do efeito da dose reforço em 

indivíduos vacinados na adolescência com a vacina cubana está sendo desenvolvido pelo 

nosso grupo. 

Estudos realizados por Kelly et al. (2008) avaliaram a cinética da resposta de LBm 

anti-MenC e anti-TD após imunização de crianças com 3 doses da vacina conjugada MenC-

CRM197, que também receberam as vacinas de rotina do calendário de vacinação infantil, o 

que inclui a vacina anti-diftérica. Os linfócitos de memória, assim como em nosso estudo, 

também foram detectados somente após a terceira dose. Esta frequência permaneceu 

detectável por até 30 dias após a terceira dose para ambos os antígenos avaliados. É 

importante mencionar que houve correlação significativa entre a resposta de LBm anti-MenC 

e a resposta de anticorpos 1 mês após a terceira dose da vacina, resultado que não observamos 

em nosso estudo.  



69 

 

Os resultados acerca da resposta de anticorpos funcionais indicaram que a vacina 

cubana anti-MenB induziu uma imunidade humoral de curta duração, assim como foi 

observado para a frequência de LBm. Houve um aumento gradual da resposta de anticorpos 

opsonizantes e bactericidas no esquema primário de imunização. Seis meses após a terceira 

dose, essas frequências sofreram uma redução significativa. Para a resposta de anticorpos 

bactericidas após a dose booster, houve um aumento de 4 vezes nos títulos de 3 dos 5 

indivíduos estudados. Porém, a resposta pós-booster foi significativamente menor que a 

induzida pela terceira dose. 

Estudos recentes a respeito da presença de LBm de vida longa específicos para tétano, 

pertussis, sarampo e vírus influenza estabeleceram que as frequências destas células variaram 

de 0,02% a 0,87% do total de células produtoras de IgG. É importante destacar que os LBm 

foram detectados em todos os indivíduos para todos os antígenos (Buisman et al., 2009). 

Embora o ensaio usado em nosso trabalho seja menos sensível 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 os antígenos 

OMV de MenB poderiam mediar a indução de uma eficiente resposta de LB após a vacinação 

primária com uma capacidade de memória tão limitada. 

A plasticidade na geração, persistência e a reativação de LT CD4
+
 de memória têm 

importante implicação nas estratégias vacinais de indução de imunidade protetora. A 

flexibilidade dos precursores dos LT CD4
+
 de memória sugere que a capacidade de gerar 

LTm para um determinado antígeno após imunização é bastante elevada. Além disso, a 

manutenção das populações de LTm a longo prazo deve ser favorecida por reforços 

intermitentes, uma vez que os LT CD4
+
 são mantidos por sinais recebidos pelos TCR (Lees & 

Farber, 2010). Distintas populações de linfócitos T CD4
+
 de memória foram descritas com 

base em alguns marcadores de superfície (Sallusto et al., 1999). Linfócitos T de memória 

efetora (TEM) migram para tecidos periféricos e para sítios de inflamação. Após reencontrar 

um antígeno específico, essas células rapidamente exercem suas funções efetoras, fornecendo 

proteção imediata contra infecção ou reativação de micro-organismos. Já os linfócitos T de 

memória central (TCM) ficam circulando entre os órgãos linfóides secundários e se 

diferenciam em TEM após o reencontro com o antígeno. (Jackson et al., 2005).  

Com o intuito de investigar essas populações celulares (TEM e TCM) e seu perfil de 

ativação após a vacinação, avaliamos a expressão dos marcadores CCR7, CD45RA e CD69 

nos LT CD4
+
 provenientes de PBMC dos voluntários vacinados. Nossos dados mostraram que 
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o esquema primário de imunização induziu o predomínio da resposta de linfócitos TEM 

(CD4
+
CCR7

-
CD45RA

-/+
; média = 58%, quando estimulados com OMV), com um percentual 

discreto de LT ativados (CD69
+
; média = 1,7%). Após a terceira dose da vacina a ativação 

celular foi maior (média = 4,1%) para os linfócitos TCM (CD4
+
CCR7

+
CD45RA

-
), cuja 

proporção foi de 42%. A dose booster induziu um aumento gradual dos linfócitos TCM (média 

= 57%) e uma redução contínua dos linfócitos TEM (média = 42%) até o 14º dia. De maneira 

interessante, ao administrar a dose reforço, ambas as populações de linfócitos (TCM e TEM) 

estavam altamente ativadas, com uma média de 13 e 9% das células expressando CD69, 

respectivamente. Após o booster, a ativação dos LT alcançou o pico da resposta no 14º dia 

para os linfócitos TCM (26%) e no 28º dia para os linfócitos TEM (14,6%). Quando avaliamos a 

resposta de LTm após a dose reforço da vacina dT, resultados similares aos obtidos com a 

vacina anti-MenB foram observados, exceto pelo pico da resposta de linfócitos TCM ter sido 

detectado 28 dias após a dose reforço. No entanto, a ativação celular induzida por VA-

MENGOC-BC
®
 foi significativamente maior que a induzida por dT em todos os períodos 

analisados e para ambas as populações celulares avaliadas (TEM e TCM). Essa diferença pode 

estar relacionada a um espaço de tempo mais curto entre a administração da dose booster e da 

imunização primária, 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 linfócitos TCM específicos em pacientes infectados pelo HIV-1 após 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 não aos 12 meses após a primeira dose da vacina. 

Outra pesquisa evidenciou a ativação de linfócitos TCM após a dose reforço com o TT em 

voluntários imunizados 10 anos antes (Barbey et al., 2007). Os resultados demonstraram que 

houve uma expansão predominante de linfócitos TCM, comparada com a subpopulação TEM, 

após a dose reforço com o TT, cujo pico da resposta se deu aos 7 ou 14 dias. Estes resultados 

contrastam com outros obtidos em modelos virais (citomegalovírus ou vírus da hepatite B), 

que demonstraram a presença de LT CD4
+
 específicos expressando principalmente o fenótipo 

TEM (Bitmansour et al., 2002; Paroli et al., 2002). Esta diferença pode estar relacionada ao 

mecanismo pelo qual o patógeno, ao contrário de um polipeptídeo, é detectado pelo sistema 

imune e aos complexos e distintos sinais induzidos por tais estruturas desencadeadoras 

(Barbey et al., 2007). 
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Enfim, os resultados apresentados nesta tese sugerem que a imunização com a vacina 

VA-MENGOC-BC
® 

induziu o desenvolvimento e ativação de LTm, porém falhou na 

manutenção de uma população de LBm funcionalmente estável. A fraca resposta de 

anticorpos após o booster reforça a existência de alguma deficiência 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 após a dose reforço, mesmo 

quando esta foi administrada 6 meses após a imunização primária. Os níveis estáveis de LBm 

específicos no modelo animal podem ter sido os responsáveis pela reativação da resposta de 

anticorpos, o que não foi observado em humanos, quando apenas 2 de 5 indivíduos 

apresentaram aumento da resposta de LBm após o booster. O modelo animal foi importante 

para demonstrar a presença de ASC na medula óssea, mas apresenta a particularidade de que 

os camundongos foram imunizados com uma única vacina, situação muito diversa dos 

humanos. Estes dados reforçam a necessidade de diferentes modelos animais nos estudo de 

imunogenicidade de vacinas e as limitações 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 eficiência curta em humanos e sugerem que a baixa eficácia da vacina quando utilizada 

na década de 90 em São Paulo e no Rio de Janeiro, pode estar relacionada à deficiência na 

geração e manutenção de LBm específicos.  
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12 CONCLUSÕES 

 

12.1 Estudo em modelo animal 

 

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

resposta específica de ASC após imunização primária e após a dose booster. 

 

 A medula óssea apresentou a maior frequência relativa de ASC anti-MenB após a 

imunização primária, predominando até 2 meses após a terceira dose. Porém, a resposta 

de ASC neste sítio anatômico sofreu uma importante redução e se igualou ao baço 4 e 6 

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

 

 Ao contrário, a resposta de ASC induzida pela vacina DTP foi menor após o esquema 

primário de imunização, com níveis similares detectados no baço e na medula óssea. 

Após o booster, esses resultados se inverteram, havendo uma resposta significativamente 

maior que a resposta primária, principalmente no baço.  

 

 Estas diferenças podem estar associadas aos componentes distintos das vacinas em 

questão, com a vacina VA-MENGOC-BC
®
 sendo constituída de LOS residual e a vacina 

DTP composta por LPS em abundância, um potente ativador de linfócitos B. 

 

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

maior que a de LBm anti-MenB. 

 

 A resposta de anticorpos bactericidas e opsonizantes dos animais vacinados contra MenB 

foi dose-dependente, sendo máxima aos 14 dias após a terceira dose. Diferente da 

resposta celular, as doses reforços, administradas 4 ou 6 meses após a imunização 

primária, 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 baço, que permaneceram em níveis constantes ao longo de todo o estudo, 

foram responsáveis pela forte resposta de anticorpos observada após a dose reforço. 
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 Com o uso de uma cepa alvo mutante (PorA
-
) foi possível atribuir à PorA um papel 

importante na indução de anticorpos opsonizantes anti-MenB, assim como já havia sido 

observado anteriormente para os anticorpos bactericidas. 

 

12.2 Estudo em humanos 

 

 Somente após a administração da terceira dose da vacina VA-MENGOC-BC
®
 foi 

possível detectar a presença de LBm em todos os indivíduos, confirmando a necessidade 

de três doses já descrita na literatura. 

 

 Seis meses após a imunização primária, a resposta de LBm retornou ao seu nível basal, 

indicando uma deficiência na manutenção da memória humoral, resultado reforçado pela 

não reativação dos LBm quando a dose booster foi aplicada. 

 

 A vacina dT induziu um aumento importante da frequência de LBm após a dose reforço, 

sendo 5 vezes maior que a induzida pela vacina cubana. 

 

 Em relação aos anticorpos funcionais a vacina VA-MENGOC-BC
®
 induziu uma 

imunidade humoral de curta duração, com redução significativa 6 meses após a 

imunização primária, e pequena reativação após a dose reforço. 

 

 O esquema primário de imunização induziu o predomínio da resposta de linfócitos TEM 

anti-MenB. A dose booster induziu um aumento gradual dos linfócitos TCM e uma 

redução contínua dos linfócitos TEM, específicos para MenB ou para TD. 

 

  A ativação celular induzida por VA-MENGOC-BC
®
 foi significativamente maior que a 

induzida por dT em todos os períodos analisados e para ambas as populações celulares 

avaliadas (TEM e TCM), diferença que pode estar relacionada a um espaço de tempo mais 

curto entre a administração da dose booster e da imunização primária, que foi de 6 meses 

para a vacina anti-MenB e de pelo menos 5 anos para a vacina anti-TD.  

 

 Enfim, este estudo demonstrou que a imunização com a vacina VA-MENGOC-BC
® 

induziu o desenvolvimento e ativação de LTm em todo o período estudado. Porém, a 

vacina foi menos eficiente na manutenção de uma população de LBm funcionalmente 
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estável, sugerindo que a baixa eficácia da vacina cubana anti-MenB pode estar 

relacionada à deficiência na geração/manutenção dessas células.  
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ANEXO A – Termo de consentimento livre e esclarecido  

 

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO 

FACULDADE DE CIÊNCIAS MÉDICAS 

DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA, IMUNOLOGIA E PARASITOLOGIA 

 

 

 

PROJETO: Avaliação dos mecanismos de desenvolvimento e manutenção de memória 

imunológica após imunização 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 presença de anticorpos contra Neisseria meningitidis B (MenB). 

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

3. A memória imunológica dos linfócitos T e dos linfócitos B anti-MenB. 

4. A proliferação dos linfócitos T específicos. 

 

Com cerca de 15 ml de seu sangue faremos esta pesquisa. Os estudos serão realizados após 

diferentes doses da vacina VA-MENGOC-BC


. 
  

 

CONSENTIMENTO 

 

 

Eu,______________________________________________________, autorizo a coleta e 

utilização de sangue para a pesquisa citada acima. Foram-me explicitadas as informações 
sobre os objetivos da pesquisa. Eu entendo que a minha participação é totalmente voluntária.  

 

 

  

 

 

Assinatura do Doador    ______/______/_____ 

ou Responsável                                                                       Data 

 

 

 
 

Eu expliquei o objetivo deste estudo ao doador. Até onde eu possa determinar, ele (a) entende 

o objetivo do presente estudo. 

  

 

 

 

Assinatura do Responsável    ______/______/_____ 

pela Entrevista com o Doador                                                         Data 
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